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Bitki-mikrop interaksiyonlarinda ekspresyonu degisim gosteren genlerin tanimlanmasi,
konukgu direnci ve duyarliliginda gergeklesen fizyolojik degisimler ve bunlardan sorumlu
genetik faktorler ve mekanizmalar hakkinda degerli bilgiler saglamaktadir. Misir (Zea mays)
ve musir past (Puccinia sorghi) uyumlu interaksiyonunda gergeklestirdigimiz ¢aligmada,
ekspresyonu degisim gosteren 98 transkript derivativi fragment (TDF) tanimlanmustir.
Klonlanarak sekans karakterizasyonu yapilan 72 TDF ile gergeklestirilen GenBankasi
taramalari, minferit etiketler i¢in bir veya daha fazla benzer kayit bulundugunu
gostermektedir. Genel olarak, TDF’lerin yaklasik yarismin fonksiyonu bilinen genlerin
sekanslarina  benzer oldugu ve bunlarin  Gnemli bir bolimiiniin  bitki-patojen
interaksiyonlarinda ekspresyonu degisim gosterenler olduklari tespit edilmistir. Bunlar
arasinda, karbonik anhidraz, Bip2, An2, ARP ve ASR3 proteinlerini kodlayan genlere
benzerlik gosteren TDF’ler bulunmaktadir. TDF’lerin kalan boliimii, diger stres yanitlariyla
ilgili olanlar ve karakterize edilmemis/hipotetik protein kodlayan sekanslara benzerlik
gostermektedir. ZmBip2, ZmCA, ZmcALDH, ZmARP ve ZmARPP3 genleri igin RT-qPCR
primerler tasarlanarak kontrol ve infekte materyalde ekspresyon teyitleri yapildi. ZmCA harig,
digerlerinin tespitlerinde gozlenen ekspresyon degisimleri dogrulandi. Sinirh sayida TDF
calisilmis olmakla birlikte, belirli fonksiyonlarla iliskili olanlarla birlikte fonksiyonu
bilinmeyenler, calisilan patosistem uyumlu interaksiyonunda ekspresyonu modiilasyon
gosteren genler olarak tanimlanmugtir.
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Differential display analyses of expressional modulations occurring in plant-microbe
interactions provide valuable information about the physiological changes and underlying
genetic factors and mechanisms involved in host resistance and susceptibility to disease. We
carried out a differential display analysis study in the compatible interaction of Z. mays and P.
sorghi and identified 98 Transcript Derived Fragments (TDFs) as expressional modulation
showing tags. 72 TDFs were cloned and sequenced. Sequence database similarity searches
revealed that there is at least one close matching GenBank record for each TDF. Compiled
results showed that approximately half of the TDFs were derived from genes with known
functions, about a half of which are known to display expressional modulations in plant-
microbe interactions. CA, BiP2, An2, ARP1 and ASR3-like protein encoding sequence similar
TDFs constituted the prominent examples of this group. A large proportion of TDFs were
found to be similar to uncharacterized/hypothetical protein encoding GenBank records.
RT-gPCR primers were designed for Bip2, CA, cALDH, ARP and Arpp3 genes to verify their
observed expressional modulations, which were generally confirmed except for CA. Although
a limited number of TDFs were characterized, overall, the results provide an overview to the
expressional modulation showing genes in the compatible interaction of the studied
pathosystem.
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1. Giris

Bitki savunma yanitlar1 esas olarak hiicresel diizeyde, innate
(dogustan gelen) immiinite formunda etkin olup, Onceden
olusturulan ve  sonradan aktive olan  (indiiklenen)
mekanizmalarla lokal ve sistemik olarak saglanmaktadir. Pasif
ve indiiklenen direng olarak ta tanimlanan bu mekanizmalardan,
pasif direng hiicre duvarindan vaks Ortiisiine, trikomlara ve
antimikrobiyal bilesiklere genis bir yelpazede fiziksel ve
biyokimyasal bariyerlerden olugmaktadir (Dickinson 2005;
Bigeard ve ark. 2015). Ozellesmis patojenler bu fiziksel ve
biyokimyasal bariyerleri asarak enfeksiyon olusturabilmekte, bu
asamada, c¢ok katmanli indiiklenen savunma yanitlarmin
etkinligine bagli olarak sonug, hastalik gelisimi veya konukgu
direnci olabilmektedir.

Bitkilerin  patojen  saldirilarina  karst  koymasinda
fonksiyonel olan (biri elisitorle, digeri efektorle) indiiklenebilir
iki savunma katmani ayirt edilmektedir. Bir ilk basamak
savunma katmanimni mikrobiyal temasla aktive olan plazma
membran1  reseptorleri, PRR’larin, (Pattern Recognition
Receptors) patojen orijinli (elisitérleri) molekiiler motifleri,
PAMP’lar1  (Pathogen-Associated ~ Molecular  Patterns)
algilamasiyla indiiklenen, PAMP ile tetiklenen immiinite, PTI
olugturmaktadir (Jones ve Dangl 2006). Bazal direng veya onun
bir parcasi olarakta tanimlanan bu ilk basamak savunma yanitini
patojenler kodladiklar1 efektorlerle baskilayarak hastalik
olusturabilmektedirler. Efektorle tetiklenen duyarlilik, ETS
(Effector-Triggered Sensitivity) olarak tamimlanan durum,
efektorli direk veya dolayli olarak (guard iizerinden) taniyan
bitki direng geni proteini bulunmasi (ortaya ¢ikisi) durumunda,
bir diger savunma katmani aktive olmaktadir. Efektorle
Tetiklenen Immiinite, ETI (Effector-Triggered Immunity)
(Jones ve Dangl 2006) denen bu savunma katmani, PTI sonrast
veya birlikte bitki savunmasini saglamaktadir. ETI, patojen ve
konuk¢u genoptiplerinde, karsilikli gen giftlerince kodlanan
spesifik {riinler arasinda, sadece Ozgiin tanima durumunda
tetiklenen bir savunma yaniti olup, alternatifi durumlarda,
hastalik gelisimi/konukgu duyarliligi ortaya ¢ikmaktadir. Bir
genetik motif olarak bu savunma yaniti, Flor tarafindan 1942°de
gene-karsi-gen (gene-for-gene) interaksiyonu olarak
tanimlanmustic (Flor 1971). ETI yaniti, infeksiyon bolgesinde
lokalize hiicre Oliimiiyle patojen gelisiminin smirlandirildigi
Hipersensitif Reaksiyon (HR) (Greenberg 1997; Heath 2000) ve
aktive edilen diger savunma yanitlariyla, PTI’ya gore ¢ok daha
etkin, yiikseltilmis spesifik bir konuk¢u direnci saglamaktadir
(Gebrie 2016).

Bitkilerin patojenleriyle temas: ve kolonize edilmeleri,
genel olarak genom ekspresyonu degisimleriyle orkestra edilen
fizyolojik, metabolik, yapisal bir¢cok modifikasyonun da eslik
ettigi konukgu savunma veya duyarliligini ortaya ¢ikarmaktadir.
Interaksiyona giren her iki organizmada gerceklesen
transkripsiyonel modiilasyonlarin karakterizasyonu, hastalik
mekanizmalarindan muhtemel hastalik kontrol noktalarmin
tanimlanmasina, bir¢gok yonden katki saglayan caligmalar
olmaktadir (Rezzonico ve ark. 2017). Mikroarrayden derin
transkriptom sekanslamaya bir dizi transkriptom analiz teknigi,
patosistem transkriptomlarinin karakterizasyonunda
kullanilmaktadir. Elde edilen bilgiler, konuk¢u organizmanin
mikrobiyal sinyalleri algilamasindan fizyolojisinde gerceklesen
degisimlerin duyarli ve direngli genotiplerde karakterizasyona,
konukgu duyarliligi ve savunma yanitlariin indiiksiyonunda rol
oynayan mekanizmalarin belirlenmesine kadar genis bir
yelpazede bilgiler saglamaktadir (Wise ve ark. 2007; Lodha ve
Basak 2012). Jel esasli DDRT-PCR (Liang ve Pardee 1992)

cDNA-AFLP (Bachem ve ark. 1996) teknikleri, diger taraftan
kapsamlt ve biiyiik 6lgekli metotlara ekonomik alternatifler
olarak kullanim bulmakta ve on sekans bilgisi olmadan tiim
genomlara uygulanabilmektedir.

P. sorghi, tropik ve subtropik bolgelerde yaygin goriilen ve
infeksiyon diizeyine bagli olarak %40’a varan verim kayiplarina
neden olan 6nemli bir problemdir (Sahah ve Dillard 2006).
Pasin farkli irklarina savunmay1 saglayan ¢ok sayida direng geni
tanimlanmus (Hulbert 1997) ve pas kontroliinde kullanilmakla
birlikte, patojen viriilans1 ve konukguda ger¢eklesen olaylarla
ilgili bilgiler smnirlidir. Bu alanda yapilan ¢aligmalarda uyumsuz
(incompatible) interaksiyonlar1 ve konuk¢u direng mekanizma
ve faktorleri daha fazla ilgi gormektedir ve uyumlu (compatible)
interaksiyonlar az sayida g¢aligmaya konu olmustur. Duyarli
genotipte gerceklesen olaylarin  karakterizasyonu, hastalik
gelisimi, konuk¢u metabolizma ve fizyolojisinde gerceklesen
olaylarin belirlenmesi agisindan 6nemlidir (Rezzonico ve ark.
2017). Mevcut ¢aligma, P. sorghi-Z. mays patosistemi uyumlu
interaksiyonunda ekspresyonu pas inokiilasyonuyla modiilasyon

gosteren mRNA  etiketlerinin  DDRT-PCR  teknigiyle
tanimlanmasi, transkripti olduklar1 genlerin  belirlenerek
interaksiyonda rollerinin degerlendirilmesi amaciyla
gerceklestirilmistir.

2. Materyal ve Yontem

2.1. Biyolojik materyal ve RNA izolasyonu

Calismada pas izolat1 T09 ve iizerinde viriilent oldugu A188
inbredi kullanilmustir. iki set halinde yetistirilen 7 giinliik A188
fideleri kontrol ve uygulama gruplari halinde tasnif edilmis,
uygulama gruplar1 yeni hasat edilmis pas sporlari, kontrollerine
sadece steril saf su uygulamasi yapilmistir. Tiim bitkiler ayni
kosullarda bir gecelik soguk nem ¢emberinde (%95<nem,
~24°C) tutularak enfeksiyon baslatilmis ve uygulama sabahinda
bitkiler ~27°C ve ~16h/8h giindiiz/gece fotoperiyodunda
biiylimeye birakilmistir. Kontrol ve uygulama bitkilerinden
ikiser fidenin 2. yaprak ~7 cm ug kismu (~100 mg) 0, 12, 24, 48,
72, 96 ve 120. saatlerinde Orneklendi, sivi azot iginde
dondurularak 1.5 ml tip i¢inde toz haline getirildi ve tav
edilmeden 1 ml RNAzol (MRC) eklenip Kkaristirilarak
homojenatlar hazirlandi.

DDRT-PCR, materyal ornekleri, kapsanan siire araligi
miinferit homojenatlarindan, kontrol, K, (0-120 h), T1 (12-48 h)
ve T2 (72-120) esit miktar materyal birlestirmeleriyle (pool
edilerek) hazirlanmistir: Birlestirilmis materyallerden total RNA
izolasyonlar1 saglanan MRC protokoliine gére gerceklestirildi
(Stidiipak 2014). Pellet biiyiikliigiiyle orantili olarak 50-100 pl
DEPC suyu i¢inde ¢o6zillen Orneklerin konsantrasyonlari
nanodropla 6lgiildii ve yaklasik 100 mg dokudan 60 pg total
RNA elde edildi, saflik ise, 1.8-2.0 bulundu.

2.2. DDRT-PCR

RNA o6rneklerinden cDNA sentezi, miinferit ve ortak olarak
hazirlanan iki karisim kombine edilerek gergeklestirildi:
Miinferit RT reaksiyonlarinin RNA-primer karigimlari, 37 pl
DEPC muameleli-ddHz0 iginde 20 pl total RNA (~8 pg) ve 3
ul oligo-d(T)ur primeri kombine edilerek 60 pl hacimde
olusturulmus ve 5 dakika 65°C’de inkiibasyonu takiben 10
dakika 37°C’ye sogutmayla hazirlandi. Bu karigima, 40 ul ortak
sentez karigimi [bilesimi 20 pl 5X Fermentas RT-H- tamponu,
200 U Ribolock (Thermo-Fermentas), 10 ul dNTP karigimi (2
mM) ve 5 ul (200 U plY) Thermo-Fermentas RT-H- olan]
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eklenerek teskil edilen 100 pl hacimde ve 60 dakika 42°C’de
inkiibasyonla cDNA sentezleri gergeklestirildi. Sentez sonras,
reaksiyonlar 5 dakika 95°C’ye sitilip enzim inaktive edilerek
-20°C’de muhafaza edildi. Sentez iiriinlerinin 1:1 seyreltmeleri
2 ul’si mRNA-DDRT-PCR reaksiyonlarinda kalip olarak
kullanildi.

Miinferit DDRT-PCR reaksiyonlar1 15 pl hacimde standart
protokol izlenerek hazirlanmistir. Reaksiyon karisimlarinda
amplifikasyon, 94°C’de 3 dakika baslangi¢ denatiirasyonu
sonrasinda her biri 94°C’de 30 sn denatiirasyon, 42°C’de 30 sn
primer baglanmasi, 72°C’de 1 dakika zincir uzatimindan olusan
35 dongii PCR ve 72°C’de 5 dakika son u¢ doldurmadan olusan
programla gerceklestirilmistir. Reaksiyon karigimlarina sonra
yiikleme boyasi eklenmis, 94°C’de 3-4 dakika bekletilerek
amplikonlar denatiire ve konsantre edilmistir. Takiben 6rnek 5
ul’si 75 W’ta 10-15 dakika on yiiriitmeyle 45-50°C’ye 1sitilmis
%6’11ik denatiire edici 0.5X TBE PAGE (19:1) jellerinde 50 W,
~50°C’de 90-100 dak. yiiriitiilmiistiir. Yiiriitme boyasi, XC jel
tabanina ~15 cm mesafeye gelince kosturma durdurularak jel
sogutulup acilmig ve 1 litre %10’luk asetik asit soliisyonunda
20-30 dakika fikse edilerek giimiis boyamayla amplikonlar jel
iginde goriiniir hale getirilmistir.

2.3. TDF ’lerin klonlanmasi ve Sekanslanmast

Ekspresyonel degisim gosteren bandlar jellerden toplanarak
elit edildi. Elit 3 pl’siyle 25 pl re-amplifikasyon PCR’lar1
DDRT-PCR deneylerindeki konsantrasyonlar ve parametrelerle
gerceklestirildi. PCR iiriinleri purifiye edilerek klonlanmalari,
linear pTZ57 veya pUC18 T-vektorlerinden biri igine ligasyon
ve E. coli IM107 hiicrelerine transformasyonla gergeklestirildi.
Rekombinant kolonilerden duruma gére plazmid izolasyonuyla
veya koloni-PCR ile etiketler hazirlandi ve hizmet alimiyla
sekanslatildi. Sekanslarin benzerlik taramalart genbankas1 veri
tabanlarinda (NCBI, maizeGDB, vb.) gerceklestirildi ve en
yakin benzerleri dikkate alinarak gen ve fonksiyon
tanimlamalari yapildi.

2.4. RT-gPCR

RT-qPCR c¢aligmalari i¢in materyal, daha 6nce tanimlandigi
sekilde, iki biyolojik tekrar olarak kontrol gruplariyla birlikte
yetistirildi. Fideler yeni toplanmus pas sporlariyla inokiile
edilerek, 0, 6, 12, 24, 48, 72, 96 inokiilasyon sonrasi saatlerde
yukarida tanimlandigi gibi 6rneklendi ve miinferit 6rneklerden
RNA izolasyonlar1 100 mg ml! 6lgeginde gerceklestirildi.
RNA’nin DNaz I muamelesi, oligo(dT) primeriyle cDNA

sentezi ve diger manipiilasyonlar daha once tanimlandig
sekilde, ayni enzim ile diger bilesenler ve protokoller
kullamlarak gergeklestirildi. ki asamali qPCR caligmalarinin
RT-gPCR agamasinda, AMPLIQON Real Q-Plus/WO ROX 2x
Green karisimi kullanildi. Reaksiyonlar, 10 ul Real Q plus ile
birlikte her biri 10 pmol ileri/geri gen spesifik primerler ve 50
defa seyreltilmis ¢cDNA kalibinin 3 pl’si 6 ul ddH20 iginde
kombine edilerek 20 pl hacimlerde hazirlandi. RT-gPCR
programi; 95°C’de 15° HotStart DNA polimeraz, TEMPase
aktivasyonunu takiben, her biri, 94°C’de 20 sn denatiirasyon,
59°C’de 20 sn primer baglanmasi ve 72°C’de 30 sn zincir
uzatimi sicaklik ve siire segmentlerinden teskil edilen 40
dongiiden olugmustur. Qiagen Rotor-Gene Q, Real-Time termal
dongiileyicide Onerilen kosullarda ve zincir uzatimi sonunda kit
bilesimindeki (SYBR) Green boyasiyla reaksiyonlarn PCR
iirtinii sentez kinetigi monitdr edilmis ve esik dongii degeri (Ct)
hesaplanmalar1  yapilmigtir. ZmAktinl (J01238.1) geninin
internal  kontrol ve normalizasyonda kullanmildigi bu
caligmalarda, Olgiilen hedef gen kalibratér ve uygulama Ct
degerleri, delta-deltaCt metoduyla (Livak ve ark. 2001), ayni
deneyde paralel dlciilen referans gen Ct degerleriyle normalize
edilerek kalibratore gore relatif ekspresyonlart hesaplandi.

Calismada  tanimlanan etiketlerden bitki-mikrop
interaksiyonlarinda rol oynadig: diisiiniilen bes gen (ZmCA,

(NM_001154374.1), ZmARP1 (EU964946.1), ZmBip2
(NM_001112424.1), ZmcALD (AF348412.2), ZmArpp3
(NM_001111919.1) ve bir referans genden, ZmAktinl

(J01238.1), orijine olan transkriptlerin kodlama veya 3 UTR
bolgesinde hedef segmentleri amplifiye eden primer ciftleri web
tabanli Primer3plus (sourceforge.net/projects/primer3)
programuyla tasarlandi ve ¢aligmada kullanildi (Cizelge 1).

3. Bulgular

Gergeklestirilen mRNA DDRT-PCR c¢alismasinda, 27
primer kombinasyonuyla ekspresyonu modiilasyon gosteren 98
TDF tanimlandi ve klonlandi. Elde edilen 72 TDF sekansiyla
yapilan GenBankasi taramalari, 32 etiket sekansin fonksiyonu
bilinen kayitlara (Cizelge 2, Sekil 1), diger bir 31 etiketin ise,
karakterize edilmemigs/hipotetik protein kodlayan sekanslara
benzerlik oldugunu gostermistir. Kalan 9 etiketten, biri P.
graminis Cullin 1 mRNA sekansina benzer, ikisi misir mtDNA,
biri misir ctDNA sekansina benzerlik gosteren ve digerleri de
bakteriyel sekanslara benzer bulunmustur. Tanimlanan genlerin
bir gruplandirilmas: ylizdeleriyle Sekil 1°de grafik olarak
verilmektedir.

Cizelge 1. Secilen genlerin ekspresyon teyitlerinde kullanilan RT-gPCR primerleri.

Table 1. RT-gPCR primers used in expressional validation studies of the selected genes.

Genler Primer sekanslari, 5>—3’ (sirasiyla, ileri / Geri primer) Uriin (bg) Kullanilan primer baglanma sicakhg (°C)

smactiny  TTTAAGGCTGCTGTACTGCTGTAGA 120 5
CACTTTCTGCTCATGGTTTAAGG
AATCGCCAATAAGCAACAAC

ZmARP GCCCAAACTAGGATGGAAAT 184 59
AGTTCCTCACATGGAAAAAGTGAAA

ZmCA TGGGCGATTGTTGATCCGGT 195 59

_ TGTTTAGGAGGGAGGGTGGT

ZmBip2 CACTGCAATGCGAATCCTCT 135 59
CAATGATGGTGAGCGGAGGT

ZMAIPP3 A GGTTCACAGACAGGACAGC 219 59
TACAAGATGAGCGGGTTCGG

ZMCALDH A AGGATGAGGTCGGTCAGA 120 59
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Cizelge 2. Belirli bir fonksiyonla iligkilendirilebilen TDF’lerin listesi. Tabloda en yakin sekans benzerleriyle birlikte ekspresyon profilleri ve diger
ilgili bilgiler listelenmektedir.

Table 2. The list of TDFs having close similarity to the genes with known functions. Accession numbers of the closest matching GenBank record,
expression profiles and other related information are given in the table.

TDF Uzunluk Aksesyon no En yakin sekans benzeri E-degeri  Ekspresyon®
Stres, savunma, sinyal iletimi, biiyiime-diizenleme iligkili etiketler K T1 T2
DD1 97 XM_008647554 Z.m. ABA stres-olgunlagma protein 3 mRNA 8e-99 * | R
DD2 52 XM_008657861 Z.m. Loricrin-benzeri transkript var. X2, mRNA 6e-16 + R R
DD3 138 EU954250.1 Z.m. SRC2 mRNA le-58  * | R
DD4 216 XM_008659761 Z.m. Filamentasyon sicakliga duyarlt H2A 3e-123  + R |
DD5 147 EU964946.1 Z.m. Oksinle baskilanan protein mRNA 0.0 * | |
DD6 45 EU973052.1 Z.m. Biytime diizenleyici faktér mRNA 3e-18 * * *
DD7 114 XM_008653311 Z.m. Gamma yanit1 I protein mRNA varyant1 X8 3e-30 + R R
DD8 199 XM_008650278 Z.m. Kauren sentaz 2 (An2) mRNA varyanti X1 9e-21 * | R
DD9 71 XM_008669566 Z.m. TPR motif igeren protein mRNA varyant1 X1 5e-23 + R R
DD10 83 XM_008662088 Z.m. TPR igeren karakterize edilmemis protein, mRNA 4e-13 + R |
DD11 140 NM_001152569 Z.m. Tetratrikopeptid tekrar protein mMRNA le-45 - | R
DD12 76 EU966630.1 Z.m. Tetratrikopeptid tekrar protein mMRNA 3e-32 - | R
DD13 169 XM_008675810 Z.m. Auxilin-iligkili protein 1-benzeri mMRNA 6e-09 + R R
DD14 123 NM_001112424 Z.m. Bip2 (ER saperonu) mRNA 4e-30 + | |
DD15 176 NM_001157006 Z.m. Ribozom geri doniigiim faktorii (RRF) mRNA 3e-11 + R R
DD16 75 NM_001111919 Z.m. Asidik ribozomal protein P3 (arpp3) mMRNA le-63 * * *
DD17 120 EU968527.1 Z.m. 17.5 kDa siif Il HSP mRNA 3e-13  *  * *
DD18 146 XM_008646106 Z.m. US kiigiik niiklear riboniikleoprotein mRNA le-48 + | R
DD19 96 DQ417753.1 Z.m. B73 serin/treonin kinaz iceren gDNA sekansi 8e-36 + R R
DD20 102 NM_001111704 Z.m. Metile baglanan domain protein mMRNA 9e-46 o *
Fotosentez, metabolizma ve transport iliskili etiketler

DD21 136 EU969568.1 Z.m. Rubisco kiiciik alt birim (rbcS-m3) geni 4e-32 + R R
DD22 294 EU965446.1 Z.m. Fotosistem Il 22 kDa protein mRNA 4e-74 + R R
DD23 270 NM_001111758 Z.m. Fotosistem Il alt birim PsbS1 mRNA 5e-99 + R R
DD24 95 AF467541.1 Z.m. Treonin dehidrataz mRNA (kloroplast formu) 0.0 + o+ R
DD25 100 NM_001154374 Z.m. Karbonik anhidraz (CA) mRNA sekansi le-56 * | R
DD26 66 XM_008666956 Z.m. Nikotinanamid sentaz 3-benzeri mMRNA sek. 2e-34 * | |
DD27 59 AF348412.2 Z.m. cALD (RFC2) mRNA 9e-39 + | |
DD28 81 X15642.1 Z.m. Fosfoenol piirivat (PEP) karboksilaz mRNA 2e-39 + R R
DD29 146 XM_008679140 Z.m. Siklik niikleotid kontrollii iyon kanali mRNA 260 + R R
DD30 136 EU954542.1 Z.m. ATP sentaz C zinciri mRNA’s1 6e-47 - - |
DD31 171 GU075813.1 Z.m. ATP sentaz FO alt iinitesi 6 (atp6) mRNA le-72 + | +
DD32 96 X80820.1 Z.m. ABP1 mRNA (aktin-depolimerizasyon faktorii) 7e-07 + R R

SK; kontrol, T1; 12-48 h 6rnekleme araligina sahip uygulama 1, T2; 72-120 h 6rnekleme araligma sahip uygulama 2, R; Represyon, I; Indiiksiyon “+”/“-; band “var” /
“yok”, “*”; kaydedilmemis bilgi.
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Puccinia ve ‘ Stres,
chiger gistem P Havimnma,
selcanslarma 7 smyaliletinn,
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Sekil 1. Tanimlanan genlerin gruplandirtiimalar.

Figure 1. Functional groupings of the identified genes.
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Belirli fonksiyonlarla iligkili olan etiketlerin 6nemli bir
bolimiiniin bitki-patojen interaksiyonlarinda rol oynadigi veya
iligkili oldugu bilinen mesajlardan orijine olduklar1 tespit
edilmistir (Cizelge 2). Bunlar arasinda, biyotrofik patojenlere
yanitta rol oynayan Salisilik Asit (SA) ile savunma yanitinda
(SABP3 olarak) gorev aldigi bilinen (kloroplast enzimi)
karbonik anhidraz, Bip2 proteini, Gibberellik Asit (GA) sentez
yolu enzimi ent-kaurene sentaz 2, yine interaksiyonlarda rol
oynayan oksinle baskilanan ve absisik asit stres—olgunlagma

proteinleri bulunmaktadir. Yine bitki-mikrop
interaksiyonlarinda ekspresyonu degisim gosteren sitoplazmik
aldehit dehidrogenaz (RF2C), tetratrikopeptid, biiyiime

diizenleyicisi faktér (GRF1) kodlayan gen sekansi homologlari
da, bu tip genlerin diger drnekleridir. Benzer olarak, sicaklik ve
soguk gibi diger streslerle iligkili oldugu bilinen asidik
ribozomal protein P3, SRC2, gamma yanit1 [ protein,
nikotinanamid sentaz 3, axillin ve kinesin benzeri sekanslarda
tanimlanan etiketler arasindadir (Cizelge 2).

Bitki-patojen interaksiyonlarinda rol oynadig1 diigiiniilen alti
genin (CA, ARP, Bip2, Arpp3 ve cALDH) ekspresyonu Cizelge

Relatif mRN A seviyesi

1’de wverilen gen spesifik primer c¢iftleriyle RT-gPCR
deneylerinde ¢alisildi. Normalize edilmis relatif degisim
degerleri ve bunlardan hazirlanan grafikler, genel olarak
tespitlerinde goézlenen ekspresyonel degisimi dogrulayan
sonuglar ortaya koymustur (Sekil 2). Karbonik anhidraz
etiketinin tarama jelinde gozlenen T1’de indilksiyon T2’de
represyon yerine, kontrol hari¢ tim PS uygulamasi (6-96 h)
orneklerinde diizeyi %80’leri bulan bir represyon RT-gPCR
teyitlerinde gozlenmigtir  (Sekil 2a). Bip2 ve ALDH
ekspresyonlari, sirasiyla 12. ve 48. saatlerde 20 katin {izerinde
maksimum indiiksiyon seviyelerinin gozlendigi tek tepeli
profillere sahiptir (Sekil 2b). Arpp3 ekspresyonu, 2 Kkat
indiiksiyon etrafinda dar bir aralikta artis azalislar gosteren, 96.
saatte, 3.5 kat relatif indiiksiyon ile karakterize edilen bir
degisim profiline sahiptir. ARP1 ekspresyonu ise 12. ve 48.
saatlerde sirasiyla tepe degerleri 2.2 ve 3.9 kat indiiksiyon olan,
¢ok daha heterojen bir degisim profili sergilemistir (grafikleri
verilmemistir).

24 48 72 96

Ps mokiilagy onu sonrasi saatler

Al

pl

= 20
0
+ 15
= I
[
310 1
=
- 5
u .
;.4‘ -
0
0 6 12 24 48 72 96
Py molkilagy onu gonras: santler

Sekil 2. RT-qPCR deneylerinde &lgiilen relatif mRNA seviyesi grafikleri: (a) ZmCA (b) ZmcALDH ve ZmBip2. iki biyolojik tekrarmn iki teknik
tekrar halinde ¢aligildigi RT-qPCR deneylerinde olgiilen Ct degerleri, referans gen, ZmActinl, ekspresyonuyla normalize edilerek
kontrole gore hesaplanan relatif (kat) ekspresyon degerleri standart hatalariyla birlikte grafikte verilmektedir.

Figure 2. Graphs of relative mRNA levels measured via RT-qPCR experiments: (a) ZmCA (b) ZmcALDH and ZmBip2. All experiments were
carried out as biological duplicates each with two technical replicates. Computed Ct values were normalized to the expression level
of ZmActinl and expressed as the average fold change at each time point with relative to the control. Bars represent standard

errors.
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4. Tartisma ve Sonug

Bitki-patojen interaksiyonlarinda transkriptom g¢aligmalari
her iki organizmada ve ara yiizde gerceklesen olaylarin
karakterizasyonu, konukcu direnci/duyarliliginda rol oynayan
faktorlerin - belirlenmesine  genom  Olgeginde  katkilar
saglamaktadir (Kazan ve ark. 2001; Lodha ve Basak 2012;
Rezzonico ve ark. 2017). Paraleli galismalara benzer olarak
musir-Puccinia sisteminde birkag ¢aligma yapilmistir. Wang ve
ark. (2012) Affimetrix musir GeneChip ile musir-Puccinia
polysora patosisteminde ekspresyonu modiilasyon gésteren 532
prob tanimlamis, genel olarak, biyotik stres yanitlarinda rol
oynayanlarin indiiklendigi, abiyotik streslere yamit1 iligkililerin
ekspresyonlarinin ise, baskilandigi gozlemlenmistir. Misir-P.
sorghi sistemi kompatibil ve inkompatibil interaksiyonlarinda
gergeklestirilen cDNA-AFLP calismasinda 310 TDF’in sekans
karakterizasyonu yapilmigtir (Stdiipak 2014). Fonksiyonu
bilinen gen sekanslarma benzerlik gosteren TDF’lerin biiyiik
¢ogunlugunun bitki-patojen interaksiyonlarinda rol oynayan
genlerden orijine oldugu bulunmustur.  Gergeklestirilen
DDRT-PCR ¢aligmasinda tanimlanip sekansi belirlenen 72
TDF’ten fonksiyonu bilinen genlere benzerlik gdsterenlerin
onemli bir boliimii de biyotik stresle ekspresyonu modiilasyon
gosteren genlerden olusmaktadir. Kloroplast formu karbonik
anhidraz kodlayan, ZmCA, ER saperon ZmBip2, ZmAn2,
ZmcALD, ZmARP1, Rubisco kiigiik alt birimi, tetratrikopeptid
motif igeren protein kodlayan genler bunlarin tipik drnekleridir
(Cizelge 2). TDF igeriginin yaklagik yarisinin bitki-patojen

interaksiyonlarinda  siklikla  tanimlananlardan  olusmasi,
hedeflenen transkriptomun caligmada orneklendigini
gostermektedir.

Tamimlanan ZmCA, SA-binding protein 3 (SABP3) olarak
bitki savunmasinda fonksiyonel oldugu bilinen bu enzimdir.
VIGS ile bir homologunun susturuldugu Nicotiana
benthamiana genotiplerinde, Pto:avrPto kombinasyonuyla
tetiklenen HR’m baskilandigi (Slaymaker ve ark. 2002),
Phytophthora infestans  biiylimesinin  artiy  gOsterdigi
bulunmustur.  Patates-Phytophthora infestans  kompatibil
interaksiyonunda da, inokiilasyonu takiben ilk 12-15 saat
araliginda CA transkripsiyonu baskilanmaktadir (Restrepo ve
ark. 2005). Yu ve ark. (2012) SABP3’iin Arabidopsis te direng
reaksiyonu pozitif regiilatorii oldugunu ileri siirmektedir. Misir-
Ps interaksiyonu RT-qPCR deneylerinde 6. saatten itibaren
baslayan genel baskilanma durumu, yukarida tanimlanan
calisma sonuglariyla paralellik gostermektedir (Sekil 2a). Bir
SABP3 olarak karbonik anhidrazin ¢aligilan patosistem
konukgu savunmasinda rol oynadigi, gézlenen baskilanmanin
kompatibil interaksiyonda ortaya ¢ikan bir durum oldugu
mevcut bilgilerle yapilabilecek bir degerlendirmedir.

Hem TDF olarak, hem de RT-qPCR teyidinde pas
inokiilasyonuyla ekspresyonu belirgin sekilde indiiklenen (Sekil
2b) aldehit dehidrogenaz (AF348412.2, RF2C), interaksiyonda
fonksiyonel oldugu diisiiniilen diger bir gendir ve paraleli
bulgular bir birgok yayinda rapor edilmektedir: Wang ve ark.
(2007) Cin tiziimiinde (Vitis pseudoreticulata) kiilleme fungusu
Uncinula necator infeksiyonu sonrasi ekspresyonu indiiklenen
bir ALDH tanimlamuglardir. Biberde CaALDH1 geninin
susturulmasi, hidrojen peroksit birikimiyle hiicre 6liimii yaniti
ve X. campestris pv. vesicatoria’ya direncin azalmasina neden
olmaktadir (Kim ve ark. 2015). Benzer olarak, bu enzimlerin
programli hiicre 6liimiinde rollerine bir kanitta, piring hastalik
lezyonu mimik mutantinda (cdr2) yiiksek seviyede ALDH
proteini birikiminden gelmistir (Tsunezoka ve ark. 2005).
Arabidopsis te artirilmig ALDH1 ekspresyonu Pseudomonas

syringae pv. tomato ve Hyaloperonospora arabidopsidis Noco2
infeksiyonlarina duyarhiligi azaltmaktadir (Kim ve ark. 2015).
Aldehit dehidrogenazlarin bitki stres yanit1 yollarinda, 6zellikle
de  oksidatif stres  olusturanlarda  Onemli  oldugu
degerlendirilmektedir (Singh ve ark. 2013).

Ekspresyonu indiiklenen ii¢ farkli TDF sekansi halinde
tanimlanan ve RT-qPCR ekspresyon teyidi yapilan (Sekil 2b)
musir Bip2 (NM_001112424.1) geni, bulgularimizla uyumlu
olarak mikrobiyal enfeksiyonlar sirasinda, PR protein
ekspresyonu 6ncesinde hizli bir sekilde indiiklenen bir mesajdir
(Tsunezoka ve ark. 2005; Jelitto-Van Dooren ve ark. 1999).
BiPler, ER’da yanlis katlanmig proteinlere baglanarak
degredasyonlarinda, ER iliskili apoptozis sinyali diizenlenmesi
ve patojenlere immiinite de rol oynayan saperonlardir. Bip2,
ekspresyonunun  susturulmasi, PR1  sekresyonu, SAR
kurulumunu ve genel patojen direncini zayiflatmaktadir (Wang
ve ark. 2005). Diger ¢alismalar, patojen infeksiyonlarinda,
savunmada rol oynayan molekiillerin sentezi ve salgilanmasinin
biiyiik olcekli arttigini, bu sentez yolu ve fonksiyonel olan
elemanlarinin  savunma  yanitlarinda  6nemli  oldugunu
gostermektedir (Kerner ve ark 2015). Piringte artirilmis BiP3
ekspresyonu, immiinoreseptoriin proses edilmesi ve stabilitesini
diizenleyerek Xa2l ile saglanan dirence katki sagladig: ileri
stiriilmektedir (Park ve ark 2010). Bu tespitler gergevesinde,
BiP’in PCD pozitif regiilatérii oldugu ileri siiriilmektedir.
Ayrica, ER protein sentezi ve isleme kapasite diizenlenmesinin,
bitki savunma yanitlarinda 6nemli oldugu, tanimlanan BiP2’nin
bu sistemin bir eleman1 olarak c¢alisilan patosistemde
fonksiyonel oldugu bulgular 1s18inda degerlendirilmektedir.

Oksinle baskilanan protein (ARP, EU964946.1), pas
inokiilasyonuyla sinirli bir ekspresyonel degisim gosterdigi teyit
edilen diger bir gendir. (Cizelge 2, grafigi verilmemistir).
ARPZ1’in vejetatif biiyiimeyle hastalik direnci/savunma yanitlar
arasinda ikili bir role sahip oldugu ileri siiriilmektedir. ARP1
ekspresyonu vejetatif biiyiimeyi negatif diizenlerken, hastalik
direncinin pozitif regiilatorii oldugu ve bu iki durum arasinda
antagonist c¢alisan bir integral regiilatér oldugu ileri
stirilmektedir (Zhao ve ark. 2014). Tamimlanan ARP’m
fonksiyonu karakterize edilmis olmamakla birlikte, bu bilgilerle
birlikte tespit edilen ekspresyonel degisim, musir-Ps
interaksiyonunda da benzer bir role sahip ve konukgu
savunmasinda 6nemli olabilecegini gdstermektedir.

Ekspresyon teyidi yapilmamis olmakla birlikte, tanimlanan
diger bir gen, GA biyosentez yolu, ent-kauren sentaz 2 enzimini
kodlayan An2’dir. Ps inokiilasyonuyla ekspresyonu indiiklenen
bu gen Harris ark. (2005) tarafindan musirda Fusarium
graminearum inokiilasyonuyla indiiklendigi bulunmustur.
GA'’larin hem bakteriyal, (Xanthomonas oryzae pv. oryzae) hem
de fungal (Magnaporthe oryzae) patojenlerle interaksiyonlarda
piring savunma yanitlarinin negatif regiilasyonunda gorev aldigt
ve konuk¢u duyarliliginin  olusumuna neden oldugu
bilinmektedir (Qin ve ark. 2013). Piring gibi, misirda da (farkli
enzim olmakla birlikte) fungal patojenler, Fusarium ve P.
sorghi, enfeksiyonlar, GA sentez enzimi indiiksiyonuyla
duyarlilik ortaya ¢ikisini, endojen GA seviyesini yiikselterek
sagliyor olabilir. Diger tanimlanan biyotik ve abiyotik stres
iligkili genler arasinda sicaklik soku proteinleri, ArpP3,
tetratricopeptide tekrar domein igeren proteinler ve SRC2,
absisik asit-stres ve olgunlagmayla indiiklenen (ASR) proteinler,
ribozom tekrar kullanim faktorii (RRF), biiylime diizenleyicisi
faktorler de bulunmaktadir (Cizelge 2).

Sonu¢ olarak, sinirli sayida etiket ¢alisilmis olmakla
birlikte, bitki-mikrop interaksiyonlarinda rol oynadigi bilinen

© Akdeniz Universitesi Ziraat Fakiiltesi



Cilkol ve SiidiipakiMediterr Agric Sci (2020) 33(2): 259-265 265

bir dizi genin sekans benzeri TDF tanimlanmasi ve bunlarin
biyoteknolojik manipiilasyonlarda kullanilabilir niteliklere sahip
olmasi, caligma kapsamm ve hedefi agisindan onemlidir.
Tanimlanan genler ve bunlarin muhtemel fonksiyonlarinin bitki-
patojen interaksiyonlarinda, Ozellikle de musir-misir pasi
uyumlu interaksiyonunda gerceklesen olaylarin molekiiler arka
planina ve manipiilasyonlarina, onemleri Olgiisiinde katki
saglamasi beklenmektedir.
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