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OZET

Bu ¢alismada, modifiye cDNA-AFLP teknigi kullanilarak, misir (Zea mays) ve misir past
(Puccinia sorghi) interaksiyonunda ekspresyonu degisim gosteren 100 cDNA-AFLP
fragmenti tanimlanmis, bunlar klonlanarak 68 tanesinin degerlendirilebilir sekansi elde
edilmistir. Sekanslarin gen bankasi taramalar1 yapilarak en yakin benzerleri belirlenmistir.
Etiketlerden iki tanesi Rp3 pas direng geni sekansina benzer iken birisi de pas orijinli
trankript benzerleri olarak bulunmustur. Sekansi yapilan diger etiketlerin 12’si fotosentez,
hiicre metabolizmasi ve madde tasimada, bes tanesi protein sentezi, katlanmasi ve yikiminda,
dokuzu sinyal iletimi, redoks durumu ve transkripsiyonel diizenlemede, geriye kalan 39
etiket sekansininda yapisal, hipotetik ve karakterize edilmemis proteinleri ve diger stres ile
ilgili mesajlar1 kodlayan mRNA’larin benzerleri olduklari bulunmustur. Genel olarak bilinen
fonksiyonlarla assosiye olan bu etiketlerin bitki-mikrop interaksiyonunda rol oynadiklar
goriilmektedir. Bu sonuglarin 6nemli verim kayiplarina neden olan musir pasma direncin
karakterizasyonuna, misir ve musir pasi interaksiyonunda gerceklesen olaylarin molekiiler

detaylarinin ortaya ¢ikarilmasina katki saglamasi beklenmektedir.
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ABSTRACT

In this study, using a modified cDNA-AFLP technique, 100 cDNA-AFLP fragments,
expressions of which are modified in corn (Zea mays) and corn rust (Puccinia sorghi)
interaction, have been identified. They were cloned, sequenced, and 68 of which yielded
clear sequencing results. The closest sequence similars of these sequences were determined
by screening Genebank database. Two of these tags appeared to be similar to the Rp3
sequence, while one tag appeared to be similar to a rust originated transcript. 12 of the
remaining tags were found to be similar to the genes encoding protein functioning in
photosynthesis, cell metabolism and transport, five tags were found to be similar to the
sequences encoding functions protein synthesis, folding and catabolism. The nine tag
sequences were found to be similar to the sequences encoding functions signal transduction,
redox status and transcriptional regulation, and the remaining 39 tag sequences were
identified as similars of mMRNA sequences encoding structural, hypothetic and
uncharacterized proteins and other stress-related messages. Overall, the majority of tags
which were found to be associated with known functions, appear to play a role in plant-
microbe interactions. The results are expected to shed some light on characterization of
resistance to common corn rust, the molecular details of the interaction occurring between

corn and the common corn rust, which causes significant damages to the corn production.

Keywords: Corn, common corn rust, plant-fungus interaction, cONA-AFLP
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“Misir (Zea mays L.) ve Misir Pasi (Puccinia sorghi Schw.) Interaksiyonunda
Ekspresyonu  Degisim  Gosteren  mRNA’larin Tamimlanmasi,  Sekans
Karakterizasyonu ve Interaksiyonda Rollerinin Degerlendirilmesi’* adli yiiksek lisans

tezimi tamamlamamda yardime1 olan biyoloji boliimii hocalarima tesekkiir ediyorum.
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1. GIRIS

Bitkiler, patojen saldirilar1 gibi biyotik streslere 6nceden olusturulmus yapisal
engeller ve indiiklenen diren¢ mekanizmalari ile karsi koymaktadir. Bitkinin yaprak
yiizeyinde bulunan mum, kiitikula, tiiyler, stomalarin biiyiikligii, agik veya kapali
kalma siireleri ve bitkide onceden iiretilmis hazir antimikrobiyal bilesikler patojen
saldirilarina kars1 bitkinin yapisal direng mekanizmasini olusturur. Patojenin bu
engelleri asip enfeksiyon olusturmasi halinde, bitkinin enfekte olan hiicrelerinde
hipersensitif reaksiyon (HR) seklinde erken bir lokal savunma yaniti ortaya
cikmaktadir. HR ile enfeksiyon bolgesindeki hiicrelerin yap1 ve fizyolojilerinde
goriilen modifikasyonlar ve konuk¢u organizmada programli hiicre Oliimiiyle
enfeksiyon bolgesinde patojen biiyiimesi ve yayilmasi engellenmektedir. HR’1
takiben veya birlikte, bitkide sistemik kazanilmis direng (SAR) ile indiiklenmis
sistemik diren¢ (ISR) ortaya c¢ikmaktadir. Enfeksiyonun gergeklestigi bolge ile
bitkinin kalan kismi arasinda sinyal iletimi baslatilmakta, genis bir patojen
spektrumuna direngte rol oynayan SAR ile bitkide sistemik ve genel bir direng
olugsmaktadir. SAR benzeri sistemik bir direng olan ISR ise virulent patojenlere karsi
bitkilerde koruma saglamaktadir. Sonug olarak, bitkilerde yapisal ve indiiklenebilir
direng olusumunda enfeksiyon bolgesinde patojen taninmasi ve sinyal iletimi rol
oynamakta, HR ile birlikte veya takiben sistemik genel bir savunmayla bitkiler
patojenlere kars1 koymaktadirlar [1]. Patojen enfeksiyonunun hastalik olusturmasi ise

bu diren¢ mekanizmalarinin asilmasiyla ger¢eklesmektedir.

Viriis, bakteri ve fungus gibi patojenlerin, 6zellikle kiiltiir bitkilerinde neden oldugu
hastaliklarin 6nemli verim kayiplarina yol agmasi, Son yillarda, bitki patojenleriyle
konukgular1 arasindaki interaksiyonun molekiiler biyolojisi ve genom diizeyinde
ekspresyon degisimlerinin karakterizasyonu iizerine yapilan galismalarin sayisinda
artis gostermesine neden olmustur. Bu ¢aligma, misir (Zea mays L.) ve misir pasi
(Puccinia sorghi Schw.) arasindaki interaksiyonda ekspresyonu degisim gosteren
genlerin modifiye ~ cDNA-AFLP  teknigiyle  tamimlanmasi  amaciyla
gerceklestirilmistir. Ekspresyon profili degisim gosteren mMRNA etiketlerinin bir
bolimiiniin ~ karakterizasyonu yapilmis ve bunlarin interaksiyonla ilgileri

degerlendirilmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Bitki-Patojen Intraksiyonlarmin Genetigi ve Molekiiler Biyolojisi

Bitkiler genel olarak genis mikrobiyal yelpazelere direngli olup sadece 6zellesmis
organizmalar ve onlarin viriilent irklar1 bitkilerde hastalik olusturabilmektedir.
Patojenlere karsi bitki savunmasi, anatomik ve fizyolojik 6zelliklerden, bitki
yapisinda Onceden sentezlenip biriktirilen (antimikrobiyal) maddelere, patojen
karsilagsmasiyla indiiklenen lokal ve sistemik diren¢ yanitlarina kadar genis bir
yelpazede degisiklik gostermektedir. Sadece virulent hastalik etmenleri bu savunma
bariyerlerini gecerek hastalik olusturabilmektedir. Ortiisen savunma katmanlari
olarak bunlan diisiindiigimiizde, fiziksel ve kimyasal bariyerleri gecen patojenler,
muhtemelen en son asamada hiicresel savunma mekanizmasii aktive ederek
konukgu direncini ortaya ¢ikarmakta ve indiiklenen hiicresel ve sistemik yanitla
patojen gelisimi engellenmektedir. S6z konusu direncin genetik temeli biiyiik 6lgiide
karakterize edilmis ve olusumu siklikla patojen genotipine bagli olarak

gerceklesmektedir.

Bitkiler ve patojenleri arasindaki interaksiyonlar genel ve spesifik mekanizmalarin
rol oynadigi kompleks bir olaydir. Bitki patojenleriyle konukgulari arasinda
interaksiyon, gene-karsi-gen teorik modeli ile irk spesifik olarak tanimlanmaktadir
[2]. Buna gore patojendeki her bir avirulent (Avr) gene karsilik konukguda bir direng
(R) geninin oldugu varsayilir ve bitkideki belirli bir diren¢ geni iriinii belirli bir
patojene diren¢ saglamaktadir. Bir patojen potansiyel bir konukcu ile karsilastiginda
hastalik olusturabilirse bu patojen virulent, konuk¢u da duyarli olarak tanimlanir. Bu
iliskiye de uyumlu iliski denir. Patojen potansiyel bir konukcuyu enfekte ettiginde
konuk¢unun savunma mekanizmasini hizli bir sekilde uyarip bu savunma tarafindan
gelismesi engelleniyor ve hastalik yapamiyorsa bu patojene avirulent, konukguya
direncli ve bu iliskiye de uyumsuz iliski denir. Uyumluluk ve uyumsuzluk durumlari
gene-karsi-gen teorisinin bilesenleridir. Teoriye gore Avr genler, R genleri tarafindan
taninan ve reseptorlere baglanan ligandlar sentezler veya sentezlenmesinden
sorumludurlar. Patojen orijinli bir aviriilans sinyal molekiilii, karsilig1 olan direng

gen lirlinii tarafindan tanindiginda bitkide direng yanit1 tetiklenmektedir (Sekil 2.1)



[3, 4]. Bu sekilde tanimlanan yaklagik 70 adet bitki-patojen ¢ifti molekiiler olarak
calistlmistir [5]. Interaksiyona giren aviriilans genlerinden bazilarinin molekiiler

seviyede karakterize edildigi ¢alismalar mevcuttur [6-9].
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Sekil 2.1 Gene kars1 gen interaksiyonunda alternatif durumlar [10]

Konukgunun genotipinde direng¢ (R) geninin varligi veya yoklugu, patojenin
olusturdugu hastaliga karsi direngli veya duyarli olusunu belirler. Patojenlerin
olusturdugu hastaliklara kars1 konukguda direnglilik saglayan R genleri genellikle
dominant kalitilim gosterdiginden, bitkilerde direnclilik duyarliliga dominanttir.
Patojenlerde viriilansin genellikle resesif ve avirulansin dominant olmasi, konukcu
direncini belirlemede, her dominant gen igin patojende karsiligt dominant bir
avirlilans (Avr) genin varligi patosistemlerde tespit edilen genel bir durumdur. Bazi
bitki-patojen interaksiyonlarinda direng genleri resesif kalitim gostermektedir.
Ornegin arpada, Blumeria graminis’in (DC.) Speer neden oldugu kiilleme hastaligina
diren¢ saglayan Hvmlo, piringte yanik hastaligina karsi direng saglayan xal3,
Arabidopsis’te Ralstonia solanacearum (Smith) Yabuuchi et al.’a karsi1 direng
gosteren RRS1-R geni resesif kalitim gosterir [10]. Arpa ve domateste membran
transport proteinlerinin sentezinden sorumlu mlo genlerinde fonksiyon kaybi,

kiilleme mantarina kars1 resesif mutantlar olusturmaktadir [11].

Bir bitkinin genomunda birden fazla diren¢ geni bulunabilir. Her bir direng geni bir

3



patojenin farkli irklarina direng saglayabilir. Buna direng geni spesifitesi denir.
Ornegin; misir Rp1 lokusunda 14, keten genomunda 30 farkli pas direnci spesifitesi
tespit edilmistir [12]. Direng genlerinde sik¢a goriilen bu polimorfizmden dolay1 bitki
populasyonlar1 farkli direng spesifiteleri iceren genotiplerden olusur. Bitki
populasyonundaki farkli diren¢ genleri kullanilarak patojen populasyonundaki farkli

genotipleri veya fizyolojik irklar1 ayirmak miimkiindiir.

Dominant kalitima sahip bitkideki R ve patojendeki Avr genlerinde fonksiyon kayb1
veya karsilikli spesifite degisimine neden olan mutasyonlar, patojen viriilans1 veya
konukeu duyarlilig1 interaksiyon fenotipiyle sonuglanmaktadir. Ornek olarak, musir
Rpl allelerindeki mayotik rekombinasyon sonucu obligat biyotrofik fungal patojen
olan musir pasinin (Puccinia sorghi) bazi irklarina karsi duyarlilik olusabilmektedir.
Misir genomu Rpl bolgesindeki musir pasi spesifik direng genlerinin mayotik
instabilite gosterdigine dair ¢alismalardan birinde; Rpl allelerinde goriilen instabilite
mekanizmasinin esit olmayan crossing-over oldugunu gosteren ve instabilitede gen
dontligiimiiniin de rolii olduguna dair bulgular rapor edilmektedir [13]. Bu sekilde
karsilikli spesifite degisimine neden olan mutasyonlarla patojenlerin Avr genleri ve

bitkilerin R genlerinin populasyonlardaki varliklart korunmaktadir.

Bitkilerde hastalik direnci saglayan R genlerinin evrimi, hem bitki hem de patojeni
iceren dinamik bir siirectir [10]. Genel olarak silahlanma yarisi diye tanimlanan
sliregte patojen avr genin mutasyonu ile ortaya ¢ikan virulent irklara karsi bitkide
yeni direng spesifitlerinin kromozom segmentlerinde kiimelenmis direng genleri
klastirlarinda rekombinasyon ve mutasyonlarla ortaya c¢iktigi modellemeleri

yapilmaktadir [14].

Bitki-patojen interaksiyonlarinda her iki organizmada bir dizi genin transkripsiyonel
olarak aktive veya repres oldugunu gosteren ¢alismalar bulunmaktadir [15-21]. Son
yillarda,  bitki-patojen interaksiyonlar1 gibi  biyotik stres durumlarinda
transkripsiyonel olarak aktive veya repres olan mesajlarin ve genom genelinde
degisimlerinin karakterizasyonlar1 i¢in karsilagtirmali hibridizasyon teknikleri ve
¢ikarimsal teknikler gelistirilmistir [22-24]. Bu g¢alismada modifiye cDNA-AFLP
teknigiyle misir ve misir pasi interaksiyonunda ekspresyonu degisim gésteren mMRNA

molekiilleri tanimlanmustir.



2.1.1. Bitkilerin Patojenlere Karsi1 Diren¢ Mekanizmalari

Genel olarak bitkilerin patojenlere direncinde iki diizey ayirt edilmektedir. Bunlar,
konukg¢u olmama direnci ve Konukgu direncidir. Konuk¢u olmama direnci bir tiir
veya cinsin tamaminin belirli patojenlere direngli olmasi durumudur. Ornegin;
patateste yaprak yanikligi hastaligi yapan Phytophthora infestans (Mont.) de Bary
bugdayda enfeksiyon olusturamaz. Konukc¢u direnci ise 6zellesmis patojen irklarina
kars1 gosterilen direngtir. Ornegin; bugdayin sar1 pas (Puccina striiformis Westend.)

tarafindan enfekte olmasi, bugdayda, sar1 pasin belirli irklarina kars1 direng saglar.

Patojenlerin konuk¢uyu enfekte etmek igin bitkilerdeki direng mekanizmalarini
asmasi gerekir. Bitkilerdeki direng mekanizmalar1 pasif (temel) ve aktif (indiiklenen)
olarak iki kategoriye ayrilabilir (Sekil 2.2). Pasif mekanizmalar yaprak yiizeyindeki
mum, kiitikiila, tiiyler, dnceden olusturulmus antimikrobiyal kimyasal bilesikler
olusturur ve bu yapilar mikrobiyal saldiriya karsi ilk savunma engelleridir. Bu
engellerin asilmasi durumunda ise bitkilerin HR ile lokal bitki hiicresi oliimd,
bitkinin hiicre duvarmi giiclendirme, yapisal savunmadan sorumlu genlerinin
aktivasyonu, ek antimikrobiyal madde biyosentezi, hidrolitik enzimler ve diger
savunma ile ilgili proteinleri kodlayan genlerin ekspresyonu gibi aktif savunma

mekanizmalar1 devreye girecektir [10].
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Sekil 2.2 Bitkilerde pasif ve aktif savunma mekanizmalari [10]



2.1.1.1. Pasif Savunma, Yapisal ve Kimyasal Engeller

Bitkiler, patojen saldirilarina karsi iki pasif savunma stratejisine sahiptir. Birinci
strateji patojen saldirilarina karst hazir bulunan bazi yapisal engellerdir. Bunlarin en
Oonemlisi ilk pasif bariyer olan yaprak ve meyve {lizerindeki mumsu kiitikula
tabakasidir. Ana maddesi kiitin olan kiitikula su tutmaz ve mantar spor ¢cimlenmesini
engeller. Yaprak yiizeyinde bulunan mum, kiitikula ve tiiyler, stomalarin biiytikligii
ve acik-kapali kalma siiresi, kiitikula ile benzer bir isleve sahip somatik kok sinir
hiicreleri her an savunma icin aktif durumdadirlar. Ikinci savunma stratejisini
kimyasal engeller olusturur. Bunlar patojenlerin dnceden olusturulmus inhibitorleri
olmasina gore fitoantisipinler veya fitoaleksinler olarak siniflandirilmistir.
Fitoaleksinler ve fitoantisipinler mikroorganizmalara maruz kalan bitkiler tarafindan
sentezlenen diisiik molekiil agirlikli antimikrobiyal bilesiklerdir. Antimikrobiyal
bilesikler sekonder metabolitlerin farkli bir dizisini icerir ve bunlar genellikle genis
bir patojen spektrumuna karsi etkilidir. Birgok antimikrobiyal bilesik inaktif olarak
bitki hiicrelerinde tecrit edilir veya 6zel vezikiiller halinde sentezlenip biriktirilerek

enfeksiyon bolgesine iletilir. Buna 6rnek deoksiantosinidin olusmasidir [25].

Patojenlerin bu kimyasal savunmaya karsi ilk stratejileri, ¢imlenip bitki dokularina
penetre olana dek beklemektir. Patojenlerin hastalik olusturabilmesi igin saglikli
bitkiler i¢inde goriilen bu hazir antimikrobiyal bilesikler ve poligalakturonaz
inhibitor proteinlerin (PGIPs) ve hiicre duvarini pargalayan enzim inhibitorleri gibi
kimyasal engellerin {istesinden gelmeleri gerekir. Bazi patojen mantarlarin bu
antimikrobiyal bilesikleri par¢alama (hidrolitik) enzimleri vardir ve patojenin bu
enzimi Uretme Yetenegi konukg¢uya gore belirlenir. Enzimatik hidroliz yoluyla
fitoaleksin ve fitoantisipinlerin detoksifiye edilmesi ile agiga ¢ikan pargalanma
tirtinleri, bitki savunma tepkilerinin bastirilmasi ile sonuglanacak bir sinyal iletim

mekanizmasina neden olur [10].

2.1.1.2. Aktif (indiiklenen) Savunmalar, Hipersensitif Reaksiyon, Yapisal ve
Kimyasal Bariyerler

Patojenlerin konukcuya temasi ile aktive olan sinyal iletim yollar1 bitkiler i¢in dnemli
savunma yanitlaridir. Bazi bitkilerde savunma indiiksiyonu patojenin yaprak
ylizeyine temasi ile bazilarinda patojenin yaprak dokusuna penetrasyonu ile

gerceklesmektedir. Indiiksiyon spesifik olmayan elisitdrlere tepki olarak
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gerceklesebilir. Spesifik elisitorlere tepki olan savunma mekanizmasi, klasik gen-
icin-gen direnci modeliyle agiklanmaktadir. Bitkilerin indiiklenen savunma
yanitlarini, genel olarak, hipersensitif reaksiyon (HR), sistemik kazanilmis direng
(SAR), indiiklenen sistemik direng¢ (ISR), bazi kimyasal maddelerin (ROI, NO, vb.)
sentezlenmesi ile patojenin bitkiye temas yiizeyinde sitoplazma birikimi ve ¢ekirdek

hareketliligi olugturmaktadir.

Patojen saldirilarina maruz kalan bitkilerin savunmasinda, erken lokal savunma
yanit1 ve takiben aktive olan sistemik yanitlar rol oynamaktadir. Patojen saldirilarina
karst bitkilerin en gorlniir tepkilerden biri, hipersensitif reaksiyon (HR) ile
enfeksiyon bolgesinde programli hiicre 6liimii (PCD) olarak gergeklesmektedir [26].
Erken lokal bir savunma yaniti olan hipersensitif reaksiyon PCD ile enfeksiyon
bolgesinde patojen biiylimesini, yayillmasmi ve hastalik gelisimini engeller ve
ozellikle obligat biyotrof patojenlere karsi etkin bir savunma olusturur. Olen
hiicrelerdeki membran tomurcuklanmasi, kromatin kondensasyonu ve DNA
fragmentasyonu HR ile ortaya ¢ikan tipik PCD olaylar: arasindadir (Sekil 2.3). Bu
savunma, besinini canli hiicrelerden saglayan obligat biyotrofik patojenlerin girisini
ve patojenin kaybettirdigi konak doku miktarim1 simirlamak igin gerceklestilen

koordine bir mekanizmadir [10].

Mitokondri
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Gekirdek—
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Sekil 2.3 Hipersensitif reaksiyonda gozlenen apoptosis degisimleri, a-d, [27]

Hipersensitif reaksiyonu takiben, bitki genelinde direncin olusumunu saglayan
sistemik sinyallerle sistemik kazanilmis direng (SAR) ve indiiklenen sistemik direng
(ISR) olusturulmaktadir. Sistemik bir sinyal olarak savunmada rol oynayan cok
sayida protein kodlayan genin aktivasyonuyla ortaya cikan sistemik kazanilmis
direng, salisilik asit (SA) ile birlikte hormon olarak degerlendirilen jasmonik asit

(JA), etilen (ET) ve absisik asit (ABA) ile beraber veya ayr1 olarak fonksiyonel



olmaktadirlar. Patojenlerin genis bir spektrumuna immiiniteyi veya ylikseltilmis
seviyede direng olusumunu saglayan SAR tipi indiiksiyon bir¢ok bakteriyel, fungal
ve viral patojenlerin fasulye, domates, Arabidopsis ve kabakgiller gibi bir¢ok bitki ile
interaksiyonunda goriilmiistiir. Ancak SAR tiim patojenlere kars1 etkili degildir. SAR
benzeri indiikklenmis sistemik direng (ISR), normalde virulent patojenlere karsi
koruma saglar. ISR indiiksiyonu bitki patojenlerinden ¢ok bitkide biiyiimeyi tesvik
eden kok bakterilerince aktive edilir (Sekil 2.4). Bu savunma ayni zamanda SAR'mn

etkisiz oldugu hastaliklara kars1 bir koruma saglamaktadir.
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Sekil 2.4 Bitkilerde sistemik direng mekanizmalar1 (SAR ve ISR), [10]

Son on yilda elde edilen bilgilere gore bitki ve savunma indiiksiyonu iginde sistemik
sinyallere ek olarak, komsu bitkiler ile iletisim de savunma genlerinin aktivasyonuna
neden olmaktadir. Direncin indiiksiyonu igin iiretilen ugucu sinyaller komsu bitkilere
iletilir (Sekil 2.4). Ornegin bocek ve patojenlerce istila edilmis bitkilerde metil
jasmonat ve metil salisilat gibi ugucu sinyallerin tiretildigi, en azindan savunma gen
ekspresyonunu indiikledigi laboratuar deneyleri ile gosterilmistir. Tiitlin mozaik
viriisii (TMV) ile enfekte tiitiin bitkilerinin N diren¢ geni ekspresyonu olan serbest

metil salisilat, bitisik bitkilerde hastaliklara kars1 direnci artirmustir.

Bitkilerde bir dizi indiiklenebilir yapisal savunma daha vardir. Bunlardan biri hiicre
iskeleti tabanli olup temas ylizeyinde gelisen patojeni algilamay1 iceren ve

penetrasyonunu onceden savusturmayi amaglayan savunmadir. Bu savunmanin esast



patojenin temas Yyiizeyinde sitoplazma birikimi ve mikrotiibiil iskeletin sagladig
cekirdek hareketliligidir. Potansiyel isgale hazirlik olarak osmotin ve kitinaz gibi
bitki hiicre savunma proteinlerinin katilimi ile aktin filamentleri sabitlestirilmistir.
Patojen istilasi ve girisine karsi ek bir bariyer olusturmak igin hidroksiprolince
zengin glikoproteinlerin (HRGP) birikimi ile hiicre duvarlarinin igylizeyi tizerinde
papilla olarak adlandirilan apposizyonlarin olusumu, kalloz (B-1,3 glukanpolimeri),
lignin ve siiberin gibi fenolik bilesiklerle, silisyum ve kalsiyum gibi minerallerden
olusan capraz bagli savunma yapilar1 olusur. Bu savunmalar bitki yaralanmasi ile
indiiklenir. ikinci tip indiiklenen yapisal savunma, peroksidaz enzimlerin direng
saglayan iki ¢oziiniir proteinin (HRGP ve PRP) ¢apraz baglanmasina aracilik ederek
hiicre duvarin1 giliglendirmesidir. Boylece patojenezle ilgili protein ailesi (PR-9)
belirli peroksidazlarin ve cesitli (mantar) elisitorlerin bitki hiicrelerinin Savunma

ifadesini indiikledigi gosterilmistir.

Bitki-patojen interaksiyonunda gen ekspresyonu ve protein sentezinden once reaktif
oksijen ara iriinlerinin (ROI) birikmesi, nitrik oksit (NO) iiretimi ve fosforilasyon
kaskadlar1 gibi bazi iyonlarin tiretilmesi s6z konusudur. Bu sinyal mekanizmalari da

bitkiler i¢in 6nemli savunma yanitlaridir.

Indiiklenebilir direng mekanizmalar patojenlere kars: bitkilerin savunmasinda biiyiik
Oonem tasimaktadir. Konuk¢u olmayan bitkilerde mikroplarin spesifik olmayan
elisitorleri direng indiiksiyonu igin Yyeterli olabilir. Konuk¢u bitkilerde patojenin
dogustan gelen savunma yanitlarindan kagmasina ve enfeksiyon gelistirmesine karsi
belirli elisitorlerini tanimak tizere belirli direng (R) genlerinin evrimlestigi kabul
edilmektedir. Bitkide patojenin belirli elisitorlerini tanima direnci, tek tek etkileri
kolayca tespit edilebilir bir veya birkag gen (vertikal direng) ya da kiiciik ilave
etkileri olan ¢ok sayida genle (horizontal direng) kalitilmaktadir. Herhangi bir direng
geni-aviriilans geni kombinasyonu ig¢in fonksiyonel genlerin varligina veya
yokluguna gore farkli sonuglar (duyarlilik veya direng) ortaya ¢ikar. Patojen
enfeksiyonu tarafindan uyarilmadigi ve doku-spesifik olmadig1 hallerde bitki direng

genlerinin konstitiitif ekspresyonlart ancak diisiik bir seviyede gerceklesebilir [10].

2.1.1.3. Pas Patojenlerinin Konukg¢uya Penetrasyonu ve Gergeklesen Olaylar

Bitki yiizeyini kaplayan mumsu kiitikiila genellikle hidrofobiktir. Su damlaciklarini
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ve igerdikleri mikroplar1 uzaklastirir. Patojen sporlart bitki kiitikiiler yilizeyine
hidrofobik etkilesimlerle baglanir. Pas urediosporlari yiizeyinde bulunan dikenler, bu
ilk temas halinde s6z konusu yapismaya yardimcidir. Pas sporlarmin salgiladigi
esteraz ve kutinazlarin etkinligi sonucunda sporlar ile hidrofobik yiizeyler arasinda
yapiskan yastiklar olusturabilir. Ayrica, nem varliginda sporlardan salinan musilaj
gibi yapiskan maddelerde giiglii bir yapisma saglar. Spor ¢imlenmesi sirasinda su ve
diisik molekiil agirlikli besin gibi gevresel faktorlerin indiiksiyon igin gerekli
molekiiler mekanizmalari olusturdugu bilinmesine karsin, Aspergillus nidulans
(Eidam) G. Winter ve Saccharomyces cerevisiae Meyen gibi model mantarlar
disinda, bitki patojen mantarlar igin ayrintili bir ¢alisma yoktur. Pas sporu uygun bir
bitki bulup yapistiktan ve ¢imlendikten sonra besin elde etmek igin Stoma
acikliklarindan Dbitkisel dokulara penetre olur. Cogu pas aseksiiel iirediospor
asamasinda sadece stomalar araciligiyla penetre olurken, basidiosporlar dogrudan

penetre olmak i¢in epidermisi kullanmaktadir (Sekil 2.5).

Urediospor AP’*”‘”‘%-’ Stoma bakgt hicrest
Cimlenme tips Yprak yizeyi
i vL ) }  ~Kétikula
i . Epiderm hucrelen
Stoma 1111/7 Mezofil hicreleri
kese

Haustroial ana

5 hicre Haustoryum
s - Apressorium
/ Epidermis ig1 kese K
Kétikla

stoma bekgt hiicrest
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Sekil 2.5 Penetrasyon mekanizmalari [10]

Bir¢ok pas kisa bir siire ¢imlenmenin ardindan yaprak yiizeyi boyunca ¢imlenme
tiipliniin biiylimesi ve hifal ucun farklilagsmasi ile appressorium olarak bilinen bir
sislik olusturur. Yaprak boyunca biiyiiyen ¢imlenme tiipiiniin ylizeye baglanmasi i¢in

daha fazla musilaj sentezlenir. Appressorium olgunlasmasindan sonra ¢imlenme tiipii
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alt yiizeyinden dar bir hifal iplik bitkinin iist epidermisi veya dogal deliklerinden
yaprak i¢ine dogru biiyiir. Cimlenme tiipiiniin epidermisten girisinde mekanik kuvvet
ve enzimatik ¢oziinmenin kombine etkileri dahilinde oldugu kabul edilmektedir.
Bitki yiizeylerinin fiziksel ve kimyasal 6zelliklerinin (hidrofoblugu, yiizey sertligi,
kimyasal bilesimi, kiitin monomerler ve mumsu polar lipidler) appressorium
gelisimine neden olduguna dair artan kanitlar vardir. Puccinia sorghi gibi hayat
dongiisiinde farkli sporlar iireten ve farkli konukgulara sahip paslarda konukguya
penetrasyon, sekil 2.5 de sematize edildigi gibi tirediosporlarin ¢ig damlas: nemiyle
¢imlenmesini takiben stoma agikliklar iizerinde olusturulan appresorium yapisinda
ortaya c¢ikarilan yiiksek turgor basinciyla ger¢eklesmektedir. Bitki dokularina
penetrasyonda ¢imlenme tiiplerinin apikalinde biriken vezikiillerin, hiicre duvari
onciillerinin besin kaynagimi olusturdugu bilinmektedir. Apoplastta siikroz, heksoz
ve amino asitlerin konsantrasyonlart hizli bir pas biiyiimesi igin elverigli
olmadigindan Cladosporium fulvum Cooke gibi bazi mantarlar kendi isgalci hifleri
yoluyla yeterli besin elde ederken, birgok biyotrofik pas besin a¢isindan zengin bitki
hiicreleri igine penetre olan ve besin alimmi artirmak i¢in tasarlanmis haustoryum
olarak bilinen 6zel beslenme yapilart olustururlar. Penetrasyon haustoryum ana
hiicrelerinin olusturdugu haustoryumlarin (emegler) mezofil hiicrelerinde gelisimi ile

tamamlanmus olur.

Haustoryumlar interaksiyonda bitki-fungus arasinda sinyal ve metabolit transferinin
gerceklestigi ara yiizler olarak fonksiyonel olmaktadir (Sekil 2.6-a) [28]. Bitki
hiicresinden ekstra-haustoryal matrikse sukroz, aminoasit gibi metabolitler salgilanir.
Bunlardan sukroz, fungus tarafindan sentezlenip bu alana salgilanan bir enzim
(invertaz) ile glukoz ve fruktoza ayrilarak haustoryuma transport edilmekte ve
sorbitol, mannitol, trehaloz gibi fungus depo sakkaritlerine doniistiiriilmektedir (Sekil
2.6-b). Konukg¢u-pas uyumlu interaksiyonda enfekte olmus bitkilerden izole edilen
haustoria tizerinde yapilan galismalar haustoryumlarin sadece konuk¢udan metabolit
alimin1 gerceklestiren yapilar olmadiklarini gostermektedir. Haustoryuma metabolit
taginmasindan sorumlu bazi gen Uriinlerinin yani sira metallothionins gibi anti-stres
fonksiyonu genlerin rollerinin de haustoryumlarin gorevleriyle iligkili olduklar1 maya
analizleriyle teyit edilmistir [10]. Ayrica uyumlu interaksiyonda bitkideki spesifik

bazi polipeptidlerin fungusa patojen avirulans iirlinlerinin bitkiye transferinde, sinyal
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iletiminde ve konuk¢u savunmasinin supresyonunda haustoryumlarin rol aldigina
dair baz1 bilgiler mevcuttur [28]. Uyumsuz interaksiyonda ise patojen penetrasyonu
veya gelisiminin bir asamasinda konukc¢u savunmasi indiiklenmekte, HR ile veya

HR’dan bagimsiz olarak, patojen biiyiimesi sinirlandirilarak direng olusmaktadir.
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Sekil 2.6 Haustoryum-konukgu hiicre ara yiizii yapisi (2) ve ara yilizde gergeklesen
bazi olaylar (b) [10]

2.1.1.4. Bitki-Patojen Interaksiyonunda Sinyal iletimi ve Konukcu Direncinin
Aktivasyonu

Fungus-bitki interaksiyonlarinda hem konuk¢u hem de patojen genomundan
ekspresyon degisimleri genel olarak goriilen bir durumdur. Konukgunun patojeni
tanimast ve konukgu direncinin aktive edilmesi reseptor-ligand modelinde oldugu
gibi direkt olabilir. Reseptor-ligand modeli sinyal iletimi, R gen tiriiniiniin Avr genin
iriinii (elisitor) ile dogrudan etkilesiminin sonucu diren¢ yanitt olusumunu 6ngoriir
(Sekil 2.7).
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Sekil 2.7 Konukgu-patojen interaksiyonunda reseptor-ligand modeli sinyal iletimi
[29]
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Konuk¢unun patojeni tanimasi ve konukcu direncinin aktive edilmesi, Guard
Hipoteziyle tanimlandig1 gibi indirekde olabilmektedir. Bu modelin bir 6rnegi; Avr-
Pto (guard) tarafindan hedeflenen Pto (guardee) konak savunmasinin genel bir
bilesenidir. Avr-Pto’nun konukgu proteini ile interaksiyonu R gen iirliniinii (Prf)
aktive ederek konukgu direncini indiiklemektedir (Sekil 2.8). Prf/Pto veya Avr-Pto

olmadiginda ise virulans ortaya ¢ikmaktadir.
Bekgi protein, 6m.Pto

(24 (4

LRRs

Avirulens peptid A
Orn. Avr-Pto .~ Konformasyonsl

'daEizim

Direng gen riini
On. Pef /

R-gen bagimh direng aktivasonu

Sekil 2.8 Guard Hipotezinin bir sematik gosterimi [10]

Bu interaksiyonun diger bir o6rne§i Arabidopsis ve bakteriyal patojenleri arasinda
siklikla rastlanan RPS5 proteininin (guard) aktivasyonudur. Arabidopsis protein
kinaz proteini PBS1’in (guardee) bir sistein proteaz olan AvrPbB kesimiyle
gerceklesmektedir. Bitkilerde patojen algilanmasi, takiben gergeklesen sinyal iletimi
ve savunma yaniti aktivasyonunda memeli savunma sistemlerindekine benzer
“Patojenle Assosiye Molekiiler Patternlar-PAMPs”  kullanilmaktadir. Bazi
patosistemlerde (6r. Keten L°, Arabidopsis RPP5 direng proteinleri) bitkiler ve

hayvanlar arasinda paralellikler olduguna iliskin bulgular mevcuttur [30].

Patojen elisitorlerin bitki direng gen iirlinlerince algilanmasini takiben meydana
gelen erken savunma yanitlari; protein kinazlarin (6rnegin MAPKinazlar)
aktivasyonu, kalsiyum ve diger iyonlarin akisi, reaktif oksijen tiirleri (ROS), nitrik
oksit (NO), salisilik asit (SA) liretimi ve patojenez ile iligkili (PR) proteinleri gen
ekspresyonunda gergeklesen degisiklikler olarak ozetlenebilir (Sekil 2.9). NO, ROI
ve SA ile birlikte sinyal iletim yollar1 arasinda kompleks sinerjik interaksiyonlar ve

savunma yanitlarinin amplifikasyonuyla HR olugsmaktadir [31]. Ancak, konukcu
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direncinde HR rolii agik olmakla birlikte bazi durumlarda HR’mn  konukgu
direncinden ayrilabilir oldugu (konukg¢u direncinde HR’nin direkt rolii olmadigr)
gosterilmistir. Ornegin; patates X viriisii (PVX) ile CC-NB-LRR tip Rx genine sahip
patates genotipleri arasinda interaksiyonda HR gortilmez [32].

Patojen elisitorlerin uyardigi savunma yaniti ile ilgili en hizli ve Oolgiilebilir
degisiklik, plazma zarindan gecici iyon flaksidir (Ca™ ve H' inflaksi, K™ ve CI”
efflaks1). Patojen elisitorlerinin algilanmasi, sinyal iletim yollarinda etkili olan G
proteinleri aktivasyonuna ve iyon flaksinda degisimlere yol agar. Protein
fosforilasyonuyla plazma zari iyon kanallarinin agilmasi sitosolik Ca™ seviyesini
yiikseltmektedir [30]. Ca™ seviyesinin yiikselmesi ayrica ROI iiretimi, oksidatif borst
ve nitrik oksit (NO) iiretiminin diizenlenmesi gibi savunma yanitlarinin aktivasyonu
saglanmakta ve sonugta HR ile patojen yayilmasi sinirlandirilmaktadir (Sekil 2.9).
Patojen algisin1 takiben olusan erken lokal savunma yanitlarindan (HR) sonra
indiiklenen diren¢ genlerinin ekspresyonuyla birlikte sistemik (SAR ve ISR) genel

direncler ortaya ¢ikmaktadir.

Tetikleme-uyan

PLC
L PA A
MAPK NADPH ~ . fyon flaks:
cascade oxidase, ..~ Cat+2
02 02
H202 . NO
# . “eCat2
Paroksinitrit
.
$avunma ifadesi dedisiklidi 12 Savunma ifadesi degigimi (6rn. PR
(6rn.PR proteinleri) Hucre 6luma  proteinleri ) ve protein devri

ve protein devri

Salisilik asit ve sistemik savunma yanits

Sekil 2.9 Patojen elisitorlerin taninmasiyla tetiklenen sinyal iletim yollar1
PLC, fosfolipaz C; PA, fosfoditik asit; NO, nitrik oksit [10]
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Reaktif Oksijen Tiirlerinin Uretimi (ROI): Patojenlerin penetrasyonu bitkilerde
reaktif oksijen tiirlerinin (ROI) sentezini ve programlanmis hiicre 6limi gibi aktif
savunmalar1 harekete gegiren nedenlerden biridir. Konukgu hiicrelerde iiretilen
ROTI’larm HR, SAR gelisimi ve fitoaleksinler gibi antifungal kimyasal maddelerin
birikmesi gibi ¢esitli konuk¢u hiicre savunma tepkilerini tetikledigini gdsteren
calismalar mevcuttur. Bitki-patojen interaksiyonlar1 sirasinda H,O, sentezinde artis
olur. Bitki savunmasinda etkili olan reaktif oksijen ftiriinleri arasinda olan H,O, ve
Oteki aktif oksijen bilesikleri bitkinin savunma sistemini uyarict etkide
bulunmaktadir. HR 6ncesinde hizli bir sekilde birikimi ger¢eklesen ROI bilesikleri,
patojen i¢in dogrudan toksik olabildigi gibi, hiicre duvari bilesenlerinin oksidatif
krosslink ile kapatilmasi ve giiclendirilmesiyle birlikte asagi kanat savunma
yanitlarinin da aktivasyonu saglanmaktadir. Peroksidaz enzimlerin hiicre duvarun
giiclendirilmesinde 6nemli rolii vardir. Bu savunmayi bastirmak i¢in, bazi fungal
patojenlerin bitkiye, metabolitlerini ve proteinlerini aktif olarak aktardiklari
goriilmektedir [10]. Avirlilent patojen irklartyla sentezi tetiklenen ROI’larin bir
fonksiyonu HR ile lokalize hiicre oliimtdir [32]. Direngli genotiplerde nekrotik
lezyonlar halinde enfekte olan hiicrelerin 6liimii olan HR ile patojen yayilmasi

sinirlandirilmaktadir.

Patojen enfeksiyonu ile bitkide ortaya ¢ikan ilk savunma yanitlarindan biriside,
stiperoksit (Oy) ile H,O, sentezinden olusan oksidatif patlamadir (oksidatif borst).
NADPH oksidaz kompleksi ve apoplastta bulunan peroksidazlar araciligiyla
sentezlenen oksidatif patlamanin protein doniistimiinii diizenleyen rolii oldugu kabul
edilmektedir [33]. Ornegin arpada, okaryotik cinko baglayici proteinlerle sekans
benzerligine sahip RAR1 proteinin sentezinde oksidatif patlamanin ilgisi oldugu
goriilmektedir [10]. Sekil 2.9’da verilen bu bitki savunma yollarmin pek ¢ok memeli

sistemlerinde paralellik gosterdigi tespit edilmistir.

Nitrik Oksit (NO) Sentezi: Nitrik oksit, aktif savunma yanitlarin olusumunda
fonksiyonel olan bir sinyal molekiildiir. HR sirasinda seviyesi yiikselen NO, PR
protein ekspresyonunu indiiklemekte ve enfeksiyon bolgesinde SA seviyesi pozitif

diizenlenme gostermektedir (Sekil 2.9).

MAP Kinazlar (MAPK): Hiicre disindan gelen sinyallerin hiicre i¢inde iletiminde
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protein fosforilasyonu ile aktive olan enzimlerdir. MAP kinazlar (MAPK) bitki
hastalik direnci i¢in 6nemli bir sinyal yolu olusturmaktadir. HR olusumundaki
(NADPH oksidaz araciligi ile) katkilari, MAP Kkinazlarin bitki direncinde rol
oynadiklarint gostermektedir (Sekil 2.9). MAP kinaz sinyal kaskadi Arabidopsis'te
dogal savunma yanit1 bileseni olarak belirlenmistir. Spesifik MAPKKK, MAPKK ve
MAPK proteinlerinin, WRKY tipi traskripsiyon faktorleri araciligiyla PAL, PR-1 ve
PR-5 gibi savunmayla ilgili genlerin aktivasyonu ile sonuglanan sinyal kaskadlariyla
alakali olduklar1 belirlenmistir [10].

Diren¢ Proteinleri: Flor'un (1956) gene-karsi-gen teorisine gore, Dbitkilerin
hastaliklara karsi savunmasi igin patojendeki her bir Avr gene karsi konukguda bir
direng (R) geni gereklidir. R genleri ve kodladiklar1 proteinler bitki savunma
mekanizmasinin ana unsurlarin1 olusturmaktadir. Bir enfeksiyon durumunda,
reseptor-ligand modeline gore, patojenin Avr gen iirtinlerine karsi indiiklenen bitki R
geni proteinlerinin bitkilerdeki savunma mekanizmalarinin aktivasyonuna aracilik
ettikleri goriilmektedir. R proteinlerinin konukgu bitki savunmasinin indiiksiyonunu
saglamasini Ca'? iyonu akigi, O;" ve NO sentezindeki artis ve lokal bitki hiicre 6liimii
(PCD) ile iliskilendiren g¢alismalar mevcuttur [8]. Bitki R proteinlerini sahip
olduklar1 domeinler ve biyokimyasal fonksiyonlarina bakarak ii¢ grupta toplamak
miimkiindiir (Tablo 2.1). Direng genlerinin patojen saldirilarinda eksprese olan
diren¢ proteinlerde bulunan baglica domainler 16since zengin tekrarlar (LRRS),
niikleotid baglayict bolge (NBS), Toll/Interlokin-1 Reseptor (TIR), koiled koil (CC),
WRKY transkripsiyon faktorleridir.

Losince zengin tekrarlar (LRRS), diizenli araliklarla 16sin veya diger bir hidrofobik
amino asitin (24 aa) i¢inde bulundugu motiflerdir (Sekil 2.10). LRRs’in protein-
protein inteaksiyonunda rol oynadigr bilinmektedir. Bitki diren¢ proteinlerinin
patojen orijinli elisitor veya effektorlerle interaksiyonda ve glikoprotein ligandlari,
enzim inhibitorlerini (6rn. domuz RNaz inhibitorii) veya enzimleri tanimada
fonksiyonel olduklar1 kabul edilmektedir [12]. Diren¢ geninin kodladig1 bir protein
motifi olan niikleotid baglayici bolge (NBS), bir niikleotid baglama P-kementi ile
merkezden uzak konumlu iki kinaz (kinaz 2, kinaz 3) domain igerir (Sekil 2.10).

Direng genlerindeki NBS domainleri ve apoptosis proteinlerle arasindaki benzerlik
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dolayistyla bitki savumasinda bu domainlerin rolleri oldugu kabul edilmektedir. TIR

(Toll/Interlokin-1 Reseptor; Drosophila melanogaster Meigen’in toll proteini ve

insanda, kus ve diger hayvanlardaki interleukin-1 resept6r proteini) domeinine sahip

proteinler konukgu/cevre ara yiizlerinde eksprese olmakta ve konukgu savunmasinda

rol oynayan reseptor proteinler olarak aktivasyonlart PAMPs ile ger¢eklesmektedir.
CC (koiled koil, 16sin fermuar) domeini RPM1, RPP8, Rx1, Mi ve Prf gibi direng

genleri proteinlerinde bulunan amino asit motifleridir (Sekil 2.10). Direng geni

fonksiyonundaki rolleri heniiz belli degil ama bunlarin birgok R gen ile kodlanmis

intermembran proteinlerdeki varliklarindan dolayr protein dimerizasyonunda rol
oynadiklari bilinmektedir [10].

Tablo 2.1 Bitki direng genlerinin baslica siniflar1 ve kodladig: proteinlerde bulunan

yapisal motifler. LRR-L&sin zengin tekrarlar, eLRR-extracelluler LRR,
NBS-niikleotit baglayici site, TIR-Toll/Interlokin-1 reseptorleri, CC-
Sarmal bobin, TM-Transmembran domeini, KIN-Kinaz [34]

Kodladigr Diren sagladig
Siifi | Konuk¢u R geni proteindeki ne SadISl | Referans
. patojen
yapisal motifler
Tiitlin N TIR-NBS-LRR Tobacco mosaic virus | Whithame et al., 1994
Keten L6 TIR-NBS-LRR Melampsora lini Lawrence et al., 1995
- - ) ) Hyaloperonospora
Arabidopsis RPPS TIR-NBS-LRR parasitica Parker et al., 1997
. . Pseudomonas Bent et al., 1994
| Arabidopsis RPS2 CC-NBS-LRR syringae pv. tomato Mindrinos et al., 1994
Patates Rx1 CC-NBS-LRR Potato virus X Bendehmane et al.,1999
. Xanthomonas  oryza
Celtik xal NBS-LRR pv. oryzae Yoshimura et al., 1998
Misir Rpl-D NBS-LRR Puccinia sorghi Collins et al, 1999
- - R Hyaloperonospora
Arabidopsis RPP27 eLRR-TM parasitica Tor et al., 2004
1l Domates Cf9 eLRR-TM Clodosporium fulvum | Jones et al., 1994
Celtik Xa21 eLRR-TM-KIN | X@nthomonas oryzae
pv. oryzae Song et al., 1995
Pseudomonas syrigae
Domates Pto KIN pvtomato Martin et al., 1993
Erysiphe
Arabidopsis RPW8 TM-CC cichorcearum Xiao et al., 2001
11
Xanthomonas oryzae
Celtik Xa27 TM-TM pv. oryzae Gu et al., 2006
Erysiphe graminis
Arpa MLO TM-TM-TM... f.sp hordei Buscges et al., 1997
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Bitkilerin dogal ortamlarinda maruz kaldiklar1 abiyotik ve biyotik streslere karsi
yanitlarin diizenlenmesinde WRKY transkripsiyon faktorleri (TFs) 6nemli rol oynar.
Bitkilerde transkripsiyonel diizenleyici olarak savunma, yaralanma, senesens ve bitki
biiyiime ve gelismesinde rol oynayan transkripsiyon faktorlerinin genis bir protein
ailesi olan WRKY, modiile ag sinyal iletiminin biitinlesmis yapisal parcalarini
olusturmaktadirlar (Sekil 2.10). Bu ailenin fyeleri yiiksek oranda Kkorunmus
WRKYGQK amino asit dizisi ve bir ¢inko parmagi motifi i¢ceren, WRKY alani
belirlenmis, en az bir korunmus DNA’ya baglanan bolge icerir [35]. Tek bir WRKY
transkripsiyon faktorii farkli fenotipte bircok siirecin diizenlenmesinde rol
oynamaktadir. Wei ve arkadaslart (2012) misir (B73) genomunda WRKY ailesi
proteinlerini kodlayan 119 adet gen (Zm WRKY 1-119) tespit etmislerdir [36].

| LRRs

EXTRACELLULAR
TOCCOTIVVCPVNSSP0 m 09 o0

INTRACELLULAR
A | Kinase
cc PITR | cC
NBS NBS Kimase |
v LRS NS
WRKY
Examples ] l I |
Prf L B:2 Rrsi.p Q2 Po RPGl Xa2l RPW
Mi M Dmi  Cf4 Fonm FLS2
RPS2 N Cre3 Gr5 PBSI
= RPPI  Pia Cro

Sekil 2.10 Bitkilerde hastalik direnci gen tirlinlerinin yapisi ve bitki hiicrelerinde
varsayilan konumlari (proteinlerin amino grup ug iist kismimdadir). NBS,
LRR, CC, TIR, NLS ve WRKY [10]

PR Proteinler (Pathogenesis-Related Protein): Patojen enfeksiyonu durumunda
bitkilerde patojenez ile ilgili ¢esitli proteinler (PR) indiiklenir. Patojenez ile ilgili
proteinler Dbitkinin yapisal savunmasimi giiglendirir. 14 grupta toplanan PR
proteinlerin  ¢ogunun biyokimyasal rolleri tespit edilmistir. Ornegin, farkli
yiizeylerde kendi 6zel aktivitelerine gore siniflandirilan kitinazlar (PR-3, PR-4, PR-8,
PR-11) mantar hiicre duvarindaki kitini hidrolize etmektedir. PR-7 grubundaki

glukanazlar, proteinazlar ve RNazlar, bakteri ve oomycete karsi etkinlige sahip olan
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hidrolitik enzimler, PR-10 virlislere karsi benzer rollere sahiptirler. Bazi PR
proteinleri patojenite faktorleri ile miicadele igin tretilmektedir (6rn. bocek ve
mikrobiyal proteaz enzimlerini inhibe eden PR—6 proteazi gibi). Bitkilerdeki salisilik
asit, PR proteinlerin iiretimini uyararak patojenlere karst direncte rol oynar. PR
proteinleri sistemik direncte bir isaret olarak kabul edilirler ve in vitro ortamda
fitoaleksinler gibi antibakteriyel ve antifungal aktiviteye sahiptirler [37]. PR protein
olarak siniflandirilmayan poligalakturonaz inhibitorii proteinler (PGIPs) saglikli
bitkiler i¢cinde patojen isgaline karsi etkili bir savunma sunmaktadir. Hiicre duvarini
pargalayan enzimlerin inhibitdrleri olan PGIPs dikotiledon bitkiler ile sogan ve
pirasa gibi pektin bakimindan zengin monokotiledon bitkilerde yaygindir. Fasulye ile
Colletotrichum lindemuthianum (Sacc. et Magnus) Briosi et Cavara arasindaki
interaksiyonda hizli ve yogun bir sekilde PGIPs biriktigi gosterilmistir. PGIPs ve
bazi bitkilerin hastalik direng genleri arasindaki yapisal benzerlikler aralarinda

evrimsel bir iligski oldugunu diistindiirmektedir [10].

G-proteinleri: G-proteinleri protein kinaz igeren bir dizi sinyal yolunun 6nemli
yukart kanat bilesenleridir. Membran reseptorlerden hiicre i¢i hedef enzimlere
bilginin iletiminden rol oynayan molekiillerdir. Her bir G proteini adenilat siklaz,
iyon kanallar1 ve fosfolipazlar gibi membrana bagli R sinyal iletim molekiillerini
kontrol eder (Sekil 2.11). Cevresel sinyallerin transmembran reseptorleri ile algisi ve

hiicre i¢inde heterotrimerik G proteinleri ile etkilesimi zar yapilarinda degisikliklere,

Elisitor W G2

I/ '..," g \ ','\Kxh::.ﬁzn /
G proteinlenni aktive / pompan C;- ;‘f?x
tmek icin GTP. GDP. —= inhil
etmaek wpin GTP, GDE Aktif Cas2
Verine geger

Reseptor
RRAE

Fosfatidik asit
-z L Calmodulin ve Ca
Ce “I'- bagimls protein kirazlar
Tonoplast }
f - * Celardek
¢ Transknpstyon ':‘akzcl[e'f‘. >

|

Gen regilasyonu

Sekil 2.11. Patojenlere yanitta G proteinlerinin rolii [10]
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plazma zari iyon kanallarinin agilmasina, sitozolde Ca** seviyesini yiikselmesine,
lokal ve sistemik savunma yanitlarinin aktivasyonuna yol a¢maktadir [30]. G
proteinlerinin ayrica funguslarda eslesme, patojenite ve viriilans gibi bir¢ok temel

olay1 diizenledikleri de bilinmektedir.

Indiiklenen direng genleri, EDS1 (enhanced disease susceptibility) ve NDR1 (non-
race specific disease resistance) gibi ¢oklu sinyal iletim yollariyla fonksiyonel
olmaktadir. Ornegin Arabidopsis’te ¢ogu CC-NBS-LRR ve TIR-NBS-LRR tipi R
proteinleri NDR1 ve/veya EDS1 yolunu kullandiklar1 anlasilmaktadir. Bu iki sinyal
iletim yolundan farkli olarak spesifik Peronospora parasitica (Pers.) Fr. izolatlarina
direngte rol oynayan RPP8 proteini SA ile interaksiyona girerek EDS1 ve NDR1
bulunmayan genotiplerde bitki direncini indiiklemektedir. Patojen enfeksiyonlariyla
seviyesi artan SA, mobil bir sinyal olarak hem lokal hem de sistemik direncin
potansiyel indiikleyicisidir. SA, sistemik kazanilmis diren¢ olusumunda dogrudan,
transkripsyon faktorlerinin aktivasyonunda dolayli rolii olan 6nemli bir bilesiktir. SA
degragasyonu goriilen transgenik bitkilerde patojen duyarliligi atmaktadir. Alternaria
brassicicola (Schwein.) Wiltshire gibi bazi patojen enfeksiyonlarinda goriilen
nekrotik lezyonlar, transgenik bitkiler icerisinde, ancak SA ilavesi ile meydana gelir.
SAR olusumunda etilen, jasmonik asit (JA) ve absisik asit (ABA) gibi hormonlar da
etkili olmaktadir. SA ayn1 zamanda EDS1 ve interaksiyona girdigi PAD4
ekspresyonunu da indiikleyerek bir pozitif feedback kementi olusturmaktadir. SAR
olusumu direng genlerinin ekspresyon degisimlerini de kontrol etmektedir. SAR ile
indiiklenen NPR1 (Non-expressor of PR1) proteini TGA-bZIP ailesi transkripsiyon
faktorlin aktivasyonunda, diger transkripsiyon faktorleri de (WRKY, AP2 domein
tastyan bZIP, myb ve ¢inko parmagi) HR yamitin amplifikasyonu, SA, etilen,
antimikrobiyal madde sentezi ve hiicre duvari lignifikasyonu ile savunma yanitinda

rol oynamaktadir [10].

Bitki-patojen interaksiyonlarinda protein-protein interaksiyonlar1 ¢ok Onemlidir.
Ornegin maya 2-hibrid sistemleri ile yapilan bir calismada, dkaryotik ¢inko baglayici
proteinlere sekans benzerligi gosteren RAR1 proteinin, ubikiitin ligaz kompleksi
bileseni SGT1 proteini ile (Arabidopsis'te SGT1b geni tarafindan kodlanan SGT1

proteinine sekans benzeri) interaksiyona girerek bitki savunmasi sinyal iletiminde rol
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alan proteinlerin katlanmasi, yikimi veya ilgili protein devrinin diizenlenmesinde ve
gen ifadesinde fonksiyonlar1 oldugu tespit edilmistir [10,38]. Sicaklik soku
proteinleri olan seperonlar bitki-patojen ara yiiziinde proteinlerin katlanmasi

fonksiyonel bigimlerinin korunmasi ve proteinler arasi interaksiyonda gorev yapar.

2.1.1.5. Bitki-Patojen Interaksiyonlarimin Cahsilmasinda Kullanilan Stratejiler:

Revers Transkripsiyon Polimeraz Zincir Reaksiyonu Differensiyal Gosterimi
(DDRT-PCR)

Transkript profil analizi i¢in ilk invitro teknik olan DDRT-PCR, 1992’de Liang ve
Pardee tarafindan gelistirilmistir [39]. DDRT-PCR, mRNA molekiillerinin oligo-dT
primeriyle revers transkripsiyonunu takiben ayni primerle bir rastgele primerin
kullanildigt PCR amplifikasyonlarinda sentezlenen {irlinlerin jel seperasyonu
sonrasinda, uygulama ve kontrollerin karsilastiriimasiyla ekspresyonel degisimlerin
degerlendirildigi bir tekniktir. Okaryotik mRNA’nin diferansil gosterimi teknigi ilk
kez 1992 yilinda yayinlandiginda, iki veya daha fazla hiicre populasyonlarinin veya
dokularinin diferangil gen ekspresyonlarinin kiyaslanmasinda hizli ve giivenilir
yontem olarak gosterildi. Aslinda bu metot, bir gosterimde transkripsiyonu yapilan
genlerin sistematik olarak kiyaslandigi ve analiz edildigi ilk jel tabanli metotdur.
Subtraktif ve diferansil hibridizasyon teknikleri ekspresyonel genlerin diferansil
olarak belirlenmesine uyarlanmistir. Baglangicta radyoaktif niikleotidler ile yapilan
floresan etiketli amplifikasyon primerlerinin miiteakip kullanimlar i¢in daha giivenli

calisma sartlar1 saglanmstir.

Diferansil gosterimi uygularken dikkat edilmesi gereken en kritik nokta RNA’nin
kaynag ve safligidir. Yiiksek saflikta DNaz uygulanmis total RNA -ki daha sonraki
PCR i¢in kalip olarak kullanilanilir- ters transkripsiyon ve rastgele bir dekamer
yiizden fazla cDNA fragmentleriyle, biitin ¢cDNA’larin bir alt dizisini amplifiye
edecektir. PCR etiketli niikleotid kullanilarak yapilir. PCR &rneginin bir bolimii
denatiire edici jel elektroforeziyle ayrilarak, amplifiye CcDNA 0&rnegi,
autoradiyagrafik olarak gorsellestirilir. Ekspresyonel degisim gosteren bandlarin
jellerden toplanarak tekrar amplifiye edilmesi, klonlanmasi ve sekanslanmasiyla
CDNA etiketleri karakterize edilir. Farkli kaynaklardan elde edilen mRNA’larin bir

DNA sekans jeli lizerindeki reaksiyon {irlinleri karsilastirildiginda, kontrol ve
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uygulamalar arasindaki gen ekspresyon farkliliklar1 belirlenebilmektedir. Diferansil
gosterim, gelisim faktorlerine duyarli ve ekspresyonlart belirli hastalik
durumlariyla iliskili genlerin tespiti ve izolasyonu gibi ¢esitli alanlarda basariyla
kullanilmigtir. Bugdayda sar1 pas hastaligina neden olan Puccinia striiformis f sp
tritici Erikss. (virulent ve avirulent irklarina) direng mekanizmasinda bulunan erken

yanit genleri DDRT-PCR teknikle tanimlanmustir [40].

Diferansil gosterim, basitligi yaninda yeterli primer kombinasyonlar1 kullanildiginda
neredeyse biitiin MRNA’lar1 tespit edebilme imkani saglamaktadir. Kiigiik RNA
miktarlara ihtiyag oldugundan diferansil ekranin kullanilmasi, RNA’nin sinirh
oldugu durumlarda bir avantaj olabilir. Ustelik diferansil olarak eksprese olan mesaj
etiketlerinin yiiksek kapsamali gosterimi ve ilgili genlerin tanimlanip izolasyonunu
saglamaktadir. Tek bir deneydeki yiizlerce farkli genin ekspresyon analizini
saglamasi ve cDNA problarinin direkt kullanilabilirligi sebebiyle diferansil mRNA
gOsterimi, yeni genleri tanimlamada kullanilan uygun metodlardan biridir. Teknik
basit, ucuz ve hizlidir. Bu teknik belli dokularin gelisme dénemlerinde ve 6zel ¢evre
sartlarinda fonksiyonel olan genlerin klonlanmasinda kullanilir. En 6nemli
dezavantaji diisiik tekrar edilebilirlik veya yiiksek yanlis pozitifliktir. Diferansil bir
ifadeyle ekspresyon gosteren birgok etiketin teyit reaksiyonlarinda dogrulanamadigi
rapor edilmektedir [23].

Mikroarray Teknolojisi

Mikroarray (gengip) teknolojisi, mikroskop lami gibi cam, plastik veya silikondan
yapilmis kat1 bir yiizey iizerine cDNA veya oligoniiklotitilerin sabitlenmesi ile elde
edilen mikroarraylerin (mikrodiziler) kullanildig: bir yontemdir. Yiizeye baglanan bu
DNA fragmentleri (genellikle 20-100 niikleotid uzunlugunda) prob olarak
tanmimlanmistir. Mikroarray teknolojisi, DNA’nin bir destege baglanan bir gen ya da
fragment ile prob hazirlanmasi seklinde tanimlanabilecek ’’Southern Blotting”
tekniginden tiiretilmistir. Mikroarray tekniginin kullanimi ilk defa Shalon ve Schena

(1995) tarafindan gergeklestirilmistir [41].

DNA mikroarrayler gelistirilmesi ile gen ifade profilleri ve genom profili
caligmalarina tamamen farkli bir yaklasim getirilmistir. Mikroarraylerde gen

ekspresyon farkliliklarini belirlemek igin etiketli cDNA veya oligoniikleotidler, DNA
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ya da oligomer tasiyan dizilere hibridize edilir. cDNA’lar veya oligoniikleotidleri
etiketlemek i¢in farkli fluorofor kullanildiginda, iki prob dizisine ayn1 anda uygulanir
ve farkli dalga boylarinda karsilastirilabilir. 10 000 ve daha fazla genin ekspresyonu
tek bir ¢ip iizerinde analiz edilebilir. Oligoniikleotitler, cDNA’lardan ¢ok daha kisa
problar oldugu icin hibridizasyon spesifitesi zayiftir. Bu teknikte dikkat edilmesi
gereken husus, gen ekspresyonunun her zaman dinamik aralikta Ol¢iilmesi
gerektigidir. cCONA ve oligoniikleotid dizilerinin hassasiyetine bagli, dogrusal zaman
araliginda biraktiklart hibridizasyon sinyallerin yogunluguna gore, zayif ya da bol
miktarda eksprese olan genler analiz edilmektedir. Bu nedenle, ekspresyonel degisim
gosteren genlerin dogru tespiti ig¢in tek tek optimizasyon adimlari saglamak

gerekmektedir [42].

Bitkilerde ilk DNA mikroarray ¢alismasi model bitki Arabidopsis thaliana (L.)
Heynh.’nin 48 ¢cDNA pargasini igeren array ile yapilmistir [43]. Daha sonra, gok
sayida (1443) Arabidopsis geni iceren cDNA mikroarray1, ¢esitli kiiltiir bitkilerinin
(musir, ¢ilek, piring, fasulye) farkli gelisim evrelerindeki doku ve organlarmin farkl
kosullardaki gen ekspresyon analizini yapmak i¢in kullanilmistir [23]. Avirulent
patojen mantar Alternaria brassicicola’nin Arabidopsis thaliana enfeksiyonu
sonucunda savunma ile ilgili genlerinin ekspresyonundaki degisimler segilen 2375
c¢DNA mikroarray ile es zamanli olarak analiz edilmistir [44]. Domates ve biberde
leke hastaliginin etmeni olan parazit bakteri Xanthomonas vesicatoria min (ex
Doidge) Vauterin et al. enfeksiyonu sonrasinda bitkilerde direng yanitiyla indiiklenen
ya da repres olan cDNA'larin biiyiikk bir seti mikroarray analizi (ve subtraktif
hibridizasyon) ile tespit edilmistir. Candidatus liberibacter enfeksiyonuna yanit
olarak Citrus genomundan segilmis 14 genin (33000 prob kullanilarak) ekspresyon
degisikliklerinin biiyiik 6lgekli microarray analizinde, patojen ile indiiklenen floem
spesifik lektin PP2-benzeri protein transkripsiyonunda énemli bir birikim oldugu
tespit edilmistir [45]. Bugday kok bogazi ¢iiriikliigii hastaligina neden olan Fusarium
pseudograminearum O’Donnel et T. Aoki ve diger Fusarium tiirlerinin enfeksiyonu
sonunda olusan konak yanitin1 anlamak i¢in mikroarray kullanarak bugday kok
bogazi hiicrelerinde gen ekspresyon degisiklikleri incelenmistir [46]. Piringte yaprak
yanikligt hastaligima neden olan Magnaporthe oryzae B. C. Couch’ nin

enfeksiyonuna karst erken diren¢ yanitinda (sinyal iletimi ve sekonder metabolik

23



yollarin agiklanmasi) WRKY transkripsiyon faktorlerinin kritik rolleri de mikroarray

analizi ile gosterilmistir [47].

Mikroarray analizlerinin baslica avantajlar1 paralel bir sekilde ekspresyon kaliplarini
analiz etmek ve hibridizasyon sonuglarinin hemen yorumlanmasi yetenegidir. Gen
ifadesi modellerinin genel bir goriintiisiinii elde etmek miimkiindiir. Kisa siirede ve
pratik olarak ¢ok sayida (mayada 6000, misirda 17000-18000) genin ekspresyon
degisimini (tekrar edilebilirligi yiiksek bir sekilde) olgerek izlemek ve analizini
yapmak miimkiindiir. Otomasyona dayali bir sistem oldugu i¢in insan kaynakli
hatalarin ortaya ¢ikma ihtimali oldukca diigiiktiir. Dezavantaj olarak; tiim deney
diizenegi niikleik asit hibridizasyon yontemine baglidir ve yiiksek oranda benzerlik
gosteren gen aileleri problem yaratabilir. Bu nedenle mikroarrayden elde edilen
verilerin klasik gen ekpresyon analiz yontemleriyle dogrulanmasi beklenmektedir.
Ayrica tim mikroarray deneylerinin ayni hassasiyette olmayisi, ekspresyondaki
kiiciik degisikliklerin analizde fark edilemeyecek boyutta olmasi, birbirinden farkli
cipler kullanilarak yapilan deneylerin birbiriyle karsilastirilmasinda yasanan
zorluklar, optimizasyon ve standardizasyon sorunlari ve herhangi bir deneyden elde
edilen sonuglari her yoniiyle degerlendirebilecek biyoinformatik programlarin heniiz

gelistirilememis olmas1 karsilasilan sorunlardan bazilaridir [48].

CDNA-AFLP

cDNA-AFLP (Amplifiye Edilmis Komplementer DNA Fragment Uzunluk
Polimorfizmleri, Complementer DNA -Amplified Fragment Length Polymorphism),
genom genelinde ekspresyon analizi igin standart AFLP tekniginin transkriptom
analizine uyarlanan bir formudur [49]. AFLP teknigi, genomik DNA'nin total
kesimiyle acgiga ¢ikan restriksiyon fragmentlerinin PCR amplifikasyonuyla tespiti
esasina dayanir. On bir sekans bilgisi gerektirmeyen ve bu nedenle tiim genomlara
uygulanabilen transkriptom analiz  teknigidir. Yontemin esasi, MRNA
popiilasyonundan sentezlenen ds-cDNA molekiillerinin  bir veya iki farkl
restriksiyon enzimiyle kesiminden agiga ¢ikan MRNA temsilcisi etiketlerin
adaptorlenip, 3' uglarinda selektif niikleotidlere sahip primer kombinasyonlariyla alt
setler halinde PCR amplifikasyonuyla ekspresyonu degisim gosteren mRNA'larin

tanimlanmasidir.
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Tezimde karakterize edilen etiketler, Stidiipak (2014) de tanimlanan ve Sekil 2.12°de
akis semas1 verilen, modifiye cDNA-AFLP prosediirii kullanilarak, misir ve misir
pasinda ekspresyonu degisim gosteren transkriptler olarak tanimlanmustir [50].
Standart protokolde yapilan modifikasyonla, esas olarak teknigin hedeflenen
transkriptomu  kapsama potansiyelinin artirilmast  amaglanmistir.  Standart
protokolden farkli olarak manyetik tanecikler (beads) tizerinde cDNA’larin iki dort
kesen enzimle iki paralel deneyde resipkoral sirali olarak kesimi gergeklestirilmekte,
paralel kesimlerin ayni reaksiyonlarindan serbest kalan etiketler kombine edilerek
CDNA-AFLP prosediiriinde kullanilmaktadir. Prosediirde 6nce manyetik taneciklere
bagli oligo-d(T)lerle mRNA izolasyonu yapilir ve takiben cCDNA ve ds-DNA sentezi
gergeklestirilir. Sonraki restriksiyon enzimi kesim manipiilasyonlar1 da manyetik
tanecikler iizerinde gergeklestirilir. cDNA manipiilasyonlarinin manyetik tanecikler
tizerinde yapilmasi sirali ve flip-flop kesimine izin verir. Sonunda cDNA tiirlerinin
her birinden gelen tek mRNA etiketinin saflastirilmasint  kolaylastirir  ve
ekspresyonel degisiklikleri 6lgmek i¢in kullanilir. Sirali ve flip-flop kesimlerden elde
edilen stipernatantlar adaptorlenerek PCR amplifikasyonu yapilir ve denatiire edici
PAGE’de pas inokulasyonu sonucu misirdaki ekspresyon degisimleri izlenir.

Total RNA®> o4 Paramagnet uglu oligo (dT) primerleri ile mRNA izolasyonu
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~ Orn. Cspﬂ & : p-}'lop\ ~\ 2 Omr 1
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Sekil 2.12 Tanimlanan cDNA-AFLP protokolii akis semasi [50]
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cDNA-AFLP nispeten kolay (DDRT-PCR gibi) mRNA diferansil ekspresyon analiz
yontemidir. Bu yontem aymi anda c¢ok sayida genin ¢esitli i¢ ve dis etkenlerle
olusturulan yer ve zamana gore gen ekspresyon degisikliklerini tespit etme imkani
saglar. Bugdayda ¢izgi (serit) pasi etmeni fungal patojenin (Puccinia f striiformis. sp.
tritici) bugday1 enfeksiyon siireci ile iligkili genlerin biiyiik 6l¢ekli tanimlandigi
transkriptom analizinde cDNA-AFLP kullanilmistir [21]. Patatese 6zel bir depolama
proteini olan patatini ve ikinci bir transkript olarak ADP-gliikoz pirofosforilaz
kodlayan, nisasta biyosentezi yolunda 6nemli bir genin ekspresyon analizi cDNA-
AFLP ile calistimistir [49]. Cladosporium fulvum’un domatesi enfekte etmesini
takiben Avr9 gen iriinlerinin domateste Cf-9 gen ekspresyonunu indiiklemesi
sonucu, bitki bu patojen fungusun irklarina karsi direng kazanmistir. Bu genlerden
kaynaklanan savunma yanitinin tiitiin hiicre kiiltiiriinde ekspresyonu hizla degisen

transkriptlerin analizini gostermek i¢in de CDNA-AFLP teknigi kullanilmistir.

Diferansgil gosterim tekniginin gelismis bir sekli olan cDNA-AFLP yontemi kantitatif
transkript profilleme igin etkin bir aragtir. c¢DNA-AFLP tiim genomlara
uygulanabilen diger yontemlere gore nispeten basit, hassas ve tekrarlanabilirligi
yiiksek olan bir yontemdir. Ancak pahali bir yontem olup laboratuar ekipmanina
gereksinim fazladir. Ayrica cCDNA-AFLP ve DDRT-PCR yontemlerinin yiiksek
yanlig pozitif oranlar1 ve transkriptom kapsama kaygilar1 gibi dezavantajlari da
vardir. CDNA fragmentleri tiretmek icin kullanilan kesim bdlgelerinin esit olmayan
dagilimlar1 cDNA-AFLP performansini olumsuz etkiler. Bazi transkriptlerin standart
protokolde birden fazla fragmentle temsil edilmesi gereksiz ¢okluk olustururken,

tespit edilemeyen fragmentler ise analizin kapsamini daraltir [51].

2.2. Misir ve Misir Pasinin Biyolojisi

Masir (Zea mays L.)
Taxonomi: Domain: Eukaryota Kingdom: Plantae Subkingdom: Viridiplantae
Divisio: Tracheophyta Subdivisio: Magnoliophyta Class: Liliopsida Ordo: Poales

Familia: Poaceae Subfamilia: Panicoideae Subfamilia: Andropogoneae Genus: Zea

Bugdaygiller familyasindan bir yillik otsu ve monoik bir bitki olan musir, govde

ucunda tepe puskiilii erkek gigekleri ve sapin orta kisminda yaprak koltugunda disi
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cicekleri bulundurur. Once tepe piiskiilii ¢ikar ve hemen bir iki giin i¢inde asagidaki
koganlarin uglarinda disi gigeklerin stigmalar1 (piiskiil) goriiliir. Misir dis doéllek bir
bitkidir. Riizgarin yardimiyla tepe erkek organlarinda olusan milyonlarca polen
tanesi koganlarin uglarindaki stigmalara diiserek tozlagsma gergeklesir. Her bitkide 1-
3 kogan bulunur. Danelerin olustugu bir koganda 500-1000 tohum bulunabilir [52].

Musir Pasi (Puccinia sorghi Schw.)
Taxonomi: Regnum: Fungi, Phylum: Basidiomycota, Class: Urediniomycetes, Ordo:

Uredinales, Familia: Pucciniaceae, Genus: Puccinia

Bir obligat biyotrofik fungal patojen olan misir pasi, 1liman tropik ve subtropik
bolgelerde c¢ok goriiliir. Pistiilii, gliney pasina gore daha uzun ve kirmizimsi
kahverengi renktedir. Puccinia sorghi’ nin tam yasam dongiisii bes farkli spor tiirii ve
iki konak (misir ve Oxalis spp.) igerir. Sporlar1; ara konakta (Oxalis sp) enfekte olan
teliosporlar, basidiosporlar, pycniosporlar, aeciosporlar ve ana konakta (misir)
enfekte olan iirediosporlardir. Kis aylarmi bitki kalintilarinda gegiren teliosporlar
ilkbaharda basidiosporlart iiretmek igin ¢imlenir. Aecial asamada Oxalis
yapraklarinin alt yilizeyinde goriinen aeciosporlar, riizgar yoluyla misir yapraklarini
enfekte eder. Bu enfeksiyon, ¢cok 6nemli bir spor tipi olan iirediosporlar1 olusturur.
Misir yapraklarinda iretilen tirediosporlarin musir yapraklarina penetrasyonu ile

musir pasi yasam dongiisiinii tamamlar (Sekil 2.13).
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Sekil 2.13 Pas hastaligina neden olan misir pasinin hayat dongisii [53].
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2.3. Misir ve Misir Pasi Interaksiyonu ile Tlgili Calismalar

Ilk klonlanan bitki diren¢ geni musir Hml den sonra (1992), musir pasma direng
olusturan genlerin molekiiler genetigi ve karakterizasyonu ile ilgili bircok calisma
yaptlmistir. 2011°de misir genomu (B73) biiyiikk 6l¢iide sekans edilmis ve pas
patojeni Puccinia sorghi'ye direncinin genetigi detayli olarak calisilmigtir. Misir
pasia direng saglayan lokuslardan biri olan Rpl kompleksi, pasin spesifik irklarina

direng yanit1 olusturan gen kopyalar1 tasimaktadir [54]. Rpl kompleksinde allel ve
duplike kopyalar halinde en az 14 direng spesifisitesi tanimlanmistir. Rp1 lokusunda
yiiksek frekanslarda esit olmayan krosingoverler ve gen doniisiimii gézlenmektedir.
Esit olmayan krosingoverler Rpl-J ve Rpl-G iiyelerinde genetik instabilitenin
birincil mekanizmasin1 olusturmaktadir [13]. Sistemde ayrica, patojene direng
gosteren genlerde (Rpl) mayotik rekombinasyonla yeni direng spesifitelerini ortaya
cikisini rapor eden yaymlar bulunmaktadir [14]. Rpl kompleksi liyelerinden RpI-D,
Collins ve arkadaslar1 (1999) tarafindan klonlanarak karakterize edilmis, NBS-LRR
motiflerine sahip diren¢ proteinlerini kodladiklar1 tespit edilmistir [55]. Brown ve
arkadaglar1 (2001) misir genomu igindeki 33 bolgeden altisinin misir pasina kismi
direng ile iliskili oldugunu bulmuslardir [56]. Sun ve arkadaslarmin (2001) RpI-D
paraloglar1 arasindaki sekans karsilasgtirmalart rekombinasyon olaylarinin esit
olmayan krosingover ile gergeklestigini gostermistir [57]. Misirda Rp3 geni de musir
pasina neden olan Puccinia sorghi’ye karsi direng saglamaktadir [58]. Smith ve
arkadaglar1 misirda yeni direng spesifitelerinin ¢ogunun Rpl’de esit olmayan

rekombinasyonlarla gergeklestigini ortaya koymuslardir [59].

Interaksiyona giren organizmalarda ekspresyonu modiile edilen mesajlarin
tanimlanmasi ve karakterizasyonu konukgu direnci, patojen viriilans1 ve aviriilansinin
calisilmasinda Onemi yadsinamaz unsurlaridir. Misir ve musir pasit arasindaki
interaksiyonda ekspresyonu degisim gdsteren genlerin modifiye c¢cDNA-AFLP
teknigiyle tanimlanmasi amaciyla gerceklestirilen bu calismadan elde edilen
sonuclarin  genel olarak bitki-patojen interaksiyonlarmin  karakterizasyonu

calismalarina katki saglamasi beklenmektedir.
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3. MATERYAL VE YONTEMLER

Misir ve musir pasi interaksiyonunda ekspresyonu degisim gosteren genlerin -mRNA
molekiillerinin- modifiye cDNA-AFLP teknigiyle tanimlanmas1 amaciyla yapilan bu
calismada Puccinia sorghi’nin TO9 izolati kullanilmistir. TO9 ile inokulasyonu
yapilan direngli Rp-G ve duyarli A188 yapraklarindan belirli zaman araliklarinda (6,
12, 18, 24, 36, 48, 96 saatleri) alinan Orneklerin calisildign TUBITAK projesi
materyalinde selektif amplifikasyon-PCR ve Sekil 2.12°de verilen prosediiriin

asamalar1 gergeklestirilmistir.

3.1. cDNA-AFLP, Selektif Amplifikasyon-PCR

Selektif amplifikasyon-PCR

Siidiipak (2014) de verildigi gibi;

e 2 uL preamplifiye-seyreltilmis kalip DNA

e 0.5uL (0.33 uM) Csp6l +2 primeri (10 pM)

e 0.5uL (0.33 uM) Taql +2 primeri (10 uM)

e 1.5uL 10X PCR tamponu

e 1.5uL (0.25 mM) 2 mM dNTP karigimi

e 0.9puL (1.5mM) 25 mM MgCl;

e 0.1uL (0.5U) Tag DNA polimeraz (Fermentas, 5U/ uL)
e 8 uL ddH20, Toplam 15 puL

Termocycler program;
- 94 °C 30 sn kalip DNA nin denatiirasyonu,
- Primer baglanmasi; baslangicta 65°C sicaklikta 30 sn, takip eden 12 déngii
siiresince sicaklik her bir dongiide 0,7°C azaltilmugtir.
- 72°C 1’ PCR ile ekstensiyon, 94 °C 30 sn, 56 °C 30 sn, 72 °C 1’ 23 déngiiden
olusan bir PCR ve 72 °C’de 5’u¢ doldurma.
PCR reaksiyonlarina 2X sekans yiikleme boyasi (1:1) eklenerek 90°C de 4 dk
denatiirasyonu takiben -20°C’de sogutulmus PCR-coolere &rnekler transfer edildi ve
PCR-coolerdaki orneklerden 5’er pl, sirasiyla asagidaki gibi hazirlanan % 6 lik
denatiire edici PAGE’e yiiklendi (Sekil 2.12).



3.2. Selektif Amplifikasyon Uriinlerinin Denatiire Edici-PAGE Seperasyonu

% 6’k 0.5X TBE, 7M Ure Denatiire Edici Poliakrilamid Jel Hazirlanmasi ve
Elektroforez

Poliakrilamid jel, Siidiipak (2013) de verildigi gibi, 50 ml olarak hazirlandi; 21g iire
(7M, 50 mL), 10-15 mL ddH.0 i¢cinde mikrodalgada hafifce 1sitilip ¢oziildii. Uzerine
sirast ile 5 mL 5X TBEve 7,5 mL % 40 lik akrilamid-bis-akrilamid (19:1) eklendi.
Jel dokmenin o6ncesinde soliisyona 600 uL %10’luk APS (0.1 gr/mL) ve 20 uL
TEMED eklenerek karistirildi. Hazirlanan jel soliisyonu 60 mL siringaya alindi ve
hazir cam plakalar arasina hava kabarcigi olusturmadan enjekte edilerek dolduruldu.
Agiz kismina tarak yerlestirerek tarak {izerine ve kenarlara klampler takildi. 5 dakika

sonrada 5°lik bir egimle 1 saat polimerizasyona birakild.

% 6’lik Denatiire Edici PAGE’de Kosturma, Elektroforez
- Ornek yiiklenecek taragin yeri jel kalintilarindan temizlendi ve jel sandivigi
aparata yerlestirilip stkma plaka ve vidalari simetrik sekilde sikilarak sabitlendi.

- 0.5X TBE tamponundan iist ¢embere 750-800 mL, jel agzindan ~1 cm
yiikseklige kadar, alt cembere de 500-600 ml, jel taban1 3-4 mm ortiiliinceye
kadar dolduruldu.

- Tarak yerindeki ve jel altindaki hava kabarciklari ve iire siringayla tampon
basilarak uzaklastirildi. Bu islem jel 75W giligte kosturularak 20” 50 °C’ye kadar
1sinmasini takiben tekrarlandi.

- Tarak, jele uglar1 hafif¢e girecek sekilde ve bir basi tam kenarla temas halinde
yerlestirerek vidalar tarak oynamayacak sekilde sikildi. Denatiire edilmis

orneklerden 5 pL sirasi ile jele yiiklendi.

%6’lik denatiire edici PAGE’de BFM ~25 nt, XC ~100 nt uzunlukta fragmentle
komigrasyonla yiiriimektedir.10° 75W’da ilk kosturmay1 takiben tarak ¢ikarilarak jel
50 W, 50 °C’de 1,5-2 saat kosturuldu. XC (Xylen Cyanole) jel tabanma ~15 cm
mesafeye gelince yiriitme durduruldu ve jelin yerinde 15-20° oda sicakligina
sogumasi beklendi. Jelden tampon kalintilar1 silindi ve aparattan ¢ikarilarak kulakli
plastik spatula yardimiyla kaldirilip 1 litre %10’luk asetik asit icinde 20°-30°
calkalanarak fikse edilip Bassam 1991°e gore glimiis boyama yapild1 [60].

Giimiis boyama : 9%10’luk asetik asit icinde 30' fikse edilen jelin giimiis boyamasi;
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Fikse edilen jel her seferinde 1 litre ultra safsu icinde calkalanmak suretiyle
ikiser dakikalik {i¢ yikama yapilmustir.

Takiben jel 2 litre AgNOs soliisyonu (1gr AgNOs ve 1.5 mL HCOH/L ddH,0O
iceren) i¢inde 30’¢alkalanmak suretiyle doyurulmus, ¢alkalama sirasinda AgNO;
sollisyonu tekrar kullanilmak tizere kabina hizli bir sekilde aspire edilmistir. 1
litre ddH,O ile 5 sn lik kisa bir yikamayla jel ylizeyinden boyama soliisyonu
uzaklastiriimistir.

Gelistirme tepsisine transfer edilen jel, 2 litre 4 °C’ye sogutulmus gelistirme
sollisyonuyla bandlar belirginlesmeye baglayincaya kadar ¢alkalanmistir.
Bandlarin iyice belirginlesmesini takiben gelistirme soliisyonu iizerine asetik asit
solisyonu dokiiliip 5 dakikalik calkalamayla gelisme durdurulmustur. Her
defasinda 1 litre ddH,O icinde jelin calkalandigi 2’ser dakikalik iki yikama

yapilmig ve jel kurutularak degerlendirilmesi gergeklestirilmistir [1].

3.3. cDNA-AFLP Etiketlerinin Re-Amplifikasyonu ve Piirifikasyonu

Reamplifikasyon-PCR; Siidiipak (2013)de verildigi gibi, denatiire edici PAGE’de

elektroforezi yapilan ve kurutulmus jelden ekspresyonu degisim gosteren mesaj

bandlarin kesilmeleri asagidaki gibidir;

Kesilecek band tizerine 10 plLlik mikropipet ucuyla 4 pL ddH,O damlatilip 1-2
dakika jelin hidrasyonu saglandi.

Ayni mikropipet ucuyla band 6rnegi jel iizerinden soyularak 0.5 mL eppendorf
tiipteki 75 uL ddH,O i¢ine transfer edildi.

100 'C de 15° kaynatmay: takiben 4'C de bir gece bekletildi. Hazirlanan
mateyalden 3 pL alinarak asagida icerigi verilen 25 pL lik PCR reaksiyonlarinda
kalip olarak kullanildx.

e 129 pL ddH,O

e 2.5 uL NH; PCR tamponu (Fermentas)

e 25uL (0.2uM) 2 mM dNTP karigimi

e 2.0uL (2 mM) 25 mM MgCl;

e 0.1uL (0.5 U) Tag DNA polimeraz (Fermentas, 5U/uL)

e 1pulL (10 pmol, 0.4uM) Csp6l1 +2 primeri (10 uM)

e 1pul (10 pmol, 0.4uM) Taql +2 primeri (10 uM)
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e 3 pulL eliit edilmis DNA
PCR iiriinlerine 5uL 6X agaroz jel yiikleme boyasi eklenerek % 2’lik 0.5X Tris
Borat EDTA agaroz jelinde 10 VV/cm voltajla separasyonlar yapildi. Etidyum bromid
iceren jellerde bandlar 312 nm UV transilliminator tizerinde degerlendirilip
fotograflandi. Elde edilen tek bandlara komsu band karismasi durumunda,
sekanslamada saflik igin, jel piirifikasyonu yapilmalidir. Purifikasyon i¢in bandlar
jellerden steril bisturi ucglartyla kesilerek 1.5 mL eppendorf tiiplere alinmistir. Jel
dilimlerinden fragmentlerin eliisyonlar1 Vivantis GF-1 Ambi-Clean eliisyon kiti ve
silika kolonu veya bir agaroz elektroeliisyon gridinde gergeklestirilmistir.
Elektroeliisyonla toplanan 0.5X TBE tamponundan DNA presipitasyonu 0.1 hacim 3
M Na-asetat ve 2-2.5 hacim % 96 < Etil alkol eklenerek yapilmistir. 4 C de 15000xg
de 15’ santrifiijleme ve bir % 70’lik etil alkol yikamasin1 takiben kurutulup 40-50 uLL

ddH,0 ile ¢oziilerek drnekler hazirlanmistir

3.4. Etiketlerin Klonlanmasi ve Klonlarin Koloni-PCR ile Karakterizasyonu

Tagl ve Csp6l adaptorleri ve T-AC primerinin kullanildigr altt kombinasyonla (C-
GG, C-CC, C-TG, C-AG, C-CT, C-CQG) elde edilen yaklasik 100 etiket klonlanmig

ve sekanslatilmig, bunlardan 68 tanesinin degerlendirilebilir sekansi elde edilmistir.

Etiketlerin Klonlanmasi

Stidiipak (2013) deki gibil0 pL ligasyon reaksiyonlari kurulmast;
e 4.8uL ddH,O

e 2 uL5X DNA ligaz tamponu (Fermentas)

e 1 uL Linear T-vektor, (0.18 pmol ug, pTZ57 veya pUCI18)

e 0.2 uL (1 U), T4 DNA ligaz (Fermentas)

Karisima 2 pL PCR iiriinii (~0.18 pmol ug) eklenerek 22 °C’de 1 saat veya 4°C’de
bir gece inkiibasyonla ligasyon gerceklestirildi, karistmdan 2.5-3 puL

transformasyonda kullanildi.

Kompetant Hiicre Hazirlanmasi ve Plazmid DNA ile Transformasyonu
Onceden hazirlanmis gecelik kiiltiir inokiilasyonda kullanilarak asagida verilen

protokolle kompetant hiicre hazirlanmistir.

2 mL lik tiipe 630 pL LB transfer edilerek iizerine gecelik kiiltiirden 70 pL eklendi
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ve agzi kapatilarak 250-300 rpm ¢alkalama ile ~3 saat biiyiitildi. Kiiltiir iki dakika buz

lizerine transfer edildi. Ardindan 4°C de 2' 10.000 xg de santrifiij edilip ve siipernatant

dokildii. Hiicre pelleti tizerine kiiltiir hacminin yaris1 kadar (350 uL) steril 50 mM

CaCl; eklendi ve hafifge vorteks edilmek suretiyle veya pipet edilmek suretiyle hiicreler

tamamen siispansiyon haline getirildi.

- Hiicreler buz iizerinde 15'-20' bekletildi, takiben 4 °C de 2' santrifiij edildi ve
supernatant dokiildii. Hiicre pelletine kiiltiir hacminin 0.1°i kadar (70 uL) steril 50
mM CaCl; eklenerek tiipiin tabanina vurmak suretiyle suspend olmalari saglandi. Bu
asamada, kompetant hiicre preparasyonlari daha sonra kullanilacaksa, her birine 30
uL % 50 steril gliserol eklenerek -30 °C de donduruldu (%15, hacim 100 pL).

- 70 uL kompetant hiicre preperasyonu lizerine 3 pL ligasyon karisimindan eklenerek
tiip tabanina hafif¢e vurularak Karistirildi ve buz tizerinde 30 bekletilerek kompetant
hiicre yiizeylerine DNA-Ca*? komplekslerinin baglanmalar saglandi. Hiicrelere 90
sn 42°C de sicaklik soku uygulanarak transformasyonlar1 gerceklestirildi. Takiben
buz iizerine 2’ transfer edildi, tizerlerine 500 pl (5X) antibiyotiksiz LB (Muller)
eklenerek, 30 dakika 37° C de ¢alkalanmak suretiyle inkiibe edilip hiicrelerin normal
biiyiime rutinine donmeleri saglandi. 600 pL nin tamami daha 6nceden 37 °C ye
isitilmis LB amp+IPTG+X-gal petrisi itizerine yayilarak, 37°C de inkiibasyonu
yapilmugtir.

Koloni PCR ile Klonlarin Karakterizasyonu

Sudiipak (2013)de verildigi gibi 10 uL koloni PCR reaksiyonlar1 gergeklestirildi.
Koloni durumunda steril kiirdan veya ugla alinan goriilebilir bir hiicre kitlesi tiip
tabaninda 2 pL ddH,O igine karistirildi ve ilizerine asagida hazirlanan karisimdan
8’er puL eklenerek miinferit reaksiyonlar kuruldu. Gliserol stogu veya sivi kiiltiir
durumunda bunlardan 2 pL eklenerek reaksiyonlar hazirlandi.

e 4.84ulL ddH,0O

e 1pulL 10X PCR tamponu (Fermentas)

e 1ulL(0.2uM) 2 mM dNTP karigimi

e 0.6 uL (2 mM) 25 mM MgCl,

e 0.25 pL Csp6l primeri (10 uM)

e 0.25 pL Taql primeri (10 uM)

e (.06 uLTag DNA pol (5U/uL); Toplam: 8 uLL
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Thermocycler program: 35 dongiiden olusan PCR igin; 94°C’de 3sn baslangig

denatiirasyonu sonrasinda her biri 94 °C 20 sn denatiirasyon, 55 °C’de 30 sn primer

baglanmasi (annealing), 72 °C 50 sn ekstensiyon ve 72 °C’de 5dk son ug¢ doldurma

ile amplifikasyonlar gergeklestirildi. PCR driinleri %2 lik 0,5X TBE agaroz
jellerinde uygun DNA markirlariyla (2 pL ¢X174 BsuRlI) birlikte 10V/cm voltajla

yiiriitiilerek fotograflandi ve degerlendirildi

3.5. Alkali-Liz Metoduyla E. coli (JM107) Hiicrelerinden Plazmid DNA

Izolasyonu

Siidiipak (2013) de verildigi gibi;

15 mL kiiltiir tiipt iginde 1.5-2 mL LB-amp inokiile edilerek siv1 kiiltiir kuruldu
ve 37 °C’de 250 rpm ¢alkalamayla bir gece bilyiitiildii.

Gecelik kiiltiir 5 dakika buz iizerinde tutularak 4 °C’de 2 dk 8.000xg’de santrifiij
edildi ve siipernatant dokiildii.

Hiicre pelleti tizerine 225 pL kadar SET tamponu eklenerek vorteks edilmek
suretiyle, hiicrelerin slispansiyon haline gelmeleri saglandi. Siispansiyona 525 pL
litik karisim eklenip dondiiriilerek karistirildi ve berrak lizat olusumu saglandi.
Lizat 10 dakika buz iizerinde tutularak tizerine 375 pL 3M Na-asetat tamponu
eklenerek karistirildi ve 30 dakika buz tizerinde bekletildi.

Kromozomal DNA, proteinler ve diger hiicre pargalari, homojenat 5dk
4°C’de12.000xg de santrifiij edilerek pellet edildi.

Siipernatant yeni bir tiipe transfer edilerek iizerine 0.8-1x hacim soguk
izopropanol eklendi, 4-5 defa alt iist edilmek suretiyle karigmasi saglandi. 15 dk
4 °C°de 15.000xg’de santrifuj edilerek pPDNA nin pellet olmas1 sagland.

Pellet %70’lik etanol ile yikanarak kurutuldu. 70 uL ddH.O iginde ¢oziilerek 4°C

de muhafaza edildi.

34



4. BULGULAR

T-AC/C nin 6 kombinasyonu (C-AG, C-CC, C-CG, C-CT, C-GG, C-TG) Cspé6l
primerleriyle tespit edilen cDNA-AFLP etiketleri sekanslanmasi igin 6zel hizmet
alimi yapilan firmaya gonderilmistir. Ozel firma sekanslama sonuglarini e-mail ile
tarafimiza ulastirmistir. NCBI web tabanli BLAST rutini kullanilarak, sekanslanan
etiketlerin sekans benzerligi taramalar1 gercgeklestirilmistir Gen bankasi niikleotid,
eksprese olan sekanslar ve protein sekanslari veri tabaninda tanimlanan benzerlerinin

en kiigiik e-degerlileri alinarak degerlendirilmistir.

4.1. Bitki Savunmas ile Tlgili Proteinleri Kodlayan mRNA Sekanslarina
Benzerlik Gosteren Etiketler

Yapilan sekans karakterizasyonlar1 sonucunda tanimlanan 19 etiketin bitki
savunmasi ile ilgili fonksiyonel iirlinleri kodlayan mRNA sekanslarina benzerlik
gosterdikleri  bulunmustur. Sekanslanan bu etiketlerin benzerlik gosterdikleri

MRNA’lar ve bitki savunmasindaki rolleri asagida verilmistir:

1. AC/GG-AG6 ile AC/CC-AL etiketlerinin misir pasi direng geni proteinini kodlayan
MRNA sekansina,

2. AC/CC-A10 etiketi, misir potasyum (K*) transport proteinini (ZMK1) kodlayan
mRNA sekansina,

3. AC/CC-A9 ile AC/CT-G11 etiketlerinin protein sentezi, katlanmasi ve yikimi ile
ilgili proteinleri kodlayan sekanslara,

4. AC/TG-G1, AC/AG-G15, AC/TG-A12 ve AC/CT-Al transkripsiyon faktorii
sekanslarina,

5. AC/GG-A17 nin E. coli sicaklik soku Dnal proteini HSP40'1n sekansina,

6. AC/AG-A10 etiketinin ZM inbred B77'nin sekansina, AC/TG-A10 etiketininde
ZM HRGP geninin sekansina,

7. AC/AG-A9 ile AC/AG-G14 etiketlerinin chorismat mutaz mRNA sekansina

8. AC/TG-A2 ile AC/TG-G4 etiketlerinin yaralama yanitt mRNA sekanslarina

9. AC/GG-AZ2 etiketi P.sorghi peptidil-tRNA hidrolazin (PTH2) mRNA sekansina

10. AC/CT-A16 etiketi serine/threonine kinase protein sekansina

11. AC/TG-AA4 etiketi thioredoxin H tipi mMRNA sekansina benzerlik gostermektedir.



Tez c¢alismamda sekanslanan etiketlerin benzerlik gosterdikleri mMRNA’lar ve

bunlarin bitki —patojen interaksiyonundaki rolleri tablo 4.1°de verilmistir.

Tablo 4.1 Calisilan cDNA-AFLP etiketlerinin Genbankasi taramalarinda misirda
sekans benzerligi bulunan mRNAlar

TDF ID Genbank . i
Sira (Acc. no) Gen Bankasi Sekans Benzeri (Genebank ID) |§ .
degeri
Fotosentez, hiicre metabolizmasi, transport
1 | AC/GG-A7 EU956354.1 Z_. mays klon 1561202 fotosistem | reaksiyon merkezi alt 93
birim XI mRNA
ZM klon 261966 fotosistem | reaksiyon merkezi alt birim IV 22
2 | AC/CC-G11 EU963404.1 A MRNA, complete cds 3E
3 | AC/ITG-Al EU963441.1 | ZM klon 262524 asil tastyici protein MRNA 2E1%
4 | AC/GG-Al1 EU975063.1 ZM klon 466406 4-nitrophenylphosphatase mMRNA 8E™2
5 | AC/GG-A5 BT067700.1 ™M full-length cDNA klon ZM_BFc0127M18 mRNA, oE%
nitrilase 1
. ZM Kklon 295467 APRL5 - ZM adenosine 5'- 49
6 |ACICC-G4 EU966588.1 phosphosulfatereductase-like mMRNA 1E
7 | AC/CC-A6 U44087.1 ZMbeta-D-glucosidase precursor (glu2) mRNA 6E®
8 | AC/AG-AL4 BT067377.1 Z_M fu_ll-length cDNA klon ZM_BFc0030N10 mRNA, iiriin 5E-i8
bilinmiyor.
9 | AC/AG-A10 | AF348367.1 | ZM inbred B77 beta-keto acyl reductase gene 1E™
10 | AC/AG-G14 EU963619.1 ZM klon 264809 chorismate mutase mMRNA 3™
11 | AC/AG-A9 EU963619.1 ZM klon 264809 chorismate mutase mMRNA 3E™0
12 | ACICC-A10 | Y07632.1 Zea mays mRNA for potassium channel (ZMK1 gene) =ad
13 | AC/CG-G3 EU962752.1 ZM klon 245275 threonine endopeptidase mMRNA 1E
Protein sentezi, katlanmasi ve yikim
14 | AC/AG-G16 EU955647.1 ZM klon 1540749 peptide chain release factor 2 Mrna 4%
15 | AC/CC-A9 EU974403.1 ZM klon 448402 F-box protein mMRNA 1E%
16 | AC/CT-G11 | EU965008.1 | ZM klon 283165 40S ribosomal protein S7 mRNA 5E168
17 | ACIGG-A17 | EU963627.1 |ZM klon 264931 1s1 sok proteini DnalJ, N-terminal mRNA 7Y
18 | AC/TG-ALL EU959849.1 ZM klon 220151 okaryotik translasyon baglatma faktorii 5A -
mRNA 6E
Pas transkripti
5E—12
19 | AC/GG-A2 XM003307148 | P.graminis CRL 75-36-700-3 peptidyl-tRNA hydrolase 2,
1 MRNA
Hastalik direnci, sinyal iletimi, redoks durumu ve transkripsiyonal diizenleme
20 | ACIGG-A6 | AY574035.1 ZM pas direnci proteini rp3-1 gen 6E™®
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21

ACICC-Al | AY574035.1 ZM pas direnci proteini rp3-1 gen 1E7%02
22 AC/TG-A4 EU957399.1 ZM Kklon 1590868 thioredoxin H-type 5 mRNA 3
23 ACICC-AS | EU963527 1 ZM klon 63787 ferredoxin--NADP reductase, leaf isozyme 350

MRNA
24 AC/CT-A16 | DQ417753.1 ZM B73 serine/threonine kinase protein 1E*®
> |acro-ci|xm ooz | S acer il et RRNA. Moteth o
26 ACITG-A12 |EU975275.1 ZM klon 486268 transcription factor Dp-1 mRNA 2E™
21" | ACITG-A10 | A131535.1 ZM HRGP gene, AC1503 line 2E 1S
28 AC/AG-G15 | NM001152803.1 | ZM putative transcription factor (x1), mMRNA 4%
29 AC/CT-AL | EU952992 1 g\él 1373658 transcription factor BTF3 mRNA, complete gE120
30 AC/CC-A19 | EU966238.1 ZM klon 292773 glycine-rich protein A3 mRNA 2E°
3L | acicc-ats | EU96s346.1 ZM klon 319283 metallothionein-like protein type 2 mRNA | 1E%
Diger stres ile ilgili mesajlar, yapisal proteinler ve gruplanmamis olanlar

32 |AC/ITG-G4 |EU956477.1 ZM klon 1564201 yara duyarli protein mMRNA 3
33 | AC/TG-A2 |EU956477.1 ZM klon 1564201 yara duyarli protein mMRNA 3
34 | AC/CG-G1 DQO078764.1 ZM Kklon Zmcoi6.7 soguk indiiklenebilir bilinmeyen mRNA =
35 | AC/TG-A6 EU970858.1 ZM Klon 352417 GRAM alani igeren protein mMRNA 1%
36 |AC/CT-G6 |EU964858.1 ZM clone 282139 PREG- benzeri protein mRNA 9™
37 |ACI/CC-G2 |EU974377.1 ZM clone 447612 Cinko baglayici protein mRNA 3E%
38 | AC/CC-A3 NMO001156148.1 szil\fr/lelel;gicr}i?lglzeigrzggn (umc2207) mitokondriyal protein o8
39 | AC/CC-G3 EU963985.1 ZM Klon 274813 beta peptidaz mitokondriyal islem 1%
40 | AC/CC-A4 | EU963985.1 ZM Klon 274813 beta peptidaz mitokondriyal islem 2E®
41 | AC/CC-A18 | NM001153830.1 | ZM-diizenleyici alt birimi (LOC100280910), mRNA 5™
42 |ACI/ICT-G1 |BT065926 ZM full-length cDNA klon ZM_BFc0117N17 mRNA 8E7®
43 | AC/CT-G4 DQ493646.1 ZM ¢esiti CML258 bz lokusu bolge 3™
44 | AC/TG-A5 BT035586.1 ZM full-length cDNA klon ZM_BFb0070M16 mRNA 1E%
45 | AC/ITG-A7 BT070006.1 ZM full-length cDNA klon ZM_BFb0367E17 mRNA 3
46 | AC/CT-G10 |BT061143.1 ZM full-length cDNA klon ZM_BFb0115G16 mRNA 6E8
47 | AC/CT-A3 EU956220.1 ZM klon 1559183 hipotetik protein mMRNA, complete cds 9E™8
48 |AC/CT-All |- Sekans benzeri yok -
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49 | ACICT-A15 |BT037627.1 ZM full-length cDNA klon ZM_BFb0182N13 mRNA 2ES
50 |ACI/CT-A2 |EU950190.1 ZM klon 468811 mRNA sekans 1E™
51 | AC/ICG-A3 |EU941657.1 ZM klon 1468821 mRNA sekans ] =
52 | AC/CT-G3 | EU95806.1 ZM klon 1670877 hipotetik protein mRNA, complete cds 2E 2
53 | AC/CT-G9 - Sekans benzeri yok -

54 | AC/CT-A4 | AY104010 ZM PC0O105770 mRNA sekans 3E-%
55 | AC/GG-A13 | EU969568.1 ZM klon 332399 mRNA sekans 7E-%
56 | AC/GG-A16 |EU969568.1 ZM Klon 332399 mRNA sekans 7E-%
57 | AC/GG-A8 |EU967434.1 ZM Klon 303064 hipotetik protein mRNA 1E-
58 | AC/AG-G13 | EU955845.1 ZM klon 1548722 hipotetik protein mRNA 7E-2
59 | AC/AG-G17 |AY107868.1 ZM PC0101151 mRNA sekans 1E-%
60 |AC/CC-All |- Sekans benzeri yok -

61 | AC/CC-A13 | BT063730 ZM full-length cDNA klon ZM_BFc0100L22 mRNA 3E-%
62 | AC/CC-A16 |EU963628.1 ZM Klon 264963 mRNA sekans 1E-2
63 | AC/ICC-A17 |BT042623.2 ZM full-length cDNA klon ZM_BFb0377K06 mRNA 5E-18
64 | AC/CC-G1 |EU941657.1 ZM klon 1468821 mRNA sekans 1E-17
65 | AC/CC-G10 |BT064836.1 ZM full-length cDNA klon ZM_BFb0199C05 mRNA 8E-4
66 | AC/GG-Al |BT068155.1 ZM full-length cDNA klon ZM_BFb0066J15 mRNA 1E-%
67 | ACIGG-A3 |EU973742.1 ZM klon 407921 mRNA sekans 5E-80
68 | AC/GG-A4 | BT086809.1 ZM full-length cDNA klon ZM_BFb0361N13 mRNA 2E-
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5. SONUCLAR VE DEGERLENDiRMELERI

Hazirlanan pas izolatina duyarli A188 inbredi ve direngli genotip Rpl-G de dort
kesen Tagl ve Csp6l enzim kombinasyonu resiprokal sirali kesimleriyle [50]
hazirlanan kaliplarla gerceklestirilen calismada 68 mMRNA etiketi (TDF) tanimlanip
sekanslanarak, gen bankasi benzerlik taramasi bilgileri ¢ergevesinde s6z konusu
sekanslarin ilgili olduklar1 olaylar ve interaksiyondaki rolleri degerlendirilmistir.
Calisma sonunda misir ve misir pasi interaksiyonunda ekspresyonu degisim gésteren
MRNA sekanslar1 teyit i¢in primerler diizenlenmemis ancak ayni sekanslar igin
sekans benzerligi taramalar1 yapilmis ve s6z konusu etiketlere iliskin genlerin bitki

patojen interaksiyolarindaki rolleri degerlendirilmistir.

5.1. Misir Pasi Diren¢ Geni Rpl ve Rp3 Sekans Benzeri Olan Etiketler

Yapilan sekans karekterizasyonlar1 sonucunda, AC/GG-A6 ile AC/CC-Al
etiketlerinin direng geni sekansma benzerlik gosterdikleri anlasilmistir. Duyarli
genotipte tanimlanan AC/GG-A6 etiketinin sekans benzerligi taramasi, bu etiket
sekansiin misir pasi direng geni rp3 ile sekans benzeri oldugunu gostermektedir
(Sekil 5.1).

N ———
AC/GGAG, rp3-1 | =™~ \
\ &
AKX ATl AT2 GK GTY GT12
A188 Kontrol Rp<G Uygulama

Sekil 5.1 AC/GG-AG Etiketinin ekspresyonel degisimin gosteren tarama jel fotografi
(Kontrol A188 inbredi ile misir past AT1 ve AT2 inokiilasyonunda)

AC/CC-ALl etiketi misir pas: direng geni proteinini kodlayan mRNA sekansi ile
benzerlik gostermektedir. Sekil 5.2°de tarama jeli fotografi verilen bu etiketin, pas ile
inokiilasyonu sonucu orijine oldugu, kontrolde ekspresyonu yokken, T1 ve T2 de

indiikksiyonu net bir sekilde goriilmektedir. Direngli genotipte (GK) ekspresyon

goriilmezken, uygulamada (GT1) indiiksiyon goriilmesi bu etiketin direng geni ile



ilgisinin agiga c¢ikarilmasint gerektirmektedir. Rpl genleri i¢in rapor edilen

ekspresyon profilinden farkli gériinmektedir.

AC/CC-Al X U

(AK AT1 AT2 ) &X GT1 GT2 ¢
b ih i
Al88Kontrol Rp-G Uyzulama

Sekil 5.2 Pas inokulasyonu yapilan AC/CC-A1 etiketinin ekspresyon degisimi
tarama jel fotografi

5.2. Potasyum Transport Proteini Kodlayan Sekanslara Benzerligi Olan Etiketler

Sekil 5.3'de jel fotografi verilen AC/CC-A10 etiketi, misir potasyum (K") transport
proteinini (ZMK1) kodlayan mMRNA sekansinin benzeridir. Potasyumun (K¥)
membranlardan transportu potasyum kanallari ve sekonder potasyum transporter
proteinlerle gerceklesmektedir. Bu etiketin orijine oldugu genin kontrollerde ekspres
olmakta, pas inokiilasyonuyla hem direngli hem duyarli uygulama grubunda repres

olmaktadir.

AC/CC-A11Nosg hom f—

Sekil 5.3 AC/CC-A10 ve AC/CC-AD9 etiketlerinin tarama jel fotografi (Z.mays
potasyum kanali ZMK1 proteinini kodlayan mRNA ve F-box protein
kodlayan sekans benzeri, A188 duyarli kontrol, G direngli uygulama)

Direncgli ve duyarli genotipte represyonun protein fosforilasyonu/defosforilasyonu
gibi kanal proteini modifikasyonuyla degilde transkripsiyonel olarak gerceklesmesi

dikkate deger bir durumdur. Zira patojen inokiilasyonunu takiben hiicre icine Ca*?
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inflaks1, hiicre disina K" efflaks1 gibi tipik fizyolojik modiilasyonlar1 goriilmekte,
hiicre i¢ine potasyum aliminda etkin olan bu kanal proteini ekspresyonunun

represyonunu daha anlamli hale getirmektedir [26, 61].

5.3. Protein Sentezi, Katlanmasi ve Yikimu ile Ilgili Proteinleri Kodlayan
MRNA Sekanslaria Benzerligi Olan Etiketler

Sekil 5.3’deki tarama jelinde tanimlanan AC/CC-A9 etiket band1 direncgli genotipte
eksprese olmamakta, sadece duyarli genotipte ekspres olmakta ve inokulasyonu
takiben zamana bagli represyon gostermektedir. Bu durum, HR yanit seklinde bir
indiiksiyon olmadigina gore, muhtemel ACIF 1 benzeri bir F-box proteini oldugunu
diistindiirmekte ve karakterize edilmesini gerektirmektedir. SCF kompleksleri ile
assosiye olan ACIF 1 (ACRE 189) proteini, tiitiinde ekspresyonu repres olunca,
elisitorlerce tetiklenen HR supres olmaktadir [62]. Misir genomunda sekansi
karakterize edilmis olan F-box proteini, yaklasik 50 aa uzunlukta protein motifleri
olup protein-protein interaksiyonunda rol oynamaktadir. F-box protein motifleri,
SCF-ubikuitin ligaz kompleksinin (Skpl, Cullin, F-box) diger bilesenlere
baglanmasina katki saglar. Ubikiiitilasyonla protein yikiminda rolii olan F-box
proteinin, Arabidopsis bitkisinde bitki patojen savunma yanitinda (SAR ve ISR)
fonksiyonel oldugu rapor edilmistir [63, 64].

AC/CT-G11 etiketi Z. mays 40S ribozomal protein S7’yi kodlayan mRNA’nin
sekans benzeridir. Ekspresyon profili analizi gergeklestirilen bir dizi bitki-mikrop
interaksiyonu ¢alismasinda [21], ribozomal protein L®min, uyumlu Puccinia
striiformis-bugday interaksiyonunda repres oldugu rapor edilmektedir. Protein
degredasyon aparati1 gibi sentez aparati bilesenleri ribozomal proteinlerin ekspresyon
seviyelerinde muhtemelen interaksiyonla degisim gosterebilmekte ve bu bilesen
bazen 28S rRNA molekiilii de olabilmektedir [40].

5.4. Transkripsiyon Faktorii Sekanslarin Benzeri Olan Etiketler

Bazik fermuar transkripsiyon faktérleri (bZIP ve bHLH) 151k, UV, yaralanma,
salisilik asit (SA), absisik asit (ABA) ve patojen enfeksiyonu elisitorleri gibi
etmenlerle ekspresyon gosteren genlerin promotorlerindeki G-box (CACGTG) ve

TGA gibi motiflere baglanarak fonksiyonel olurlar. Sadece T2 de ekspresyon
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gosteren AC/AG-G15 etiketi, misirda muhtemel transkripsiyon faktorii (x1) kodlayan
mRNA  sekansmin  benzeridir. AC/TG-A12 ve AC/CT-Al etiketlerinin,
kontrollerinde ekspresyon ve duyarli genotipte pas inokiilasyonuyla represyon
goriilmektedir. AC/TG-A12 etiketi transkripsiyon faktorii (Dpl) kodlayan mRNA
sekansinin ve AC/CT-AL1 etiketi BTF3 transkripsiyon faktoriinii kodlayan mRNA'nin
sekans benzeridir. AC/TG-G1 etiketi direngli genotipte ekspresyon, pas
inokiilasyonuyla goreceli olarak indiiksiyon gdstermektedir. Losin fermuari
proteinine benzer hipotetik protein kodlayan mRNA sekans benzerligi olan AC/TG-
G1 etiketinin direngli genotipte ekspresyonu pas inokiilasyonuyla indiiklenmektedir.
AC/AG-G15 etiket sekansida NM001152803.1 aksesyon nolu ZM transkripsiyon
faktorii x1°in F. pseudograminearum inokiilasyonu ile duyarli bugdayda ekspresyonu
degisim gosteren genlerin mikroarray analizinde, bHLH ekspresyonu indiiklenirken
P. triticina inokiilasyonunda bu degisimin goriilmedigi rapor edilmistir [46].
Mikorize inokiilasyonunu takiben piringte bHLH, HLH, myb benzeri ve ¢inko
parmagi tip transkripsiyon faktorlerinin interaksiyonunun makroarray analizinde
indiiklendigi rapor edilmektedir [65]. Bu durumda, patojen muhtemelen duyarl
genotipte ya bu faktorlerin rol oynadigi konukgu gen ekspresyonunu repres ederek
bliyliyiip hayat dongiisiinii tamamlamakta veya patojen penetrasyonu ve bliylimesine
bagli olarak konuk¢uda diizenleyici faktorlerin  transkripsiyonu yeniden
diizenlenmektedir. Direngli genotipte birgok durumda patojen penetrasyonu ve

biiyiimesi gen ekspresyonuna neden olmaktadir.

5.5. AC/GG-A17 Molekiiler Seperon Sekans Benzeri Etikettir

Sicaklik soku proteinleri seperonlar (heat-shock proteins, HSP), bitki savunmasiyla
iligkilendirilen proteinler olup bir dizi sinyal protein aktivitesinin diizenlenmesinde
ve teskilinde rol oynadiklart bilinmektedir. HSP'ler, bitki-patojen ara yiiziinde
proteinlerin katlanmasi, fonksiyonel big¢imlerinin korumasi ve proteinler arasi
interaksiyonda gérev yaparlar. Islevini tamamlayan proteinlerin ortadan kaldirilmasi
ve degredasyonunda rolii olanlarin ekspresyonlarinin modiile edildigini gosteren
calismalar mevcuttur. HSP'ler haustoryumu ¢evreleyen alana salgilanmakta ve iki
organizma ara yiiziinde fonksiyonel olmaktadirlar. Bunlar 6ncelikle HSP70s ATPaz

aktivitesini uyararak etki ederler. Bir seperon iiyesi HSP90 proteinin dimerize olarak
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baglandig1 proteinlerin aktivitesinde artisa veya azalisa neden oldugu ileri siiriilmekte
[66] ve seperon izoformlarinin susturuldugu tiitiin genotiplerinde test edilen tim
diren¢ yanitlarinin (NBS-LRR dahil) kayboldugu bulgular1 rapor edilmektedir [31].
Calismamizda karakterize edilen etiketlerden AC/GG-AL17 E. coli sicaklik soku Dnal
proteini HSP40'in sekans benzeri goziikmektedir. Teyit edilmeyen bu etiketin tarama
jelinde ekspresyon profili degisimi kontrolde ekspresyon, 6-24h ile 36-96h
poollarinda represyon seklindedir (hem direngli Rpl-G hem duyarli A188

uygulamalarinda repres olmaktadir-Sekil 5.4).

Pas AK AT1 AT2 GK GT1 GI2
ACIGG -A17 ALSS sy 7
HSP40 —_—

Sekil 5.4 DnaJ proteinin sekans benzeri AC/GG-A17 etiketinin tarama jel fotografi
(A188:duyarli irk- AK: kontrol, Rp1-G: direngli irk- GK: uygulama)

Misir ve giiney musir pasi (Puccinia polysora Underw.) ile gerceklestirilen bir
mikroarray [67] c¢alismasinda seperon Dnalll'in (ZM 16941.1) 2.2 kat fazla
indiiklendigi, putative 17.8 kDa sicaklik soku II proteinin (ZM 12517.1) ise 2.3 kat
fazla repres oldugu rapor edilmektedir. Ayni1 gruptaki farkli genlerin
ekspresyonlarinda farkliliklar olabilir. Ayn1 genlerin benzer grup patojenlere yanitta

ekspresyonlarinda tutarlilik gériilmesi daha anlamlidir.

5.6. Pasif Savunma ile Tlgili Etiketler

Patojen saldirilarina karsi bitkilerin ilk savunma yaniti hazir bulundurulan bazi
yapisal (pasif) engellerdir. Bunlarin en 6nemlisi ilk pasif bariyer olan yaprak ve
meyve Tlzerindeki mumsu kiitikula tabakasidir. AC/AG-A10 etiket, kiitikiila
biyosentezinde gorev alan ZM inbred B77'nin sekans benzeri olup ayni iriin
sekansina sahiptir. AC/TG-A10 etiketi ZM HRGP geninin sekans benzeridir. Bu gen,
bitkilerin pasif savunma mekanizmalari i¢in Onemli olan hiicre duvari yapisal

proteini, hidroksiprolince zengin glikoproteini kodlamaktadir.
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5.7. Aktif Savunma Yapilarim Olusturan Uriin Sekans1 Benzeri Olan Etiketler

AC/AG-A9 ile AC/AG-G14 sekans benzerlerine ait fonksiyonel bir iiriin olan
chorismat mutaz, genis bir patojen spektrumuna direngte rol oynayan sistemik
kazanilmig direng (SAR) olusumunda, patojen enfeksiyonunu takiben iiretilen ve
tipik olarak patojenez ile ilgili (PR) proteinlerin ekspresyonuna aracilik etmekle
gorevli bir bilesik olan salisilik asit (SA) sentezinde rol oynamaktadir. Chorismat
mutaz, tirozin ve fenilalanin biyosentez yolunda prefenat dehidregenaz -korismat
dontigtimiinii katalize eder. Ayrica AC/TG-A2ve AC/TG-G4 etiketlerin sekans
benzerlerine ait triinlerin (DNaz ve RNaz) yara duyarli enzimleriyle, AC/GG-A2
etiketine ait bir tirtin peptidil-tRNA hidrolazin (PTH2) kimyasal savunma yapilari ile
iliskili oldugu distiniilmektedir. Sekil 5.5’de verilen jel fotografinda sadece A188 de
ekspresyon goriilmektedir. Rp1-G’de ekspresyon olmadigi i¢in kontrol genomundan
orijine olmustur. Pas mesajinin peptidil-tRNA hidrolaz (PTHZ2) ve protein sentezinde
kritik rolii vardir. Peptidil-tRNA hidrolaz, peptid ve tRNA arasindaki ester bagi
keserek, peptidil-tRNA dan tRNA’y1 serbest birakir. Hiicrelerde peptidil-tRNA

birikimi protein biyosentezinin durmasina neden olur [68].

MCQGA:
Noaaest

AK AT1 AT2 GK GK1 GK2
A188 Rp-G

Sekil 5.5 Pas transkripti AC/GG-AZ2 etiketine ait sekans jel fotografi (A188 duyarli
kontrol, GK direngli uygulama)

5.8. Hipotetik Proteinlere Sekans Benzerligi Olan Etiketler

Sekans1 tanimlanan bazi etiketlerin genbank sekans benzerligi taramalarinda
fonksiyonu bilinmeyen hipotetik protenleri kodladiklart gériilmistiir. Calismamizda
sekansladigimiz etiketlerden AC/GG-A8 ve AC/AG-G13 Z. mays hipotetik protein
sekans benzeri olarak goriinmektedir. AC/TG-G1 sekansida Sorghum bicolor (L.)

Moench hipotetik proteini sentezleyen mRNA sekans benzeridir.
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5.9. AC/CT-A16 Etiketi Serine/Threonine Kinase Protein Sekans Benzeridir

Serin/threonin protein kinazlar hiicre i¢i sinyal iletiminde protein fosforilasyonuyla
fonksiyonel olan enzimlerdir. Campos-Soriano ve arkadaslar1  mikorize
inokiilasyonuyla pringte ekspresyonu degisim gosteren mesajlarin makroarray analizi
calismasinda MPK6’nin (2.9 kat) ve bir serin/treonin protein kinazin (2.09 kat)
indiiklendigi rapor etmektedirler [65]. P. polysora-musir interaksiyonunu mikroarray
analiziyle degerlendiren Wang ve arkadaslar1 serin/treonin protein kinaz PBS1’in (2
kat) indiiklendigini rapor etmektedirler [67]. Benzer sekilde bugdayda F.
pseudograminearum inokiilasyonunda bir putatif serin/treonin kinaz protein
ekspresyonunun indiikklendigi rapor edilmektedir [46]. DQA417753.1 aksesyon
numarali AC/CT-AL6 etiketi serin/treonin kinaz sekans benzeri olarak bulunmustur.
Duyarli ve direngli genotip kontrollerinde eksprese olmayan serin/threonin protein
kinaz sekans benzerligi olan bu sekans, duyarli T1 ve T2 ile birlikte direngli genotip
T1 uygulamasinda indiiklenmektedir (Sekil 5.6). Karakterize edilen etiket (AC/CT-

A16) sekansinin bitki direncinin olusturulmasinda rol oynadigi anlasilmaktadir.

AK AT1 AT2 GK GT1 GT2

ACICT-A16 -

Serin/Treonin —

Kinaz homologu
=’_‘=—-—w

Sekil 5.6 AC/CT-A16 etiketinin AT1 ve AT2 pas inokiilasyonu yapilan
uygulamalar sonucu tarama jelindeki ekspresyon degisimi,
A188 kontrol (AK), uygulama (GK)

5.10. AC/TG-A4 Etiketi Thioredoxin H Tipi mMRNA’ min Sekans Benzeridir

AC/TG-A4 etiketi (accession no:EU957399.1, e-degeri 3E) tiyoredoksin H-tipi
MRNA sekans benzeri olarak tespit edilmistir. Tiyoredoksinler, hiicrede redoks
regiilasyonunda ve sinyal iletim yollarinda fonksiyonel olan kii¢iik proteinlerdir ve
bitkilerde multigenik bir h gen ailesi tarafindan kodlanir [69]. Lokal savunma
yanitinda salisilik asit (SA) birikimiyle hiicre i¢i redoks durumunun okside edici
durumdan rediikte edici kosullara degismesi tiyoredoksinlerin ekspresyonunu

indiikkledigi  rapor edilmekte [70] ve tiyoredoksinlerle dimerik NPR1
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monomerizasyonunun gerc¢eklestigi, monomer halde bu proteinin ¢ekirdege giderek
bitki savunma yanitinda rol oynayan TGA ve WRKY transkripsiyon faktorleriyle
interaksiyona girmek suretiyle bitki savunma yaninitin olusturulmasinda fonksiyonel
oldugu degerlendirilmesi yapilmaktadir [10]. Ayrica, peroksiredoksinlerin
(peroksidazlar) peroksitleri rediikte etmek igin tiyoredoksinleri kullandiklari rapor
edilmistir [69]. Kontrolde hafif ekspresyon, duyarli genotipte (AT1 de) hafif
indiiksiyon ve (AT2 de) represyon gosteren AC/TG-A4 etiketinin, tiyoredoksin H-
tipi MRNA sekans benzeri olarak bitki lokal savunma yanitinda dolayli bir katkisi

olabilir.

5.11. AC/GG-AT Etiketi Z. mays Klon 1561202 Fotosistem 1 Reaksiyon Merkezi
Alt Birim XI mRNA Sekans Benzeridir

Fotosistemler, farkli dalga boylarindaki 15181 absorbe eden klorofillerin ve diger
pigmentlerin tilakoid membran iginde bir araya gelerek olusturdugu initelerdir.
Fotosistem | reaksiyon merkezinde P700 olarak adlandirilan bir klorofil-a molekiilii
vardir. AC/GG-A7 ve AC/CC-G11 etiketileri, fotosistem I’in reaksiyon
merkezindeki alt birim XI ve IVA sentezinden sorumlu Z. mays klonu mRNA
sekanslarina benzerlik gosterir. Sekil 5.7°de verilen AC/GG-A7 etiketinin sekans
jelinde P’de bol ekspresyon, T1 ve T2 de represyon goriilmektedir. Bu mRNA nin
bitki savunma yanitindaki muhtemel roli fotosistem | reaksiyon merkezi proteinleri
alt birimlerinin ve glikoz sentezinin durdurularak patojenin haustoryumdan

beslenmesini engellemek olabilir.

AC/GG N— "
A7, photosystem | \ — e — ——

v

reaction center subunit Xl

AK ATIAT2 GK GT1 GT2

Sekil 5.7 AC/GG-AT7 etiketinin sekans jel fotografi (AK: kontrol, GK: uygulama)

5.12. Sonuclarin Interaksiyondaki Rollerinin Degerlendirmesi

Misir ve musir pasi interaksiyonunda ekspresyonu degisim gosteren mRNAlarin
sekanslanmasi ve sekans taramalari sonucu bulunan benzerlerinin patojen

enfeksiyonu sonucu her iki organizmada sinyal iletimiyle aktive olarak misir direng
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yanitinda onemli roller istlendikleri tespit edilmistir. Misir rp3-1 genine sekans
benzeri olarak bulunan etiket (AC/GG-A6 ile AC/CC-Al) firiinii proteinin pas
inokulasyonundan sonra indiiksiyon gOstermesi gene-karsi-gen ile tanimlanan
bitkideki belirli bir direng geni iirlinliniin belirli bir patojen 1rkina diren¢ saglamasina
bir ornektir. S6z konusu ekspresyon degisimi bu etiket sekanslarinin rp3-/ geni ile
benzer savunma fonksiyonlarinin oldugunu diisiindiirmektedir. Ilgili etiketlerin
sekanslarinin fonksiyonu lizerinde c¢alisilarak pas direnciyle ilgisinin agiklanmasi

gerekmektedir.

Patojenlere karsi 6nemli pasif savunma yapilarindan hiicre duvari yapisal proteini
hidroksiprolince zengin glikoproteini misir HRGP geni ve kiitikiila biyosentezinde
rol oynayan beta-keto agil rediiktazi misir inbred B77 geni kodlamaktadir. Yag asiti
biyosentetik yolun enzimi olan beta-keto agil rediiktazin kiitikiila gibi temel bir
savunma yapisinin sentezi yani sira sinyal iletiminin modiilasyonunda rol oynadigi
distiniilmektedir. Calismamizda tanimlanan etiketlerden AC/AG-A10 ve AC/TG-
A10 bu genlerin sekans benzeri olarak bulunmustur. Pas enfeksiyonu ile misirda
aktive olan gen firinleri aktif savunma yanitlarini olusturmaktadir. Patojen
elisitorlerin uyardig1 savunma yanti ile ilgili en hizli ve dl¢iilebilir degisiklik, plazma
zarindan gegici iyon flaksidir. AC/CC-A10 etiketi misir potasyum (K*) transport
proteini (ZMK1) sentezinden sorumlu ZMK1 gen sekansina benzer bulunmustur.
ZMK1 proteini patojen inokiilasyonunu takiben hiicre icine Ca*? alimi ve hiicre
disina K* verilmesi gibi metabolik olaylarda énemli rol oynamaktadir. Chorismat
mutaz enzimi SAR olusumunda ve patojen yanitinda énemli sinyal iletim molekiilii
olan salisilik asit biyosentezinde rol oynamaktadir. HSP40 proteini pas
enfeksiyonunun gelisim evresinde haustoryum gevresine salgilanarak bitki-patojen
ara yliziindeki interaksiyonda, Dpl, BTF3 ve x1 (muhtemel) transkripsiyon faktorleri
patojen elisitorlerle aktive olan genlerin promotorlerine baglanarak, tiyoredoksinler
ve serin/threonin protein kinazlar lokal savunma yanitinda, hipotetik proteinler hiicre
i¢i sinyal iletiminde protein fosforilasyonu ve hedef molekiilleri (enzim, protein veya
transkripsiyon faktorleri) modifiye ederek spesifik direng yanitlarin ortaya ¢ikisinda,
F-box proteini SAR ve ISR olusumunda fonksiyonel olup hiicrenin aktif savunma
yanitinda rol oynamaktadir. Yaralama yanit proteinlerini kodlayan etiketlerin ve

kimyasal savunma yapilar1 ile iliskili peptidil-tRNA hidrolaz sentezinde pas
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mesajinin rolii oldugu diisiiniilmektedir. Ayrica interaksiyonda ekspresyonu degisen
yapisal proteinlerin (fotosistem | reaksiyon merkezi alt iinite I ve IV proteinleri,
mitokondrial beta peptidaz) hiicre metabolizmas: veya madde tasinmasinda gorevli
proteinlerin, benzeri bilinmeyen sekanslarin patojen yanitinda rollerinin olup
olmadiginin agiklanmasi gerekmektedir. Tez ¢alismamda tanimlanan bazi etiketlerin
yukarda sayilan enzim ve proteinleri kodlayan genlerin sekans benzerleri olarak
bulunmasi misir ve musir pasi interaksiyonunda fonksiyonel iiriinlere ait sekanslar
olduklarin1 ortaya koymaktadir. Genbank sekans benzerligi taramalarindan elde
edilen sonuglar tezimde tamimlanan etiketlerin genel olarak bitki-patojen

interaksiyonunda rollerinin agiklanmasina katki saglamistir.

48



KAYNAKLAR

1.

10.

11.

12.

13.

14.

Stidiipak, M. A., Misir (Zea mays L.) ve Misir Pasi (Puccinia sorghi Schw.)
Interaksiyonunda Ekspresyonu Modiile Edilen mRNA’larin Modifiye cDNA-
AFLP Teknigi ile Tanimlanmas1 ve Karakterizasyonu, TUBITAK Proje Sonug
Raporu: 2097002, 2013.

Flor, H. H., Current Status of the Gene-For-Gene Concept, Annual Review of
Phytopathology, 9:275-96, 1971.

Keen, N. T., Gene-For-Gene Complementarity in Plant-Pathogen Interactions.
Annual Review of Genetics, 24: 447-63, 1990.

Hammond-Kosack, K. E., Jones, J. D. G., Plant Disease Resistance Genes,
Annual Review of Plant Physiology and Plant Molecular Biology, 48:575-607,
1997.

Liu, J., et al., Recent Progress in Elucidating the Structure, Function and
Evolution of Disease Resistance Genes in Plants, Journal of Genetics and
Genomics 34 (9): 765-76, 2007

Leach, J. E., White, F.F., Bacterial Avirulance Genes. Annual Review,
Phytopathology, 34.153-79, 1996.

Paker, J. E., Coleman M. J., Molecular Intimacy Between Protein Specifying
Plant Pathogen Recognition, Trends in Biochemical Sciences,22: 291-6,1997.

Van Der Biezen, E. A., Jones, J. D. G., Plant Disease Proteins and the Gene-For-
Gene Concept. Trend in Biochemical Sciences, 23: 454-6, 1998.

Dodds P., et al., The Melampsora lini AvrL567 Avirulence Genes Are Expressed
in Haustoria and Their Products Are Recognized Inside Plant Cells,The Plant
Cell, 16:755-68, 2004.

Dickinson, M., Molecular Plant Pathology, Bios Scientific Publishers, Taylor &
Francis Group. New York Pp. 160, 2005

Sacco, M. A., Moffett, P., Disease Resistance Genes: Form and Function,
Molecular Plant-Microbe Interactions. (Ed) Bouarab vd., Cab International, 94,
2009.

Ellis JG., Jones AG., Plant Disease Resistance Genes, Infectious Disease: Innate
Immunity, Edited by: R. A. B. Ezekowitz and J. A. Hoffmann © Humana Press
Inc., Totowa, NJ, 2003.

Sudiipak, M. A., et al., Unequal Exchange and Meiotic Instability of Disease-
Resistance Genes in the Rpl Region of Maize, Genetics 133 (1): 119-125, 1993.

Richter et al., New rust resistance specificities associated with recombination in
the Rpl complex in maize, Genetics; 141(1): 373-381, 1995.

49



15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

Shenk, P.M., et al., Coordinated Plant Defense Responses in Arabidopsis
Revealedby Microarray Analysis. Proceeding National Academy of Sciences of
USA, 97 11655-60, 2000.

Durrant, W. E., Rowland, O., Piedras, P., Hammond-Kosack, K. E., Jones, J. D.
G., cDNA-AFLP Reveals a Striking Overlap in Race-Specific Resistance and
Wound Response Gene Expression Profiles. Plant Cell 12: 963-77, 2000.

Dellagi, A., et al., cDNA-AFLP analysis of differential gene expression in the
prokaryotic plant pathogen Erwinia carotovora, Microbiology, 146:165-71, 2000.

Ditt, R. F., Nester, E. W., Comai, L., Plant Gene Expression Response to
Agrobacterium tumefaciens, Proceeding National Academy of Sciences of Usa,
98:10954-59, 2001.

Mahalingam, R., et al., Characterizing The Stress/Defense Transcriptome of
Arabidopsis, Genome Biology 4:R20, 2003.

Bozkurt, E., Winchester, J., Ruffet, G., Rojaya B., Age and Chemistry of
Miocene Volcanic. Rocks from the Kiraz Basin of the Kii¢iik Menderes Graben:
Its Significance for the Extensional Tectonics of Southwestern Anatolia, Turkey,
décembre 2008.[]

Wang, X..et al., cDNA-AFLP Analysis Reveals Differential Gene Expression in
Compatible Interaction of Wheat Challenged with Puccinia Striiformis F. Sp.
Tritici, BMC Genomics, 10:289- 2009.

Sabelli, P. A., cDNA Cloning and Characterisation of a Maize Homologue of the
MCM Proteins Required For the Initiation of DNA Replication, Mol. Genetic,
27; 252 (1-2): 125-36, 1996.

Khun, E., From Library Screening to Microarray Technology: Strategies to
Determine Gene Expression Profiles and to Identify Diferentially Regulated
Genes in Plants. Annals of Botany, 87:139-55, 2001.

Yamazaki, M., Saito, K., Differential Display Analysis of Gene Expression in
Plants, Cell. Mol. Life Sci. 59.1246-55, 2002.

Dixon, AR., Stress-Induced Phenylpropanoid Metabolism, The Plant Cell, 1995.

Greenberg, J.T., Programmed Cell Death in Plant-Pathogen Interactions Annual
Review of Plant Physiology and Plant Molecular Biology, 48:525-41, 1997.

Lam, E., Controlled Cell Death, Plant Survival and Development, Nature
Review, 5:305- 2004.

Panstruga, R., Establishing Compatibility Between Plants and Obligate
Biotrophic Pathogens, Current Opinion in Plant Biology, 6: 320-26, 2003.

50



29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

Gururani, M. A.,Venkatesh, J., Plant Disease Resistance Genes: Current Status
and Future Directions, Physiological and Molecular Plant Pathology, 78:51-65,
2012.

Scheel, D., Nuernberger, T., Signal Transduction in Plant Defense Responses to
Fungal Infection, Fungal Disease Resistance in Plants: Biochemistry, Molecular
Biology and Genetic Engineering, (Ed) Punja Z. K., The Haworth Press, pp 2,
2004.

Nimchuk, Z., Eulgem, T., Holt, B. F., Dangl, J. L., Recognition and Response in
The Plant Immune System, Annual Review of Genetics, 37:579-609, 2003.

Stuible, H.P., Krombrink, E., The Hypersensitive Response and its Role in
Disease Resistance, Fungal Disease Resistance in Plants: Biochemistry,
Molecular Biology and Genetic Engineering, (Ed) Punja Z. K., The Haworth
Press, pp.56. 2004.

Lamb, C., Dixon, R. A., The Oxidative Burst in Plant Disease Resistance, Annual
Review of Plant Physiology and Plant Molecular Biology, 48:251-75, 1997.

Calis, O., Bitkilerde Dayaniklilik Genleri ve Proteinleri, Tiirk Bilimsel
Derlemeler Dergisi 4 (2):1-9, 2011.

Pandey, SP., Somssich, IE., The Role of WRKY Transcription Factors in Plant
Immunity.Plant PhysiologyAugust Vol. 150 No. 4 1648-1655, 2009.

Wei, K., et al., Molecular Phylogenetic andExpression Analysis of the Complete
WRKY Transcription Factor Family in Maize, DNA Research 19:153-64, 2012.

Legrand, M., Kauffmann, S., Geoffroy,P., PR Proteinleri. Proceedings of the
National Academy of Sciences, U.S.A, 84, 6750. 1987

Farmer, L. M.,et al., The Rad 23 Family Provides An Essential Connection
Between the 26Ss Proteasome and Ubiquitylated Proteins in Arabidopsis, Plant
Cell, 22:124-42, 2010.

Liang, P., Pardee AB., Differential Display of Eukaryotic mMRNA by Means of
the Polymerase Chain Reaction, Science, Aug 14; 257(5072): 967-71, 1992.

Bozkurt, O., Unver, T., Akkaya, M. S., Genes Associated with Resistance to
Wheat Yellow Rust Disease Identified by Differential Display Analysis,
Physiological and Molecular Plant Pathology 71:251-59, 2007.

Schena, M., et al., Quantitative Monitoring of Gene Expression Patterns with a
Complementary DNA Microarray. Science (8); 467-470, 1995.

Kozian, D. H., Kirschbaum Bj., Comparative Gene-Expression Analysis, Trends
Biotechnology., Vol 17, 1999.

51



43

44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

. Cevik, M., Mikroarray Teknolojisi ve Bitkilerde Uygulama Alanlari, Stileyman
Demirel Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii Dergisi, 9-3, 2005.

Shenk, P. M., Kazan, K., Wilson, I., Anderson, J. P., Richmond, T., Somerville,
S. C., Manners, J. M., Coordinated Plant Defense Responses in Arabidopsis
Revealed by Microarray Analysis. Proceeding National Academy of Sciences of
USA, 97: 11655-60, 2000.

Albrecht, U., Bowman, K. D., Gene Expression in Citrus sinensis (L.) Osbeck
Following Infection With the Bacterial Pathogen Candidatus liberibacter
Asiaticus Causing Huanglongbing in Florida, Plant Science 175:291-306, 2008.

Desmond, O. J., Manners, J.M., Gene Expression Analysis of the Wheat
Response to Infection by Fusarium pseudograminearum, Physiological and
Molecular Plant Pathology.73:40-7, 2008.

Wei, T., et al., Transcriptional Profiling of Rice Early Response To Magnaporthe
Oryzae ldentified Os WRKY's as Important Regulators in Rice Blast Resistance,
Plos One 8 (3): 1-14, E59720, 2013.

Karaca M.A., Mikroarray Gen Expresyon Teknolojisi Ve Bitkisel Uretimde
Kullanim, Alatarim ; 3, 2004.

Bachem C. W., et al., Visualisation of Differential Gene Expression Using a
Novel Method of RNA Fingerprinting Based on AFLP: Analysis of Gene
Expression During Potato Tuber Development. Plant J. 9 (5): 745-53, 1996.

Siidiipak, M. A., A cDNA-AFLP Protocol With Reciprocally Arranged 2-
Enzyme Sequential Digestion And Silver Staining Detection, Turkish Journal of
Biology 38: TUBITAK, 2014.

Weiberg A., et al., Improved Coverage of cDNA-AFLP by Sequential Digestion
of Immobilized cDNA, BMC Genomics, 2008.

Isler, N., Misir Tarim1, Mustafa Kemal Uni. Matbaasi, S.14, 2012.

Dillard, HR., Zitter, TA., VEGETABLE CROPS Common Rust of Sweet Corn
Fact Sheet Page 727.40 Date: 12- Cooperative Extension New York State e
Cornell University, 1987.

Smith, S., Pryor, A., Hulbert, S. H., Allelic and Haplotypic Diversity at the Rpl
Rust Resistance Locus of Maize, Genetics, 167:1939-47, 2004.

Collins, N.,et al., Molecular Characterization of The Maize Rpl-D Rust
Resistance Haplotype and its Mutants, Plant Cell 11:1365-76, 1999.

Brown, A. F., Juvik, J.A., Pataky, J. K., Quantitative Trait Loci in Sweet Corn

Associated with Partial Resistance to Stewart's Wilt, Northern Corn Leaf Blight,
and Common Rust, Phytopathology, (3) 293-300, 2001.

52



57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

Sun, Q., et al., Recombination Between Paralogues At the Rp1l Rust Resistance
Locus in Maize, Genetics, 158(1):423-38, 2001.

Webb, C. A.et al., Genetic and Molecular Characterization of the Maize Rp3
Rust Resistance Gene, Genetics 162 (1):381-94, 2002.

Smith, S., Hulbert, S. H., Recombination Events Generating a Novel Rpl Race
Specificity, Molecular Plant-Microbe Interaction, 18(3): 220-8, 2005.

Bassam B. J., Cactano A. G, Gresshoff, P. M., Fast and Sensitive Silver Staining
of DNA in Polyacrylamide Gels. Biochemisrty, 196: 80-3, 1991.

Atkinson, M.t al., Involvement of Plasma Membrane Calcium Influx in
Bacterial Induction of the K+/H+ and Hypersensitive Responses in Tobacco,
Plant Physiol., 92 (1) :215-21, 1990.

Van Den Burg, H. A, et al., The F-Box Protein ACRE 189/ACIF1 Regulates
Cell Death and Defense Responses Activated During Pathogen Recognition in
Tobacco and Tomato, Plant Cell, 20:697-719, 2008.

Gou, M. et al., The F-Box Protein CPR1/CPR30 Negatively Regulates R Protein
SNC1 Accumulation, Plant J. 69 (3):411-20, 2012.

Kim, H. S., Terrence, P. D., Arabidopsis Sonl is An F-Box Protein that
Regulates a Novel Induced Defense Response Independent of Both Salicylic
Acid and Systemic Acquired Resistance, Plant Cell 14:1469-82, 2002.

Campos-Soriano L., Garcia-Martinez J., Segundo, B. S., The Arbuscular
Mycorrhizal Symbiosis Promotes the Systemic Induction of Regulatory Defence-
Related Genes in Rice Leaves and Confers Resistance to Pathogen Infection
Molecular Plant Pathology 13(6):579-92, 2012.

Hubert, D. A., Cytosolic HSP90 Associates with and Modulates the Arabidopsis
Rpm1 Disease Resistance Protein, Embo Journal, 22:5679-89, 2003.

Wang, X., et al., Gene Expression Profiles in Maize (Zea mays L.) Leaves
Inoculation With Southern Corn Rust (Puccinia polysora Underw.), Acta.
Physiol. Plant 34:997-1006, 2012.

Das G., Varshney U., Peptidyl-tRNA Hydrolase and its Critical Role Protein,
Biosyntesis, Microbiology, 152(Pt 8): 2191-5, 2006.

Gelhaye, E., Rouhier, N., Jacquot, J., The Thioredoxin H System of Higher
Plants, Plant Pyhsiolology and Biochemistry, 42(4):265-71, 2004.

Viot, A. C., Dempsey, D.A., Klessig, D. F., Salicylic Acid a Multifaceted
Hormone to Combat Disease. Annual Review of Phytopathology 47: 177-206,
2009.

53



OZGECMIS

1970 yilinda Yozgat/Sorgun’da dogan Nevzat PARLAK, ilk, orta ve lise 6grenimini
sirasiyla Sorgun Agahefendi flkokulu, Sorgun Lisesi Ortaokulu ve Sorgun Lisesi’nde
tamamladi. 1988 yilinda kazandigi Atatiirk Universitesi Kazim Karabekir Egitim

Fakiiltesi Biyoloji Boliimiinii 1992 yilinda bagariyla bitirdi.

Yiiksek lisans egitimine Bozok Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Biyoloji
Anabilim Dalinda basladi. Yard. Dog¢.Dr. Mehmet Ali SUDUPAK danismanlhiginda
hazirladigt “’Misir (Zea mays L.) ve Misir Pasi (Puccinia sorghi Schw.)
Interaksiyonunda Ekspresyonu Degisim Gosteren mRNA’larin  Tanimlanmasi,
Sekans Karakterizasyonu ve Interaksiyonda Rollerinin Degerlendirilmesi’® baglikli

tezini tamamlayip mezun oldu.

1993 yilindan beri Sorgun’da 6gretmen ve halen Sorgun Anadolu Lisesi’nde idareci
olarak calisan Nevzat PARLAK evli ve iki ¢ocuk babasidir.
Tletisim Bilgileri
Adres: Sorgun Anadolu Lisesi
Sorgun/Y ozgat
Telefon: (354) 415 29 00

E-posta: nvztprlk@hotmail.com

54



