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Bitkilerde hastaliga karsi direnglilik mekanizmasi heniiz ¢dziimlenmemis bir konudur.
Eger bir bitki belirli bir hastalifa kars1 direngli ise; bitkilerde bulunan R (direnclilik)
proteinleri hastalik yaratan organizmada bulunan Avr (avirulans) proteinini tanir. Bu
tanimadan sonra R proteini bir sinyal iletim mekanizmasi1 baglatir ve bitkinin asir
hassas tepki vererek, hidrojen peroksit (H,O;) biriktirmesine ve saldiriya ugrayan
hiicresinin ani 6liimiine sebep olur. Bu mekanizma ile bitki, diisman organizmanin
saldirisin1 durdurur. Arpada Mla6 geni Blumeria graminis f. sp. hordei (Bgh) tarafindan
olusturulan kiilleme hastaligina kars1 direnglilikten sorumlu genlerden birisidir. Bu
calisgmada ama¢ Mla6 (PallasOl arpa ¢esidi) ve AvrMIla6 (Bgh95(53/01) izolati)
etkilesiminden, bitki hiicresinin Oliimiine kadar olan sinyal iletim mekanizmasinin
anlasilmasidir. Bu amaca yonelik SRP72 (Sinyal Tanima Partikiilii 72) geninin arpa
homologu, BSMV (Arpa Cizgili Mozaik Viriisii) kullanilarak Viriisle Uyarilan Gen
Susturma (VIGS) yontemi ile susturularak kiilleme hastaligindaki rolii tespit edilmistir.
SRP72 geninin mRNA diizeyi susturma yapildiktan sonra kontrol (BSMV: 00) bitkisine
gore %57 azaldig1 gosterilmistir. SRP72 geni susturulmus bitkilerde kiilleme hastaligina
kars1 direnglilik degisimi hifin uzunlugu ve spor verimi incelenerek tespit edilmistir.
SRP72 geni susturulmusg arpa bitkilerinde toplam sporun %83.2’si ¢imlenirken, kontrol
bitkilerinde %20.6’s1 ¢imlenmistir. Susturma olan bitkilerdeki hifin uzunluk
ortalamasinin ise kontrol bitkilerine gore iki kat daha uzun oldugu tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: SRP72, Gen susturma, Bitkilerde hastaliga kars1 direnclilik, Arpa,

Kiilleme

2012, viii +39 sayfa



ABSTRACT
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DETERMINATION OF THE FUNCTION OF SRP72 BARLEY HOMOLOG
AGAINST POWDERY MILDEW DISEASE RESISTANCE IN BARLEY
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Disease resistance in plants is yet an unresolved topic. If a plant is resistant to a certain
disease, R (resistance) proteins in plants, recognize the Avr (avirulence) protein of the
disease causing organism. After this recognition R protein starts a signaling cascade
which results in the hypersensitive response; accumulation of hydrogen peroxide (H20,)
and sudden death of the attacked plant cell. By this mechanism plant stops the invasion
of the enemy organism. The barley Mla6 gene is one of the genes that are responsible
for the resistance against the Powdery Mildew fungus Blumeria graminis f. sp. hordei
(Bgh). The main aim in this study is to understand the signaling events between the
Mla6 (PallasO1 barley isolate) and AvrMla6 (Bgh95 (53/01) isolate) recognition and the
death of the plant cell. For this purpose SRP72 (Signal Recognition Particle 72) barley
homolog was silenced by using BSMV (Barley Stripe Mosaic Virus) mediated Virus
Induced Gene Silensing (VIGS) and the role of SRP72 in powdery mildew disease was
determined. The level of mMRNA in SRP72 gene silenced plant samples showed 57%
decrease with respect to control group (BSMV: 00). The change in resistance to
powdery mildew in SRP72 silenced plants were determined by using the length of the
hyphae and the germination efficiency. In SRP72 silenced plants 83.2% of the spores
were germinated while 20.6% was germinated on control plants. The length of hyphae
on silenced plant leaf was double than the hyphae on control plants.

Words: SRP72, Gene silencing, Plant disease resistance, Barley, Powdery Mildew
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1.GIRIS

Bugday, piring ve misirin yani sira arpa (Hordeum vulgare L.) diinyada ekonomik
olarak en 6nemli tahillar arasindadir (Czembor ve ark. 2002). Fakat gerek viral gerek
fungal hastaliklar, arpanin verimi ve kalitesini azaltmaktadir. En 6nemli arpa fungal
hastaliklarindan birisi ise kiilleme hastaligidir. Kiilleme hastalig1 bitkilerin en yaygin
hastaliklarindan biri olup binlerce tek ¢enekli ve cift ¢cenekli bitkiyi hasta etmektedir
(Zhou ve ark. 2001, Jergensen 1988). Bu sebeple tahillarda iiriin verimini arttiracak

calismalar ¢ok 6nemlidir (Cakir ve ark. 2010).

Tarimsal bitkileri enfekte eden patojenlerden dolay1 her yil 6nemli miktarda {iriin kayb1
olmaktadir ve milyonlarca dolar maddi kayip meydana gelmektedir (Oerke ve Dehne
2004). Bitki zararlilarinin ve hastaliklarinin kontrol edilmesindeki 6nemli stratejilerden

biri Molekiiler Biyoloji’dir.

Bir bitki belirli bir hastaliga karsi1 direngli ise; bitkilerde bulunan R (direnglilik)
proteinleri hastalik yaratan organizmada bulunan Avr (aviriilans) proteinini tanir. Bu
mekanizmaya “gen i¢in gen direngliligi (gene for gene resistance) denilmektedir (Flor
1971). Bu tanimadan sonra R proteini bir sinyal iletim mekanizmasi baslatir. Bitkilerde
hastaliga karsi direnglilik sirasinda ilk sentezlenen kimyasallardan birisi hidrojen
peroksittir (H,O,) ve hidrojen peroksit birikimi enfekte olan bitki hiicresinin 6liimiine
sebep olur ve patojenin diger hiicrelere yayilmasini engeller. Bitkilerin gosterdigi bu
tepkiye Asir1 Hassas Tepki (Hypersensitive Response, HR) denilmektedir. Bu tepki ile
hastaliga karsi direnclilik saglanmaktadir. R-Avr proteinlerinin etkilesiminden sonra

aktive olan sinyal iletim mekanizmasi heniiz tam olarak anlagilamamustir.

SRP72 proteinin bugdayda programlanmis hiicre 6liimiinde regulatér olarak goérev
yaptig1 diisiiniilmektedir. Bitkilerde hastaliga kars1 direnglilikte bitkinin verdigi ‘Asiri
Hassas Tepki’ bir ani hiicre dliimiidiir. Bu sebeple bir R proteini ile etkilesime giren
SRP72’nin hastaliga kars1 direnglilikte rol alan bir protein oldugu diisiiniilmektedir.
SRP72 geninin ekpresyonu arpa bitkisinde kiilleme hastaligi uygulamasindan 12 saat
sonra yaklasik 3 kat artis gostermistir (Yildirim-Ersoy ve ark. 2011). Bu sebeple arpa



bitkisinde kiilleme hastaligina karst direnglilikte rol alan bir protein olma ihtimali

giiclidiir.

Mayada SRP72 ile HSP90 proteinlerinin genetik iliskisi gosterilmistir (Gavin ve ark.
2006). Bilindigi tizere HSP90 bitkilerde hastaliga karsi direnglilik mekanizmasinda rol
alan ¢ok 6nemli bir proteindir (Takahashi ve ark. 2003). HSP90 proteini ile etkilesimi
saptanan ve aktivitesi belirlenen SRP72 proteinin hastaliga kars1 direnglilik
mekanizmasinda rol alabilecegi bir kez daha desteklenmistir. SRP72 proteinine benzer
proteinler Oriza sativa (NP_001045044) ve Arabidopsis thaliana (NP_176936)

bitkilerinde bulunmaktadir. Bu proteinler heniiz arpa veya bugdaydan klonlanmamustir.

Transkripsiyon Sonrast Gen Susturma (PTGS; Post Transcriptional Gene Silencing)
RNA tarafindan yonlendirilen sistemik bir susturma mekanizmasidir. Bitkilerde PTGS
icin “RNAi’nin eslenigi” denilmektedir. PTGS i¢in pek ¢ok metod uygulanmaktadir ve
bunlardan en basarilist VIGS yontemidir (Baulcombe 1999, Dinesh-Kumar ve ark.
2003). Bitkiler RNA wviriisleri ile enfekte olduklari zaman RNA tarafindan kontrol
edilen bir savunma mekanizmasi ¢alismaya baslar. Bitkinin igine giren viral RNA ve bu
RNA’lara eklenmis olan transgenler parcalanir ve bitki viriise direng gosterir (Voinnet
2001). PTGS sistemi hem vektoriin i¢inde bulunan endojen gen sekansini hem de
bitkideki ayni sekansi parcalayarak geni islevsiz hale getirmektedir. Boylece VIGS

yontemi ile sekansa 6zel susturma yapilabilmektedir.

Bu tez calismasinda birinci amag¢ bitkilerde direncglilik mekanizmasinda R-Avr
proteinlerinin etkilesimi ile hastaligin taninmasi1 ve bitkilerin direnglilik gostermesinde
rol alan genel sinyal iletim mekanizmasinin aydinlatilmasidir. Daha 6nce direnglilik (R)
proteini ile etkilesimi saptanan SRP72 geni VIGS teknigi ile arpada susturularak;
susturma yapilan direngli bitkilerde, arpa tarimin1 olumsuz etkileyen hastaliklardan biri
olan kiilleme uygulanarak hastaliga kars1 direnglilik tepkileri 6l¢iilmiistiir. Calismada
susturulan genin fonksiyonunun kaybolmasi ile bitkinin direnglilik tepkisinde degisim
oldugu i¢in SRP72 geninin hastaliga karsi direnglilik mekanizmasinda rol oynadigi

distiniilmektedir.



Direnclilik mekanizmasinin aydinlatilmasinda atilan her adim; bitkilerde kalici
direnclilik olusturulmasina ve bitkilerin bagisiklik sisteminin giiclendirilmesine katkida
bulunacaktir. Calismadan elde edilen sonuglarin, iilkemizde ve biitiin diinyada sorun

olan bitki hastaliklarina kars1 ¢oziim iiretilmesine katkida bulunmasi beklenmektedir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Bitkilerde Hastaliga Karsi Direnclilik

R (Direngililik) geni genelde patojenleri tanima ve biiyiimesini engelleme gorevlerini
yapar. Bir bitki belirli bir hastaliga kars1 direngli ise; bitkilerde bulunan R (direnglilik)
proteinleri hastalik yaratan organizmada bulunan Avr (aviriilans) proteinini tanir. Bu
mekanizmaya “gen icin gen direncliligi (gene for gene resistance) denilmektedir (Flor
1971). R proteinin direnglilik i¢in gereken sinyalleri baglatabilmesi igin R-Awvr
etkilesimi gereklidir. Bu etkilesimden sonra R proteini bir sinyal iletim mekanizmasi
baslatir ve bitkinin asir1 hassas tepki vererek hidrojen peroksit (H2O,) biriktirmesine ve
saldirtya ugrayan hiicresinin ani 6liimiine sebep olur. Bu mekanizma ile bitki, diigman
organizmanin saldirisin1 durdurur. R proteini veya Avr proteinin olmadigi her iki
durumda da etkilesim olmadigi i¢in patojen bitki tarafindan taninamaz ve patojen

bitkide yayilmaya baslar (Halterman ve ark. 2001).

Arpada, yaklasik olarak 30 tane farkli Mla geni bulunur. Bu genler kiilleme hastaligina
kars1 direnglilikte rol almaktadir. Bu genlerden bazilart Mlal, Mla6, Mlal3, Mia7,
Mlal4, ve MI-RU3"diir (Wei ve ark. 1999, Wise ve Ellingboe 1985). Ornek olarak;
Bgh103(64/01) patojeni AvrMla6 genine sahiptir. Mla6 geni PallasO1 arpa gesitinde
Bgh103(64/01) patojenine kars1 direngilik kazandiran gendir. Bu patojenin enfeksiyonu
sirasinda bu gen triinleri etkilesime girip direnglilik i¢in gereken yollar aktive olur (Wei
ve ark. 1999). Biyoblastik bombardiman metodu kullanilarak arpa ve bugdayda yapilan
gen aktarma ¢alismasinda, Mla6 geni aktarilan bitkilerde Avr-Mla6 iceren patojenin
biiyiimesinin % 50 azaldigi goriilmistiir. Patojenler bitkiyi enfekte ettigi anda efektor
ad1 verilen molekiiller salgilanir. Bunlar enzim, biiyiime diizenleyici hormonlar, toksik
maddeler, defans bastirict maddeler ve polisakaritler olabilir. Ornek olarak, kiilleme
patojeninin efektor olarak, eriyebilir karbonhidrat salgiladigi farkli tahillarda tespit
edilmistir (Agrios 2005). Efektorler saldiriy1 kolaylastirir, tetikler veya ikisini bir arada
gerceklestirebilirler.

Her bitki kendi patojenleri tarafindan saldirtya ugrar. Bitkinin kendisini farkli

patojenlere karsi hangi etkinlikte savundugu ise farklilik gosterir. Enfekte olma ve



hastalik gelisimi i¢in sartlar uygun oldugunda bile, bitkinin ve ona saldiran patojenin
Ozel genetik yapisina bagl olarak hastalik gelismeyebilir veya hafif/ciddi seviyede
hastalik gelisebilir. Bir bitkinin patojenlere kars1 korunakli olmasinda ¢ok miktarda gen
rol alir (Agrios 2005). Bu genlerin ¢ogu bitkiye genel bir direnglilik saglarken ana
gorevi bitkiyi belirli patojenlerden korumak olan genler de vardir. Bu 6zel genler
patojenlere karsi toksik olan maddelerin veya patojenlerin toksinlerini etkisizlestiren
maddelerin olusumunu saglar. Bu maddeler bitki saldir1 altinda olsun veya olmasin
bitkinin i¢inde varolabilirler. Bitkiler ayn1 zamanda patojenin konuk¢unun ig¢indeki
ilerlemesini durduran veya yavaslatan yapilarin olusumunu diizenleyen genlere de
sahiplerdir. Bu yapilar bir bitkinin 6mrii boyunca var olabilir veya ¢ok sayida patojenin
saldirisina karsi tepki olarak veya abiyotik bir ajan tarafindan yaralanmayi takiben de

olusturulabilirler.

2.2. SRP72 Proteini

Maya Sinyal Tanima Partikiilii; SRP72 korunmus bir protein olup sinyal peptidlere
baglanan SRP kompleksinin dnemli bir proteinidir. SRP kompleksi salgilanacak olan
proteinin Endoplazmik Retikulum’a (ER) tasinmasinda rol oynar (Walter ve Blobel
1980, Walter ve Blobel 1982). SRP, Sinyal Tanima Partikiilii Ribonuklotik
proteinlerden biri olup li¢ yasam aleminde bulunur. Farkli SRP proteinleri hiicrelerin

farkli organellerinde bulunur. SRP sinyal iletimi ve iletisimi kolaylastirir.

Insanda SRP72’nin apoptoz sirasinda parcalandigi bulunmustur (Utz ve ark. 1998). Bu
programlanmis hiicre Oliimii sirasinda  gerceklesen translasyon sonrast  bir
modifikasyondur. Cesitli kimyasallar, kaspaz engelleyiciler ve bcl-2 proteininin
(apoptotik hiicre Olimiinii engeller) fazla ekspres olmast SRP72’nin pargalanmasini
engellemektedir. SRP72’nin pargalanmast ve fosforlanmasi, salgilanacak olan
proteinlerin ER’a ulagmasi i¢in apoptoz sirasinda gereklidir (Utz ve ark. 1998). Baska
bir ¢aligmada SRP68 veya SRP72 genlerinin susturulmasi sonucunda ani hiicre 6liimii

gozlemlenmistir (Lustig ve ark. 2005).



Bu ¢alismada kiilleme hastaligi sirasinda fonksiyonunu tespit etmek amagli susturulan
SRP72 geninin ekpresyonu arpa bitkisinde kiilleme hastali§i uygulamasindan 12 saat
sonra yaklasik 3 kat artis gostermistir (Yildirim-Ersoy ve ark. 2011). Bu sebeple Mla6-
AvrMla6 etkilesimi sonrasinda aktive olan yolda Onemli bir gen oldugu

distiniilmektedir.

2.3. Arpada Kiilleme Hastalhig1

Arpa bitkisini hasta eden zorunlu biyotrofik mantar, Blumeria graminis f. sp. hordei,
eskiden Erysiphe graminis f. sp. hordei olarak biliniyordu (Jarosch ve ark.1999) (Sekil
2.1.). Patojen epiderm ve hiicre duvarmin yikmasi i¢in uzmanlagmis bir yapi olan
‘Appressoria’y1 kullanarak bitkiye girer. Lipaz (LIP1) gibi enzimler patojenin biiyiimesi
ve diger fonkisyonlar igin ilk olarak salgilanir (Feng ve ark. 2009). Bu patojen once
biyotrofik sonra nekrotrofik olarak hareket eder (Agrios 2005). Farkli arpa tiirii farkli
Bgh patojenlerine hassastir. R ve Avr etkilesimi 6zel bir iliskidir. Ornegin:
pallasO1(Mla6) Bgh95(53/01) (Avr-Mlal)’e karsi hassas oldugu halde Bgh103(64/01)
(Avr Mla6)’e kars1 dayaniklidir.

Calismada kullanilan direnglilik proteini Mla6; CC-NB-LRR tipinde bir direnglilik
proteini olup %91.2 oraninda Mlal proteinine benzemektedir. Mla6 proteini hastaliga
kars1 direnglilikte RAR1 geni ile birlikte ¢alismaktadir (Halterman ve ark. 2001) ve
AvrMla6 proteinini taniyarak hastaliga kars1 direnglilik tepkisini baglatmaktadar.



Sekil 2.1. Kiilleme hastaligi etmeni Blumeria graminis f. sp. hordei. (Anonim 2005)

Kiilleme sporlar1 konukgu ile temasa gecer gegcmez yasam dongiisii baslar. Kiilleme
hastaliginin sporu (konidyum) ilk dort saat iginde ¢im tiipii (Germ tube) gelistirir ve ti¢
giine kadar apresoryum ve haustoryum ismi verilen ¢ok 6nemli yapilari gelistirip,
yasam donglistinii devam ettirir. Tamamen fonksiyonel olan haustoryum enfeksiyondan
24 saat sonra olugmaktadir. Bu asamalarda, fungusun beslenmesi bitki epidermal
hiicrelerin iginde bir¢ok ikincil haustoria aktivitesi tarafindan desteklenmektedir (Both
ve ark. 2005). Haustoryum olusumundan sonra yapraklarda hif olusumu
gozlemlenmektedir (48 hpi) ve en son asama olarak konidya olusumu enfeksiyondan 5-

8 giin sonra tam olarak gozlemlenmektedir (Sekil 2.2).

0 hpi 2 hpi 8 hpi 12 hpi

® ..
T [ i
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Sekil 2.2. Kiilleme hastalifinin arpa yapraginda biiyiimesi (hpi: enfeksiyon sonrasi
gegen saat, dpi: enfeksiyon sonrasi gegen giin) (Anonim 2005).



2.4. Asir1 Duyarh Tepki (HR)

Asirt Duyarli Tepki, hizli bolgesel hiicre 6limii olarak karakterize edilir. Bu tepki,
patojenlerin tirettigi 6zel sinyal molekiillerinin bitki tarafindan taninmasi ile baglar.
Patojen, bitki ile fiziksel temasa gecer ge¢mez, bitki patojenin varligin1 gosteren
sinyalleri almaya baglar. Asir1 Duyarli Tepki, yapisal bir savunma mekanizmasindan
ziyade biyokimyasal bir savunma mekanizmasidir. Ciplak goézle veya mikroskopla
goriilebilen bazi hiicresel tepkilerle birlikte gergeklestir. Patojen istilasinin ardindan
konukgu hiicre ne kadar hizli 6liirse, bitki enfeksiyona karsi o kadar direnglidir. Ayrica,
Asir1 Duyarli Tepki sirasinda aktive olan bilesikler ve yollar, bolgesel ve sistemik
direncliligi saglamada rol oynarlar (Agrios 2005).

2.5. RNAi’nin Gelisimsel Tarihg¢esi

RNA interferans (bagka bir degisle RNA miidahale veya RNA girisimi) hedef genin
transkriptinin diziye 06zgii bir iliski ile ¢ift sarmalli RNA (dsRNA) tarafindan
yonlendirilen bir mekanizma ile par¢alanmasidir (Sekil 2.3). RNAi mekanizmasi
mayalardan memelilere kadar tiim Okaryotlarda bulunmaktadir ve hepsinde de benzer
hiicre bilegenlerinin yardimiyla olusur. RNAi mekanizmasinda baslangic molekiilii
cogunlukla, RNA bagimlit RNA polimerazin kalip olarak endojen veya ekzojen kaynakli
bir RNA’y1 kullanarak sentezledigi cift zincirli RNA’dir. RNAi mekanizmasinda

transkripsiyon engellenmez, transkriptler pargalanarak seviyeleri azalir.
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Sekil 2.3. RNAi mekanizmasi

RNA interferans tekniginin temeli aslinda tamamen sans eseri bulunmustur. 1990
yilinda Napoli ve arkadaglar1 petunya ciceklerini daha mor yapmak i¢in Kalkon sentaz
(chs) isminde bir geni transgenik yontemler ile bitkiye aktardiginda ii¢ cesit bitki
gozlemlemistir: Mor, beyaz ve mor ve beyaz bitkiler. Petunya bitkisine chs geninin
ekstra kopyasinin aktarilmasi, onun ekspresyonunda beklenilen artigin aksine azalmaya
neden olmus ve RNA interferans mekanizmasinin temelini olusturmustur. Aktarilan
transgenin sadece kendisini degil ayn1 zamanda endojenik chs geninin ekspresyonunu
da etkileyen bu olayda, hem endojenik hem de transgenik mRNA’nin kaybim
tanimlamak i¢in Es Baskilama terimini kullanmiglardir (Napoli ve ark. 1990, Jorgensen
1990).

Fire ve arkadaslar1 (1998) nematod olan Ceanorhabditis elegans’ta ¢ift samalli RNA
nin, gen ekspresyonunu spesifik ve selektif olarak inhibe ettigini ilk defa deneysel
olarak gostermislerdir. Deneylerinde bir kas proteini igeren RNA’y1 ikili sarmal olarak
C. elegans'a enjekte ettiklerinde bu kas proteinin bozuldugunu gézlemlemislerdir. Bu
durum transkripsiyon sonrast RNA parcalanmasini ifade eden Transkripsiyon Sonrasi

Gen Baskilama (Post Transkriptional Gene Silencing (PTGS)) olarak tanimlanmuistir.



Bitkilerde bu mekanizma dogal bir islem olup, canli organizmadaki biyolojik
fonksiyonu, viriis kalittm materyali ve transpozonlar gibi hareketli genetik elementlerin

istilasina kars1 genomu koruyan bir hiicresel savunmadir (Agrawal ve ark. 2003).

Molekiiler diizeyde isleyen RNAi mekanizma sistemik olarak bitkide diger hiicreden
hiicreye (Voinnet ve Baulcombe 1997, Voinnet ve ark. 1998, Lu ve ark. 2003) ve
dokularina da devam eder. Susturma sinyali hiicreden hiicreye plazmodezmata ya da
iletim sistemi yolu ile ulasir. Hedeflenilen genin ifade edilmesi engellenir ve sonugta
olusan fenotip ya da genotip degerlendirilerek bu genin fonksiyonu geri genetik

vasitastyla tantmlanmis olur.

Bitkilerde Trankripsiyon Sonras1 Gen Susturmasi igin pek ¢ok yontem uygulanmaktadir
ve bunlardan en basarilis1 Viriis ile Uyarilan Gen Susturma (Virus Induced Gene

Silencing (VIGS)) yontemidir (Baulcombe 1999; Dinesh-Kumar ve ark. 2003). Bu

sebeple pek ¢ok arastirmaci tarafindan tercih edilen bir yontem olmustur.

2.6. Dicer

Dicer protein Bernstein ve ark. (2001) tarafindan kesif edilmistir. RNAaz Il ailesi
riboniikleazlar dSRNA’lar1 spesifik olarak tanir ve pargalar. Bu enzimin N-terminali bir
helikaz domaini, C-terminal domaini ise dsRNA baglanma domaini tasir (Sekil 2.4.).
PAZ domaini RNA’ya baglanir. Dicer enzimine sahip oldugu helikaz domaini ise, bu
kesim asamasindan ziyade siRNA zincirinin ac¢ilmast ve tek zincirinin RISC
kompleksine aktarilmasi sirasinda rol almaktadir. PAZ domaini bir niikleik asit baglama
domaini olup dsRNA’nin enzime baglanmasinda rol almaktadir (Zhang 2004,
Hutvagner ve Simard 2008). Dicer enziminin kesim aktivitesinin arka arkaya sirali olan
iki katalitik RNase III domaini tarafindan saglandigi disiiniilmektedir. Bu sekilde RNaz
IIT riboniiklez ailesine ait enzimler RNA interferansin ilk adimini baslatir. Hiicrelerde
RNAi1 mekanizmasini uzun dsRNA’lar baslatirken cogu deneysel ¢calismalarda etki edici

molekiiller olarak siRNA’lar kullanilmaktadir (Filipowicz 2005).
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Sekil 2.4. Dicer’in yapis1 (Murchison ve ark. 2005)

2.7. Kiiciik engelleyici RNA (siRNA)

Kiicilik engelleyici RNA’lar RNA ile Uyarilmis Susturma Kompleksi’ni (RISC, RNA-
induced silencing protein complex) aktive eder ve ¢ift sarmalli RNAlar acilarak tek
sarmal yapi1 halini alir. siRNA’lar uygun mRNA degradasyonu igin rehber RNA olarak
gorev alirlar (Agrawal ve ark. 2003). Dicer enziminin niiklez aktivitesi ile dsSRNA’lar,
5'- fosfat ve 3'- hidroksil uglara sahip ve 3'- hidroksil uglarinda 2- 3 niikleotidlik ¢ikinti
bulunan 21-23 niikleotid uzunlugunda siRNA’lara pargalanirlar (Zamore ve ark. 2000,
Elbashir ve ark. 2001). siRNA'nin bu yapisal 6zelligi RISC kompleksine baglanmasi ve

RNAI mekanizmasinin sonraki asamalari i¢in dnemlidir.

2.8. RNA ile Uyarilmis Susturma Kompleksi (RISC)

RISC, niiklez aktiviteli RNA-multiprotein kompleksi olup asimetrik olarak siRNA’lara
baglanarak uygun siRNA zincirinin rehberliginde komplementer hedef mRNA’y1
parcalamaktadir (Agrawal ve ark. 2003) (Sekil 2.5). Yapisinda endoniiklez, ekzoniiklez
ve helikaz enzimlerini i¢ermektedir. Bu kompleksin protein bilesenlerinden birisi
Argonot ailesinin iiyesi olarak tanimlanmistir (Agrawal ve ark. 2003). Argonaute
proteinleri iki korunmus domain yapisi1 icermektedir. PAZ domaini ayn1 zamanda Dicer
enziminde de bulunurken PIWI domaini bu proteinleri 6zgiirdiir. Biinyesel bitki RNA
susturma sistemi ayn1 zamanda RNA’ya bagli RNA polimeraz (RdRP) icermektedir. Bu
polimeraz RNA kalibin1 kullanarak cRNA’lar (complementery RNA) tiretmektedir. Son
zamanlarda RNA susturma sistemi genis bir sekilde bitkilerde ve hayvanlarda

tanimlanmustir (Fire ve ark. 1998, Denli ve Hannon 2003).
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Sekil 2.5. RNA ile Uyarilmis Susturma Kompleksi
2.9. Arpa Cizgili Mozaik Viriisii (BSMV) Kullanilarak Gen Susturulmasi

Bitkiler RNA viriisleri ile enfekte olduklar1 zaman RNA tarafindan kontrol edilen bir
savunma mekanizmasi ¢aligmaya baslar. Bitkinin i¢ine giren viral RNA ve bu RNA’lara
eklenmis olan transgenler parcalanir ve bitki virlise direng gosterir (Voinnet 2001).
Trankripsiyon sonrasi gen susturmasi sistemi hem vektdriin icinde bulunan endojen gen
sekansin1 hem de bitkideki ayn1 sekansi parcalayarak geni islevsiz hale getirmektedir.

Boylece VIGS yontemi ile sekansa 6zel susturma yapilabilmektedir.

‘Hordeivirus’ ailesine ait olan BSMV ilk olarak arpada (Holzberg ve ark. 2002) sonra
bugdayda (Scofield ve ark. 2005) Viriis ile Uyarilmig Gen Susturmasi (VIGS) igin
kullanilmaktadir. BSMV iice ayrilmis tek-iplikli (single-stranded) pozitif sens RNA
virtisiidiir. Bitki inokiilasyonu i¢in T7 promotorunun kontrolii altinda olan vektorden
RNA transkiptleri hazirlanir (yontem kisiminda agiklanmistir). BSMV, arpa ve bugday
icin yaygin olarak kullanilir (Holzberg ve ark. 2002, Lacomme ve ark. 2003, Hein ve
ark. 2005, Scofield ve ark. 2005). Cok yakin zamanda BSMV farkli amaglar i¢in de
kullanilmaya baglanmistir. Ornek olarak, BMSV-VIGS sistemi kullanarak patojen geni
dogrudan bitkiye yollanip patojenin geninin ifadesini engellenerek genin fonksiyonu

anlasilmaya caligilmistir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Bitki Materyali

Calismada kullanilan kiilleme suslar1 (Blumeria graminis f. sp. hordei, Bgh95(53/01) ve
Bgh103(64/01)) petri kabinda, bitki materyali (Pallas01) ise tohum olarak, ODTU
Kimya Boliimii 6gretim iiyelerinden Prof. Dr. Mahinur Akkaya’dan temin edilmistir.

Calismalar sadece laboratuvar kosullarinda yapilmustir.

Calismada kullanilan bitki materyali PallasO1 (Mla6 direnclilik genini icermektedir)
Bgh95(53/01) igin hassas Bghl103(64/01) ig¢in direngli tiir olarak bu ¢alismada
kullanilmigtir. PallasO1 {izerine virulant ve avirulant kiilleme sporlar1 kullanilarak gen
susturma sonrasinda arpa bitkisindeki kiilleme hastaligina kars1 direnglilikte degisimler

gozlemlenmistir.

3.2. Arpa Bitkilerinin Biiyiitiilmesi

Calismada SRP72 geninin klonlanmasi i¢in kullanilan bitki materyali PallasO1 arpa
tirtidiir. Tohumlar musluk suyu ile 1slatilmis filtre kagidi arasinda nemli ortamda 3 giin
karanlikta bekletildikten sonra, ¢cimlenme gdzlemlenen tohumlar topraga aktarilmistir.
Topraga aktarildiktan sonra bitki biiylitme kabininde bitkiler 14 giin boyunca; 18 °C’de
16 saat giindiiz ve 8 saat gece fotoperiyodu uygulanmistir. Bir hafta sonra her bitkide
yaklagik esit bilylime saglamak i¢in maleik hidrazit (20ml/kap) verildi. 14'ncii giinde in
vitro transkripsiyon ile hazirlanan BSMV RNAlart bitkiye uygulanmistir. Hastalik
uygulamalar1 ise susturmanin 14 'ncii giiniinde yapilmistir. Daha sonra 20°C’de 16 saat
1s1kta, ardindan 18°C’de 8 saat karanlikta bekletilmistir. Bunun icin ¢ok yonlii ¢evresel

bitki biiyiitme dolabi (Biogen) kullanilmistir.

3.3. Kompetan Hiicre Hazirlanmasi

Kompetan hiicre CaCl, metoduyla hazirlanmustir. Stok E.coli DH5a hiicresi, -80 °C’den
almip ve 2 ml LB (500 mL LB hazirlamsi igin: S5gm trypton, 2.5 g yeast bacto, 5mg
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Nacl ve 480 mL ddH,0O olarak hazirlanan LB) icine inokiile edildikten sonra 37°C’de
gece boyunca (12-16 saat 250 rmp) c¢alkalanarak inkiibe edilmistir (Bertani G. 1951)
Ertesi giin gece boyunca inkube olan hiicrelerden 1mL alip, 100mL LB ig¢inde
calkalayarak, OD600nm 0.45 oluncaya kadar (»2 saat) inkiibe edilerek tiretilmistir.

Bakteri kiiltiirii buz tizerine konarak sogutulmus ve yine buz lizerinde bulunan iki kiiltiir
tiiptine 500'er uL paylastirilmistir.10 dakika buza tutulan tiipler sogutmali santrifiije (4
°C) alinarak 5000 rpm'de 5 dakika santrifiij edilmistir. Siipernatant dokiilerek ve ¢okelti
10 mL soguk CaCl, (100 mM) ile nazik bir sekilde pipetlenerek ¢6ziilmiistiir. 10 dakika
buza tutulduktan sonra 5000 rpm'de 5 dakika (4°C’de) santrifiij edilmistir. Siipernatant
dokiilerek ve ¢okelti 2 mL soguk CaCl, (0.1 M) ilave edilerek nazik bir sekilde
pipetlenerek ¢o6ziilmiistiir. Buz iizerinde en az 5 dakika inkiibe edildikten sonra
tiplerdeki sivilar birlestirilirek ve nazik¢e pipetlenmistir. Bakteri transformasyona
hazirlanmistir. Kag¢ farkli plazmitle transformasyon yapilacaksa 0 kadar mikro santrifiij
tiptine (1 adet de kontrol amagli) ylizer uL paylastirilmis geriye kalan miktar ise %
50’lik gliserol stoku olusturularak -80°C’de saklanmustir. Kompetent hiicre soguk ve

steril olan 0.1 M CacCl; ile muamele edilmistir.

3.4. Transformasyon

Yukaridaki islemler sonunda bakteri, ortamdaki DNA molekiillerini hiicre igine
alabilecek duruma getirilmistir. Is1 soku yontemiyle (42 °C’de 90 saniye tutularak)
plazmitler (pa, pBAP ve py: 00) ve ilgili gene sahip plazmitler (Py: pds ve Py: SRP72)
E.coli (DH5a)’ya aktarilmistir. Hedef gene sahip olan E.coli (DH5a,), igerisinde agar-
ampisilin besiyeri bulunan petri kabina inokiile edilip, 12-16 saat, 250 rmp ve 37 °C’de
biiylitiilmiistiir. Biiyliyen kolonilerden tek koloni se¢ilip 5 mL LB-ampisilin besiyeri
igerisinde bir gece boyunca (12-16 saat) 37°C’de inkiibe edilmistir. Plazmit igeren
hiicreler % 50’lik gliserol ile karistirilip -80 °C'de saklanmustir.
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3.5. Plazmit izolasyonu ve Plazmit DNA’simin Lineer Hale Getirilmesi

BSMV vektorleri pa. ppAPa, py. bPDS4As (anti-sense yoniinde) Prof. Dr. Mahinur
Akkaya’dan temin edilmistir. Bir genin susturulmasi i¢in oncelikle susturma vektoriine
o genin bir pargasinin klonlanmasi gerekmektedir (Tai ve ark. 2005). SRP72 genine
homoloji gosteren 298 b¢ uzunlugundaki DNA arpadan daha Onceki caligmalar
sirasinda Figen ERSOY tarafindan klonlanmis ve Py: SRP72 hazirlanmistir. Vektorler
kompetan E.coli DH5o hiicrelerine aktarilmistir Plazmit izolasyonu ‘Plasmid
purification Kit (Mini kit, Qiagen)’ ile protokoliine uygun olarak yapilmistir. Plazmit
izolasyonudan sonra  NANO-DROP ND-1000 spektrofotometere  kullanarak
konsantrasyonu belirlenmistir. po, ppAPa, py ve py: bpds4As plazmitleri restriksiyon
enzimleri ile kesilerek lineer hale getirilmistir. po plazmit DNA’s1 Mlul enzimi (New
England Biolabs) ile kesilmistir. 4ug pa plazmit DNA’s1, 1X RE tampon ¢ozeltisi (New
England Biolabs), 10 U Mlul enzimi (New England Biolabs) ve PZR suyu son hacim
50ul olacak sekilde PZR tiipiinde birlestirilerek karisim 37°C’de 2 saat inkiibe
edilmistir. ppAPa plazmit DNA’s1 Bcul enzimi (New England Biolabs) kullanilarak
kesilmistir. 4ug temizlenmis ppAPa plazmit DNA’s1, 1X sart enzim tampon ¢ozeltisi
(New England Biolabs), 10 U Bcul (NEB Biolabs) ve PZR suyu son hacim 50ul olacak
sekilde PZR tiipiinde birlestirilerek karigim 37°C’ de 2 saat inkiibe edilmistir. py plazmit
DNA’s1 BssHII enzimi (New England Biolabs) kullanilarak kesilmistir. 4 pg py.SRP72
plazmit DNA’s1, 1X NEB3 tampon ¢ozeltisi (New England Biolabs), 10 U BssHII
enzimi (New England Biolabs) ve PZR suyu son hacim 50ul olacak sekilde PZR
tiptinde birlestirilerek karigim 50°C’de 3 saat inkiibe edilmistir. Kesilen plazmit DNA

ornekleri 1 % agaroz jelde gozlemlenmistir (Sekil 4.1).

3.6. Agaroz Jel Elektroforezi

Ornekler 30uL etidyum bromiir igeren %1°lik agroz jelde elektroforez islemi ile analiz
edilerek fotograflanmistir. Agaroz 1x TAE icinde eritilmis ve DNA ‘nin ultraviyole 151k
altinda goriinmesini saglayan etidyum bromiir ilave edilerek elektroforez kasetine
dokiilmiistiir. Jel donduktan sonra IXTAE iceren elektroforez tankina yerlestirilmistir.

PZR iiriinleri yilikleme tamponu karistirarak DNA’nin deliklere ¢okmesi saglanmistir.
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DNA’lar 70v/50 mA elektrik akiminda 2 saaat yiiriitiilmiistiir. DNA bantlar1 312 nm
UV 151k altinda fotograflanmistir.

3.7. Primer Sentezi

Oncelikli olarak homoloji analizleri yapilmis ve ¢alismamizda susturulmasi planlanan
genin ¢ogaltilmasi igin primer hazirlanmistir. Homoloji analizinde literatiirde bulunan
gen sekanslar1 kullanilarak NCBI yardimi ile sekanslar hizalanmis (tasarlanmis) ve
korunmus olan bolgelerin sekans bilgisinden yararlanilarak SRP72 genini ¢ogaltabilmek
icin primer ¢iftleri hazirlanmistir. Bu bdlgenin disinda kalan bolgeler i¢inde susturma

isleminin takibi ve qRT-PZR reaksiyonlari i¢in de primerler ayni sekilde hazirlanmstir.

3.8. Viriis RNA’simin in vitro Transkripsiyon ile Hazirlamas1 ve Arpa

Yapraklarina Uygulanmasi

a, BAPa ve y lineer genomlar1 (RNA’lar) mMessage mMachine T7 in vitro transcription
kit (cat no: 1340, Ambion, Austin, Tx) kullanilarak sentezlenmistir. 500 pL steril PZR
tiptine her bir plazmit (poa-Mlul, ppAPa-Bcul, py-BssHII, py.bpds4As-BssHII ve
pr.SRP72) ayrt ayrt 0.05pg/ul olarak hazirlanmistir. Tiplere 1X Tampon Cozelti
(Ambion), 1X NTP Cap’li nucleotit karisimi (Ambion), 10x ANTP 5uL, 10x buffer 1uL
ve 1ul T7 RNA polimeraz karisimi hazirlanip, karisim 37 °C de 2 saat bekletilmistir.

VIGS uygulamasi bitkiler ilk yapraklarini ¢ikarttiktan sonra (yaklasik filizlenmeden 14.
giin sonra) yapilmistir. BSMV transkriptleri 1:1:1 oraninda yapraklara uygulanmistir
(Sekil 3.1.). Transkripsiyon karigimma (1 pL pa-Mlul, 1 pL ppApa-Beul, 1 uL py-
BssHII veya 1 puL py.bpds4As-BssHII veya 1 uL py.SRP72) 27.5 uL FES eklenmistir.
Bu karisim bitkilerin yapraklarina siiriilerek viriis uygulanmistir (Sekil 3.1). BSMV ile
enfekte edilen bitkiler 16 saat 151k, 8 saat karanlikta ve % 60 nem oraninda on dort giin
boyunca bitki biiylitme dolabi i¢inde tutulmustur. Virlis uygulamasindan sonra sistemik
yayllma 7-10 giin iginde gbzlemlenmistir. Susturma kontrolii olarak PDS genin
susturulmast kullanilmigtir. PDS geni susturuldugunda klorofil sentezi durdugu igin

yapraklar beyaz renkli olmaktadir.
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Sekil 3.1. BSMV-VIGS kullanilarak tek ¢enekli bitkilerde gen susturma (Unver ve
Budak 2009)

3.9. RNA Elektroforezi

RNA jeli igin 10X sodyum fosfat tampon ¢6zeltisinden (Fermentas) 100 ml alinarak 1 L
1X tampon hazirlanmigtir. 0,6 g agaroz 60 ml 1X tampon ¢ozeltisi ile karstirilarak
pisirme ocag i¢inde 1sitilmis ve arasira karsitirilmistir. Yaklasik 50°C oluncaya kadar
sogutulmus ve 30 pL etidyum bromiir agroz karisima koyup karistirilmistir. Karigim
elektroforez kasetine yiiklenip jel polimerizasyon i¢in 30 dakika bekletilmistir. Kalan
1X tampon ¢ozeltisi yiiriitme iglemi igin kullanilmistir. Jel polimerize olduktan sonra 4
uL PZR H,0, 1uL boya (RNA boyasi) ve 1uL RNA transkripti (pa, PB, py: 00, Py:
SRP72 ve Py: PDS) karistirilarak jele yiikklenmistir. Elektroforez islemi iki saat 60V’da
gerceklestirilmistir. Analiz igin jel fotografi ¢ekilmistir.

3.10. Arpa bitkilerine Blumeria graminis f. sp. hordei, (Bgh95(53/01) ve
Bgh103(64/01) Uygulanmasi ve Trypan Mavisi ile Boyama Y éntemi

Sustululmus olan arpa bitkilerden 14'ncii giinde yaprak 6rnekleri Bgh enfeksiyonu ve

MRNA izalosyon i¢in toplanmistir. Her bitkiden iki par¢a yaprak alinmis ve %1
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Benzimidazol igeren %15°lik agar besiyerlerine yerlestirip Bgh95(53/01) (avrMla6
igeren) patojenle enfekte edilmistir (Sekil 3.2.). Yapraklar 16 saat 151k, 8 saat karanlikta
ve % 60 nem oraninda bitki biiyiime dolab1 iginde tutulmustur. Enfeksiyondan sonra
3'ncii ve 5'nci giinlerde farkli yapraklar farkli zamanda alinmistir. Bgh95(53/01)
sporlarinin biiyiimesinin incelenmesi amaciyla yapraklar bir gece boyunca % 90 etil
alkol icinde bekletilerek yapraklardan klorofil ¢ikarilmistir. Ertesi giin 15 dakika
tryphan mavisi soliisyonu (20 mL etanol, 10 mL fenol, 10 mL su, 10 mL laktik asit
(83%), vel0 mg trypan mavisi) i¢inde bekletilmistir. Yapraklardaki fazla boya Yikama
soliisyonu (Kloral hidrat (2.5 g/mL su) ile gece boyunca oda sicakliginda bekletilerek
cikatilmistir (Koch ve Slusarenko 1990). Bgh95(53/01) sporlarinin biiylimesi 151k

mikroskobu (Leica DFC 280) ile incelenmistir.

Sekil 3.2. PallasO1 yapraklarina Bgh95(53/01) ve Bghl103(64/01) sporlarinin
uygulanmasi: Susturma yapilmis bitkilerden ve kontrol bitkilerinden yaprak ornekleri
toplanarak Bgh95(53/01) virulant ve Bghl103(64/01) avirulant kiilleme sporlari
uygulanmustir.

3.11. Bitkilerden RNA izolasyonu

RNA izolasyonu iireticinin hazirladigi prosediire gore TRIzol (Invitrogen) kullanarak

yapilmustir.
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Homojenizasyon:100 mg bitki ornekleri sivi azot kullanilarak 1 ml TRIzol reaktifi
icerisinde 2 mL lik steril tliplerde parc¢alanarak homojenize edilmistir. Faz ayirima:
Homojenize edilen ornekler 5 dakika oda sicakliginda bekletilerek niikleoprotein
komplekslerinin tamamen ayrismasi saglanmistir. 1 ml reaktifi i¢in 0.2 ml kloroform
eklenmistir. Tiplerin kapaklar1 iyice kapatiip 15 sn boyunca elle kuvvetlice
calkalayarak karistirilmis ve 2-3 dakika oda 1sisinda bekletilmistir. 20 dakika 4 °C’ de
15000 rpm de santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasi karisim dipte kirmizi, fenol
kloroform fazina, bir ara faza ve renksiz siv1 bir iist faza ayrismistir. RNA bu iist fazda
bulunur ve bu iist fazin hacmi kullanilan TRIzol hacminin %60 ‘1 kadardir. RNA
cokeltilmesi: Ustteki sivi faz yeni bir tiipe aktarilir ve izopropil alkolle karistirilarak
RNA’nin ¢okmesi saglanmistir. Homojenizasyon esnasinda kullanilan TRIzol
reaktifinin yaris1 kadar izopropil alkol eklenrek ornekler oda 1sisinda 10 dakika
bekletilip daha sonra 15000 rpm de 4 °C de 10 dakika santrifiij edilmistir. RNA
yikamasi: Ust faz uzaklastinlmistir. RNA ¢okeltisi %75°lik etanol ile bir kez
yikanmigtir. Kullanilan her 1 mL TRIzol reaktifi i¢in 1 mL etanol kullanilmistir.
Ornekler vorteks ile karistirilarak 5 dakika 10000 rpm de 4 °C de santrifiij edilmistir.
RNA ¢oziilmesi: Islemler sonunda RNA 5-10 dakika. kurumaya birakilmis ve RNA 30
uL steril su ile ¢oziilerek ve 10 dakika 55-60 °C de bekletilip kullanilincaya kadar -80

°C’de saklanmustir.
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3.12. RNA’nin Kalitesi ve Miktarimin Belirlenmesi

Izole edilen RNA &rneklerinin konsantrasiyonlart NanoDrop ND-1000 spekrofotometre
ile 1pL 6rnek kullanilarak 6l¢iilmiistiir. RNA’nin diizglinliigii 1 % formaldehit-agaroz
jel’de elektroforez ile kontrol edilmistir. RNA’nin kalitesi: 230/260 ve 260/280 orant
~1.6-2.00 olan RNA &rnekleri qRT-PZR igin kullanilmistir. RNA 6rnekleri -80 °C’de

saklanmustir.

3.13. cDNA Olusumu

RNA izolasyonlar1 tamamlandiktan sonra cDNA sentezi islemine gecilmistir. Bu
islemin saglikli yapilabilmesi icin de, olasi DNA ve protein kalintilart RNA
orneklerinden uzaklastirilmistir. Bunun icin RNA oOrneklerinden 400 ng (Her 1 pL
icinde 50 ng RNA olacak sekilde hazirlanmis) alinarak 10 unite RNAse ‘free’ DNase |
ile 20 uL ilk reaksiyon hacminde toplanmis ve 37 °C’de 45 dakika tutularak 65 °C 10
dakika ek inkiibasyon ile toplam RNA 6rnekleri DNA’dan arindirilmstir.

DNA’dan arindirilmis olan RNA orneklerinden cDNA sentezlemek icin asagidaki
prosediir takip edilmistir: 200 pL’lik steril PCR tiipiinde; 9 pL mRNA, 1pL 10mM
dNTP mix ve 1 pL 10 pmol/uL oligodT konulduktan sonra 5 dakika 65 °C’de inkiibe
edilip, buzun {istiinde beklemeye alinmistir. Karisimin tiistiine 4 pLL 5X birinci sarmal
tampon ¢ozeltisi (Invitrogen), 2 pL 0.1M DDT (Invitrogen), 1 pnL RNAse out 40 U/uL
(Invitrogen) ve 1uL Superscript III 200 U/uL (Invitrogen) konulduktan sonra reaksiyon
10 dakika 25 °C’de, 1 saat 42 °C’de gergeklestirilip, 70 °C’de 15 dakika inkiibe edilerek
enzim inaktivasyonu yapilmistir. Burada iirlin olarak elde edilmis olan tek zincir cDNA
daha sonra kalip DNA olmak tizere primerler kullanilarak qRT-PZR reaksiyonlarinda

kullanilmistir.
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3.14. qRT-PZR ile Susturma Yapilan Orneklerde SRP72 Transkript Miktarinin

Belirlenmesi

Tek ilk iplik cDNA 1/20 oranda sulandirilarak 50 ng/ pL olacak sekilde ayarlanmustir.
Hedef genin susturulmasindan sonra transkript miktarinin belirlenmesi i¢in es zamanl
PZR (qRT-PZR) kullanilmigtir. SRP72 geninin transkript seviyesini belirlemek igin 5’-
CATCGCTGCTCTAGTTG-3’ileri primer ve 5-GCCAGCTCGAAGCTCAT-3" geri
primer olarak tasarlanmistir. QRT-PZR reaksiyonlari tiger kez tekrarli olarak yapilmustir.
RNA miktarmim Normalizasyonu icin Ubikiitin ve Uzama (Elongation) Faktorii 1o
primerleri kullamlmistir (Ubikiitin ileri: Primeri 5>~ GCCGCACCCTCGCCGACTAC-
3°, Ubikiitin Geri Primeri 5°>-CGGCGTTGGGGCACTCCTTC-3’; Uzama (Elongation)
Faktorii 1o ileri primeri 5’-ATGATTCCCACCAAGCCCAT-3’ Uzama (Elongation)
Faktorii 1o geri primeri 5°-ACACCAACAGCCACAGTTTGC-3”).

4.6 uL ddH,0, 5 uL. ¢cDNA (50 ng/ uL), 0.1mMolar ileri ve geri primer kullanilmistur.
10 uL SYBR yesil karisimi (SybrGreen JumpStart™ Taq Ready mix (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA) her reaksiyona eklenmistir. PZR dongii kosullart 95 °C’de 4
dakika, 30 dongii; 94 °C’de 30 saniye at, 50 °C’de 30 saniyeve 72 °C’de 30 saniyedir.
Erime egrisi primerlerin dimer olusturup olusturmadigin1 gérmek i¢in analiz edilmistir.
Normalizasyon sonrasi genlerin ekspresyonundaki farkliliklar Delta esik dongiisii (ACT

-treshold cycle) degerlerine gore hesaplanmustir.
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4. BULGULAR
4.1. Plazmitlerin Lineer Hale Getirilmesi

In vitro transkripsiyon i¢in hazirlanan plazmitler restriksiyon enzimleri ile kesilerek

kesim %1’lik agaroz jel elektroforezi ile kontrol edilmistir.

m = A = [T S e e

Sekil 4.1. Plazmitlerin Lineer Hale getirilmesi

1-4 nolu kuyucuklar: a plazmit DNA’sin1, 5-8 nolu kuyucuklar: BAB plazmit DNA’sin,
8 ve 9 nolu kuyucuklar: y:SRP72 plazmit DNA’sin1 ve 10 nolu kuyucuk: py.pdsAS4
plazmit DNA’sin1 gostermektedir.

4.2. Transkriptlerin Kontrolii (RNA Elektroforezi)
Bitkilere uygulamak {izere in vitro olarak hazirlanan BSMV RNA’lar1 (a, B ve )

karistirtlip bitkiye uygulanmadan once transkripsiyon reaksiyonunun galismasi agaroz

jelde goriintiilenerek tespit edilmistir.
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Sekil.4.2. %1 Agaroz jel Elektoforezde transkriptlerin kontrolii:

0 nolu kuyucuk: 1kb Markor, Gene ruler (Fermentas), 1 nolu kuyucuk: pa transcripti, 2
nolu kuyucuk: ppAp transcripti, 3 nolu kuyucuk: py transcripti, 4 nolu kuyucuk py:
pdsAs4 transcripti, 5 nolu kuyucuk: Py: SRP72 transcripti, 6 ve 8 nolu kuyucuklar: Py:
pdsAS4 transcriptidir.

4.3. cDNA Sentezinin Kontrolii

Bitki o6rneklerinden izole edilen toplam RNA c¢cDNA’ya doniistiiriildiikten sonra, tek

iplikli cDNA agaroz jelde yiiriitiilerek reaksiyonun ¢alismasi tespit edilmistir.

Sekil 4.3. cDNA sentezinin kontrolii

0 nolu kuyucuk: 1kb Markor, Gene Ruler (Fermentas), NK: Negatif Kontrol, 1-8 nolu
kuyucuklar: SRP72 susturulmus bitkilerden hazirlanan farkli cDNA 6rnekleri, (4. ve 8.
orneklerde reaksiyon c¢alismadigi i¢in bu Ornekler qRT-PZR c¢aligmalarinda
kullanilmamustir)
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4.4. qRT-PZR Sonuglar1 ve Susturma Diizeyi

gRT-PZR sonucunda elde edilen esik degerleri arasindaki farklar SRP72 geninin
susturuldugu bitkilerde ve kontrol bitkilerinde analiz edilerek, genin susturulmasinda ne
kadar basarili olundugu saptanmistir. Hesaplamalarda kullanilan formiil asagida yer

almaktadir (Pfaffl 2004).

2 2 hedef gen (kontrol genin ortalamasi — Denesel genin ortalamast)

mRNA diizeyi =
2 ACt

refarans gen (kontrol genin ortalamas1 — Deneysel genin ortalamasi)

Calismada 3 farkli biyolojik replika (SRP72 geninin susturuldugu 3 farkli bitki drnegi)
ve herbir biyolojik replika icin 3 teknik replika (QRT-PZR reaksiyonu 3 kez

tekrarlanarak) kullanilarak ortalama susturma degeri %57 olarak hesaplanmustir.

4.5. BSMV: 00 Uygulanmis Arpa Yapraklarinda Hif Biiyiimesi

Negatif kontrol bitkileri sadece BSMV:00 ile enfekte edilmistir. Calismada 12 adet
BSMV:00 ile enfekte edilmis PallasO1 bitkisi kontrol olarak kullanilmistir. Negatif

kontrol bitkilerinde beklenen sekilde Bgh95(53/01) sporlar1 az biiytimiistiir.

Sekil 4.4. Negatif kontrol bitkileri iizerinde kiilleme hastaliginin biiylimesi

(a) BSMV:00 ile enfekte edilmis PallasO1 bitkisine Bgh95(53/01) uygulanmasindan 3
giin sonrasi sporlarin gelisimi (10X), (b) BSMV:00 ile enfekte edilmis PallasOl1
bitkisine Bgh95(53/01) uygulanmasindan 5 giin sonras1 sporlarin geligimi (10X)
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4.6. BSMV Uygulanmams Yapraklarinda Hif Biiyiimesi

Viriis igcermeyen enfeksiyon (sahte enfeksiyon, mock) i¢in PallasO1 bitkilerine sadece

FES soliisyonu uygulanmistir. Bu deney i¢in 6 adet PallasOl bitkisi kullanilmustir.

Yapraklarda beklenen sekilde Bgh95(53/01) sporlar1 az biiytimiistiir.

Sekil 4.5. BSMV uygulanmamis yapilan PallasO1 bitkileri lizerinde kiilleme hastaliginin
bliylimesi

(a) Enfeksiyon yapilmamis (BSMV uygulanmamuis) bitkilerde Bgh95(53/01)
uygulanmasindan 3 giin sonrasi sporlarin gelisimi (10X), (b) Enfeksiyon yapilmamis
bitkilerde Bgh95(53/01) uygulanmasindan 5 giin sonrasi sporlarin gelisimi (10X)

4.7. SRP72 Geni Susturulmus Arpa Yapraklarinda Hif Biiyiimesi

Calismada 12 adet PallasOl bitkisinde SRP72 geni susturulmustur. SRP72 geninin
susturuldugu (BSMV:SRP72) bitkilerde Bgh95(53/01) sporlar1 kontrol bitkilerine gore
daha fazla biliylimiistiir. Bu biliylime farklilig1 iki farkli parametre (hif uzunlugu ve

cimlenme verimi) kullanilarak degerlendirilmistir.
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Sekil 4.6. SRP72 geni susturulmus arpa bitkileri iizerinde kiilleme hastaligimnin
bliylimesi

(a) BSMV:SRP72 ile enfekte edilmis PallasO1 bitkisine Bgh95(53/01) uygulanmasindan
3 giin sonrasi sporlarin gelisimi (10X), (b) BSMV:SRP72 ile enfekte edilmis PallasO1
bitkisine Bgh95(53/01) uygulanmasindan 5 giin sonrasi sporlarin gelisimi (10X)

4.8. Hif Uzunlugu

Susturma yapilan (BSMV:SRP72), Negatif Kontrol (BSMV:00) ve Enfeksiyon
yaptlmamig (BSMV uygulanmamis) PallasO1 bitkilerinde biiyliyen biitiin sporlarin
uzunlugu mikroskop ile incelenerek, hif uzunlugu Ol¢lilmistiir. Susturma yapilan
bitkilerde sporlar kontrol bitkilerine gore yaklasik olarak iki kat daha fazla biiylime

gostermistir.
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Sekil 4.7. BSMV:00, BSMV:SRP72 ve BSMV uygulanmamis yapilan Pallas 01
bitkilerinde spor biiyiimesinin hif uzunlugu agisindan karsilastirilmasi
(@) Hif uzulugu (3dpi), (b) Hif uzulugu (5dpi)

4.9. Sporlarin Biiyiime Verimi

Susturma yapilan (BSMV:SRP72), Negatif Kontrol (BSMV:00) ve Enfeksiyon
yaptlmamig (BSMV uygulanmamig) PallasO1 bitkilerinde her bir yapraga diisen spor
sayisi ile bunlardan ¢imlenen sporlar sayilarak biiylime verimi hesaplanmistir. Herbir

ornek i¢in yapraklarda c¢imlenen spor sayisi toplam yapraklara diisen spor sayisina

boliinlip100 ile ¢arpirilmistir. SRP72 geni susturulmus arpa bitkilerinde toplam sporun

%383.2’si1 ¢imlenirken, kontrol bitkilerinde %20.6’s1 ¢imlenmistir.
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Sekil 4.8. Sporlarin Biiyiime Verimi
(a) Ortalama yaprak basina diisen spor sayisi Ve (b) Toplam yapraklara diisen
sporlardan ¢imlenmis spor sayisi
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5. TARTISMA ve SONUC

Bitkilerde bulunan R (direnglilik) proteinleri hastalik yaratan organizmada bulunan Avr
(avirulans) proteinini tanir ve patojenin saldirisini durdurmak i¢in bir dizi reaksiyon
baslatir. Bu etkilesimden sonra aktive olan yollar heniiz net olarak bilinmemektedir.
Arpada Mla6 geni Blumeria graminis f. sp. hordei (Bgh) tarafindan olusturulan kiilleme
hastaligina kars1 direnglilikten sorumlu genlerden birisidir. Bu ¢alismada amag¢ Mla6-
AvrMla6 etkilesiminden, bitki hiicresinin Oliimiine kadar olan sinyal iletim
mekanizmasinda SRP72 proteininin roliinii arastirmaktir. Bu amaca yonelik SRP72
(Sinyal Tanima Partikiili 72) geninin arpa homologu, BSMV (Arpa Cizgili Mozaik
Viriisli) kullanilarak Viriisle Uyarilan Gen Susturma (VIGS) yontemi ile susturularak

kiilleme hastaligindaki rolii tespit edilmistir.

Susturma c¢aligmasinin basarili olup olmadigini anlamak icin 3 farkli biyolojik tekrar
yapilarak qRT-PZR teknigi ile SRP72 geninin mRNA diizeyi tespit edilmistir. Bu
orneklerde ortalama olarak susturma yapildiktan sonra SRP72 transkript seviyesinin

kontrol (BSMV: 00) bitkisine gore %57 azaldig1 gosterilmistir.

SRP72 geni susturulmus PallasO1 bitkilerine kiilleme sporlar1 (Bgh95(53/01) virulant,
Bgh103(64/01) avirulant) uygulanmistir. Avirulat sporlarin kontrol (BSMV:00) ve
SRP72 geni susturulmus PallasO1 bitkilerine uygulanmasi sonucunda direnglilik
seviyesinde bir degisim tespit edilmemistir (GOsterilmeyen sonug). Bitkilerde R-Avr
proteinlerinin etkilesiminden sonra, direncliligin olusmasi i¢in sadece tek bir gen degil
pek ¢ok gen iiriinii birlikte ¢alismaktadir. Calismada susturulan SRP72 geni bir R geni
degildir, sadece direngliligin saglanmasi icin gerekli olan yolda rol alan bir gen olma
ihtimali yiiksektir. Bu sebeple SRP72 geninin susturulmasi direngliligin tamamen kayip

olmasina sebep olmamastir.

Ancak virulant spor uygulamalarinda hassas tepkime veren PallasO1 bitkisi SRP72 geni
susturulup virulant spor uygulandigi zaman daha da hassas hale gelmistir. Bu sonuga
gore SRP72 geninin Mla6 geni sonrasinda aktive olan yolda rol oynayan proteinlerden

biri oldugu tespit edilmistir. SRP72 geninin susturulmasi sonrasinda hem sporlarin
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¢imlenme verimi artmistir (kontrol bitkilerinde %20.6, susturma yapilan bitkilerde
%83.2), hem de hifler daha ¢ok biiyiime gdstermistir (kontrole gére 2 kat daha uzun hif

uzunlugu).

Bu galismada susturulan SRP72 geni arpada kiilleme hastaliga direnglilikte bugiine
kadar rolii gosterilmemis bir gen oldugu i¢in ¢alisma 6nemlidir. SRP72 geni ilk kez arpa
bitkisinde susturulmus (Daha 6nce higbir bitkide susturma g¢alismasi yapilmamistir) ve

arpada kiilleme hastaligina direnglilikteki rolii ilk defa tespit edilmistir.

Bitkilerde hastaliklara karsi direnclilik ekonomik agidan ¢ok onemli bir sorundur.
Diinyada pek c¢ok arastirmaci bitkilere kalict direnglilik kazandirilmasi ig¢in
calismaktadir. Bitkilerde direnglilik mekanizmasimin anlasilmast ve genlerin
fonksiyonlarmin belirlenmesi bu yolda atilan en biiyiikk adimlardir. Bu c¢aligmada
bulunan sonuglar pek ¢ok yeni ¢alismaya Onciiliikk edecek niteliktedir. Bu genlerin pek
cok bitki ve hastalikta etkili olmasi ve bitkilerde bagisiklik sistemini uyarmasi

durumunda genler transgenik bitki yapiminda kullanilabilecektir.
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EKLER
EK 1: Kullanilan Soliisyonlar ve Hazirlanmasi
1: Agaroz Jel Hazirlanmasi

Agaroz pahali bir madde oldugu icin Oncelikle jel dokiim tablasinin boyutlart (jel
kalinlig1 da dikkate alinarak) ol¢iiliir ve hacmi belirlenir. Hazirlanmak istenen yiizde
konsantrasyona gore (6rn. %1'lik), belirlenen hakim igin gereken miktar agaroz dikkatli
bir sekilde tartilir ve erlen i¢ine konur. Uzerine hesaplanan hacimde 1X TBE tamponu
(1 hacim 5X TBE iizerine 4 hacim saf su ilave edilereck hazirlanir) konarak ates iizerine
alinir ve eritilir (3-5 saniye kaynamasi yeterlidir). Atesden alinan jel iizerine son
konsantrasyon 0.5pg/ml olacak sekilde stok EtBr.soliisyonundan ilave edilir. Jel
sicakligr 45-50 OC'ye (el sicakligr) geldiginde hazirlanan jel kabina dikkatli bir sekilde,
hava kabarcigi olusturmadan dokiilir ve yaklasik 40 dakika beklenerek donmasi
saglanir. Jel elektroforez tankina alinir ve iizeri ortiilene kadar 1X TBE tamponu ilave
edilir. Kuyucuk olusturmak i¢in yerlestirilen tarak dikkatli bir sekilde c¢ikartilir. Jel,
orneklerin yliklenmesine ve elektroforeze hazirdir.

2: LB (Leuria Bertani) Besi Ortami Hazirlanmasi

1 litre i¢in

Yeast extract: 5 gr
Bacto tryptone: 10 gr
NaCl 10 gr

Yukarida verilen miktarlar 1 litre i¢indir. Hazirlanacak olan hacim igin gereken miktar
igerik orantilanarak tartilir. Manyetik karigtirict {izerinde toplam hacimden biraz az saf
su ile ¢oziilir ve pH'st NaOH ile 7.5'e ayarlanir. Hacim saf su ile tamamlanir ve
erlenlere (erlen hacminin 1/10'u oraninda) paylastirilir. Erlenlerin agz1 pamukla sikica
kapatilir ve aliiminyum folyo sarilarak otoklavlanir. Oda sicakliginda uzun siire
saklanabilir. Kontaminasyon belirtisi olanlar dokiiliir.

3: LB-Agar Besi Ortami1 Hazirlanmasi

Hazirlanan sivi besi yerine %1.5 oraninda agar katilir ve ayni sekilde otoklavlanir.
Kullanilacak petri kutular1 da kagida sarilarak otoklavlanir. Besi yeri steril kabin i¢inde
petri kutularina paylastirilir ve donduktan sonra stre¢ filmle sarilarak +4 9C’de saklanur.
Saklama siiresi iki haftayr ge¢cmemelidir. Antibiyotik ilave edilecegi zaman, son
konsantrasyonlar dikkate alinarak besi yeri sicaklig1 yaklasik 48 °C'ye geldiginde ilave
edilir ve zaman gecirmeden petri kutularina paylastirilir. Plaklarin iizerine ilgili bilgiler
yazilarak etiketlenir.

4: FES ve GP Soliisyonlarinin Hazirlanmasi

FES i¢in GP soliisyonuna ihtiyag vardir (10X GP: 18.77 g glysin, 26.13 g K,;HPO,,
ddH20 son hacim 500 mL olacak sekilde ekleyip 20 dakika otoklavlanmistir). FES; GP
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soliisyonuna 2.5 g Sodyum pyrofosfat, 2.5 g bentonit, 2.5 g selit ve ddH,0 eklenerek son
hacim 250 mL olacak sekilde karistirilmis ve 20 dakika otoklavlanarak steril hale
getirilmistir.
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EK 2: Susturma I¢in Kullanilan Hordeum vulgare (Arpa) SRP72 Genin Dizisi

CAAGGTCGCCGACCAAGTCCTCGCGGCGTCGCCGGGCGACGAGGACGCGGT
GCGATGCAAGGTGGTCGCGCACATCAAGTCCGACGCGACGGACAAGGCGCT
CGCGGCCATCCGCGCCGCCGAGCGCCTCCCCATCGATCTCAGCTACTACAA
GGCATACTGCTACTACAGGCAAAATAAATTGCAAGAAGCTCTGGATATATT
GAATGGTCAAGAAGAAACAGCTGCTGTTCTCCAGCTGGAATCCCAGATCTA
TTACCGATTAGGAAGAATGAATGATTGCATGA
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