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OZET

Fusarium verticillioides, pek ¢ok bitkide ¢tiriikliik hastaligina neden olarak
bitki biiylime ve verimini azaltan baglica misir (Zea mays L.) bitkisi patojenidir. Bu
tez ¢aligmasi, F. verticillioides sitokrom P450 lanosterol C-/4a-demetilaz (CYP51C)
geni tlizerinden, RNAI tabanli Konak Kaynakli Gen Susturma (HIGS) yonteminin,
patojen kontroliindeki potansiyelinin arastirilmasini amaglamistir.

Bu caligmada, brom mozaik viriis tabanli vektor (BMVi/BMV3)’e fungal
CYP51C geni klonlanarak Nicotina benthamiana yapraklarina agroinfiltrasyonuyla
aktarilmisti.  Bu dogrultuda, bitkinin F. verticillioides ile enfeksiyonu sirasinda
ektopik olarak ifade olan CYP51C geninin RNAi mekanizmasi ile islenerek, endojen
fungus CYP51C’nin hedeflemesi sonucu, fungusta olast biiyiime inhibisyonu
arastirildi. Bunun i¢in N. benthamiana yapraklarina agroinfiltrasyonun ardindan 10*
konidi/ml F. verticillioides infiltre edildi. Infiltrasyonun 72. saatinde yaprak
orneklerinde gen ifadesi qRT-PCR ile belirlendi. Sonuglar kontrole kiyasla endojen
CYP51C ifadesinin yaklasik 300 kat azaldigin1 gosterdi. Bununla birlikte klonlanan
vektoriin fungusa dogrudan agrotransformasyonunun gerceklestirilmesiyle, fungusta
meydana gelen biiylime inhibisyonunun radyal 6l¢iimii, qRT-PCR ile gen ifadesi ve
ergosterol inhibisyonuna bagli olarak hiicre i¢i ROS iretimi DCF-DA boyama
yontemi ile  belirlendi. Fungusun  dogrudan BMVi/BMVazcypsic ile
agrotransformasyonu sonucu mock grubuna kiyasla, radyal biiylimede %21 oraninda
azalma, hiicre i¢i ROS miktarinda yaklasik 1,5 kat artis saptandi.

Sonuglarimiz, HIGS metodunun F. verticillioides patojeninin kontroliinde etkili

bir yontem olabilecegini ortaya koymustur.

Anahtar Kelimeler: Viriis Kaynakhh Gen Susturma (VIGS), Konak-Kaynakh
Gen Susturma (HIGS), CYP51, RNAIi, Fusarium verticillioides, Nicotiana

benthamiana



SUMMARY

Fusarium verticillioides is a major maize (Zea mays L.) plant pathogen that
causes rot disease in many plants, reducing plant growth and yield. This thesis study
aimed to investigate the potential of the RNAIi-based Host-Induced Gene Silencing
(HIGS) method in pathogen control through the F. verticillioides cytochrome P450
lanosterol C-/4a-demethylase (CYP51C) gene.

In this study, the fungal CYP51C gene was cloned into the brome mosaic virus-
based vector (BMV1/BMV3) and transferred to Nicotiana benthamiana by
agroinfiltration. In this direction, the CYP51C gene, which is ectopically expressed
during the infection of the plant with F. verticillioides, was processed with the RNAI
mechanism, and possible growth inhibition in the fungus was investigated as a result
of targeting the endogenous fungus CYP51C. For this purpose, N. benthamiana
leaves were infiltrated with 10* conidia/ml F.verticillioides after agroinfiltration.
Gene expression in leaf samples was determined by gRT-PCR at 72. hour of
infiltration. The results showed that endogenous CYP51C expression was reduced
approximately 300-fold compared to control. However, by direct agrotransformation
of the cloned vector into the fungus, radial measurement of growth inhibition in the
fungus, gene expression by qRT-PCR, and intracellular ROS production due to
ergosterol inhibition were determined by the DCF-DA staining method. As a result of
direct agrotransformation of the fungus with BMV1/BMV3:CYP51C, 21% decrease
in radial growth and an approximately 1.5-fold increase in the amount of intracellular
ROS were detected compared to the mock group.

Our results revealed that the HIGS method may be effective in the control of

the F. verticillioides pathogen.

Key Words: Virus-Induced Gene Silencing (VIGS), Host-Induced Gene
Silencing (HIGS), CYP51, RNAIi, Fusarium verticillioides, Nicotiana

benthamiana
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1. GIRIS

Fungal hastaliklar uzun zamandir tarimsal iiretim ve kiiresel gida giivenligi igin
yaygin bir tehdit olarak kabul edilmektedir ve diinya c¢apinda biiyiikk ekonomik
kayiplara neden olmaktadir [Fones et al., 2020; Ristaino et al., 2021]. Fitopatojenik
funguslar, yiiksek viriilanslari, genis konak yelpazesi, olumsuz ¢evre kosullarina
tolerans1 ve yeni soylar gelistirme yetenekleri nedeniyle tipik olarak salginlara daha
yatkindir [Fisher et al., 2018]. En oOnemli fungal patojenler arasinda yer alan
Fusarium verticillioides, misirda kulak ve sap ciriikliigl, fide yanmikligi gibi
hastaliklara neden olur. Fusarium tiirleri tarafindan iiretilen en 6nemli mikotoksinler
arasinda fumonisinler bulunmaktadir. F. verticillioides, biiyiik 6lglide fumonisin
tiretiminden dolay: insanlar ve ciftlik hayvanlari {izerinde olumsuz saglik etkisine
sahiptir [Shephard et al., 1996].

Bitki fungal hastaliklarinin kontroliinde kimyasal/biyo-fungusitlerin kullanimi
ve genetik olarak direngli bitki c¢esitlerinin 1slah1 yer almaktadir. Kimyasal
fungusitler yoluyla fungus kontrolii biiyiik 6l¢iide basarili olmasina ragmen,
tedavinin etkinligi fungusitin tiirlinden, uygulanma zamanindan ve abiyotik
faktorlerden etkilenir [Bandara et al., 2020]. Bununla birlikte azol fungusitlerin
uygulanmas1 da fumonisin treten F. verticillioides dahil olmak iizere Fusarium
spp.’nin kontroliinde etkilidir. Ancak bu tiir kimyasallarin kullanimina bagli olarak
olumsuz c¢evre etkileri, direng gelisimi ve saglik riskleri bu kontrol y6nteminin
gecerliligini olumsuz etkiler [Carmona et al., 2020].

Mikotoksin kontaminasyonunu kontrol etmek icin etkili bir yol, belirli bir
fungus geninin hedeflenmesiyle, RNA interferans (RNAi) aracili gen inhibisyonunu
iceren mahsullerin gelistirilmesidir. Kimyasal fungusit bazli kontrol stratejilerinden
farkli olarak, RNAi bazli bitki koruma stratejileri cevre dostu yontemler sunar. RNAi
mekanizmasinin yiiksek 6zgiilliigli ve neredeyse tiim Okaryotlardaki varligi, RNAi
tabanli hastalik kontroliiniin avantajli yonlerini olusturur [Fletcher et al., 2020].
RNAI tabanli Konak kaynakli gen susturma (HIGS), bitki bagisikligini tetiklemek
icin alternatif bir yontem olarak kullanilmaktadir. Kisaca HIGS’te, eksojen RNAI
sinyalleri, gen inhibisyonu ve ekin direnci igin patojen mRNA’larin1 hedeflemek
tizere konakta ifade edilir. Gelistirilen bu yontem kiiciik RNA’larin (sSRNA) konak

bitkiden patojene ve ayni sekilde tersi yonde gecis yapabilme 6zelliginden yararlanir.



Bu yaklasim, Blumeria graminis, Puccinia tiirleri, Fusarium tiirleri, Verticillium
dahlia, Magnaporthe oryzae ve Aspergillus flavus dahil olmak tizere ¢esitli fungus

patojenlerine karst RNAI aracili direng saglamak i¢in basariyla kullanilmistir [Ray et
al., 2022].

1.1. Tezin Amaci, Katkisi ve Icerigi

Kimyasal fungusitler ile fungal patojenlerin kontrol stratejilerinden farkli
olarak RNAi bazli bitki koruma yontemleri, bitki fungus patojenleriyle miicadele igin
cevre dostu ve patojene Ozgiin yontemler sunar. RNAI, endojen veya sentetik olarak
aktarilan ¢ift sarmalli RNA (dsRNA) araciligiyla mRNA degradasyonunu
indiikleyerek hedef genin ifadesini baskilayan biyolojik bir siiregtir.

Bu tez ¢alismasinda, 6karyotlarda dogal olarak var olan bu mekanizmay1, brom
mozaik virlis (BMV) vektorii araciligiyla tiitiin bitkisinde RNAI sinyallerinin
tetiklenmesiyle konak kaynakli gen susturma saglayarak F. verticillioides’te
ergosterol biyosentez yolunda gorevli olan CYP51C (sitokrom P450 lanosterol C-
140-demetilaz) geninin inhibisyonunu ve F. verticillioides te CYP51C’nin dogrudan
BMV tabanli viriis kaynakli gen susturma (VIGS) yontemi ile olast CYP51C
inhibisyonunun, fungal biiyiime iizerindeki etkisini morfolojik, biyokimyasal ve
molekiiler seviyede arastirmay1 amagliyoruz.

Bu baglamda c¢alismamiz, BMV-tabanli viriis kaynakli gen susturmanin
degerlendirilmesi i¢in tiitiinde PDS (fitoen desatiiraz) geninin susturulmasi, ardindan
aynt mekanizma temel alinarak model organizma olan N. benthamiana’nin konak
bitki, F. verticillioides’in patojen olarak secildigi sistemde kralliklar arasi mevcut
sRNA gegisinin dogal siiregte meydana geldigi hipotezine dayanarak F. verticillioides
CYP51C mRNA’sinin, viral vektor BMV’nin siireci tetiklemesi ile dizi homolojisine
bagli olarak inhibisyonunu ve BMV tabanli VIGS ile F. verticillioides’te olasi

biiyiime inhibisyonunun analizlerini igerir.



2. LITERATUR OZETI

2.1. Model Organizma Olarak Tiitiin

Nicotiana cinsi [Solanaceae: Linnaeus 1753], ¢ogunlugu Giiney Amerika ve
Avustralya’da olmak {iizere, dort kitadan baslica tropikal ve subtropikal dagilima
sahip 75 tiir icermektedir. Her ne kadar haploid kromozom sayis1 12 olarak kabul
edilse de 9 ila 24 ve hatta bazi N. suaveolens koleksiyonlarinda 32 arasinda
degismekte ve hem kromozom boyutunda hem de genom boyutunda biiyiik bir
varyasyon gostermektedir [Molina et al., 2021; Knapp et al., 2004].

Tiitlinlin birgok model ve ekin tiiriiyle karsilagtirildiginda yiiksek biyokiitle
verimine (hektar bagina 100 ton yaprak biyokiitlesine kadar) ve yiiksek ¢oziiniir
protein seviyelerine sahip olmasi, Agrobacterium veya viral indiiksiyon yoluyla
gecici ekspresyon ve stabil niikleer veya kloroplastik genom bazli ekspresyon gibi
calismalara dost olmasi, aym1 zamanda gida dist bir mahsul olup gida zinciri
kontaminasyonu riskini en aza indirmesi onu “bitki molekiiler tarim1” i¢in en umut
verici model organizmalardan biri yapar [Goodin et al., 2008; Hidalgo et al., 2022].

Nicotiana benthamiana, kendisini basarili bir sekilde enfekte edebilen ¢ok
sayida farkl bitki virlisli nedeniyle, bitki virolojisinde en yaygin kullanilan deneysel
konaktir. Ek olarak, ¢ok ¢esitli diger bitki-patojenik ajanlara (bakteriler, oomycetes,
funguslar ve benzerleri gibi), tipik olarak tek ¢enekli konakgilarla simirli bitki
virlislerine ve birka¢g hayvan viriisiine dahi duyarhidir. Yang ve ekibi (2004), N.
benthamiana’nin neredeyse evrensel viriis duyarliliginin kismen genomunda bulunan
RNA’ya bagimli RNA polimeraz geninde (NbRdRP1m) dogal olarak meydana gelen
bir mutasyona bagli oldugunu gostermistir [Yang et al., 2004]. Bu &zellikler tiitiinii
dogal bagisiklik ve savunma sinyali c¢aligmalarinda bu tiiri konak-patojen
aragtirmasinin temel tas1 haline getirmistir. Ayrica, iyi bir verimlilikle genetik olarak
doniistiiriilebildigi, rejenere edilebildigi ve viriis kaynakli gen susturma (VIGS) veya
gegici protein ekspresyonu gibi yontemlere uygunlugu N. benthamiana’y: bitki
biyolojisinde 6nemli bir yere koymaktadir [Clemente, 2006].

Ayrica, N. benthamiana EST (expressed sequence tag) genellikle domates,
patates, biber ve petunya gibi tarimsal olarak ilgili Solanaceous ekinleriyle oldukga
benzerdir. Bu nedenle, N. benthamiana’da yiiriitiilen konak-patojen etkilesimleriyle

ilgili fonksiyonel genomik projeleri, biiyiik olasilikla tarimsal agidan Onemli
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mahsullerde benzer roller oynayan bir gen kadrosunu ortaya c¢ikaracaktir. Bu
kapsamda Dong ve ekibi (2007) yiiksek verimli bir VIGS yaklasimi kullanarak
domates EST’nin N. benthamiana’da gen ekspresyonunu etkili bir sekilde
azaltabildigini gostermistir. Bununla birlikte N. benthamiana’nin genis haploid
genomu, onun bir genetik sistem olarak kullanimini kisitlasa da transformasyonunun
kolaylig1 bu tiirii bitki hiicre biyolojisi i¢in Iyi bir model haline getirmektedir [Dong
etal., 2007].

Sonu¢ olarak N. benthamiana’nin genetik miihendisligi yoluyla gen
ekspresyonunu hizli ve verimli bir sekilde modiile etme yetenegine sahip olmasi,
cesitli Agrobacterium tumefaciens suslarina karsi olduk¢a duyarli olmasi, i¢ mekanda
iiretim i¢in yeterli bir biiyiiklik ve diger ilgili tiirlere gére daha kisa bir yasam
dongiisiine sahip olmasi aym1 zamanda yaprak anatomisinin yogun infiltrasyonu
desteklemesi onu bitki aleminde gen ifadesini gegici olarak modiile etmek igin

yararlanilabilecek bir organizma konumuna getirmistir [Tremblay et al., 2010].
2.2. Bitki Patojeni Olarak Fusarium Tiirleri

Fusarium (Nectriaceae, Hypocreales), karmasik bir taksonomiye sahip ¢ok
sayida filogenetik olarak cesitli funguslari iceren Ascomycota sinifina ait onemli ve
iyi bilinen bir filamentli fungus cinsidir [Torbati et al., 2021]. Bu cins ilk olarak 1809
yilinda Link tarafindan tanimlanmistir [Leslie et al., 2006]. Fusarium tiirii kavramina
kriter getiren ilk biiyiik ¢alisma 1930'larda Wollenweber ve Reinking tarafindan
yuriitillmiis ve 1935'teki yayinlart modern fusarium taksonomik sistemlerinin
baslangi¢ noktasit olmustur [Munkvold, 2017; Wollenweber and Reinking, 1935].
Cesitli morfolojik, fizyolojik ve ekolojik ozelliklere sahip tiirler bu cinsle iligkilidir.
Bu nedenle tanimlandigindan bu yana literatiire baktigimizda Fusarium cinsinin
taksonomisinin karmasik oldugu ve birgok kez revize edildigi goriilmektedir
[Hermann et al., 2015].

Fusarium tiirleri toprakta saprofitik organizmalar olarak bulunur ve bitki
patojenleri olarak taninirlar. Bugday ve musir, Fusarium mikotoksinlerinin en sik
goriildiigii ve en biiyiik etkiye sahip oldugu mahsullerdir. Bununla birlikte, toksijenik
Fusarium tiirleri, tim kiigiik taneli mahsullerin yani sira kuskonmaz, incir, soya
fasulyesi ve diger baklagiller, tibbi bitkiler ve baz1 findik gibi diger bir¢ok mahsulde
meydana gelebilir (EFSA Journal, 2013; Waskiewicz et al.,2012]. Fusarium
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toksinleri ayn1 zamanda ekin kontaminasyonunun bir sonucu olarak hayvan yemleri
ve bira gibi fermente edilmis tirlinler de dahil olmak iizere insan gida iirlinlerinde de
bulunur [Munkvold, 2017].

Fusarium tiirleri tarafindan iretilen en Onemli mikotoksinler arasinda
fumonisinler bulunmaktadir. Fumonisinler, Sliimciil ¢iftlik hayvani hastaliklarina
neden olur ve insanlar i¢in potansiyel olarak kanserojen mikotoksin olarak kabul
edilir. Bunun yaninda fusariumda ¢ok sayida taksonomik revizyon ve degisen tiir
kavramlariin bir sonucu olarak, toksijenik tiirlerin toplam sayisi net olmamakla
birlikte mevcut en kapsamli kaynaklardan biri olan Desjardins’in yayini (2006), 45
onemli toksijenik tiiriin tiir-toksin iliskilerini belgelemistir [Jennings, 2007; Cha et
al.,2007; Aydmoglu ve Aktug, 2017].

Cogu Fusarium tiiri sadece eseysiz sporlar olustururken bazi tiirler askospor
adi verilen eseysi sporlar da olusturabilmektedir. Toprak i¢inde ve bitki kalintilari
tizerinde klamidospor veya miselyum olarak uzun siire canliligini koruyabilirler.
Birincil enfeksiyon, tohumla taginir ya da kok uglar veya yaralarda gerceklesir.
Uygun sicaklik ve bagil nem saglandig: taktirde bitkinin diger kisimlarini gelisimin
herhangi bir asamasinda enfekte edebilir. Tohum ¢iiriimesi, fide hastaligi, sap
clirlimesi ve kogan clirlimesi gibi hastaliklara neden olmanin yaninda semptomsuz
endofitik enfeksiyona da neden olabilir [Crous et al., 2021].

F. verticillioides ilk olarak 1877'de Italya'da misirdan Oospora verticillioides
olarak tanimlanmis ancak hayvan toksikozlar ile iligkili oldugu kesfedildikten sonra
F. moniliforme olarak taninmaya baslamistir. Su anda kabul edilen terminoloji, F.
moniliforme ve O. verticillioides'in es anlamli oldugunun belirlendigi 1976 yilinda
gosterilmisgtir [Munkvold, 2017]. F. verticillioides asemptomatik bir endofit olarak
hayatta kalabilen mikotoksin iireten filamentli bir askomisettir; ayn1 zamanda misir
tanelerinde (Zea mays L.) fumonisin iireten en yaygin toksijenik tiirdiir [Bacon and
Hinton, 1996]. Fumonisinler, F. verticillioides tarafindan iiretilen en Onemli
mikotoksindir ve ilk olarak 1988 yilinda Giiney Afrika'dan bir F. verticillioides
tiriinden tanimlanmis ve biyosentetik yolu ayni sekilde bu tiirde gosterilmistir.
Insanlarda, fumonisin bulasmis msir tikketimi 6zofagus kanseri ve karaciger hasari
[Hester et al., 2015; Voss et al., 2001] ile iliskilendirilmistir. Kontamine yemdeki
fumonisinler, ¢iftlik hayvanlarinda at 16koensefalomalazi ve domuz akciger 6demi ile
kiimes hayvanlarinda ise bir dizi fizyolojik belirtiyle iligkilendirilmistir [Haschek et

al., 2001]. Genele bakildiginda insanlarin fumonisinlere ve mikotoksinlere maruz
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kalmasi, diinyanin yetersiz beslenmenin yaygin oldugu bolgelerinde, gidayla ilgili
¢ok az diizenlemenin bulundugu popiilasyonlarda ve kétii gida isleme ve depolama
yontemlerinin yaygin oldugu yerlerde daha yaygindir [Bennett and Klich, 2003]. Bu
faktorlerin daha az siddetli oldugu iilkelerde, insanlarin tiiketim yoluyla
mikotoksinlere dogrudan maruz kalma olasilig1 daha diisiikken, hayvan yemi olarak
muisirin biiyiik 6l¢iide kullanilmasiyla ¢iftlik hayvanlar tizerindeki etkileri yiiksektir
[Shephard et al., 1996].

Bitkilerde F. verticillioides i¢in mevcut ve potansiyel miicadele yontemleri,
direncli bitkilerin 1slahi, biyolojik kontrollerin kullanimi, genetik miihendisligi, hasat
sonrast mikotoksin detoksifiye edici enzimler ve &zellikle tebuconazole ve
prothioconazole gibi azol fungusitleri igeren sterol demetilasyon inhibitorlerinin
(DMI) kullanim1 seklindedir [Anderson et al., 2017]. Bu sistemik fungusitler, fungus
zarinin bozulmasina yol agan ve sonunda fungusun biiyiimesini durduran sitokrom
P450 lanosterol C-/4a-demetilaz’1 (CYP51) hedefleyerek ergosterol biyosentezini
inhibe eder. Ergosterol, funguslarda hiicre zarmin Onemli bir Dbilesenidir.
Memelilerdeki kolesterole benzer sekilde ergosterol, hiicre zar1 biitlinliigliniin
korunmasinda kritik bir rol oynar ve hiicre zar i¢indeki gecirgenligi ve akigkanligi
diizenler [Rodrigues, 2018]. CYP51, ergosterol biyosentezi i¢in temel bir enzimdir
ve bu nedenle fungus hiicrelerinin ¢ogalmast i¢in gerekli olmasi, onu tarimda
antifungal ajanlar i¢in iyi bir hedef yapar [Zhang et al., 2017]. Azoller, fungal
CYP51 ile etkilesime girer ve ergosterol biyosentez yolagindaki kritik adimi katalize
etmesini engelleyerek, ergosteroliin zar1 bozan metillenmis sterol oOnciillerinin
birikmesine yol acar ve bunun sonucu olarak fungus biiyiimesi engellenir. Bu
metillenmis sterol birikimi fungus zari icindeki sertligi azaltir ve ergosteroliin de
tiikkenmesiyle zara bagli enzimlerin aktivitesini bozarak oksidatif strese ve hiicre zari

hasarina katkida bulunur [Zhang et al., 2019].
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Sterol demetilasyon inhibitérleri (DMI), F verticillioides'in biiyiimesini
engellemede son derece etkilidir. Bunun yaninda DMI'lar patojenler tarafindan direng
gelisimine karsi bagisik degildir. Blumeria Graminis’de kiraz yapragi lekesi [Holb et
al., 2010], Monilinia fructicola’da meyvelerin kahverengi ¢iirtikligii [Luo ve
Schnabel, 2008] ve Venturia inaequalis’de elma kara leke hastaligi dahil olmak iizere
birgok bitki patojeninde DMI direnci rapor edilmistir [Palani and Lalithakumari,
1999].

Fusarium graminearum'da, Fg-CYP51-B'nin birincil sterol 14a-demetilasyonu
ve ayni zamanda lretken askospor olusumu igin gerekliyken, Fg-CYP51A'nin,
ergosterol tiikkenmesiyle indiiklenen ve bozulan Fg-CYP51B fonksiyonunu telafi
eden ek bir sterol 14a-demetilazi kodladigi ve bozulan Fg-CYP51B fonksiyonunu
telafi ettigi gosterilmistir. Bunun yaninda Fg-CYP51C'nin bir sterol 14a-demetilazi
kodladig1 gozlemlenmemis olsa da sterol ara maddelerinin birikmesini dnlemede
onemli bir rol oynadig1 dolayisiyla dolayli olarak sterol 14a-demetilasyonu etkiledigi
ve tam bir viriilans i¢in gerekli oldugu varsayilmistir. Bu nedenle Fg-CYP51, Fg-
CYP51 aktivitesi icin en azindan kismen birbirini tamamlamak iizere uyum iginde
calisan {i¢ paralog tarafindan kodlanir. U¢ Fg-CYP51 geninin DMI'lara kars1 farkl
duyarlilig1 da fonksiyonel ¢esitlendirmeyi destekler [Koch et al., 2013].

Fungusit uygulamasinin ekonomik faydasi, uygulama maliyetinden daha fazla
olsa da modern tarimda ekin hastaliklarint yonetmek igin yaygin fungusit
uygulamasinin kullanimi istenmeyen sonuglar olusturur. Azol fungusitlerin uzun

stireli tarimsal kullaniminin funguslarda dirence neden olmasmin yaninda, Fungal



CYP51'i inhibe etmek icin tasarlanan azol bilesiklerin, hedef olmayan karasal ve
sucul bitki tiirleri lizerinde olumsuz ¢evresel etkilere sahip olabilecegi ve endokrin
bozucular olarak hareket ettigi bilinen bu bilesiklerin insanlarda endokrin sistemi
tizerinde Onemli etkilere sahip olabilecegi arastirilmaktadir. F. verticillioides gibi
mikotoksin {ireten funguslar1 kontrol etmek igin daha giivenli, 6zgiin ve ¢evre dostu

stratejilere ihtiyag vardir [Richter et al., 2016].
2.3. RNA Interferans (RNAI)

2.3.1. RNAI Kesfi ve Genel Mekanizmasi

RNAI, okaryotlarda transkripsiyonel veya transkripsiyon sonrasi seviyede gen
ekspresyonunun diizenlenmesinde ve retrotranspozonlarin baskilanmasinda kiigiik
RNA'larin (sRNA) aracilik ettigi dogal ve korunmus bir gen susturma siirecini ifade
eder [Svoboda, 2020].

1928 yilinda Wingard, titiin halkali leke virtisii (TRSV) ile enfekte edilen tiitiin
bitkilerinin siklikla iyilestigini ve yeni genisleyen yapraklarin, asilanan yapraklarda
gortinen tipik halka lekelerini gdstermek yerine saglikli goriindiigiinii, ayrica bu
asemptomatik yapraklar tekrar TRSV ile muamele edildiginde TRSV tarafindan
stiper-enfeksiyona karsi bagisiklik kazandigini gostermistir  [Wingard, 1928].
McKinney ve ekibi (1929), tiitiin mozaik virtisiiniin (TMV) zayiflatilmis formlariyla
enfekte olmus bitkilerin, ayn1 virlisiin sar1 mozaige neden olan daha viriilan suslar
tarafindan siiper-enfeksiyona karst direngli oldugunu gosterdi. Ardindan Ratcliff ve
ekibi (1997) tarafindan yapilan galisma, geri kazanim fenotipleri gosteren bitkilerin
Ozgiilligiinii daha fazla incelemek i¢in tomato blackring virus (TBRV) ile enfekte
edilmis bitkilerden elde edilen yapraklarin, sonraki TBRV asilamalarina kars1 bagisik
oldugunu ancak TBRV ile ilgisi olmayan diger viriislere karst duyarli olduklarini
gosterdi ve bagisikligin RNA dizisine dayali olduguna dair kanit sagladi [Ratcliff,
1997]. Bu g¢alismalar enfekte eden viriise kars1 direng ile sonuglanan spesifik tepkinin
homolojiye bagli oldugu fikrini ortaya koydu. Es zamanl olarak farkli virtisler ve
bitkiler kullanilarak yapilan birka¢ calismada, bir viriisiin bitkileri ayn1 veya yiiksek
oranda homolog viriis suslari tarafindan sonraki enfeksiyonlara karsi1 koruyabildigini
gostermistir.  Edinilmis  bagisiklik, siiper-enfeksiyon diglama (Superinfection
exclusion) ve ¢apraz koruma gibi ¢esitli terminoloji bu etkilesimi agiklamak igin
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kullanilmigtir. Direncin viriisiin kendisinden kaynaklandigi fikri, parazit kaynakli
diren¢ kavramina ve diren¢ faktoriiniin patojenin kendi genetik materyalinden veya
kodlanmis proteinlerden tiiretilebilecegi fikrine katkida bulunmustur. Daha sonra
1990 yilinda pigment iiretiminde gorevli kalkon sentaz proteinini kodlayan genin
kopyalarmin transformasyonuyla daha koyu renkli ¢icekler elde etmek amaciyla
petunya bitkisinde yapilan ¢alismada rapor edildi [Napoli et al., 1990]. Arastirmacilar
hipotezlerinin aksine yapraklarin rengini kaybettigini goézlemlediler ve ¢alisma
ekzojen kaynakli gen kopyalarinin gen anlatimini baskiladigi fikrini destekledi. Bu
bilgilerle aslinda su an RNAI olarak adlandirilan olgunun temeli atilmis, takip eden
calismalarda organizma ve siirece bagli olarak “quelling”, ko-supresyon, post-
trankripsiyonel gen susturma (PTGS) gibi farkli sekillerde ifade edilmistir [Romano
and Macino, 1992; Agrawal et al., 2003].

RNA susturma terimi ise ilk olarak Caenorhabditis elegans iizerinde yapilan
bir ¢alismada kullanilmis ve sens veya antisens RNA'nin eklenmesinin par-1 geninin
bozulmasina neden oldugu gozlemlenmistir [Guo and Kempheus, 1995]. Ardindan,
dsRNA'larin daha kisa siRNA’lara dontisebildigi ve bunlarin homolog hedef haberci
RNA'larina (mRNA'lar) baglanabildigi bulunmustur [Muhammad et al., 2019].

RNA susturma mekanizmasi, Dicer benzeri protein (DCL), Argonaute (AGO)
proteini ve RNA'ya bagimli RNA polimeraz (RDR') gibi bir dizi anahtar bilesen
araciligiyla gergeklesir. 11k olarak Drosophila melanogaster’den izole edilen DCL,
RNAse III riboniikleaz ailesine aittir ve RNA interferansin ilk adimini baglatir
[Bernstein et al., 2001]. DCL'ler, DExD-box Helicase-C, Piwi-Argonaute-Zwille
(PAZ) domaini, bilinmeyen fonksiyon Alan1 283 (DUF283), RNaz Ill ve dsRNA-
baglama domaini (dsRBD)’lere sahiptir. Bu proteinler, bir dSRNA 6nciisiinden 20-26
nt uzunlugunda sRNA'lar iiretilmesinde ve bunlarin RNA-kaynakli susturma
kompleksine (RISC) yiiklenilmesinde gorevlidir. Kokenlerine ve olusumlarina gore
bu sRNA'lar siRNA'lara veya mikroRNA'lara (miRNA) ayrilir. Dicer enzimi bitki,
fungus ve memelilerde korunmus olmakla birlikte domainlerin spesifik islevi
farkliliklar gosterebilir. Farkli bitki tiirlerinde dort smifa ayrilan ¢esitli DCL
proteinleri tanimlanmistir. Bu proteinler olusturduklart SRNA boyutuna ve islevsel
hedefine goére DCL1, DCL2, DCL3 ve DCL4 seklinde smiflandirilmistir
[Muhammad et al., 2019].

AGO proteinleri, 6zellesmis sSRNA baglayict modiillerdir. Niikleaz aktiviteli
RNA-multiprotein kompleksi’nin (RISC) temel bilesenidir ve mRNA kesimi i¢in ana
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katalitik bolgeyi olusturur. AGO proteinleri, susturmanin efektor fazini gergeklestirir
ve dretilen kiigiik RNA'lar, gen ekspresyonunun diziye 0zgli diizenlemesini
yonlendirmek i¢in AGO proteinlerine yiiklenir. Yapisal analizler, AGO proteinlerinin
PAZ, Middle (MID) ve P-eleman ile indiiklenen wimpy (PIWI) domaini olmak
tizere li¢ korunmus domain icerdigini gostermistir. N-terminal alani, kiiclik
RNA'larin ayrilmasini kolaylastiran N-terminal bolgesi ve rehber zincirin 3' ucuna
baglanmada rol oynayan PAZ domaininden olusur. C-terminal lobu, MID ve PIWI
domainlerini ve bu domainlerin birlestigi yerde kiiciik RNA'larin 5" ucunu baglayan
bir baglayic1 bolge ve RNaz H'ye benzer sekilde islev géren PIWI domaini igerir
[Fang and Qi, 2016; Muhammed et al., 2019].

Ik olarak 1971 yilinda Cin lahanasinda calisilan RDR’ler bitkilerin kiiciik
RNA'larinin biyogenez yollarinin ilk tanimlanmis bileseni olarak kabul edilir ve
RNA'ya bagimli RNA polimeraz katalitik alan1 (RdRp) ile karakterize edilir. Bu
enzimler, sablon olarak tek sarmalli RNA'lar1 (ssRNA) kullanir ve dsRNA'larin
sentezini saglar. Sentezlenen dsRNA’lar DCL proteinleri tarafindan islenir ve yeni bir
RNA susturma dongiislinii baglatir. Bunun yaninda sRNA'lardan, fazli ve tekrarla
iliskili siRNA'lar (phased and repeat-associated siRNA) biyogenez i¢in RDR'lere
bagimliyken, miRNA'lar ve sa¢ tokasi tiirevli sRNA'lar, RDR'lerden bagimsiz
RNA'lardir [Saurabh et al., 2014; Muhammad et al., 2019].

Basta Arabidopsis thaliana modelinden yola ¢ikilarak belirlenmis temel yolak
su sekildedir: Farkli kaynaklarin dsRNA's1, yaklasik 20-26 niikleotit uzunlugunda
siRNA olusturmak i¢cin DCL tarafindan kesilir. Hedef RNA'y1 tamamlayici olan
rehber zincir, ana bileseni AGO proteini olan RNA kaynakli susturma kompleksine
dahil edilir. RISC ile birlestirilmis siRNA daha sonra baz eslesmesi yoluyla hedef
RNA'y1 bulur ve onu AGO proteininin aktivitesiyle degrede eder [Muhammad et al.,
2019].

2.3.2. Viriis Kaynakh Gen Susturma Mekanizmasi
Viriisler bir konaktan digerine ge¢mek icin bir vektore ihtiyag duyar ve
iremeleri ve yayilmalar1 i¢in konagin kaynaklarmi kullanir. Diger patojenlerin

aksine, viriisler konak hiicre iginde ¢ogalir ve bu nedenle RNAIi yollari, anti-viral

savunmada ¢ok onemli bir rol oynar [Fermin, 2018].
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VIGS, bitkilerde bir antiviral savunma mekanizmasindan yararlanan etkili bir
teknolojidir. Bitkideki genlerin genetik ve fonksiyonel karakterizasyonu i¢in giiglii
bir yaklasim saglar [Liu et al., 2016]. Ozellikle kararl1 transformasyonu zor olan bitki
tiirlerinde yiiksek verimli fonksiyonel genomik ¢aligsmalari i¢in kullanighdir. Bir gen
susturma yontemi olarak VIGS kolay ve hizlidir, stabil bitki transformasyonu
gerektirmez ayni zamanda kismi sekans bilgisi bir geni susturmak i¢in yeterlidir.
PTGS, endojen mRNA'larin diziye 6zgli bozulmasiyla sonuglanan epigenetik bir
olgudur. Bitkilerde PTGS, RNA transkriptleri ve hedef endojen gen dizileri arasinda
nispeten yiiksek derecede niikleotit homolojisine baglidir. Viriisler kendi baslarina
belirli bitki tiirlerinde PTGS'yi tetikleyebilir. Bunun yaninda viriisler, bitki savunmasi
karsisinda pasif degildir ve PTGS i¢in baskilayici olarak hareket edebilen proteinler
gelistirmislerdir. PTGS'nin ana tetikleyici molekiilii dSRNA'dir. Bu dsRNA, siRNA
molekiilleri tiretmek {izere boliniir. siRNA'nin antisens ipligi, degradasyon igin
homolog RNA'y1 hedeflemek tizere RISC ile birlesir. [Bekele et al., 2019].

VIGS ilk kez 1995 yilinda Kumagai tarafindan yapilan calismada gosterildi.
Calismada N. benthamiana yapraklarmi transfekte etmek i¢in PDS kodlama dizi
fragman1 bir viral vektore aktarildi. Sonrasinda karakteristik sistemik beyaz yaprak
fenotipi ile kombinasyon halinde PDS ifadesinin asagi regiilasyonu gozlendi.
Sonuglari, modifiye edilmis bir RNA vektoriiniin, diziye 6zgii bir sekilde hedef gen
ekspresyonunu azaltmak igin kullanilabilecegini gdstermis oldu. Bu bulgu, kalic
transformasyon protokollerine veya biylik Olcekli mutant popiilasyonlarinin
olusturulmasina ihtiya¢ duymadan bitkilerde gen ekspresyonunun asagi regiilasyonu
i¢in yeni bir yontem sagladi [Kumagai et al., 1995].

VIGS igin vektorler, bir viral genomun par¢asinin eklendigi A. tumefaciens
aracilt bitki transformasyonu i¢in kullanilan standart ikili Ti plazmitinden tiiretilmis
vektorlerdir. VIGS vektorii, konaktan endojen gen pargasi tasiyabilecek sekilde
tasarlanmis rekombinant bir viriistiir [Becker and Lange, 2010]. Bitkileri dogrudan
inokiile etmek veya bitki hiicrelerini viral genomla transforme ederek modifiye
edilmis A. tumefaciens suslari yoluyla enfeksiyon elde etmek igin tasarlanmis
virtislerin, bitki hiicresinin sitoplazmasindaki viral transkripsiyon ve replikasyonu,
dsRNA iireterek genis ¢apta SRNA'lar tarafindan indiiklenen gen ekspresyonunun
diziye 6zgii bloke edilmesi olarak tanimlanan RNA sessizlesmesini tetikler [Zulfigar

etal., 2023].
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Bir bitki viriisii bir konak hiicreyi enfekte ettiginde, viral genoma karsi
hedeflenen RNA bazli savunmay1 aktive eder. Bu mekanizma dsRNA'nin siRNA'lara
islenmesini saglar. Daha sonra RNaz kompleksi, dsRNA'lara benzer tek sarmalli
hedef RNA'y1 6zel olarak hedefleyecek sekilde siRNA'larin baz eslesmesi tarafindan
yonlendirilir. Baslangigta enfekte olan hiicrede, viral ssRNA, siRNA/RNaz
kompleksinin bir hedefi olmaz ¢iinkii bu replikasyon ara maddesi yiiksek bir
seviyede birikmez. Bununla birlikte, enfeksiyonun sonraki agsamalarinda viral RNA
replikasyon hiz1 arttik¢a viral dsSRNA ve siRNA daha bol hale gelir ve viral ssSRNA
hedeflenerek virlis birikimi yavaglatilir [Marwal and Gaur, 2020; Scofield and
Nelson, 2009].
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Sekil 2.2: VIGS yontemine ve molekiiler mekanizmasina genel bakis. (a) Bir
ikili vektoriin T-DNA'sim1 igeren viral genoma hedef gen parcasi eklenir. A.
tumefaciens bu plazmitlerle transforme edilir ve transgenik sus Dbitki
inokiilasyonu igin kullanilir. (b) Enfeksiyon iizerine vektor, konak RNA
Polimeraz (kirmizi) tarafindan kopyalanir. RARP (yesil), ssRNA viral
transkriptinden dsRNA iretir. dsSRNA, DICER benzeri enzimler (mavi)
tarafindan taninir ve SiRNA'lara boliiniir. Bunlar RISC (mor) tarafindan taninir
ve daha sonra hedef gen bozulmasi i¢in sablon olarak kullanilan ssRNA'lar1
olusturur. Tek sarmalli siRNA'lar amplifiye edilir ve bitki boyunca susturma
sinyalleri olarak yayilir, bu da enfeksiyon bolgesinden uzaktaki bolgelerde
hedef genin susturulmasina yol agar.

Sekil 2.2'de belirtildigi gibi, virlisten tiiretilen susturma sinyali daha da

yiikseltilir ve bitki boyunca sistemik olarak yayilir. Yaklasik 21 uzunlugundaki

siRNA'larin kisa menzilli tasimaya aracilik ettigi varsayilir ve muhtemelen susturma

sinyalini yiikselterek uzun menzilli tasima i¢in RARP gereklidir. Susturma sinyalinin

bu sistemik yayilimi, viriis partikiillerinin bitkideki basarili hareketinden bagimsiz

olarak gerceklesir [Becker and Lange, 2010].

Viral dsSRNA'nin DCL yoluyla algilanmasi ve parcalanmasindan sonra, birincil

vsiRNA iretilecektir. Bununla birlikte Arabidopsis’te yapilan calismalar, etkili
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antiviral savunma icin amplifikasyon yoluyla yeterli sekonder vsiRNA gerekliligini
gostermistir. Konak RARP proteinleri, bitkilerde sekonder vsiRNA amplifikasyonu
i¢cin temel faktorlerdir. Muhtemelen sablon olarak kesilmis viral RNA'lar1 kullanarak
vsiRNA biyogenezi i¢in DCL substratlar1 olarak hizmet eden viral dsRNA'yi
tiretirler. Arabidopsis'te altt RARP proteini vardir (RDR1 ila RDR6). RDR1, RDR2
ve RDR6'nin Arabidopsis'te RNAi bazli antiviral dogal bagisiklig1 kontrol ettigi iyi
bir sekilde gosterilmistir, ancak Arabidopsis RDR3, RDR4 ve RDRS5'in islevi
tanimlanmamistir. RDR1, viriis ve viroid enfeksiyonu ile indiiklenebilir. Ozellikle
RNA virlislerinin enfeksiyonu {izerine, RNAi bazli antiviral dogustan gelen
bagisiklikta 21 nt vsiRNA'y1 amplifiye ettigi gosterilmistir. RDR1, endojen siRNA
biyogenezini veya bitki gelisimini diizenlemez. Bununla birlikte, RDR1'in, bitkilerde
antiviral savunmaya katkida bulunabilecek yeni bir konak siRNA sinifi olan viriisle
aktive olan endojen siRNA'nin (vasiRNA) iiretimine aracilik ettigi gosterilmistir [Jin
et al., 2022]

Viriisler genellikle baslangicta enfekte olmus hiicrelerden, ¢ogunlukla floem
yoluyla yayilir. Daha sonra, VIGS'de oldugu gibi, diger bitki hiicrelerini enfekte
etmek icin elek hiicrelerinden salinirlar. Viral veya hedef gen ekspresyonunun
sistemik susturulmasi, muhtemelen plasmodesmata yoluyla hiicrelerarasi yayilmaya
ve floem boyunca sistemik yayilmaya dayanir. Uzun-mesafeli susturma, tiire 6zgii
gereksinimlerle apikal-bazal yénde ve tersi yonde gergeklesir. Ornegin Solanaceae,
floem aracili uzun mesafeli susturmada A. thaliana, susturma sinyalini bazal-apikal
yonde yaymak i¢in plasmodesmata yoluyla merkezi silindir hiicrelerinin tekrarlanan
hiicreden hiicreye taginmasini kullanir [Liang et al, 2012; Qin ve dig.2017].

Hedef endojen gen fragmaninin boyutu genellikle VIGSin etkinligini etkiler.
Thomas ve ekibinin (2001) N. benthamiana ve rekombinant patates viriisii X (PVX)
vektorii kullanarak bir transgen ile RNA dizisi kimliginin uzunlugu ile PTGS’ yi
tesvik etme yetenegi arasindaki iliskinin arastirildigi calismada, susturmanin
gerceklesmesi i¢in en az 23 niikleotit igeren bir DNA fragmaninin gerekli oldugu
goriilmektedir [Thomas et al., 2001]. Bununla birlikte, 23 nt uzunlugundaki bir dizi
susturmay1 baslatmak i¢in genellikle yeterli degildir ve bazen daha uzun 6zdes diziler
kullanilmalidir. Hedeflenen dizinin niikleotit bilesimi, siRNA ve hedef dizi ¢iftinin
termodinamik o6zellikleri gibi diger faktorlerin de belirli bir hedef dizi tarafindan
susturmanin etkinligini belirlemek i¢in dnemli olmast miimkiindiir [Bekele et al.,

2019]. Bunun yaninda birka¢ VIGS vektorii, 150 ile 800 bp arasinda bir fragman

14



boyutunu tasima kapasitesine sahiptir. Bunun yaninda eklenen fragmanm 1500
bp'den biliylik olmasi viriis ¢ogalmasini engelleyebilir ve VIGS vektorleri gen
susturmay1 indiiklemede basarisiz olabilir [Senthil-Kumar and Mysore, 2011; Bekele
etal., 2019].

Viral enfeksiyonu baslatmak icin VIGS gerekliligi, baz1 ekin bitkilerinde
uygulanmasini kisitlamaktadir. Fasulye, salatalik, bezelye, biber, patates, domates
gibi mahsul ¢esitlerinde bilinen ve belirli viriislere kars1 direng saglayan birkag viral
direng geni vardir ve bu nedenle bunlardan tiiretilen vektorler VIGS'i etkisiz hale
getirir. Gen susturma etkinligi, asilama yontemlerinin tiirlerinden etkilenebilir.
Rekombinant viriis, bitki hiicrelerine en sik A. tumefaciens aracili gegici ekspresyon
veya in vitro kopyalanmis RNA inokiilasyonu veya dogrudan DNA inokiilasyonu
yoluyla iletilse de viriis vektor aktarimi igin etkili bir yontemin olmamasi bitkilerde
VIGS uygulamasinda zorluk olusturur. Ikili VIGS vektérlerinin Agrobacterium
aracili iletimi, birgok ¢ift ¢enekli bitkide verimli bir sekilde kullanilir. Bununla
birlikte Agrobacterium aracili transformasyona direncli bitkiler icin VIGS, viriis 6zii
asilama yontemi, RNA transkript asilamasi veya DNA bombardimani ile
indiiklenebilir. Belirli dokularda susturmanin olmamasiyla sonuglanan diizensiz veya
lokalize VIGS, esas olarak etkisiz viriis hareketinin sonucudur. Bu sorun, sistemik
viriis hareketini destekleyen cevresel kosullar1 koruyarak ¢oziilebilir. Ayrica konak
bitkide eki bozmadan sistemik olarak yayilabilen uygun viriis vektorleri se¢ilmeli ve
bu tiir vektorler giiglii bir susturucu siipresore sahip olmamalidir [Unver ve Budak,
2009; Bekele et al., 2019].

VIGS, tek bir geni, homologlarin bir alt kiimesini veya tiimiinii ve hatta bir gen
ailesini susturma yetenegine sahiptir. Gen ekspresyonunu ortadan kaldirmak igin
stabil transformasyona bir alternatif olarak VIGS, bitkilerde gen fonksiyonu
karakterizasyonu i¢in basit, hizli, ucuz, etkili ve gegici bir yol saglar. Daha kesin ama
ayni zamanda daha fazla zaman alan gen fonksiyon analizleri kullanilmadan 6nce,
genom capinda iligkilendirme ¢aligsmalar1 veya RNA dizileme analizi yoluyla

tanimlanan aday genlerin yiiksek verimli 6n taramasi igin kullanilabilir.

2.3.3. Brom Mozaik Viris

Son yirmi yilda 50'den fazla bitki VIGS vektori iiretilmistir. Brome mozaik

virlisii (BMV) musir, sorgum, piring, arpa ve uzun cayir gibi tek ¢enekli tiirler i¢in
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tercih edilen bir VIGS vektoriidiir [Wang et al. 2021]. BMV RNA replikasyonu ve
yayilmasi gereksinimlerini analiz etmek i¢in bir dizi farkli sistem kullanilmistir.
Bunlar arasinda in vitro RNA sentezini yonlendirebilen BMV RNA replikazi, BMV
RNA'lan ile transfekte edilebilen arpa ve tiitiin protoplastlari, lokal ve sistemik
enfeksiyonlari analiz etmek i¢in kullanilabilen bitkiler yer alir.

Pozitif sarmalli RNA viriislerinin alfavirlis benzeri siiper ailesinin bir {iyesi
olan brome mozaik viriis, 5' baslikli RNA1, RNA2 ve RNA3 arasinda boliinmiis bir
genoma sahiptir. RNA3, in vivo RNA replikasyonu i¢in vazge¢ilmezdir. RNAS3,
dogal bitki konaginda BMV enfeksiyonunun hiicreden hiicreye hareketi i¢in gerekli
olan 3a hareket proteinini (MP) ve bir subgenomik mRNA olan RNA4'ten eksprese
edilen kaplama proteinini (CP) kodlar. RNA3'teki 250 bazlik bir intergenik bolge,
subgenomik RNA4'liin negatif iplik¢ikli RNA3'ten transkripsiyonunu saglayan
promotorii barmdirir (Sekil 2.3), bu da RNA3 replikasyonuna bagli olarak kilif
proteininin veya onun yerini alan herhangi bir genin ekspresyonunu saglar. RNAL,
BMV RNA'larin1 metile eden ve kaplayan ve BMV RNA'larin1 ve replikasyonla
iligkili proteinleri RNA replikasyon bolgesine tasiyan ¢ok islevli protein la'y1 kodlar.
RNA2, BMV replikazinin katalitik ¢ekirdegi olan RNA'ya bagimli RNA polimerazi
olan protein 2a'y1 kodlar. Protein 2a (94 kDa), merkezi bir polimeraz benzeri alan
icerirken, la (109 kDa), C-terminal sarmal benzeri bir boélge ve viral RNA
kaplanmasinda yer alan bir N-terminal alani igerir. BMV la, lanin C terminali ve
2apol'iin N terminali araciliiyla 2apol ile etkilesime girer ve BMV'ye 6zgii RNA
sentezinin yeri olan endoplazmik retikulumla iligkili bir replikasyon kompleksinde in
vivo olarak kolokalize olur [Garcia-Ruiz and Ahlquist, 2006; Gopinath et al., 2005;
Wang et al., 2021].
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Sekil 2.3: BMV genom organizasyonunun sematik gosterimi. BMV, RNA3'iin
3' kismu tarafindan kodlanan {i¢ genomik RNA'ya, RNA1, RNA2 ve RNA3'e
ve bir alt genomik mRNA'ya, RNA4'e sahiptir. Bu dért BMV pozitif sarmalli
RNA'nm her biri, 5' m7G bagligi ve 3' tRNA benzeri bir yapi tagir. RNA3'teki
alt genomik RNA4'iin (Pro sgRNA) promotorii gosterilmektedir. Dikdortgen
kutular, RNA replikasyonu icin gerekli olan viral proteinler la ve 2a"! ile
konak bitkide sistemik hareket igin gerekli olan 3a ve kaplama proteinine ait
genleri temsil eder.

2.3.4. Bitki-Fungus Etkilesimleri ve RNAi

Bitkiler son derece biiyiik ve gesitli ¢ok hiicreli organizmalar grubudur. Hiicre
ceperlerinin seliilozdan yapilmis olmasi, kloroplastlarda fotosentez yapabilmeleri,
klorofil a/b igeren ¢ift zarli kloroplast adi verilen organellerin varlig1 tanimlayici
Ozellikleri arasindadir. Transkripsiyonel ve post-transkripsiyonel etkilere aracilik
eden karmasik bir birincil ve ikincil SIRNA aginda iglev goren bir¢ok Dicer, AGO ve
RdARP'm varligt nedeniyle RNA susturma, bitkilerde son derece karmasiktir.
Bitkilerdeki sRNA'lar arasinda miRNA'lar ve dsRNA'dan iiretilen, kokenleri,
biyogenez veya etkileri ile ayirt edilen cesitli siRNA tiirleri yer alir. Bitkilerde RNA
susturma, RNA interferans ve miRNA yolu olmak iizere birbiriyle iligkili iki ana
sisteme ayrilabilir. miRNA yolu, endojen protein kodlayan gen ekspresyonunu
diizenlerken, RNAi virlisleri ve mobil elementleri hedefleyen dogustan gelen
bagisiklik bigimi olarak hizmet eder (Sanan-Mishra et al., 2021; Guo et al., 2016].

Fungal patojenler, konak¢iya dogal bir agikliktan veya yaradan o6zel hif
yapilariyla niifuz eder. Fungusun gen organizasyonu, hiicresel yapilar1 ve metabolik
mekanizmalari, hayvanlar ve bitkiler gibi diger yiiksek Okaryotik organizmalara
benzerdir. Patojenitenin yani sira, bazi fungus tiirleri farkli viriislerin bulagmasi i¢in

de vektor gorevi goriir. Diger Okaryotlara benzer sekilde, funguslar da antiviral
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aktiviteler gerceklestirmek i¢in temel RNAI bilesenlerini igerir. RNAI bilesenlerinin
varlig1 bircok fungus tiirinde tanimlanmistir [Segers et al., 2007] ve bu bilesenler,
daha yiiksek Okaryotik organizmalarda oldugu gibi benzer antiviral aktivite
islevlerine de sahiptir.

Bitki ve bitki fungal patojeni etkilesiminde, bir taraf kendini patojene karsi
savunurken, diger taraf biiylime, gelisme ve patogenez i¢in benzer RNAi
mekanizmasi kullanir. Patojenlerin sayis1 ve RNAi yolunun karmasiklig1 genis bir
arastirma konusu olmakla birlikte Sekil 2.4°te ¢esitli fungal patojenlere kars1 bitki
RNAI tepkileri daha 6nce yaymlanmis ¢aligmalar 1s181nda sematize edilmistir. Bir¢ok
aragtirma bitki fungus patojenlerinin viriilansinda yer alan RNAi bilesenlerinin
Oonemini agiklamistir. Fungal DCL'ler, RNAi1 mekanizmasini ele ge¢irmek ve konak
bagisikligini susturmak igin bitki AGO1 proteinlerine baglanan sRNA'lar iiretir
[Muhammad et al., 2019].

Sekil 2.4: Bitki-fungal patojen etkilesiminde RNAi'nin rolii. (PTGS:Transkripsiyon
sonrasi gen susturma; HiC-15: isotrichodermin C-15 hidroksilaz; Clp-1: Ca2+
bagimli sistein proteaz)
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Bitkiler, fungus patojenlerine kars1 direng veya duyarlilikla ilgili belirli
sinyalleri artiran veya engelleyen ¢esitli SRNA'larin veya miRNA'larin biyogenezini
aktive eder. Bazi miRNA'lar, etkilesen patojenlerin viriilansla ilgili genlerini
susturmak veya inhibe etmek i¢in kralliklar arasi1 RNAi araciligiyla patojenlere
iletilir. Ayrica fungal patojenler konak savunmast ile ilgili genleri baskilayan belirli
efektor proteinler saglar [Muhammad et al., 2019] (Sekil 2.4).

Botrytis cinerea ve Arabidopsis’te yapilan ¢alismada Bc-sRNA'lari tiretemeyen
B. cinerea dcll dcl2 ¢ift mutantinin, aktif DCL genleri tarafindan tiretilen sSRNA'lar1
baskilayan bitki bagisikliginin olmamasi nedeniyle azaltilmig viriilans sergiledigi
gosterildi. Boylece fungal patojeni, konakgr bagisikligini bastirmak ve enfeksiyonu
saglamak i¢in "virulan™ sRNA efektorlerini konakgt bitki hiicrelerine aktardigi 6ne
stiriildii [Weiberg et al., 2013].

Colletotrichum higginsianum’da, iki DCL, iki AGO ve ii¢ RDR i¢in yapilan
mutant ¢aligmada, g¢esitli DCL, AGO ve RDR’lerin fungusun vejetatif biiylimesi
tizerinde higbir etkisinin olmadigi, fakat dcll ve dclldcl2 ¢ift mutantlar1 ve agol
mutantlarinin konidi olusumu ve morfolojisinde ciddi kusurlar sergiledigini ortaya
koydu. Konidi olusumu ve fungal patojenin konak hiicrelere girisi, hastalik
gelisiminde ve konak bagisikligina karsi koymada 6nemli bir adimi ifade ettigi i¢in
ChDCLI1 ve ChAGOI1' igeren RNA susturma isleminin bir antiviral mekanizma
olarak iglev gordiigii 6ne stirtilmiistiir [Campo et al., 2016].

Hemibiyotrofik fungus olan Colletotrichum gloeosporioides’da yapilan
calismada, DCL knock-out mutantlarinin konak hiicreye penetrasyon kabiliyetinde
ciddi azalma oldugu ve bunun sonucu olarak konak bagisikliginin zayif sekilde
manipiile edilmesine yol agtig1 gosterildi [Wang et al., 2017].

Bununla birlikte birgok miRNA'nin fonksiyonel olarak fungus stres tepkisine
dahil oldugu bildirilmistir. Brassica napus ve nekrotrofik patojeni Sclerotinia
sclerotiorum ile yapilan ¢alismada S. sclerotiorum ile enfekte edilmis ve edilmemis
yapraklar arasinda 68 miRNA'yr farkli sekilde ifade ettigi gosterilmistir. Bu
mMiRNA'larin bir setinin, reaktif oksijen tiirleri (ROS) ile iliskili ve niikleotit-
baglayici 16since zengin tekrarli direng genleri (NB-LRR)’ni hedefledigi ve bu
genlerin ¢esitli patojenlere karsi bitki savunma yanitinda yer aldigi gosterilmistir
[Cao et al., 2016]. Bitki miRNA’larindan miR160a, miR396a, miR398b, miR482,
miR 1444, miR2118 ve miR7695’in, fungus patojenlerine karsi gen regiilasyonu ve
bagisiklikta yer aldigi farkli ¢aligmalarda gosterilmistir. [Tayeb et al., 2019]
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Arabidopsis ve nekrotrofik fungus Botrytis cinerea ile yapilan diger bir
calismada, konak Arabidopsis hiicrelerinin, sRNA'lar1 fungus patojeni Botrytis
cinerea'ya iletmek icin eksozom benzeri hiicre dis1 vezikiiller salgiladigi ve
patojenite i¢in kritik olan fungus genlerinin susturulmasini indiikleyen bu sSRNA’lar1
iceren vezikiillerin enfeksiyon bdlgelerinde birikip fungus hiicreleri tarafindan
alindig1 gosterildi [Cai et al., 2018].

Pamuk bitksi ve bircok mahsulde solgunluk hastaliklarindan sorumlu vaskiiler
bir fungal patojeni olan Verticillium dahliae ile yapilan bir c¢alismada, pamuk
bitkilerinde V. dahliae enfeksiyonu iizerine iki spesifik miRNA'nin (miR166) ve
miR159) biyogenezinin indiiklendigi ve bitkinin her ikisini de spesifik susturma i¢in
fungus hiflerine transfer ettigi gosterilmistir. Bu miRNA’lar fungus patojenlerinin
virtilansla ilgili farkli genlerini (sirasiyla Clp-5 ve HIC-15) hedefler ve hastalik
direnci sagladigi ortaya konulmustur [Zhang et al., 2016].

Tiim bu ¢alismalar bitki-patojen etkilesiminde sSRNA gruplariin gen susturma
yoluyla konak bagisikligina katkida bulunurken patojenden tiiretilen sRNA'larin da
patojen virlilansini tetikledigini gostermistir. Bazen bu etkinin diger kralliklara
yayilabildigi ve etkilesen organizmada gen susturmayi diizenledigi Onerilmistir.
Kralliklar aras1 RNAi olarak adlandirilan bu tiir bir etkilesim patojenlere direncli

transgenik bitkilerin gelistirilmesi igin de bir perspektif saglamstir.

2.3.5. Konak Kaynakli Gen Susturma (HIGS)

VIGS ve PTGS susturma sinyalinin sistemik yayilmasima dayandigindan,
susturmanin kapsami bireyler, organlar ve dokular arasinda degisir ve kismen
vektoriin hareket kabiliyetine baglidir [Wege et al., 2017]. Bitkilerin degistirilmis
viriisler tarafindan manipiile edilebiliyor olmasi bir dizi uygulamanin temelini
olusturur. Bununla birlikte VIGS, konak bitkiden viral partikiiller veya RNA'lar alan
bitki patojenlerinin genlerini susturmak i¢in de kullanilabilir. Bu yaklasim, konak
kaynakli gen susturma (HIGS) veya alemler arasi VIGS (TK-VIGS) olarak
adlandirildi. Bu uygulamalarin tiimii, SRNA'larin konak bitkiden patojene ve ayni
sekilde tersi yonde gecis yapma yetenegini kullanir. HIGS, bitki koruma igin
biyoteknolojik bir uygulama olarak genis bir potansiyel saglayan VIGS tarafindan
gegici olarak iletilebilen dsRNA'lar tarafindan etkili bir sekilde tetiklenir [Koch and
Wassenegger, 2021; Rossner et al., 2022].
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HIGS'de, eksojen yapay RNAI sinyalleri, gen baskilamasi ve ekin direncini
artirmak icin patojen mRNA'lar1 hedeflemek {izere ifade edilir. Bu yaklasim,
Blumeria graminis, Puccinia tiirleri, Fusarium tirleri, Verticillium dahlia,
Magnaporthe oryzae ve Aspergillus flavus dahil olmak iizere gesitli fungal
patojenlere karst RNAI aracili direng saglamak i¢in basariyla kullanilmistir [Ray et
al., 2022].

N. tabacum ve S. sclerotiorum ile yapilan ¢alismada tiitiin bitkisi, fungus Kitin
sentaz geninin susturulmasi igin interfering intron-sa¢ tokast RNA (ShRNA) yapisi
ile transforme edildi ve transgenik hatlarin, transgenik olmayan hatlara kiyasla
hastalik siddetinde %55.5 ila %86.7 arasinda degisen bir azalma gosterdigi rapor
edildi [Andrade et al., 2016].

Benzer sekilde, F. graminearum ve bugday bitkisinde yapilan ¢alismada temel
bir fungal kitin sentaz geni (Chs3b)’nin inhibe edildigi diger bir HIGS ¢aligsmasi,
bugdayda fusarium yanikligina karsi direnci arttirdigini gosterdi. Yapilan benzer
caligmalarla ¢esitli fungal tiirlerin neden oldugu hastaliklar1 baskilamada konak
kaynakli gen susturmanin benzer rolii ortaya koyuldu [Cheng et al., 2015].

Sonug olarak, kimyasal fungusit bazli kontrol stratejilerinden farkli olarak,
RNAI bazli bitki koruma yontemleri, bitki fungus patojenleriyle miicadele etmek igin
cevre dostu yontemler sunar. RNAi mekanizmasinin yiiksek 0zgiilliigli, hemen
hemen tiim Okaryotlarda bulunmasi ve insanlar tarafindan taze meyve ve sebzeler
seklinde diizenli olarak RNA tiiketimi, RNAi bazl1 hastalik kontroliiniin muhtemelen
toksik olmadigini diisiindiirmektedir [Fletcher et al., 2020].

2.4. Hiicre Ici ROS Olciimii

Reaktif oksijen tiirleri (ROS), metabolik aktivite sirasinda mantarlar tarafindan
olusturulur. A¢lik, 151k, mekanik hasar ve diger bazi canli organizmalarla etkilesim
gibi c¢esitli stres etkenlerinden dolayr mantarlarda ROS {iretimi artmaktadir. Stres
kosullarinda yiiksek enerji durumuna sahip elektronlar molekiiler oksijene (O>)
transfer edilerek reaktif oksijen tiirleri olusturulur. Uygun kosullar altinda, ROS
strekli olarak bazal seviyelerde iiretilse de farkli antioksidan mekanizmalar
tarafindan temizlenirler ve hiicrede hasara neden olamaz. ROS olusumu ve temizligi
arasindaki bu hassas denge, farkli stres faktorleri tarafindan bozulabilmektedir. ROS;

siiperoksit anyonu (O2), hidroksil radikali (OH") gibi serbest radikallerin yaninda
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hidrojen peroksit (H20,) ve singlet oksijen (102) gibi radikal olmayan molekiilleri de
icerir.

ROS birikiminin tespiti icin histokimyasal boyama, floresans, liiminesans,
elektron paramanyetik rezonans (EPR) spektroskopisi veya ROS sensorlerine dayana
bircok yontem gelistirilmistir. Serbest radikallerin kararsiz, kisa omiirlii ve reaktif
yapilart nedeniyle biyolojik ve biyolojik olmayan ortamlarda tespit edilmeleri zordur.
Floresan problar1 yiiksek duyarliligi, hiicre zarindan gegebilmeleri ve veri
eldesindeki kolayliklar1 nedeniyle reaktif tiirlerin tespitine yonelik en ¢ok tercih
edilen yontemlerden biridir. Yiiksek hassasiyeti ve veri eldesindeki kolayligi bu
yontemi ustiin  kilmaktadir. Floresan diasetat (DCFH-DA), genis bir ROS
spektrumunu saptamak i¢in yaygin olarak kullanilan floresan problar1 arasindadir.
ROS tarafindan okside edildiginde floresan hale gelen floresan olmayan
molekiillerden olusur ve yayilan floresan, florimetri ve/veya floresan mikroskopi ile
gozlemlenebilir. Hiicre membrani boyunca yayilma kabiliyeti nedeniyle hiicresel
calismalarda kullanilabilen bu prob oksidasyona bagli olarak genellikle hiicre i¢i
redoks durumlarinin dogrudan 6l¢iimii  i¢in  kullanilir. DCFH-DA hiicre
membranindan kolayca difiize olarak hiicre icine gecer ve hiicresel esterazlar
floresan olmayan DCFH-DA' y1 yine floresan olmayan bir bilesik olan DCFH' ye
enzimatik olarak hidrolize eder (Deasetilasyon). Membrandan gegemedigi i¢in hiicre
icinde kalan bu ara liriin daha sonra ortamdaki reaktif tiirler tarafindan oksitlenir ve
floresan bilesik olan 2', 7'- diklorofloresein (DCF)’ e doniislir. Daha 6nce yapilan
calismalarda DCF' nin neden oldugu floresan yogunlugunun hiicrelerdeki oksidatif
stres seviyeleri ile iliskili oldugunu kanitlanmigtir [Gomes et al., 2005; Liu et al.,
2022).

Yapilan bu calismada, oksidatif stres 6l¢iimii i¢in bir florometrik analiz olan

2',7'-diklorofloresin diasetat (DCFH-DA) kullanilmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Genel Kitler ve Reaktifler

Tablo 3.1: Kit ve reaktiflerin listesi.

100 bp DNA Ladder

B7025 (New England Biolabs-USA)

AMPIGENE® gPCR Green Mix

Enzo / ENZ-NUC103

DNA Loading Dye

Sigma / 1000119522854

High Capacity cDNA Reverse
Transcription

Invitrogen / 4368814

Nucleospin Plasmid Kit

740588.50 (Macherey Nagel-
Germany)

PCR clean-up Gel extraction Kit

740609.50 (Macherey Nagel-
Germany)

PureLink Genomic DNA Mini Kit

K1820-02 (Invitrogen-USA)

Taq DNA Polymerase Recombinant

Invitrogen / 2236785

3.1.2. Tampon ve Soliisyonlar

Tablo 3.2: Tampon ve soliisyonlarin listesi.

5X-Tris Borate EDTA (TBE)

54 g Tris-Base
27.5 g Boric-Acid
20 mL 0.5 M EDTA (pH:8.0)

LB Agar

LBP04 (Caisson Labs-USA)

LB Broth Medium

LBP03 (Caisson Labs-USA)
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3.1.3. Oligoniikleotit Dizileri

Tablo 3.3: Primer Listesi

CYP51C_F 5’- CCTCCTAGGCCCTTGACGTGGGAGAATTTA -3
CYP51C R 5’- CTTCCATGGTGACGGACTTGCTCATCATAC -3°
PDS_F 5’- CCTCCTAGGCTGACGAGCTTTCGATG -3’
PDS R 5’- CTTCCATGGCATATATGGACATTTATC -3°
gCYP51A F 5’- TCTATTCTGCGAAAGGTCAAGAG -3’
gCYP51A R 5’- CAGTTGGTGAAGCGAGGATAA -3’
gCYP51B_F 5’- GTGGCGATGACGAAGAGAAG -3’
gCYP51B_R 5’- AGCACCAAAGGGCAGATAAG -3°
gCYP51C_F 5’- CCCTTGACGTGGGAGAATTTG -3°
gCYP51C R 5’- ACTTGACCTGTCGGAGAATAG -3’
gPDS_F 5’- CCTCCTAGGCTGACGAGCTT-3’
gPDS R 5’- CTTCCATGGCATATATGGAC -3’
B-Tubilin_F 5’- GCAGGGCTTCCAACATCTTA -3’
B-Tubilin_R 5’- TATCGACCGTTGCGGAAATC-3’
3.1.4. Cihazlar
Tablo 3.4: Cihaz listesi.
Agaroz Jel Elektroforezi Claver Scientific / MP300
Gii¢ kaynag1 Bio-Rad-USA
Laminar Kabin Heraeus

NanoDrop Thermo Scientific / EC 1000 XL
PCR Termal Dongii Biorad / T100
Santrifiii MWP / MWP-150R
antriy] 521-2844 (Mini Star-VWR-USA)
Wisd Shaking Incubator/
Shaker

WITEG_34009

\Vorteks

Scientific Industries-USA
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3.1.5. Hiicre Kiiltiir ve indiiksiyon Buffer Icerigi

Tablo 3.5: Patates dekstroz agar (PDA) besiyeri igerigi.

Bilesen Miktar
Agar 15 g/L
Glikoz 20 g/L
Patates 200 g/L

Tablo 3.6: Patates dekstroz suyu (PDB) besiyeri igerigi.

Bilesen Miktar
Glikoz 20 g/L
Patates 200 g/L

Tablo 3.7: Sentetik nutrient agar (SNA) besiyeri igerigi.

Bilesen Miktar
Agar 13,2 g/L
Glikoz 0,2 g/L
K2HPO, 1g/L
KCI 0,5¢9/L
KNO3 1g/L
MgSO4 7H20 0,5¢g/L
NaOH 0,6 g/L
Siikroz 0,2 g/L

Tablo 3.8: Agrobacterium indiiksiyon buffer icerigi.

Bilesen Miktar
2-(N-morfolino) 10 mM
etansitlfonik asit (MES) (pH:5,6)
MgCl2 10 mM
Asetosiringon 0.1 mM

3.1.6. Fungus izolat

Calismamizda kullanilan fungus izolati Merkez Arastirma Enstitiisi
Miidiirliigi (MAEM)'nden (Ankara) temin edilmistir. Izolatin, morfolojik ve

molekiiler teshisi ve monospor kiiltiiri MAEM tarafindan yapilmistir. Tez
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calismasinda, stok fungus izolati, Fusarium verticillioides, uzun siireli saklama igin

sentetik nutrient agar (SNA) besi ortaminda +4°C’de muhafaza edilmistir.

3.1.7. Fusarium Izolati Kiiltiir Kosulu

F. verticillioides izolat amaca uygun olarak SNA, PDA ve PDB olmak iizere
tic farkli besiyeri kullanilarak kiiltiirlendi (Tablo 3.5-3.6-3.7). SNA izolatin uzun
siireli muhafazasinda ve sporlanmanin tesvikinde, PDA kiiltiirlerin devamliliginin
saglanmasinda ve biiyiimenin hif boyutunda gdézlemlenmesinde, PDB besiyeri ise
antibiyotik direncinin belirlenmesinde, birlikte kiiltiirleme c¢alismalarinda ve
kiiltiirlerin devamliliginin saglanmasinda kullanildi. Herbir besiyeri 121°C’de, 1.2
atm basing altinda 15 dakika otoklav ile steril edildikten sonra kullanildi.

F. verticillioides izolatina ait SNA besiyerindeki kiiltiirler agar-miselyum
parcasmin besiyerine konmasi ile steril kabinde baslatildi. izolatlar uygun 151k ve
gece-giindiiz oda sicaklig1 kosullarinda yaklasik bir hafta inkiibe edildi. Siv1 kiiltiir
eldesi i¢cin, SNA’da cogaltilan bir haftalik kiiltiirler pastor pipeti kullanilarak RNaz
icermeyen su ile siiptiriilerek sivi besiyerine aktarildi ve ¢alkalamali inkiibatdrde 28
°C’de 180 rpm hizda Kkiiltiirlendi. -80 stok i¢in hiicreler gliserol (%15; v/v) ile
muamele edildi ve uzun siireli saklamaya birakildi.

Caligmada hazirlanan fungus siispansiyon konsantrasyonlarmin belirlenmesi
igin s1v1 kiiltiir steril filtre kagidi ile siiziildiikten sonra %0,4 trypan blue ile 1:1 (V/v)
hacimde seyreltilerek boyandi ve mikroskop altinda (Leica DM250 Fluorescence
microscope) thoma lami  kullanilarak  spor saymmi  Image]  yazilimi
(www.imagej.nih.gov) ile Formiil 3.1’de belirtilen formiile gore gergeklestirildi

[Purwati and Nurul, 2008].

Hiicre sayisi/ml = 16 biiyiik karede sayilan hiicre sayis1 x seyreltme faktori x 10

(3.1)

3.1.8. Bitki Materyali ve Biiyiime Kosulu

Calismada bitki materyali olarak tiitin (N. benthaiana) tohumlari

kullanilmistir. Uzun siireli saklama i¢in tohumlar +4°C’de muhafaza edilmistir.

26



Bitki tohumlar1 Lu ve ekibi (2012) tarafindan 6nerilen protokol revize edilerek
yapilmistir.  Protokol dogrultusunda ilk adimda, tohumlar %10 sodyum hipoklorit
sulu ¢ozeltisi ile oda sicakliginda 15 dk boyunca ¢alkalandi. 3 kez %70 EtOH
ardindan 5 kez ddH-O ile yikama islemi gerceklestirildi. Sterilizasyonu tamamlanan
tohumlar 25°C’de 12 sa inkiibasyonun ardindan ¢imlenme i¢in 16 saat aydinlik / 8
saat karanlik 151k periyodunda, 15.000 lux 151k yogunlugunda, % 65-85 nem ve 26
°C’de dereceli biiylitme odasinda ¢imlenmeye birakildi.

Calismada fungus ile muamele edilmek {izere yetistirilen tiitiin fideleri i¢in
tohumlar mikrobiyal yiikii en aza indirmek adina 121°C'de 1 atm basingta 20 dk

sterilizasyona tabi tutulan toprakta kismen korumali sera kosullarinda ¢imlendirildi.

3.1.9. Bakteri Materyalleri ve Kiiltiir Kosullari

Escherichia coli DHS5a kompetent bakteri susu ve Agrobacterium tumefaciens
EHA105 susu Gebze Teknik Universitesi Temel Bilimler Fakiiltesi Molekiiler
Biyoloji ve Genetik Boliimii kiiltiir koleksiyonundan elde edilmistir. Calismada
kullanilan A. tumefaciens EHA105 susu pDE-CAS9Kr ve modifiye pDONR207
vektorlerini icerir ve gentamisin direng genine sahiptir [Charrier et al., 2019].

Luria Broth (LB) besiyeri 121°C’de 1.2 atm basing altinda 20 dk sterilizayon
adimindan sonra transformantlarin olusturulmasinda, secilimde, yeterli miktarda
kiltliir tiretiminde ve uzun siireli saklama igin -80 stoklarinin olusturulmasinda

gliserol (% 15; v/v) ile kullanilmistir.

3.1.10. VIGS’te Kullanilan Vektorler

BMV VIGS vektorii olan BMVCPS, pC13/F1+2 plazmiti pF1-11 ve pF2-2'den
amplifiye edilmis 35S promotorun arkasina yerlestirilmis RNA1-2 sekanslarin
igceren pC13/F14+2 plazmitinden ve iki kesim bdlgesi (Ncol ve Avrll) ile kapsit
proteini ORF'nin arkasinda klonlama bdlgesine sahip modifiye BMV RNA3
sekansini iceren, pC13/F3CP5 vektoriinden olusur [Ding et al., 2006; Ding et al.,
2018].
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3.1.11. Primer Tasarim

Primer tasarimu igin ilgili genlere ait MRNA dizileri FASTA formatinda NCBI
veri bankasindan elde edildi. Bu diziler kullanilarak g¢evrimigi biyoinformatik bir
arag¢ olan OligoAnalyzer™ Tool (https://eu.idtdna.com) ile erime sicakligi (Tm), sag-
tokas1 olusumu ve self ve counter dimer olusum parametreleri degerlendirilerek primer
tasarimi gergeklestirildi. Primer 6zgiinliikleri BLASTn (www.blast.ncbi.nlm.nih.gov)
kullanilarak degerlendirildi. F. verticillioides CYP51C geni ve N. benthamiana PDS
geni icin QRT-PCR primerleri (sirasiyla qCYP51C_F, qCYP51C_R; gPDS_F,
gPDS_R) gen sekans sonucuna gore tasarlandi. F. verticillioides CYP51A geni igin
gRT-PCR primerleri (qCYP51A F ve qCYP51A F), XM_018899353.1 ve
KC527017.1; CYP51B geni igin gPCR primerleri (qCYP51B_F ve qCYP51B_F),
XM 018887915.1 ve KC527018.1 dizileri temel alinarak korunmus alanlar
tizerinden tasarlanmistir. N. benthamina PDS geni icin klonlama primerleri (PDS_F
ve PDS R), EU165355.1, DQ469932.1, EU165355.1, AJ571700.1,
XM _019388479.1 dizileri temel alinarak korunmus alanlardan, F. verticillioides
CYP51C klonlama primerleri (CYP51C_F ve CYP51C_R), XM_018901738.1 dizisi
temel alinarak tasarlandi.

Caligmada kullanilan primerler Tablo 3.3’te gosterilmistir.

3.2. Yontem

3.2.1. BMV VIGS Vektoriiniin Olusturulmasi

N. benthamiana PDS geninden 370 bp'lik fragman, 5 uglarina Ncol, Avrll
kesim bolgeleri eklenen bmv PDS F (5°-
CCTCCTAGGCTGACGAGCTTTCGATG -37) ve bmv_PDS R (5-
CTTCCATGGCATATATGGACATTTATC -3°) primerleri kullanilarak cDNA’dan
amplifiye edildi ve amplikonlar pC13/F3CP5 sekansi i¢indeki Ncol/Avrll alanina
klonlandi. HIGS deneyleri icin ise F. verticillioides CYP51C geninden 313 bp’lik
fragman, CYP51C_F (5’-CCTCCTAGGCCCTTGACGTGGGAGAATTTA-3) ve
CYP51C_R (5’-CTTCCATGGTGACGGACTTGCTCATCATAC-3")  primerleri
kullanilarak c¢cDNA’dan amplifiye edildi ve amplikonlar pC13/F3CP5 sekansi
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icindeki Ncol/Avrll alanina klonlandi. Tiim rekombinant RNA3 vektorleri dizileme

ile ayrica dogrulandi.

3.2.2. Molekiiler Klonlama

3.2.2.1. Restriksiyon Enzim Kesimi

pC13/F3CP5 plazmiti bir mikrosantrifiij tiipiinde uygun kesim enzimleri (RE)

ile muamele edildi. RE reaksiyonlari, 1x Restriksiyon Enzim tamponu, 1-3 pg

plazmit DNA veya 0,5-3 ug amplifiye DNA fragmani ve uygun miktarda RE igeren

toplamda 20 pl hacimde gergeklestirildi. Kesimler, 1-3 saat boyunca 37°C'de

gerceklestirildi. Iki RE igin reaksiyonlar, uygun bir tamponda iireticinin talimatlarina

gore gerceklestirildi.

3.2.2.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Spesifik gen bolgelerini ¢ogaltmak i¢in PCR gerceklestirildi. Kit bilesenleri

tireticinin talimatlarina uygun sekilde (Invitrogen) 0.2 ul’lik bir mikrofiij tlipiinde

birlestirildi ve uygun dongii ve sicakliklar i¢in cihaza alindi.

Tablo 3.9: PCR reaksiyon bilesenleri.

Stok Soliisyon Konsantrasyonu

25 rxn i¢in gerekli hacim (ul)

PCR Buffer (10X) -Mg

(B9015S) 2,5
MgCI2 (50mM)

(B9021S) 0.75
dNTP (10 mM) 05
NEB (N0447S) !
Primer (10 uM) 25
Forward — Reverse Mix ’
Taq DNA polymerase (5 U/pl) 0.1
(M03208S) ’
DNA (1-500 ng/ul) 1
ddH20 17,65
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Tablo 3.10: PCR i¢in kullanilan sicaklik ve dongii sartlari.

Sicakhik (°C) Zaman
94 3 dk
94 45 sn
25-35 dongii 57/56* 30 sn
72 90 sn/kb
72 10 dk
4 ©

* N. benthamiana PDS gen bdlgesi igin baglanma sicakligi 57°C, uzama adimi 35 sn;
F. verticillioides CYP51C gen bolgesi igin baglanma sicakligi 56°C, uzama adimi 45
sn olacak sekilde gerceklestirildi.

PCR iirtinleri %1’lik agaroz jel iizerinde analiz edildi.

3.2.2.3. Agaroz Jel Elektroforezi

PCR ile amplifiye edilen veya RE ile kesilen DNA numuneleri, 1X TBE ile
hazirlanmis yatay bir elektroforez sisteminde 1X RedSafe™ Nucleic Acid Stain
igeren % 0.8-2 agaroz jel iizerinde yiirtitildi.

Geri kazanim i¢in ilgilenilen DNA fragmanlar1 agaroz jel iizerinde ayrilmasi
saglandiktan sonra 366 nm aydinlatma altinda steril bir bistiiri kullanilarak jelden
cikarildi. DNA, Macherey-Nagel™ NucleoSpin™ Gel and PCR Clean-up Kkiti

kullanilarak tireticinin talimatlari1 dogrultusunda jelden ekstrakt edildi.

3.2.2.4. DNA Ligasyonu ve Klonlama

Ligasyon reaksiyonlari i¢in uygun restriksiyon enzimleri ile (Ncol ve Avrll)
kesilen ve agaroz jelden izole edilen fragmanlar ile pC13/F3CP5 vektori kullanildi.
Insert ve vektor fragmanlari, 1x T4 ligasyon tamponu ve 1 iinite T4 ligaz enzimi
iceren 10 pl'lik bir ligasyon reaksiyonunda 5:1 mol oraninda karistirildi ve gece boyu
4°C'de inkiibe edildi.
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3.2.2.5. Ligasyon Uriiniiniin Kompetent Bakteriye

Transformasyonu

Transformasyon i¢in Escherichia coli DH50 kompetent suslari kullanildi.
Kompetent hiicreler -80°C dondurucudan alindi ve buz iizerinde ¢dziinmeye
birakildi. Ligasyon iiriinlerinin yarist (5 ul), 80 ul kompetent hiicrelere ilave edildi
ve 25 dakika buz {izerinde inkiibe edildi. Bir 1s1 blogunda 42°C'de 1 dakika boyunca
1s1 soku uygulandi ve ardindan numuneler 2 dakikalik inkiibasyon i¢in buza geri
birakildi. 900 pl Luria Broth (LB) hiicrelere eklendi ve 37°C'de 1 saat boyunca
calkalayici etlivde kiiltiire birakildi. Bu kiiltiir, uygun formda ligasyonu gerceklesmis
plazmitleri de igine alan hiicrelerin, kanamisin diren¢ markirlarini ifade etmesini
sagladi. Inkiibasyonun sonunda, uygun hacimde (50-80 pl) kiiltiir, uygun antibiyotik
iceren LB agar besiyerlerine ekildi. Yaklagik bes dakikalik bir inkiibasyonun
ardindan petriler ters cevrildi ve uygun ligasyon iirlinlerini alan tek hiicreden
tiiretilmis kolonilerin olusumuna izin vermek i¢in 37°C'de gece boyu inkiibasyona
birakildi. Daha sonra tek koloniler, uygun antibiyotigi iceren (50 pg ml* kanamisin)

3.5 ml LB ortamina alind1 ve gece boyu kiiltiirlendi.
3.2.2.6. Plazmit izolasyonu

Transformantlarin ilk taramasi i¢in hiicreler 3,5 ml gece boyu biliyiitiilmiis
kiiltiirlerden elde edildi. Plazmid izolasyonu igin MiniPrep Plazmid Izolasyon Kkiti
(Macherey-Nagel) kullanildi ve iretici firmanin talimatlari izlendi. Transformant
adaylar1 dogrulama i¢in RE analizi ile tarandi. Biiyiik miktarda plazmit gerektiginde,
miniprep izolasyonundan elde edilen plazmit tekrar bakteriye transformasyonda
kullanildi. Ardindan tek hiicreden tiiretilen koloniler uygun antibiyotigi igeren 25 ml
LB ortaminda kiiltiirlendi

Her iki gen fragmani i¢in (CYP51C ve PDS) RE ile dogrulanmis transformant

adaylarindan biri ileri ¢alismalar i¢in Sanger yontemi ile dizilendi.
3.2.3. Kompetent Agrobacterium Hiicrelerinin Hazirlanmasi

A. tumefaciens EHA105 kompetent hiicrelerin hazirlanmasinda, Wise ve

ekibinin (2006) olusturdugu protokol temel alinarak gerceklestirildi.
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Agrobacterium susu uygun antibiyotik esliginde (gentamisin) 2 ml LB biiyiime
ortamina On kiiltiir i¢in inokiile edildi ve 28°C’de 200 rpm’de calkalayici etiivde gece
boyu biiylitiildii. 2 ml kiiltiiriin tamami1 50 ml besiyerini inokiile etmek i¢in kullanildi
ve hiicreler ODegoo igin 0,5-1 arasinda bir degere ulasincaya kadar inkiibasyon
siirdiiriildii. Istenilen degere ulasan kiiltiirler +4°C’de 4000 rpm’de 8 dakika santrifiij
edildi ve siipernatant uzaklastirildi. Pellet 5 ml soguk 20 mM CaClz ile resiispanse
edildi ve +4°C’de 4000 rpm’de 8 dakika santrifiij islemi tekrarlandi. Siipernatant
uzaklastirilip pellet soguk 1 ml (20 mM CaCl2) ile ¢oziildii ve uzun siireli saklama
icin -80 stok atild1.

3.2.4. BMV Vektorlerinin Kompetent Bakteriye Transformasyonu

BMV vektorlerinin kompetent bakteriye transformasyonu agroinfiltrasyon
metoduna uygun sekilde gerceklestirildi [Goodin et al., 2002]. pC13/F1+2 plazmitine
sahip A. tumefaciens EHA105 susu BMV1; pC13/F3CP5 plazmitini iceren bakteri
susu BMV3; klonlanmig PDS ya da CYP51C gen fragmanl pC13/F3CP5 vektoriinii
iceren bakteri suslari sirasiyla BMVspps, BMVs.cypsic seklinde anilacaktir.
Calismada “mock” grubu yabanci gen fragmani icermeyen BMV3.BMV1 bakterileri
suslarin1 ifade etmektedir. Agroinfiltrasyon igin 2 adet BMV vektorleri ayri ayri A.
tumefaciens EHA105 susuna Bundock ve ekibinin (1995) protokolii temel alinarak
donma-¢oziilme teknigiyle transforme edildi.

-80°C dondurucudan almman kompetent hiicreler buz iizerinde ¢odziinmeye
birakildi. izolasyon iiriinleri 1 pg olacak sekilde uygun hacimle 50 pl kompetent
hiicrelere ilave edildi. 10 dakika buz iizerinde inkiibasyondan sonra 1s1 blogunda
37°C’de 5 dakika boyunca 1s1 sokuna maruz birakildi. Ardindan numuneler 2
dakikalik inkiibasyon i¢in buza geri alindi. Hiicrelerin iizerine yaklasik 900 ul LB
hiicrelere eklendi ve 28°C 200 rpm’de 3 saat boyunca calkalayict etlivde kiiltiire
birakildi.  Inkiibasyonun sonunda, uygun hacimde (50-100 pl) kiiltiir, uygun
antibiyotik (gentamisin) igeren LB agar besiyerlerine ekildi. Yaklasik bes dakikalik
bir inkiibasyonun ardindan petriler ters cevrildi ve transformasyonu gerceklesen
hiicrelerden tiiretilmis kolonilerin olusumuna izin vermek i¢in 28°C’de karanlikta 48
saat inkiibasyona birakildi. Daha sonra tek koloniler, gentamisin antibiyotigi i¢eren

3.5 ml LB ortamina alind1 ve gece boyu kiiltiirlendi.
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3.2.5. Agrobacterium Siispansiyonlarinin Hazirlanmasi

BMYV vektorlerinin bitki yapraklarina aktarim igin A. tumefaciens EHA105’e
daha once belirtildigi gibi transforme edildi. Elde edilen tek koloniler gece boyunca
28°C’de ¢alkalamal: etiivde uygun antibiyotikleri igeren (50 ug ml* kanamicin, 100
nug ml'gentamisin) 3,5 ml LB iginde 6n kiiltiire alindi. Daha sonra, aym
antibiyotikleri iceren 50 ml LB’yi inokule etmek i¢in kiiltiir kullanild1 ve ODsgoo’de
0.8 degeri igin 28°C’de ¢alkalamali etiivde biiyiitiildi. Kiiltiirler, 4000 rpm’de 10
dakika boyunca santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi elde edilen her bir pellet 2,5 ml
infiltrasyon tamponuyla ¢oziildii. Transforme bakteri siispansiyonlart 1:1 hacimde
karistirilarak 25 °C’de 200 rpm’de 3 saat inkiibasyona birakildi ve ardindan bitkilerin
enfekte edilmesi i¢in kullanildi.

Yang ve ekibinin (2018), c¢alismasi temel alinarak yapilan 6n optimizasyon
asamasindan sonra 50 ml kiiltir hacmi i¢cin ODeoo = 0,8°de sabit tutularak farkli
hacimde indiiksiyon tamponu ile konsantrasyon optimize edilmistir. HIGS deneyleri
icin de optimize edilen yukaridaki kosullar kullanilmistir. Yukarida belirtildigi gibi
optimize siispansiyon konsantrasyonu ¢alismamizda 4x seklinde ifade edilecektir.

Asetosiringon, viriilans1 artirmak i¢in Tablo 3.8°de belirtilen kimyasallarla
hazirlanan indiiksiyon tamponuna [Bundock, 1995], 121°C’de 1 atm basing altinda

20 dk otoklav isleminden sonra kullanim sirasinda eklendi.

3.2.6. N. benthamiana’mn Yaprak Agroinfiltrasyonu

Indiiksiyon tamponunda 28 °C’de 200 rpm’de 3 saat inkiibasyonun ardindan
Agrobacterium siispansiyonlart  dort ile alti gergek yaprak asamasindaki N.
benthamiana fidelerine 1 ml’lik ignesiz bir siringa ile infiltre edildi. Agroinfiltrasyon
isleminden O6nce stomalarin agilmasimi saglamak i¢in bitkiler 6 saat su ile dolu bir
kabda bekletildi. Uygulama yapilan bitkiler gece boyu karanlikta birakildi. Ardindan
bitkiler 16 saat aydinlik/8 saat karanlik 25°C’lik biiylime ortamina alindi. Her bir
deney grubu 2 ile 3 farkl tiitiin fidesi tizerinde degerlendirildi.
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3.2.7. BMV-Tabanh Konak Kaynakh Gen Susturma

3.2.7.1. Agroinfiltrasyon Sonras1 Fungus Asilama

BMV1/BMVa.cypsic yapilarinin F. verticilllioides’e karsilik gelen endojen
CYP51C geninin susturma etkisini test etmek icin vektorler daha 6nce belirtildidgi
gibi A. tumefaciens EHA105’¢ tranforme edildi. Elde edilen 50 ml ODsgo= 0,8
degerli BMV1 ve BMVa.cvpsic bakteri kiiltiirleri 4000 rpm’de 10 dakika boyunca
santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi elde edilen her bir pellet 2,5 ml infiltrasyon
tamponuyla ¢oziildii. Transforme bakteri siispansiyonlart 1:1 hacimde karistirilarak
25 °C’de 200 rpm’de 3 saat inkiibasyona birakildi ve ardindan bitkilerin enfekte
edilmesi i¢in kullanildi. Agroinfiltrasyondan yaklagik 5 giin sonra 10* konidi/ml
konsantrasyonlu F. verticillioides kiltirii agroinfiltrasyonu gergeklestirilen
yapraklara infiltrasyon yontemi ile verildi. A. tumefaciens ve F. verticillioides
siispansiyonlarinin infiltrasyonu 4-6 gergek yaprak asamasindaki tiitiin bitkisinin
tamamen genislemis iki yapragi lizerinde gerceklestirildi ve fideler 25 °C’de 16 saat
aydinlik/8 saat karanlik olan bir bitylime odasina alind1.

Fungus asilamasindan 72 saat sonra CYP51C ekspresyon seviyelerinin analizi
i¢in, uygulama yapilan yapraklardan toplanan ornekler sivi azot igerisine alind1 ve

kullanimlarma kadar -80’de muhafaza edildi.

3.2.8. F. verticillioides’te BMV-Tabanlh Gen Susturmanin
Degerlendirilmesi

Fungusta BMV-tabanli olas1 bir susturma, pC13/F1+2 ve CYP51C fragmanini
iceren pC13/F3CP5 plazmitine sahip sirasiyla BMV1 ve BMVa.cypsic Agrobacterium
suslart ile F verticillioides’in birlikte kiiltiir edilmesinin ardindan yapilan fungal
biiylimenin radyal 6l¢iimii, ROS tayini ve qRT-PCR ile gen ekspresyonu analizleri ile

morfolojik, biyokimyasal ve molekiiler seviyede belirlenmstir.

3.2.8.1. Birlikte Biiyiime Kosullar

F. verticillioides’in A. tumefaciens aracili olas1 transformasyonu Rodrigues ve

ekibinin (2013) protokolii temel alinarak olusturuldu. Daha once belirtildigi sekilde
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hazirlanan ODsgo i¢in 0,8 degerli BMV1 ve BMVa.cypsic bakterileri 1:1 hacimde
birlestirildi. Total falkon hacmi 12 ml olan BMV1/BMV3.cypsic bakteri karisimlar: 10
dakika oda sicakliginda 4000 rpm’de santrifiij edildi. Ardindan pellet 1 ml
indiiksiyon tamponuyla [Bundock, 1995] ¢oziildii. Ardindan 4 saat boyunca 28°C’de
200 rpm’de karanlikta inkiibasyona birakildi. Birlikte biiylime igin, 4 saat
inkiibasyonun ardindan bakteri karisimlart 10* konidi/ml konsantrasyonlu 1ml F.
verticillioides kiilttirleriyle birlestirildi. Birlikte biiyiime igin falkonlar 25°C 180
rpm’de ¢alkalamali etiive kaldirildi. Ayn1 adimlar mock (BMV1/BMV3) grubu igin de
gerceklestirildi.  Birlikte biiylimenin 32, saatinde kiiltiirler agrobacterium
eliminasyonu igin timentin antibiyotigi ile muamele edildi. Transformasyon
etkinligini gozlemlemek i¢in kiiltlir ortamindan alinan 10 pl 6rnekler, PDA besi
ortaminda (9/1,5 cm petri icin 30 ml besiyeri) 0,75 cm c¢apinda olusturulan
kuyucuklara birakildi. 28°C’de biiylimeye birakilan Ornekler fungal biiylime igin
takip edildi.

Karsilagtirmali deneyler icin OD degeri ve indiiksiyon tampon hacmi sabit
tutulmus, total hacimdeki degisiklikler {izerinden pellet yogunlugundaki farkliliklar
ile konsantrasyonlar degistirilmistir.  Yukarida belirtildigi gibi hazirlanan
BMV1/BMV3.cypsic siispansiyon konsantrasyonu ¢alismamizda 1,5x seklinde ifade

edilecektir.
3.2.8.2. Fungal Biiyiimenin Radyal Olciimii

Miselyum biiyiimesi, fungus konsantrasyonu 10* konidi/ml’de sabit tutularak
A. tumefaciens konsantrasyonundaki farkliliklar tizerinden degerlendirildi. Birlikte
bliylimenin 32. saatinin ardindan fungal biiylime takibi icin PDA besi ortaminda
28°C’de biiylimeye birakilan 6rneklerin 24. saatinde ¢ap Olgiimleri gerceklestirildi.
Deney grubu (BMV1/BMVs.cypsic) ve mock grubu (BMV1i/BMV3) igin misel
biliylimesi (cm cinsinden zon ¢ap1) ImagelJ&Fiji programi kullanilarak ol¢iildii
(https://imagej.net/software/fiji/downloads).

Olgiim igin izlenen adimlar (Sekil 3.3); “A: File» Open » Select the image »
Straight ( 6l¢eklendirme i¢in referans uzunluk isaretlenir ) » Analyse » B: Set scale
(bilinen uzunluk ve birim belirtilir) » C: Straight (istenilen uzunluklar isaretlenir) »

Analyse » Tools »D: ROI Manager » Measure” seklindedir.
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Sekil 3.1: Imagel&Fiji yazilimi kullanilarak dogrusal 6l¢lim i¢in talimatlar.

Yiizde fungal bityiime inhibisyonu Formiil 3.2°de belirtildigi gibi hesaplandi.
F. verticillioides CYP51A ve CYP51B paralog genlerinin ekspresyon
seviyelerinin karsilastirmali analizi i¢in, en yliksek yiizde cap kiigiilmesine sahip

deney grubunun gRT-PCR analizi ve ROS 6l¢iimii gergeklestirildi.

Fungus biiyiimesinin yiizde inhibisyonu (%) = (kontrol grubu dogrusal biiyiime — test
grubu dogrusal biiyiime) x 100 /kontrol grubu dogrusal biiylime
(3.2)

3.2.8.3. DCF-DA Boyama Yontemi Kullanilarak Reaktif Oksijen
Tiirlerinin (ROS) Olciimii

Hiicre i¢i ROS iiretimi Forkink ve ekibinin (2010), protokolii temel alinarak
DCFH-DA (2°,7’ dichlorofluorescin diacetate) kullanimiyla gerceklestirildi.

Daha once belirtildigi sekilde hazirlanan ODego icin 0,8 degerli BMVy ve
BMV3.cypsic bakterileri 1:1 hacimde birlestirildi. Total hacmi 12 ml olan
BMV1/BMV3.cypsic bakteri karigimlart 10 dakika oda sicakliginda 4000 rpm’de
santrifiij edildi. Ardindan pellet 1 ml indiiksiyon tamponuyla [Bundock, 1995]
¢ozildi. Ardindan 4 saat boyunca 28°C’de 200 rpm’de karanlikta inkiibasyona

birakildi. Birlikte biiyiime icin, 4 saat inkiibasyonun ardindan bakteri karisimlar1 10
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konidi/ml konsantrasyonlu 1ml F. verticillioides kiiltiirleriyle birlestirildi. Birlikte
biiyiime i¢in falkonlar 25°C 180 rpm’de ¢alkalamali etiive kaldirildi. Ayni1 adimlar
mock (BMV1/BMV3) grubu igin de gerceklestirildi. Birlikte biiyiimenin 16. saatinde
ornekler 20 uM 2°,7” dichlorofluorescin diacetate ile muamele edildi veya edilmeden
birakildi. Boyamanin akabinde ornekler 180 rpm’de 30°C’de 30 dk karanlikta
calkalamali etiive birakildi. Orneklerin floresan yogunlugu (FI) 96 kuyucuklu
plakada, bir spektral tarama mikroplate okuyucu (eksitasyon 485 nm; emisyon 538
nm; 37°C Thermo Scientific Varioskan Flash) ile 4 saat boyunca her 10 dk i¢in
olgildi.

Hidrojen peroksit (H202) pozitif kontrol olarak kullanildi. Deney sirasinda 1g1k
ile etkilesim en az seviyede tutuldu. Deneyler 3 biyolojik ve dort teknik replika
seklinde gergeklestirildi Gruplar i¢in ROS iiretimi, DCFH-DA ile muamele edilen ve

edilmeyen hiicrelerin floresan yogunlugu farki ile belirlendi [Kobayashi et al., 2002].

3.2.9. Molekiiler Analizler

3.2.9.1. Total RNA Izolasyonu

Total RNA izolasyonu fungus ve bitki yaprak dokusu i¢in TRIzol ydntemi
temel alinarak gergeklestirildi.

4mm capinda steril ¢elik boncuklar ile 2 ml mikrosantrifuj tiipiine alinan
yaprak/fungus hif ornekleri sivi azotla fikse edildi. Agar plakadan alinan fungus
ornegi ve yaprak Orneginden ayri olarak sivi kiiltiir ortamindaki fungustan RNA
izolasyonu igin hiicreler 14000 rpm’de 15 dakika santrifiij edilerek toplandi. Fikse
edilen 6rnekler 25 saniye/25 frekans ayariyla homojenizatérde toz hale getirildi.
Orneklerin doku pargalanmasi bu asamada kontrol edildi ve gerekli oldugu taktirde
parcalama admmi tekrarlandi. Ornek tiiplerine 1 ml TRIzol (Invitrogen) eklendi
ardindan vorteks edildi ve 5 dakika 15-30°C’de inkiibasyona birakildi. Inkiibasyonun
ardindan 1 ml TRIzol igeren her bir mikrosantrifiij tiiptine 200 pl kloroform eklendi
ve alt iist edildi. Ornekler 3-4 dakika 15-30°C’de inkiibasyona birakildi. 4°C’de
11.000 rpm’de 15 dakika santrifiijlenen Orneklerde olusan faz ayrimi sayesinde
slipernatant yeni bir steril mikrosantrifiij tiipiine aktarildi. Ardindan siipernatanta 1:1
hacimde izopropanol eklendi. Orneklerin 15-30°C’del0 dakika inkiibasyonundan
sonra 4°C’de 11.000 rpm’de 10 dakika santrifiijii gerceklestirildi. Santrifiijlemenin
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ardindan siipernatant uzaklastirildi. Pellet, 1 ml TRIzol i¢in 1 ml %75 EtOH ile
yikand1. Ornekler 4°C’de 11.000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi ve EtOH dokiilerek
uzaklastirildi.  Pellet 15-30°°de 20-30 dakika kurumaya birakildi. Pelletin
kurumasiyla birlikte tiiplere 25-50 ul niikleaz icermeyen su ilave edildi.

RNA konsantrasyonu ve safligi NanoDrop spektrofotometre kullanilarak
ol¢iildii. OD260/280 absorbans orant RNA’larin safligin1 belirlemek i¢in kullanildi
ve 1.8-2.0 araligindaki degerlere sahip ornekler sonraki deneysel adimlar i¢in kabul

edilebilir bulundu.

3.2.9.2. cDNA Sentezi

cDNA sentezi i¢in High Capacity c¢cDNA Reverse Transcription Kit
(Thermofisher) iireticinin talimatina uygun sekilde kullanildi. Bilesenler 0.2 pl’lik
mikrofiij tiipline ilave edildi ve uygun sicaklik ve siire i¢in termal dongili cihazina

yerlestirildi.

Tablo 3.11: cDNA sentezi igin reaksiyon bilesenleri ve gerekli miktarlar:.

Bilesen Hacim/Reaksiyon (uL)
RT Buffer 2,0

25XdNTP Mix (100 mM) 0,8

10 RT Random Primers 2,0

MultiScribe™ Reverse Transcriptase | 1,0

Nuclease-free H.O 4.2

Reaksiyon Basina Toplam 10,0

Tablo 3.12: High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit i¢in PCR kosullar.

Adim 1 Adim 2 Adim 3 Adim 4
Sicaklik (°C) 25 37 85 4
Zaman (dk) 10 120 5 o0

3.2.9.3. gRT-PCR ile Gen Ekspresyon Analizleri

Hedef mRNA ekspresyon seviyelerini degerlendirmek adina kantitatif gercek
zamanl1 polimeraz zincir reaksiyonu (qRT-PCR) iiretici firmanin talimatlarina uygun

sekilde AMPIGENE® qPCR Green Mix (ENZO) kullanilarak gerceklestirildi.
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Kantitatif RT-PCR, StepOnePlus Real-Time PCR (ABI) ile gergeklestirildi
sinyaller izlendi. Aksi belirtilmedigi siirece normalizasyon igin [-tubulin (-
Tubilin_F ve B-Tubilin_R) kullanildi ve analizler ii¢ biyolojik ve iki teknik tekrarli
tapildi.

Kullanilan primer dizileri Tablo 3.3’te verilmistir.

Tablo 3.13: Kantitatif RT-PCR igin gerekli bilesenler ve miktarlari.

Bilesen 20 rxn i¢in gerekli hacim (ul)
AMPIGENE® gPCR Green Mix 10

Lo-ROX

Primer (10uM) 16

Forward-Reverse Mix ’

DNA 1

(<100 ng cDNA, <lpg genomic)

ddH20 7.4

Tablo 3.14: Kantitatif RT-PCR i¢in dongii sartlari.

Dongii Sicakhik (°C) Zaman
1 95 2 dk
95 5sn
40
62,5 25sn

3.2.10. istatistiksel Analizler

VIGS icin deney ve mock gruplarinin istatistiksel farkliliklari, tic biyolojik ve
tic teknik kopyanin ortalamasi alinarak analiz edildi ve grafikteki hata ¢ubuklar
standart hata olarak etiketlendi. Gruplar arasindaki farkin anlamliligi, Excel 365°te
“Student’s t-test” kullanilarak belirlendi. P<0.05 icin gruplar arasindaki fark
istatistiksel olarak anlaml: kabul edildi. Istatistiksel olarak anlamli farkliliklar “*”

isareti ile ifade edildi.
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4. BULGULAR

Bu tezin ana amaci model bitki N. benthamiana tizerinden konak kaynakli gen
susturma ile F. verticillios’'te CYP51C geninin ifade seviyesinin arastirilmasidir. Bu
cercevede N. benthamiana’da VIGS aracili susturma yalnizca siirecin optimizasyonu
icin gerceklestirilmis, susturma fenotipleri kolayca puanlanabilecegi i¢in indikator
gen olarak PDS geni tercih edilmistir. Bununla birlikte ayni1 vektortin kullanimi ile F
verticillioides’in A. tumefaciens ile dogrudan olasi transformasyonu, susturmayla
birlikte CYP51 i¢in paralog genlerin (CYP51B ve CYP51C) ekspresyon seviyelerinin
ve susturmanin etkinliginin degerlendirilmesi igin gergeklestirildi. Calismamizda,
hedeflenen spesifik genler i¢cin RNAI sinyallerinin tetiklenmesi amaciyla BMV
vektorii kullanildi. Asagida daha ayrintili sekilde ifade edilen klonlama stratejisi
PDS ve CYP51C genleri i¢in aynidir, bu sebeple degerlendirmeler tek baglik altinda

verilmigtir.
4.1. CYP51C ve PDS Icin Klonlama ve Analiz

pC13/F3CP5 vektori i¢in klonlama stratejisi Sekil 4.1°de sematize edilmistir.
Daha oOnce belirtildigi gibi enzim kesim bolgelerine sahip primerler ile cDNA’dan

amplifiye edilen fragmanlarin Avrll ve Ncol kesim bolgesine sahip vektdre ligasyonu

gergeklestirildi.
P Avr I1 Nco I FUTR
| | —— PDSs (370bp)
I I — CYP51C (313 bp)

Sekil 4.1: PDS ve CYP51C gen fragmanlari i¢in donér plazmit pC13/F3CP5’in
klonlama stratejisinin sematik gosterimi.

Restriksiyon enzim kesim yontemi, N. benthamiana PDS (NbPDS) ve F
verticillioides CYP51C (fvCYP51C) i¢in klonlama adimlart sirasinda dogru sekilde
ligasyonu gerceklesen aday kolonileri dogrulamak icin kullanildi. Sekil 4.2 (A),
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pC13-F3CP5:CYP51C plazmid klonlarmin RE analizini gostermektedir. RE
kesimiyle birlikte pozitif klonlarda beklenen 313bp’lik RE iiriinleri, %2’lik agaroz jel
tizerinde beklenen boyutta K1, K2, K3 ve K4 bantlarini verdi (beyaz dikdortgenler).
Sekil 4.2 (B-C), pC13-F3CP5:PDS plazmid klonlarinin RE analizlerini
gostermektedir. RE kesimiyle birlikte pozitif klonlarda beklenen 370 (A) ve 280
bp’lik (B) RE iiriinleri, %2’lik agaroz jel iizerinde beklenen boyutta K1 ve K2
bantlarin1 verdi (beyaz dikdortgenler).

N K1 K2 K3 K4 L

100bp

500
400

300

200

100

Sekil 4.2: Aday klonlarin kesim enzimleri ile analizi. (A) Nco I ve Avr Il kesimi ile
pC13-F3CP5:CYP51C adaylariin RE analizi. Kuyucuk 1(N); pC13/F3CP5 vektor.
Kuyucuk 2-5; pC13/F3CP5:CYP51C klonlar1. Kuyucuk 6; 100 bp ladder. (B) Nco I
ve Avr Il kesimi ile pC13-F3CP5:PDS adaylarinin RE analizi. Kuyucuk 1(L); 100

bp ladder. Kuyucuk 2 (N); pC13/F3CP5 vektor. Kuyucuk 4 ve 6; pC13-F3CP5:PDS

klonlar1. (C) Avr II ve Hind III kesimi ile pC13-F3CP5:PDS adaylarinin RE analizi.
Kuyucuk 1 (L); 100 bp ladder. Kuyucuk 2 (N); pc13/F3CP5 vektor. Kuyucuk 4 ve

6; pC13/F3CP5:PDS klonlart.

RE enzim kesimi ile dogrulanan aday klonlarin PDS ve CYP51C gen
fragmanlar1 i¢in (pC13-F3CP5:PDS ve pC13-F3CP5:CYP51C vektorleri) dizi bilgisi

Sanger yontemi ile elde edildi. Ardindan izolatlarn sekans sonucunun BLASTN

taramasi
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&PAGE_TYPE=BlastSe
arch&BLAST_SPEC=&LINK_LOC=blasttab&LAST_PAGE=Dblastn) yapildu.

Dizileme sonuglart CYP51C fragmani igin Fusarium proliferatum’daki sitokrom
P450 lanosterol C-14a-demetilaz (GU785046.1) gen fragmani ile 99% benzerlik
gosterirken, F. proliferatum (GU785047.1), F. mangiferae (XM_041826468.1), F.
musae (XM_044825370.1), F. oxysporum (XM _018393093.1), F. subglutinans
(GU785054.1) ile sirasiyla %95, %91, %91, %88, %88 benzerlik gosterdi.
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MAEM’den (Ankara) temin ettigimiz F. verticillioides, klonlama igin kullandigimiz
F. verticillioides XM_018901738.1 veri dizisiyle %91 oraninda benzerlik gosterdi
(Sekil 4.3). N. bentamiana PDS gen fragmani sekans sonucu N. benthamiana
(LC543532.1) ile %100 benzerlik gosterdi. Filogenetik agac, niikleotit dizilerinin
karsilagtirilmasina dayali olarak Molecular Evolutionary Genetics Analysis Version
11 (MEGA 11) ile Neighbor-Joining (NJ) yontemi kullanilarak olusturuldu.

100 ’ Fusarium subglutinans (GU785056.1)

Fusarium subglutinans (GU785054.1)

——  Fusarium proliferatum (GU785047.1)

96

L Fusarium proliferatum (GU785046.1)

Referans (Fragman sekansi)

Fusarium musae (XM_044825370.1)

88 Fusarium oxysporum (XM_018393093.1)

81 | ——— @ Fusarium mangiferae (XM_041826468.1)

67

@ Fusarium proliferatum (XM_031227993.1)

0oz

Sekil 4.3: NJ yontemi kullanilarak pC13/F3CP5:CYP51C izolat1 ile olusturulan
filogenetik agac. Evrimsel akrabalik Neighbor-Joining yontemi kullanilarak
cikarilmistir. Onyiikleme testinde (500 kopya) iliskili taksonlarin bir arada
kiimelendigi kopya agaglarin yiizdesi, dallarin yaninda gosterilir (Kumar et. Al.
2018). Agag, filogenetik agaci anlamak i¢in kullanilan evrimsel mesafelerle ayni
birimlerde dal uzunluklari ile 6l¢ege gore ¢izilmistir. Evrimsel mesafeler, MCL
(Maximum Composite Likelihood) yontemi kullanilarak hesaplanmistir.

RE ve dizileme analizleri sonucu CYP51C ve PDS gen fragmannin basarili
sekilde klonlandigini1 gosterdi.

Dogrulamalar sonrasinda N. benthamiana’da VIGS ile NbPDS’in, F
verticillioides’te VIGS aracili konak kaynakli gen susturma ile FvCYP51C’nin
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inhibisyonunun  degerlendirilmesi  i¢in  vektorler ~ Agrobacterium  aracili

transformasyon i¢in kullanildi.

4.2. BMV-Tabanh VIGS Sonuclar

4.2.1. VIGS ile Gegici Ekspresyonun N. benthamiana Yapraklarinda

Degerlendirilmesi

BMV1/BMV3.pps VIGS sisteminin aracilik ettigi PDS gen susturma etkinligi
(yaprak basina goriinlir susturma miktar1) ve verimliligi (susturmayi gosteren
yapraklarin sayisi ve konumu) baslangicta fenotipteki belirtiler ile degerlendirildi. Bu
ozellikler, hedef NbPDS i¢in bitki gelisimi sirasinda sistemik yapraklarda analiz
edildi. 1x konsantrasyonlu Agrobacterium siispansiyonu yaprak tarafindan kolaylikla
alinsa da sistemik yapraklarda goriiniir herhangi bir belirti meydana gelmedi. Ayni
zamanda agroinfiltre edilen yaprakta susturma fenotipi gézlemlenmedi.
Konsantrasyon 2x ve 4x icin sistemik yapraklarda erken donem belirtileri ayni
yaprak konumunda ve sirasiyla 11 dpi’de ve 9 dpi’de goézlemlenmistir. Bunun
yaninda konsantrasyon 4x i¢in foto-agartma belirtilerinin sayisi ¢ok daha fazlaydi ve
agartma fenotipi daha yogun (daha beyaz) gozlendi. 4x konsantrasyonlu
Agrobacterium siispansiyonu yaprak dokusuna, kiyasla infiltre edilemedi veya
infiltre edilebilen yapraklarda kuruma gerceklesti ve sistemik belirtiler gézlenmedi.
(Konsantrasyon degerleri i¢in 3.2.2.3e bknz).

Fenotipik gézlem sonucunda 1x, 2x ve 4x konsantrasyonda uygulama yapilan
gruplar arasindan 4x konsantrasyonlu siispansiyonun belirtilen parametreler
dahilinde daha etkin olduguna karar verildi ve tiitinde PDS gen inhibisyonunun
transkript seviyesinde degerlendirmesi i¢in kullamildi. 4x konsantrasyonlu
Agrobacterium  siispansiyounun agroinfiltrasyonundan 4 giin sonra infiltre
yapraklarin belirgin semptomlari gozlemlendi. Fakat fenotipik goézlemde negatif
kontrol olarak hicbir miidahalede bulunulmayan N. benthamiana yapraklarinin
degerlendirilmesi agroinfiltrasyonun gerceklestirildigi yaprakta negatif kontrole

kiyasla, PDS geninin susturulmasiyla ortaya ¢ikan fenotipik farki net yansitmayacaktir.
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4.2.2. VIGS Vektorii BMV ile Tiitiinde PDS Transkriptinin ifade

Seviyesinin Degerlendirilmesi

BMV1/BMV3.cypsic bakterilerinin N.benthamiana’da karsilik gelen endojen
PDS geninin susturma etkisini test etmek icin vektorler A. tumefaciens EHA105’¢
tranforme edildi. Elde edilen BMV1/BMV3:pps bakteri siispansiyonu agroinfiltrasyon
yontemi kullanilarak yaprak icine asilandi. Agroinfiltrasyondan 4 giin sonra infiltre
yapraklarda belirgin semptomlart gozlendi (Sekil 4.4.). BMVi/BMVspps
bakterilerinin asilandigi fidelerde infiltrasyonun gergeklestirildigi yapraktan sonraki
3. 4. ve 5. yapraklarda infiltrasyondan yaklasik 11 giin sonra foto-agartma fenotipleri
gozlemlendi (Sekil 4.5.). Bitki ¢igek asamasinda kadar takip edilmis yeni gelistirilen
yapraklarda foto-agartma fenotipleri gézlenmemistir. EK olarak BMV1/BMVs:pps
vektorleri ile elde edilen susturma fenotiplerinin erken susturma asamasinda ilk

olarak yaprak kenarlarinda meydana geldigi gézlemlendi (Sekil 4.5A).

Sekil 4.4: N. benthamiana’da agroinfiltrasyondan 4 giin sonra infiltre yapraklarin
goruntusu.
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Sekil 4.5: N. benthamiana’da BMV tabanli VIGS sonras1 analizler. A)
Agroinfiltrasyondan 11 giin sonra sistemik susturmanin 3. yaprakta foto-agartma
fenotipi. B) Agroinfiltrasyondan 15 giin sonra sistemik susturmanin 3. yaprakta foto-
agartma fenotipi.

Foto-agartma fenotiplerinin endojen PDS geninin susturulmasiyla iligkili olup
olmadiginm1 degerlendirmek i¢in agroinfiltrasyona tabi tutulan yapraklar PDS
ekspresyon seviyelerinin degerlendirilmesi i¢in infiltrasyondan 9 giin sonra toplandi
(Sekil 4.6A) sivi nitrojen i¢inde fikse edildi ve kullanima kadar -80°C’de muhafaza

edildi.

B Nb_PDS
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C BMV:PDS

Sekil 4.6: N. benthamiana’da BMV tabanli VIGS sonras1 ekspresyon analizi. (A).
BMV1/BMVz3.pps ile infiltre yapraklarin 9 giin sonra sergiledigi susturma fenotipi.
(B). VIGS isleminden 9 giin sonra, infitre yapraklarda NbPDS gen ifade seviyeleri.
Kontrol grubu (C) i¢in 6rnekler uygulma yapilmayan gergek yaprak asamasindaki
yapraklardan olusturuldu. Hata ¢ubuklari standart hatay: temsil etmektedir. (** =
P<0,01 Student ttestine gore hesaplanmuistir.)
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gRT-PCR sonuglartyla, susturulmus fide yapraklarinda PDS ifade seviyelerinin,
kontrol fidelerin yapraklarina kiyasla istatiksel olarak onemli Olgiide yaklasik %80
oraninda azaldig tespit edildi (P<0.01) (Sekil 4.5B). gRT-PCR sonuglarma gore foto-

agartma fenotiplerinin PDS gen susturma tarafindan indiiklendigi gosterilmistir.

4.3. Tiitiinde BMV-Tabanh HIGS Sonuclari

4.3.1. VIGS Vektorii BMYV ile Tiitiinde FvCYP51C Transkriptinin

ifade Seviyesinin Degerlendirilmesi

RNAI hedef bolgesi, tiitiin genlerinin spesifik olmayan susturulmasini énlemek
icin veri tabanindaki tiitiin sekanslarina yapilan homoloji arastirmalan ile F
verticillioides’e spesifik olacak sekilde secildi.

pC13/F1+2 ve pC13/F3CP5:CYP51C vektorlerinin F. verticilllioides e karsilik
gelen endojen CYP51C geninin susturma etkisini test etmek igin vektorler A.
tumefaciens EHA105’e tranforme edildi. Elde edilen BMV1/BMVs.cypsic bakteri
siispansiyonu 4 saat agroinfiltrasyon yontemi kullanilarak yapraga infiltre edildi.
Agroinfiltrasyondan yaklasik 5 giin sonra 10* konidi/ml konsantrasyonlu F.
verticillioides kiiltirii BMV1/BMVa.pps’in infiltre edildigi yapraklara infiltrasyon
yontemi ile verildi. Fungus asilamasindan 72 saat sonra almman yaprak Ornekleri

CYP51C ekspresyon seviyelerinin analizi i¢in toplandi.
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Sekil 4.7: N. benthamiana yapraklarindan alinan 6rneklerde F. verticillioides
CYP51C geninin qRT-PCR sonuglar1. Hata ¢ubuklari standart hatay1 temsil
etmektedir.
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Konak kaynakli gen susturma etkinliginin degerlendirilmesi icin F
verticillioides CYP51C ekspresyon seviyeleri, mock (BMV1/BMV3) ve deney grubu
(BMV1/BMV3.cypsic) sonuglari karsilastirilarak degerlendirildi. Sonuglar, CYP51C
gen ifadesinin BMV-VIGS yoluyla yaklasik 300 kat binhibisyonunu gosterdi (Sekil
4.7).

Bununla  birlikte ilk  deney  gruplarinda, fungus infiltrasyonu,
BMV1/BMV3.cypsic  infiltrasyonundan sonra iki zaman noktasinda (1 ve 5. Giin)
gergeklestirildi. Agrinfiltrasyondan 1 giin sonra fungus infiltrasyonu gergeklestirilen
grubun 72 saat sonra ve her iki grubun fungus infiltrasyonundan 24 saat sonra
CYP51C transkripsiyon seviyeleri gRT-PCR ile degerlendirildi ve O&rneklerin
hi¢birinde CYP51C inhibisyonu goriilmedi.

4.4. Fungusta VIGS Tabanh CYP51C Inhibisyonu

4.4.1. E verticillioides’in A. tumefaciens Aracili Transformasyonu

icin Analiz Sonuclan

BMV’nin F verticillioides’e olas1 transformasyonu ve akabinde muhtemel
CYP51C’nin inhibisyonuna bagl olarak farklilik gosterebilecek fungus ¢ap boyutu,
fungus konsantrasyonu (10* konidi/ml) sabit tutularak BMV1/BMV3.cvpsic
konsantrasyonundaki farkliliklar {izerinden degerlendirildi.

BMV1/BMVza.cypsic bakterilerinin F. verticillioides’te karsilik gelen endojen
CYP51C geninin susturma etkisini test etmek icin vektorler A. tumefaciens
EHA105’e tranforme edildi. Oncesinde ifade edildigi gibi, total hacmi 2 ml olacak
sekilde birlestirilen 10* F  verticillioides ve farkli konsantrasyonlardaki
BMV1/BMV3.cypsic siispansiyonlari indiiksiyon tamponunda birlestirildi. Miselyum
biiytimesindeki farkliliklarin degerlendirilmesi i¢in mock (BMV1.BMV3) ile deney
grubu 6rnekleri PDA biiyiime ortamina alind1 (Sekil 4.8).

Biiyiime inhibisyonu radyal olgiim ile belirlendi. Sonuglar, mock grubuna
kiyasla BMV1/BMVz.cvypsic ile muamaele edilen deney grubunun c¢ap boyutunda

%21 oraninda kii¢lilme oldugunu gosterdi (Sekil 4.9).
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Sekil 4.8: Birlikte kiiltiir ortaminin ardindan F. verticillioides’in PDA ortaminda
radyal biiylimesi. Birlikte biiylimenin 32. saatinde alinan 10 pl 6rnekler 6n analiz i¢in
PDA’da olusturulan kuyucuklara birakildi. (A). Ayrilmis boliim C1, 10* konidi/ml F.
verticillioides- 1,5x BMV1/BMV3; KD1 10* konidi/ml F. verticillioides- 1,5x
BMV1/BMV3.cypsic (B). Ayrilmis boliim C2, 10* konidi/ml F. verticillioides — 1x
BMV1/BMV3; KD2, 10* konidi/ml F. verticillioides — 1x BMV1/BMV3.cypsic birlikte
biliylime ornekleri.
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Sekil 4.9: Yiizde radyal kii¢iilme. C1, 10* konidi/ml F. verticillioides- 1,5x
BMV1/BMV3; KD1 10* konidi/ml F. verticillioides- 1,5x BMV1/BMV3.cypsic; C2,
10* konidi/ml F. verticillioides — 1x BMV1/BMV3; KD2, 10* konidi/ml F.
verticillioides — 1x BMV1/BMV3s.cypsic; C3, 10* konidi/ml F. verticillioides- 2,5x
BMV1/BMVs3; KD3 10* konidi/ml F. verticillioides- 2,5x BMV1/BMV3.cvpsic; C4
10* konidi/ml F. verticillioides- 3x BMV1/BMV3; KD4, 10* konidi/ml F.
verticillioides- 3x BMV1/BMV3.cypsic
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Radyal biiylime temel alinarak hesapladigimiz % kiiclilmenin oranla yiiksek
oldugu dolayisiyla CYP51C’nin inhibisyonun kismen fazla oldugunu 6ngordiigiimiiz
deney grubu i¢in (C2-KD2), F. verticillioides konidileri tarafindan {iretilen endojen
reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) karsilastirmal1 analizi gerceklestirildi.

CYP51C inhibisyonunun ROS iiretim miktari {izerindeki etkisini arastirdigimiz
deneyde, BMV1/BMV3.cypsic ile muamele edilmis F. verticillioides konidileri (KD2)
ile BMV1/BMV3 ile transforme edilen mock grubu F.verticillioides konidileri (C2 )
kullanildi. 2°,7° dichlorofluorescin diacetate (DCF-DA) kullanimai ile 4 saat boyunca
10 dakikada bir dl¢iimlerin alindig1 deneyde gruplar i¢in ROS tiretimi, DCFH-DA ile
muamele edilen ve edilmeyen hiicrelerin floresan yogunlugu farki ile belirlendi.

Olgiimlere gore; her iki grup (C2-KD2) igin de ROS iiretimi zamanla dogru
orantili olacak sekilde artmistir. Bununla birlikte 6lgiimiin 2. ve 4. saat araligi
karsilagtirildiginda gruplar arasinda istatistiksel olarak onemli bir fark gozlendi
(P<0,05). Sonuglar, mock grubuna kiyasla deney grubunda hiicre i¢i ROS miktarinin
yaklagik 1,5 kat artigin1 gosterdi.

DCFH-DA ile ROS ol¢tiimi
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Sekil 4.10: F. verticillioides konidilerinin ROS iiretim miktar1. Mavi daireler (KD2)
BMV:CYP51C ile transformasyona tabi tutulmus F.verticillioides; turuncu daireler
(C2) BMV ile transforme edilen F.verticillioides. Her veri noktast, ii¢ bagimsiz
ornegin ortalamasini temsil eder. ROS iiretim diizeyi, DCFH-DA ile muamele edilen
deney grubundan DCFH-DA ile muamele edilmeyen deney grubunun floresan
yogunlugunun farki ile belirlendi.
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gRT-PCR i¢in tasarlanan CYP51A ve CYP51B primer ciftlerinin
Ozgilliigiiniin belirlenmesi i¢in PCR ile biiyiitiilmis tiriinler agaroz jel elektroforezi
ile analiz edildi. Primer ¢iftleri beklenen boyutta tek bantlar olusturdu ve goriintir bir
primer-dimer olusumu gbzlemlenmemesinin yaninda Agrobacterium ve F.
verticillioides ile gergeklestirilen birlikte biiylimenin ardindan alinan o6rneklerde
CYP51A ve CYP51B primerlerinin erime egrisi (mellting curve) tek bir tepe noktasi
vermemis primerler paralog genlerin ekspresyon seviyelerinin analizi i¢in uygun

bulunmamustir.
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5. TARTISMA

RNAI teknolojisi, siirdiiriilebilir mahsul iiretim sistemlerinde énemli bir arag
haline gelmektedir. Mahsul koruma, iyilestirme ve biyotik streslerin neden oldugu
ekonomik kayiplara karsi direng dahil olmak {izere ¢ok sayida faydaya sahiptir.
Genel olarak, gida giivenligini saglarken ¢evrenin korunmasina oncelik veren
sirdiiriilebilir tarim uygulamalarinin  gelistirilmesi  i¢in RNAi teknolojisinin
kullanimi 6nemlidir. Yiksek ozgiilliigii, etkinligi, basitligi, iletilebilirligi nedeniyle
bitki genetik miihendisliginde 6nemli bir yere sahiptir. Geleneksel yontemlere
nazaran patojenle miicadelede hizli, etkili ve hedefe 6zel dsRNA stratejisi spesifik bir
yOntem sunar.

Viriis kaynakli gen susturma (VIGS), bitki ters genetigi i¢in bir ara¢ olarak
bitkilerde antiviral savunma mekanizmasindan yararlanir. VIGS kullanilarak PDS’in
susturulmasi, domates, biber ve patlican yapraklar1 dahil olmak iizere cesitli bitkiler
icin rapor edilmistir. Calismamizda PDS inaktivasyonunun neden oldugu foto-
agartma belirtileri nedeniyle indikator gen olarak kullanilmistir. Beklenildigi gibi, N.
benthamiana’da endojen PDS genini susturmak i¢in PDS gen fragmaninin
kullanilmasi, literatiirde bildirilen fenotiplere benzer sonuglar vermistir. Bitkilerde,
susturma sinyali baslangicta bitisik hiicrelere hareket eder. Baz1 durumlarda, sinyal
organizma boyunca yayilir, bdylece hedef gen cogu hiicre tipinde susturulur.
Bitkilerde, sistemik hareket, floem ve ksilemden olusan vaskiiler sistemi igerir, sinyal
hedef dokuya ulastiginda, bitisik hiicreler arasinda tekrar hareket ederek yayilabilir.
Vektoriin etkinligine ve sistemik olarak hareket etme kabiliyetine bagli olarak,
transfekte edilmis bitkilerin dokularimin ¢ogunun enfekte olmasi icin iki ile {i¢ hafta
gerekir. Fenotipik gdzlemimiz, BMV tabanli gegici ekspresyonun sistemik olarak
yayildigi fikrini desteklemistir. Bununla birlikte sistemik bir anti-fungal yanitin
tetiklenip tetiklenmeyecegini belirlemek icin bitkinin {ist yapraklarinda CYP51C
ekspresyon seviyelerinin degerlendirilmesiyle anti-fungal diren¢ i¢in zamansal ve
bolgesel bagimlilik degerlendirilebilir.

Hedef endojen genin eklenen fragmanmin boyutu genellikle VIGS’nin
etkinligini etkiler. Yapilan calismalar genel VIGS vektorleri i¢in, 150 ile 800 bp
arasinda bir fragman boyutunu tasima kapasitesine sahip oldugunu gosterdi. Insert

fragmani 1500 bp’den biiyiikse, VIGS vektorleri gen susturmayr indiiklemede
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basarisiz olabilir. Bunun yaninda bazi c¢aligmalar, 23 bp’lik bir eklemenin VIGS’i
indiikleyebilecegini gosterse de 200 ile 400 bp uzunlugundaki fragmanlar cogunlukla
daha yiiksek susturma etkinligi saglamak igin tercih edilir. Bu boyutlardaki
fragmanlar hedef dis1 genlerin susturulma olasiligini azaltir. Bunun yaninda daha
kiiciik fragmanlar susturma etkinligini azaltirken biiylik fragmanlar bazi viral
vektorlerde kararsiz olabilir. Bununla birlikte Wang ve digerlerinin (2021),
calismamizda kullandigimiz BMVCPS5 ile gergeklestirdigi PDS  susturmasi
caligmasinda gerceklestirdigi zamana bagli deneyler daha kiiclik fragmanlarin
(~100bp) BMVCP5’te daha kararli oldugunu, daha biiyiik eklere kiyasla daha yiiksek
susturma etkinligi ve daha uzun susturma siiresi sagladigini ortaya koydu. VIGS
sirasinda yabanci eklerin silinmesinin altinda yatan molekiiler mekanizma
cogunlukla incelenmemis olsa da replikaz sablon degistirmenin BMV
rekombinasyonu i¢in kabul edilen bir model oldugu 6n goriilmektedir. [Bujarski,
2013; Rao and Kao, 2015; Fantini and Giuliano 2016; Bekele et al., 2019]. Sonug
olarak, BMV vektoriimiizde RNA3 3’ insert bdlgesine yerlestirilen yabanci bir
sekans, potansiyel olarak bu aktivite yoluyla uzaklastirilabilir ve bu da susturma
kaybina yol agar. Calismamizda susturma i¢in kullandigimiz PDS ve CY51C gen
fragmanlarinin boyutu genel kabule uygundur bunun yaninda siirecin daha etkin
kilinabilmesi i¢in siire¢ optimize edilebilir. Bunun yaninda analizimiz BMV- tabanl
gen susturma yontemi temel alinarak N. benthamiana genomuna karsilik gelen gegici
olarak eksprese edilen eksojen RNAnin, bitki dokusunda giiclii ve spresifik bir RNA
bozulmasi indiikleyicisi oldugu fikrini desteklemektedir.

HIGS ile bitki fungal hastaliklarinin kontroliiniin basarisi, kritik olarak,
fungusun hayatta kalmasi i¢in vazgegilmez olan hedef genlerin se¢ilmesine dayanir.
RNAI etkinliginin boceklerde cesitli tlirlerin ayni transkriptleri arasinda, ayni tiiriin
dokular1 arasinda ve ayrica ayni transkriptin farkli bolgeleri arasinda 6nemli 6l¢iide
farklilik gosterdigi genel olarak bilinmektedir [Silver et al, 2021]. Bitki patojenik
funguslarda bu tiir ayrintili incelemeler ¢ok genis olmasa da RNAi’nin fitopatojenik
funguslara karsi ¢aligip ¢alismadigini belirlemek i¢in son yillarda ¢esitli gen adaylari
test edilmistir. Sonug olarak fungus biliylimesinin azalmasia yol agan hedef genler
stnirhidir ve ¢cogunlugunu hiicre duvar1 degistiricileri ve kitinazlar olusturur. Bunun
nedeni gen susturma etkinliklerinin her zaman patojen biiyiimesini engelleme
derecesi ile iliskili olmamasidir. Ornegin Héfle ve ekibinin (2020) yaptig1 ¢aligma, iic
F. graminis ergosterol biyosentez geninin, (CYP51A, CYP51B ve CYP51C) HIGS
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tabanli hedeflemesi, FgCYP51B ve FgCYP51C’ye (%58) kiyasla CYP51A’nin daha
yiiksek susturulmasmna (~%385), fakat benzer seviyelerde fungus biiylimesi
inhibisyonuna neden oldugu gosterilmistir. Koch ve digerlerinin (2018) yaptigi
calismada benzer gozlemler F. culmorum’un in vitro kiiltiirlerinde kaydedilmistir. Bu
calismada FcCYPS51A ekspresyonunun %90 oraninda susturulmasi patojen
biiylimesinin inhibisyonuna veya morfolojik degisikliklere yol agmazken, %40
oraninda FCCYP51B’nin susturulmasi fungus biiyiimesinde %30’luk bir azalma ve
anormal hifal morfolojisi ile sonuglanmistir. Bu nedenle, basarili bir RNAi sonucu
hedef gen se¢iminin Onemini vurgulayarak susturma etkinliginden ziyade hedef
genin temel dogasi tarafindan belirlendigi sonucuna varmislardir. Bu sebeple
caligmamizda elde ettigimiz susturma oraninin CYP51C geni i¢in HIGS’in F.
verticillioides’i  kontrol — etmede etkili  bir strateji olup olmayacagi
degerlendirilmelidir.

Koch ve ekibinin (2019) yaptigi ¢calisma, F. graminearum’un CYP51 genlerini
hedeflemek {iizere tasarlanmig arpa ve Arabidopsis’teki ¢ift dSSRNA yapisinin (CYP-
AC, CYP-BC, CYP-AB) ekspresyonunun, fungus biiylimesini tekli dsRNA
yapilarindan (CYPA, CYPB, CYPC) daha etkili bir sekilde inhibe ettigini ve fungal
enfeksiyonu azalttigir bildirildi. Bu ve benzer galismalar ¢oklu transkriptlerin es
zamanh olarak hedeflenmesinin artan RNA1 etkinligine yol a¢tigin1 ve ayni genin
farkli bolgelerinden iiretilen dsSRNA’larin, gesitli RNAI etkinliklerine sahip oldugunu
ortaya koymustur. Bunun yaninda F. verticillioides’te CYP51’in gen kopyalarinin
varligi muhtemeldir, bu nedenle ileri ¢alismalarda ii¢ paralog genin tiimiini
hedefleyen bir RNAi yapist F. verticillioides’e karst ¢ok daha yliksek bagisiklik
sergileyebilir. RNAI etkinligi, bir genin belirli bdlgeleri i¢inde degisebilir. Ornegin
Guo ve ekibinin (2019) yaptigi ¢aligmada, kiltiir ortamina transkripsiyon faktorii
geni MoAPY’in farkli bolgelerini hedefleyen yapay siRNA’larin eklenmesi, M.
Oryzae biiyiimesini ve patojenitesini farkli seviyelere indirmistir. Ayni sekilde Gu ve
ekibinin (2019) gergeklestirdigi ¢alisma, F. asiaticum B2-tubulin geninin ~1,7 kb
bolgesinin dort farkli ancak Ortiisen segmentine karsilik gelen dsRNA’larin
uygulanmasinin, %20-%90 arasinda ¢esitli gen susturmayla sonuclandigini gésterdi.
F. asiaticum hedef B2-tubulin genindeki 917-1406 niikleotitlerine karsilik gelen
dsRNA segmenti, %20-30 susturma ve lezyon boyutunda %30 azalmaya sahip diger
segmentlerle karsilastirildiginda en yiliksek diizeyde susturma (%90) ve lezyon

boyutunda (%92) azalma gosterdi.
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RNAi bazli fungal hastaliklarin kontroliiniin basarisi, oncesinde ayrintili
belirtildigi tizere bitki-fungus RNAi mekanizmasi, dSRNA/siRNA alim verimliligi,
dsRNA/siRNA tasarim parametreleri, hedef gen se¢imi ve uzunlugu, dsSRNA
stabilitesi ve yayilma stratejisi, hedef dis1 etkiler gibi ¢esitli faktorlere baglidir.

HIGS i¢in sonuglarimiz BMV1/BMV3.cypsic infiltrasyonu ve F. verticillioides
infiltrasyonu arasindaki siirenin HIGS etkinligi i¢in kritik olabilecegi fikrini
desteklerken viriis enfeksiyonundan sonraki 5 giiniin, gen susturma e¢lde etmek igin
bu sistemde yeterli oldugunu gostermistir. Sonug¢ olarak ileri ¢alismalar igin N.
benthamiana’nin fungal enfeksiyonu iizerine F. verticillioides’te ilgili genin
transkriptlerindeki azalmanin, fungusun patojenitesini azaltmak igin yeterli olup
olmadig1 dolayisiyla gerceklestirilen susturmanin istenilen etkiyi verip vermeyecegi
kesin degerlendirme igin test edilmelidir. Bununla birlikte HIGS i¢in yaptigimiz
optimizasyonlarin sonucu olarak, fungus ile inokiile fidelerde susturmanin BMV-
VIGS infiltrasyonundan sonra cesitli zaman araliklariyla degerlendirilmesinin,
susturmanin zaman araligi ve seviyesi hakkinda daha genis bilgiler saglayacagi
kesindir.

Fungus sporlarinin bazi bitki viriislerine tasiyici olabilecegi gosterilmistir
[Grogan et al., 1966]. Hem tiitiin mozaik viriisiiniin (TMV) hem de tiitiin nekroz
viriisiiniin Pythium sp.’yi enfekte edebilecegi bilinmesine ragmen, bitki viriislerinin
funguslarda ¢ogaldigina dair dogrudan bir kanit Mascia ve ekibi (2014) tarafindan
saglandi. Caligmada bir bitki viriisii olan TMV nin {i¢ fungus tiiriinii (Colletotrichum
acutatum, C. clavatum, and C. theobromicola) enfekte edebildigini gosterdi. ileri
calismasinda fungustaki bir raportor geni susturmak i¢in viriis kaynakli gen susturma
icin bir TMV vektor yapisi kullandi. Yabanci geni (GFP) ifade etmek {izere
tasarlanmis TMV-VIGS vektorii tarafindan fungusun enfeksiyonu, ilgili genin fungus
hiflerinde ve konidilerde ifade edildigini ve C. acutatum’da raportor gene karsilik
gelen transgeni susturabildigi gosterdi.

F. verticillioides’in A. tumefaciens aracili transformasyonu Mascia ve ekibi
(2013), temel alinarak olusturuldu. Yapilan ¢alismalar, ¢ogu tiirde RNAi’nin
korundugunu bildirse de baz1 fungus gruplari ve tiirleri igin dicer, argonaute veya her
iki genin kaybindan dolay1 aktif bir RNA1 mekanizmasinin olmadigini gosterilmistir
[Nicolas ve Garre, 2016]. F. verticillioides te A. tumefaciens aracili BMV-tabanli gen

susturma ¢alismamiz, Fusarium tiirlerinde yapilan RNAi calismalar1 dogrultusunda
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F. verticillioides’in tam bir RNAi mekanizmasina sahip oldugu dogrultusunda
gerceklestirildi.

Bu tez calismasinda, BMV1/BMVz.cyps: ile muamele edilen F. verticillioides’te
kontrole kiyasla radyal biliyiimede azalis saptanmistir. Benzer calismalar her bir
fungal tiiriin optimal bir birlikte yetistirme siirecine sahip oldugunu gostermistir. A.
tumefaciens ve fungus arasindaki oran, fungusun A. tumefaciens’e duyarliligi,
birlikte yetistirme siiresi, sicakligr ve pH’1 transformasyon siirecini etkileyecektir.
Dolayisiyla varsayilan F. verticillioides i¢in A. tumefaciens transformasyon
verimliliginin maksimize edilmesi i¢in optimizasyon sarttir. Bununla birlikte biiytime
hizinin azaldig1 gozlemlenen grupta CYP51C’nin yine varsayilan inhibisyonuyla
ergosterol biyosentetik geninin asagi regiilasyonu ve dolayisiyla ergosterol
igerigindeki azalma beklenildigi gibi ROS miktarinin artmasiyla sonuglandi. Bunun
yaninda kesin sonuglar i¢in hiicre zari biitlinliik testi, ergosterol icerik analizi,
ergosterol biyosentez yolunda yer alan genlerin goreli ekspresyon analizi ve/veya
direkt olarak inhibisyonu hedeflenen CYP51C igin ekspresyon seviye analizi daha
fazla 6rnekle gerceklestirilerek sonuglar molekiiler yontemler ile desteklenmelidir.
Fungusta bitki viriisleriyle yapilan ¢alismalar ¢ok sinirlidir. Bu sebeple BMV-VIGS
sisteminin  F. verticillioides  endojenlerini  susturmak i¢in  kullanilip
kullanilamayacagin1 bilmemekle beraber fungusta BMV’nin etkinligi calisilmasi

gereken genis bir arastirma konusu olarak karsimiza ¢ikmistir.
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EKLER

Ek A: BMVCPS5 Plazmit Haritasi

A) RZ/Ter

435S RNA1 RNA2

B)
Ter RZ/Ter  Ncol RNA3
358 |
K prs ] il :‘I—( CP H MP
Avrll

Sekil 1. BMVCP5 plazmit haritast. A) pC13/F1+2. B) pC13/F3-13m.

Ek B: DNA Marker

bp Kdtle (ng) bp Katle (ng)
-1517 45
-1200 35
-1000 95
1500 150 "900 27
-800 24
1000 200 -700 21
900 120 - 600 18
800 110
700 70 -500/517 97
600 80
-400 38
500 150
400 50 -300 29
300 30
200 25
200 20
100 48
100 20
100 bp DNA Ladder/306-005 100 bp DNA Ladder/ B7025

Sekil 2. DNA Marker
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Ek C: Dizi RE Analizi

(388) End Start (0)

(380) Btgl - Ncol (AL (R
(378) XemI | |

BtsI - Btsal (33)

(335) PAIMI

(316) BstYI - MfIL* - Mmel

(310) BbsI- __

pC13/F3CP5:PDS
388 bp —— BStEII (96)

(288) HindITI

(281) EcoRV

(275) BstXI —
(273) Alel - MslT

" NspI - SphI (122)

(256) BpmI

(237) Tatl . Eael (152)

MscI (154)

Sekil 3. pC13/F3CP5:PDS dizisinin RE Analizi. (SnapGene Viewer pragrami
kullanilarak olusturulmustur.)
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