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OZET
Yiksek Lisans Tezi

ARPANIN CAS GENI HOMOLOGUNUN KLONLANMASI VE KULLEME
HASTALIGINA KARSI DIRENCLILIKTE EKSPRESYON SEVIYESININ
INCELENMESI

Cansu SEVINC
Uludag Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali

Damisman: Yrd. Dog. Dr. Figen ERSOY

Bitkilerde hastaliga karsi direnglilik, bu konu {izerinde ¢ok fazla aragtirma olmasina
ragmen hala ¢éziimlenmemis bir konudur. Dayaniklilikta korunmus olan elementlere,
direncli bitkilerin  gelistirilmesi ve hastalik direncini anlamak ig¢in ihtiyag
duyulmaktadir. ““Gen i¢in gen direngliligi’’ hipotezine gore bitkilerde bulunan R
(direnglilik) proteinleri hastalik yaratan organizmada bulunan Avr (avirulans) proteinini
tanimaktadir. Bu tanimadan sonra R proteini bir sinyal iletim mekanizmasi baglatmakta
ve bitkinin asir1 hassas tepki vererek, hidrojen peroksit (H,O,) biriktirmesine ve
saldirtya ugrayan hiicresinin ani 6liimiine sebep olmaktadir. Bu durum direngli bitkide
patojenin yayilmasini engellemektedir. Patojenin algilanmasi ile asir1 hassas tepkinin
olusmasi arasinda bulunan yolak heniiz aydinlatilmamistir.

Arpa Mla6 geni kiilleme hastaligi etmeni olan Blumeria graminis f. sp. hordei (Bgh)
patojenine karsi direnglilikten sorumlu genlerden biridir. Calismada amag¢ Hiicresel
Apoptoz Duyarliligi (CAS) gen pargasinin susturma c¢alismalarinda kullanilabilmesi igin
klonlanmasi ve MIla6 tarafindan saglanan direnglilik mekanizmasi sirasinda ekspresyon
diizeyininin incelenmesidir. Bu amaca yonelik olarak Bgh103 (64/01) izolat1 ile enfekte
edilmis Pallas 01 bitkilerinden uygulama sonrasinda 6., 12., 24. ve 72. saatlerde
ornekler alinarak es zamanli PZR reaksiyonu ile transkript seviyeleri tespit edilmistir.
CAS transkript seviyesi 12. saat 6rneginde 2,5 kat artig gostermistir ve bu genin Mla6
tarafindan  yonlendirilen  direnglilik  mekanizmasinda rol alma ihtimalini
kuvvetlendirmistir.

Anahtar Kelimeler: CAS, BSMV, Klonlama, Arpa, Kiilleme, qRT-PCR
2014, ix + 44 sayfa



ABSTRACT

MSc Thesis

CLONING OF CAS BARLEY HOMOLOG AND INVESTIGATION OF ITS
EXPRESSION DURING POWDERY MILDEW DISEASE RESISTANCE

Cansu SEVINC
Uludag University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Supervisor: Asst. Prof. Dr. Figen ERSOY

Plant disease resistance is still an unresolved topic although there are many researches
on this topic. Conserved elements in resistance are needed for understanding the disease
resistance and developing resistant crops. According to “’Gene for gene resistance’’
hypothesis, 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. This limits the spreading of the pathogen. The pathway between the
perception of the pathogen and hyper sensitive response is still not clear.

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 clone Cellular Apoptosis Susceptibility (CAS) gene fragment for further
silencing experiments and to investigate its expression in Mla6 mediated disease
resistance response. For this purpose Bgh103 (64/01) infected Pallas 01 plants are used
and the CAS transcription levels at 6, 12, 24, 72 hpi were measured via QRT-PCR. CAS
transcript is found to be upregulated 2,5 fold at 12hpi; this supports the idea that this
gene might be involved in Mla6 mediated disease resistance response.

Key Words: CAS, BSMV, Cloning, Barley, Powdery Mildew, gRT-PCR

2014, ix + 44 pages.
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1.GIRIS

Arpa diinyada ekim alani agisindan ve ekonomik olarak bugday, piring ve misirdan
sonra gelen ¢cok onemli bir tahil bitkisidir. Arpa, lilkemizde tarla {iriinleri arasinda ekilis
alan1 bakimindan bugdaydan sonra gelmektedir. Bugday gibi iilkemizin tim
bolgelerinde yetistirilmektedir. Ancak viral ve fungal hastaliklar, arpanin verimi ve
niteligini azaltmaktadir. Arpa fungal hastaliklarindan en 6nemlisi kiilleme hastaligidir.
Kiilleme hastalig1 bitkilerin en yaygin hastaliklarindan biri olup binlerce tek ¢enekli ve
cift cenekli bitkiyi hasta etmektedir (Jorgensen 1988, Zhou ve ark. 2001). Bu yiizden

tahillarda tiriin verimini arttiracak ¢alismalar ¢ok 6nemlidir (Cakir ve ark. 2010).

Patojen tatrafindan salgilanan cesitli iirlinlerin bitkiler tarafindan algilanmasi kabul
goren bir hipotezdir. Bitkilerde bazal direnglilik hiicre duvarmin kalinlasmasi, patojenin
bitki hiicresine girisinin ve gelisiminin bitki tarafindan engellenmesi seklinde

olmaktadir. Kalic1 direnglilik i¢in bazal direnglilik elde edilmesi 6nemlidir.

Bir bitki belirli bir hastaliga karst 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 baglatir. Bitkilerde
hastaliga karsi direnglilik sirasinda ilk sentezlenen kimyasallardan birisi hidrojen
peroksittir (H.0,) ve hidrojen peroksit birikimi enfekte olan bitki hiicresinin 6liimiine
sebep olur ve patojenin diger hiicrelere yayilmasini engeller. R-Avr proteinlerinin
etkilesiminden sonra aktive olan sinyal iletim mekanizmasi ise henliz tam olarak

anlasilamamustir.

CAS (Hiicresel Apoptoz Duyarliligl) proteininin arpada fonksiyonu heniiz
gosterilmemistir. CAS insanda hem hiicresel programlanmis hiicre 6limiinde hem de
iireme de rol oynadigi gibi kanserde de rol almaktadir (Brinkmann ve ark. 1996, Scherf
ve ark. 1996). CAS proteininin bugdayda ise programlanmis hiicre dliimiinde gorev
yaptig1 disiiniilmektedir. Bitkilerde hastaliga karsi direnglilikte bitkinin verdigi “*Asiri
Hassas Tepki’” ani bir hiicre oliimiidiir. Bu sebeple bir R proteini ile etkilesime giren
CAS proteininin hastaliga kars1 direnglilikte rol alan bir protein oldugu diistintilmektedir
(Yildirim-Ersoy ve ark. 2011).



Bu tez calismasinda CAS gen pargasinin klonlanarak susturma caligsmalarinda
kullanilmak iizere BSMVy plazmitine klonlanmast ve Mla6 proteini tarafindan
yonlendirilen direnglilik tepkisi sirasinda CAS geninin ekpresyonundaki degisimlerin
tespit edilmesi hedeflenmistir. Boylece direnglilik sirasinda aktive olan yolakta rol alma

ihtimali gli¢lenmis olacaktir.

Bu tez c¢alismasinda birinci amag¢ bitkilerde direnclilik mekanizmasinda R-Avr
proteinlerinin etkilesimi ile hastaligin taninmasi ve bitkilerin direnglilik gostermesinde
rol alan genel sinyal iletim mekanizmasinin aydinlatilmasidir. Direnglilik
mekanizmasinin aydinlatilmasinda atilan her adim; bitkilerde kalici direnglilik
olusturulmasina ve bitkilerin bagisiklik sisteminin giiclendirilmesine katkida
bulunacaktir. Calismadan elde edilen sonuglarin, iilkemizde ve biitiin diinyada sorun

olan bitki hastaliklarina karsi ¢6ziim tiretilmesine katkida bulunmasi beklenmektedir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Arpa (Hordeum vulgare)

Arpa, lilkemizde bugdaydan sonra en ¢ok kiiltlirii yapilan bitki cinsi olup, kiiltiir
bitkileri igerisinde ilk kiiltiire alinan cinslerdendir. Gliniimiizde kiltiirii yapilan ve
ekonomik Oneme sahip olan arpalarin tamami Hordeum vulgare adi altinda toplanir.
Arpa temel gida olarak bugdaydan alt siralarda yer almasina ragmen, yiliksek tuz
yogunlugu, kuraklik ve verimsiz toprak gibi siddetli ¢evre kosullarina dayanabilir ve
farkli iklimlere ¢ok iyi adapte olabilir (Zohary 2001). Bugiin diinyada ekimi yapilan
arpanin %65°i hayvan yemi olarak, %33’ maltlik olarak bira ve viski yapimi ile
biyodizel iiretiminde, %?2’si de insan besini olarak gida endiistrisinde kullanilmaktadir
(Baik ve ark. 2008). Gida ve Tarimcilik Organizasyonu’na (FAO) goére 2011 yili
verilerinde Tiirkiye arpa liretiminde diinyada 8. siradadir (Sekil 2.1).

Arpa (Hordeum vulgare L.), basak yapisina ve sira sayisina gore kategorize edilmis bir
ot ailesi iiyesidir. Hordeum vulgare iki alt tiire sahiptir; Hordeum vulgare subsp.
spontaneum (yabani arpa) ve Hordeum vulgare subsp. vulgare (kiiltiirii yapilan arpa).

Kiiltiir arpalar1 bagaktaki tane sayilarina gore;

1. Hordeum vulgare var. distichon: iki sirali arpalar
2. Hordeum vulgare var. hexastichon: alti sirali arpalar olmak tizere iki varyeteye

sahiptir.
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Sekil 2.1. FAO’ya gore diinyadaki arpa {retiminin 2011 yili verileri
(http://faostat3.fao.org/home/index.html#DOWNLOAD)

2.2. Blumeria graminis

Kiilleme hastalig1 olarak da bilinen Blumeria graminis, diinya ¢apinda monokotillerin
farkli varyeteleri ve dikotil bitkiler lizerinde hastalia yol agan zorunlu bir parazittir (Ing
1990). Blumeria graminis enfekte etmek ve gelismek igin, nispeten soguk ve nemli
cevre kosullarin1 tercih etmektedir (Soovali ve ark. 2006). Konake¢i epidermis
hiicrelerinde biiyiir, ¢ogalir ve besinini konakgi bitkinin hiicrelerinden direkt olarak
veya emegcler (haustoryum) vasitasiyla almaktadir (Ridout ve ark. 2006). Cogalma
konidya araciligi ile olmaktadir. Konidya kendini konak¢i iizerine yerlestirmekte ve

yedi ila on giin arasinda olgunlasmaktadir (Braun ve ark. 2002).

Blumeria ailesi iiyeleri Poacea ot familyasini etkilemek i¢in konakg1 se¢iminde yiiksek
Ozgiinliik olusturmaktadir (Eichman ve ark. 2008). Bugiine kadar Blumeria graminis
patojeninin farkli ot familyasi iiyelerini enfekte edebilen sekiz farkli taksonomik grubu
belirlenmistir (Braun ve ark. 2002). Blumeria graminis f. sp. hordei (Bgh), Hordeum
vulgare bitkisini enfekte edebilen bir alttiirdiir (Wyand ve ark. 2003). Blumeria
graminis f. sp. hordei disinda yulaf (f. sp. avenae), cavdar (f. sp. secalis), salkim otu
(poae), delice otu (lolii) ve kilgik brom (bromi) gibi bitkileri enfekte edebilen diger alt
gruplar da bulunmaktadir (Inuma ve ark. 2007).



Verimi ve ekonomik olarak yarar1 azalttig1 i¢in, tarim agsamalarinda Blumeria graminis
kontrol altinda tutulmalidir (Dean ve ark. 2012). Arpanin ekonomik nemi géz oniine
alindiginda, Bgh’nin en yogun sekilde c¢alisilan kiilleme hastaligi etmeni oldugu
sOylenebilir (Zhang ve ark. 2005). Halen Blumeria graminis fungusunun enfeksiyon
kapasitesini azaltmak i¢in fungusitler kullanilmaktadir. Ancak fungus bu kimyasallara
kars1 hizli bir sekilde diren¢li hale gelmektedir. Bu nedenle bir sonraki c¢aligsmalar

bitkiyi bu patojenden korumak i¢in yapilmalidir (Glawe 2008).

Bgh yasam dongiisii Sekil 2.2°de 6zetlenmistir. Fungus haploid evrede canli konakg¢iya
bagimlidir ki bu evrede askospor seklinde dagilmistir ve arpa epidermis hiicrelerinde
biiyliylip yayilmaktadir. Konidyasporlarin (+) ve (-) tipleri, diploit kleistotesyumlar

olusturmak i¢in birbirleriyle birlesirler.

0 konidyaspor
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Sekil 2.2. Blumeria graminis f. sp. hordei yasam dongiisii Fungus gelisiminin haploid
ve diploit evreleri diyagonal ¢izgi ile ayrilmistir. Fungus konidyalarin epidermis yiizeyi
boyunca daginik oldugu asekstiel evrede bitkiye karsi tamamen obligattir ve epidermis
hiicrelerinden beslenmesiyle koloni olusturur (Ridout ve ark. 2006)



2.3. Kiilleme Hastahgi (Powdery Mildew Disease)

Erysiphales takiminda bulunan funguslar bitkilerde kiilleme hastaligina neden
olmaktadir. Blumeria graminis f. sp. hordei bu takim igerisinde arpa bitkisini etkileyen
fungustur (Wyand ve ark. 2003). Bitki yapraklarini kaplayan beyazimsi kadifemsi
goriiniim kiilleme hastaliginin en karakteristik 6zelliklerinden biridir (Eichman ve ark.
2008). Eseysiz donemde olusturduklar1 zincir seklindeki konidler bitki dokulari
tizerinde beyaz bir misel ve konid ortiisii olusturduklari i¢in bitki {izerine kiil serpilmis
gibi bir goriiniim ortaya ¢ikar (Sekil 2.3). Mevsim sonunda kiil benzeri tabaka tizerinde
siyah noktaciklar halinde etmenlerin eseyli ¢ogalma organlari olan kleistotesyumlar

olusur.

Sekil 2.3. Arpa yapraginda Blumeria graminis f. sp. hordei enfeksiyonu (Anonim,
2013)

Sekil 2.4 fungal gelisimin epidermis dokularinda nasil yer aldigini sematiksel olarak
aciklamaktadir. Konidyum haploid evresini 5-6 giinde tamamlamaktadir. Sekilde
goriindiigii iizere, hastalik ilerlemesi, birincil ¢im tiibii (primary germ tube, PGT) ve
apresorial ¢im tiibi’nin (appressorial germ tube, AGT) konidya olusumlarinda
cimlenme ile baslamaktadir. Bunu takiben AGT nin genislemesi ile apresoryum (APP)
olusmaktadir. Eger fungus konak hiicreye basarili bir sekilde penetrasyon
gerceklestirirse, konak hiicreden besin elde etmek amaciyla beslenme organi olan
haustoryumu gelistirmektedir. Sonrasinda uzamis ikincil hifler, yeni konidya
jenerasyonlarina Onciilik etmek tizere yaprak yilizeyinde bulunmaktadir (Thordal -

Christensen ve ark. 2000).
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Sekil 2.4. Bgh gelisimi (Thordal — Christensen ve ark. 2000) Kisaltmalar: AGT,
apresoryal ¢im tibii; APP, apresoryum; ESH, ikincil hif uzamasi; hpi, enfeksiyon
sonrast saat; PGT, birincil ¢im tiibii; PM, plazma zar1



2.4. Bitkilerde Hastahiga Karsi Direngclilik

Bitkilerde bulunan hastalik direng mekanizmasi, konak¢i bitkinin pestisit, fungus,
bakteri ve viriislerden korunmasi i¢in ¢ok biiyiik 6nem tagimaktadir (Brunner ve ark.
2012). Insanlara ve hayvanlara gore bitkiler daha sade bagisiklik sistemine sahiptirler
clinki bitkiler gezici bagisiklik hiicrelerinden yoksundurlar ve patojenleri algilamak i¢in
bir dolagim sistemleri bulunmamaktadir (Spoel 2012). Bunun yerine bitki hiicreleri, her
hiicre i¢in, dogal bagisiklik sistemini ve enfeksiyon bolgelerinden baslayan sistemik
sinyalleri kullanmaktadir (Ausubel 2005).

Patojen, bitki ile ilk defa etkilesime girdiginde, patojen iligkili molekiiler kaliplar
(Pathogen Associated Molecular Patterns, PAMPs) tiretmektedir (Dubery ve ark. 2012).
PAMPs, konak bitkide tiiretilmis desen tanima reseptorleri (Pattern- Recognition
Receptors, PRRs) tarafindan taninmaktadir (Spoel ve ark. 2012). Adapte olan patojenler
karsi koymak ic¢in bitki savunma mekanizmalarini baskilayan efektor molekiiller
kullanmaktadir (Jones ve ark. 2006). Patojenlerle beraber ortak bir evrim siirecinde,
bitkiler efektér molekiillere karsi koymak igin hiicre i¢i bagisiklik reseptorlerini
gelistirmiglerdir (Spoel ve ark. 2012). Dolayisiyla efektorlerle tetiklenen bagisiklik

sisteminin iistesinden gelinmistir.

H.H. Flor’un keten ve keten pasi Melanspora lini iizerindeki onciil galigmalari,
bitkilerdeki dayaniklilig1 saglayan her bir gene karsi, patojende bu gene denk gelen ve
viriilensligi kontrol eden bir genin bulundugunu ortaya cikarmistir. Bitkide direnci
saglayan gen R geni olarak, patojende viriilensligi saglayan gen ise Avr geni olarak ifade
edilmektedir (Flor 1971) (Sekil 2.5). R geni genelde patojenleri tanima ve biiyiimesini
engelleme gorevlerini yapmaktadir. Eger bitki belirli bir hastaliga karsi direngli ise,
bitkilerde bulunan R proteinleri hastalik yaratan organizmada bulunan Avr proteinlerini
tanir. Bu mekanizmaya ‘‘gene karsi gen direngliligi’” (gene for gene resistance) denir
(Flor 1971).



Patojen Konak Bitki Hiicresi

—

(a)

(b)

(c)

(d)

Sekil 2.5. R-Avr etkilesimine gore direnglilik a) bitki R genini ve patojen Avr genini
tasidiginda direnclilik gozlenir b) bitki R genini tagir ama patojende Avr geni olmadigi
icin direnglilik gézlenmez c) patojen Avr geni igerse de bitkide R geni bulunmadigindan
direnglilik gbzlenmez d) bitki ve patojenin birbirlerini tanimasi i¢in gerekli olan R ve
Avr geni olmamasi durumunda direnglilik gozlenmez
(http://bugs.bio.usyd.edu.au/learning/resources/PlantPathology/infection/image_pages/g
ene4gene.htm)

R genleri bitki genomu iginde bulunan, R proteinlerini iireterek patojenlere karst bitki
hastalik direnci tagiyan genlerdir. Bitki dayaniklilik (R) proteinlerinin olusturduklari
protein yapilar1 arastirildiginda dayaniklilik proteinlerinin ‘‘domain’’ adi verilen 6zel
alanlardan olustugu ve bu 0Ozel alanlarin biyokimyasal fonksiyonlarina bakilarak

dayaniklilik genlerinin 3 smifta toplandig1 goriilmektedir (Sekil 2.6):

a) Birinci sinif dayaniklilik genleri niikleotidlerin baglandigi yer (Nucleotide Binding
Site, NBS) ve 16sin amino asidince zengin tekrarlarin oldugu (Leucine Rich Repeats,
LRR) protein motifleri icermektedir (Dangl ve ark. 2001). LRR bolgeleri, diizenli
araliklarla 16sin ya da baska hidrofobik birimler ile yaklasik 24 aminoasit
uzunlugundaki motiflerin seri ve ¢oklu tekrarlaridir. Bazilar1 da diizenli araliklarla
yerlestirilmis prolinler ve argininler igerebilir. LRR bolgeleri protein-protein
etkilesimlerinde gorev alir ve direng genleri arasinda en cok varyasyon LRR

bolgesinde olusur (Zhang ve ark. 2003, DeYoung ve ark.2006).



b) ikinci siif dayaniklilik proteinleri hiicre yiizeyinde reseptdr benzeri membran
gecisini saglayan heliks (receptor-like transmembrane) proteinleri ve reseptdr benzeri
kinaz (receptorlike kinases) proteinleri igermektedirler. Bu proteinlerin genel 6zelligi
hiicre disina uzanan 16sin zengini tekrarlardan meydana gelen (ekstre hiicresel-LRR:

eLRR) protein domainlerin bulunmasidir (Calig 2011).

¢) Son smif dayaniklilik proteinleri yukarida belirtilen protein motiflerini yada bir
protein domaini icererek yapisal olarak ilk 2 smifa benzemektedir. Ancak
proteinlerin yapisal bazi farkliliklar1 bu dayaniklilik proteinlerinin yeni protein yapisi
kazanmasini saglamaktadir (Sekil 2.4.2.). Yapisal olarak baska tipi olmayan birer
ornekle tanimlanan bu dayaniklilik proteinleri ilk 2 protein smifi ile kolayca

mukayese edilebilir (Calis 2011).

Cekinik karakterde olan arpa mlo dayaniklilik geni arpa kiilleme hastalik etmenlerine,
Blumeria graminis f.sp. hordei, kars1 dayanikliligi saglamakta olup MLO proteini yedi

adet transmembran heliks domain igermektedir (Buschges ve ark. 1997).

Ongbriilen Ornek dayamKIlK —

R protein simfi Sekilsel domain yapisi Referans

fonksiyonu profeini
) Lawrence et al., 1995,
| TR | nBS | LRR | Resepior NI Whitman et al., 1994
NBS-LRR . . Bent et al., 1994,
.- ~es H LRE | Reseptor RPMI, RPS2 Grant et al., 1995
Deslands er al., 2002,
[TrR L nes LRR Hw | Reseptor RRSI-R Tt atel. 2088
Jones et al., 1994,
| eLRR H ™ | Reseptor Ci9, RPF27 Josss tal, 1591
s S 184
- 2 ) S E -
| elRR M TME KN | Resepior Xa2l, X6 el
Martin et al,, 1993,
KIN Konukguda hedef Pto, PBSI Swiderski and Innes,

2001

@- Bilinmiyor RPWS Xiao et al., 2001
Tipik olmays ‘ )
e ™ - Bilinmiyor Xa27 Gu et al.. 2003
MaWHME ] e

Sekil 2.6. R proteinlerinde goriilen motif yapilar1 TIR: Toll and interleukin-1 reseptor,
NBS: Niikleotidlerin baglandigi domain (nucleotide binding site), eLRR: Hiicre disina
uzanan leucine zengin tekrarlar (extraxcellular leucine rich repeats), CC: sarmal protein
(coiled coil) domain, W: WRKY domain, Kin: Serine-thyronine igeren kinase, TM:
membran gegisini saglayan heliks (transmembrane helix) domain (Calis 2011)
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Asir1 hassas tepki (Hypersensitive response, HR) bitkilerin patojenlere karsi kendilerini
savunmada kullandiklart en 6nemli mekanizmalardan biridir. Mikrobiyal patojenlerin
enfeksiyonunu onlemek igin bitkiler tarafindan kullanilmaktadir. Patojen enfeksiyonu
sonucu patojenin girdigi noktadan itibaren konakgi bitki hiicrelerinin hizla Glerek
nekrotik bir durum almas olarak ifade edilir (Heath 2000, Freeman 2003). ik asamada,
R genlerinin aktivasyonu sonucu, potasyum ve klor iyonlart hiicre iginden disartya
sizmakta, bunlarin yerine kalsiyum ve hidrojen iyonlar: hiicre igine girmektedir. Ikinci
asamada hiicreler, reaktif oksijen tiirlerini (siiperoksit anyonlari, hidrojen peroksid,
hidroksil radikalleri, nitrdz oksit) kullanarak oksidatif yaniklik olusturmaktadirlar
(Matthews ve ark. 2007). Patojen istilasinin ardindan konakg¢i hiicre ne kadar hizli

oliirse, bitki enfeksiyona kars1 o kadar direnglidir.

Klasik reseptor-elisitor modelinin basit siiriimii, R proteini ve karsilik gelen Avr
proteini arasinda dogrudan bir etkilesim oldugunu 6ngérmektedir. Ancak, R ve Avr
proteinlerin ¢ok sayida setleri ile yapilan yogun caligmalar, iki dogrudan etkilesimi
ortaya koymustur. R-Avr etkilesiminin kanitlanabilir olmayisi, Van der Biezen ve Jones
tarafindan ‘‘guard hipotezi’’ formulasyonuna yol agmistir (Tang ve ark. 1996, Jia 2000).
Bu model, R proteinlerinin, Avr proteinlerinin hedefi olan bekgi proteinleri korudugunu
ya da onlarla etkilestigini 6nermektedir. Avr proteini bek¢i protein ile etkilestiginde, R
geni miidahaleyi algilar ve direnci etkinlestirir (Van der Biezen ve ark. 1998). Cesitli
deneyler bu hipotezi desteklemektedir. Ornegin Arabidopsis thaliana bitkisindeki Rpm1
geni, P. Syringae patojenindeki birbiriyle tamamen ilgisiz iki avirulans faktore karsi
yanit verebilme yetenegindedir. Bekgi protein Avr proteinleri tarafindan hiperfosforile
edilen RIN4’tiir (Shao ve ark. 2003).

2.5. Hordeum vulgare — Blumeria graminis Arasindaki iliski

Arpa-Bgh etkilesimiyle ilgili olarak, bir¢ok bitki R geni ve patojen Avr geni
bulunmustur ve iligkilerinin gen icin gen hipotezini gelistirdigi sdylenmektedir. Bitki R
proteini, uyumlu olan Avr molekiilii yardimiyla patojeni tanidiginda, asir1 hassas tepki
de denilen programlanmig hiicre Olimii ile patojenin daha fazla biiyiimesini

engellemektedir (Jones ve ark. 2006).
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Bgh patojeninin aseksiiel yasam dongiisii sporlarin arpa yaprak yilizeyine diismesiyle
baslamaktadir. Karbonhidrat, lipid ve protein metabolizmasinda fonksiyonel olan bir¢ok
proteinin, patojenin yaprak ilizerine diismesinden sonra aktive oldugunun bulunmast;
protein sentezi ve katlanmasi gibi depo molekiillerin katabolizmasi i¢in patojenin
hazirlik yaptigin1 kanitlamaktadir (Noir ve ark. 2009; Bindschedler ve ark. 2009). Spor
¢imlenmesinden sonra, patojen hiicre duvarindan girerek apresoryumlar gelisme gosterir
(Sekil 2.5.). Patojenin yaprak ylizeyine yaptigi adhezyon, uzun zincirli aldehitlerin ve

epikutikular alkanlarin salinmasina yol agmaktadir (Feng ve ark. 2009).

Sporun yaprakta yerlesmesinden sonra en 6nemli adim baslamaktadir ki bu, epidermisin
ilk hiicresinin ele gegirilmesidir. Patojenin konakg1 hiicre i¢ine girebilmesi i¢in, arpa
mutlaka Mildew lokus O (Mlo) genine sahip olmalidir (Biischges ve ark. 1997). Buna ek
olarak, diger konakgilar 6rnegin; Arabidopsis thalina (Consonni ve ark. 2006), domates
(Bai ve ark 2008), ve bezelye (Humphry 2011) de Mlo geni varliginda patojen
tarafindan ele gecirilebilmektedir. Bu durum hastalik ic¢in ortak bir mekanizmanin
oldugunu gostermektedir. Mlo gen iiriinleri, bitkiye 6zel integral membran proteinleridir
ancak biyokimyasal rolii hala tam olarak bilinmemektedir (Devoto ve ark. 1999). Mlo
gen {irtinleri, in vivo (Bhat ve ark. 2005) ve in vitro (Kim ve ark. 2002) kosullarda
kalsiyum bagimli kalmodulin baglanmasina olanak saglayan C-terminal sitoplazmik
kalmodulin baglanma domaini igerir. 12-24 saat aralifindaki fungal penetrasyonda

arpada Mlo baglanan kalmodulin sayisi artmaktadir (Bhat ve ark. 2005).

Farkli arpa tiiri farklt Bgh patojenlerine hassastir. R ve Avr etkilesimi 6zel bir iligkidir.
Ornegin: pallasO1(Mla6); Bgh95(53/01) (AvrMlal) patojenine karsi hassas oldugu
halde Bgh103(64/01) (AvrMla6) patojenine karst dayaniklidir.

Calismada kullanilan direnclilik proteini Mla6; CC-NB-LRR tipinde bir direnglilik
proteini olup %91,2 oraninda Mlal proteinine benzemektedir. Mla6 proteini hastaliga
kars1 direnclilikte RAR1 geni ile birlikte calismaktadir (Halterman ve ark. 2001) ve
AvrMlab6 proteinini taniyarak hastaliga kars1 direnclilik tepkisini baslatmaktadir.
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Sekil 2.7. Hordeum vulgare — Blumeria graminis f. sp. hordei etkilesimi a) Fungus
hiicre yiizeyinde yer alir. b) 4 saat sonra, fungus hiicre duvarinin i¢inde yogun papilla
olusumuna neden olur. c¢) 12 saat sonra, apresorial ¢im tiibii hiicreyi penetre etmeye
calisir (a ile isaretlenmistir.) d) 24 saat sonra asir1 hassas tepki direngli hiicrede hiicre
Oliimiine neden olur. Duyarli konakgida ise haustorya yapist olusur. €) 72 saat sonra,
direngli konakg¢ida genis ¢apta ¢ok hiicreli asir1 hassas nekrozlar meydana gelir. Duyarli
hiicrede, patojen gelismeye devam eder (Collinge ve ark. 1993)
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2.6. CAS (Cellular Apoptosis Susceptibility) Proteini

Molekiiler biyolojideki CAS/CSE protein ailesi, memeli hiicrelerinde apoptoz duyarlilik
(CAS) proteinleri ve maya kromozom ayrilma proteinlerini (CSE1) igeren bir protein
ailesidir (Brinkmann ve ark. 1995). CAS proteini hem hiicresel apoptozda hem de
iireme de rol oynadig1 gibi ayrica kanserde de rol almaktadir (Brinkmann ve ark. 1996,
Scherf ve ark. 1996). CAS proteininin ekspresyonu hiicresel iiremeyle baglantili iken,
CAS tiikenmis hiicrelerde apoptoz Onlenmektedir. CAS, hiicre dongiisiinde GI1-S
araliginda fonksiyonu olan ve iyi bilinen bir¢ok kanser geninin aksine, kromozomlarin
dogru ayrilmasini saglayan mitotik kontrol noktasinda 6nemlidir (Brinkmann 1998).
CAS (CSE1) mitotik kontrol noktasi i¢in zorunlu bir proteindir ve mikrotiibiil ag1 ve
mitotik ig iplikleri ile baglantili oldugu gosterilmistir (Scherf ve ark. 1996). Hiicre
¢ekirdeginde CAS importin metabolik yolunda niikleer transport faktorii olarak rol
oynamaktadir (Kutay ve ark. 1997). Importin metabolik yolu, mitoz ve daha fazla
gelisme i¢in Onemli olan bircok proteinin hiicre ¢ekirdegine tasinmasina aracilik
etmektedir. CAS proteininin, bu proteinlerin tasimmasina olan roliinden dolay1 hiicre
dongiistinii etkiledigi diistinilmektedir (Kutay ve ark. 1997). Bir¢ok proteinin (P53 ve
transkripsiyon faktorleri gibi) hiicre ¢ekirdegine girmesi apoptoz igin gerekli
oldugundan, CAS proteininin bu 6nemli proteinlerin en azindan alt kiimelerinin hiicre
cekirdegine girmesini kolaylastirmasiyla apoptoza olanak sagladigi onerilmektedir
(Brinkmann 1998).

CAS proteinin programlanmis hiicre oliimi ile iliskisi ve bugdayda bir direnclilik
proteni ile etkilesime girmesi bitkilerde hastaliga kars1 direnclilikte rol almasi ihtimalini

kuvvetlendirmektedir (Yildirim-Ersoy ve ark. 2011).
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. CAS Geninin Klonlanmasi
3.1.1. Bitki materyali

Calismada kullanilan kiilleme suslar1 (Blumeria graminis f. sp. hordei, Bgh103(64/01))
petri kabinda, bitki materyali (PallasO1) ise tohum olarak, ODTU Kimya Béliimii
Ogretim iiyelerinden Prof. Dr. Mahinur Akkaya’dan temin edilmistir. Calismalar sadece

laboratuvar kosullarinda yapilmustir.

Calismada kullanilan bitki materyali PallasO1 (Mla6 direnglilik genini i¢cermektedir)
Bgh103(64/01) sporu i¢in direngli tiir olarak kullanilmustir.

3.1.2. Arpa bitkilerinin biiyiitiilmesi

Calismada CAS gen parcasinin klonlanmasi i¢in kullanilan bitki materyali PallasO1 arpa
tiirtiidiir. Tohumlar musluk suyu ile 1slatilmis filtre kagidi arasinda nemli ortamda 3 giin
karanlikta bekletildikten sonra, ¢imlenme gdzlemlenen tohumlar topraga aktarilmistir.
Topraga aktarildiktan sonra bitki biiyiitme kabininde bitkiler 14 giin boyunca; 18°C’de
12 saat giindiiz ve 12°C’de 12 saat gece fotoperiyodu uygulanmistir. Uygun kosullarin
saglanmasi i¢in bitki biiylitme dolabi1 (JSPC-30°C) kullanilmistir. 14 giin sonunda

bitkilerden yaprak drnekleri toplanarak RNA izolasyonuna baslanmuigtir.

3.1.3. Primer hazirlanmasi

Homoloji analizinde literatiirde bulunan gen sekanslari kullanilarak ClustalX programi
yardimi ile sekanslar hizalanmis ve korunmus olan bolgelerin sekans bilgisinden
yararlanilarak CAS geninin c¢ogaltilmasi igin primer ¢iftleri hazirlanmistir. Hazirlanan
primerlere Pacl ve Notl restriksiyon enzimi kesim bdlgeleri eklenerek ilerleyen
caligmalarda klonlanabilmesi i¢in uygun hale getirilmistir. Hazirlanan primerler,
arpadan izole edilmis olan RNA’nin cDNA’ya doniistiiriilmesinden sonra PZR igin

kullanilmistir.
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3.1.4. Bitkilerden RNA izolasyonu

RNA izolasyonu iireticinin hazirladig1 prosediire gore TRIzol (Invitrogen) kullanilarak

yapilmustir.

Homojenizasyon: 100 mg bitki ornekleri sivi azot kullanilarak 1 mL TRIzol reaktifi

icerisinde 2 mL’lik steril tiiplerde parcalanarak homojenize edilmistir.

Faz aymrmmi: Homojenize edilen Ornekler 5 dk oda sicakliginda bekletilerek
niikleoprotein komplekslerinin tamamen ayrigmasi saglanmis, 1 mL TRIzol reaktifi igin
0,2 mL kloroform eklenmistir. Tiiplerin kapaklar1 iyice kapatilip 15 sn boyunca elle
kuvvetlice ¢alkalayarak karistirilmig, 2-3 dk oda 1sisinda bekletilmis ve 20 dk 4°C’de
15 000 rpm de santriflij edilmistir. Santrifiij sonrasi karigim dipte kirmizi, fenol
kloroform fazina, bir ara faza ve renksiz siv1 bir iist faza ayrismistir. RNA bu iist fazda

bulunur ve bu ust fazin hacmi kullanilan TRIzol hacminin %60°1 kadardir.

RNA c¢okeltilmesi: Ustteki sivi faz yeni bir tiipe aktarilmis ve izopropil alkolle
karigtirilarak RNA’nin ¢okmesi saglanmistir. Homojenizasyon esnasinda kullanilan
TRIzol reaktifinin yarisi kadar izopropil alkol eklenmistir. Ornekler oda 1sisinda 10 dk

bekletilip daha sonra 15 000 rpm’de 4°C’de 10 dk santrifiij edilmistir.

RNA yikamasit: Ust faz uzaklastirilmis ve RNA ¢okeltisi %75’lik etanol ile bir kez
yikanmigtir. Kullanilan her 1 mL TRIzol reaktifi icin 1 mL etanol kullanilmistir.

Ornekler vorteks ile karistirilarak 5 dk 10 000 rpm de 4°C’de santrifiij edilmistir.

RNA ¢oziilmesi: Islemler sonunda RNA 5-10 dk kurumaya birakilmistir. RNA 30 pL
steril su ile ¢oziilmiis ve 10 dk 55-60°C’de bekletilip kullanilincaya kadar —80°C’de

saklanmustir.

3.1.5. cDNA sentezi

RNA izolasyonu tamamlandiktan sonra cDNA sentezi islemine ge¢ilmistir. Bu islemin
saglikli yapilabilmesi i¢in de, olast DNA ve protein kalintilar1 RNA Orneklerinden
uzaklastirilmigtir. Bunun i¢in RNA Orneklerinden 10 pg alinarak 10 {inite RNAse
icermeyen DNasel ile 20 pL’lik reaksiyon hacminde toplanmis ve 37°C’de 30 dk
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tutularak 65°C’de 10 dk ek inkiibasyon ile toplam RNA ornekleri DNA’dan
arindirilmistir. Daha sonra DNAse muamelesi yapilmis olan RNA 6rnekleri 2,5 M LiCl
ile -20°C’de inkiibe edilerek ¢okertilmis ve 4°C’de, 15 000 rpm’de 15 dk santrifiij
yapilarak toplanmistir. Coken RNA %70’lik etil alkol ile yikanarak daha onceden
DEPC ile muamele edilmis olan ddH,0 ile ¢dziilmiistiir. Izole edilen RNA 6rneklerinin
konsantrasyonlar1 NanoDrop ND-2000 spektrofotometre ile 1uL 6rnek kullanilarak
Ol¢iilmiistiir. RNA’nin diizgiinliigii %1’lik formaldehit-agaroz jelde elektroforez ile

kontrol edilmistir.

DNA’dan arindirilmis olan RNA oOrneklerinden cDNA sentezlemek icin asagidaki
prosediir takip edilmistir: 200 pL’lik steril PCR tiiptinde; 9 pL mRNA, 1pL 10mM
dNTP mix ve 1 uL 10 pmol/uL oligo dT konulduktan sonra 5 dk 65°C’de inkiibe edilip,
buzun tstiinde beklemeye alinmistir. Karisimin iistiine 4pL 5X birinci sarmal tampon
cozeltisi (Invitrogen), 2 uL 0,1 M DTT (Invitrogen), 1 uL RNAse out 40 U/uL
(Invitrogen) ve 1uL Superscript III 200 U/uL (Invitrogen) konulduktan sonra reaksiyon
10 dk 25°C’de, 1 saat 42°C’de gergeklestirilip, 70°C’de 15 dk inkiibe edilerek enzim

inaktivasyonu yapilmustir.

Burada iirlin olarak elde edilmis olan tek zincir cDNA daha sonra kalip DNA olmak
tizere primerler kullanilarak susturulmasi planlanan genlerin arpadan ¢ogaltilmasi i¢in
kullanilmistir. PZR reaksiyonunun kosullar1 olusturulan primerlere gore optimize
edilmistir. PZR reaksiyonu sonucunda c¢ogaltilan gen parcalart agaroz jelde

yiirtitilmiigtir.

3.1.6. PZR reaksiyonu

200 pL steril PZR tiipiiniin igerisinde 1X PZR Tampon ¢ozeltisi (75 mM Tris-HCI
25°C’de pH 8,8, 20 mM (NH,;),SO,4, %0,01 (v/v) Tween20), 0,25 mM dNTP karigimi
(DNAmp), 1,5 mM MgCl, (DNAmp), 1 inite Tag DNA polimeraz, 15 pmol ileri
primer, 15 pmol geri primer ve steril distile su son hacim 20 pL olacak sekilde

karistirilmastir.
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PZR dongii kosullari: 94°C’de 2 dk baslangi¢ denatiirasyonu, 35 dongii; 94°C’de 30 sn,
50°C’de (optimizasyon sonrasinda en iyi c¢alisan baglanma sicakligi olarak tespit
edilmistir) 30 sn ve 72°C’de 1 dk yapildiktan sonra en son 5 dk 72°C’de tutularak
tamamlanmistir. Kullanilan primerlerin sekanslar1 Cizelge 3.1°de gosterilmektedir. PZR

tirtinleri %1°lik agaroz jelde goriintiilenmistir.

Cizelge 3.1. CAS geninin arpadan ¢ogaltilmasi i¢in kullanilan primerler

Primerler Sekans (5'den 3'e)
CAS-F-Pac | CACTTAATTAAGGAGTGCTCTCTTTACTCGCT
CAS-R1-Not | CATGCGGCCGCCAAGAGAACCTTTGATCAAC

3.1.7. pGEM-T Easy vektoriine bantlarin klonlanmasi

Kesilen bantlar ‘‘Qiagen QIAquick Gel Extraction Kit”’ kullanilarak {ireticinin tavsiye

ettigi sekilde jelden temizlenmistir.

Kesilen jel pargast tartilarak, 3 birim tampon QG 1 birim jele eklenmistir
(100mg~100uL). Tip 10 dk 50°C’de inkiibe edilmistir (jel tamamen ¢oziinene kadar). 1
birim izopropanol eklenerek karistirilmistir. DNA’nin baglanmasi ic¢in, Ornekler
QIAquick kolonuna yiiklenmis ve 1 dk 13 000 rpm’de santriflij edilmistir. Akigkan
kisim atilarak, QIAquick kolon tekrar ayni toplama tiiplerinin i¢ine yerlestirilmistir.
0,5 mL tampon QG, QIAquick tampona eklenerek 1 dk 13 000 rpm’de santrifiij
edilmistir. Yikamak i¢in, 0,75 mL tampon PE QIAquick kolona eklenmis ve 13 000
rpm’de 1 dk santriflij yapilmistir. Akiskan kisim atilarak, QIAquick kolon 1 dk daha
13 000 rpm’de santrifiij edilmistir. QIAquick kolon 1,5 mL’lik temiz mikrosantrifiij
tiiplerine yerlestirilmis ve DNA’y1 ayristirmak i¢in 50 pL tampon EB, QIlAquick

membranin ortasina eklenerek 1 dk santrifiij yapilmistir.

Agaroz jelden izole edilen bantlar pPGEM-T Easy (Promega) vektoriine (Sekil 3.1.2)
klonlanmistir. 6 pL ¢6ziinmiis DNA, 5 ng pGEM-T Easy vektorii (Promega), 1X ligaz
tampon c¢ozeltisi (Promega) ve 2 iinite T4 DNA ligaz enzimi (Promega) son hacim
10 uL olacak sekilde PZR tiipiine konulmustur. Karisim gece boyunca 4°C’de (yaklagik

18 saat) inkiibe edilmistir.
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Sekil 3.1.1. pGEM-T Easy vektorii ve sekans referans noktalari
(http://www.xenbase.org/reagents/vectorAction.do?method=displayVectorSummary&v
ectorld=8716564)

3.1.8. Kompetan E. coli hiicrelerinin hazirlanmasi

Kompetan hiicreler Fredrick ve ark. (1994) prosediiriine uygun olarak hazirlanmastir.
Tek koloni E. coli DH5-a hiicresi 2 mL LB siv1 besiyerine inokiile edilmistir. Hiicreler
37°C’de 250 rpm’de gece boyunca biiyiitiilmiistiir. Gece boyunca biiyiiyen hiicrelerden
1 mL alinarak 100 mL LB siv1 besiyerine aktarilmis, hiicreler 37°C ve 250 rpm’de
A590 9nm degeri 0,375 oluncaya kadar biiyiitiilmiistiir. Kiiltlir iki adet 50 mL 6nceden
sogutulmus tiipe boliinerek 10 dk buzda bekletilmis ve 7 dk 3 000 rpm’de santrifiij
edilmistir. Cozelti dokiildiikten sonra ¢oken hiicreler 5 mL soguk CaCl, (4 mM)
soliisyonunda ¢6ziilmiistiir. Hiicreler 5 dk 2 500 rpm’de santrifiij edilerek ¢okertilmis ve
¢ozelti dokiilmistiir. Her bir ¢cokeltiye 2 mL soguk CaCl, (4 mM) soliisyonu eklenerek
hiicreler tekrar 5 dk 2 500 rpm’de santrifiij edilmis ve ¢ozelti kismi dokiilerek ¢oken
hiicreler 1,6 mL soguk CaCl, (4 mM) soliisyonunda ¢6ziilmiistiir. 24 saat boyunca

buzda bekletildikten sonra hazir olan hiicreler transformasyon igin kullanilmustir.

3.1.9. E. coli kompetan hiicrelere ligasyon iiriiniiniin aktarilmasi

E. coli DH5-a kompetan hiicrelerine klonlanmis DNA pargast igeren pGEM-T Easy
vektorii Uiretecinin tavsiye ettigi sekilde aktarilmistir. Steril 2 mL tiibe 5 mL ligasyon

tirtinii, 0,02M [ -Merkaptoetanol ve 30 mL E. coli DH5-a kompetan hiicre eklenmistir.
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Karisim 30 dk buzda bekletildikten sonra 42°C’de 45 sn 1s1 soku uygulanmistir.
Hiicrelerin {izerine 100 mL LB sivi besiyeri eklenerek 37°C’de 45 dk biiyiitiilen
hiicreler 2 dk buzda bekletildikten sonra LB agar besiyerine ekilerek gece boyunca
37°C’de biiyiitiilmiustiir. Transformasyon, hiicrelerin ampisilin igeren (LB ampisilin
50 pg/mL) ortamda biiylimesi ve X-Gal (80 pg/mL) kimyasalinin substrat olarak
kullanim1 (IPTG(100 ug/mL)) ile aktive edilen f Galaktosidaz aktivitesi sebebiyle mavi
kolonilerin olusmasi ile kontrol edilmistir. Beyaz koloniler secilerek hiicrelerden

plazmit izolasyonu yapilmistir.

3.1.10. Plazmit izolasyonu

Plazmidler ““QIAGEN QIAprep Spin Miniprep Kit’’> kullanilarak firetici firmanin

tavsiye ettigi sekilde izole edilmistir.

2 mL bakteri kiiltiirti alinip 5 dk 15 000 rpm’de santrifiij edilerek toplanmistir. Santrifiij
sonrasi ustte kalan siv1 dokiilerek, tiip ters diiz edilmis ve fazlalik olusturan maddeleri
uzaklastirmak i¢in kagit havlu ile kurutulmustur. Tiipe tampon P1 (250 pL) eklenerek
ve hiicre peleti vorteks yapilarak tamamen akici hale getirilmistir. Tampon P2 (250 pL)
eklenerek ve tiip dort kere yavasga ters diiz edilerek karistirilmis, yaklasik 5 dk oda
sicakliginda inkiibe edilmistir. Orneklere N3 soliisyonu (350 pL) eklenerek, dort sefer
ters diiz edilerek karigtirilmistir. Ornek tiipler 10 dk 15 000 rpm’de santrifiij edilmistir.
Lizat temizlenerek iistteki faz donme kolonuna transfer edilmis ve oda sicakliginda 1 dk

15 000 rpm’de santrifiij yapilmistir.

Santrifiijden sonra, toplama tiiptindeki alt faz atilarak toplama tiipii geri ¢ikartilmigtir.
750 pL Kolon Yikama soliisyon tamponu PE donme kolonuna eklenerek oda
sicakliginda 1 dk 15 000 rpm’de santrifiij yapilmistir. Akiskan kisim atilarak toplama
tiipline tekrar yerlestirilmis ve 1 dk daha santrifiij yapilarak kalan yikama tamponu
tamamen uzaklastirilmistir. Donme kolonu icerigi 1,5 mL yent steril bir tiibe aktarilmais,
plazmid DNA’s1 50 uL tampon EB (elution buffer) eklenerek ve 1 dk 15 000 rpm’de
santrifiij yapilarak ayrigtirilmustir. izole edilen plazmid DNA’s1 -20°C’de saklanmustir.
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3.1.11. izole edilen plazmitlerin goriintiilenmesi

DNA’nin plazmit DNA’sina entegre oldugunu gostermek icin plazmit DNA’s1 izole
edildikten sonra Pacl ve Notl restriksiyon enzimleri ile kesilmis beklenen boydaki
bantlar tespit edilmistir. 5 pL plazmit DNA’s1, 1X NE Tampon Cozeltisi (New England
Biolabs), 1 Unite Pacl ve 1 iinite Notl restriksiyon enzimleri (New England Biolabs) ve
PZR suyu son hacim 10 pL olacak sekilde hazirlanmigtir. Karigim 37°C’de 3 saat

bekletilmis ve drnekler %1’°lik agaroz jelde yiirtitiilmiistiir.

3.1.12. DNA sekanslama ve hizalama

izole edilen plazmidler (600 ng) M13 geri primeri kullanilarak ABI prism-310 Genetic

Analyzer kullanilarak sekanslatilmigtir.
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3.2 CAS Gen Parcasinin Susturma Vektorii BSMV Gama’ya Aktarilmasi
3.2.1 Genlerin pGEM-T Easy vektoriinden kesilerek ¢ikartilmasi

pGEMT Easy vektoriine klonlanmis olan CAS gen pargasi dncelikle restriksiyon enzimi
iceren primerler kullanilarak ¢ogaltilip klonlandiklar1 i¢in bu enzimler ile kesilerek yeni
vektore aktarilmalar saglanmistir. pPGEM-T Easy plazmit DNA’s1 izole edildikten sonra
Pacl ve Notl restriksiyon enzimleri ile kesilmis ve beklenen boydaki bantlar tespit
edilmistir. 5 pL plazmit DNA’s1, 1X NE Tampon Cozeltisi (New England Biolabs),
1 tinite Pacl ve 1 tinite Notl restriksiyon enzimleri (New England Biolabs) ve PZR suyu
son hacim 10 pL olacak sekilde hazirlanmistir. Karisim 37°C’de 3 saat bekletilmis ve
ornekler %1’lik agaroz jelde yiiriitiilmistiir. Kesilen bantlar <‘Qiagen QIAquick Gel
Extraction Kit”’ kullanilarak jelden ayrildiktan sonra (Boliim 3.1.7) klonlama yapmak
tizere Pacl ve Notl ile kesilmis BSMV gama vektoriiniine ligaz enzimi ile

yapistirilmigtir.

3.2.2 py.bPDS4As vektoriiniin restriksiyon enzimleri ile kesimi

BSMYV vektorleri pa, ppAPa, py ve py.bPDS4S (sense yoniinde) ve py.bPDS4As (anti-
sense yoniinde) (Sekil 3.1.2.) Prof. Dr. Mahinur Akkaya’dan temin edilmistir.

(a)
o = aa
pe{ Ba M Bb %
v = va oo

(b) BstBI

™s
N < e Ta— 13

(c) - Gop) Pac 1 ot [
v.PDS o va vb EPE
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v.PDS-as = Yya H vb K=az

Sekil 3.1.2. BSMV vektorleri (Holzberg ve ark. 2002)
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Klonlanma i¢in kullanilan py.bpds4As vektoriiniin restriksiyon haritas1 Sekil 3.1.3°te
gosterilmektedir. Pacl ve Notl enzimleri kullanilarak kesim sonucunda pds4 gen pargasi
cikartilarak yerine ilerleyen caligmalarda susturulmasi planlanan CAS gen pargasi
klonlanmustir.
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Sekil 3.1.3. BSMV py.bpds4As vektorii restriksiyon enzimi kesim noktalart Notl ve
Pacl enzimleri kullamlarak PDS4 gen pargasi ¢ikartilarak susturulmasi planlanan
genlerin pargalar1 bu bolgeye klonlanabilmektedir (Oztiirk 2012)

py.bpds4As vektorii Pacl ve Notl enzimleri ile kesilerek agaroz jelde yiirtitiilmiistiir.
5 uL plazmit DNA’s1, 1X NE Tampon Cozeltisi (New England Biolabs), 1 iinite Pacl
ve 1 tinite Notl restriksiyon enzimleri (New England Biolabs) ve PZR suyu son hacim
10 pL olacak sekilde hazirlanmistir. Karisgim 37°C’de 3 saat bekletilmis ve ornekler
%1°lik agaroz jelde yiiriitilmiistir. Kesim sonrasinda i¢inden pds4 geni ¢ikartilan
yapiskan uglu vektor (py) agaroz jelden kesilerek ‘‘Qiagen QIAquick Gel Extraction

Kit”> kullanilarak protokoliine uygun sekilde temizlenmistir (Bolim 3.2.1.).
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3.2.3. Genlerin BSMYV vektoriine aktarilmasi

2 uL jelden temizlenmis plazmit DNA’s1 (py), 6 uL jelden temizlenmis klonlanacak
CAS gen pargast, 1X NE Tampon Cozeltisi (MBI Fermentas), 1 iinite DNA ligaz (MBI
Fermentas), son hacim 10 pL olacak sekilde hazirlanmistir. Karisim 4°C’de gece
boyunca bekletilmis ve ertesi giin kompetan E. coli DH5-a hiicrelerine aktarilmistir
(Bolum 3.1.8., 3.1.9.). Transformasyon, hiicrelerin ampisilin i¢eren (LB ampisilin
50 ug/mL) ortamda biiylimesi ile kontrol edilmistir. Biiyliyen hiicrelerden plazmit
izolasyonu yapilmistir. Plazmidler ““QIAGEN QIlAprep Spin Miniprep Kit”’

kullanilarak {iretici firmanin tavsiye ettigi sekilde izole edilmistir (Boliim 3.1.10.).

3.2.4 . PZR amplifikasyonu ile klonanan parcalarin kontrol edilmesi

Izole edilen plazmidler (py-CAS-As) CAS geninin primerleri (Cizelge 3.1.) kullanilarak
PZR reaksiyonu gergeklestirilmis ve plazmitlerin i¢inde bu pargalarin oldugu

gosterilmistir.

200 pL steril PZR tiipiiniin igerisinde 1X PZR Tampon ¢ozeltisi (75 mM Tris-HCI
25 °C’de pH 8.8, 20 mM (NH,),SO4, %0,01 (v/v) Tween20), 0,25 mM dNTP Kkarisimi
(DNAmp), 1,5 mM MgCl, (DNAmp), 1 tinite Taq DNA polymeraz, 15 pmol ileri
primer, 15 pmol geri primer ve steril distile su son hacim 20 pL olacak sekilde

karigtirilmagtir.

PZR dongii kosullart: 94°C 2 dk baslangi¢ denatiirasyonu, 35 dongii; 94°C’de 30 sn,
50°C’de (optimizasyon sonrasinda en iyi g¢alisan baglanma sicakligi olarak tespit
edilmistir) 30 sn ve 72°C’de 1 dk yapildiktan sonra en son 5 dk 72°C’de tutularak

tamamlanmigtir. PCR iiriinleri %1’°lik agaroz jelde de goriintiilenmistir.
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3.3 CAS Geninin Mla6 Tarafindan Yonlendirilen Direnclilik Tepkisi Sirasinda

Ekspresyon Seviyesinin incelenmesi

3.3.1.Bitkilerin biiyiitiilmesi

Calismada CAS geninin ekspresyon seviyelerini belirlemek i¢in kullanilan bitki
materyali PallasO1 arpa tiiriidiir. Tohumlar musluk suyu ile slatilmis filtre kagidi
arasinda nemli ortamda 3 giin karanlikta bekletildikten sonra, ¢imlenme gozlemlenen
tohumlar topraga aktarilmistir. Topraga aktarildiktan sonra bitki biiyiitme kabininde
bitkilere 14 gilin boyunca; 18°C’de 16 saat giindiiz ve 8 saat gece fotoperiyodu

uygulanmstir.

3.3.2. Bgh103(64/01) sporunun uygulanmasi

Her bitkiden iki par¢a yaprak alinmis ve iki ayr1 besiyerine (%1 Benzimidazol iceren
%15’lik agar) ayn1 yapraktan alian Ornekler yerlestirilmistir. Birinci besiyerindeki
yapraklara Bgh103(64/01) patojeni uygulanirken ikinci besi yerindeki yapraklara mok
uygulama yapilmistir (negatif kontrol grubu).

Yapraklar 16 saat 1s1k, 8 saat karanlikta ve %60 nem oraninda bitki biiyiime dolabi
icinde tutulmustur. Enfeksiyondan sonra 6. saat, 12. saat, 24. saat ve 72. saatlerde hem

kontrol hem de hastalik uygulanan bitkilerden 6rnekler alinmigtir.

3.3.3. RNA izolasyonu

6. saat, 12. saat, 24. saat ve 72. saat Orneklerinden (kiilleme uygulanmis direngli
yapraklar) ve her saat i¢in alinan kontrol yapralarindan (mok uygulama) toplam 8 adet
RNA izolasyonu iireticinin hazirladigi prosediire gore TRIzol (Invitrogen) kullanarak

yapilmistir (B6liim 3.1.4)

3.3.4. RNA kalitesinin ve konsantasyonunun belirlenmesi

Izole edilen RNA 6rneklerinin konsantrasyonlart NanoDrop ND-2000 spektrofotometre
ile TuL ornek kullanilarak oOl¢iilmiistiir. RNA’nin kalitesi: 230/260 ve 260/280 orani
~1,6 - 2,00 olan RNA 6rnekleri qRT-PZR i¢in kullanilmistir. RNA 6rnekleri -80°C’de

saklanmustir.
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3.3.5 cDNA sentezi

Boliim 3.1.5.’de anlatildig1 gibi yapilmistir.

3.3.6. Es zamanh PZR uygulamasi

Tek ilk iplik cDNA 1/20 oranda sulandirilarak konsantrasyonu 50 ng/ uL olacak sekilde
ayarlanmistir. Hedef genlerin hastalik uygulamasindan sonra direncli bitkide

transkriptinin kontrole gore ne kadar degistigini saptamak i¢in es zamanli PZR

(QRT-PZR) kullanilmustir.

CAS geninin transkript seviyesini belirlemek i¢in 5’-AGCAATGCTACTTGGGATCG-
3 leri primer ve 5’-GCTGCTGCGTGAAAATAGAC-3* geri primer olarak
tasarlanmistir. qRT-PZR reaksiyonlar1 iicer kez tekrarli olarak yapilmistir. RNA
miktarinin normalizasyonu igin iki referans gen, Ubikiitin ve Uzama (Elongation)
Faktort la primerleri  kullanilmistir  (Ubikiitin -~ fleri ~ 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’). Normalizasyon analizi iki transkriptin deneysel
kosullar altinda siirekli ifade edildigini gostermektedir ve her cDNA 0Ornegi i¢in
normalizasyon faktoriinii olusturmaktadir (Vandessompele ve ark. 2002). (geNorm

program v3.5; http://medgen.ugent.be/~jvdesomp/genorm/)

4,6 uL ddH,0, 5 uL cDNA (50 ng/ puL), 0,1mM ileri ve geri primer kullanilmistir. 10
uL SYBR yesil karisimi (SybrGreen JumpStart™ Taq Ready mix (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA) ) her reaksiyona eklenmistir. PZR dongii kosullar1 95°C’de 4 dk, 30
dongii; 94°C’de 30 sn, 50°C’de 30 sn ve 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 formiil 3.1 kullanilarak hesaplanmuistir.
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Kat degisimi

E ACp Hedef gen ( kontrol- 6rnek)
( hedef gen)

E ACp Referans gen (kontrol- 6rnek)
( Referans gen)
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4. BULGULAR
4.1. Arpa Yapraklarindan Total RNA izolasyonu

PallasO1 bitkisinden cDNA hazirlanmasi igin RNA izolasyonu ‘“TRIzol (Invitrogen)’’
kullanilarak yapilmistir. Spektrofotometre ile RNA konsantrasyonu dl¢iildiikten sonra
RNA’nin biitiinligiiniin saptanmasi igin ornek %1 formaldehit-agaroz jelinde tespit

edilmistir (Sekil 4.1.).

Sekil 4.1. PallasO1 bitkisinden izole edilen total RNA goriintiisii

Bir ters transkriptaz enzimi olan ‘‘Supercript III (Invitrogen)’” kullanilarak RNA’dan
tek zincirli cDNA sentezi gergeklestirilmistir.

4.2. PZR Reaksiyonu

CAS gen pargasinin ¢ogaltilmasi i¢in hazirlanmis olan primerler kullanilarak (Cizelge
3.1.) PZR gerceklestirilmis ve genler arpadan kismi olarak g¢ogaltilmistir. CAS gen
parcasi i¢in beklenilen parga boyu 201 b¢’dir. Cogaltma sonuglari, etidyum bromiir ile
boyanmis %1°lik agaroz jelinde tespit edilmistir (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. PZR amplifikasyonu sonucunda CAS gen parcasimin %1°lik agaroz jeldeki
goriintiisii. 1: CAS-201bg, , M: Molekiiler agirlik markdrii (VC 100bp plus DNA ladder,
Vivantis)

Agaroz jelden CAS gen parcasini igeren bant kesilerek ‘‘Qiagen QIAquick Gel

Extraction Kit’” kullanilarak jelden arindirilmstir.

4.3. CAS gen parcasimin pGEM-T Easy vektoriine klonlanmasi

Temizlenen CAS gen pargast pGEM-T Easy (Promega) vektoriine (Sekil 3.1.1.) DNA
ligaz kullanilarak klonlanmistir. Klonlama sonrasinda ligasyon iiriinii kompetan E. coli
hiicrelerine aktarilarak, transforme olmus hiicreler ampisilin iceren (LB ampisilin
50 pg/mL) ortamda biiyiitiilerek ve rekombinant vektor ise f Galaktosidaz aktivitesi
kullanilarak segilmistir. B Galaktosidaz aktivitesi gostermeyen beyaz koloniler secilerek

plazmit izolasyonu i¢in kullanilmigtir.

Plazmidler ““QIAGEN QIAprep Spin Miniprep Kit”’ kullanilarak izole edildikten sonra
CAS gen pargasimin plazmit DNA’sma entegre oldugunu gostermek i¢in plazmit
DNA’s1 Pacl ve Notl restriksiyon enzimleri ile kesilmistir. Beklenen boydaki bantlar
(201 bg) agaroz jelde tespit edilmistir (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3. pGEM-T Easy rekombinantlarinin Pacl ve Notl kesimi sonrasinda %1’lik
agaroz jelde goriintiisi. 1 ve 2 nolu kuyucuklar: PGEM-T Easy/CAS-201bg, M:
Molekiiler agirlik markorii (VC 100bp plus DNA ladder, Vivantis)

Izole edilen plazmidler (600 ng) M13 geri primeri kullanilarak ABI prism-310 Genetic
Analyzer kullanilarak sekanslatilmigtir.
4.4. CAS gen parcasinin niikleotid ve protein sekansi1 Hizalamalari

Sekanslarin dogrulugunun tespiti i¢in Gen Bankas1 CAS gen parcasina ait niikleotid ve

protein sekanslari kullanilarak NCBI Blast ile taranmistir (Sekil 4.4., Sekil 4.5.).

EDownload ~ GenBank Graphics

Hordeum wvulgare subsp. vulgare mRMNA for predicted protein, complete cds, clone: NIASHv2147N18
Sequence ID: dbjlAK3T2187.1] Length: 3450 Number of Matches: 1

Range 1: 2455 to 2655 GenBank Graphics
Score Expect Identities Caps Strand
372 bits(201) 7e-100 201/201({100%) 0/201(0%) Plus/Plus
Cuery 1 GEAGTGCTCTCTTTACTCGCTTACAGACTAGGCAAGCAGTTAAGTTTGTGARACTCTCTTS 60
X Lrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrerrrrrtrret e rrrrrrrerrrerrnrertl
sbjct 2455 GGAGTGCTCTCTTTACTCGCTTACAGACTAGGCARGCAGTTAAGTTTGTGAACTCTCTTE 2514
Query 61 TGGTGETCATGTCOTTGGTGTCAGTCARGTATGGECCAGGTGTTCTTGTCAGTTCTETTE 120
Lttt rrrrrrrrrrrerrrerrrerrrrrrrrrrrrrrrrerrreerrertn
sbijct 2515 TGEETEETCATETCCTTGETGETCAGTCARGTATGEECCAGETGTTCTTETCAGTTICTETTE 2574
Cuery 121 ATACGATTCAGCCGAATCTCTTCACCACAATTCTTCAGCGTTTTTGEATTCCCAATCTCA 180
X Trrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrerrrrrrrrrt et rrrrrrrerrnrnertl
sbjct 2575 ATACGATTCAGCCGRATCTCTTCACCACAATTCTTCAGCGTTTTTGGATTCCCRATCTCA 2634
Cuery 181 AGTTGATCARAGGTTCTCTTS 201
Prrrrrrrrrrrrrrrrrnnd
Sbjct 2635 AGTTGATCAAAGGTTCTCTTG 2655
EBlDownload ~ GenBank Graphics
PREDICTED: Setaria italica exportin-2-like (LOC101786565), mRMNA
Sequence ID: reflXM_004981930.1] Length: 3449 Number of Matches: 1
Range 1: 2450 to 2650 GenBank Graphics
Score Expect Identities Gaps Strand
200 bits(108) 4e-48 170/201(85%) 0/201(0%) Plus/Plus
Cuery 1 GGAGTGCTCTCTTTACTCGCTTACAGACTAGGCARAGCAGTTAAGTTTGTGARCTCTCTTG 60
TEELT e rrrretd TEErr rrrn i 111 PEEELEEErrr et
Sbijct 2450 GGRGTGCTTTGTTTACTCGGCTACAGTCTAGRCAGGCAGTGRAAGTTTGTGRAATTCTCTTS 2509
Query 61 TGGTEETCATGTCCTTGGTGTCAGTCARGTATGGECCAGGTEGTTCTTGTCAGTTCTESTTG 120
1l PEErrrrer i Frrrr rnnnd 111 Tttt 11
sbjct 2510 TGGTCTTCATGTCCTTAGTGCTGGTCARATATGGATCAGGCGTTCTTGTCAGTTCCGTTE 2569
Cuery 121 ATACGATTCAGCCGAATCTCTTCACCACAATTCTTCAGCGTTTTTGGATTCCCRAATCTCA 180
L e [N [REREN FLL e rrrrrrrerreerrenenta
Skjct 2570 ATGCAARTTCAACCARATCTATTCACCCAAATCCTTCAGCOGTTTTTGGATTCOCCRAATCTCA 2629
Cuery 181 AGTTGATCRAAAGGTTCTCTTS 201
Lot ot
sbjct 2630 AATTGATCARAGGTGCCCTTG 2650

Sekil 4.4

. Klonlanmis par¢anin niikleotid hizalama sonucu

(http://blast.nchi.nlm.nih.gov/Blast.cqi)
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1 1 2|U 3 L1l H Bl 7
1 1 1 1
Mery seq, i I ——————————

Superfanilies CAS_CSE1

[EIDownload v GenPept Graphics

Exportin-2 [Aegilops tauschii]
Sequence ID: gb|EMT29370.1] Length: 812 Number of Matches: 1

Range 1: 610 to 675 GenPept Graphics
Score Expect Method Identities Positives Gaps
132 bits(332) 3e-34 Compositional matrix adjust.  66/66(100%) 66/66(100%) 0/66(0%)

Query 1 SALFTRLOTRQAVEFVNSLVVVMELVSVEYGPGVLVISVDTIQPNLFTTILORFWIENLE 60
SALFTRLOTRQAVEFVNSLVVVMILVSVRYGPGVLVSSVDTIQFNLFTTILOQRFWIPNLE
Sbjct 610 SALFTRLOTROAVEFVNSLVVVMSLVSVEYGPGVLVSSVDTIQENLFTTILORFWIENLE 669

Query 61 LIERGSL &6
LIRGSL
Sbjct 670 LIRGSL &75

[EIDownload v GenPept Graphics

Exportin-2 [Triticum urartu]
Sequence ID: gb|EMS56183.1| Length: 821 Number of Matches: 1

Range 1: 619 to 684 GenPept Graphics
Score Expect Method Identities Positives Gaps
132 bits(332) 4e-34 Compositional matrix adjust. 66/66(100%) 66/66{100%) 0/66(0%)

Cuery 1 SALFTRLOTROAVEFVNSLVVVMELVSVEYGPGVLVISVDTICPNLFTTILORFWIENLE 60
SALFTRLOTRQAVEFVNSLVVVMILVSVRYGPGVLVSSVDTIQFNLFTTILOQRFWIPNLE
Sbjct 615 SALFTRLOTROAVRFVNSLVVVMSLVSVEYGPGVLVISVDTIQOPNLFTTILORFWIPNLE 678

Query 61 LIKGSL 66
LIRGSL
Sbjct 679 LIRGSL 684

[BlDownload v GenPept Graphics

predicted protein [Hordeum vulgare subsp. vulgare]
Sequence ID: dbjlBAKD3385.1] Length: 981 Number of Matches: 1

Range 1: 779 to 844 GenPept Graphics

Score Expect Method Identities Positives Gaps
129 bits(325) 5e-33 Composition-based stats.  66/66(100%) 66/66(100%) 0/66(0%)

Query 1 SALFTRLOTROAVEFVNSLVVVMELVSVEYGPGVLVISVDTIQPNLFTTILORFWIENLE 60
SALFTRLOTRQAVEFVNSLVVVMILVSVRYGPGVLVSSVDTIQFNLFTTILORFWIENLE
Sbjct 775 SALFTRLOTROAVEFVNSLVVVMSLVSVEYGPGVLVSSVDTIQPNLETTILORFWIENLE 838

Query 61 LIRGSL &6
LIEGAL
Sbjct 839 LIRGSL 6844

Sekil 4.5. Klonlanmis parganin protein hizalama sonucu
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)
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4.5. CAS Gen Parcasinin Susturma Vektorii BSMV Gama’ya Aktarilmasi

PGEM-T Easy vektoriine klonlanmis olan CAS gen pargasi Oncelikle restriksiyon
enzimi iceren primerler kullanilarak c¢ogaltilip klonlandiklar1 i¢in bu enzimler ile
kesilerek yeni vektore aktarilmalar1 saglanmistir. pGEM-T Easy plazmit DNA’s1 izole
edildikten sonra Pacl ve Notl restriksiyon enzimleri ile kesilmis beklenen boydaki
bantlar tespit edilmistir (Sekil 4.3.). Pacl ve Notl enzimleri kullanilarak BSMV gama
(py.bpds4As) vektori (Sekil 4.6.) kesilmistir. Kesim sonrasinda i¢inden pds4 geni
cikartilan yapiskan uglu vektor (py) agaroz jelden kesilerek ‘‘Qiagen QIAquick Gel
Extraction Kit’” kullanilarak protokoliine uygun sekilde temizlenmistir. Kesilen bantlar
jelden ayrildiktan sonra yapiskan uglari sayesinde eslestikten sonra DNA ligaz enzimi

ile yapistirilmistir.
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Sekil 4.6. py.bpds4As vektorii Pacl ve Notl enzimleri ile kesimi sonrasinda %1’°lik
agaroz jelde goriintiisii. M: Molekiiler agirlik markorii (VC 100bp plus DNA ladder,
Vivantis)

Klonlama sonrasinda ligasyon firiinii kompetan E. coli hiicrelerine aktarilarak,

transforme olmus hiicreler ampisilin igeren (LB ampisilin 50 upg/mL) ortamda

blyiitiilerek se¢ilmistir.

Izole edilen plazmidler (py-CAS-As) CAS geninin primerleri (Sekil 3.1.1) kullanilarak
PZR reaksiyonu gerceklestirilmis ve rekombinant vektorler PZR sonuglarina gore tespit

edilmistir (Sekil 4.7.).

32



3000 bp
2500 bp
2000 bp
1500 bp
1200 bp

1000 bp
900 bp
800 bp
700 bp
600 bp

500 bp
400 bp

300 bp

200 bp

100 bp

Sekil 4.7. py-CAS-As rekombinantlarinin PZR sonrasinda %]1°lik agaroz jelde
goriintlisti. 1,2,3 nolu kuyucuklar: py- CAS-As (201bg) M: Molekiiler agirlik markorii
(VC 100bp plus DNA ladder, Vivantis)

4.6 CAS Geninin Mla6 Tarafindan Yonlendirilen Direnclilik Tepkisi Sirasinda

Ekspresyon Seviyesinin Incelenmesi

Calismada CAS geninin ekspresyon seviyelerini belirlemek i¢in kullanilan bitki
materyali PallasO1 arpa tiirti, kiilleme susu ise Bgh103(64/01)’dir. PallasO1 Mla6
direnglilik genini igermekte olup Bgh103(64/01) sporuna dayaniklilik gostermektedir.
Direnglilik tepkisi sirasinda CAS geninin transkript seviyesindeki degisimler, hastalik
uygulamasindan sonra 6, 12, 24 ve 72. saat Orneklerinin kontrol ile kiyaslanmasi ile
tespit edilmistir. Calismada 6, 12, 24 ve 72. saatlerde hastalik uygulamasi yapilmig
PallasO1 bitkisinden ve hastalik uygulamasi yapilmamis PallasO1 bitkisinden 6rnekler
alinarak toplam 8 adet total RNA izolasyonu yapilmistir. Her bir RNA 6rneginden tek
iplikli ¢cDNA sentezlenerek eszamanli PZR reaksiyonlarinda kullanilmistir. cDNA
konsantrasyonlarinin normalizasyonu ig¢in iki referans gen, iibikiitin ve uzama faktori
lo kullanilmigtir. Normalizasyon analizi iki transkriptin deneysel kosullar altinda
sirekli ifade edildigini gostermektedir ve her cDNA 0Orne8i i¢in normalizasyon

faktoriinii olusturmaktadir (Cizelge 4.1).

Hastalik uygulamasindan 12 saat sonra arpa bitkisi (Pallas 01) 6rneklerinde CAS (CSE1)
geninin transkript seviyelerinde belirgin artis tespit edilmistir (Cizelge 4.1, Sekil 4.8).

33



Cizelge 4.1. CAS geninin ekspresyon seviyelerinin analizi

. Ortalama e
Ornekler Ortalama DeltaCT 2”deltaCT Normal{.zex.§yon normalize Rolatif
CT faktori ekspresyon
ekspresyon
6 hpi 26,45 -0,24 0,846745 0,3295 2,569789 1,380214
6h kontrol ~ 27,26333 -1,05333  0,481854 0,2588 1,861876
12 hpi 26,42333 -0,21333  0,862542 0,3878 2,224193 2,519863
12h kontrol ~ 26,28667 -0,07667  0,948246 1,0743 0,882664
24 hpi 27,19333 -0,98333 0,50581 1,0656 0,474671 1,142172
24h kontrol ~ 26,68667 -0,47667  0,718636 1,72921 0,415586
72 hpi 26,21 0 1 4,6913 0,213161 1,019854
72h kontrol  26,81667 -0,60667 0,656712 3,142 0,209011
H ?
&
L &
A
T
i = m 6hpi
F
4 12hpi
E .
| 3 T 24 hpi
g 72hpi
= 2
E
= 1 4 T -
Y
n oo

C5E1

Sekil 4.8. Arpa CAS (CSE1) transkript seviyelerinin Mla6 tarafindan olusturulan
hastaliga direnglilik sirasinda 4 farkli zaman i¢in gosterimi (3 teknik tekrar yapilarak
standart sapmalar hesaplanmigstir)
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5. SONUC

Direnclilik (R) proteinleri ile Aviriilans (Avr) proteinleri etkilesime girdikten sonra,
bitki hiicreleri asir1 hassas tepki ismi verilen bir dizi reaksiyonu baglatmaktadir. 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 Olimiine kadar olan sinyal iletim
mekanizmasinda CAS (Cellular Apoptosis Susceptibility)  proteininin roliinii
arastirmaktir. Bu sebep ile Oncelikli olarak susturma calismalar1 yapilmak iizere CAS
gen pargasi arpa bitkisinden klonlanarak BSMV gama (viriis ile uyarilan gen susturma)
vektoriine aktarilmistir. Ayni  zamanda direncglilik tepkisi sirasinda transkript

seviyesindeki degisimler tespit edilerek bu yolakda rol alma ihtimali gii¢clendirilmistir.

CAS proteini memeli hiicrelerinde apoptoz, iireme ve kanser yolaklarinda rol
oynamaktadir. Proteinin apoptoz sirasinda rol almasi ve bitkilerde hastaliga direnglilik
mekanizmasinda apoptoz ile yakin iliskili olmasi sebebi ile CAS proteinin hastaliga
kars1 direnclilk tepkisi sirasinda etkili olabilecegi diisiiniilmektedir. Hiicre ¢ekirdeginde
CAS importin metabolik yolunda niikleer transport faktorii olarak rol oynamaktadir
(Kutay ve ark. 1997). Importin metabolik yolu, mitoz ve daha fazla gelisme i¢in 6nemli
olan bir¢ok proteinin hiicre ¢ekirdegine tasinmasina aracilik etmektedir. Apoptoz birgok
proteinin (P53 ve transkripsiyon faktorleri gibi) hiicre ¢ekirdegine girmesi i¢in gerekli
oldugundan, CAS proteininin bu énemli proteinlerin en azindan alt kiimelerinin hiicre
cekirdegine girmesini kolaylastirmasiyla apoptoza olanak sagladigi Onerilmektedir
(Brinkmann 1998). Hastaliga kars1 direnclilik sirasinda da benzer sekilde gorev yaptigi
diistintilmektedir (Yildirim-Ersoy ve ark. 2011).

Caligmada CAS gen parg¢asinin arpa homologu Oncelikli olarak bir TA klonlama vektori
olan pGEM-T Easy vektoriine klonlanmis, sekansi dogrulandiktan sonra BSMV gama
vektoriine  aktarilmistir. Bdylece arpa  bitkisinde susturma  c¢alismalarinda

kullanilabilecek hale gelmistir.
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CAS geninin hastaliga kars1 direnglilik tepkisi sirasinda ekspresyonundaki degisiminin
saptanmasi i¢in Mla6 geni i¢eren PallasO1 bitkisi, AvrMla6 genini iceren Bgh103(64/01)
patojeni ile enfekte edilmistir. Patojenin enfeksiyonu sonrasinda hassas bitkilerde 4-6
saat sonra papilla olusumu, 12 saat sonra ¢im tiibii olusumu, 24 saat sonra haustorya
olusumu gozlemlenmektedir. Direngli bitkilerde ise patojenin bitkiye uygulanmasindan
24 saat sonra lokal asir1 hassas tepki ve 72 saat sonrasinda ise belirgin nekrozlar
gozlemlenmektedir. Calismada patojen uygulamasindan sonra bu saatler segilerek CAS

geninin transkript seviyeleri kontrol bitkisi ile kiyaslanmistir.

Sonug olarak hastalik uygulamasindan 12 saat sonra direnglilik tepkisi sirasinda CAS
geninin transkript seviyesinde yaklasik 2,5 kat artis tespit edilmistir. CAS geninin
ekspresyonunun asirt hassas tepki gézlemlenmesinden 6nce (12. saat) arttigi ve asiri
hassas tepki sirasinda (24. saat) tekrar normal seviyesine diistiigii gozlemlenmistir. Bu
sonu¢ CAS proteininin Mla6-AvrMIa6 etkilesiminden, bitki hiicresinin 6liimiine kadar

olan sinyal iletim mekanizmasinda rol oynama ihtimalini gli¢clendirmektedir.

Bitkilerde hastaliklara karsi direnclilik ekonomik agidan biiylik bir sorun teskil
etmektedir. Diinyada bitki 1slah1 konusunda galisan pek ¢ok arastirmaci bitkilere kalici
direnclilik kazandirilmasi i¢in ugrasmaktadir. Bitkilerde direnclilik mekanizmasinin
anlagilmas1 ve genlerin fonksiyonlarinin belirlenmesi bu yolda atilan en biiyiik
adimlardandir. Bu ¢alismada bulunan sonuglar pek ¢ok yeni ¢alismaya onciiliik edecek
niteliktedir. Genlerin pek ¢ok hastalikta etkili olmasi ve bitkilerde bagigiklik sistemini
uyarmast durumunda, genler genetik miihendisligi ile dayanikli bitkilerin yapiminda

kullanilabilecektir.
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EKLER
EK 1: Kullanilan Soliisyonlar ve Hazirlanmasi
1: Agaroz Jel Hazirlanmasi

Agaroz pahali bir madde oldugu i¢in Oncelikle jel dokiim tablasinin boyutlar1 (jel
kalinlig1 da dikkate alinarak) Olgiiliir ve hacmi belirlenir. Hazirlanmak istenen yiizde
konsantrasyona gore (6rn. %1°lik), belirlenen hacim i¢in gereken agaroz miktar: dikkatli
bir sekilde tartilir ve erlen icine konur. Uzerine hesaplanan hacimde 1X TBE tamponu
(1 hacim 5X TBE iizerine 4 hacim saf su ilave edilerek hazirlanir) konarak ates tizerine
alimir ve eritilir (3-5 sn kaynamasi yeterlidir). Atesten alinan jel iizerine son
konsantrasyon 0,5 pg/ml olacak sekilde stok EtBr. soliisyonundan ilave edilir. Jel
sicaklig 45-50°C’ye (el sicakligl) geldiginde hazirlanan jel kabina dikkatli bir sekilde,
hava kabarcigi olusturmadan dokiiliir ve yaklasik 40 dk beklenerek donmasi saglanir.
Jel elektroforez tankina alinir ve lizeri ortiilene kadar 1X TBE tamponu ilave edilir.
Kuyucuk olusturmak i¢in yerlestirilen tarak dikkatli bir sekilde ¢ikartilir. Jel, 6rneklerin
yiiklenmesine 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
icerik orantilanarak tartilir. Manyetik karistirici izerinde toplam hacimden biraz az saf
su ile ¢oziilir ve pH’s1 NaOH ile 7,5’e ayarlanir. Hacim saf su ile tamamlanir ve
erlenlere (erlen hacminin 1/10’u oraninda) paylastirtlir. 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 aluminium folyo ile sarilarak otoklavlanir. Besi yeri steril
kabin i¢inde petri kutularna paylastirilir ve donduktan sonra stre¢ filmle sarilarak
+4°C’de saklanir. Saklama siiresi iki haftayr gegmemelidir. Antibiyotik ilave edilecegi
zaman, son konsantrasyonlar dikkate alinarak besi yeri sicakligi yaklasik 48°C’ye
geldiginde ilave edilir ve zaman gecirmeden petri kutularina paylastirilir. Plaklarin
tizerine ilgili bilgiler yazilarak etiketlenir.
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EK 2: Sekanslama Sonuclari
1: Niikleotid Sekans1 (201bg)

GGAGTGCTCTCTTTACTCGCTTACAGACTAGGCAAGCAGTTAAGTTTGTGAA
CTCTCTTGTGGTGGTCATGTCCTTGGTGTCAGTCAAGTATGGGCCAGGTGTT
CTTGTCAGTTCTGTTGATACGATTCAGCCGAATCTCTTCACCACAATTCTTCA
GCGTTTTTGGATTCCCAATCTCAAGTTGATCAAAGGTTCTCTTG

2: Protein sekansi (66 amino asit)

SALFTRLQTRQAVKFVNSLVVVMSLVSVKYGPGVLVSSVDTIQPNLFTTILQRF
WIPNLKLIKGSL

43



Ad1 Soyadi

Dogum Yeri ve Tarihi

Yabanci Dili

Egitim Durumu (Kurum ve Y1il)
Lise
Lisans
Yiiksek Lisans

[letisim (e-posta)

Yayinlari

Burslar

OZGECMIS

: CANSU SEVINC
: TEKIRDAG, 1987
: Ingilizce

: Tekirdag Tuglacilar Lisesi /2001-2005

: Uludag Uni. F.E.F. Biyoloji B. / 2006-2011

: U.U. F.B.E. Biyoloji A.B.D Molekiiler Biyoloji
B.D /2011-2013

: cnssvnc@gmail.com

. Figen Ersoy, Mahinur Akkaya, Ibrahim Kutay
Ozturk, Sefawdin Bedassa, Cansu Seving
“‘Determination of the Functions of SRP72 and
CAS Barley Homologues Against Powdery
Mildew Disease Resistance in Barley’> COST
FA1208 Pathogen informed strategies for
sustainable broad spectrum crop resistance 1%
annual meeting, 9-11 Ekim Birnam, Edinburgh,
UK sayfa 74

: TUBITAK Arastirma Projesi Yiiksek Lisans
Ogrenci Bursu, SRP72 ve CAS Genlerinin Arpa
Homologlarinin Arpada Kiilleme Hastaligina
Kars1 Direnglilikte Fonksiyonlarinin Belirlenmesi,
Proje Yiritiiciisii: Yrd.Dog. Dr. Figen ERSOY,
1107984, 2010-2014

44



