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Ozet: Ekonomik olarak énemli bir tahil bitkisi olan arpa, diinyada ekim alani agisindan bugday, geltik
ve musirdan sonra gelmektedir. Blumeria graminis f. sp. hordei (Bgh) tarafindan olusturulan kiilleme
hastalig1 arpanin en 6nemli hastaliklarindan biridir. Hiicresel Apoptoz Hassasiyet (Cellular apoptosis
susceptiblity; CAS) geninin, arpada kiilleme hastaligi sirasinda ekspreSyonunun arttigi tespit
edilmistir. R geni tarafindan yonetilen sinyal iletim mekanizmalar1 hakkinda kisith bilgi bulundugu
icin, CAS proteininin kiilleme direnci veya hassasiyeti sirasindaki fonksiyonu anlasilmaya
calistlmistir. CAS proteininin patojene karsi olusan tepki sirasinda roliinii anlamak igin Arpa Cizgili
Mozaik Viriisii (BSMV) tarafindan indiiklenen gen susturma metodu uygulanmistir. HVCAS geni
susturulan bitki 6rneklerinde kontrol grubuna (BSMV:00) gére mRNA seviyesi % 54 azalmistir. Fakat
HVCAS geni susturulan bitki orneklerinde kiilleme hastaligina kars1 direng veya hassasiyet tepkisinde
o6nemli bir degisim saptanmamustir.

Anahtar Kelimeler: Arpa, bitki hastalik direngi, Blumeria graminis f. sp. hordei, kiilleme, Hiicresel
Apoptoz Hassasiyeti (CAS), viriis ile uyarilan gen susturma (VIGS).

Determining the effect of Barley Cellular Apoptosis Susceptibilty (CAS) gene
silencing on powdery mildew disease resistance

Abstract: Barley, an economically important cereal plant, comes after wheat, rice and maize in terms
of planting area in the world. Powdery mildew disease, caused by Blumeria graminis f. sp. hordei
(Bgh), is one of the important diseases of barley. Cellular Apoptosis Susceptibility (CAS) gene was
over experessed during powdery mildew disease in barley. Since there is limited information on R
gene-mediated signaling cascade, we sought to understand the way in which CAS protein function in
powdery mildew resistance or susceptibility response. Towards understanding the role of HvVCAS in
pathogen response, the gene was silenced by Barley Stripe Mosaic Virus (BSMV) induced gene
silencing. The level of HYCAS mRNA in silenced plant samples showed 54% reduction with respect
to the control group (BSMV:00). However, there was no considerable change observed in resistance
or susceptibility response to powdery mildew in HvCAS-silenced plant samples.

Key words: Bbarley, plant disease resistance, Blumeria graminis f. sp. hordei, powdery mildew,
Cellular Apoptosis Susceptibility (CAS), virus induced gene silencing (VIGS).

Giris

Arpa, llkemizde serin iklim tahillar
arasinda ekilis alan1 bakimindan bugdaydan
sonra gelmektedir. Bugday gibi iilkemizin
tim  bolgelerinde  yetistirilebilmektedir.
Ancak viral ve fungal hastaliklar, arpanin
verimi ve niteligini azaltmaktadir. Arpa

fungal hastaliklarindan en 6nemlisi kiilleme
hastaligidir.

Kiilleme hastalig1 bitkilerin en yaygin
hastaliklarindan  biri olup, binlerce tek
genekli ve ¢ift c¢enekli bitkiyi hasta
etmektedir (Jorgensen, 1988; Zhou ve ark.,
2001). Bu yiizden tahillarda {iriin verimini
arttiracak ¢aligmalar ¢ok dnemlidir (Cakir ve

*Caligma TUBITAK 110T984 nolu proje ile desteklenmistir.



ark., 2010). Kiilleme hastaligi olarak da
bilinen Blumeria graminis, diinya ¢apinda
monokotillerin  farkli tiirleri ve dikotil
bitkiler iizerinde hastaliga yol agan zorunlu
bir parazittir (Ing, 1990). Blumeria graminis
enfekte etmek ve gelismek icin, nispeten
soguk ve nemli c¢evre kosullarini tercih
etmektedir (Ridout ve ark., 2006). Patojen
epidermis hiicrelerinde biiyiir, cogalir ve
besinini bitkinin hiicrelerinden direkt olarak
veya emegler (haustoryum) vasitasiyla alir.
Cogalma konidya araciligr ile olmaktadir.
Konidya kendini konak tizerine
yerlestirmekte ve yedi ile on giin arasinda
olgunlagsmaktadir (Ridout ve ark., 2006).

Blumeria familya tiyeleri ot (Poacea)
familyasini etkilemek i¢in konak se¢iminde
yiiksek 6zgiinliik olusturmaktadir (Eichman
ve ark, 2008). Blumeria graminis
patojeninin farklt ot familyas: {yelerini
enfekte edebilen sekiz farkli taksonomik
grubu belirlenmistir. Blumeria graminis f.
sp. hordei (Bgh), Hordeum vulgare bitkisini
enfekte edebilen bir alttiirdiir (Wyand ve
ark., 2003). Blumeria graminis f. sp. hordei
disinda yulaf (f. sp. avenae), cavdar (f. sp.
secalis), salkim otu (poae), delice otu (lolii)
ve kil¢ik brom (bromi) gibi bitkileri enfekte
edebilen diger alt gruplar da bulunmaktadir
(Inuma ve ark., 2007).

Verimi ve ekonomik yarar1 azalttig i¢in,
iretim asamalarinda Blumeria graminis
kontrol altinda tutulmalidir (Dean ve ark.,
2012). Arpanin ekonomik 6nemi g6z Oniine
alindiginda, Bgh’nin en yogun sekilde
calisilan kiilleme hastaligi etmeni oldugu
sOylenebilir  (Zhang ve ark., 2005).
Giintimiizde Blumeria graminis fungusunun
enfeksiyon kapasitesini  azaltmak igin
fungusitler kullanilmaktadir. Ancak fungus
bu kimyasallara karsi hizli bir sekilde
direngli hale gelmektedir. Bu sebeple arpay1
Bgh patojeninden korumak igin yapilan
calismalarin  gelistirilerek  siirdiiriilmesi
gerekmektedir (Glawe, 2008).

Bitkilerde bulunan hastalik  direng
mekanizmast  konukgu bitkinin, pestisit,
fungus, bakteri ve viriislerden korunmasi
icin ¢ok biiylik 6nem tagimaktadir (Brunner

ve ark., 2012). Bitkiler, insanlara ve
hayvanlara gore daha sade bir bagisiklik
sistemine  sahiptirler.  Bitkiler  gezici

bagisiklik hiicrelerinden yoksundur ve
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patojenleri algilamak icin bir dolasim
sistemleri bulunmamaktadir (Spoel ve Dong,
2012). Bunun yerine bitki hiicreleri dogal
bagisiklik  sistemini  ve  enfeksiyon
bolgelerinden baglayan sistemik sinyalleri
kullanmaktadir (Ausubel, 2005).

Patojen, bitki ile ilk defa etkilesime
girdiginde, Patojen Iliskili Molekiiler
Modeller (Pathogen Associated Molecular
Patterns, PAMPs) iiretmektedir (Dubery ve

ark.,, 2012). PAMPs, konukgu bitkide
tiretilmis Model Tanmma Reseptorleri
(Pattern-Recognition  Receptors, PRRS)

tarafindan taninmaktadir (Spoel ve Dong,
2012). Patojenler, bitki direng¢ sistemine
kars1 koymak i¢in savunma mekanizmalarini
baskilayan efektor molekiiller
kullanmaktadir (Jones ve Dangl, 2006).
Patojenlerle beraber ortak bir evrim
sirecinde, bitkiler efektor molekiillere karst

koymak i¢in  hiicre i¢i  bagisiklik
reseptorlerini  gelistirmiglerdir (Spoel ve
Dong, 2012).

Bir bitki belirli bir hastaliga kars1 direngli
ise; bitkilerde bulunan R (direng) proteinleri
hastalik yaratan organizmada bulunan Avr
(aviriilans) proteinini tanir. Bu mekanizmaya
“gene-gen  direnci  (gene for  gene
resistance)’’ denilmektedir (Flor, 1971). Bu
tamimadan sonra, R proteini bir sinyal iletim
mekanizmas1 baglatir. Bitkilerde hastaliga
karst direng¢ sirasinda ilk sentezlenen
kimyasallardan birisi hidrojen peroksittir
(H20). Hidrojen peroksit birikimi enfekte
olan bitki hiicresinin 6liimiine sebep olur ve
patojenin  diger hiicrelere  yayilmasini
engeller. R-Avr proteinlerinin
etkilesiminden sonra aktive olan sinyal
iletim mekanizmasi ise heniiz tam olarak
anlasilamamustir.

Sporun yapraga yerlesmesinden sonra en
onemli adim epidermisin ilk hiicresinin ele
gecirilmesidir. Patojenin konak hiicre igine
girebilmesi i¢in, arpa mutlaka Mildew locus
O (Mlo) genine sahip olmalidir (Biischges
ve ark., 1997). Buna ek olarak, diger
konaklar o6rnegin; Arabidopsis thalina
(Consonni ve ark., 2006), domates (Bai ve
ark., 2008), ve bezelye (Humphry ve ark.,
2011) de Mlo geni varliginda patojen
tarafindan ele gecirilebilmektedir. Bu
durum, hastalik i¢in ortak bir mekanizmanin
oldugunu gostermektedir. Mlo gen {irlinleri,



in vivo (Bhat ve ark., 2005) ve in vitro (Kim
ve ark. 2002) kosullarda kalsiyum bagimli
kalmodulin baglanmasina olanak saglayan
C-terminal sitoplazmik kalmodulin
baglanma domaini icermektedir. Fungal
penetrasyon sirasinda (ilk 12-24 saat) arpada
Mlo proteinine baglanan kalmodulin sayist
artmaktadir (Bhat ve ark., 2005).

Farkli arpa tiirleri Bgh patojeninin farkli
izolatlarina karsi hassastir. R ve Avr
etkilesimi  6zel bir iliskidir. Ornegin;
PallasO1 (Mlal geni igeren); Bgh95(53/01)
patojenine karst hassas oldugu halde,
Bgh103(64/01) patojenine kars1 direnglidir.

CAS/CSE  protein  ailesi, memeli
hiicrelerinde apoptoz duyarlilik (CAS)
proteinleri ve maya kromozom ayrilma
proteinlerini (CSEl) iceren bir protein
ailesidir (Brinkmann ve ark., 1995). CAS
proteini hiicresel apoptozda, iliremede ve
kanserde de rol almaktadir (Brinkmann ve
ark., 1996; Scherf ve ark., 1996). CAS
proteininin ekspresyonu hiicresel iliremeyle
baglantili iken, CAS tiikkenmis hiicrelerde
apoptoz 6nlenmektedir. CAS (CSE1) mitotik
kontrol noktast i¢in zorunlu bir proteindir ve
mikrotiiblil ag1 ve mitotik ig iplikleri ile
baglantili oldugu gosterilmistir (Scherf ve
ark., 1996). CAS, hiicre dongiisiinde G1-S
araliginda fonksiyonu olan bir¢ok iyi bilinen
kanser genlerinin aksine, hiicre dongiisiinde
hiicreyi G2 fazinda durdurmaktadir. Hiicre
cekirdeginde CAS importin metabolik
yolunda niikleer transport faktorii olarak rol
oynamaktadir (Kutay ve ark., 1997).
Importin metabolik yolu, mitoz ve daha
fazla gelisme i¢in Onemli olan bir¢ok
proteinin hiicre ¢ekirdegine tasinmasina
aracilik etmektedir. CAS proteininin, bu
proteinlerin tasinmasindaki roliinden dolay1
hiicre dongiisiinii etkiledigi diisliniilmektedir
(Kutay ve ark., 1997). Apoptoz sirasinda
birgok proteinin (p53 ve transkripsiyon
faktorleri gibi) hiicre ¢ekirdegine girmesi
icin gereklidir. CAS proteininin, bu 6nemli
proteinlerin bir kismmin hiicre ¢ekirdegine

girmesini  kolaylastirmasiyla ~ apoptoza
olanak sagladigi bilinmektedir (Brinkmann,
1998).

CAS proteinin programlanmig hiicre
olimii ile iliskisi ve bugdayda bir direng
proteni ile etkilesime girmesi bitkilerde
hastaliga kars1 direng tepkisinde rol almasi
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ihtimalini  kuvvetlendirmektedir (Yildirim-
Ersoy ve ark., 2011).

Transkripsiyon Sonrast Gen Susturma
(PTGS;  Post  Transcriptional — Gene
Silencing) RNA tarafindan yonlendirilen
sistemik bir susturma mekanizmasidir.
Bitkilerde PTGS i¢in “RNAi’nin eslenigi”
denilmektedir. PTGS i¢in pek ¢ok metod
uygulanmaktadir ve bunlardan en basarilisi
Viriis ile Uyarilmis Gen Susturmasi (VIGS)
yontemidir (Baulcombe, 1999; Dinesh-
Kumar ve ark., 2003). Bitkiler RNA
viriisleri ile enfekte olduklart zaman RNA
tarafindan kontrol edilen bir savunma
mekanizmast c¢alismaya baslar. Bitkinin
icine giren viral RNA ve bu RNA’lara
eklenmis olan transgenler parcalanir ve bitki
viriise direng gosterir (Voinnet, 2001).
Trankripsiyon sonrasi gen susturma Sistemi,
hem vektoriin i¢cinde bulunan endojen genin
hem de bitkideki aymi diziyi pargalayarak
geni islevsiz hale getirmektedir. Boylece
VIGS yontemi ile diziye 6zel susturma
yapilabilmektedir.

‘Hordeivirus’ cinsine ait olan BSMV ilk
olarak arpada (Holzberg ve ark., 2002) sonra
bugdayda (Scofield ve ark., 2005) VIGS i¢in
kullanilmaktadir. BSMV tige ayrilmis tek-
iplikli (single-stranded) pozitif sens RNA
viriisiidiir. BSMV, arpa ve bugday igin
yaygin olarak kullanilmaktadir (Holzberg ve
ark., 2002; Lacomme ve ark., 2003; Hein ve
ark., 2005; Scofield ve ark., 2005).

Bu caligmada, VIGS teknigi ile Arpa
Cizgili Mozaik Virisi’niin (Barley Stripe
Mosaic Virus, BSMV) vektor olarak
kullanilarak arpa CAS geninin susturulmast,
kiilleme hastaligina kars1 direng tepkilerinin
Olciilmesi ve bitkilerin direng gdstermesinde
rol alan genel sinyal iletim mekanizmasinin
aydinlatilmasi hedeflenmistir.

Materyal ve Yontem

Bitki materyali ve biiyiime kogullar
Calisma kapsaminda bitki materyali
olarak PallasOl arpa ¢esidi (Mlal direng
geni igeren) CAS gen parcasinin klonmasi
icin kullamilmigtir. Tohumlar nemli ortamda
3 gin karanlikta bekletildikten sonra,
topraga aktarilmug ve bitki blyiitme
kabininde (Sanyo Versatile-Model MLR-
351H) bitkilere 14 giin boyunca; 18°C’de 16



saat gindiiz ve 12°C’de 8§
fotoperiyot uygulanmustir.

saat gece

HvCAS klonlanmasi

VIGS igin kullanilan BSMV plazmitleri
pa, pPABa (kilif protein g¢ikartilmis) ve py
Large Scale Biology laboratuvarindan elde
edilmistir. y genom igeren plasmit ve
pSLO39B-1 ise Steven R. Scofield (Purdue
Universitesi, ABD)’den alinmistir. HVCAS
hedef sekansi si-Fi yazilimi kullanilarak
hedef tahmini yapilmigtir
(http://labtools.ipk-gatersleben.de/).

HVCAS gen pargasinin ¢ogaltilmasi igin
HvCAS-F-Pac
S’CACTTAATTAAGGAGTGCTCTCTTT
ACTCGCT3’ ve HvCAS-R-Not
5’CATGCGGCCGCCAAGAGAACCTTTG
ATCAAC3’ primerleri kullanilmigtir. 200
uL steril PCR tliptiniin igerisinde 1X PCR
tampon ¢ozeltisi (75 mM Tris-HCI 25°C’de
pH 8,8, 20 mM (NH,4):SO4, 0,01% (V/v)
Tween20), 0,25 mM dNTP Karisim
(DNAmp), 1,5 mM MgCl, (DNAmp), 1
tinite Taqg DNA polimeraz, 15 pmol ileri
primer, 15 pmol geri primer ve steril distile
su son hacim 20 pL olacak sekilde
karigtirllmigtir,.  PCR  dongii  kosullar:
94°C’de 2 dakika baslangi¢ denatiirasyonu,
35 dongii; 94°C’de 30 saniye, 50°C’de
(optimizasyon sonrasinda en 1iyi calisan
baglanma sicakligi olarak tespit edilmistir)
30 saniye ve 72°C’de 1 dakika yapildiktan
sonra en son 5 dakika 72°C’de tutularak
tamamlanmistir. PCR iriinleri 1% agaroz
jelde de goriintiilenmistir.

pSLO39B-1 igindeki PDS4 (Fitoen
desaturaz) gen pargast Pacl ve Notl
enzimleri ile kesilerek ¢ikartilmis ve

cikartilan bolge yerine HVCAS gen parcast
klonlanarak Py-CAS-AS vektori
olusturulmustur.  Plazmitler  ‘QIAGEN
QIAprep Spin Miniprep Kit® kullanilarak
iretici firmanin tavsiye ettigi sekilde izole
edilmistir. izole edilen plazmidler (600 ng)
M13 geri primeri kullanilarak ‘ABI prism-
310  Genetic  Analyzer’  kullanilarak
sekanslanmugtir.

Plazmitlerin lineer hale getirilmesi
pa, pPABa, py-00, Py-CAS-AS ve py-
bpds4-AS plazmitleri restriksiyon enzimleri
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ile kesilerek lineer hale getirilmistir. po
plazmit DNA’s1 MIul enzimi, pfAa plazmit
DNA’s1 Beul enzimi, py plazmit DNA’lar
(py-00, Py-CAS-AS ve py-bpds4-AS) BssHII
enzimi (New England Biolabs) kullanilarak
kesilmistir. 4 pg plazmit DNA’sm kesmek
i¢in 10 U enzim kullanimig, PCR suyu son
hacim 50ul olacak sekilde PCR tiipiinde
birlestirilerek karisim 37°C’de 2 saat inkiibe
edilmistir. Kesilen plazmit DNA ornekleri
%1°lik agaroz  jelde ayrigtirllarak
gozlemlenmistir.

Viriis RNA’stnin in vitro transkripsiyon ile
hazirlanmast

o, BAPa ve y lineer genomlar1 (RNA’lar)
‘mMessage  mMachine T7 in  vitro
transcription kit> (cat no: 1340, Ambion,
Austin, TX) kullanilarak sentezlenmistir.
500 pL steril PCR tiipiine her bir plazmit
(pa-Mlul, pPAPa-Bcul, py-00-BssHII, py-
bpds4-As-BssHII ve py-CAS-As-BssHII) ayri
ayrt  0,05pg/ul  olarak  hazirlanmistir.
Tiiplere 1X tampon ¢ozeltisi (Ambion), 1X
NTP Cap’li nucleotit karisimi (Ambion),
10x dNTP 5uL, 10x tampon ¢ozeltisi 1pL
ve 1lul T7 RNA polimeraz karigimi
hazirlanip, karisim  37°C  de 2 saat
bekletilmistir. Transkriptler %1°lik agaroz
jelinde ayristirilarak goriintiilenmistir.

VIGS uygulamas: Dbitkiler ilk iki
yapragini  cikarttiktan sonra  (yaklasik
filizlenmeden 14. giin sonra) yapilmigtir.
BSMV transkriptleri 1:1:1 (o: B: y) oraninda
yapraklara uygulanmistir. Plazmitler (4 pg)
uygun restriksiyon enzimleri kullanilarak
liner (diiz) hale getirilmistir. pPBSMVy:CAS
icin BssHIl, pPBSMVBABa Spel, pBSMVa
ve pBSMVy i¢in Mlul kullanilarak 50 pL
hacimde kesim iglemleri gergeklestirilmistir.

Viriis RNA’sinin inokiilasyon islemi
Transkripsiyon karigimina virlis
RNA’lart (1 pL pa-Mlul, 1 pL ppApa-Beul
vel uL py-00-BssHII veya 1 puL
py.bpds4As-BssHII veya 1 puL py.CAS-As
BssHII ) ve 27,5 uL FES (50 mL 10x GP
(18,77 g glukoz; 26,13 g K:HPO., ddH0 ile
500 mL’ye tamamlanmis ve 20 dk
otoklavlanmus; 2,5 g sodyum pirofosfat, 2,5
g bentonit, 2,5 g selit, ddH,0 ile 250 mL’ye
tamamlanmigs ve 20 dk otoklavlanmis)



eklenmistir. Bu karigim bitkilerin
yapraklarina siiriilerek viriis uygulanmistir.
BSMV ile enfekte edilen bitkiler 16 saat
151k, 8 saat karanlikta ve %60 nem oraninda
14 giin boyunca bitki biiylitme dolabi iginde
tutulmustur. Viriis uygulamasindan sonra
sistemik yayilma 10-14 giin iginde
gozlemlenmistir. Susturma pozitif kontrolii

olarak, PDS4 genin susturulmasi
kullanilmistir. Negatif kontrol olarak py-00
(bos gamma vektori, BSMV:00)

kullanilmistir. Negatif kontrol bitkilerinde
belirgin bir semptom gbzlemlenmemistir.
PDS4 geni susturuldugunda ise karetenoid

sentezi etkilendigi i¢in yapraklar beyaz
renkli olmaktadir. Bu sekilde susturma
isleminin  ilerleyisi  bitkilerde  takip
edilebilmektedir.

gRT-PCR ile susturma  miktarinin
belirlenmesi

Susturma yapilan 6rneklerden ve kontrol
bitkilerinden RNA izolasyonu ‘QIAGEN
RNeasy Plant Mini Kit” kullanilarak
iireticinin tavsiye ettigi sekilde yapilmistir
(QIAGEN, Almanya). RNA i¢inde DNA
kalintilarini  temizlemek icin ‘DNase I’
iireticinin tavsiye ettigi sekilde kullanilmistir
(Fermentas, MA, ABD). cDNA ‘Invitrogen
SuperScript®Il  Reverse  Transcriptase’
enzimi kullanilarak {iireticinin tavsiye ettigi
sekilde sentezlenmistir. HVCAS geninin
transkript seviyesini belirlemek igin 5’
CGCTTACAGACTAGGCAAGCA 3’ ’ileri
primer ve 5
AGATTGGGAATCCAAAAACG 3° geri
primer olarak tasarlanmustir. RNA
miktarinin normalizasyonu igin Ubikiitin ve
Uzama (Elongation) Faktorii 1o primerleri
kullanilmistir  (Ubikiitin ileri primeri 5°-
GCCGCACCCTCGCCGACTAC-3’,
Ubikiitin geri primeri 5’-
CGGCGTTGGGGCACTCCTTC-3’; Uzama
(Elongation) Faktorii la ileri primeri 5°-
ATGATTCCCACCAAGCCCAT-3> Uzama
(Elongation) Faktorii lo geri primeri 5°-
ACACCAACAGCCACAGTTTGC-3").
Normalizasyon analizi iki transkriptin de
deneysel kosullar altinda siirekli ifade
edildigini gostermektedir ve her cDNA
Oornegi  i¢in  normalizasyon  faktoriinii
olusturmaktadir (geNorm program v3.5
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http://medgen.ugent.be/~jvdesomp/genorm/
) (Vandessompele ve ark., 2002).

4,6 pL ddH20, 5 pL cDNA (50 ng/ pL),
0,1 mM ileri ve geri primer kullanilmistir.
10 pL SYBR yesil karistmi (SybrGreen
JumpStart™ Taq Ready mix (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA)) her
reaksiyona eklenmistir. PCR dongii kosullar
95°C’de 4 dakika, 30 dongii; 94°C’de 30
saniye, 50°C’de 30 saniye ve 72°C’de 30
saniyedir. gRT-PCR reaksiyonlari
Stratagene  MX3005p Q-PCR  cihazi
kullanilarak gerceklestirilmistir. Erime egrisi
primerlerin dimer olusturup olusturmadigin

gormek icin analiz edilmistir.
Normalizasyon sonrast genlerin
ekspresyonundaki farkliliklar delta esik
dongiisi (ACT -treshold cycle) degerlerine
gore  hesaplanmigtir ~ (Pfaffl,  2001).
Kantitasyon 24T yontemine  gore
belirlenmisltir.

gRT-PCR sonucunda elde edilen esik
degerleri arasindaki farklar HVCAS geninin
susturuldugu Dbitkilerde ve negatif kontrol
bitkilerinde (BSMV:00) analiz edilerek,
genin susturulmasinda ne kadar basarili
olundugu saptanmistir. gRT-PCR
reaksiyonlar1 tger kez tekrarli olarak
yapilmustir.

Blumeria  graminis f.
inokiilasyonu ve kiilleme
geligiminin izlenmesi

Susturma yapildiktan 10 giin sonra arpa
bitkisinden kesilmis olan 4. ve 5. yapraklar
%1,5’1ik su agar1 (%1 benzimidazol) iizerine
alimmig ve Blumeria graminis f. sp. hordei
izolat Bgh-95(53/01) yapraklara
uygulanmistir. Hif biiyiimesi ve hastaligin
gelisimi hastalik uygulamasindan 3 giin ve 5
giin sonrasinda Tripan Mavisi kullanilarak
(Hein ve ark., 2005) Leica DM4000B
mikroskopu/DFC 280 kamera ile tespit
edilmisgtir.

sp.  hordei
hastaliginin

Istatistiksel analiz
Kontrol  (BSMV:00) ve  HvCAS
susturulmus  bitkiler  arasindaki  farki

karsilagtirmak icin ‘MS Excell student’s t-
test’ kullanilmistir. Anlamlilik smirt 0.05
olarak almmustir. Gozlemlenen biitiin  hif
uzunluklar1 analiz i¢in kullanilmstir.



Bulgular

Calismada kullamilan BSMV genomuna
ait plazmitler olan pa, ppABa, py-00, Py-
CAS-AS ve py-bpds4-AS uygun restriksiyon
enzimleri  ile  kesilerek lineer hale

getirilmistir (Sekil 1).

liner

Plazmitlerin

1.
getirilmesi
Figure 1. Linearization of plasmids
M: DNA Markori 1kb merdiven (NEB), 1 nolu
kuyucuk: o plazmit DNA’sini1, 2 nolu kuyucuk: BABa
plazmit DNA’sin1; 3 nolu kuyucuk: py-00, plazmit
DNA’sin1; 4 nolu kuyucuk: Py-CAS-AS plazmit
DNA’sini; 5 nolu kuyucuk: py-bpds4-AS plazmit
DNA’sin1 gostermektedir.
Represented as M: DNA Marker 1kb ladder (NEB), 1
st well: o plasmid DNA, 2 nd well: fp4fa plasmid
DNA; 3 rd well: py-00 plasmid DNA; 4 th well: Py-
CAS-AS plasmid DNA; 5 th well: py-bpds4-AS plasmid
DNA.

Sekil (diiz) hale

o, BAPa ve y liner genomlar1 ‘mMessage
mMachine T7 in vitro transcription kit” (cat
no: 1340, Ambion, Austin, Tx) kullanilarak
sentezlenmistir (Sekil 2).

Sekil 2. In vitro sentezlenen transkriptlerin
%]1°’lik Agaroz jel elektoforezinde
kontrolii.

Figure 2. Control of in vitro synthesized
transcripts in 1% agarose gel

electrophoresis
M: DNA Markérii 0.5-10kb merdiven (Gentaur), 1
nolu kuyucuk: pa transkriptini, 2 nolu kuyucuk: ppAB
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transkriptini, 3 nolu kuyucuk: py-00 transkriptini, 4
nolu kuyucuk: Py-CAS-AS transkriptini, 5 nolu
kuyucuk: py: pds4-As transkriptini géstermektedir.
Represented as M: DNA Marker 0.5-10kb ladder
(Gentaur), 1 st well: a plasmid transcript, 2 nd well:
pPAB transcript; 3 rd well: py-00 transcript; 4 th well:
Py-CAS-AS plasmid DNA; 5 th well: py-bpds4-AS
plasmid DNA.

Gozlemlenen bir genin susturulmasi
sonucu, susturmanin ne zaman etkin olarak
gergeklestigi takip edilebilmektedir.
Calismada gen  susturmasinin  gozle

izlenebilmesi i¢in pozitif kontrol olarak
PDS4 (fitoen desatiiraz) geni susturulmasi
yapilmistir. PDS4 geni susturulan bitkilerde
karoteonid sentezi etkilendigi igin bitki
renginde agarma s6z konusudur (Sekil 3).

lanilan
BSMV:PDS4. PDS4 geni susturulan

Sekil 3. Pozitif kontrol olarak ku’l

bitkinin  rengindeki
susturmanin  miktari
izlenebilmektedir.
Figure 3. BSMV:PDS4 as positive control.
Silencing level and time could be
visualized by bleaching of the plant
leaves after silencing PDS4 gene.

agarma ile
ve zamani

Bu sekilde susturulan genin  hangi
yapraklarda ve ne miktarda susturuldugu
takip edilebilmektedir. Uygulamanin

calistigimin tespit edilmesi ve yaprakta
izlenmesi i¢in kullanilan pozitif kontrol,
susturma deneylerinin basarili oldugunu
gostermektedir.

Negatif kontrol bitkilerinde (BSMV:00)
ve potansiyel olarak susturma yapilan
bitkilerde HvCAS transkript miktar1 qRT-
PCR reaksiyonlan1 ile Olgiilmiistiir. VIGS
deneyi 3 ayr biyolojik tekrar kullanilarak
gergeklestirilmigtir.  qRT-PCR analizi 3
teknik tekrar yapilarak degerlendirilmistir.
Degerlendirme sonucunda ortalama
susturma degeri HVCAS geni i¢in ortalama
%354 olarak hesaplanmistir (Sekil 4).
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Sekil 4. Gen susturmasi sonrasi % HvVCAS ekspresyon seviyesi
Figure 4. % HvCAS expression level after gene silencing

Susuturma yapilan bitkilerden pozitif
kontrol (BSMV:PDS4) degerlendirilerek
yaklagik 14 giin sonra bitkinin 4. ve 5.
yapraklarina hastalik uygulamasi uygun
bulunmus ve yaprak kesitleri %1,5’lik su
agarma (%1 benzimidazol) aktarilmistir.

Blumeria graminis f. sp. hordei
(Bgh95(53/01)) agar tizerindeki susturma

ornekler alinarak mikroskop altinda hif
uzunlugu Olgiilmiistiir. 3. giin 6rneklerinde
yapraklara diisen sporlardan ¢imlenmis spor
sayisinin, yaprak basina diisen spor sayisina
boliinmesi ve 100 ile ¢arpilmasi sonucunda
elde edilen deger ile sporun g¢imlenme
verimi dl¢iilmistiir (Sekil 5). Hif uzunluklar
ve c¢imlenme verimi degerlendirildiginde

yapilmis bitkilere uygulanmustir. Patojen istatistiksel acidan Onemli bir degisim
uygulamasindan sonra 3. ve 5. giinlerde g6zlemlenmemistir.
250
1
200
150
W BSMV:00 Pallas01+
L Bgh95(53/01)
100 il BSMV:CAS Pallas01+
Bgh95(53/01)
50 ~
-
0
3. gln hif 5.gln hif  ¢imlenme verimi
uzunlugu uzunlugu

Sekil 5. HVCAS geni susturulan arpa bitkileri tizerinde Blumeria graminis f. sp. hordei hif
uzunlugu ve ¢imlenme verimi degerlendirilmesi

Figure 5. Evaluation of the Blumeria graminis f. p. hordei hypal growth and spore
germination efficiency on barley plants after HYCAS gene silencing

Negatif ~ kontrol  bitkileri  tizerinde
sporlarin  gelisimi  Sekil 6 (a,b) de
gosterilmistir. HVCAS geni susturulmus ve
Bgh95(53/01) uygulanmasindan 3 giin ve 5
giin sonra sporlarin gelisimi negatif kontrol
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bitkilerine gore degerlendirilmistir.
Susturma sonrasinda 3. giin ve 5. giin
yapraklarinda biliylimede istatistiksel agidan
onemli bir degisim saptanmamistir (Sekil 6
c, d).
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(c) (d)

Sekil 6. Negatif kontrol bitkileri ve HYCAS geni susturulmus arpa bitkileri tizerinde Blumeria
graminis f. sp. hordei biiytimesi

Figure 6. Blumeria graminis f. sp. hordei growth on control and HvVCAS silenced barley.(

(@) BSMV:00 ile enfekte edilmis PallasO1 bitkisine Bgh95(53/01) uygulanmasindan 3 giin sonrasi sporlarin
gelisimi (10X), (b) BSMV:00 ile enfekte edilmis PallasO1 bitkisine Bgh95(53/01) uygulanmasindan 5 giin sonrasi
sporlarin gelisimi (10X) (c) BSMV:CAS ile enfekte edilmis Pallas01 bitkisine Bgh95(53/01) uygulanmasindan 3
glin sonrasi sporlarin gelisimi (10X), (d) BSMV: CAS ile enfekte edilmis PallasOl bitkisine Bgh95(53/01)
uygulanmasindan 5 giin sonrasi sporlarmn gelisimi (10X)

a) 3rd day spore germination (Powdery mildew inoculations with Bgh-95(53/01)) on BSMV:00 treated Pallas01
(10X) (b) 5th day spore germination (Powdery mildew inoculations with Bgh-95(53/01)) on BSMV:00 treated
Pallas01 (10X) (c) 3rd day spore germination (Powdery mildew inoculations with Bgh-95(53/01)) on BSMV:CAS
treated PallasOl (10X) (d) 5th day spore germination (Powdery mildew inoculations with Bgh-95(53/01)) on
BSMV:CAS treated Pallas01 (10X)

Tartisma molekiillerin, bitki hiicresinin tanimasi ile
asirt hassasiyet tepkisi gerceklesmektedir

Killeme hastaligi arpanin en onemli (Flor, 1971). Bu taminmadan sonra bitki
hastaliklarindan biri olup, bu hastaliga kars1  hiicresi kendi hiicresini apoptoza
¢Oziim Onerileri hazirlamak icin hastalik  siiriikleyerek patojenin yayilmasini
mekanizmasimnin  anlasilmasi  6nemlidir.  engellemektedir. CAS proteininin,
Arpada kiilleme hastaligina karsi direng apoptozun gerceklesmesi i¢in Gnemli olan
mekanizmasinin  anlagilmas1 i¢in  VIGS  baz proteinlerin hiicre ¢ekirdegine girmesini
yontemi verimli bir sekilde kullanilmaktadir ~ kolaylastirmasiyla apoptoza olanak sagladigi
(Dagdas ve ark., 2009; Yin ve ark., 2011).  bilinmektedir (Brinkmann, 1998). Ayni
CAS geninin susturulmasi ile ilgili zamanda HvCAS gen ekspresyonunun
literatiirde calisma  bulunmamaktadir. arpada kiillleme hastaligina karsi direng
Genlerin tamamen susturulmasi canli igin  sirasinda ekspresyonunun arttigi tespit
oliimciil sonuglar dogurabilmektedir. Bu edilmistir (Yildirim-Ersoy ve ark., 2011). Bu
sebeple VIGS yontemi, gende ge¢ici nedenle yapilan c¢alismada HvCAS gen
susturma yapilmas: ve genin tamamen ekspresyonu %354 oraninda susturularak
etkisiz hale (knock-out) getirilmemesi kiilleme  hastaliginda  direng/hassasiyet
sebebi ile tercih edilmektedir. CAS geni mekanizmasinda rol alip  almadig
susturmalart sonrasinda arpada fenotipik bir  anlagilmaya c¢alisilmistir. Gen susturma
degisim gozlenmemistir. seviyesi 3 biyolojik tekrarda gRT-PCR
Bitkilerde hastaliga direng mekanizmasi reaksiyonu kullanilarak ve 3 teknik tekrar
sirasinda  patojen  tarafindan  salgilanan  yapilarak tespit edilmistir. ik biyolojik
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tekrarda HvCAS  ekspresyon  seviyesi
39+0,82, ikinci tekrar bitkisinde 47+1,25 ve
tictincili tekrar bitkisinde ise 52+2,16 olarak
saptanmistir.  Ortalama  HVCAS  gen
ekspresyon seviyesi %46+5,35 olarak
dolayist ile genin susturulma orant %54
olarak hesaplanmistir. %30 {izerindeki
degerler gen susturulmasi i¢in basarili
sayllmaktadir.  Bununla  birlikte %10
susturulma orani olan g¢aligmalar literetiirde
bulunmaktadir (Yin ve ark., 2011).

Calismada, susturma yapildiktan 14 giin
sonra c¢ikan bitkinin 4. ve 5. yapraklar
kesilerek agar ortamina alinmig, Kesilen
yapraklara Blumeria graminis f. sp. hordei
uygulanmig, uygulamadan sonra 3. ve 5.
giinler alinan Ornekler mikroskop altinda
incelenmistir.  Degerlendirmeler  negatif
kontrol  bitkisine  gore  (BSMV:00)
yapilmigtir. Negatif kontrol O6rneklerinde
susturma i¢in kullanilan y vektdrii bos bir
sekilde yollanmig ve sistem tarafindan
bitkide yaratilabilecek olan tepkiler dikkate
almmustir,

Susturulan genin pozitif veya negatif
etkisi  olmasi  durumunda  hassasiyet
tepkisinin  ¢ok belirgin olarak artmasi
(hassas bitkinin direng gdstermesi) veya
azalmast (hif uzunlugunun 2-3 katina
¢ikmasi gibi) beklenmektedir (Hein ve ark.,
2005; Dagdas ve ark., 2009; Yuan ve ark.,
2011). Caligmada hastalik uygulamasindan
sonra kontrol bitkileri (BSMV:00) ile
HVCAS geni susturulmus bitkiler arasinda
karsilagtima yapilmustir. Patojen
uygulamasindan sonra 3. gilin ¢imlenme
verimi 20,1447,27°den 22,33+2,5’e, 3. giin
hif uzunluklar1 90,18+15,16°dan
105,33+5,33’e ve 5. glin ¢imlenme verimi
ise 202,67+12,5’den 218,67+5,33%e
yiikselmigtir. Degerlendirmeler sonucunda
diren¢ veya hassasiyet tepkisinde beklenen
belirgin etki istatistiksel acidan
saptanamamigtir. HVCAS genini ile ilgili
literatiirde bulunan tek ¢alisma arpa kiilleme
hastaligi sirasinda ekspresyonunun
artmasidir (Yildirim-Ersoy ve ark., 2011).
Fakat fonksiyonel genomik c¢alismamizda
HVCAS genin arpada kiilleme hastaligina
karsi olusan tepki sirasinda Onemli bir
etkisinin olmadigini gosterilmistir.
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Sonug¢

Arpada Blumeria graminis f. sp. hordei
enfeksisyonu sirasinda gen expresyonu artisi
tespit edilen arpa CAS geni c¢alismada
BSMV-VIGS yontemi kullanilarak ortalama
%54 oraninda susturulmustur. Susturma
yapilan bitkiler negatif kontrol bitkileri ile
karsilastirildiginda kiilleme hastaligina karsi
olusan diren¢ ve hassasiyet tepkilerinde
belirgin  bir  degisim  saptanmamistir.
Calismada susturulan HVCAS geni arpada
kiilleme hastaligina karsi direng tepkisi
sirasinda  ekspresyonunda artis olmasina
ragmen gen fonksiyonel olarak tek basina
diren¢  tepkisinin  degisiminde  etkili
bulunmamustir.

Tesekkiir

Calisma TUBITAK 110T984 nolu proje
ile desteklenmistir.
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