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Yiksek Lisans Tezi

Bugday Sar1 Pas (Puccinia striiformis f. sp. tritici) Efektor Adaylarma Ait RNAI
Parcalarinin BSMV Vektoriine Klonlanmasi
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OZET

Mantar hastaliklari, tarimsal iiretimde biiyiik 6lgekli verim kayiplariin ana
etmenlerinden biridir. Bu patojenler i¢in mantar ilaglarinin kullanimi pratik bir ¢6ziim
olsa da daha verimli, etkili ve cevre problemlerine duyarli yaklagimlara gereksinim
duyulmaktadir. Bu nedenle bitki ve patojen arasindaki etkilesimleri anlamak, etkili bir
miicadele yontemi gelistirmek i¢in patojenin viriilensliginden sorumlu molekiil ve
genleri tespit etmek biiyiik bir onem tasimaktadir. Bu yaklasimla, son yillarda bitki
patolojisi alanindaki arastirmalar, patojenlerin viriilesliginden sorumlu olan efektor
protein ve genlerine yonelmistir. Ozellikle omik teknolojileri ile cok sayida efektor aday
geni tespit edilmekte ancak dogrulamak i¢in gerekli olan fonksiyonel analizleri ayni hizi
gosterememektedir. RNA1 yontemi ile gen susturma, aday genlerin fonksiyonel analizi

icin oldukca etkili ve hizl1 bir yontemdir.

Diinyanin temel gidasi olan bugdayda sar1 pas hastaligina neden olan Puccinia
striiformis f. sp. tritici (Pst) patojeni, lilkemizde de yaygin ve etkili bir patojendir. Bu
tez calismasinda, 2013 yilinda tamamlanan TUBITAK COST projesi kapsaminda
(109T293) tespit edilen efektor adaylarindan PGTG_07231T0, PGTG_11681T0 ve
CBH50687.1 genlerinin fonksiyonel analizi i¢in ilk adimmn tamamlanmasi
hedeflenmistir. Fungal fitopatojen genlerinin  fonksiyonel analizinde, Konak
Araciligiyla Gen Susturulmasi (HIGS) metodu oldukga etkin bicimde kullanilmaktadir.
Bu nedenle tez calismast kapsaminda, PGTG_07231T0, PGTG_11681T0 ve
CBH50687.1 efektor aday genlerine 6zgiin DNA fragmentlerinin, bugdayda RNAI i¢in
etkin kullanilan Arpa Cizgili Mozaik Viriis (BSMV) vektoriine klonlanmasi



hedeflenmis ve rekombinant HIGS vektorleri hazirlanmistir. Boylece daha sonra
yapilacak adimlarla efektor aday genleri etkin bigimde susturulup gergek efektorler olup
olmadigi, hiicre i¢i konumu, etkilesime gectigi konukcul faktorleri belirleyebilmek

mumkun olacaktir.
Yil : 2023
Sayfa Sayisi : 81

Anahtar Kelimeler : BSMV, Efektor, Puccinia striiformis f. sp. tritici, RNAI, Sar1
pas, HIGS



Master’s Thesis

Cloning of RNAI Fragments of Wheat Yellow Rust (Puccinia striiformis f. sp. tritici)
Effector Candidates Into BSMV Vector

Trakya University Institute of Natural and Applied Sciences
Department of Biotechnology and Genetics

ABSTRACT

Fungal diseases are one of the main factors of large-scale yield losses in
agricultural production. Although the use of fungicides for these pathogens is a practical
solution, more efficient, effective and environmentally sensitive approaches are needed.
For this reason, understanding the interactions between the plant and the pathogen and
identify the molecules and genes responsible for the virulence of the pathogen in order
to develop an effective control method is of great importance. With this approach,
research in the field of plant pathology in recent years has focused on effector proteins
and genes responsible for the virulence of pathogens. Especially with omics
technologies, in large quantities of effector candidate genes are detected, but the
functional analyzes required for validation cannot show the same progress. Gene
silencing by RNAIi method is a highly effective and rapid method for functional analysis

of candidate genes.

The pathogen Puccinia striiformis f. sp. tritici (Pst), which causes yellow rust
disease in wheat, which is the main food of the world, is a common and effective
pathogen in our country too. In this thesis, it is aimed to complete the first step for the
functional analysis of the PGTG_07231T0, PGTG_11681T0 and CBH50687.1 genes,
three of the effector candidates identified within the scope of the TUBITAK COST
project (109T293), which was completed in 2013. Host Induced Gene Silencing (HIGS)
method is used quite effectively to gene silencing for functional analysis of the fungal
phytopathogen genes. Therefore in the thesis, it is aimed to clone PGTG_07231TO,
PGTG_11681T0 and CBH50687.1 effector candidate genes belonging to P. striiformis

Vi



f. sp. tritici pathogen, to Barley Stripe Mosaic Virus (BSMV) vector which is
effectively used for RNAI in wheat. Thus, recombinant HIGS vectors prepared to
determine whether the effector candidates are true effectors, their intracellular location,

and the host factors with which they interact by future study.

Year : 2023
Number of Pages : 81

Keywords : BSMV Vector, Candidate effector gene, Puccinia striiformis f.
sp. tritici, RNAI, Yellow rust disease, HIGS
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ONSOZ

Bugday, tlilkemizin temel gida kaynaklar1 arasinda yer aldigi gibi ticari degeri
yiiksek bir zirai tiriindiir. Bugdayda pas hastaliklarindan kaynaklanan verim ve kalite
disiikliigii kiiresel bir sorundur. Bu sebeple pas hastaliklarina karsi etkili ve ¢evreye

duyarl miicadele stratejileri gelistirmek gerekmektedir.

Bu tez ¢alisgmasinda, bugdayda sar1 pas hastaliga sebep olan Puccinia striiformis
f. sp. tritici patojenine ait PGTG_07231T0, PGTG_11681T0 ve CBH50687.1 aday
efektor genlerinin RNAi amagli BSMV vektoriine klonlanmistir. Boylece aday efektor
genlerinin fonksiyonel analizinin gergeklestirilmesi igin gerekli olan HIGS vektorleri

hazirlanmstir.

Tez ¢alismam boyunca yardimini esirgemeyen, bilgi ve deneyimleriyle bana yol
gdsteren Prof. Dr. Semra HASANCEBI’ye, BSMV vektérlerinin tedarigi i¢in her tiirlii
yardimi saglayan Dog. Dr. Figen ERSOY’a (Uludag Universitesi, Fen-Edebiyat
Fakiiltesi, Molekiiler Biyoloji Ve Genetik Boliimii) tesekkiir ederim. Ayrica yiiksek
lisans donemim boyunca maddi ve manevi desteklerini esirgemeyen babam Hiiseyin
DILEKLI ve annem Filiz DILEKLI’ye, her tiirlii destegi ile yanimda olan Ilke
KIZILYAR’a ve laboratuvar ¢aligmalarimda yardimlarini esirgemeyen Emrah
AKPINAR, Metin Burak TATLISES, Mutlu SEN, Hiiseyin Gokberk DUSOVA, Elifgiil
AKSU ve Ilayda KUCUK e tesekkiir ederim.

Bu tez c¢alismasi TUBITAK ARDEB tarafindan “1002 Hizli Destek
Programlar1” kapsaminda desteklenmistir. (Proje No:1220072)
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BOLUM 1

GIRIS

Bugday, insanlar i¢in dnemli besin kaynagi olmasi nedeniyle diinya ¢apinda en

cok tarimi yapilan, ekonomik ve ticari onemi yiiksek tahillarin arasinda yer almaktadir.

Diinya niifusunun 2050 yilina kadar dokuz milyar1 asacagi tahmin edilirken bu
durum karsisinda mahsul iiretiminin de arttirilmasi zorunlulugu kacinilmazdir. Bu
nedenle, yillik tahil {retiminin yaklasik 1 milyar ton artmasi gerektigi tahmin
edilmektedir (Green vd., 2016). Ancak kiiresel niifusun hizli artis1 dolayli olarak da olsa
tarim alanlarimin azalmasina neden olmaktadir. Boylece artan niifusun ihtiyaglarim
karsilamak {izere azalan tarim alanlarindan daha ytiksek ve kalitede verim elde etmek
gerekmektedir. Bu talebi karsilamada yasanan baslica sorunlardan biri bitki
patojenleridir. Patojenik mantarlar en ciddi verim Kkayiplariyla sonuglanan bitki
hastaliklarina sebep olmakta ve kiiresel gida giivenligi i¢in ciddi bir tehdit
olusturmaktadir. Pas patojenleri, bugdayin evcillestirilmesinden gilinlimiize kadar gegen

slire igerisinde bugday iiretimini tehdit eden biyotik zorluklardan biridir (Roelfs, 1992).

Bugdayda pas hastaliklarina sebep olan patojenler, kontrol altina alinmadigi ve
hastalik Onlenmedigi takdirde iirlin veriminin %350-100 arasinda kaybina neden
olabilmektedirler (Chen, 2005). Patojenlerin sebep oldugu bugdayda pas hastaliklarinin
verime ve dolayisiyla ekonomiye etkisi hastaligin siddetine bagli olarak
degisebilmektedir. Pas patojenlerinden kaynaklanan kiiresel ekonomik kayip yillik 5.5
milyar ABD dolar1 seviyelerine ¢gikmaktadir (Beddow vd., 2015).



Pas mantarlar1 zorunlu biyotrofik organizmalardir yani biiylimeleri ve iiremeleri
icin tamamen konakgist olan bitkilerinin canli hiicrelerinden elde edecekleri besin
kaynaklarina bagimlidirlar (Duplessis vd., 2011). Bugdayda Puccinia cinsi
Basidiomycete ailesinin neden oldugu 3 tiir pas hastaligi vardir. Bunlar; sap (kara), serit
(cizgi/sar1) ve yaprak (kahverengi) pasidir (Dessalegn, Ayele & Tesfaye, 2019;
Mclintosh, Wellings & Park, 1995).

Bunlar arasinda Puccinia striiformis f. sp. tritici (Pst)’nin sebep oldugu sar1 pas
hastaligi, bugdayda en ciddi verim ve kalite kayiplariyla sonuclanandir ve diinyada
60’tan fazla iilkede sar1 pas hastaligina rastlanilmaktadir (Wellings, 2011). Bu {ilkeler
arasinda Tiirkiye de yer almaktadir (Dusunceli, Cetin, Albustan & Beniwal, 1996). 2010
yilinda iilkemizde 6zellikle Orta Anadolu’da meydana gelen salgin sonucu 10 milyon

ABD dolar1 olarak tahmin edilen verim kaybina neden olmustur (Chen, 2020).

Sar1 pas etmeni Pst, bugdayin tek yaprakli doneminden, yesil aksamini korudugu
olgunluk dénemine kadar olan siire¢ igerisinde her zaman bugdayda enfeksiyona neden
olabilmektedir. Yaprak ylizeyini kapladigindan, enfekte ettigi bitkilerin yapraklarinda,
ozellikle de bayrak yaprakta fotosentezi kisitladigindan ciddi verim ve kalite kayiplarina
neden olmaktadir (Chen, 2005). Hastaligin uzun mesafelere yayilmasinda en 6nemli
etmen riizgar olmakla birlikte insanlarin esya ve kiyafetleriyle de pas sporlar1 uzak

mesafelere taginabilmektedir (Sekil 1.1.).

f

“ %%} ,4
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Ptk gruplan

© Kuzey Bati Avrupa irklan
© PssS1 ve Psss2

© Warrior (Savasgi) wklar
Irklarmn yapisi ve iireme formu
] Eseysiz

[C) Potansiyel eseyli iireme
B Eseti

Sekil 1. 1. Hastalik etmeninin muhtemel go¢ yollar1 (Schwessinger, 2017).



Pst zorunlu biyotrof oldugundan yasam dongiisiinii konakgilar: {izerinde
tamamlamaktadir. Patojenin 2010 yilina kadar alternatif konukcusu bilinmezken, Jin
(2010) hassas Berberis tiirlerinin patojenin alternatif konuk¢usu oldugunu ortaya
cikarmistir. Pst, Berberis tiirleri {izerinde eseyli tireme, mutasyonlar veya somatik
hibridizasyonlar ~ gecirerek  dayanikli olarak  bilinen bugday genotiplerini
hastalandirabilen yeni irklar olusturmaktadir (Lorrain, Gongalves dos Santos, Germain,
Hecker & Duplessis, 2019). Dolayisiyla hastaligin erken donemde 6niine gegilebilmesi
icin etkin ve en hizli yoOntemlerden biri, yabanci otlar1 {iretim alanlarindan

uzaklastirmak; hastalik etmeninin alternatif konakgilarini bertaraf etmektir.

Pas hastaliklarinin kontrolii i¢in uygulanan stratejiler esas olarak direng 1slahina,
fungisit kullanimina ve biyolojik kontrole baglidir. Uzun yillar 1slahgilar bitkide
dayaniklilik genleri ve mekanizmalarini hedef alan arastirmalar yiiriitmiisler ve bu
hedefe dayali hastalik yonetimi stratejilerini kullanarak siirekli dayanikli yeni g¢esitler
gelistirmeye yonelmiglerdir. Ancak pas mantarlarinin hizla evrime ugradigi ve kisa bir
siire i¢inde gelistirilen bu yeni dayanikli ¢esitlere kolayca adapte oldugu gézlenmistir
(Prasad, Savadi, Bhardwaj, Gangwar & Kumar, 2019). Fungusit kullaniminin da
cevreyi kirletme, fungusitlere direngli yeni patojen irklarimin ortaya ¢ikmasina sebep

olma ve liretim maliyetlerinin artmasina sebep olma gibi olumsuzluklar1 mevcuttur.

Bir enfeksiyonun basarisi patojenin konukgusu iizerinde liremesi ve yayilmasina
baghdir. Konukc¢u bitki ve patojen arasindaki karmasik molekiiler etkilesimler
sonucunda patojenin evriminde konukgusu oldukca biiylik bir 6neme sahiptir (Mdller ve

Stukenbrock, 2017).

Patojenler konukgularin1 enfekte etmeye ¢alisirken bitkinin savunma cevabiyla
karsilasmaktadirlar. Bu savunma cevabini asabilmek igin patojenler Aviriilens (Avr)
genlerinin iriinii olan efektor proteinleri salgilamaktadir. Efektorler, bitki patojenleri
tarafindan, konak savunmasmi alt etmek {izere gelistirilen viriilens faktorlerdir.
Efektorler, enfeksiyon gelisimi i¢in konak hiicrelerinde hem transkripsiyonu hem de
metabolik siireci yeniden diizenlemektedir. Bunun i¢in de konak hiicrenin bir¢ok
molekiilii ile etkilesime girmektedir. Dolayisiyla efektorleri tespit etmek, karakterize
etmek her bir efektoriin konakgi bitkideki molekiiler etkilesimlerini anlamayi

saglayacaktir. Ayrica, efektorleri bilmek, konak¢i bagisiklifinin ve fizyolojisinin



manipiilasyonuna olanak tanir ve hizli, etkin dayaniklilik 1slah1 ve hastalikla miicadele
icin 6nemli veriler sunar (Figueroa vd., 2016). Bu nedenle son yillarda molekiiler bitki-
patojen etkilesimi alanindaki ¢aligmalar efektdrleri ve kodlayici genlerini tespit etmeye

yogunlasmistir.

Farkl1 patojenlere ait tanimlanan efektor proteinler incelendiginde genel olarak
yapisal ve niikleotid dizi homolojisi acisindan anlamli bir ortaklik goriilmemektedir.
Ancak efektdor proteinler igin genel olarak kabul edilen ortak birkag 6zellik
bulunmaktadir. Bunlar; kii¢iik boyutlu oluslari, yiiksek sistein icerigine sahip olmalari
ve taksonomik 6zgiilliik olarak siralanabilmektedir. Bu 6zellikler, gerek transkriptom,
gerekse proteom ve sekretom analizlerinde aday efektorleri tahminlemek igin
kullanilmaktadir. Salgilanan proteinleri kodlayan genler arasindan aday olarak
secilenlerin sayis1 kullanilan kriterlere bagli olarak degisebilmektedir, ancak genom
basma 1000 ila 2000 gen olabilecegi ongoriilmektedir. Bunlardan bazilar1 gen aileleri
seklindedir ve Pucciniales'e 6zgii aday efektorler arasinda yer almaktadir (Aime,
McTaggart & Duplessis, 2017). Son 10 yillik siiregte basta genomiks, transkriptomiks,
proteomiks olmak {izere efektdromiks ve sekretomiks c¢alismalarla bugday pas
mantarlar1 i¢in uzun bir aday efektor listesi olusturulmustur (Demirci vd., 2016). Ancak
veritabanlarinda yer alan mevcut bilgilerin analizi sonucu ortaya konan adaylarin sayisi
binleri bulurken fonksiyonel olarak dogrulananlarin sayis1 oldukca azdir. Bu nedenle
aday genlerin hizli ve etkin bigimde fonksiyonel dogrulanmasina gereksinim

duyulmaktadir.

Efektor adaylarinin fonksiyonlarinin belirlenmesinde; bitki hiicre 6liimii testi,
kalloz birikiminin gozlenmesi, enfeksiyon testi, konak aracili gen susturulmasi: (HIGS)
yontemi, immiinolokalizasyon, yapisal homolojilerin taranmasi, Western Blot analizi
gibi yontemler kullanilmaktadir. Pas mantarlarinin efektdrlerini arastirmak igin son 5
yilda uygulanan farkli stratejiler ve yaklasimlar arasinda hizi ve etkinligi ile viriis aracili

gen susturma yontemi one ¢ikmaktadir (Lorrain, Petre & Duplessis, 2018).

Gen susturma yontemleri efektor aday genlerinin fonksiyonlarmin belirlenmesi
icin kullanilmaktadir (Prasad vd., 2019). Bu amagla 6zellikle Viriis Araciligiyla Gen
Susturma (VIGS) yontemi, son 10 yildir yaygin olarak kullanilmaktadir (Garg, Sharma
& Ghosh, 2021). Bitki genlerinin fonksiyonel analizinin yani sira, son yillarda bitki



patojen etkilesimlerinin ortaya ¢ikarilmasi ve patojen genlerinin fonksiyonlarinin tespit
edilmesinde de konak aracili VIGS yaklasimi olan HIGS kullanilmaktadir (Panwar,
McCallum& Bakkeren, 2013). HIGS, Son yillarda belirlenen efektor adaylarinin gergek
efektorler olup olmadiginin tespiti ve islevlerinin ortaya konmasi i¢in kullanilan
yontemler arasinda bir adim O6ne c¢ikmaktadir (Panwar ve Bakkeren, 2017). HIGS
yontemi, patojen genlerine 6zgiin olarak tasarlanan, viral genoma entegre edilen ancak
bitkide iiretilen kiigiik RNA'lar araciligiyla bitkiyi enfekte eden patojenlerin genlerinin
susturulmasini saglayan RNAi tabanli bir yontemdir (Panwar vd., 2013). HIGS
yontemi, mantarlarin neden oldugu tahil hastaliklarin1 kontrol etmek ve patojenlerin
fonksiyonlarmi belirlemek igin etkili bir yaklasim saglamaktadir (Panwar, Jordan,
McCallum & Bakkeren, 2018; Panwar vd., 2013).

Bu tez calismasinda; sar1 pas hastaligindan kaynaklanan verim ve kalite
disiikligine bagli olarak gida giivenligi tehdidi nedeniyle, belirlenen efektor aday
genlerine ait DNA fragmentlerinin bugdayda RNAi i¢in kullanilan BSMV vektoriine
yapilacak klonlama sonucunda olusturulacak rekombinant vektorler sayesinde; efektor
adaylarinin fonksiyonel olarak test edilip ger¢ek efektorler olup olmadigi, hiicre igi
konumu, etkilesime gectigi konukgul faktorleri belirleyebilmek igin gerekli HIGS
vektorleri hazirlanmasi1 amaglanmistir. Bu sayede efektor aday genlerinin tanimlanmasi
hedeflenmistir. Dolayisiyla bagka efektor adaylarinin da etkin bicimde klonlanmasi i¢in
gerekli yontem ve kosullar optimize edilmistir. Tez ¢aligmasi1 kapsaminda yapilan
klonlama ¢aligmalar1 sayesinde efektdr aday genlerinin tanimlanmasi i¢in en kritik

adimlardan biri olan BSMV vektoriine klonlama islemi gergeklestirilmistir.

Olusturulan rekombinant vektorler ile, ilgili patojenin sebep oldugu
enfeksiyonlara karst yeni stratejiler gelistirilmesine  baslangi¢  olusturmak
hedeflenmistir. Bu yontem temel alinarak gelistirilecek stratejiler g6z Oniinde
bulunduruldugunda; tarimda ila¢ kullanimini azaltmak ve buna bagli olarak maliyet
kayiplarinin 6niine gecmek, ekolojik dengenin bozulmasina engel olmak gibi amaglara

ulasilacaktir.



BOLUM 2

2.1. Tarimda Mikrobiyal Patojenler

Bitkiler, yasamlar1 siiresince c¢esitli mikroorganizmalar tarafindan tehdit
altindadir (Glazebrook, 2005). Farklt mikroorganizmalar kendi yasamlarini siirdiirmek

ve ¢ogalmak tizere bitkileri enfekte etmek i¢in farkl stratejiler kullanmaktadir.

Biyotrofik ~ mikroorganizmalar ~ yasamlarmi  devam  ettirebilmek  igin
konukgularma ihtiya¢ duymaktadirlar. Bu nedenle konukgularinin yasamina fazla zarar
vermeden konukgularindan besin ihtiyaglarini karsilarlar. Bitki patojenlerinden paslar
gibi bazi funguslar biyotrof sinifinda yer almaktadir. Nekrotrofik patojenler ise
biyotrofik patojenlerin aksine konukgu olduklar1 bitki hiicrelerini 6ldiirerek bu
hiicrelerden besin ihtiyaglarim1 karsilamakta ve yasamlarini siirdiirmektedirler.
Nekrotrofik patojenler, bitkinin hiicre duvart polimerlerinin yikilmasina yol acan
enzimler, diger hiicreleraras1 enzimler ve fitotoksinler kullanarak konukg¢u hiicrelerin
oliimiine sebep olmaktadirlar (Alfano ve Collmer, 1996; Walton, 1996). Hemibiyotrofik
patojenler ise hem biyotrofik patojenlerin hem de nekrotrofik patojenlerin belli
ozelliklerini  tagimaktadirlar.  Hemibiyotroflar, konuk¢u olduklar1  bitkilerin
infeksiyonunun baslangicinda biyotrofik formda davranmaktadir. infeksiyonun daha
ileri safhalarinda ise nekrotrofik 6zellik gostermektedirler (Gebrie, 2016; Perfect ve
Green, 2001). Patojenik mantarlar, biyotrof, nekrotrof ya da her ikisinin de 6zelliklerini
barindiran hemibiyotrof yasam sekline adapte olmuslardir (Dou ve Zhou, 2012;
Guttman, McHardy & Schulze-Lefert, 2014; Pusztahelyi, Holb& Pdcsi, 2015). Patojen
mikroorganizmalarin konukgu bikilerinden besin temin etme sekillerindeki bu
farkliliklar konukgu olduklart bitkilerin savunma yanitlarindaki farkliliklara da yol

agmaktadir.



Funguslar, ekosistemdeki en biiyiilk okaryotik ¢esitlilige sahip bitki patojen
grubudur. Dogada yaklasik 1.5 milyon fungus tiiri oldugu bilinmekte ve bunlarin 20
binden fazlasi bitkilerde enfeksiyon olusturmaktadir (Hawksworth, 2001).

Bitki biyotrofik fungal patojenleri, bitki patolojisi i¢in uluslarasi kabul gérmiis
en Onemli on patojen arasindadir (Dean vd., 2012). Pas ve kiillemenin de i¢inde
bulundugu zorunlu parazit bitki mantarlar1 genis bir gruptur. Pas mantarlari, bilinen
8.000'den fazla tlirden olusmaktadir ve en Onemli mantar takimlarindandir (Aime,
Toome & McLaughlin, 2014; Lorrain vd., 2019). Bu parazitler ¢ok cesitli bitkilere

saldirarak ciddi hasarlara neden olmaktadir (Lorrain vd., 2019).
2.2 Bugday ve Sar1 Pas Hastahig

Bugday, adaptasyon yeteneginin yiikksek ve yetistirilmesinin kolay olmasi
sebebiyle eski caglardan giiniimiize kadar kullanilan baslica besin kaynagidir. Insan
beslenmesinde kullanilan kiiltiir bitkileri arasinda diinyada ekim alani1 bakimindan

birinci, liretim bakimindan ise misir ve ¢eltikten sonra iiglincii sirada yer almaktadir.

Diinya niifusunun hizla artmasi sonucunda, gida giivenligi ve dengeli beslenme
ile birlikte bitkisel iiriinlere olan talep her gecen giin artmaktadir. Besin ihtiyacinin
karsilanmasi; mevcut ekim alanlarinin artiritlamayacagi géz 6niinde bulunduruldugunda,
birim alandan elde edilen {iriin miktarinin artirilmasiyla miimkiin olacaktir. Ureticilerin
karsilastig1 baslica zorluklardan biri bitki patojenleridir. Patojenik mantarlar en ciddi
verim kayiplartyla sonuglanan bitki hastaliklarina sebep olmakta, ekonomi ve kiiresel

gida giivenligi i¢in ciddi bir tehdit olusturmaktadir.

Bugday patojenik mantarlar1 arasinda paslar onemli bir yer tutmakadir.
Bunlardan biri olan sar1 pas (¢izgi pasi, serit pasi) hastalig ilk kez 1777 yilinda Gadd
tarafindan tanimlanmistir (Roelfs, 1992). Ancak Eriksson ve Henning (1896) bu
hastaliginin ayr1 bir patojen tarafindan meydana getirildigini bildirmis ve hastalik
etmenini Puccinia glumarum olarak isimlendirmistir. Patojenin ismi, Hylander ve ark.
(1953) tarafindan giinimiizde de kullanilan sekliyle Puccinia striiformis f. sp. tritici
(Pst) olarak degistirilmistir (Singh, Duveiller & Huerta-Espino, 2012). Hastalik
etmeninin sporlari, cografi olarak birbirinden uzak olan Amerika kitasindan

Avustralya’ya (Wellings, 2007), Avrupa’dan Dogu Afrika ve Bati Asya’ya, Orta



Dogu’dan Giiney Afrika’ya (Boshoff vd., 2002) kadar riizgarla kitalar aras1 taginabildigi
bilinmektedir. Bu nedenle diinyada bugday iiretim alanlari i¢in ayni1 risk s6z konusudur.
Sar1 pas hastalig1 son 15 yil iginde, bugday iiretimini sinirlandiran en 6nemli biyotik
faktor olarak goriilmekte (Schwessinger, 2017) ve diinya bugday iiretiminin % 88'inin
bu hastaliga kars1 hassas oldugu bilinmektedir. Yillik 5 milyon ton {iriin kayb1 oldugu
ve bu kaybolan iiriiniin pazar degerinin 1 milyar dolar oldugu tahmin edilmektedir
(Beddow vd., 2015; Schwessinger, 2017; Wellings, 2011). Sar1 pas hastalig1, genellikle
diisiik sicaklikta ve yiiksek nem kosullarinda goriilebilen bir hastaliktir. Ancak son
yillarda hastaliga sik rastlanilmayan, nispeten daha sicak iklimlerde de Onemli
epidemilerin meydana geldigi bilinmektedir (Hovmeller vd., 2011; Mboup vd., 2009).
Bu durum, Pst’nin yiiksek sicakliklara adapte olan yeni bir ik gelistirdigi yoniinde
degerlendirilmektedir (Markel ve Milus, 2008).

Pas mantarlar1 zorunlu biyotroftur, yani sadece canli konakgilarda
cogalabilmektedir. Bu nedenle biyotrofik yasam tarzlarin siirdiirmek i¢in konakeilariyla
karmasik etkilesimler kurmakta ve birlikte evrimlesmektedirler (Duplessis vd., 2011).
Pas mantarlari, yasam dongiilerini alternatif konakg¢ilarda tamamlamaktadirlar. Pst
alternatif konagi olan Berberis’de eseyli iireme ile c¢ogalmakta ve bu sirada
rekombinasyonlar, mutasyonlar veya somatik hibridizasyonlarla yeni irklar olusturacak
sekilde degisiklige ugramaktadir. Ureticiler ve bilim insanlar1 sar1 pasa dayanikli
bugday cesitleri gelistirmeye odaklanirken, Pst de bu yeni ¢esitlerin savunmasindan
kurtulacak daha viriilent rklar olusturmak tizere evrimlesmektedir. Hizl1 evrimlesme,
riizgarla cok uzak alanlara tasinma ve ekilen c¢esitlerin biiyiik oranda hassas olmasi,
pandemi durumunda %90’lara varan verim kayiplarinin yasanmast nedeniyle Pst, 21.
yiizyilda, kiiresel bugday iiretimine yonelik en biiylik biyotik tehditlerden biri olarak
goriilmektedir (Bux vd., 2012; Chen vd., 2014; Schwessinger vd., 2017).

Sar1 pas hastaliginin ortaya ¢ikmasi ile olusabilecek tahribat, iklim kosullarina,
patojenin 1rklarimin viriilens 06zelliklerine ve konukc¢u genotipine bagli olarak
degisebilmektedir. Bununla birlikte, hastaligin kontroliinde, erken dénemden itibaren
bugday ekim alanlarinin periyodik olarak izlenmesi biiyiik 6nem tasimaktadir (Martinez
vd., 2012). Bu sayede sar1 pas hastaligini kontrol etmek hem daha kolay hem de daha
ekonomik bir miicadele yontemi olmaktadir. Bunun yani sira yabanci otlarla zamaninda

miicadele, tarla icerisinde veya ¢evrisinde, paslarda yeni irklarin olusumunda 6nemli bir



etken olan ara konukgularin (Berberis spp., vs.) imha edilmesi, 6zellikle de hastaliga

dayanikli bugday ¢esitlerinin kullanilmasi da 6nemli uygulamalardir.
2.3. Hastalik Etmeni, Puccinia striiformis f. sp. tritici (Pst)

Sar1 pas hastaligi, bugdayin disinda baska tahil tiirlerinde de goriilmektedir ve
hastaligin goriildiigii her bir bitki tiiriine gore etmen de farkli isimlendirilmektedir.
Eriksson (1894) hastalik etmenini konukcu-patojen iligkisine gore 5 farkli sekilde
smiflandirmigtir. Bunlar sirasiyla bugdayda Puccinia striiformis f. sp. tritici (Pst),
arpada Puccinia striiformis f. sp. hordei (Psh), ¢avdarda Puccinia striiformis f. sp.
secalis, yabani arpa tiirlerinde (Elymus spp.) Puccinia striiformis f. sp. elymi ve ayrikta
(Agropyron spp.) Puccinia striiformis f. sp. agropyri’dir. Diger bugdaygil yem
bitkilerinde de konukguya 6zel patojen adlandirmalari oldugu bilinmektedir (Cat,

Tekinalp, Catal, Akan & Akar, 2017).

2010 yilina kadar Pst’nin ara konukgusu belirlenememistir. Bu yiizden patojenin
hayat dongiisiinii, yalnizca ana konukgusu oldugu tiirler {izerinde urediniospor ve
teliospor formlarinda tamamlandig diistiniilmekteydi. Ancak Berberis spp. tiirlerinin ve
Mahonia aquifolium tiiriniin hastaligin ara konukgulari oldugu raporlanmistir (Jin,
Szabo & Carson, 2010; Wang ve Chen, 2013; Zhao vd., 2013). Pst’ye ait pikniospor ve
aeciaosporlarin Berberis spp. tiirlerinde goriildiigii rapor edilmistir. Mahonia aquifolium
tiirtinde ise Pst’nin eseyli tireme donemini gegirdigi bildirilmistir (Wang ve Chen, 2013;
Zhao vd., 2013). Pst’nin yasam dongiisii g6z 6niinde bulunduruldugunda (Sekil 2.1.)
Pst’nin konukgusu olan bitkileri enfekte edebilmesi i¢in bitkilerin olgunlasmasi ve
hastalik gelisimi i¢in uygun iklim kosullarinin olmasi gerekmektedir. Bu sartlarin
saglanmadig1 mevsimlerde Pst’nin, daha once enfeksiyona yol actig1 bitkiler tizerinde
teliospor formuna gectigi bilinmektedir. Uygun kosullar olustugunda teliosporlar
¢imlenerek basidiosporlart olusturmaktadirlar. Olusan basidiosporlar, hastalik etmeni
Pst’nin ara konukgusu oldugu rapor edilen Berberis spp. veya Mahonia spp. bitkilerini
enfekte etmektedir. Daha sonra bu bitkilerin yapraklarinin iist yiiziinde pikniosporlar, alt
yiiziinde ise aeciaosporlar olusmaktadir. Olusan aeciaosporlar riizgarla Pst’nin ana
konukcusu olan bugday yapraklari {izerine taginarak uygun sicaklik ve nem kosullarinda
cimlenmekte ve urediniosporlar1 olusturmaktadir. Olusan urediniosporlar da uygun

iklim kosullarinda konukgu bitkileri enfekte etmektedirler. Hastaligin olusmasi igin



uygun iklim sartlarinin olmadig1 durumlarda konukgu bitkilerde teliosporlar olugsmakta
ve dongii tamamlanmaktadir. Eger urediniospor formunda hastaligin olugmasi igin
uygun iklim sartlar1 seyrederse yeni bitkilerin siirekli enfeksiyonu sonucu kiiresel

boyutta pandemiler meydana gelebilmektedir (Chen, 2020).

Basidiospor

n

Sekil 2. 1. Puccinia striiformis f. sp. tritici’nin yasam dongiisii (Zheng vd., 2013).

Pst konagina bagli ve konagiyla birlikte olarak hizla evrimlesebilen bir
patojendir. Bu nedenle siklikla yeni irklar kesfedilmektedir. Kiiresel boyutta bugday
iiretiminde biiyiik bir tehdit haline gelen sar1 pas hataligina karsi direngli cesitlerin
gelistirilmesi, dayaniklilik genlerinin tanimlanmasi ve hastalia sebep olan patojenin
hangi bolgelerde hangi irklarinin daha yogun bir sekilde bulundugunun tespit
edilmesine yonelik caligmalar yiiriitiilmektedir. Bu konudaki ilk ¢aligma Gassner ve
Starib tarafindan 1932 yilinda Almanya’da ylriitilmiistiir. Calisma sonucunda Pst
irklarinin olusumunda ve hizla yeni irklarin ¢ikmasindaki onemli sebeplerden birinin
mutasyonlar oldugu ortaya konmustur. Patojen, aviriilens yapida iken viriilens hale
gelme ya da bunun tam aksi durumun vyarattigi farkliligin sebebi tek nokta

mutasyonlarindan kaynaklandigi rapor edilmistir.
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Pst patojenine ait irklar, farkli dayaniklilik genleri (Yr) tasiyan bitkilerden
olusan 1rk ayrim setleri kullanilarak, bitki {izerindeki viriilens ve aviriilens analizlerine
gore siniflandirilmaktadir. Yapilan calismalarda, farkli ekim alanlarinin 6zellikleri
dikkate almarak farkli irk ayirict setler gelistirilmistir. Irk ayirict setlerin kullanildigi

farkli ¢aligmalarla birlikte patojene ait birgok 1rk oldugu bildirilmistir.

Son yillarda bu tip ¢alismalar sonucunda sar1 pas hataligina sebep olan Cin’de
54 (Zhan vd., 2012), Pakistan’da 12 (Bahri vd., 2011), Amerika’da 55 (Wan, Chen &
Yuen, 2016) Pst irki belirlenmistir.

Pst’nin hizla evrimlesmesi sonucu ortaya ¢ikan yeni irklar, mevcut Yr genlerinin
de diren¢ Ozelliklerini hizla degistirerek bilinen genlere viriilens olabilmekte ve
dayaniklilik genlerinin kirilmasina neden olarak epidemilere hatta pandemilere neden
olabilmektedir. Buna bagl olarak Cin, Dogu Afrika, Orta Dogu, Pakistan, Hindistan ve
Kuzey Afrika’y1 da igine alan genis bir alanda 1970’lerde biiyiik bir pandemi meydana
gelmigtir (Saari ve Prescott, 1985). Bu pandeminin sebebi net bir sekilde
aciklanmamakla birlikte Mclntosh 2009 yilinda yaptigi ¢alismada pandemi meydana
gelen bolgelerde ekimi yapilan bugday cesitlerinin icerdigi Yr2 dayaniklilik geninin
hastaliga kars1 etkinliginin yitirmesi sonucu meydana gelmis olabilecegini bildirmistir.
Benzer sekilde Yr9 dayaniklilik geninin hastaliga karsi etkinligini yitirmesi sonucu, Orta
Dogu, Hindistan ve Pakistan’da ciddi verim kayiplarma sebep oldugu bildirilmistir
(Singh, William, Huerta-Espino & Rosewarne, 2004). Bu pandeminin bu kadar biiyiik
alan1 etkilemesinin sebebinin Etiyopya, Yemen ve Eritre’de 1986’larda mutasyon
sonucu olusan yeni bir hastalik irkindan kaynaklandig: diistiniilmektedir (Louwers ve
Sharma, 1992; Walter vd., 2016). Yine Yr9 dayaniklilik geninin kirilmasi sonucu Cin’de
%80’lere varan verim kayiplarinin yasandigi rapor edilmistir (Wan vd., 2004). Bati
Afrika’dan {ilkemize taginan Pst irklarmin 1991 yilinda, Yr9 dayaniklilik geni iceren ve
tilkemizin gliney kesiminde yogun bir sekilde ekimi yapilan Seri-82 ¢esidinde %50-60
oraninda verim kaybina neden olmustur ve bu epidemi sonrasinda Seri-82 ¢esidi iiretim
programlarindan kaldirilmistir (Mamluk vd., 1997). Daha yakin tarihli (2009-2010) olan
ve iilkemizin Orta Anadolu ve gecit bolgelerinde etkisini arttirarak Ankara, Konya,
Eskigehir, Cukurova, Samsun, Amasya, Usak gibi onemli bugday iiretim alanlarinda
yiiksek verim ve kalite kayiplarina yol acan epidemiye ise Suriye’den yayilan yeni bir

patojenin neden oldugu rapor edilmistir (Mert, 2010).
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Sar1 pas hastaliginin diinya iizerinde uzun mesafelerde yayilmasinin baslica
sebebi riizgardir. Bunun yaninda Pst sporlarinin seyahat eden insanlarin kiyafetleri
tizerinde de farkli yerlere tasindigina dair kayitlar bulunmaktadir. 1979°da
Avustralya’da, Avrupa’dan seyahat eden turistlerin egyalar1 {izerinde Pst

urediniosporlarinin tagindigi tespit edilmistir (Wellings, MclIntosh & Walker, 1987).
2.4. Bitki-Patojen Etkilesimi

Bitkiler, patojen saldirilarii algilamak ve bu saldirilara kars1 koymak {iizere
evrim siiresi boyunca gesitli savunma stratejileri ve mekanizmalar1 gelistirmislerdir. Bu
mekanizmalar: tiyliilik, mumlasma, kiitikiila tabakasinin kalinlasmas1 gibi pas
sporlarinin bitki ylizeyine tutunmasini ve dokulardan girigini engellemek {izere fiziksel
bariyerler; patojen girisini engelleyen biyokimyasal reaksiyonlar; patojenin girisinden
sonra bitkinin salgiladigi toksik bilesikler ve bitkilerin kalitsal dayanikliliklar: seklinde
siralanabilmektedir (Degirmenci ve Ertung, 2010). Bazi bitkilerde, yetigkin bitki direnci,
mantar patojenlerinin daha kalin ve daha sert hiicre duvarlarindan gegme yeteneginin
azalmasiyla baglantilidir (Guest ve Brown, 1997). Kiitikiila tabakasinin kalinlagmasi,
yaprak ylizeyinde biriken kiitin ve mumdan olusmaktadir, bu nedenle iizerinde su

tutulamaz hale gelmekte ve su yoklugunda sporlarin ¢imlenmesi engellenmektedir.

Patojenin tiirline gore bitkiye giris sekilleri de farklihk gostermektedir.
Biyotrofik patojenler bitkiye, stoma ve yaralar araciligiyla giris yaparken, bazi
funguslar 6zel enfeksiyon yapilari ile veya bitki hiicre duvarlari eriterek, nematodlar

ise igneye benzer styletleri aracilig1 ile bitkiye giris yapmaktadirlar.

Bitki savunma sistemi, bitki-patojen etkilesimi sonucu gelisen ‘“uyumlu
(compatible)” ya da “uyumsuz (incompatible)” tepkiye gore uyarilarak harekete

gecmektedir.

Herhangi bir patojen saldirisinda konak bitki, temel dayaniklilik mekanizmasina
sahip degilse; uyumlu bitki-patojen etkilesimi gergeklesmekte ve saldir1 hastalik
gelisimi ile sonuglanmaktadir. Yani patojen infeksiyonda basarili olmaktadir. Baska bir
ifadeyle, patojenin irettigi viriilens faktorler/elisitorler bitkinin savunma reseptorleri

tarafindan taninmazsa hastalik gelismektedir.
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Uyumsuz bitki-patojen etkilesiminde ise patojen saldirist durumunda, bitki
savunma Yyolaklar1 uyarilarak aktif hale gelmekte ve patojen, bitkinin savunma
reaksiyonlarini durduramamaktadir. Konukgu bitki, patojeni algilayarak kendi savunma
sistemini harekete gecirmekte ve patojenin kolonizasyonu engellemektedir (Doughari,

2015).

Bitki-patojen etkilesimlerinde infeksiyona direngli ve hassas bitkiler arasindaki
en 6nemli fark, patojenik sinyal molekiillerinin, viriilens faktorler/elisitérlerinin konak
bitki tarafindan zamaninda algilanmasi ve savunma mekanizmalarinin etkin bir sekilde

aktive olmasidir.

Bitkilerde,  patojen  saldirilarina  karst  koymak  i¢in  viriilens
faktorler/elisitorlerinin taninmast birinci asamadir. Bu tanimaya gore bitkiler, iki farkli
bagisiklik basamagi kullanacak sekilde evrimlesmislerdir. (Jones ve Dangl, 2006).
Bitkilerde bazal savunma olarak bilinen ilk savunma cevaplari, tiim potansiyel
patojenlere karsi etki etmektedir ve patojenlerde korunmus olan “patojen/mikrop iligkili
molekiiler motiflerin (PAMP'ler)” taninmasiyla baslamaktadir. PAMP’lerin
taninmasiyla savunma genlerinin ekspresyonu indiiklenmektedir. Dolayisiyla “PAMP
ile tetiklenen bagisiklik” (PTI) aktive edilmektedir. Ayrica konak hiicreleri tarafindan
enfeksiyona karsi; antimikrobiyal bilesiklerin tretimi, yogun reaktif oksijen
molekiillerinin (ROS) iiretimi ve birikimi ger¢eklesmektedir ve hiicre duvarini
giiclendirmek amaciyla enfeksiyon bolgesinde kalloz birikimi olmaktadir (Jones ve

Dangl, 2006).

PTI sonrasi, konak bitkinin ortaya koydugu bu savunma cevabina karsi,
patojenler efektor olarak adlandirilan viriilens proteinleri ile savunmay1 baskilamakta
veya savunmadan ka¢maktadirlar. Gilinlimiize dek karakterize edilmis fitopatojenik
efektorlerin,  konukg¢u  savunma  mekanizmasini  baskilamayr  hedefledigi
gbzlemlenmistir. Efektorler, patojende, Aviriilens (Avr) genleri tarafindan
kodlanmaktadir. Konak savunma mekanizmasimin 6nemli bilesenlerinden biri olan
dayaniklilik (R) proteinleri tarafindan taninan efektor proteinleri, konak R genlerinden
kagmak amaciyla ~mutasyona ugrayarak siirekli evrilmektedir. Efektor proteinler
sentezlendikten sonra konukg¢u hiicrelerine dagilmakta ve patojen tanimada rol alan

proteinlerin ekspresyonunu baskilamak ve bodylece patojenin viriilensligini arttirmak
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lizere gorev yapmaktadirlar (Lorrain vd., 2019). Bunun sonucunda bitkiler ise

efektorleri tanimada etkili yeni reseptorler gelistirme yoniinde evrimlesmislerdir (Sekil
2.2.).

PTI ETS ETI ETS ETI

Programls Hicrs Otiini Igin Ezik Deger

Y anify

(v}
2
= Avr-IR
o
— <
=
o
()

Etkiti Direng Igin Egik Deger

PAMPler

Sekil 2. 2. Jones ve Dangl (2006) tarafindan agiklanan, bitki ile patojen arasindaki
molekiiler etkilesimin birbirini izleyen adimlarini sunan Zig zag Modeli.

Birgok efektor, bitki hiicrelerinde bulunan 6zel niikleotid baglama bolgesi ve
16sin bakimindan zengin tekrarlari iceren NB-LRR proteinleri tarafindan taninmaktadir.
NB-LRR proteinleri bitkilerin patojenlere karsi savunma amach gelistirdikleri R genleri
tarafindan kodlanmaktadir. R proteinleri tarafindan efektorlerin taninmasi sonucu
bitkide efektor ile tetiklenen daha giiclii bir savunma cevabi olan “Efektor ile tetiklenen
bagisiklik™ (ETI) hizla gelismektedir (Jones ve Dangl, 2006). R proteinleri efektorler ile
reseptor-ligand biciminde etkileserek bitkide o patojene 06zgii gilicli bir savunma
reaksiyonlart serisini aktive etmektedir. Bir bagka deyisle belli patojen 1rklart ancak o
irka Ozgiin R proteini tasiyan bitkilerce taninabilmekte ve ancak bu kosulda bitki
patojen saldirisin1 durdurabilmektedir. Aksi takdirde bitki patojeni tantyamamakta ve
hastalik gelismektedir (Eckardt, 2006). Bitkinin ETI’ye yol agan R proteinleri
gelistirmesi, patojenin de yeni efektorler gelistirmesine veya ETI'yi alt etmek {izere yeni
saldir stratejileri gelistirmek iizere evrimlesmesine yol agmaktadir (Sekil2.2.) (Jones ve
Dangl, 2006). Sonug olarak birgok efektoriin, patojenlerin konakgida yerlesmesi,

cogalmast ve kolonizasyonu i¢in bitki savunma mekanizmalarini baskiladigi tespit
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edilmistir (Dou ve Zhou, 2012; Guo, Tian, Wamboldt & Alfano, 2009; Harris vd., 2020;
Sohn Sohn, Lei, Nemri & Jones, 2007).

2.5. Bugday - Pst Etkilesimi

Bitki-patojen etkilesimleri, patojenin saldirisi, yayilma yollar1 ve bitkinin
savunma mekanizmasi arasindaki ¢ok ince bir denge ile yodnetilmektedir (Biron,
Nedelkov, Miss¢ & Holzmuller, 2011). Patojenler konukcu bitkilerine giris yapabilmek
icin farkli stratejiler gelistirmislerdir. Paslar gibi biyotrofik patojenler, direkt yaprak
yiizeyinde bulunan dogal agikliklardan 6zellesmis yapilar araciligiyla bitki doku ve

hiicrelerine giris yapmaktadirlar.

Pst’nin urediniosporlar1 tek hiicreli ve hafiftir. Ayrica urediniosporlarin dis
yiizeyleri dikenli ve hidrofobik bir yiizeyle kaplidir. Urediniosporlar, riizgar sayesinde
¢ok uzak mesafelere tasmabilmekte ve konukc¢u bitkilerinin yaprak Yyiizeyine
tutunabilmektedir. Boylece yaprak yiizeyinden doku igerisine dogru bir ¢imlenme
borusu (Germ Tube) olusturmakta ve ¢imlenme borusu, yaprak yiizeyinde ilerleyerek
stoma agikliklarina ulasmaya ¢alismaktadir (Mendgen ve Hahn, 2002). Stomalardan
doku igerisine giris yapan ¢imlenme borusu farklilasarak apresoryum (Appressorium)
yapisini olusturmaktadir. Apresoryum, patojenin konak bitki hiicre ve dokularinin igine
dogru biiylimesini saglamaktadir. Apresoryum yapisinin meydana getirdigl giris
uzantilar1 (Penetration Peg) stoma oyuklari boyunca uzayarak stoma alti kesecik ve
enfeksiyon hifi olusturmaktadir (Mendgen ve Hahn, 2002). Enfeksiyon hifi mezofil
hiicreleriyle temas ettigi takdirde bir hostoryal ana hiicresine (Haustorial Mother Cell)
farklilasmakta ve enfeksiyon hifinden ayrilmaktadir. Sonrasinda hostoryum ana hiicresi
de hostoryum (Haustorium) yapisint olusturmaktadir (Kolmer, 2009). Hostorya,
konukgu ile biyotrofik iliskiyi kuran ve devam ettiren esas yapidir ve besin aliniminda
onemli rol oynamaktadir (Kemen vd., 2005). Bunun yani sira hostorya, konak ile
patojen arasindaki molekiiler savasin en yogun yasandigi, karsilikli sinyal molekiillerin
veya transkripsiyon diizenleyicilerinin birbirlerine aktarildigi bir yapidir. Boylece
Pst’nin hayat dongiislinii tamamlayabilmesi i¢in gerekli besin ve enerji ihtiyacini
karsilayacak sartlar olustugu i¢in bitkideki yayillma ve ¢ogalmasimi hizlandirmaktadir

(Mendgen ve Hahn, 2002; Voegele ve Mendgen, 2003). Patojen, yaprak yiizeyi
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boyunca ilerleyerek yeni hostorya yapilari olusturmaktadir. Boylece yapraklarin iist

yiizeyinde makine dikisine benzer sari-turuncu renkte piistiiller meydana gelmektedir.
2.6. Efektorler

Bitki-patojen etkilesiminin baslangicindan bu yana, patojenler ve bitkiler
arasinda birbirlerine ustiinliilk kurmak {izerine strateji yarist bulunmaktadir. Patojen
mikroorganizmalar hayatta kalmak ve iiremek i¢in konakg¢i hiicrelerden besinleri
yagmalarken; konakg¢i bitkiler de patojen kolonizasyonunu engellemek i¢in c¢esitli

savunma stratejileri kullanmaktadir.

Efektor proteinler, patojenler tarafindan konukgu bitkilerin hiicre dis1 ve hiicre
ici bosluklarina salgilanan proteinlerdir. Biyotrofik patojenler, canli konak hiicre ve
dokulardan besin elde etmek, hayatta kalabilmek ve yasam dongilerini
tamamlayabilmek i¢in konagin fizyolojik faaliyetlerini manipiile etmekte ve konak
bagisikligini bastirmak i¢in efektorler salgilamaktadir (Lo Presti vd., 2015). Efektorler,
bitki bagisikligin1 baskilayarak, bitki fizyolojisini manipiile ederek veya konukgu gen
ekspresyonuna miidahale ederek farkli hedefler iizerinde ¢esitli yollarla konagi alt
etmeye ¢aligmaktadirlar. Oregin Nicotiana benthamiana'da kok pasi aday efektorii
PSTha5a23iin, bitkinin en 6nemli savunma cevabi olan programlanmis hiicre dliimiinii
baskiladig1 rapor edilmistir (Cheng vd., 2017). Boylece patojen istilasini, yayilmasini ve
kolonizasyonunu saglamaktadirlar (Duplessis vd., 2011). Ayrica baz1 efektorlerin
konuk¢usu haricinde bir bagka bitki ilizerindeki patojenezi etkiledigine yonelik
caligmalar ve konukcu olmayan tiirlerde de patojenizi desteklemek iizere bitkideki

stireclere etki ettigi rapor edilmistir (Germain vd., 2018).

Dolayisiyla efektorler, hastalik gelisiminde 06zel Oneme sahip viriilens
proteinlerdir. Bir baska deyisle diismanin en degerli saldir1 silahlaridir. Bu nedenle
hastalikla miicadele i¢in kritik hedefler olarak goriilmektedirler ve son 10 yilda yikici
patojenlerin efektorlerini kesfetmek bitki patologlart i¢in 6nemli bir ¢alisma sahasi

haline gelmistir.

Efektor proteinler, ©nceden tanimlanmis proteinlerle ¢ok az dizi homolojisi
gostermektedir. Bu nedenle patojenler ve efektorlerinin yeni konukgulara nasil adapte

oldugu ve ozellestigi hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir (Dong vd., 2015). Bununla
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birlikte, bir patojenin efektor repertuvari, konak kolonizasyonunun ana belirleyicisidir
(Sanchez-Vallet vd., 2018 ).

2.7. Efektor Protein/Genlerini Tanimlama

Efektor gen/proteinlerin belirlemek ve islevini karakterize etmek, hastalik
olusumundaki rollerine iligkin anlayisimiz1 gelistirecek ve patojen enfeksiyonlarla
miicadele i¢in gelecekteki stratejileri olusturacaktir. Efektorler, yeni ¢esitlerde direng
genlerini tespit etmek ya da hassas bitkilerde duyarlilik lokuslarini bulmak igin
kullanilabildiklerinden, bitki 1slahinda 6nemli bir rol oynamaktadir (Vleeshouwers ve

Oliver, 2014).

Son yillarda omik teknolojileri ve biyoenformatik alanindaki gelismeler aday
efektorleri tespit icin yararli araclar sunmaktadir ve bu sayede binlerde aday
tanimlanmistir. Ancak aday efektor tespiti icin kullanilan ortak 6zellikler son derece
geneldir. Bunlar genellikle adayin salgilanan protein olmasi, kii¢clik boyutta olmas1 ve
sistein agisindan zengin olmasi seklinde siralanabilir (Kanja ve Hammond-Kosack
2020; Sperschneider vd., 2015). Ancak bu ortak Ozellikler i¢in bazi istisnalar da
bulunmaktadir. Ornegin; salatalik antraknoz mantar1 Colletotrichum orbiculare'de
tanimlanan NIS1 (Yoshino vd., 2012), hem Basidiomycota hem de Ascomycota'da
korunmaktadir, ancak sistein igermemektedir (Irieda vd., 2019). Aday taramalarda
proteinin boyutundaki kiiciik kavrami da genel olarak 150 ila 400 amino asit arasinda
degismektedir (Bowen vd., 2009 ; Saunders vd., 2012). Ancak P. graminis f. sp. tritici

efektor proteini olan AvrSr35, 578 amino asit uzunluguna sahiptir (Salcedo vd., 2017).

Kisaca su ana kadar tanimlanan efektorlerde dizi homolojisinin olmamasi ve ¢ok
belirgin ortak 6zellikler bulunmayist aday belirleme kriterlerini zayiflatmaktadir. Sonug
olarak zayif kriterler nedeniyle binlerce aday tespit edilirken bunlardan ka¢ tanesinin
gercek efektor oldugu esas sorudur. Dolayisiyla son zamanlarda aragtirmacilar, efektor
adaylarmin fonksiyonel analizleri tlizerine g¢aligmalar yiiriitmektedirler. Sekil 2.3.’te

efektor adaylarinin fonkiyonel analizi i¢in kullanilan yontemler bulunmaktadir.
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Sekil 2. 3. Bitki patojen efektor adaylarinin belirlenmesi ve fonksiyonel analizi ig¢in
kullanilan yontemler (Prasad vd. 2019).

Bir aday efektoriin, gergek bir efektor olup olmadiginin ve patojenitedeki roliinii
belirlemenin en temel iki yolu vardir. Bunlar; heterolog bitki sistemleri veya knock-out

yontemiyle ilgili genlerin hiicrelere eklenmesi veya ¢ikarilmasi yaklagimlaridir.

Agrobacterium tumefaciens aracili transformasyon (ATMT), gen manipiilasyonu
icin kullanilan yontemlerden biridir ve bitki transformasyonlarinda yaygin olarak
kullanilmaktadir (Kanja ve Hammond-Kosack, 2020). ATMT ilk olarak 1995 yilinda
maya mantarlarinda kullanilmigtir. Daha sonra bu teknik, Magnaporthe oryzae dahil
olmak {tizere ipliksi mantarlarda kullanilmak {izere uyarlanmistir (Bundock, den Dulk-

Ras, Beijersbergen & Hooykaas, 1995 ; Rho, Kang & Lee, 2001).

Daha giincel bir genom diizenleme sistemi olan CRISPR-Cas9 aday efektdrlerin
fonksiyonunun belirlenmesi i¢in kullanilmaktadir (Kanja ve Hammond-Kosack, 2020).
Bakteri ve arkelerde bagisiklik mekanizmasi olarak tanimlanan CRISPR-Cas9 sistemi,
bitkilerde ve hayvanlarda bir genom diizenleme aract olarak kullaniimaktadir (Nedvig,
Nielsen, Kogle & Mortensen, 2015). Bu teknik kullanilarak Phytophthora sojae ve
mantar patojeni Ustilago maydis'teki efektorlerin  fonksiyonel analizlerinde
kullanilmistir (Fang ve Tyler, 2016; Schuster, Schweizer & Kahmann, 2018 ).
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Bununla birlikte, zorunlu biyotroflar olan fitopatojenlerin in vitro iiretimi ve
genetik transformasyonu zordur  (Lorrain vd., 2019). Bu durumlarda, RNAI
mekanizmasi1 ile gen susturma tekniklerinin kullanilmasi daha basarili sonuglar
vermistir. Bitkilerde ve o6zellikle biyotrofik funguslarda RNAi uygulamasi viriisler
araciligt (Virus Induced Gene Silencing-VIGS) ile yapilabilmekte ve genetik
transformasyon konusundaki kisit ortadan kaldirilmaktadir. Hatta konaga uygulanan
viriis araciligiyla patojen genleri susturulabilmektedir. Yontem kisaca HIGS olarak
ifade edilmekte ve son yillarda bir ¢ok efektor adayinin fonksiyonel analizi i¢in basari
ile kullanilmaktadir. Arpa kiilleme hastaligina sebep olan Blumeria graminis f. sp.
hordei patojenin BEC1054 ve BEC1011 efektorleri dahil olmak iizere bir¢ok efektoriin
tanimlanmasinda basarili olarak kullanilmistir . (Nowara vd., 2010 ; Pliego vd., 2013 ;

Pennington vd.,2019; Prasad vd., 2019).
2.8. Efektor Adaylarin Islevsel Analizi ve HIGS

Glniimiizde RNA interferans (RNAi) olarak bilinen gen baskilama
mekanizmasinin  ortaya ¢ikmasi  1980’lerin  sonlarinda yapilan calismalara
dayanmaktadir. Napoli ve arkadaslar1 petunya bitkisi iizerindeki ¢aligmalarinda genetik
modifikasyon ile petunyada pigmentasyonu katalizleyen chalcone syntase (CHS)
enziminin ekspresyonunundan sorumlu olan genin aktivasyonunu arttirarak daha mor
renkte petunyalar elde etmeye ¢alismiglardir. CHS genini karnabahar mozaik virlisiine
ligate edip Agrobacterium tumefaciens aracigiyla petunyalara transfer etmislerdir.
Caligsma sonucunda daha mor renkte petunyalar elde etmeyi amaglarken beyaz ve alacali
renkte petunyalar elde etmislerdir. Ileri calismalar sonucunda, yapraklarda meydana
gelen fenotipik degisimin transkripsiyon sonrast genin baskilanmasi sonucu meydana
geldigi bildirilmistir (Van Blokland, Van der Geest, Mol & Kooter, 1994). Bu durum,
transkripsiyon sonrast RNA degredasyonunu ifade eden transkripsiyon sonrasi gen

baskilama (post-transcriptional gene silencing, PTGS) olarak isimlendirilmistir.

RNAIi dayali gen susturmanin en 6nemli 6zelliklerinden biri, hedef gene 6zgii
cift zincirli RNA (dsRNA) molekiillerinden 21-30 niikleotid (nt) uzunlugundaki kii¢iik
RNA'larin  iiretilmesi ve gen ekspresyonunun diziye spesifik bir sekilde
diizenlenebilmesidir. Cift zincirli RNA (dsRNA) 'dan iretilen kiicik RNA'lar,

transkripsiyon sonras1 gen susturma (PTGS) islemleri i¢in gerekli hedefleyici temel
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molekiillerdir. Bu hedefleyici kiigiik RNA molekiilleri dizi spesifik olarak hedef genin

transkriptine, mRNA’ya baglanarak translasyonunu engellemektedir.

Cesitli genlerin fonksiyonunu belirlemek {izere, hedef gene 6zgii dsRNA’lar1
tasarlamak ve rekombinant viriisler aracilifiyla bitki hiicrelerine transfer etmek ve
bdylece RNAI ile islevsel analiz yapmak son 10 yildir yaygin olarak yapilmaktadir
(Garg vd., 2021).

Viriis Aracilifiyla Gen Susturma olarak isimlendirilen (VIGS) yontem,
bitkilerde viral enfeksiyonlara karst1 RNAi’e dayanan dogal bir savunma
mekanizmasidir ve Ozellikle RNA virlislerini hedeflemektedir. Bu dogal siireg, bitki
RNA viriislerinin kullanimiyla hedef genlerin susturulmasi yoniinde kullanilarak VIGS
metodunun gelistirilmesine olanak saglamistir. Hiicrelere sokulan dsRNA molekiilleri,
sitoplazmada “dicer” ad1 verilen enzimlerle 21-30 nukleotidlik pargalara ayrilip siRNA
(short interfering RNA) lar olugsmaktadir. siRNA’lar, hedef mRNA’ya baglanmay1
saglayarak gen susturulmasi mekanizmasini diizenleyen niikleaz aktiviteli bir RNA
multiprotein kompleksi olan RISC (RNAI silencing complex) faktorii ile etkileserek tek
zincirli hale gelmekte ve RISC faktorii ile birlikte hedef mRNA’da komplementeri olan
bolgeye baglanmaktadir. Ardindan RISC faktoriinde bulunan “slicer” enzimleri ile
kesilerek boliinmektedir. Bolinen mRNA molekiilii nukleazlar tarafindan kesilmektedir.
Kesilen mRNA’nin her parcast RNA bagimli RNA polimeraz ile ¢ift zincirli hale
getirilmekte ve tekrar tekrar kesilerek yeni siRNA’lar olusturularak diger hiicrelere

yayilmaktadir.

Bitki patojenlerinde efektor adaylarimin fonksiyonel analizi igin bu yontem
basarili bigimde kullanilmaktadir. Ozellikle bugday pas mantarlari gibi, biyotrofik
yasam tarzina sahip patojenlerin in vitro ¢ogaltma ve in vitro manipiilasyonlar yapmak
miimkiin olmamaktadir. Bu nedenle efektor aday genlerinin ¢oklu islevsel taramalaria
olanak saglayacak daha hizli ve kolay wuygulanabilir yontemlere gereksinim
duyulmustur. Bu yontemler arasinda, mayaya dayali yliksek hacimli tarama yontemleri,
konak aracili gen susturma (HIGS) ve gecici ekspresyon uygulamalar1 gibi genis bir
yelpazade birgok yaklasim, efektdr adaylarmin fonksiyonel karakterizasyonunu

hizlandirmak i¢in ugulanmaktadir. Bu yontemler arasinda RNA1 aracili gen susturma
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yontemleri uygulama kolayligi ve etkinligi ile bir adim 6ne ¢ikmaktadir (Prasad vd.,
2019).

2.9. Barley Stripe Mosaic Viruse (BSMV) Dayali Gen Susturma Sistemi

Bitkilerde hedef genlere 6zgli dSRNA’lar1 aktarmada ve RNAi mekanizmasini
baslatmada RNA viriisleri basarili bicimde kullanilmaktadir. Arpa Cizgili Mozaik
Virusu (BSMV) arpa, bugday ve akraba tiirlerde bu amagla kullanilan 6nemli bir vektor
sisteminin kaynagidir. BSMV, bugday, arpa ve geltik gibi monokotil bitkilerde 6zellikle
gen fonksiyonlari, bitki patojen etkilesimlerinin ortaya c¢ikarilmasi ve bitkilerde
bakteriyel, fungal ve viral patojen hastaliklarina direncin tespit edilmesi amaglanan

caligmalarda yaygin bi¢imde kullanilmaktadir (Bennypaul vd., 2012).

BSMV vektoriiniin RNA’s1 a, B ve y olmak iizere 3 pargali bir genoma sahiptir
(Sekil 2.4.). Genomik RNA’lar 5’ ucunda metilasyonlu cap yapisina, 3’ ucunda ise
tRNA yapisina benzeyen trozin ile biten bir poliadenilat sekansina sahiptir. BSMV a
genomu, RNA’ya bagimli RNA polimeraz (RARp)’nin metiltransferaz/helikaz alt
birimini, B genomu, kilif proteinini ve viriisiin hiicreler arasindaki hareketini saglayan
TGB1, TGB2, TGB3’den olusan (TGB) proteinlerini , y genomu ise RdARp’nin polimeraz
alt birimini kodlayan ya ve viral enfeksiyonun artirict yb proteinini kodlayan genleri

icermektedir (Jackson,Lim, Bragg, Ganesan & Lee, 2009; Yuan vd., 2011).

5' cap == MT HEL _P RNAa

5' Cap w= | RNAB

5'cap - POL .“% RNAy

Sekil 2. 4. BSMV’nin 3 parc¢ali RNA genom yapisi (Lee, Hammond-Kosack &
Kanyuka, 2012).

BSMV’nin y genomuna, susturulmak istenen hedef gene 6zgiin kisa (300-500

bp) bir parga ligate edilmektedir (Sekil 2.5.). Ardindan vektore ait a, B ve y genomlari in
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vitro transkripsiyon ile RNA bi¢iminde konak¢1 bitkiye virus enfeksiyonu
gerceklestirmek iizere hazir hale getirilmektedir. Enfeksiyon gergeklestirildikten sonra,
viral RNA’larin bir kismu bitki hiicrelerinde dogrudan translasyona ugramaktadir.
Boylece o genomunda kodlanan RdRp enzimi sentezlenerek RNAI i¢in gerekli olan
dsRNA sentezinde rol oynamaktadir. Yani, bitki hiicrelerinde viral genom
kopyalanirken a, B ve y genomlari dsSRNA molekiillerine dontismektedir. Dolayistyla y
genomuna yerlestirilen hedef gene 6zgii kisa gen dizileri de dSRNA molekiilleri halinde
bitki hiicrelerine aktarilmis olmaktadir (Holzberg, Brosio, Gross & Pogue, 2002). Bitki
hiicresinde olusturulan kisa gen spesifik dsRNA’lar, hiicrelerde RNAi aracilt gen
susturma reaksiyonunu tetiklemektedir. Bu sayede hedef genlerin susturulmasi
saglanarak, fonksiyonlar1 1 ay gibi kisa bir siire i¢inde incelenebilmektedir (Scofield,
Huang, Brandt & Gill, 2005).

acl Notl

v.PDS o ya

y.PDS-as ya

Sekil 2. 5. Susturulmasi hedeflenen gene 6zgii DNA fragmentinin y genomuna sense ve
antisense oryantosyonlu yerlesimi (Holzberg vd., 2002).
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BOLUM 3

MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Klonlama Vektorlerinin Temini

Efektor adaylarmi klonlamak iizere BSMV vektérleri, Uludag Universitesi, Fen-
Edebiyat Fakiiltesi, Molekiiler Biyoloji Ve Genetik Boliimii 6gretim iiyesi Dog. Dr.

Figen Ersoy’ dan alinmistir.

3.1.2. Efektor Aday Genlerin Secimi

Bugday-Pst etkilesimi sirasinda bitki ve patojen kaynakli protein profillerinin
tanimlanmas1 amaciyla arastirma grubumuzun 2013 yilinda tamamladigi proteomiks
projesi kapsaminda (COST 109T293) PGTG_07231T0, PGTG_11681T0 ve
CBH50687.1 efektor ozelligi tasiyan adaylar olarak rapor edilmistir (Demirci vd.,
2016). Bu adaylar tez calismasi kapsaminda BSMV vektoriine klonlamak iizere

secilmistir.
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3.2. Yontem
3.2.1 Efektor Adaylarina Ait RNAi Fragmentinin Tasarimi ve Klonlanmasi
3.2.1.1. Pst Efektor Adaylarina Ait RNAI Fragmentinin Tasarimi ve Temini

PGTG_07231T0 ve PGTG_11681T0 efektor adaylarina ait amino asit ve DNA
dizi bilgisi EssemblFungi Database veritabanindan, CBH50687.1 efektor adayina ait
amino asit ve DNA dizi bilgisi ise UniProt veritabanindan temin edilmistir. Literatiirde
RNAI aracili gen susturma i¢in efektif RNA par¢a uzunlugunun 300-500 bg araliginda
olmas1 Onerilmektedir (Panwar ve Bakkeren, 2017). Buradan yola ¢ikilarak
veritabanindan indirilen, efektor adaylarina ait kodlayict dizi (mRNA) kullanilarak 300-
500 b¢ boyutunda PCR ile ¢ogaltilabilir nitelikte bolge secilmis (Sekil 3.1., Sekil 3.2.,
Sekil 3.3.) ve 5 uca Pacl, 3’ uca ise Notl enzimi ig¢in tanima dizileri eklenmistir.
Secilen bolge icin es zamanli olarak PCR primerleri de tasarlanmig ve 5’ uglarina Pacl
ve 3’ uglarina ise Notl enzimleri igin tanima dizileri eklenmistir (Cizelge 3.1). Hem

RNAI fragmenti dsDNA seklinde hem de primerler sentez ettirilerek temin edilmistir.
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Sekil 3. 1. Efektor aday1 PGTG_07231T0 gen bilgileri, kodlayici dizi ve RNAi
fragmenti (kirmizi isaretli bolge).
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>PGTG_11681, mRNA

CGCAGTTGCAAATGGAGATCCAAGTTCTCACAGATGTTGCACCGTATATGTAGTGCGGTCCATTCACTGCTGAT
TGTGCGGGGCTAAAAGAGCCTGTCAAGGCGATGCTGGTGTGGGTGCCTGCTTGGACTGAGCTTTTCTAATTGC
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GCATCTTAATCAATAGACATTCTAAATTTTGTACTCTCTAATTTGAGAGCTTTTATCAGACAAAGAAAATATTAC
CAACCACCATTGTGATTGCAAAAACCCATGCACTGAGAAACAAGCCAACATCTTGAACAGGTC

(3 * EFP85925 PGTG 11681 Added: 13 May 2023 Cumartesi
= 878 bp (DNA)
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=
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Map Sequence Enzymes Features Primers  History

Sekil 3. 2. Efektor aday1 PGTG_11681TO0 gen bilgileri, kodlayici dizi ve RNAi
fragmenti (kirmizi isaretli bolge).

26



- R
UniProk & BLAST Align Peptidesearch IDmapping SPARQL  UniProts - [ISRERELEY EREET o 2 @ B Help

Status .
sl D) UniProtKB 1 result
& Download View: Cards O Table ® £ Customizecolumns «f Share v
Taxonomy
Fbvor by o m Entry . Entry Name & Protein Names 4 Gene Names Organism Length »
(] E4WL13 E4WL13_PUCGR Uncharacterized protein 18A 18A Puccinia graminis f. sp. tritici UVPgt55 180 AA
Proteins with
Chain (1)

Function Entry Variant yiewer Feature viewer Publications External links History

Names & Taxonomy
Family and domain databases

MobiDB | Search...cz

PTM/Processing

Expresiion Sequence’

intaaction Tools »+ & Download & Add Highlight ~ Copy sequence 5

Structure oy Lastupdated 2011.02-08v1 i
Mass (Da) 19,868 Checksum’ 51ABA2FC10E1B698

Family & Domains 10 20 30 a0 50 68 70 80 % 100 110
MLFKYLMATV ALAAVVISSP TEPTTVAKPA DSLSQCGNAL TQUKEPVWVS CKEGKVEKVK SHLITVQKPI QVLSFTFSSS SSIVIQKEW TKYSQEFIKV LIKFQSVLTV E

|Sequence
120 130 140 150 160 170 180
Similar Proteins IYSHPKISAG CTEVFAKLDS HFDSICTVFK EKHGVEIYKM IHEESSINVT VWEKTGFKFQ SKGGYSTISH
Sequence databases
SEQUENCE PROTEIN MOLECULETYPE  STATUS
FN582170 (EMBLZ | GenBank (2 | DDBJLZ ) CBHS50687.1(EMBL (2 | GenBank (3 | DDBJ 3 ) MRNA

Examples. histone, BN0000SS

CBH50687.1

Examgles: Taxon 9606, BNOG0GS, PRIEBAC

The ENA Advanced Search API changed on 2023-05-02! Details here.

Coding: CBH50687.1

2] £ View: EMBL FASTA
Puccinia graminis 1. sp. tritici UVPQ55 hypothetical protein

& Download: EMBL  FASTA

+ Navigation: Show

Aomaniam: Brinninia menminie § an titint | ROEE

> CBH50687.1, mRNA

ATGTTGTTCAAGTACTTGATGGCCACCGTTGCTCTTGCAGCCGTTGTGATTAGTTCTCCCACCGAGCCTACGAC

GGTCGCCAAACCAGCGGACTCTTTGAGTCAATGCGGGAATGCCATCACCCAAGTCAAGGAACCCGTGGTTGTC
TCTTGCAAGGAGGGCAAAGTTGAGAAAGTCAAGTCTCACTTGATCACGGTCCAAAAACCGATCCAAGTCCTAT
CCTTTACCTTCAGTTCTTCCTCGTCGATTGTCATCCAAAAGGAGGTCGTTACTAAGTACTCTCAGGAATTCATCA
AAGTTCTCATCAAGTTCCAAAGCGTCTTAACGGTGATCTACAGTCACCCAAAGATTTCAGCCGGCTGCACTGAG
GTCTTTGCCAAATTGGATTCTCACTTCGACAGCATTTGCACGGTCTTCAAGGAGAAGCATGGCGTAGAAATTTA

CAAGATGATCCATGAGGAGTCCAGTATCAACGTGACCGTCTGGGAGAAGACCGGGTTCAAATTCCAGTCCAAG
GGCGGTTACTCTACCATCAGCCATTAA

=N IR «

(22) Mscl (117) Beml Bsgl (345)
(20) Eael (88) MspA1l (213) Acul - EcoS7MI (286) EcoRI  (333) Sfel | g pr ngomIv (3s5) StyI (512)
(0) Start 77) BsiEl‘ (137) Btgl (188) Bcll*  (250) BsaBl‘ ‘ “Nael (357) ‘BseRl (472‘) ‘Eml (543)
| (
TooT 200 e o0 00T

E

CBH50687.1
543 bp

Map Sequence Enzymes Features Primers History

ekil 3. 3. Efektor aday1 .1 gen bilgileri, kodlayic1 dizi ve i fragmenti
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Cizelge 3. 1. Efektor adaylarina ait RNAIi fragmentinin ¢ogaltimi i¢in PCR primerleri

RNAI Dizi (5°-3")
Fragmenti ve Primer adi (renkli diziler RE tanima dizileri)
Boyutu
PGTG_07231T0.Fw ATATTAATT AAG
PGTG_07231T0 GAAACAGTTCCGGATCATCG
(478 be+RE  "5GTG 07231T0R TAT GCG GCC GC
dizileri) CGGCTTTCTTTTGAACAAGC
PGTG_11681T0.Fw ATATTAATT AAG
PGTG_11681T0 AAGGGCCAGGTCTTCTTCAT
(447be+RE T BaT6 11681TOR TAT GCG GCC GC
diger’) GTTGGTTTGCCCTGACATTT
CBH50687.1.Fw ATATTAATT AAG
CBH50687.1 TCAATGCGGGAATGCCATC
(334 botRE CBH50687.LR TAT GCG GCC GC
dizileri) ACGCCATGCTTCTCCTTGAA

3.2.2. Efektor Adaylarma Ait RNAI Fragmentinin Alt Klonlamasi
3.2.2.1. Ligasyon ve Transformasyon

In vitro sentez yoluyla temin edilen dsDNA seklindeli efektor adaylarina ait
RNAI fragmentleri, ¢ogaltmak ve gerektiginde tekrar kullanilmak {izere 6ncelikle bir
klonlama vektorii olan pJET1.2/blunt vektoriine klonlanmasi hedeflenmistir (Sekil 3.4.).
Bunun i¢in firma tarafindan sentezlenip liyofilize olarak gonderilen 300 ng sentetik
DNA fragmentleri, oncelikle 20 ng/ul olacak sekilde nuclease free (NF) su ile
¢ozlindlirilmiis ve daha sonra  pJET1.2/blunt klonlama vektoriine ligasyonla

baglanmistir.
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Sekil 3. 4. pJET1.2/blunt klonlama vektorii haritasi

Ligasyon i¢in pJET1.2/blunt (ThermoFisher, Cat no: K1231) kiti kullanilmistir.
Ligasyon islemi her bir efektér aday geni i¢in Cizelge 3.2.’de sunulan igerikte ve

asagidaki adimlar takip edilerek yapilmistir.

1- Sentezlenen DNA fragmentlerinin ug¢larinin kiit oldugundan emin olunamadigi
icin ligasyon i¢in “Sticky End” protokolii kullanilmistir. Boylece basarili bir

ligasyon islemi i¢in DNA fragmentlerinin uglar kiit hale getirilmistir.

Cizelge 3. 2. Ligasyon Reaksiyonu Bilesenleri

Reaksiyon Bilesenleri Hacim
2X Reaksiyon Buffer 5ul
DNA Fragmentleri (20 ng/ul) 2ul
DNA Blunting Enzim 0.5 ul
Toplam Hacim 8 ul
2. Vortekslenmis ve 5 sn santrifiij yapilmistir.

3. 5 dk 70°C’de inkiibe edilmistir. Inkiibasyon i¢in BIO-RAD T-100
Thermal Cycler cihazi kullanilmistir. Ardindan reaksiyon karistmi buza alinmistir ve
isleme buz tlizerinde devam edilmistir. Karisimlara Cizelge 3.3.’de sunulan bilesenler

eklenmistir.
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Cizelge 3. 3. Ligasyon Reaksiyonu Bilesenleri

Reaksiyon Bilesenleri Hacim
pJET1.2/blunt (50 ng/ul) 1 ul
T4 DNA Ligaz 1 ul
Toplam Hacim 10 ul
4, Vortekslenmis ve 5 sn santrifiij yapilmisir.
5.

5 dk oda sicakliginda inkiibe edilmistir.

Transformasyonun basarisini kontrol etmek amaciyla pJET1.2/blunt (ThermoFisher, Cat

no: K1231) kiti i¢eriginde bulunan ve Cizelge 3.4. ve Cizelge 3.5.’de sunulan reaksiyon
icerigine sahip “Pozitif Kontrol” kullanilmistir.

Cizelge 3. 4. Ligasyon Pozitif Kontrol Reaksiyonu Bilesenleri

Reaksiyon Bilesenleri Hacim
2X Reaksiyon Buffer 10 pl
Kontrol PCR Product (24 ng/ul) 2 ul
DNA Blunting Enzim 1 ul
NF Su 5ul
Toplam Hacim 18 ul
1. Vortekslenmis ve 5 sn santriflij yapilmistir.
2.

5 dk 70°C’de inkiibe edilmistir. Inkiibasyon igin BIO-RAD T-100
Thermal Cycler cihazi kullanilmistir. Ardindan buza alinmastir.

Cizelge 3. 5. Ligasyon Pozitif Kontrol Reaksiyonu Bilesenleri

Reaksiyon Bilesenleri Hacim
pJET1.2/blunt (50 ng/ul) 1 ul
T4 DNA Ligaz 1 ul
Toplam Hacim 20 pul
3. Vortekslenmis ve 5 sn santrifiij yapilmisir.
4.

5 dk oda sicakliginda inkiibe edilmistir.

Ligasyon sonucu elde edilen pJET.07231TO, pJET.11681T0 ve
pJETCBH50687.1 plasmidleri, CaCl. metodu ile DH5a E. coli hiicrelerine asagidaki

adimlar takip edilerek transfer edilmistir (Chung, Niemela & Miller, 1989).
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1- 5ml 1X LB Siv1 Besiyerine 100ul E. coli DH5a eklenmistir.
2- 1 tiip Negatif Kontrol olarak hazirlanmistir. (Bakteri yok.)

3- DAIHAN Scientific ThermoStable 1S-20 calkalayici inkiibator cihazinda
120 rpm, 37°C’de gece boyu iiremeye birakilmstir.

4- Gece boyu iiremeye birakilan DHS5a hiicreleri sabah taze besiyerine (Sml
1X LB Sivt Besiyeri + 200ul bakteri) ekilmistir. Yaklasik 4 saat 130 rpm, 37°C’de
DAIHAN Scientific ThermoStable 1S-20 c¢alkalayici inkiibator cihazinda tiremeye

brrakilmastir.
5- Siire sonunda bakteriler 2ml’lik tiiplere alinmistir.

6- 6.000 rpm’de 8dk santrifiij edilip hiicrelerin tiipin dibine ¢dkmesi

saglanmistir.

7- Besiyeri atilip 800ul 50mM CaCl; ile hiicreler resiispanse edilip 20 dk

buzda inkiibe edilmistir.

8- Siire sonunda +4°C 6.000 rpm’de 8 dk santrifiij edilip ¢oOktiiriilmiis

hiicreler buza alinmistir.
9- Ust sivi atilarak hiicreler 125u1 100mM CaCl, ile resiispanse edilmistir.

10- Hiicrelerin iizerine 5ul “Ligasyon Uriinleri” eklenmistir. Karistirilip 30

dk buzda inkiibe edilmistir. Bu sirada 37°C 2X LB Siv1 Besiyeri 1sitilmigtir.

11- Hiicrelere AOSHENG THERMO-SHAKER cihazinda 42°C’de 1 dk 1s1

soku uygulanmigtir.

12- Hiicrelerin iizerine 700ul 1sitilmis 2X LB S1vi Besiyeri eklenmis ve 45
dk 100 rpm, 37°C’de DAIHAN Scientific ThermoStable 1S-20 calkalayici inkiibator

cthazinda iiremeye birakilmistir.

13- Stire sonunda hiicreler 5.000 rpm’de 5 dk santrifiij edilerek ¢okmesi

saglanmistir.

14- Ust siv1 atilmigtir. Tiipiin dibinde yaklasik 50ul besiyeri birakilarak

hiicreler resiispanse edilmistir.
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Transformasyonu takiben hiicreler, LB+100 mg/L ampisilin igeren besiyerlerine
yayilarak DAIHAN Scientific ThermoStable IS-20 calkalayic1 inkiibator cihazinda
37°C de gece boyu biiylimeye birakilmistir. Ertesi giin gozlenen koloniler segilerek,

RNAI fragmentleri igin tasarlanan primerler kullanilarak PCR ile test edilmistir.
3.2.2.2. Transformantlarin Dogrulanmasi

Dogrulama i¢in yapilan koloni PCR’1n reaksiyon bilesenleri ve kosullar1 Cizelge
3.6°da sunuldugu gibi hazirlanmis ve gerceklestirilmistir. Petrilerde gbzlenen
kolonilerden 5 tanesi segilmis ve kiirdan yardimiyla petriden alinan bakteriler,
hazirlanan PCR karisimina daldirilmistir. PCR islemi Cizelge 3.6.’da sunulan igerik ve
kosullarda gerceklestirilmistir ve PCR islemi i¢in BIO-RAD T-100 Thermal Cycler
cithazt kullanilmistir. PCR fdirlinleri %1 konsantrasyonlu 10 mg/ml Etidyum Bromiir
(EtBr) igeren agaroz jelde 120V, 80mA akimda elektroforez yapilarak beklenen boyutta
olup olmadiklar1 degerlendirilmistir. Dogrulanan kolonilerden LB+100 mg/L ampisilin
iceren sivi besiyerinde {retilerek gerektiginde kullanilmak iizere gliserol stoklari

hazirlanip -20°C’de stoklanmistir.

Cizelge 3. 6. Efektor Adaylaria Ait Koloni PCR Bilesenleri ve Kosullar

PCR Bilesenleri Hacim Sicakhik Siire Dongii sayisi
2X Master Mix 10 pl 94°C 3 dakika 1
Primer_F (10uM) 1 pul 94°C 45 saniye
Primer R (10uM) 1 ul 60°C 1.5 dakika 35
NF Su 8 ul 72°C 1.5 dakika
Toplam Hacim 20 pl 72°C 10 dakika 1
4°C 0 1

3.2.3. Efektor Adaylarma Ait RNAIi Fragmentlerinin BSMV (pY) Vektoriine

Klonlanmasi
3.2.3.1.Plazmid izolasyonu

HIGS amagli kullanilacak BSMV vektorii 3 genomdan (o, f ve vy)
olusmaktadir. Bunlardan a ve B genomu, vektdriin bir viriis gibi davranarak bitkide

yayilmasini kontrol eden genleri tagimaktadir. y genomu ise susturulmak istenen hedef
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gene 6zgii DNA fragmentinin klonlanacagi genomdur. Her bir genom laboratuvarimizda

ayr1 ayr1 Escherichia coli (E. coli) ‘ye aktarilmis halde bulunmaktadir.

Bu nedenle efektér adaylarma ait RNAi fragmentlerinin pY vektoriine
klonlanmas1  gerekmektedir. Klonlama islemi i¢in Oncelikle pJET.07231TO,
pJET.11681T0, pJET.CBH50687.1 ve Y genom kaynagi olarak pY'.PDSs ve pY.PDSas
plazmidleri izole edilmistir. Bunun i¢in plasmidleri i¢ceren ve -20°C’de saklanan bakteri
stoklarindan 100 pl’si 5 ml LB+100 mg/L ampisilin igeren besiyerine ekim yapilmistir.
Bakteriler gece boyu 37°C’de ve 120 rpm c¢alkalamali inkiibatérde bliyiimeye
birakilmistir. Plazmid izolasyonu PlasmidExtraction Kit (Qiagen, Cat no: 27104)
kullanilarak, iiretici firmanin asagida sunulan adimlarni  takip edilerek

gerceklestirilmistir.

il 5ml gece boyu kiiltiirlenmis besiyeri 2ml’lik tliplere alinarak 13.000
rpm’de, 3dk, oda sicakliginda santrifiij yapilmistir.

2. Besiyeri dokiilerek, 2ml’lik tiiplerden tamamen temizlenmistir. Bdylece

gece boyu liremeye birakilan transforme bakteriler tiipiin dibinde toplanmustir.
2 250 pl P1 Buffer ile hiicreler resilispanse edilmistir.

4, 250 ul P2 Buffer eklenmis ve soliisyon berrak hale gelene kadar tiip ters
yiiz edilmistir.

5. 350 pl Buffer N3 eklenmis ve ters yiiz edilerek karistirilmistir.

6. 13.000 rpm’de 10 dk santriflij yapilmigtir.

7. 800 pul stipernatant pipetlenerek QIAprep 2.0 Spin kolon’a aktarilmistir.
8. 1 dk santrifiij yapilmis ve tiipte biriken soliisyon atilmistir.

9. Kolon, 750 ul Buffer PE ile yitkanmistir.

10. 13.000 rpm’de 1 dk santrifiij yapilarak tiipte biriken soliisyon atilmistir.

11.  Kolonun soliisyondan arinmasi ve kurumasi i¢in 13.000 rpm’de 1 dk

santrifiij yapilmistir.

12.  Kolon 1.5ml’lik yeni tiipe yerlestirilmis ve iizerine 50 pl Eltion Buffer
eklenerek 10dk oda sicakliginda inkiibe edilmistir.
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13.  Siire sonunda 13.000 rpm’de 1dk santrifiij yapilmistir.

Izole edilen plazmitlerin konsantrasyonu OPTIZEN NanoQ mikro hacim
spektrofotometrede Ol¢iilmiistiir ve kalitesi %1 konsantrasyonlu 10 mg/ml Etidyum
Bromiir (EtBr) iceren agaroz jelde 120V, 80mA akimda elektroforez yapilarak kontrol

edilmistir.
3.2.3.2. Plazmidlerin Restriksiyon Enzimleri fle Kesimi

Bu asamada, efektor adaylarina ait RNAi fragmentlerinin pY vektoriiniine sense
ve antisense pozisyonda dogru yerlestirilmesi i¢in uclarinin Pacl ve Notl enzimleri ile
kesilmesi hedeflenmistir. Bunun i¢in izolasyonun ardindan 3’er ug pJET.07231TO,
pJET.11681T0, pJET.CBH50687.1, pY.PDSs ve pY.PDS.as (Sekil 3.5.) DNA’lar1, Pacl
ve Notl enzimleri ile kesilmistir. Kesim reaksiyonlari, 50 pl toplam hacimde Cizelge
3.7.’de sunuldugu bi¢imde hazirlanmistir. Kesim reaksiyonu iki enzim ile es zamanh
kesilmek iizere hazirlanmistir. “Double Digest Calculator” kullanilarak iki enzimin de
%50-100 aktivite gosterdigi “EcCORI Buffer” kesim reaksiyonunda kullanilmistir.
Reaksiyon karigimlari BIO-RAD T-100 Thermal Cycler cihazinda 37°C’de 16 saat
inkiibasyona birakilmistir. Siire sonunda kesim reaksiyonu igerigi %1 konsantrasyonlu
10 mg/ml Etidyum Bromiir (EtBr) iceren agaroz jelde 120V, 80mA akimda elektroforez

yapilarak degerlendirilmistir.

y.PDS-as= ya

Sekil 3. 5. RNAi fragmentinin klonlanacagi pY vektorler (PDS: Python desaturase
genine ait RNAI fragmenti).
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Cizelge 3. 7. RE Kesim Reaksiyonu Igerigi

pJET.07231T0/ | pY.PDSs | pY.PDSas
11681T0/
CBH50687.1

Plasmid DNA 3ug 3ug 3ug
10XBuffer (EcoRlI) 5ul 5ul 5ul
Pacl (10 U/ul) 1 ul 1 ul 1 ul
Notl (10 U/ pul) 0.5 ul 0.5 ul 0.5 ul
NF su 20-34 pl 20-34 ul 20-34 ul
Toplam 50 pl 50 pl 50 pl

3.2.3.3. RNAI Fragmentinin pY Vektoriine Ligasyonu

Kesim reaksiyonu sonucu pJET.07231T0, pJET.11681T0, pJET.CBH50687.1,
pY.PDSs ve pY.PDS.as plasmidlerinin insertleri vektorden ayrilmistir. Bunun iizerine
pJET.07231T0 PGTG_07231T0, pJET.11681T0
PGTG_11681T0, pJET.CBH50687.1 6rneginden CBH50687.1 insert (RNAIi fragment)
DNA’lari, pY.PDSs ve pY.PDS.as orneklerinden ise pY vektor DNA’lart jelden
kesilerek ayrilmistir. Daha sonra Gel Extraction Kit (ThermoFisher, Cat no: K210012)

orneginden orneginden

kullanilarak ve asagidaki adimlar takip edilerek temizlenmistir.

1- 2ml’lik tiiplerin igerisine kesilen jel parcalar1 eklenmeden, tiipler

SHIMADZU ATX224 hassas terazide tartilmis ve her bir tiipiin kiitlesi not edilmistir.

2- DNR MiniBIS Pro jel goriintiileme cihazinda agaroz jelde gbzlemlenen
insert DNA ve vektor DNA’larina ait bantlar UV 1s1k altinda bistiiri ile kesilerek 2ml’lik

tiiplere alinmastir.

3- Daha 6nceden SHIMADZU ATX224 hassas terazide ol¢iiliip kiitlesi not
edilen tiipler, igerisine kesilen jel parcalari eklendikten sonra tekrar hassas terazide

tartilmistir.

4- Olgiim sonucu kesilen her 1 mg jel kiitlesi i¢in 1 ul hacimde Binding

Buffer eklenmistir.
5- WISD — Wise Bath su banyosunda 60°C’de 10dk inkiibe edilmistir.

6- DNA fragmentleri <500 bp oldugu i¢in her mg jel kiitlesi i¢in 1:1

oraninda pl hacimde izopropanol eklenmistir.
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7- 13.000 rpm’de 1 dk oda sicakliginda santrifiij yapilmistir.
8- 700 ul Wash Buffer eklenerek 1 dk santrifiij yapilmistir.

9- Kolonda soliisyon kalmamasi i¢in kolonu kurutma amaciyla 13.000

rpm’de 1 dk oda sicakliginda santriflij yapilmistir.
10- Collection tiip atilarak kolon 1.5 mI’lik yeni tlipe alinmustir.

11- 50 pl Elution Buffer kolon {izerine eklenerek 10 dk oda sicakliginda

inkiibe edilmistir.
12- Siire sonunda 13.000 rpm’de 2 dk oda sicakliginda santrifiij yapilmustir.
13- Ornekler -20°C’de saklanmustir.

Daha sonra saflastirilan vektor ve insert DNA’lar konsantrator cihazi ile
konsantre edilmis ve 10 pl NF Su ile sulandirildiktan sonra ligasyon i¢in kullanilmstir.
Pacl ve Notl ile kesilip temizlenen pY.s ve pY.as ile PGTG_07231T0, PGTG_11681TO0
ve CBH50687.1’e ait RNAI fragmentleri, artik ayni1 RE uglara sahip oldugu i¢in insert
DNA'’lar istenen oryantasyonda vektore baglanabilmektedir. Ligasyon islemi T4 DNA
Ligaz enzimi kullanilarak yapilmigtir. Bunun i¢in Cizelge 3.8.’de sunulan standart
ligasyon reaksiyon protokolii kullanilmistir. Yaklasik 50 ng vektér DNA’s1 ile 100-120
ng insert DNA kullanilmustir.

Cizelge 3. 8. Ligasyon Reaksiyonu Bilesenleri

Reaksiyon Bilesenleri Hacim Reaksiyon Bilesenleri Hacim
2X Reaksiyon Buffer 10 pl 2X Reaksiyon Buffer 10 pl
insert DNA’lar 100 ng insert DNA’lar 100 ng
pY.s 50 ng pY.as 50 ng
T4 DNA Ligaz 0.5l T4 DNA Ligaz 0.5 ul
NF Su - NF Su -
Toplam Hacim 20 pul Toplam Hacim 20 pul

Ligasyon sonucu elde edilen pY.07231s, pY'.07231as, pY.11681s, pY'.11681as,
pY.CBH50687.1s ve pY.CBH50687.1as vektorleri, CaCl. yontemi kullanilarak Boliim
3.2.2.1.’de agiklandig1 bi¢imde E. coli DH5a susuna aktarilmistir.

Transformasyonu takiben hiicreler, LB+100 mg/L ampisilin igeren besiyerlerine
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yayilarak DAIHAN Scientific ThermoStable IS-20 calkalayic1 inkiibator cihazinda
37°C’de gece boyu biiyiimeye birakilmistir.

3.2.3.4. Transformatantlarin PCR ile Dogrulanmasi

Ertesi gilin petrilerde gozlenen kolonilerden 5 tanesi secilmis ve dogrulama igin
koloni PCR yapilmistir. Bunun igin Cizelge 3.9.°da sunulan igerige sahip PCR
karigimlart hazirlanmis ve kiirdan yardimiyla secilen kolonilerden alinan bakteriler
hazirlanan PCR karisimina daldirilmistir. PCR islemi i¢in BIO-RAD T-100 Thermal
Cycler cihaz1 kullanilmistir. PCR iiriinleri, %1’lik agaroz jelde elektroforez yapilarak
analiz edilmistir. Dogrulanan koloniler, LB+100 mg/L ampisilin igeren sivi besiyerinde
tiretilerek gliserol stoklari hazirlanmistir. Stoklar sonraki adimlarda kullanilmak tizere

-20°C’de saklamaya alinmustir.

Cizelge 3. 9. Efektor Adaylarina Ait Koloni PCR Bilesenleri ve Kosullari

PCR Bilesenleri Hacim Sicaklik Siire Dongii sayisi
2X Master Mix 10 pl 94°C 3 dakika 1
Primer_F (10uM) 1 ul 94°C 45 saniye
Primer_ R (10uM) 1 ul 60°C 1.5 dakika 35
NF Su 8 ul 72°C 1.5 dakika
Toplam Hacim 20 pl 72°C 10 dakika 1
4°C 00 1

3.2.3.5. Transformantlarin Sanger Dizileme ile Dogrulanmasi

Elektroforez sonucu beklenen boyutta gozlenen bantlar, DNA dizi analizi i¢in
jelden kesilerek asagidaki adimlar takip edilerek saflastirilmistir. Jelden kesilen
orneklerin saflagtirilmasinda, Gel Extraction Kit (ThermoFisher, Cat no: K210012)

kullanilmistir. Saflastirilan 6rnekler Sanger Dizileme i¢in hizmet alim1 yapilmistir.

1- 2ml’lik tiiplerin icerisine kesilen jel parcalar1 eklenmeden SHIMADZU
ATX224 hassas terazide tartilmis ve her bir tiipilin kiitlesi not edilmistir.

2- DNR MiniBIS Pro jel goriintiileme cihazinda agaroz jelde gzlemlenen
vektor DNA’sia ait bantlar UV 1s1k altinda bistiiri ile kesilerek 2ml’lik tiiplere

alinmistir.
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3- Daha 6nceden hassas terazide Olgiiliip kiitlesi not edilen tiipler, igerisine

kesilen jel pargalar1 eklendikten sonra tekrar hassas terazide tartilmistir.

4- Olgiim sonucu kesilen her mg jel kiitlesi i¢in 1:1 oraninda pl hacimde

Binding Buffer eklenmistir.
o- Su banyosunda 60°C’de 10dk inkiibe edilmistir.

6- DNA fragmenti <500 bp oldugu icin her mg jel kiitlesi i¢in 1:1 oraninda

ul hacimde izopropanol eklenmistir.
7- 13.000 rpm’de 1 dk oda sicakliginda santrifiij yapilmistir.

8- Islem sonunda &rneklere dizi analizi yapilacag: icin kolona 100 ul

Binding buffer eklenerek 13.000 rpm’de 1 dk oda sicakliginda santrifiij yapilmistir.
9- 700 ul Wash Buffer eklenerek 1 dk santrifiij yapilmistir.

10- Kolonda soliisyon kalmamasi i¢in kolonu kurutma amaciyla 13.000

rpm’de 1 dk oda sicakliginda santriflij yapilmgtir.
11- Collection tiip atilarak kolon 1.5 mI’lik yeni tiipe alinmistir.

12- 50 pl Elution Buffer kolon iizerine eklenerek 10 dk oda sicakliginda

inkiibe edilmistir.

13- Siire sonunda 13.000 rpm’de 2 dk oda sicakliginda santrifiij yapilarak
DNA geri kazanilmustir.

Daha sonra ornekler, konsantrasyon tayini yapilarak Sanger dizileme hizmeti veren 6zel

bir firmaya gonderilmistir.
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BOLUM 4

BULGULAR

4.1 Efektor Adaylarina Ait RNAI Fragmentlerinin Alt Klonlamasi

Efektor adaylarina ait sentez yoluyla temin edilen ve uglarinda Pacl ve Notl
enzim tanima dizileri bulunan yaklasik 350-500 bg biyiikliigiindeki DNA fragmentleri,
oncelikle alt klonlama yapilmak iizere pJET1.2/blunt vektoriine ligasyonla baglanmuistir.
Ligasyon iriiniileri pJET.07231TO0, pJET.11681T0 ve pJET.CBH50687.1 E. coli’ye
transforme edilmistir (Sekil 4.1). Daha sonra petrilerde gozlenen olas1 kolonilerden,
PCR ile dogrulama yapilmistir. Bunun i¢in petriden en 5 koloni secilmistir ve
PGTG_07231T0, PGTG_11681T0O ve CBH50687.1 RNAI fragmentleri igin tasarlanan
primerler kullanilarak koloni PCR yapilmistir (Sekil 4.2.).
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PIET PGIG 11681710

Sekil 4. 1. Efektor adaylarina 6zgii tasarlanan RNAI fragmentinin pJET1/2.blunt
vektore klonlanmasi.

oy DET B
o0 fladder I 23 4§ K

il

Lﬁ‘?“ pETO731 pIET11681
Willadet 1 2 3 4 5 1 2 3 45 X

—~——

Sekil 4. 2. Transformasyonun kontrolii i¢in yapilan koloni PCR fiiriinleri.

Efektor adaylari igin secilen 5 koloniden de dogru boyutta DNA fragmenti
tretildigi Sekil 4.2.°den de goriilecegi lizere gozlenmistir. Secilen ve dogrulanan
kolonilerden 2’ser koloni daha sonraki ¢aligmalar i¢in kullanilmistir. Diger koloniler ise

gliserol stok yapilarak gerektiginde kullanilmak iizere -20°C’de stoga alinmustir.
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4.2. Efektor Adaylarina Ait DNA Fragmentlerinin BSMV (pY) Vektoriine

Klonlanmasi

Alt klonlama ile pJET vektoriine klonlanan efektér adaylarina 6zgii RNAi
fragmentleri bu asamada kesilip uygun RE uglar1 kazandirilarak BSMV pY vektoriine

klonlanmustir.
4.2.1. Pacl ve Notl Enzimleri ile Kesim

RNAI inserterinin pY vektoriine sense ve antisense pozisyonda yerlesebilmesi
icin hem vektoriin hem de insert DNA’nin uglariin ayn1 RE enzimleri ile kesilmis
olmasi gerekmektedir. pY.PDSs ve pY.PDS.as vektorlerinde PDS insertlerin yerlestigi
bolgenin bir ucunda Pacl ve diger ucunda ise Notl RE dizileri bulunmaktadir. Bu
nedenle RNAI insertlerinin uglarima da ayni RE i¢in tanima dizileri eklenmistir. Bu
asamada, pJET.07231T0, pJET.11681T0, pJET.CBH50687.1, pY.PDSs ve pY.PDS.as
plasmidlerini tastyan bakterilerden, dncelikle plazmid izole edilmistir. Yaklasik her bir
plasmidden 3 pg DNA es zamanli olarak Pacl ve Notl enzimleri ile gece boyu kesime
birakilmistir. Kesim ftriinleri %1°lik Agaroz jelde elektroforez yapilarak ayrilmistir.
Ornekler jele kesilmis ve kesilmemis plasmid DNA’lar1 yanyana olacak sekilde
yiikklenmistir. Tam bir kesim reaksiyonu sonucunda PDS ve efektor adaylarina ait insert
DNA’larin plazmitlerden ayrilmasi beklenmektedir. Elektroforez sonucu bu beklentiyi
dogrulamistir (Sekil 4.3. ve Sekil 4.4.) ve daha sonra efektér adaylarina ait insert
DNA’lar ile pY.s ve pY.as (PDS inserti ¢ikarilmis) vektorleri jelden kesilerek

saflastirilmis ve geri kazanilmistir.

pJET.CBH50687
Ladder cutl cutl cut2 cu2 uncutl uncut2

/ 5;;:;7 Ladder  pIET.07231T0  pIET. 1168170
6000

uncut cut cut uncut cut cut

07231 insert . 11681 insert

Sekil 4. 3. Pacl ve Notl uglara sahip efektor adaylarina ait RNAi fragmentlerinin eldesi.
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pY.PDS pY.PDS.as
Ladder cut uncut cut uncut

Sekil 4. 4. Pacl ve Notl uglara sahip pY.s ve pY.as vektorlerin eldesi.
4.2.2. pY Vektoriine Klonlama ve Dogrulama
Geri kazanmilan PGTG_07231T0, PGTG_11681T0 ve CBH50687.1 RNAI

fragmentleri PDS’i ¢ikarilan pY.s ve pY.as vektorlere ligasyonla baglanmigtir ve E.
coli’ye transforme edilmistir (Sekil 4.5., Sekil 4.7. ve Sekil 4.9.).

Sekil 4. 5. pY.07231s ve pY.07231as vektorlerinin E. coli’ye trasformasyonu.
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Transformasyon sonucu elde edilen kolonilerden 5 tanesi secilmistir ve efektor
adaylarina 6zgili primerler ile koloni PCR yapilarak dogrulama yapilmistir (Sekil 4.6.,
Sekil 4.8. ve Sekil 4.10.). PCR ile dogrulanan kolonilerden 2’sine ait PCR {iriinleri

saflagtirilarak geri kazanilmis ve Sanger dizileme yaptirilarak dogrulanmistir.

pY . 07231s pY . 07231as
L s3 4 s5 NK L asl as2 as3 asd asS NK

Sekil 4. 7. pY.11681s ve pY.11681as vektorlerinin E. coli’ye trasformasyonu.
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py . 07231 pY .11681s pY .11681as
s2 NK sl s2 s3 s4 asl as2 as3 asd NK

SOV HI0ky
A0 '.l\

Sekil 4. 9. pY.CBH50687.1s ve pY.CBH50687.1as vektorlerinin E. coli’ye
transformasyonu.
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) pY .CBH50687s pY .CBH50687as
sooo L NK sl s2 3 s4 5 s6 asl as2 as3 asd asd

Sekil 4. 10. Segilen kolonilerde PCR ile dogrulama.

Dizi analizine gonderilen oOrneklerde yapilan iki yonlii dizileme sonucunda
pY.07231T0s ve pY. 07231TOas, pY.11681s, pY.1168las, pY.CBH50687.1s,
pY.CBH50687.1as plasmidlerinde RNAi fragment varligi ve dizilimi teyit edilmistir.
“Forward” ve “Reverse” yonlii okunan niikleotid dizileri BioEdit programinda hizalanip
kromotogramlar1 da dikkate alinarak tim dizi elde edilmistir (Sekil 4.11., Sekil 4.12.,
Sekil 4.13., Sekil 4.14., Sekil 4.15., Sekil 4.16.).

Hizalamalarda, uglarda bulunan yanlis eslesmelerin sebebi; Pacl ve Notl RE
dizilerinin varligidir. Bunun haricinde: PGTG_07231TO sense ve antisense RNAI
fragmentleri, “EFP80979” kodlu PGTG_07231TO0 efektor aday genine ait cDNA dizisi
ile hizalanmasi sonucu tam uyum gostermistir; PGTG 11681 sense ve antisense RNAI
fragmentleri, “EFP85925” kodlu PGTG_11681TO0 efektor aday genine ait cDNA dizisi
ile hizalanmas1 sonucu tam uyum gostermistir; CBH50687.1 sense ve antisense RNAI
fragmentleri, “E4WL13” kodlu CBH50687.1 efektor aday genine ait cDNA dizisi ile
hizalanmas1 sonucunda 4 yanlis eslesme oldugu saptanmistir. Bu durum, PCR isleminde

kullanilan TagDNA polimeraz enziminin hata oranindan kaynaklanmaktadir.

Boylece klonlama c¢aligmalar1 tamamlanarak, pY.07231s, pY.07231as,
pY.11681s, pY.l11681las, pY.CBH50687.1s, pY.CBH50687.1as vektorleri elde

edilmistir.
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PGTG 0723110 8
PGTE_ 0723170 cONA

PGTG_07231T0 8
PGTG_07231TH_cONA

PGTG 0723110 8
PGTE_ 0723170 cONA

PGTG_07231T0 8
PGTG_07231TH_cONA

PGTG 0723110 8
PGTE_ 0723170 cONA

PGTG_07231T0 8
PGTG_07231TH_cONA

PGTG 0723110 8
PGTE_ 0723170 cONA

PGTG_07231T0 8
PGTG_07231TH_cONA

PGTG 0723110 8
PGTE_ 0723170 cONA

PGTG_07231T0 8
PGTG_07231TH_cONA

PGTG 0723110 8
PGTE_ 0723170 cONA

PGTG_07231T0 8
PGTG_07231TH_cONA

ATGTITCTCCATGOCOE TG CGCTOET CACGCTEATEETART CATCTCOCART CCTCAGCACGATCTCCCG
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GCRACACTG TOT BEAAACGCOCCO TCT TAGAGGAGETEACCTOCOCCCACT TRTGTITCACT GCTCCGER
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a0 30 40 50 60 70 280

ATGCCATTCART GEGCCEAMAGAT TCTARGOATGCT AT GETEEAGRCRCGCORCEANCCAGERECACRCR
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TTITITATTT TATTARGGRANCAGTT
CCCOCOTCACTARGACTCOCACRACCT TTART CCAGTACCACARGEGRAGACRATATCGTTGRARCAGTT
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CCEEATCAT ORCTCCCCRGE TGN GEECA TAARC CCIGTCOATATTCOTOGUATACT TAGGORGT TTTEAR
CCEaATCAT ORCTCCCCREET G OGO CA TAANC CCTETCQATATTCOTCGUATACTTAGGRUT TTTGAR

400 410 420

430 440 450 480 470 480 450
e e e e e e e [ I TN iy [ [y [
TCACOOT CCCACAGAAATCAGARRG TTTGT TUTGC TCT CAGAGATAAT TGATGTCOT T TARGTTRUATEG
TCACOOT CCCACAGAAATCAGREO TTTGT TUTGC TCT CAGAGATAAT TGATGTCOT T TARGTTRUATEGE
=00 z10 z20 =1 240 250 S60
A T I e e e T e e e e e e T e
CEECCARCGRGCACCCACGTCT TCCABRAAT AGCAT CEAAAGETCATAMMCAGCTOCTOEAAGAGTOGLC
COECCARCGAGCACCCACGTCT TCCABRAAT AGCAT COAAAGETCATAMCAGCTOCTOAAAGACTERLC
570 ZEOD =50 00 E10 E20 €30
e e e e e e e [ I TN iy [ [y [
TICACAGTTOGACT AT AT CACTTTGATAAAATGCT TEART ACTCCCETOCCAAMC TAT CAGGANC TRAR
TICACAGTTOGACT AT ATGCACTTTGATAAAATGCT TEART ACTCCCETOCCAAMC TAT CAGGANC TRAR
&40 £50 EE0

70 80 90 100

A T I e e e T e e e e e e T e
AAGACTTACATCAAARGAT TTGCATTORUGAATGECEAANGAM TUARTRCCACTTEGCCACTCRAAARCTC
AAGACTTACATCAAARGAT TTGCATTOGRUGAATGECEAANGAA TUARTRCCACTTEGCCACTCAAACTC

110 120 130 T4l 150 T80 1708
e e e e e e e [ I TN iy [ [y [
ACTGOAGTCATECAARGET COAEGCECTC TACGAMIART GUARAGCARGCCACAMITCTTTCAARTTTCA
ACTGOAGTCATECAARGET COAEGCECTC TACGAMIART GUARAGCARGCCACAMITCTTTCAARTTTCA

TEO T80 200 210 20 30 240
A T I e e e T e e e e e e T e
TETACTEEACTI TT RGEAMGET TT CCTEARCT TG TTCAARAGAAAGCCOGADTGATCAATAT TATATTAR
TETACTGEACTI TT ROGAMGOTTT CCTGARCT TGTT CAARAGAANGC COGALT GR

Sekil 4. 11. PGTG_07231T0 sense RNAI fragentinin dizi analizi sonucu BioEdit
programi kullanilarak sentezlenen gen ile dizi hizalamasi.
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PETE 07231TD AS
PTG 0723170 cONA

PGIG_07231T0_AS
PGTG_0723170_cONA

PGTG 07231T0 A
PTG 0723170 cONA

PGTG_0723170_AS
PGTG_0723170_cNA

PGTG_07231T0 A5
PGTG_0723170 cONA

PGTG_07231T0 A5
PGTG_0723170_cONA

PGTG 0723170 AS
PGTG_07231T0_cDNA

PGTG_0723170 A5
PGTG_07231T0_ooNA

PGTG_0723170 A5
PETE_ 0723170 coNa

PGTG_0723170_AS
PGTG_0723170_cONA

PGTG 07231T0 A
PGTG_0723170 cONA

PGTG_07231T0_AS
PGTG_0723170_cONA

AATTATATTATARC TARTGRGOCCGAAMGAAME TTOTT CAAGTCCT TTRAARGEGT TTTCAGETCATET
ARTORGECC GAARGAARRCTTOTT OQAGTOCT TT GAAAGRAT TT TCAGETCATET

B0 i} 100 110 120 130 e
ACTTTAARCTTTCT GARCACCOAACGAAAGETARGARG CAT CTCOCEEAGC TREAARCOTACT GAGET Ch
ACTTTAARCTTICT GARCACCOAA CGAAAGETARGARG CAT CTCOCEAAGC TREAARCOTACT GAGET CR

150 L6l 170 LED 190 il e

CICAARCTCACCRATTCRC CATAAGTARAGAARG COUT ARGOGETTACGTT TREAARACTACRT TCAGAR
CICAARCTCACCEATTCAC CATAAGTARAGAMAGCOOT AMGOGETTACGTTTREAARACTACRTTCAGAR

260 I 180

ARATCAARGGACTAT CARGC CCTGCCCTCATAMGT TCOT ARG T AGT T TCACGTATATCAGCTTEACACTT
ARATCAAGAACTAT CARGC CCTECCCTCATAMGT TCOT ARAGTAGT T TCACGTATATCAGCTTERCACTT

190 300 310 20 330 L2 1E 58
MMMMTMWTMTMWIMDMM
COOOTGAGAAGETCOT CAACAART ACTROARAGC TACGATAMGRCCT ICTRCACCCACAANCERCCGRC

400 416 420

GOTARGT TAART TOTGC TG TART T AATAGAGACT CTCGT GT TG T TTRAAGACT ARARR CRCCCTGRORCT
GOTARGT TAART TOTGC TG TART T AATRGAGACT CTCO T GT TG I TTRAAGACT AAAGR CRCCCTRRCALT

470 480 440

ARGTITIGGROATT CATRGGCTGC TTATAGCTGT CCCAAAT ACGERGCAGTERECCCCT CRCTACTARGCC
ARGTITIGGROATT CATRGGCT G TTATAGCTGT CCCAART ACGRGCAGTERECCCCT CRCTRACTARGCC

TIGACAAMGOANTTATTTTATITTIIT
TIGACAAGTTECTATARC AGARGEEARCACCAT GACCTAAT TT CCARCACCCT CARGRATCACTRORCCC

GO T TG CACEACT CCT AR O TCTAC TAA TR TAG T COCA CTORT CeCOTERCEETRCCTCTTIGIA

Sekil 4. 12. PGTG_07231T0 antisense RNAI fragentinin dizi analizi sonucu BioEdit
programi kullanilarak sentezlenen gen ile dizi hizalamasi.
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PTG 11681T0 B
PGTG_11681T0 cOMA

PGTG 1168170 8
PGTG_11681T0 cONA

PETE 1168iT0 5
PGTE_11681T0 oONA

PGTG_11681T0 8
PGTG_11681T0 cONA

PTG 11681T0 B
PGTG_11681T0 cOMA

PGTG 1168170 8
PGTG_11681T0_ cONA

PGTG_11681T0_8
PGTE_11681T0 oONA

PGTG_11681T0 8
PGTG 1168170 cONA

PTG 11681T0 B
PGTG_11681T0 cOMA

PGTG 1168170 8
PGTG_11681T0 cONA

PGTG_11681T0_8
PGTE_11681T0 oONA

PGTG 1168170 8
PGTG_11681T0 cONA

PGTG 1168170 8
PGTG 1168170 cONA

COCAGTIGCARMATOEAGAT CCAMI TT CTCACAGA TOT TRCACCETATATETAG TGO EET CCATICACTEC

ED a0 100 110 120 130 140

TEATTOTGCEEEEC TAAAAGARC. TG CARGECGATEC TRETEIGEETOCCTECTTOEACTGRECTITIC
150 L&D 170 LE0 190 iile Il
CATCCATTIGICCCETTCTTIOCETCCCCCAR
TAATTOCAT CCAGAGCATARAARG RGO CARITCT TCI TCATCCATTIGTCCCETTCTTTOOETCCCCCAR
120 I3 40
S 1T e e e L I e e Ui o [ [ .
CAART CCOGCOETCCCAT T TAACACCATC CAATCETAGCATCTT TCAGCCAACT TCCARBCAT CACCAGR
CAAAT CCOQCOETCCCATTTAACKRCCATC CAATCETAGCATCTT TCAGCCAACT TCCARABCAT CMCCAGR

60 I Iad

50

411} 0 310 320 330 40 350
D e e e e e e e N [ NCTC T ISR (R IS
CORCAAT @O CTT TCTOEET CTATE TG TACT CTGCT TRGCCECCACECTCOCCATCAT CCARAGCECAATT
CORCART GOCT T T T OEET CTA TG IO T TACT CT G CT TRGCCGCCACEC TOOCCATCATCCARGCGCRATT

360 T T80 190
D e e e e e e e N [ NCTC T ISR (R IS
AT TGO AT T COAT I TA TG I GC e LT CT TCAGGCCC TCTEATCAC CAGAGACOACT GCARRAAGECT
AT TGCCATCET CEAT T TATOI GCGCCTOCT ICAGECCC TCTUATCACCAGAGACONCTRCARANAGGCC

400 410 420

430
S [T (SR SR I S [ [T R [ NI R [ .
TIATCCARATT CTCCT CTGRGAGCARCET OOT TT TCIRUACTUACAAGOTTGAT TCCCATTCTIGTOGEAR
TIATCCARATT CTCCTCTGRGARCARCET OOT TT TCIRUACTEACAAGOTTEGAT TCCCATTCTIGTGEAR

440 450 460 470 480 490

=00 =10 20 =30 =40 S50 SE0
cvmalavna|lavealavnalavnalavealavaalavns]avnnlavas]avan]anvnnlavas|anans
CATGCAAGTTGECCATCAC TAARC CGARCATACC CAACTCAGTACACCACGCTGCTET COGTGEMGACET
CATGCAAGTTGECCAT CAC TAARC CGARCATACCCAACTCAGT ACACCACGCTOCTOT COUTGEMGACET

=70 ZE0 90
D e e e e e e e N [ NCTC T ISR (R IS
GITUNCCRCCATECATCARGGCAT COACAMTET CARGICAMMCCAACCARTGCEACCATORGCA
GTTGACCECCATGCATCARGGCAT COACAARTGT CARGOCAACCAAC CARTGCERCCATCRECARCTIC

00

£10 E20 30

£40 E50 E60 £70 80 E90 TOD

CARCCCATCTCCETGTTET TABRCAGT G CAATGECERGAAATETTAGATTGT I TCOGAAMACTTGCTTCR

110 T20 ] T40 150 TEd T

CAGANGEERCCCACOACATC CATUACT CEARC T TCCATCATGCATCTTAATCARTRGACATTCTARATTIT

T80 ] 200 310 320 B30 g4

GIACTCICTAAT TTGAGAGCTITTATCAGACAAAGAARKTAT TACCARCCACCATTOTGATTGCAAAANC

250 g&0 gT0
cjevmafacna]arvnafjaran]|annafjannn

CCATECACT GAGRAACARG OCARCAT CTT GAACRGITC

Sekil 4. 13. PGTG_11681T0 sense RNAI fragentinin dizi analizi sonucu BioEdit
programi kullanilarak sentezlenen gen ile dizi hizalamasi.
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PETG 1168170 A5
PGTG_11681T0_cONA

PGTG_11681T0 AS
PGTG_11681T0_cONA

PGTE 11881T0 AS
FGTG_11881T0 cDNA

PGTG_11681T0 AS
PGTG_11681T0_cONA

FGTG_11681T0_AS
PGETG_11681T0 cDNA

PGTG_11681T0 AS
PGTG_11681T0 coNA

PGTE 11681T0 AS
FGTG_11881T0 oDNA

PGTG_11681T0 AS
PGTG_11681T0_cONA

PGTG_11681T0 AS
PTG 118210 cDNA

PGTG_11681T0 AS
PGTG_11681T0_cONA

PETE 1168170 A5
PGTG_11681T0_cONA

PGTG_11681T0 AS
PGTG_11681T0_cONA

PGTG_11681T0 AS
PGTG_ 1168170 cONA

CIGGACAAG TTCTACAACCEARCAARGRG TCACGTACCC AMARACGT TAGTGT TRCCACCAACCATTATA

1] an 100 110 120 130 140

ARMGAANCAGACTATT T TCEABRNG TT TAATCICT CATET TT TAAAT CTTACAGATAACTRATTCTACGTA

150 L&D 170 LE0 150 iile 10
walavea

CTACCTTCANGCTCNGTRCCTACAGCACCCORGANGACKCT TCETT CAARAGC T TTRTTRGATTGTARAG

20 230 40 50 60 P Tag
ACGOCTACCAGCGTAACCARCCARRCG

AGCGETAM GOTEACAGRT TGT TGTGCCT CTACCCAACC TTCAACGECTRCCABCOTARCCARCCAMCG

311} 300 310 320 330 T4 350
crvmmlevealavcalaveal cvealanvealancalaecelenenlaveelaeaslavanlaneelanas
GEACTUTAANCAGC TACROAAC TACETAC COCCART TECECAGARGTECCT T CETCGCRCCRCATERCT
GEACTUTAANCAGC TAC RO AAC TACE T AC O AT TECECAGARGTECCT T COTCGCRCCRCATGRET

I60 L] 180 190 400 410 420
e T e e e e e e T T T e T I T T T T
CARCCCATACGAGCCAART CACTACCEGET TAARCETACAAGETETTCTIACCCTI TART TROARCAGTCAG
CARCCCATACGAGCCAART CACTACCGET TAARCETACAAGETETTCTTRCCCITAGT TGAQARCRGTCAG

430 440 450 460 470 480 490
U [ [T [ [ I I R ) IR [Ty [ [ .
GICTITIGC TOCARCOAGAGT CTCCTCTTARACCTAT TCCOEAAMANCETCAGCRGAGACCACTRGTCTIC

GICTITIGC TOCAMCGAGAGTCTCCTCTTARACCTATTCCQEAAMANCETCAGCNOAGACCACTAGTICTC

=0i 3] =20 =30 2] S50 =110
crvmmlevealavcalaveal cvealanvealancalaecelenenlaveelaeaslavanlaneelanas
COEGAC T TCETCOU OO GTAT I CTAGCTGCTACCETTAT TAACECGARCCTACTRCCGCTCECACCRCCE
COEEACT TCETCOE OO GTAT I CTAGCTGCTACCETTAT TAACECGARCCTACTRCCGCTCECACCECCE
=70 80 =00 £00 E10 E20 £30
crvmmlevealavcalaveal cvealanvealancalaecelenenlaveelaeaslavanlaneelanas
AT TCGTCTCATIGT GTATC TGECT CT T TCGUTARCAGCAGACCACT ACORACCT TCAACCGACTTTCTAC
AITCGTCTCATIGT GTATC TGECT CT T TCEOTARCAGCAEACCACT NCGRACCT TCARCOQACTTTCTAC
E40 EB0 E90 100

R R [ I I I e [ I I R - e
GATGCTARCCTACCRCART TTACCCTGCCECCCTAMMAC AR CCCCTGCCTTTC I TGCCCTOTTTRCCTAC
GATGCTAARCCTACCRCART TTACCCTERCCECCCTAMAC AR CCCCTGCCTTTCT TOCCCTOTTTRACCTAC

50 £60 £70

Ti0 120 130 140 TS0 Tald 170

TICTICIGGRCCREEAARART ACGAGACC TACGT TAAT CTT TTCGAGT CRGET T OCOT CCETEEETATGET

TEO ] 200 310 g20 B30 340

COTARCEEANCTET CCBRGAAMT CREEECOTET TAGT T CACTTACCTGECETOAT BTATRTGCCALG

&50 260 270
I I e PR

TIGTAGACACTCTT GAACC TAGRGGT ARACGT TAROGC

Sekil 4. 14. PGTG_11681T0 antisense RNAI fragentinin dizi analizi sonucu BioEdit
programi kullanilarak sentezlenen gen ile dizi hizalamasi.
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CERdged?.1 3

CERA0RET. i:cill ATOTTGT TCAASTACT TGATGGCCACCUT TRCTCTT GCAGCCAT TATAAT TAGTTCTCCCACCBAGCCTA
Bl il 100 l i i q

CEHS0RET.1 8 CCTCTITTAMATT ARAGGACTCT TTGRGTCAAT GCOGAAACGCCATCACCCANGT CAAGGARCCCGT

CEHS0RET. i:cill CGACGATCRCCARAMCCAGCGAACTCT TTGAGTCAAT GCGRAARTGCCATCACCCANGTCANGAAACCCRT

CERA0RET. i_E GOTTGTCTCTTOCANGGABGGCAAMG TTGAGAAAGT CAAGTCT CACTTGRTCACGRTCCARARACCGATC
CEASO6AT. i_cill GGTTGTCTCTTGCAMGGAGGACAAMG TTGRGAMAGT CAAGTCT CACTTGRTCACGGTCCARARACCGATC

CEHA0RET. i_E CAAGT T AT T T TACCT TCAGT TC TT CCT COTCaAT TR T CATCCAAARGGAGGTCUTTACTAMGTALT
CEHA0RET. i_cilll CAAGT T AT T T TACCT TCAGT TC TT CCT COTCaAT TR T CATCCAAARGGAGGTCUTTACTAMGTALT

cERf0447.1 3 CICAGGARTTCATCAAAGTTCTCATCAAGTTCCAMAGCGTCTTAACGGTGATCTACAGTCACCCAMMGAT
CEHS0RET. i:cill CICAGGAATTCAT CAAAGT TCTCATCAMGTT CCAAAGCGT CTTARCGATAATCTACAGTCACCCARAGAT

CEHA0RET. i_E TICAGCCOGCT GCACT GAGGT CTT TACCAM TTOEATT CTCACT T CAACRGCTTTTACACOGTCTTCAAR
CES08AT.1 ooNaA TTCAGCCGECT GCACTGAGGTCTTTGCCAMATTGAATTCTCACTTCAACAGCATTTGCACGETCTICANG

cERS0447.1 5 GAGARGCATGGCGTAGAAATTTACAAGATGATCCATGAGGAGTCCAGTATCAACTTGACCGTCIGOGALR
CEHS0RET. i:cill GAGAMGCATGGOGTAGARATTTACAAGATARTCCAT GAGGAGT CCAGTAT CAACGTGACCGTCTGRGAGR

CERA0RET. i_E AGACCGOGT TCARATT CCAGT CCAMGGACEGTTACT CTACCAT CAGCCAT TARAGGGOOGETGC
CERS0447. 1 cONA  AGACCGGGTTCAAATT CCAGTCCANGGGCGETTACT CTACCATCAGCCATTAN

Sekil 4. 15. CBH50687.1 sense RNAI fragentinin dizi analizi sonucu BioEdit programi
kullanilarak sentezlenen gen ile dizi hizalamasz.
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caRS064T. 1 A
cans0697. 1 con

caRS0647. 1 46
cars0697. 1 com

CRES0647. 1 AS
cans0647. {_ cov

caRS0647. 1 A8
caRS0697. 1_con

CRES0647. 1 AS
cans0647. {_ cov

caRS0647. 1 A8
caRS0697. 1_con

CRES0647. 1 AS
cans0647. {_ cov

caRS0647. 1 A8
caRS0697. 1_con

GOTOGGGGAGAMAT TACCOAC TACCATCTCATT GECROGAACCTGACCT TAAACT TRGGC CAGARGAGCG
ARTTACCOACTACCATCTCATTOGCOAGAACCTAACCTTAMC T TRGOCCAGARGRGRG

T TGCCAGT TCAACTATUACC TAAGGAGTACCTAGT AGAACAT T TAAMGATGCGUTACGAAGAGGANCTT
TCTOCCAGTGCAACTATGACCTAAGGAGTACCTAGT AGAACATTTAAMIATGCOGTACGRAGAGGANCTT

CIGOCACATTT TCEACAGCTT CACTCTTAGG TTAMCCGTT TCTGUAGTCACGT COGCCAACT TTAGAAA
CIGOCACGTTTACGACAGCTT CACTCTTAGG TTAMCCGTT TCTGAAGTCACGT COGCCAACT TTAGAAL

CCCACTGACAT CTAGTGGCAATTCTGCUAMACCT TAMCTACTCTT GAAACTACT TAAGGACTCTCATGA
CCCACTGACAT CTAGT GGCAATT CTGCUAMACCT TAMCTACT CTT GAAACTACT TAAGGACT CTCATGA

ATCATTOCTGGAGGAAAACCT ACTRT TABCT GCTCCTTCTTGACTT CCATTTCCTATCCTRRACTTAGCT
ATCATTOCTGaNGEAAAACCT ACT AT TAGCT GCTCCTTCTT GACTT CCATTTCCTATCCTGRACCTAGCT

AMARACCTGECACTAGTTCACTCTGAACTGAAMMITT GARACOGUAGGAACATTCTCTGTTGGTGCCCA
AMAMCCTGECACTAGTTCACTCTGARCTGAAGMGTT GARACUGUAGGAACGTTCTCTGTTGUTGCCCA

ABGMCTGACCCACTACCRCAAIGGCATACTRAATTTCTCAGGAART TARATTTTCICC
AGGAACTGAMCCCACTACCAT AMGGGCATAACTGMATT TCTCAGGCARCCARCCACTGRCAGCATCCGA

GCCACCCTCTT QAT TAGTGTT GCCAACAT TCTCATT GCCACCOGTAGTICATARACTTGTIGTA

Sekil 4. 16. CBH50687.1 antisense RNAI fragentinin dizi analizi sonucu BioEdit
programi kullanilarak sentezlenen gen ile dizi hizalamasi.
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BOLUM 5

TARTISMA VE ONERILER

Kiiresel bugday tiretiminde verim ve kaliteyi sinirlayan biyotik stres faktorleri
arasinda Puccinia tiirlerinin neden oldugu pas hastaliklar1 biiyiik bir 6nem tagimaktadir.
Bugday iiretiminde verim ve kalitenin diismesi; tarimsal ekonomiyi ve beslenme
kaynagi bugday olan iilkelerin gida giivenligini tehdit etmektedir. P.striiformis’in neden
oldugu sar1 pas hastaligi, bugdayda en ciddi verim ve kalite kayiplarinin yasandig1 pas
hastaligidir. Pandemi durumunda bu kayip %90 seviyelerine ulasabilmektedir. Kiiresel
bugday liretiminin %88’inin bu hastaliga kars1 hassas oldugu diisiiniildiigiinde hastaligin
yarattig1 tahribatin Oniine ge¢mek biiyiik 6nem arz etmektedir. Bu nedenle hastalik

etmeni Pst ile miicadelede etkili stratejiler gelistirmek gerekmektedir.

[k tarim faaliyetlerinden giiniimiize, biyotik etmenlerle miicadele etmek igin;
direng 1slah1 veya biyolojik ve kimyasal kontrol c¢aligmalari uygulanmigtir. Tarimda
patojenlerle miicadelede, mantar ilaglarinin kullanimi kisa vadede bir ¢6ziim
sunmaktadir. Bunun yani sira fungusitlerin ve diger zirai kimyasal ilaglarin ¢evre ve
insan saglig lizerindeki olumsuz etkisi tartisma konusu olmustur. Bu nedenle ¢evreye
ve insan sagligina duyarli yaklasimlara ihtiyag duyulmaktadir. Bu ihtiyaclar
dogrultusunda geleneksel 1slah caligmalar1 da ilaglara dayanikli, direngli ¢esitlere
virlilent patojen c¢esitlerinin hizla ortaya ¢ikmasi, mahsul hastaliklarinin bollugu ve

cesitlilik gostermesi sebebiyle yetersiz kalmaktadir.
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Bu miicadele yontemlerinin yaninda RNAi’nin tarim alanindaki potansiyeli
oldukca yiiksektir. RNAI, zirai zararlilar1 ve ekonomik onemi yiiksek tarimsal bitki
hastaliklarin1 kontrol etmenin yaninda yeni oOzellikler kazandirilmis bitkilerin
gelistirilmesinde ve tarimda verimi attirmada etkili bir yaklasimdir. Bilim insanlari,
RNAI kullanarak, kafeinsiz kahve, nikotinsiz tiitiin ve besin takviyeli misir gibi gesitler
gelistirmislerdir. Bununla beraber bitkilerde dogal RNA susturma mekanizmalarindan
uyarlanan yeni stratejiler gelistirilmistir. Bunun sonucunda RNAI, bitkilerde bocek
zararlilar, parazitik nematodlar, fungal hastaliklar ve wviriislerle miicadelede
kullanilmistir (Fletcher, Reeves, Hoand & Mitter, 2020). Mevcut kimyasal ilaglarin
cevreye ve dolayisiyla insan sagligina zararini en aza indirmek amaciyla son 10 yilda
yapilan calismalar sonucu zirai zararlilarla miicadelede RNAi teknolojisine yonelim
artmistir. Bu teknoloji kullanilarak gelistirilecek stratejilerin “Yeni Yesil Devrim”e yol
acacagl dusiiniilmektedir (Borah ve Konakalla, 2021). Tarimda RNAi uygulamalarinin
mevcut zirai ilaglara alternatif olacagi diistiniilmektedir. Etkili ve hedefe yonelik
tasarlananacak RNA1 tabanli zirai ilaglar, mevcut kimyasal ilaglardan daha giivenli ve
cevre dostu olacaktir. Bunun yaninda RNAi tabanli zirai ilaglarin piyasada yer
almasindaki engellerin baginda RNA iiretim maliyetleri gelmektedir. Ancak son yillarda
birka¢ sirketin gram basina 1$ gibi diisiik bir maliyet vaat etmesi, RNAI tabanli zirai
ilaglarin gelistirilmesini miimkiin kilmaktadir. RNAi tabanl zirai ilaglarin piyasada yer
almasindaki engellerden en 6nemlisi de hedef alinacak zararli ya da patojen genlerinin
belirsizligidir (Borah ve Konakalla, 2021). Bu sebeple bitki ve patojen arasindaki
molekiiler etkilesimleri anlamak, patojenler tarafindan kodlanan efektor gibi enfeksiyon
gelisiminde etkili protein/genlerini tespit etmek patojenlere karsi daha etkili bir
miicadele yontemi gelistirmek i¢in biiyiik bir 6nem tagimaktadir. Omik teknolojileri ile
bu yonde aday viriilens genleri belirlemek hedef belirlemede ilk adim, adaylarin

fonksionel analizi ise esasdir.

Aday efektorlerin fonksiyonlarinin arastirilmasi, fungal hastaliklara karsi
dayaniklilik saglayacak yeni kaynaklarin olusturulmasini saglayabilmektedir. Bununla
birlikte, fonksiyonu bilinmeyen efektorlerin sayist oldukga fazladir. Genellikle
heterolog bitki sistemleri, aday efektor fonksiyonlarmi aragtirmak i¢in tercih
edilmektedir. Ancak pas mantarlar1 gibi zorunlu biyotrof funguslarda in vitro

manipiilasyonlarin neredeyse olanaksiz olusu, aday efektorlerin bu yolla fonksiyonel
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analizini zorlagtirmaktadir. Bu zorlayict duruma karsin, aday pas efektorlerinin daha
etkili islevsel karakterizasyonu ve bitki hiicrelerindeki rolleri hakkinda hipotezler

olusturmaya yardimci olacak etkin yontemler gelistirilmektedir.

HIGS yontemi son yillarda efektor adaylarmin gercek efektorler olup
olmadiginin tespiti ve islevlerinin ortaya konmasi i¢in diger yontemler arasinda bir adim

one ¢ikmaktadir (Panwar ve Bakkeren, 2017).

Literatiir incelendiginde, HIGS metodu, P. striiformis f. sp. tritici ve P.

triticina’nin gen fonksiyonlari i¢in basartyla kullanilmistir (Panwar vd., 2018).

Zhu ve arkadaslar1 (2017), P. striiformis f. sp. tritici’nin viriilansinda rol alan
PsFUZ7 genini HIGS yontemi ile manipiilasyona ugratarak, sporlarda enfeksiyon hif
gelisimin  baskilandigim1  ve hastaligin  gelisiminin  6nemli 6l¢iide azaldigini

bildirmislerdir (Zhu vd. 2017).

Qi ve arkadaslart (2018), PsSCPK1 geninin Pst enfeksiyonundaki roliini
belirlemek amaciyla enfeksiyondan sonra belli saat araliklariyla bitkiden alinan
orneklerdeki PSCPKL1 transkript seviyesini test etmek icin kantitatif ger¢ek zamanli
PCR (qRT-PCR) uygulamislardir. qRT-PCR sonuglarina goére PSCPK1 geni
enfeksiyonun erken asamalarinda yiiksek oranda ifade edildigini rapor etmislerdir.
Bunun sonucunda PsSCPK1 genini HIGS amaciyla BSMV vektoriine klonlayarak
susturmus ve Pst enfeksiyonunun bitki tizerindeki belirtilerinin ciddi oranda azaldigini

rapor etmislerdir (Qi vd., 2018).

Kalsindrin, mantarlarin ¢ogunda morfogenez, patogenez ve ilag direncinde
onemli rol oynamaktadir. Ancak kalsinorin genlerinin Pst’deki islevi belirlenmemistir
(Zhang vd., 2012). Zhang ve arkadaslar1 (2012), yaptiklar1 caligma sonucu Pst’deki
kalsinorin genleri olan PSCNA1 ve PSCNBL1’i tanimlayarak karakterize etmislerdir.
gRT-PCR analiz sonuglari, PSCNAl ve PsSCNB1 ekspresyonunun, Pst ile
inokiilasyondan sonra hostoryum olusumu asamasinda en yiiksek seviyede oldugunu
gostermistir. Bu genler BSMV vektorii araciligiyla manipiilasyona ugratildiginda,
enfeksiyon hiflerinin daha yavas uzamasina ve urediniospor olusumunun azalmasina yol

acmuistir.

Puccinia triticina bugdayda yaprak pas1 hastaligina sebep olmaktadir. PtIMAPK1

ve PtCYC1 genlerinin, funguslarda fizyolojik siireglerin ve patojenitenin
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diizenlenmesinde rol oynadigi rapor edilmistir. Bu genlerin, HIGS yontemi ile

susturulmasi sonucu hastaliga direng arttirllmigtir (Panwar vd., 2018).

Blumeria graminis f. sp. tritici bugdayda, Blumeria graminis f. sp. hordei arpada
kiilleme hastaligina sebep olan biyotrofik mantar patojenleridir (Nowara vd., 2010;
Pliego vd., 2013). Nowara ve arkadaslart (2010) patojenitede rol alan Blumeria
graminis f. sp. tritici efektoric AvralO’u HIGS metodu kullanarak susturmuslardir.
AvralQ’un susturulmasi sonucu bitki yapraklarinda hastalik gelisiminin etkilerinin
azaldig1 rapor edilmistir (Nowara vd., 2010). Ayrica Blumeria graminis f. sp. hordei’nin
50 tane efektorii HIGS metodu kullanilarak fonksiyonel analizleri gerceklestirilmis ve
bu efektdrlerden 8 tanesi susturuldugunda hastalik gelisiminin etkilerinin 6nemli 6l¢iide

azaldig1 rapor edilmistir (Pliego vd., 2013).

Magnaporthe oryzae piring patlamasi hastaligina sebep olan patojenik mantardir.
Celtikte 6nemli verim kayiplarina sebep olmaktadir (Dean vd., 2012). Bu hastaliga karsi
100’den fazla diren¢ geni tanimlanmig ve hastaliga karsi birgok direngli geltik ¢esidi
gelistirilmis olmasina ragmen ortaya ¢ikan yeni virillent Magnaporthe oryzae irklari
sebebiyle basar1 saglanamamistir (Wang, Ebbole & Wang, 2017; Zhu vd., 2017). Zhu
ve arkadaslar1 (2017) brom mozaik viriis (BMV) aracili bir HIGS yontemi kullanarak
patojenite ile ilgili MOABC1, MOMAC1 ve MoPMKZ1 genlerini susturmuslardir (Zhu vd.,
2017b). Her bir fungal genin susturulmasi sonucu konake1 bitkide hastalik gelisiminin

engellendigi rapor edilmistir (Zhu vd., 2017).

Aspergillus flavus’un sebep oldugu aflatoksin kontaminasyonu misirda yikici
etkilere sebep olmaktadir. Insan ve hayvan beslenmesinde ciddi saglik sorunlarina
sebep olan kiiresel bir sorundur (Thakare, Zhang, Wing, Cotty & Schmidt, 2017).
Misirdaki aflatoksin kontaminasyon seviyesini azaltmak i¢in afIR ve aflC genleri HIGS
yontemi ile susturulmustur (Masanga, Matheka, Omer, Ommeh, Monda & Alakonya,
2015; Thakare vd., 2017). aflR’nin susturulmasi sonucu Aspergillus flavus enfeksiyonu

sonucu 14 kat daha diisiik aflatoksin seviyesi rapor edilmistir (Masanga vd., 2015).

Bu tez ¢aligmasinda; sar1 pas hastaligina sebep olan ve hastalik sonucunda verim
ve kalite diistikliigline bagl olarak gida giivenligini tehdit eden Pst patojeninin efektor
aday genlerine ait DNA fragmentleri, bugdayda RNAI i¢in kullanilan BSMV vektoriine

klonlanlanmstir. Bu sayede; tez ¢alismasinda kullanilan aday efektorlerin fonksiyonel
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olarak test edilip gergek efektdrler olup olmadig, hiicre i¢i konumu, etkilesime gectigi
konukcul faktorleri belirlenerek aday genlerin tanimlanmasi gerceklestirilebilecektir.
Yapilan klonlama sonucunda baska efektor adaylarinin da etkin bi¢imde klonlanmasi
icin gerekli yontem ve kosullar optimize edilmistir. Tez calismasi kapsaminda yapilan
klonlama ¢aligmalar1 sayesinde efektdr aday genlerinin tanimlanmasi i¢in en kritik

adimlardan biri olan BSMV vektoriine klonlama islemi gergeklestirilmistir.

Olusturulan rekombinant vektorler ile, ilgili patojenin sebep oldugu
enfeksiyonlara karst  yeni stratejiler  gelistirilmesine  baslangic  olusturmak
hedeflenmistir. Bu yontem temel alinarak tespit edilecek hedef genler goz oniinde
bulunduruldugunda; tarimda kimyasal ilag kullanimin1 azaltmak ve buna bagli olarak
maliyet kayiplarmin Oniline ge¢mek, gida giivenligi saglanarak insan sagliginin
korunmasi ve gevre sagliginin korunmasi hedeflenerek ekolojik dengenin bozulmasina

engel olmak gibi amaglara ulagilmasi beklenmektedir.
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