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ÖZET 
 
 
Projede, sarıpas hastalığına neden olan Puccinia striiformis f. sp. tritici (PST) patojeninın 

buğdayı enfekte ederken ürettiği transkriptoma ait sekans bilgisinin elde edilmesi 

planlanmıştır.  Literatürde mevcut ESTler ya “haustoria”dan ya da sporlardan elde 

edilmişlerdir (Yin ve ark., 2009).  Oysa patojenin haustoria oluşumundan önceki genler de 

salgıladığı proteinlere ait genler bitki patojen ilişkisi alanında çalışan tüm araştırmacıların 

bulmayı hedeflediği genlerdir.  Sarıpasa ait bir avirulan geni ya da benzer düzeyde önemli 

olan elisitörler ile ilgili çalışmalar bu proje paralelinde başka araştırma grupları tarafından da 

hızla sürdürülmüştür.  Projenin zaman aralığında diğer araştırma grupları tarafından 7 PST 

ırkına ait genom sekans analiz sonuçları NCBI’a yüklenmiştir (Cantu ve ark., 2011 ).  Bu 

veriler kendi sonuçlarımızı karşılaştırma olanağı tanımıştır.  Özellikle anote (tanımlanmış) 

edilmiş olan PST-78 transkriptom sekans verileri pilot analizlerimizde yardımcı olmuştur.  

Biyoenformatik analizler sunulmuştur. 

 

Çalışmamız, 

• Patojen ile inoküle edilmiş duyarlı (hassas) ve dirençli buğday hatlarına ait 

örneklerden transkriptom dizilimi okunmuş (BGI) ve olası efektör aday genlerin 

bulunmasını sağlamıştır;   

• mikroDizin (microarray) çip tasarımı,  

• ve üretimi  

• ve taramaları Agilent teknolojisinin geliştirdiği yöntemler kullanılarak 

gerçekleştirilmiştir. 

 

Ayrıntılı biyoenformatik analizleri yayına hazırlama aşamasındadır.  

 

Proje kapsamında patojene ait olası efektör genlerinin işlevsel gen analizileri ve hücre-içi 

lokalizasyonların saptanmasına yönelik yürütülen çalışmaların bir kısmı bu bitirme 

raporunda, raporun bütünlüğünün bozulmaması için “ekler” kısmında sunulmuştur.  Bu 

çalışmalar sonucu elde edilen deneyim ve uzmanlıklar,  daha sonra kendi patojen örneğimize 

ait olan aday efektörlerin gen işlev analizi ve hücre içi ekpresyon analizi deneylerinin 

yapılmasına olanak sağlayacaktır.  110T445 nolu bu projenin amacı sadece olası efektör 

genlerinin bulunmasıdır.  Proje amacın başarıyla ulaşmış daha sonra ki çalışmalarda ayrıntılı 

olarak çalışılacak pek çok aday gen saptanmıştır. 
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ABSTRACT 
 

In this project, aimed to identify the yelow rust or stripe rust disease causing Puccinia 

striiformis f. sp. tritici (PST) pathogen effectors by whole transcriptome sequence analysis. In 

the literarture there are few sequence information on the ESTs either from haustoria and 

from spores (Yin ve ark., 2009).  However, the pathogen genes involved or induced during 

the haustoria formation are still the major interests of the researchers working of plant 

pathogen interactions, regardless of the fact that during the period of this study many 

sequence information have being accumulated, since those genes are among the candidate 

avr genes.  Studies on avirulans genes and/or similarly significant elicitor genes are being 

conducted by other research groups.  In the meantime, 7 races of PST genome sequence 

data were made available in NCBI (Cantu ve ark., 2011).  These data made it possible to 

compare our own results. Especially those annotated genes of PST-78 race transcriptome 

data was taken advantaged of in our own pilot data analyses 

 

In our studies, 

• From the samples of pathogen inoculated senstitive and resistant plant lines 

transcriptome sequence data were obtained (BGI) by which candidate effector genes 

were identified.  

• Microarray chip design,   

• chip construction, 

• and screening was achieved  using the technology developed by Agilent. 

 

With detailed bioinformatics analysis, the results for publication of a manuscript are being 

prepared.  

 

As part of this project, some of the preliminary studies conducted to accumulate expertise for 

elucidating the functions and determination of subcellular localizations possible effector 

genes were presented as attached materials to maintain the continuity of the final report. The 

experience and expertise accumulated as a result of these studies will allow the genes 

identified to be investigated for the determination of the funcvtion and the subcellular 

locatzation of our own genes in the PST race obtained in our land.  It must be emphized here 

that the aim of this project,110T445, was only to find the candidate effector genes and we 

achived the goals of the project successfully which will allow us to study many genes 

indetails in the future studies.   



4 
 

İÇİNDEKİLER 
 
 

	
ÖZET ................................................................................................................................................. 2	

ABSTRACT ...................................................................................................................................... 3	

İÇİNDEKİLER .................................................................................................................................. 4	

Tablolar Listesi .............................................................................................................................. 6	

Şekiller Listesi ............................................................................................................................... 7	

1. GİRİŞ ............................................................................................................................................ 8	

2. LİTERATÜR ÖZETİ .................................................................................................................. 11	

2.1 Dirençlilik mekanizması ........................................................................................................ 11	

2.2 Bitki dirençlilik genleri (R-genleri) ....................................................................................... 12	

2.3 Bitki patojen etkileşimi .......................................................................................................... 13	

2.4 Transkriptom sekans eldesi ................................................................................................... 14	

2.5 Son yıllarda elde edilen yeni veriler ...................................................................................... 14	

3. GEREÇ VE YÖNTEM ............................................................................................................... 17	

3.1 Örneklerin hazırlanması ........................................................................................................ 17	

3.2 Bitkilere sarı pas bulaştırılması (inokülasyonu) .................................................................... 17	

3.2 RNA saflaştırılması ............................................................................................................... 18	

3.3 PST çimlendirimiş spor örneklerinden RNA izolasyonu ...................................................... 18	

3.4 Patojen mRNA eldesi ............................................................................................................ 19	

3.5 BGI transkriptom sekans analizi: “Sequencer FLX” sisteminin sekanslama kimyası .......... 19	

3.6 Çiplerin hazırlanması ............................................................................................................. 22	

3.7 Çip taramaları için RNA hazırlanması .................................................................................. 23	

3.8 Çiplerin gen anlatım analizi için taranması ........................................................................... 23	

3.9 Kullanılan yazılımlar, amaçları ve kısa özetleri; ................................................................... 23	

3.9.1 Mikrodizin verilerinin analiz edilmesi ......................................................................... 25	



5 
 

4. BULGULAR VE TARTIŞMA ................................................................................................... 26	

4. 1 Puccinia striiformis f. sp. tritici (PST) “urediospore” çoğaltılması ..................................... 26	

4.2 PST mesajlarının zenginleştirilmesi ...................................................................................... 27	

4.3 Biyoenformatik analizler için yol haritası tayini ................................................................... 27	

4.4 Transkriptom sekans analizi için hazırlanan örnekler ........................................................... 30	

4.5 Agilent mikrodizin taramaları için örneklerin hazırlanması .................................................. 31	

4.6 PST miRNA analizi ............................................................................................................... 34	

4.7 PST mikrodizin analizleri ...................................................................................................... 35	

4.8 Buğday Mikrodizin Analizi ................................................................................................... 42	

4.9 PST transkriptom sekans analizi ............................................................................................ 48	

5. SONUÇ ....................................................................................................................................... 60	

5.3 Verilerin değerlendirilmesi .................................................................................................... 60	

6. KAYNAKLAR ............................................................................................................................ 62	

 
  



6 
 

Tablolar Listesi  
 
4.1  Toplam RNA izolasyonu yapılmış bitki örnekleri………………………………….. 30 
4.2  Mikrodizin analizleri için kullanılan örnekler……………………………………….. 35 
4.3  Enfeksiyon sonrası 24. saatte (AvocetS+Pst(24hpi)), kontrol grubuna 

(AvocetS+Pst(24hpi)) kıyasla artış gösteren ilk 50 Pst geni ve bu genlerin 
enfeksiyon sonrası 10 günde değişimi……………………………………………….   37 

4.4 Enfeksiyon sonrası 10. günde (AvocetS+Pst(10dpi)), kontrol grubuna 
(AvocetS+Pst(10dpi)) kıyasla artış gösteren ilk 50 Pst geni ve bu genlerin 
enfeksiyon sonrası 24. saatte değişimi………………………………………………   40 

4.5  Enfeksiyon sonrası 10. günde (AvocetYR10+Pst(10dpi)), kontrol grubuna 
(AvocetYR10+Pst(10dpi)) kıyasla artış gösteren ilk 50 buğday geni ve bu 
genlerin enfeksiyon sonrası 10. günde hassas bitkideki (AvocetS+Pst(10dpi)) 
değişimi………………………………………………………………………………..   43 

4.6 Enfeksiyon sonrası 10. günde (AvocetS+Pst(10dpi)), kontrol grubuna 
(AvocetS+Pst(10dpi)) kıyasla artış gösteren ilk 50 buğday geni ve bu genlerin 
enfeksiyon sonrası 10. günde dirençli bitkideki (AvocetYR10+Pst(10dpi)) 
değişimi…………………………………………………………………………………. 46 

4.7 Transkriptome analizi için seçilen örnekler………………………………………… 48 
4.8 Binlerce “unigene” sekanslarından örnek………………………………………….. 49 
4.9 orthoMCL analizi sonucu anote edilmiş olan PST efektörleri……………………. 50 
4.10 Kloroplast ve mitokondri transit peptit dizilimleri saptanan 24 aday efektör…… 58 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  



7 
 

Şekiller Listesi 
 
1.1 Patojen-bitki proteinleri arasındaki etkileşim……………………………………….......   9 
2.1 Bazı R-genleri. Staskawicz, 2001 yayınından alınmıştır…….……………………...... 13 
2.2 Patojen efektörlerinin oluşturduğu PAMP; PTI ve ETI...…………………………….... 15 
2.3 Patojen efektörlerinin hastalık ve ETI mekanizmasındaki rolü……………………..... 16 
3.1 Sarı pas sporlarının bitki inokülasyonu………………………………………………..... 17 
3.2 Zenginleştirilmiş PST mesajlarının eldesi…………………………………………........ 19 
3.3 FLX sistemi sekans reaksiyonu……………………………………………………......... 20 
3.4 GS FLX sistem imaj prosesi…………………………………………………………....... 20 
3.5 Transkriptom sekans okumaları için örnek hazırlama aşamaları ve kütüphane             

yapılması…………………………………………………………………………………… 
 
21 

3.6 Mikrodizin analizi için tasarlanan ve üretilen çipler………………………………......... 22 
4.1 Bitkilerin büyütülmesi, sarı pas inokülasyonu ve çoğaltılması, toplanması aşaması. 26 
4.2 Potansiyel efektörlerin çoklu hizalanması………………………………………...…..... 27 
4.3 BGH genomunda sinyal peptit içeren genlerin sınıflandırılması………………....…... 29 
4.4 RNA örneklerin agaroz jelde görüntülenmesi……………………………………..…… 31 
4.5 RNA örneklerin agaroz jelde görüntülenmesi……………………………………..…… 32 
4.6 Mikrodizin tarama analizi yapılan örneklerin RIN değerleri………………………....... 33 
4.7 Su-agar’da 18 saat çimlendirilmiş Puccinia striiformis f.sp. tritici’ nin (PST) ışık 

mikroskobundaki görüntüsü……………………………………………………………… 
 
34 

4.8 Patojen genlerinin (Pst) 24. saat ve 10. gün karşılaştırması………………………..... 38 
4.9 24. saatte anlatım seviyesi, 10. güne oranla en fazla artmış olan 10 genin grafiksel 

gösterimi………………………………………………………………………………… 
 
39 

4.10 Patojen genlerinin (Pst) 10. gün ve 24. saat karşılaştırması………………………..... 41 
4.11 24. saatte anlatım seviyesi, 10. güne oranla en fazla artmış olan 10 genin grafiksel 

gösterimi…………………………………………………………………………………… 
 
42 

4.12 Bitki genlerinin (buğday) 10. gün hassas ve 10. gün dirençli karşılaştırması ………. 44 
4.13 Enfeksiyon sonrası 10. günde dirençli bitkide anlatım seviyesi 10. günde hassas 

bitkiye oranla en fazla artan 10 bitki geninin grafiksel gösterimi……………………… 
 
45 

4.14 Bitki genlerinin (buğday) 10. gün dirençli ve 10. gün hassas karşılaştırması 47 
4.15 Enfeksiyon sonrası 10. günde hassas bitkide anlatım seviyesi 10. günde dirençli 

bitkiye oranla en fazla artan 10 bitki geninin grafiksel gösterimi……………………… 
 
47 

4.16 OrthoMCL analizi sonucu benzer şekilde anote olan 4 ve daha fazla sistein içeren 
PST genlerinin clustal W ile elde edilmiş dendografı………………………………….. 

 
53 

4.17 Pst efektörlerinden 4 ve üstü sistein içerenlerin cluster analizi sonucu sekansları 
en çok benzeyenlerin korunmuş amino asit bölgeleri (MEME analizi)……………… 

 
54 

4.18 OrthoMCL analizi sonucu benzer şekilde anote olan 4 ve daha az sistein içeren 
PST genlerinin clustal W ile elde edilmş dendografı…………………………………… 

 
55 

4.19 Transkriptom sekanslama analizleri sonucu anlatımlarında değişiklik saptanan 
genlerin görsel sunumu………………………………………………………………….... 

 
56 

4.20 Dört farklı koşula ait (Avocet S / Kontrol, Avocet S / Pst, Avocet YR10 / Kontrol ve 
AvocetYR10/Pst) transkriptom verisinin birbiriyle karşılaştırmalarının grafiksel 
gösterimi.. 

 
59 

   
 



8 
 

 
1. GİRİŞ 

 

Puccinia striiformis f. sp. tritici, buğdayda sarı pas hastalığına sebep olan obligat biotrofik bir 

patojendir.  Bu hastalık dünya çapında buğdaya en fazla zarar veren hastalıklardan biridir; 

başta bizim bulunduğumuz bölge olmak üzere dünya buğday üretimi için en büyük 

problemlerden birini oluşturmaktadır (Singh ve Huerta-Espino, 2000). Obligat parazit olması 

sonucu bu patojen besiyerinde büyütülememektedir ve üredosporlar aracılığıyla katı 

aseksüel çoğalması moleküler genetik çalışmaların yapılmasını zorlaştırmaktadır.   

 
PST uğradığı mutasyonların kazanımlarıyla hızla evrimleşmekte böylece yeni virulan ırklar 

oluşmaktadır (Wellings  ve  McIntosh, 1990; Hovmøller ve ark, 2002).  Buğday ve patojen 

arasındaki bu silahlanma yarışı çoğu zaman ve hızlıca buğdayın patojene karşı dirençsiz 

hale gelmesi ile son bulmaktadır (Enjalbert ve ark, 2005).  Kuzey batı Avrupa’da her 2-3 yılda 

bir, mutant ırklar baskın olanlarla yer değiştirmekte böylece dirençli bitkiler üzerinde pas 

oluşturarak hastalığın yayılmasına sebep olmaktadır (Wellings  ve  McIntosh, 1990).  

 

Bu hastalık ciddi bir salgın durumunda %90’lara varan oranlarda toplam ürün kaybına yol 

açabilmektedir. Diğer pas hastalıklarında olduğu gibi toplam ürün kaybı etkilenen alanla 

doğru orantılıdır.   Sarı pas hastalığı yeni bir hastalık olmamasına rağmen (geçmişte daha 

çok soğuk iklimlerde görülen bir hastalıktı (örneğin. ABD’nin Pasifik kuzeybatı bölgeleri)) 

patojenin yeni evrimleşen türleri daha sıcak bölgelerde de çoğalabilecek adaptasyonu 

sağlamayı başarmıştır (Milus ve ark,  2009).   

 
Virulan potensiyelinin zararını yavaşlatmak ya da en azından şiddetini azaltmak için 

yapılacak çalışmalar, patojenin evrimsel gelişimini açıklayarak direnç mekanizmaları 

geliştirmekte daha etkili stratejiler izlenmesine yardımcı olacaktır. Bitkiler, patojen ve 

zararlılar tarafından saldırıya uğradıkları zaman oldukça karmaşık ve içiçe geçmiş hücre içi 

mekanizmalarla bu saldıralara karşı koymaya çalışırlar.  Çoğu kez genotiplerinden 

kaynaklanan özelliklerin belirleyeceği doğrultuda saldırılara karşı duruşları –savunmaları- ya 

başarılı ya da başarısız olmaktadır.  Diğer yandan patojenler ya da zararlılar, bitkiler ile 

birlikte evrim süreci boyunca karşılıklı olarak geliştirdikleri patojen-bitki ya da zararlı-bitki 

arasındaki ilişkileri, bitkilerin gerçekleştirebileceğinden daha hızlı bir şekilde yeniden 

belirlemekte ve dönüştürmektedirler.  Bu ilişki sürekli, dinamik, dönüşen ve karşılıklı etkileşen 

bir ilişkidir.  Bitki ıslahçılarının çok iyi bildikleri durumlardan birisi de, en az 12 ile 15 yıl süren, 

emek yoğun,  klasik ıslah yöntemleri kullanılarak herhangi bir hastalığa ya da zararlıya karşı 

geliştirilen yeni bir çeşit, bir kaç yıllık tarla ömründen sonra, kazandırılmış olan dayanıklı 
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olma özelliğinin kaybedilmesi gerçeğidir.  Bu istenmeyen gelişmenin en önemli 

nedenlerinden birisi patojene ait virülan proteinlerinde çevresel koşullara bağlı olarak, 

örneğin; farklı sıcaklık, nem ya da kuraklık durumu gibi, mutasyon oluşmasıdır.  Bu durumda 

bitkideki dayanıklılık faktörü mevcut olsa bile, bitki kendisine saldıran patojene ait olan ve 

daha önce tanıdığı proteinleri tanıyamaz ve bu nedenle diğer savunma mekanizmalarını 

harekete geçiremez, dolayısıyla hastalık gelişir.   Bu durum gene-karşı-gen dirençlilik 

mekanizmasının çökmesi olarak tanımlanabilir.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Şekil 1.1 Patojen-bitki proteinleri arasındaki etkileşim. A: Dirençli bitki: Dirençli bitkinin R-

proteini patojene ait Avr proteini ile kimyasal etkileşime girebiliyor, bu sayede sinyal iletimi 

yolu ile bitkinin savunma sistemleri aktif duruma geçiyor.   B: Patojene ait Avr proteininde 

meydana gelen bir mutasyon bitkinin bu proteini tanıyamamasına ve hastalık oluşumuna 

neden oluyor; bitkide bir R-geni mevcut olduğu halde, bu değişen patojen bulaşması sonucu 

hassas bitki semptomları gösteriyor, yani hastalık oluşuyor.  
 
 

Dirençli bitkiye patojen saldırısı sonucu bitki son derece hızlı bir şekilde enfeksiyonun 

gerçekleştiği noktada programlanmış hücre ölümü mekanizmasını çalıştırır.  Bitkinin bu yanıtı 

‘hypersensitive response’ (HR) olarak da bilinir.  Bu sayede bitki, patojenin gereksinim 

duyduğu beslenme ve çoğalma yeteneğini sınırlandırmış olur.  Patojen diğer hücrelere 

saldıramaz.  HR ile birlikte gelişen bir başka önemli değişiklik ise bitkinin ölmekte olan 

Resim: Akkaya Lab 
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hücrelerinde bazı sinyal moleküllerinin hızlı bir şekilde artmasıdır, bu moleküller çeşitli 

savunma gen ürünleridir (Hammond-Kosack ve Jones, 1996; Hammonnd-Kosack ve Jones, 

1997; Dangl ve ark, 1996). Bitkinin oluşturduğu bu tepkilere ek olarak pek çok fizyolojik 

değişiklikler de ortaya çıkar, örneğin; reaktif oksijen radikalleri, superoksit, hidrojenperoksit 

oluşumu, iyon geçirgenliğindeki değişiklik sonucu hücre içi pH’ın değişmesi, hücre duvarının 

kalınlaşması, ikincil sinyal molekülleri diye adrandırılan NO gibi moleküllerin salınması, 

‘phytoalexin’ gibi antifungal ve antibakteriyel moleküllerin ve ‘patojen-ilgili’ diye adlandırılan 

proteinlerin (Fritig ve ark, 1998) örneğin; gulkokinazlar ve kitinazlar gibi) sentezlerinin 

artmasıdır (Hammonnd-Kosack ve Jones 1997).  Bitkinin verdiği bu tepkiler sonucu sinyal 

iletim mekanizması çalışır bitkinin doğası gereği var olan (innate) immün sistemi ile bitki, 

patojen saldırasına karşı kendini savunur (Medzhitov ve  Janeway,1998).  ‘Innate’ savunma 

mekanizmasını harekete geçirmiş olan bitki ikincil patojen saldırılarına karşı kendini salisilik 

asit ve jasmonik asit salgılaması ile bazı genlerin de sentezlenmesini artırıp ‘sistemic-

aquiered response’ (SAR) savunması denilen mekanizması ile savunmaya geçirir (Alvarez 

ve ark, 1998; Rasmussen ve ark, 1991; Dong, 1998).  SAR sayesinde bitki henüz enfekte 

olmamış hücrelerin de savunmasını hazır bulundurmuş olur.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



11 
 

2. LİTERATÜR ÖZETİ 
 

2.1 Dirençlilik mekanizması 
 

Bitkilerin patojenleriyle olan ilişkilerini ve bitkilerdeki karmaşık direnç mekanizmalarını 

açıklamak üzere deneylerle desteklenen görüşler, gene-karşı-gen ve gard (guard) 

hipotezleridir.  Bu mekanizmalar spesifik ırklara karşı dirençlilik oluşturmayı açıklamaktadır. 

Ayrıca yavaş paslama denilen kalıcı direnç genleri ise -ki bunların mekanizmaları henüz tam 

olarak anlaşılmış değildir; sarı pasa karşı olanlar henüz klonlanmıştır (Krattinger ve ark, 

2009; Fu  ve ark, 2009), bir başka pek çok patojen ırkına, ya da bazen çeşitli patojenlere 

birden daha az oranlarda dirençli olabilirler.  Gene-karşı-gen hastalık dirençlilik mekanizması 

sonucu oluşan aşırı duyarlılık mekanizmasında (HR-Hypersensitive response) bitki kendi 

hücrelerini öldürüp enfeksiyonun ilerlemesini engellemektedir.  Bitki-patojen iletişiminde gene 

karşı, bir gen hipotezini destekleyen bulgular mevcuttur ve patojen tarafından özgün olarak 

üretilen avirülan sinyal peptitilerine sahip proteinlere karşılık, bitkilerin R dirençlilik genleri 

tarafından üretilen özgün reseptör ya da reseptöre benzer sitoplasmik proteinlerin sinyal 

iletim mekanizmalarını uyararak HR'a yol açtığı ve patojenin çoğalmasını engellendiği daha 

önceki çalışmalarda ortaya konmuştur.  En önemli örnek Flax pas  patojeni Melampsora lini 

AvrM’dır.  AvrM flax bitkisinde M R-proteini ile doğrudan etkileşmektedir ve HR sonucu direnç 

mekanizması harekete geçer (Catanzariti ve ark, 2010; Ve ve ark, 2013). Her ne kadar flax 

pas bir pas patojeni de olsa sarıpas genomunda AvrM gen sekansına benzer bır sekansa Pst 

genomunda rastlanmamıştır.  Bu sonuç benzer taksom bile olsalar patojenlerin bitki türleri 

üzerinde yüksek düzeyde özelleştiğinin bir örneği olarak değerlendirilebilir.  Bununla beraber 

dirençlilik mekanizmasının çalışması için dirençlilik genlerinin konukçu bitkiye ait ‘Guard’ 

proteinleri ile ilişki kurması gerektiği literatürde sunulmuştur.  Ancak bu durum daha çok 

bakterilere karşı dirençlilik mekanizmalarında gösterilmiştir. 

 

Son 10 yıla yakın bir zamandır, özellikle bakteri kökenli ve fungal patojenlerle yapılan 

çalışmalar ışığında anlaşıldığı üzere, bitkilerin patojenlere karşı immünite geliştirme 

yöntemlerinden biri olan “gene-karşı-gen” hipotezi geçerliliğini korumuş olmakla birlikte daha 

kapsamlı tanımlanan görüşler oluşmuştur.  Patojenin salgıladığı PAMP (pathogen 

associated molecular patterns) diye adlandırılan çeşitli moleküler yapılar azot içeren 

polisakkaritler, şeker-lipidleri, proteinler, bitki hücre membranındaki reseptörlere (PRR) 

bağlanarak PAMP ile uyarılan immunite (PTI) oluşturur. R-geni (direnç geni) içeren bitkide, 

patojenin hücre içine doğru yaptığı uzantı ile doğrudan ya da önce apoplastik sıvıya 

aktarıldıktan sonra hücre içine geçebilen efektörler, eğer bitki dirençli ise, sahip olduğu 
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sitoplasmik NB-LRR domainleri (NBS Nükleotit bağlanma bölgesi ve LRR çoklu Lösin tekrar 

bölgesi) içeren reseptör benzeri R-proteinleri ile ilişkiye geçip, efektör tarafından uyarılan 

immünite sağlanır (ETI). Yani ETI ırk spesifik efektörlerle başlatılmaktadır (Chisholm et al., 

2006). Ancak eğer bitki ve patojen uyumlu ise yani hastalık oluşabiliyorsa, patojen 

“haustoria” oluşturacağı için “haustoria”dan hücre içine gönderilen efektör proteinler bu kez 

bitki tarafından tanınamaz ve “efektör uyarılan hassasiyet” (“Effector triggered susceptibility”-

ETS) yani hastalık oluşur.  PTI ve ETI savunma mekanizmaları birbirlerinden farklı gibi 

görünse de sinyal iletimi sonrasındaki aşamada oluşan üminite her ikisinde de oksijen 

radikallerinin oluşmasına “reactive oxygen species (ROS), MAP-kinazların aktivasyonuna, 

hormon sinyaline, transkripsiyonun yeniden programlanmasına ve programlanmış hücre 

ölümüne  (Programed Cell Death (PCD)) yol açar.  Bu nedenle ne tür efektörlerin hangi 

genotipte hangi NB-LRR tipi proteinleri (R-gen ürünü/R-proteini) tarafından tanındığının 

bulunması, bu efektörlerin hangisinin avirulan proteini olduğunun anlaşılmasını ve bitkinin 

karmaşık direnç mekanizmasının çözülmesini sağlayacaktır.   

 

2.2 Bitki dirençlilik genleri (R-genleri) 
 

Bugün birçok R dirençlilik geni bir çok model bitkilerden izole edilmiş ve klonlanmıştır 

(Staskawicz, 2001, Şekil 2.2). R-proteinleri protein yapıları açısından sınıflara ayrılır.  Genel 

olarak pek çok bitkideki R-proteinlerinin yapısında yaygın olarak NBS Nükleotid bağlanma 

bölgesi (Nucleotide binding site) ve LRR çoklu Lösin tekrar (Leucine Rich Repeat) bölgesi 

bulunmaktadır.  HR ve diğer nekrotik reaksiyonların sonucunda sistemik kazanılmış 

dirençliliğin tüm bitkide genel savunma sistemini harekete geçirdiği düşünülmektedir. Tanıma 

ve dirençlilik sağlamada reseptör-ligand modelinde R dirençlilik geni domates Cf-9 geninde 

olduğu gibi hücre dışı bir reseptör olabileceği gibi, tütün N dirençlilik genindeki hücre içi bir 

reseptörü de kodlayabilir.  Bu modeldeki ligand, patojen avirülan geninin direkt veya indirekt 

ürünü olabilir.   
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Şekil 2.1. Bazı R-genleri. Staskawicz, 2001 yayınından alınmıştır. 

 

 

2.3 Bitki patojen etkileşimi  
 

Çoğu biyotrofik mantar patojeni konakçı bitki üzerinde beslenme amacıyla haustoriya denilen 

yapılar oluştururlar bu yapı sayesinde kendi efektör ve/veya avirülan proteinlerini bitki hücresi 

içine gönderebilirler.  Haustoriya oluşturan pas, külleme ve benzeri küf patojenlerinde 

avirulan avr genleri ve elisitör proteinleri bulunur.  Bitkilerin kullandığı dirençlilik 

mekanizmaları çoğu spesifik bitki patojen ilişkisinde patojen tarafından üretilen avirulan 

proteinin algılanması üzerine kuruludur. Bunun dışında özel olmayan patojenlere karşı basal 

dirençlilik mekanizmalarını ve sürekli olarak ürettikleri antimikrobiyal proteinlerini kullanırlar.  

Bitki dirençlilik mekanizmalarının bastırılması ve engellenmesi oldukça çeşitlilik arzeder ve 

patojenin parazitlik kapasitesi tarafından belirlenir.  Bu baskılamalar tam bir hastalık 

semptomunun oluşması için aslında gerekli olan bitki-patojen protein-protein ilişkileri sonucu 

ortaya çıkmaktadır. 
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2.4 Transkriptom sekans eldesi 
 

Bu patojenle moleküler düzeyde çalışmak oldukça zordur.  Bunun bir kaç nedeni vardır; i) 

Puccinia striformis f.sp.tiritici diğer pas hastalığı yapan Puccinia türleri gibi obligat biyotrofik 

parazit olduğu için ancak konukçusu olan bitki üzerinde gelişmektedir, ve henüz in vitro yolla 

kültüre alınamamıştır.  Bir diğer zorluk ise ii) Puccinia striformis f.sp.tiritici ara konukçusu 

yeni bulunmuştur (Zhao ve ark, 2013), henüz genetik çaprazlama çalışmaları yaparak önemli 

genleri haritalandırma yoluyla klonlamak mümkün olmamıştır.  Oysa patojen giderek artan 

alanları kaplamak kaydıyla buğdayda dünya çapında büyük kayıplara neden olmaktadır 

(Chen ve ark, 2014).  Bizim ülkemiz için de bu durum geçerlidir.  Epidemi oluştuğu zaman 

geçmişte bazı bölgelerimizde %90’a varan verim kayıpları yaşanmıştır.  Buğdayda diğer pas 

hastalıklarına neden olan, karapas ve kahverengi pas gibi, Puccinia türlerinin genom sekans 

çalışmaları başlamış ve sarıpasa neden olan 7 Puccinia striformis f.sp. tiritici ırkında genom 

sekans analizi yapılmıştır (Cantu ve ark, 2011).  Bu nedenle kendi ırkımızdaki transkriptom 

sekans analizi sonucu genlerin tanımlanması mümkün olmuştur.  Bu projede mikrodizin 

çipleri üretilmiş ve taranmıştır. Hastalığa neden olan aday genlerin bulunmasına olanak 

tanıyacak bilgi elde edilmiştir.  

 

Proje kapsamında bulduğumuz genlerle birlikte mekanizmaya yönelik pek çok bilinmeyen 

çözümlenebilir.  Örneğin bugün henüz PST’ye ait herhangi bir Avr geni klonlanmamıştır.  Bu 

genlerin işlevleri daha sonra çeşitli in vitro ve in vivo yöntemleri ile (gen aktarma) 

doğrulanabilinir.  Bu sayede “tagged protein co-immunoprecipitation”  yeast ikili hibrid gibi 

yöntemlerle patojen ve bitkinin ilişkide olduğu proteinler saptanabilir ve  Avr / R genlerinin 

biyokimyasal işlevlerinin ne olduğu, birbirleri ile nasıl ve hangi bölgelerden ilişki kurdukları, 

başka hangi faktörlerin bu gen ürünleri ile kompleks oluşturabildiği gibi bir çok temel sorular 

yanıtlanabilir.   

 

 

 

2.5 Son yıllarda elde edilen yeni veriler 
 

Son yıllarda, özellikle bakteri kökenli ve “oomycete” türü fungal patojenlerle yapılan 

çalışmalar ışında anlaşıldığı üzere, bitkilerin patojenlere karşı immünite geliştirme 

yöntemlerinden biri olan “gene-karşı-gen” hipotezi geçerliliğini korumuş olmakla birlikte 

tanımlamalar daha kapsamlı hale getirilmiştir.  Patojenin salgıladığı “Pathogen associated 

molecular pathern” e PAMP (Şekil 2.3) dahil olan yapılar azot içeren polisakkarit, şeker-
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lipidleri, proteinler olan moleküller bitki hücre membranındaki reseptörlere (PRR) bağlanarak 

PAMP ile uyarılan immunite (PTI) oluşturular.  R-geni (direnç geni) içeren bitkide, patojenin 

hücre içine doğru yaptığı uzantı ile doğrudan ya da önce apoplastik sıvıya aktarıldıktan sonra 

hücre içine geçebilen efektörler, eğer bitki dirençli ise, sahip olduğu sitoplasmik NB-LRR 

domainleri (NBS Nükleotit bağlanma bölgesi ve LRR çoklu Lösin tekrar bölgesi) içeren 

reseptör benzeri R-proteinleri ile ilişkiye geçip, efektör tarafından uyarılan immünite sağlanır 

(ETI, Şekil 2.4). ETI ırk spesifik efektörlerle başlatılmaktadır (Chisholm ve ark, 2006; Jones 

ve ark, 2006).  Ancak eğer bitki ve patojen uyumlu ise yani hastalık oluşabiliyorsa, patojen bu 

kez “haustoria” oluşturacağı için “haustoria”dan hücre içine efektör proteinler gönderir, 

uyumlu enfeksiyonlarda bu proteinler bitki tarafından tanınamaz ve “efektör uyarılan 

hassasiyet” (“Effector trigered susceptibility”-ETS) yani hastalık oluşur.  PTI ve ETI savunma 

mekanizmaları birbirlerinden farklı gibi görünse de sinyal iletimi sonrasındaki aşamada 

oluşan immünite her ikisinde de oksijen radikallerinin oluşmasına “reactive oxygen species 

(ROS), MAP-kinazların aktivasyonuna, hormon sinyaline, transkripsiyonun yeniden 

programlanmasına ve programlanmış hücre ölümüne  (PCD) yol açar.  Bu nedenle ne tür 

efektörlerin hangi genotipte hangi NB-LRR tipi proteinleri (R-gen ürünü/R-proteini) tarafından 

tanıdığının bulunması, bu efektörlerin hangisinin avirulan proteini olduğunun anlaşılmasını ve 

bitkinin karmaşık direnç mekanizmasının çözülmesini sağlayacaktır.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 2.2 Patojen efektörlerinin oluşturduğu PAMP; PTI ve ETI. Dodds ve Rathjen, 2010 

yayınından alınmıştır. 
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Şekil 2.3 Patojen efektörlerinin hastalık ve ETI mekanizmasındaki rolü. Hogenhout ve ark, 

2009 yayınından alınmıştır. 

 

Sarı pas hastalığına neden olan Puccinia striiformis f. sp. tritici (Pst) genom sekansına ait 

NCBI-wgs veri-bankasında 7 genom sekanslama projesine ait “contig” sekans verileri 

girilmiştir (Cantu ve ark, 2011). 

 

Sarı pas patojeninin genlerinin bilinmesi, ulusal ve uluslararası tahıl pası araştırmaları 

topluluğuna da yeni oluşan değişen virulansı izleme ve etkili direnç genlerini ıslah 

programları için seçme imkanı verecektir, bitki-patojen etkileşmesinde görevli ortak veya türe 

özgü genlerin bulunması ve bunların görev aldığı biyolojik mekanizmaların anlaşılması 

sağlanacaktır. Bu bilgiler tahıl ailesinde hastalık yapan sarı pas çeşitlerinin kontrolünü 

sağlamak için daha etkili stratejiler izlenmesinde kullanılacaktır. 
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 
 

 

3.1 Örneklerin hazırlanması 
 

Sarı pas 

Laboratuvarımızda virulans özelliklerini bildiğimiz bizim topraklarımızdaki ekili buğday 

alanlarından toplanmış ve sonrasında ayırıcı hatlar üzerinde test edilip virulanları saptanmış 

olan Puccinia striiformis f.sp. tritici sporları çoğaltılmıştır.  Bu proje bize ait pas örneklerinde 

yapılmış olan ilk kapsamlı moleküler biyoloji çalışmalarını içerir.   Tarım Bakanlığına ait 

Enstitülerde sarıpas inokülasyonları tarla yapılmakta ve çeştler dayanıklılık testi için taranır.  

Bu çalışma ırk saflaştırılmasına gerek duyulmaksızın yapılmaktadır. Bu nedenle biz ırkları Dr. 

Cladue Pope’un Fransa, INRA’da dünya sarıpas ırkları ile yaptığı bir çalışma sonucu 

saflaştırdığı Türk ırklarından birini kullandık.  Kullandığımız ırk M1 / J05680M2 / TR09-97 

olarak adlandırılmıştır.  Aşağıdaki çizelgede virulan oldukları genler belirtilmiştir. 

 
Virulan 
V1 V2 V3 V4 V5 V6 V7 V8 V9 V10 V15 V17 V24 V25 V26 V27 
- + - - - + + + + - - - - + - - 
Virulan 
V32 A SU SD SP JUB EP VIC MICH        
- + - - - - + + +        

 
Bitki çeşitleri 
 
Avocet-S ve Avocet-Yr10 çeşitleri Dr. Colin Wellings’in ürettiği sarıpas ayırıcı ırklarıdır ve 
Süriye, Halep ICARDA ofisinden elde edilmiştir. 

3.2 Bitkilere sarı pas bulaştırılması (inokülasyonu) 
 

Örnekler bitki büyüme kabininde sporlarla inoküle edilir.  Her izolat için ayrı bir kabin 

kullanılır.  Bitkilerin yapraklarına 1-2 damla tween 20 içeren su sıkılarak yapraklar yoğun bir 

şekilde ıslatılır.  Daha sonra sporlar (talk pudrası ya da mineral yağ karıştırılarak) püskürtme 

yoluyla bitkiye aşılanır (inoküle edilir).  (Şekil 3.1).  

 

 

 

 

 

Şekil 3. 1 Sarı pas sporlarının        

bitki inokülasyonu. 
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Sıvı azotta ya da 4 oC’de “desiccator” içinde saklanan pas sporları, bulaştırma için 

kullanılmadan önce 42 ºC de 5 dakika ısıtılarak aktifleştirilir. Saksıların içinde bulunduğu 

kabinin yüksek nem sağlaması ve bu nem oranını koruması için alt kısmı su ile doldurup, 

inokülasyon yapılmış bitkilerin 10 ºC sıcaklıkta karanlıkta gece boyunca inkübasyonu 

sağlanır.  Inkübasyon sonrası bitkiler sodyum lambası aydınlatmalı (240 imol m-2 s-1) 

iklimlendirme dolabına alınır ve 16/8 saatlik ışık periyotlarında (aydınlık/karanlık) büyütülür. 

Gündüz/gece sıcaklıkları  20 ºC/15 ºC olup bağıl nem oranı % 60 olarak ayarlanır.  Daha 

sonra örnekler önceden karar verilmiş zaman aralıklarında (time point, 24 hpi, 72 hpi, 10 dpi) 

toplanır.  Sporların aktifliği ve inokülasyonun başarısı hassas bitkilerde hastalığın gelişmesi 

için beklenir ve 14-17 gün incelenir. 

 
 
 

3.2 RNA saflaştırılması 
 

RNA izolasyonu patojen inoküle edilmiş hassas ve dirençli bitki örneklerinden trizol 

kullanılarak yapılmıştır.  

 

Kullanılacak bütün malzemeler DEPC uygulamasına tabii tutulur ve sıvı azotla soğutulur. 200 

mg yaprak tartılıp ependorf tüpe konur.  Havanda öğütülen örnekler 2 mL’lik ependorf tüplere 

aktarılır.  Örneklerin üzerine 1 mL trizol reaktifi eklenir ve 5 dakika oda sıcaklığında 

bekletililir.  Trizol reaktifinin 5’te biri hacimde (200 µL) kloroform eklenir, 15 saniye hızlıca 

karıştırdıktan sonra 3 dakika oda sıcaklığında bekletilir. 12000 x g’de 4 0C’de 15 dakika 

sentrifüj edilir. RNA içeren su fazı yeni bir tüpe aktarıllır. Trizol reaktifinin yarısı hacimde (500 

µL) izopropanol eklenip yavaşça karıştırılır. 10 dakika oda sıcaklığında belketilen örnekler 

15300 x rpm’de 4 0C’de 10 dakika sentrifüj edilir. “Supernatant” atılıp, “pellet” 1 hacim (1 mL) 

soğuk etanolle yıkanır. 10000 x g’de 4oC’de 5 dakika sentrifüj edilip etanolden kurtulunulur. 

Etanolden tamamen kurtulmak için kurutulmaya bırakılır. 50 µL RNase’siz suda çözülür ve 

55  0C’de 10 dakika bekletilir.  Izole edilen RNA örnekleri daha sonra 1% agaroz jelde 

yürütülülür.   

 

 

3.3 PST çimlendirimiş spor örneklerinden RNA izolasyonu 
 
Sarı pas sporları (700 mg) su agarının (%1 sterilize edilmiş agar) üzerine yayılıp 30 dakika 

bekletilmiştir. Daha sonra toplanan sporla 15 mL’lik steril tüpe alınmıştır. Spor örneklerinin 

üzerine sıvı azot eklenip uçması beklenmiştir. Ezme işleminin daha başarılı olması için bu 
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dondurup çözme işlemi 3-4 defa tekrarlanmıştır. Dondurup çözme muamelesinden sonra 

sporlar havana aktarılıp sıvı azot eklenerek ezme işlemine devam edilmiştir. Homojenize 

olmuş pas örneklerinin üzerine 1 mL Trizol çözeltisi eklenmiştir. 15 dakika oda sıcaklığında 

bekletildikten sonra üzerine 0,2 mL kloroform eklenmiş ve 15 saniye boyunca çalkalanmıştır.  

12000 x g  ve 4 oC’de 15 dakika boyunca santrifüj yapılmıştır. Üstte bulunan su fazı temiz bir 

tüpe aktarılıp üzerine 0,5 mL isopropil alkol eklenmiştir. Birkaç ters çevirerek örneğin 

karışması sağlanmıştır. 12000 x g  ve 4 oC’de 10 dakika boyunca santrifüj yapılmıştır. RNA 

yıkama aşaması için 1 mL %75 (DEPC’li su ile hazırlanmış) etanol eklenmiştir. 7500 x g  ve 4 
oC’de 5 dakika santrifüj yapılmıştır. Süpernatant dökülüp, RNA elde edilmiştir. RNA etanol 

uçana kadar bekletilmiştir. RNA çökeltisi in 100 µL PCR suyunda çözülmüştür. Daha iyi 

çözünme ve oluşan katlanmaların açılması için RNA çözeltisi 60 oC’de 10 dakika 

bekletilmiştir.  NanoDrop ile konsantrasyon tayini yapılmıştır. 
 
 

3.4 Patojen mRNA eldesi 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

Şekil 3.2 Zenginleştirilmiş PST mesajlarının eldesi (bakınız Ek A ve B: gelişme raporu 3 ve 

4) 

 

 

3.5 BGI transkriptom sekans analizi: “Sequencer FLX” sisteminin sekanslama kimyası  
 

454 sekanslama yöntemi Şekil 3.3 de özetlenmiştir.  Sekanlama FLX sisteminin çalışma 

mekanizması kısaca aşağıda sunulduğu gibidir.  Sekans sırasında nükleotitler sırayla 

Patojen 
gDNA 

Steril  
Nitroselüloz 
membran 

UV  
ve 
yıkama 

Patojen bulaştırılmış 
hassas bitkiden elde 
edilen toplam mRNA  

Ön 
hibridizasyon 

Hibridizasyon 
çözeltisi 

Hibridizasyon 

 Xkere 
yıkama 

Elüsyon 

Su 
 

Zenginleştirilmiş patojen 
mRNAsı 

 
Transkriptoma 
ait sekansların 
okunması 

Elüsyon 
sonrası 

Patojen mRNAsı eldesi  

Akkaya, M.S. tarafından çizilmiştir 
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“PicoTiterPlate”den geçirilir. Bu sırada herbiri milyonlarca özgün tek iplikçik içeren 

yüzbinlerce kürecik paralel olarak sekanslanır.  Eğer tek iplikçik nükleotit karşılığı olan 

“complementary” DNAyı kuyucukta bulursa polimeraz karşı sentezi gerçekleştirir ve CCD 

kamera kaydeder. The sinyalin gücü eklenen nükleotit sayısı kadardır.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 3.3 FLX sistemi sekans reaksiyonu.  Milyonlarca klon kopyaları herbir yakalanan 

kürecikte bulunur (FLX sistemi bilgilendirme slaytından (http://www.lifesequencing.com) 

sitesinden alınmıştır). 

 

 
İmaj Analizi 

 

GS FLX sitem programı herbir küreciğin pozisyonunu XY koordinatları olarak belirler.  

Sinyalin gücü sürekli kayedilir ve akış şeması olarak herbir kürecik için zamana karşı elde 

edilir.  Her 10 saatte bir okumalar GS FLX Titanium serilerinde bir milyon akış şeması 

oluşturur (Şekil 3.4). 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

Şekil 3.4 GS FLX sistem imaj prosesi. (http://www.lifesequencing.com sitesinden alınmıştır). 
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Transkriptom sekanslama 

 

 “Genome Sequencer FLX” sistem 400 ila 500 bç uzunluğunda okuma yapabilmektedir.  

Şekil 3.4 örnek hazırlama aşamalarını özetlemektedir.  Sekanlama için gerekli kütüphaneler 

gönderilen RNAlar üzerinde BGI tarafından yapılmıştır (Zhao ve ark, 2009; Maher ve ark, 

2009; Sugarbaker ve ark, 2008, Salehi-Ashtiani ve ark, 2008; Vera ve ark, 2008). 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Şekil 3.5Transkriptom sekans okumaları için örnek hazırlama aşamaları ve kütüphane 
yapılması (Beijing Genom Enstitüsü’nden transkriptom dizilim yöntemine dair bilgilendirme 
amacıyla alınmıştır).  



22 
 

3.6 Çiplerin hazırlanması  
 

Oligonükleotit tabanlı mikrodizin çipleri phosphoramidite kimyasalı kullanılarak doğrudan 

mikroskop camlarının üzerinde fotolitegrafik yöntemle Agilent tarafından üretilmiştir.  Herbir 

çipde yaklaşık 15000’i PST’ye, 45000’i ise buğdaya ait olmak üzere 61186 spot, her bir gene 

ait sekanslar 60 nt uzunluğunda nükleotitler olarak sentezlenmiştir 

(https://earray.chem.agilent.com).   Toplam 2 slide üzerinde 8’şerli 16 çip üretilmiştir (Şekil 

3.5 a,b).   

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 

 
Şekil 3.6 Mikrodizin analizi için tasarlanan ve üretilen çipler. a)Tasarım aktif sayfası (Agilent 
array programı kullanılması sırasında elde edilmiştir) (https://earray.chem.agilent.com), b) 
Çiplerin fotografı. 
 

a 

b 
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3.7 Çip taramaları için RNA hazırlanması 
 

Örnekler yöntem gereçler kısmında ayrıntıları sunulduğu gibi Trizal kullanılarak elde edilmiş, 

DNase uygulamasından sonra tekrar “Absolutely RNA Nanoprep kit” kullanılarak temizlenmiş 

ve örnekler tek renk fluoresan boya ile etiketlenmiş ve bir çok aşamadan geçtikten ve kalite 

kontrolleri tamamlandıktan sonra  hibridizasyon aşamasına geçilmiştir. Deneyin tüm 

ayrıntıları için (bkz One-Color Microarray-Based Gene Expression Analysis. 

(http://www.chem.agilent.com/library/usermanuals/public/g4140-90041_one-

color_tecan.pdf)). 

 

 

3.8 Çiplerin gen anlatım analizi için taranması 
 

Her bir örnek fluoresan boya ile etiketlendikten sonra hibridizasyon ve yıkamayı takip eden 

taramalar sonrasında hibridizasyon gerçekleşen spotlar saptanacaktır.  Bu aşama 

sonrasında çipler aşağıdaki şekilde fluoresan tarayıcılar tarafından görüntülenmektedir.  Her 

spotta hangi fragmana ait hangi sekanslar bulunduğu bilindiği için genlerin ne olduğu kolayca 

cihaza ait algoritima yardımıyla tespit edilecektir. 

 

 

3.9 Kullanılan yazılımlar, amaçları ve kısa özetleri; 
 

SignalP 3.0 ve 4.0: Sinyal sekanslarını tespit eden yazılım. Diğerlerine kıyasla şu an için 

konusunda en doğru sonuçları vermekte. HMM ve Yapay sinir ağları tabanlı algoritmalar 

kullanıyor. Çevirimiçi ve linux ortamında çalışabilen sürümlerini kullandık. Bulduğumuz 

sekanslarda sinyal sekansı olup olmadığını bu yazılım sayesinde test ettik. 

http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/ 

 

ORF Finder: Olası open reading frame bölgelerini tespit eden NCBI tarafından üretilmiş web 

tabanlı bir program. Biopython aracılığıyla ürettiğimiz bir araç yardımıyla ORF Finderdan 

SignalP 3.0’a yollayacağımız sekansları elde ettik. http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/gorf/ 

 

MEGA 5: Biyoenformatik alanında çok kullanılan bir sekans editleme yazılımı. Sonuçların 

görsel olarak incelenmesi, NJ ağaçlarının çizilmesinde kullanıldı. 

http://www.megasoftware.net/ 
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BioEdit: MEGA benzeri sekans yönetim yazılımı, nükleotit sekansları çevirmesinde 

kullanıldı. 

http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit/bioedit.html 

 

LocalBlast: NCBI çevrimiçi blast’ın yerel çalışan sürümü. Non-redundant veritabanı 

kullanılarak çalıştırıldı. Sekanslar arasında benzerlik olanların hızlı tespit edilmesinde 

kullanıldı. 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov 

 

Biopython: Python programlama dilinin biyoloji uygulamalarına özelleştirilmiş hali. Fasta ve 

newick formatın sekans okuma vb işlemlerde kolaylık sağlıyor. Ayrıca sekanlarda motif 

taramak için yine python dilinde küçük programcıklar hazırladık. Sekanların kesilmesi 

çevrilmesi çevrimiçi blast sunucusuna gönderilmesi işlerini de yine python ile yazdığımız 

programlarla yapıldı. 

http://biopython.org/wiki/Main_Page 

 

Clustal: Hem online hem yerel sürümü kullanıldı. Çoklu sekans hizalaması için kullanılan en 

popular yazılım. Sekans sayısının çok fazla olduğu durumlarda başarılı. 

www.clustal.org 

http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/ 

http://www.ch.embnet.org/software/ClustalW.html 

 

Muscle: Clustal’dan daha başarılı fakat daha yavaş çoklu hizalama yazılımı. Küçük boyutlu 

hizalama işlerinde Linux altındaki yerel versiyonu kullanıldı.  

http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/muscle/ 

 

NCBI CD: “Conserved domain database” Veri bankalarında mevcut olan protein 

anotasyonu yapılmış örneklerle karşılaştırıp protein domain ve olası işlev bulmak için 

kullanıldı. (Marchler-Bauer ve ark, 2011) 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/cdd.shtml. 

 

OrthoMCL DB: Ökaryotik genomlarda ortolog ve paraolog grupların bulunması için 

kullanıldı. 

http://orthomcl.org/orthomcl/ 
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3.9.1 Mikrodizin verilerinin analiz edilmesi 
 
Mikrodizin verileri BRB-ArrayTools (v4.3.2) programı kullanılarak analiz edilmiştir1. BRB- 

ArrayTools programı “R” yazılım dilinde “Bioconducter” paketini kullanarak “Microsoft Excel” 

eklentisi olarak mikrodizin analizi yapılmasına olanak sağlar. 

 

İlk olarak veri programa yüklenmiştir ve niceliksel normalizasyon uygulanmıştır. 

Normalizasyon işlemi teknik farklardan dolayı ortaya çıkabilecek farklılıkları (spesifik olmayan 

bağlanma, yıkama ve boyama aşamasından kaynaklanabilecek farklılıklar, arka plan 

gürültüsü gibi) eleyerek biyolojik veri üzerindeki gerçek farkların ortaya çıkarılmasını 

sağlamaktadır. 

 

Yüklenen ve normalize edilen veri “24 saat + pst uygulaması yapılan (3 örnek) ve 

yapılmayan (3 örnek)”, “10. gün +pst uygulaması yapılan (3 örnek) ve yapılmayan (3 örnek)” 

ve “resistant+10. Gün + pst uygulaması yapılan (2 örnek) ve yapılmayan (2 örnek)” olarak 3 

seferde analiz edilmiştir. 2 gruba ayrılan örnekler program içindeki sınıf karşılaştırması 

(Class Comparison) komutu (t-test) ile kıyaslanmıştır ve 2 kat üzeri değişiklik gösteren genler 

tespit edilmiştir (p<0,05). 

 

İstatistiksel olarak anlamlı (p<0,05) ve 2 kat ve üzeri değişiklik gösteren genler kümeleme 

analizine alınmıştır. Analizde genler ve örnekler hiyerarşik olarak “Average linkage” metodu 

ile kümelenmişlerdir. Kümeleme analizi için Cluster (v3.0) (http://bonsai.ims.u-

tokyo.ac.jp/~mdehoon/software/cluster/) programı2, kümeleme analiz sonucunun 

görüntülenmesi için ise Java TreeView (v1.1.6r4) programı3 kullanılmıştır. 
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4. BULGULAR VE TARTIŞMA 
 

 

4. 1 Puccinia striiformis f. sp. tritici (PST) “urediospore” çoğaltılması  
 

Buğdayda sarıpas hastalığına neden olan patojen PST bir obligat biyotrofik parasittir, bunun 

için  PST, proje başvurusunda ayrıntıları sunulan yöntem hassas bitki (Avocet-S; ekmeklik, 

yazlık, sarıpasa hassas çeşit) üzerinde büyüyebilmektedir.  Patojen (PST-TR/09-97 ya da 

PST-mix race) bulaştırılması sonrasında, sürekli olarak oluşan pas (urediospore) toplanıp, 

önce 4 oC’de nemden arınması için bir hafta desikatörde saklanmış, sonra -80 oC’de; RNA ve 

DNA izolasyonu için gerekli miktarın elde edileceği düşünüldüğü miktara ulaşılıncaya kadar, 

uzun süreli olarak saklanmıştır.   

 
Proje süresi boyunca bitkiler çimlenme aşamasından (toplam 2 saksı/her saksıda 10 tohum) 

sonra 8-10 gün boyunca bitki büyütme dolabında büyütülmüş, ve patojen bulaştırılmıştır.  

Pasın oluşumu için en az 15-17 gün geçmesi gerekmektedir, sonra ki bir iki hafta boyunca 

pas toplanır.  Oluşan paslar periyodik olarak toplanmış ve yukarıda belirtildiği şekilde 

saklanmıştır. Yeni oluşan ve bulaşma kapasitesi maksimum düzeyde olan pas sporunun bir 

kısmı bir yandan büyütülmekte olan başka bir set bitkinin bulaştırılması için kullanılır, bir 

kısmı ise gerekli izolasyonların yapılması için saklanmıştır (Şekil 4.1).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 4.1 Bitkilerin büyütülmesi, sarı pas inokülasyonu ve çoğaltılması, toplanması aşaması.  

10-12 günlük Avocet-S çeşidi flizleri ya PST-TR/09-97 ırkı ya da PST-mix ırk sporları ile 

inoküle edilmiştir.  Pas sporları inokülasyon sonrası 15. gün ve sonrası günlerde (pas 

oluşumunu sonrasında) toplanmıştır.    
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4.2 PST mesajlarının zenginleştirilmesi 
 

Patojen bulaştırılmış hassas bitkiden patojene ait mRNAların zenginleştirilmesi yöntemi Şekil 

3.1’de özetlendiği gibi yapılmıştır.  Deneyler sırasında her aşamada karakterizasyon 

yapılarak zenginleştirme yöntemi optimize edildiği halde,  BGI tarafından “doğrudan RNA 

sekanlaması” için kullanılmış ancak başarılı bir okuma elde edilememiştir.  Bu nedenle bu 

yöntem bırakılmış, zenginleştirme yapılmadan, toplam RNA üzerinde sekans okumaları elde 

edilmiştir.  

 
 

4.3 Biyoenformatik analizler için yol haritası tayini 
 
Yol haritası belirlemek için örnek olarak Blumeria graminis f. sp. hordei (BGH) genom 

sekansı “contig” lerini inceledik.  Genel olarak patojen efektör proteinleri genleri arasındaki 

sekans benzerliği çok düşüktür.  BGH genomu üzerinde bizim yaptığımız çoklu sekans 

hizalamaları da bu sonucu destekler olmuştur (Şekil 5), fakat intron-ekzon yapılarındaki 

korunmuşluk ortak bir atayı işaret etmektedir. 

 
 
Şekil 4.2  Potansiyel efektörlerin çoklu hizalanması. 
 

Efektör proteinlerin en önemli ortak özellikleri sinyal sekanslarının bulunmasıdır. Her ne 

kadar sekans benzerliği az olsa da, sinyal sekanslarının mevcudiyeti önemli bir ortak 

noktadır. Bu bağlamda oluşturduğumuz hipoteze göre eğer genom sekansında sinyal sekans 

bölgeleri tespit edilirse, potansiyel efektörler de bulunulabilecektir.  Yapılan analizler sonucu 



28 
 

elde ettiğimiz sonuçlar bunu destekler niteliktedir.  Sinyal sekanslarının bulunması, 

biyoenformatik açısından yoğun olarak çalışılmış bir alandır. yaptığımız literatür taraması 

“SignalP, v.3.0” programı bu konuda en başarılı olan ve öne çıkan yazılımdır.  “Biopython” ve 

“ORF-Finder” yazılımları yardımıyla saptadığımız kodlanabilecek olası ORF bölgeri, 

“SignalP, v.3.0” yazılımına yüklediğimizde yaklaşık 4500 N-terminusda sinyal peptit içeren 

protein saptadık.  Doğal olarak bu sayı daha önce literatüre eklenmiş yaklaşık 300 civarı 

efektör adayına kıyasla hayli yüksek bir rakamdı. Sayıyı anlamlı boyutlara indirmek ve de 

hipotezimizi test etmek için, bulduklarımızı literatürdeki efektörlerle “localblast” testi yaptık. 

Ayrıca yine literatürden edindiğimiz Blumeria graminis f. sp. hordei EST’lerini de 

bulduklarımız ile localblast testine tabii tuttuk. 

 
Sonuç beklediğimiz üzere yalnızca biyoenformatik yöntemlerin kullanılmasının da efektör 

proteinlere ulaşmamıza yardım edebileceğini gösterdi ve hipotezimizin doğruluğu hakkında 

önemli bir dayanak noktası oluşturdu.  Aynı mantıkla arada sekans benzerliği olmayanların 

da bulunabileceğini ispatladı.  Localblast ve çoklu sekans hizalama (multiple sequence 

alignment–MSA) sayesinde yaklaşık 1500 tane olası sekans bulduk. Bu sekansları mevcut 

literatürdekiler ile hizaladık. 
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Şekil 4.3. BGH genomunda sinyal peptit içeren genlerin sınıflandırılması. Kendi saptadığımız 

sinyal peptit içeren sekanslar ile literatürdekilerin (cDNA kütüphanesi okuma sonuçları) 

hizalanmasıyla oluşturuldu.  

 

Beklendiği üzere literatürdekiler ile olası sekanslar arasında belirli gruplar oluştu, bazı 

sekanslar ise literatürdekiler ile tam olarak hizalandı ki bu hipotezimizin doğruluğunun bir 

başka kanıtı. 
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Aşağıda dendrogramı oluşturmakta kullandığımız sekanslardan küçük (çok küçük bir örnek 

hizalama) bir kısım sunulmuştur Supercontig ön ekiyle başlayanlar bizim tespit ettiklerimiz, 

diğerleri ise literatürden alınan sekanlar. Aradaki eşleşme açıkça görünmekte.  

 

 
 
Benzer yöntemler kullanılarak, kendi transkriptom dizi analizimiz (sarıpas) sonucu elde edilen 

mesajlar üzerinde sinyal peptit olanlar saptanmıştır.   
 
 

4.4 Transkriptom sekans analizi için hazırlanan örnekler 
 

Patojen bulaştırıldıktan sonra çeşitli zaman aralıklarında elde edilmiş bitki örnekleri 

hazırlanmıştır (Tablo 4.1).  Bu örneklerden 10 dpi olanlar (Tablo 4.1. Şekil 4.3: AvocetS-

Mock. AvocetS+PSTmix, AvocetYR10-Mock, AvocetYR10+PSTmix) BGI’a transkriptom sekans 

okuması için gönderilmiştir.  Sonuçlar elde edilmiştir.  Transkriptom analizi için hazırlanmış 

olan aynı bitki örneklerinden pek çok kere RNA izole edilmiş ve Mikro-Dizin analizi için 

kullanılmıştır.  Aynı RNA’lar -80 oC’de saklanmıştır ve qRT-PCR analizleri yapılmıştır, 

gerektikçe kullanılacaktır.  
 

Tablo 4.1 Toplam RNA izolasyonu yapılmış bitki örnekleri. 

Samples:	 Mock	 Pathogen	 Mock	 Pathogen	 Mock	 Pathogen	
Plant	 Susceptible	 Resistant	 24	hpi	 24	hpi	 72	hpi	 72	hpi	 10	dpi	 10	dpi	
Avocet-S	 +	 -	 +	 -	 +	 -	 +	 -	
Avocet-S	 +	 -	 -	 +Pst	 -	 +Pst	 -	 +Pst	
Avocet-Yr10	 -	 +	 +	 -	 +	 -	 +	 -	
Avocet-Yr10	 -	 +	 -	 +Pst	 -	 +Pst	 -	 +Pst	
Avocet-S	 +	 -	 +	 -	 +	 -	 +	 -	
Avocet-S	 +	 -	 -	 +Pst	 -	 +Pst	 -	 +Pst	
Avocet-Yr10	 -	 +	 +	 -	 +	 -	 +	 -	
Avocet-Yr10	 -	 +	 -	 +Pst	 -	 +Pst	 -	 +Pst	
Avocet-S	 +	 -	 +	 -	 +	 -	 +	 -	
Avocet-S	 +	 -	 -	 +Pst	 -	 +Pst	 -	 +Pst	
Avocet-Yr10	 -	 +	 +	 -	 +	 -	 +	 -	
Avocet-Yr10	 -	 +	 -	 +Pst	 -	 +Pst	 -	 +Pst	

Mock: Kontrol. Pathogen: Puccinia striiformis fsp tritici (PST), Türkiye’de tarım alanlarından toplanmıştır. Koyu renkle belirtilen 
örnekler, transkriptom sekanslama analizi uygulanmasına karar verilen örneklerdir.  
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Şekil 4.4 RNA örneklerin agaroz jelde görüntülenmesi 1.  Tablo 4.1’deki örnekler %1 lik 

agaroz jel üzerinde her biri 1-2 µg olmak üzere yüklenmiştir.  

 
Yukarıdaki örneklerden haustoria (hassas bitkide) oluşumu başlayan zaman aralığındaki 

(enfeksiyondan sonraki 10.gün) örnekler BGI’ya gönderilmiştir.  Bu RNA örneklerinin RIN 

değerleri 7 ve üstünde BGI tarafıondan saptandığı için sekans analizi yapılması için uygun 

görülmüştür.   
 

 

4.5 Agilent mikrodizin taramaları için örneklerin hazırlanması 
 

Örnekler yöntem gereçler kısmında ayrıntıları sunulduğu gibi Trizal kullanılarak elde edilmiş 

RNA’lar üzerinde (Şekil 4.5), DNase uygulamasından sonra tekrar “Absolutely RNA 

Nanoprep kit” kullanılarak temizlenmiş, Nanodrop değerleri saptanmış, örnekler tek renk 

fluoresan boya ile etiketlenmiş ve bir çok aşamadan geçtikten ve kalite kontrolleri 

tamamlanıp  hibridizasyon aşamasına geçilmiştir. Deneyin tüm ayrıntıları için (bkz One-Color 

Microarray-Based Gene Expression Analysis.  

(http://www.chem.agilent.com/library/usermanuals/public/g4140-90041_one-

color_tecan.pdf)). 
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Şekil 4.5 RNA örneklerin agaroz jelde görüntülenmesi 2. Tablo 4.1’deki deney ikinci kez 

kurulmuş ve örnekler %1 lik agaroz jel üzerinde her biri 1-4 µg olmak üzere yüklenmiştir. 
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RIN değerleri 
 
Aşağıda bioanalyzer da elde edilen RIN değerleri sunulmuştur (Şekil 4.6).  RIN değerleri 

7’nin altında bulunan örnekler tekrar aynı toplam RNA stoklarından temizlenerek hazırlanmış, 

RIN değerleri 7 ve üzeri olarak elde edilmiş ve yukarda belirtildiği şekilde etiketlenmiştir. 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Şekil 4.6 Mikrodizin tarama analizi yapılan örneklerin RIN değerleri.*Tekrarlanmıştır. 
  

Avocet-S/24 hpi/Mock/r1 Avocet-S/24 hpi//Mock/r3 Avocet-S/24 hpi//Mock/r2 

Avocet-S/24 hpi/+PSTr1 *Avocet-S/24 hpi/+PSTr2 

*Avocet-S/10 dpi//Mock/r2 Avocet-S/10 dpi/Mock/r2 Avocet-S/10 dpi/Mock/r3 

Avocet-S/24 hpi/+PSTr3 

Avocet-S/10 dpi/+PSTr1 Avocet-S/210 dpi/+PSTr2 Avocet-S/10 dpi/+PSTr3 
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4.6 PST miRNA analizi 
 

PST sporları 18 saat su-agar’da bekletildikten sonra “germinated” Puccinia striiformis fsp 

tritici (PST) (Şekil 4.7) RNA elde edilmiştir.  RNA örneği yukarıdaki ikinci set örneklerle 

birlikte BGI’a small RNA dizi (olası miRNA analizi için) okuması için gönderilmiş aday miRNA 

benzeri sekanslar elde edilmiştir (Bakınız Ek D).  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 4.7 Su-agar’da 18 saat çimlendirilmiş Puccinia striiformis f.sp. tritici’nin (PST) ışık 

mikroskobundaki görüntüsü. 
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4.7 PST mikrodizin analizleri 
 

Mikrodizin analizlerinde farklı zaman aralığında hazırladığımız örneklerimizin hepsini 

kullanamamış olmamızın nedeni projenin kısıtlı bütçesinden kaynaklanmıştır.  Buna rağmen 

sadece hassas bitki üzerinde yapılan inokülasyonda iki farklı zaman aralığındaki 

(inokülasyondan sonra 24 saat (24 hpi)  ve 10 gün sonra (10 dpi) sonucu değişen genleri 

saptamaya yönelik analizler yaptık, ancak bu kez anlatım düzeyindeki değişen genlerin 

güvenilir bir şekilde saptanabilmesi her koşula ait 3 biyolojik  örnek ve kontrollerini hazırladık 

(Tablo 4.2). Yalnızca dirençli bitkide yapılan mikro dizin örnekleri için 2’şer adet biyolojik 

replika kullanılmıştır. Enfeksiyon sonrası 10. güne ait elimizde transkriptom analizi olduğu 

için, sınırlı sayıdaki mikrodizin çipimizi aynı durum örnekleri için kullandık. Enfeksiyondan 

sonra 24 saat içerisinde konuğa aktarılan proteinlere ait genlerin büyük çoğunluğu aktif 

olduğu için 24 saat örneklerinde de diferansiyel gen analizi yapıldı.   

 

Tablo	4.2	Mikrodizin	analizleri	için	kullanılan	örnekler.			
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Her üçlü örneğin (dirençli bitkiler için 2’li replikalar) benzer anlatım verdiği genlerin değişimi 

güvenilir kabul edildi.  T-testini geçen genler ve gruplar arasındaki anlatımı değişen genler ve 

‘heatmapleri’ (Bkz. HM-EK1)  aşağıdaki tablo ve şekillerde yorumları ile beraber sunulmuştur 

4.9). Analizler GeneScript kullanılarak yapılmıştır. Analizler sırasında kat sayısı değişimi 10 

olarak belirlenmiştir (FC:10, p<0.05). Literatürde mikrodizin analizleri sırasında 2 kattan fazla 

artış gösteren genlerin filtrelenmesi yaygındır. Analizler neticesinde 2 kattan fazla değişim 

gösteren gen havuzu çok geniş olması nedeni ile aday gen havuzunu daraltma amacı ile 

filtreleme 10 kattan fazla artış gösteren genlere göre yapıldı. 

Örnek	No	 Tanım	 Adı	 Biyolojik	tekrar	 24	hpi	 10	dpi	
1 Kontrol Avocet-S-Pst (24 hpi) 1. -  
2 Kontrol Avocet-S-Pst (24 hpi) 2. -  
3 Kontrol Avocet-S-Pst (24 hpi) 3. -  
4  Avocet-S+Pst (24 hpi) 1. +Pst  
5  Avocet-S+Pst (24 hpi) 2. +Pst  
6  Avocet-S+Pst (24 hpi) 3. +Pst  
7 Kontrol Avocet-S-Pst (10 dpi) 1.  - 
8 Kontrol Avocet-S-Pst (10 dpi) 2.  - 
9 Kontrol Avocet-S-Pst (10 dpi) 3.  - 

10  Avocet-S+Pst (10 dpi) 1.  +Pst 
11  Avocet-S+Pst (10 dpi) 2.  +Pst 
12  Avocet-S+Pst (10 dpi) 3.  +Pst 
13 Kontrol Avocet-YR10-Pst (10 dpi) 1.  - 
14 Kontrol Avocet-YR10-Pst (10 dpi) 2.  - 
15  Avocet-YR10+Pst (10 dpi) 1.  +Pst 
16  Avocet-YR10+Pst (10 dpi) 2.  +Pst 



36 
 

Sarı pas hastalığının buğday bitkisindeki gelişme fizyolojisi dikkate alındığında ilk saattlerin 

‘haustoria’ oluşumunda etkili olduğu ve gene bu zaman diliminde bitkinin defansının aşılması, 

etkisiz hale getirilesi söz konusudur. Enfeksiyondan sonraki 10. güne doğru spor 

oluşturulması ve üreme ile ilgili genlerin aktif olması beklenir. Bu nedenle, belirtilen zaman 

dilimleri arasındaki karşılaştırmalı anlatım düzeyi analizleri hastalığa neden olan virülans 

mekanizmalarının ve dirençliliğe neden olan avirulan mekanizmalarının deşifre edilmesi için 

kritik önem arz etmektedir. Bu nedenle ekibimiz enfeksiyon sonrası anlatım düzeyi analizi 

yapabilmek için Türk ırkı Pst TR09/97 ile enfekte edilmiş hassas ve dirençli buğday bitki 

örneklerini enfeksiyon sonrası 24. Saat ve enfeksiyon sonrası 10. gün de toplamıştır. Bu 

örneklerde Pst’ye ait yaklaşık 15000 gen, bitkiye ait 45000 gen taranmıştır. Sonuçlar analiz 

edilirken ilk olarak 24. saate ait örnekler kontrol grubu ile karşılaştırılmıştır (Tablo 4.3).  

Tabloda enfeksiyon sonrası 24. saatte, kontrol grubuna göre 10 kattan fazla artış gösteren 

genlerden en yüksek 50 tanesi listelenmiştir. Elde edilen listedeki adaylar, patojenin konak 

buğday yaprak hücreleri üzerinde hastalığın oluşumu sırasında en fazla artan adaylardır. Bu 

nedenle bu aday genlerin biyolojik fonksiyonunu saptamak ve karakterize etmek hastalığın 

oluşma sürecini anlayabilmek adına önem taşımaktadır. Aynı tabloda enfeksiyon sonrası 24. 

saatte artış gösteren ilk 50 genin hastalığın yayılma evresi olan enfeksiyon sonrası 10. 

günde nasıl değiştiğini gösteren değerler verilmiştir. Bu değerlerin karşılaştırmasının daha iyi 

anlaşılabilmesi için Şekil 4.8’de diferansiyel analizi gösteren grafik sunulmuştur. Aynı analiz 

sonucunda 43 genin yalnızca enfeksiyon sonrası 24. saatte aktif olduğu gözlenmiştir, bu 

genler enfeksiyon sonrası 10. günde hiç anlatım gerçekleştirmemiştir. Bu nedenle, bu 

genlerde fonksiyonel analiz ve karakterizasyon deneyleri için potansiyel aday olarak 

belirlenmiştir.      
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Tablo 4.3 Enfeksiyon sonrası 24. saatte (AvocetS+Pst(24hpi)), kontrol grubuna (AvocetS-
Pst(24hpi)) kıyasla artış gösteren ilk 50 Pst geni ve bu genlerin enfeksiyon sonrası 10 
günde değişimi.   

Gene symbol  FC-24hpi FC-10dpi FC log 24hpi/10dpi Parametricp-value 
CQM_06534T0 4190.09 259.37 16.15 < 1e-07 
CQM_06592T0 2008.47 170.9 11.75 < 1e-07 
CQM_03652T0 1074.72 60.38 17.80 < 1e-07 
CQM_10652T0 767.62 39.71 19.33 < 1e-07 
CQM_04848T0 754.23 72.45 10.41 0.0000006 
CQM_12118T0 713.2 64.39 11.08 0.0000001 
CQM_06641T0 585.15 129.78 4.51 < 1e-07 
CQM_02790T0 532.09 29.42 18.09 0.0000001 
CQM_08131T0 445.79 10.6 42.06 < 1e-07 
CQM_09942T0 403.7 18.85 21.42 0.0000002 
CQM_14651T0 402.11 20.15 19.96 0.0000003 
CQM_11109T0 375.97 33.16 11.34 0.0000006 
CQM_01573T0 328.71 39.47 8.33 0.0000006 
CQM_16373T0 306.3 26.73 11.46 < 1e-07 
CQM_13248T0 288.03 19.9 14.47 0.0000006 
CQM_13662T0 265.43 15.81 16.79 0.0000004 
CQM_00037T0 256.65 18.15 14.14 0.0000017 
CQM_03617T0 241.16 16.95 14.23 0.0000004 
CQM_06507T0 237.55 26.97 8.81 0.0000001 
CQM_01711T0 237.05 22.61 10.48 0.0000002 
CQM_02092T0 232.07 6.77 34.28 0.0000003 
CQM_07989T0 231.45 12.56 18.43 0.0000001 
CQM_10654T0 225.67 85.48 2.64 0.0000011 
CQM_06026T0 220.26 33.54 6.57 0.0000009 
CQM_01012T0 215.83 79.53 2.71 0.0000004 
CQM_01420T0 203.99 46.01 4.43 0.0000002 
CQM_09047T0 202.72 - - 0.0000003 
CQM_12979T0 201.52 69.03 2.92 0.0000004 
CQM_13547T0 201.21 184.76 1.09 0.0000001 
CQM_06838T0 186.17 14.78 12.60 0.0000006 
CQM_13661T0 178.09 15.21 11.71 0.0000005 
CQM_10622T0 159.25 11.19 14.23 0.0000009 
CQM_04865T0 146.67 5.8 25.29 0.0000005 
CQM_15973T0 140.32 5.18 27.09 0.0000004 
CQM_00650T0 139.3 14.86 9.37 0.0000011 
CQM_11111T0 136.77 12.51 10.93 0.0000009 
CQM_03450T0 126.67 60.05 2.11 0.0000006 
CQM_12366T0 123.28 11.78 10.47 0.0000024 
CQM_13645T0 111.58 4.25 26.25 0.0000021 
CQM_10653T0 108.63 144 0.75 0.0000005 
CQM_06809T0 108.47 38.97 2.78 0.0000004 
CQM_01177T0 106.76 9.22 11.58 0.0000019 
CQM_15093T0 106.72 21.27 5.02 0.0000015 
CQM_09044T0 96.97 13.81 7.02 0.0000061 
CQM_04011T0 94.26 21.65 4.35 0.0000008 
CQM_18139T0 94.01 11.84 7.94 0.0000012 
CQM_02936T0 92.23 8.12 11.36 0.0000006 
CQM_09255T0 90.75 3.92 23.15 0.0000017 
CQM_00958T0 90.67 13.21 6.86 0.000001 
CQM_02434T0 90.56 4.61 19.64 0.0000004 
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Şekil 4.8 Patojen genlerinin (Pst) 24. saat ve 10. gün karşılaştırması. Mavi sütunlar 
enfeksiyondan 24 saat sonrasında patojen tarafından  indüklenen genlerdeki değişimin 
ifadesi, kırmızı sütunlar ise enfeksiyondan 10 gün sonrasında indüklenen genlerdeki 
değişimin grafiksel gösterimi. (FC: Kat Sayısı değişimi, 24 hpi: Enfeksiyondan 24 saat sonra, 
10 dpi: Enfeksiyondan 10 gün sonra) 
 

Yukarıda, tablo 4.3’ün grafik gösterimi sunulmuştur. Bu grafikte enfeksiyon sonrası 24. saat 

ile kontrol grubuna göre en çok değişen ilk 50 gen alınmıştır. Belirlenen genler daha sonra 

enfeksiyon sonrası 10. gündeki anlatım seviyeleri ile kıyaslanmıştır. Örneğin; CQM_6534T0 

nolu gen, enfeksiyondan sonra 24. Saatte 4191 kat artarken 10. günde 259 kat artmıştır. 

Buna göre 24. saat ve 10. gün arasındaki farkın 10 kattan fazla olduğu 89 gen belirlenmiştir. 

Bu kıyaslamaya göre aradaki anlatım seviyesi farkının en büyük olduğu ilk 10 geni gösteren 

ayrı bir grafik oluşturulmuştur (Bkz. Şekil 4.9).  
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Şekil 4.9 24. saatte anlatım seviyesi, 10. güne oranla en fazla artmış olan 10 genin grafiksel 
gösterimi. 
 
 

Benzer şekilde 10. gün örnekleri de kontrol grubuna göre analiz edilmiş ve en yüksek anlatım 

seviyesi sahip genler Tablo 4.4’ de belirtilmiştir.  24 saat ve 10. gün örneklerindeki kontrol 

grubuna göre 10 kattan fazla değişim gösterenlere dair bir de ‘heatmap’ grafiği oluştulmuştur 

(HEAT MAP EKLERİ: HM-EK1) 
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Tablo 4.4 Enfeksiyon sonrası 10. günde (AvocetS+Pst(10dpi)), kontrol grubuna (AvocetS-
Pst(10dpi)) kıyasla artış gösteren ilk 50 Pst geni ve bu genlerin enfeksiyon sonrası 24. saatte 
değişimi.   

Gene symbol FC-10dpi FC-24hpi FC log 10dpi/24hpi Parametricp-value 
CQM_02173T0 4170.44 16.3 255.86 0.0005127 
CQM_20050T0 2298.88 - - 0.0006606 
CQM_15335T0 2248.94 - - 0.000704 
CQM_18915T0 1934.9 - - 0.0006709 
CQM_06332T0 1775.97 4.69 378.67 0.0006764 
CQM_12314T0 1182.47 - - 0.0007894 
CQM_11206T0 1015.83 2.71 374.85 0.001186 
CQM_13449T0 621.8 8.25 75.37 0.0010888 
CQM_08969T0 533.77 - - 0.0012579 
CQM_11391T0 470.07 7.26 64.75 0.0012606 
CQM_15918T0 454.21 7.53 60.32 0.001274 
CQM_19710T0 429.56 - - 0.0022144 
CQM_05886T0 429.21 7.45 57.61 0.0015103 
CQM_11091T1 421.72 - - 0.0011834 
CQM_17053T0 405.35 66.44 6.10 0.0016383 
CQM_05214T0 392.97 7.94 49.49 0.0015219 
CQM_11241T0 381.66 15.5 24.62 0.0015803 
CQM_19394T0 352.25 - - 0.0018195 
CQM_13397T0 306.28 - - 0.0011011 
CQM_12978T0 290.21 32.04 9.06 0.0018679 
CQM_05883T0 274.07 - - 0.0010386 
CQM_19772T0 273.55 - - 0.0012833 
CQM_04424T0 269.71 5.67 47.57 0.0014192 
CQM_02934T0 268.44 2.88 93.21 0.0015992 
CQM_01896T0 261.44 17.3 15.11 0.0016715 
CQM_02248T0 260.99 12.48 20.91 0.001847 
CQM_06534T0 259.37 4190.09 0.06 0.0000212 
CQM_09460T0 236.92 9.34 25.37 0.0017811 
CQM_18441T0 230.59 4.76 48.44 0.0018891 
CQM_11208T0 217.35 - - 0.0019389 
CQM_01255T0 215.43 11.43 18.85 0.0015468 
CQM_06536T0 213.61 2.45 87.19 0.0022448 
CQM_04639T0 203.82 10.54 19.34 0.0016212 
CQM_03101T0 189.88 3.98 47.71 0.0020845 
CQM_13547T0 184.76 201.21 0.92 0.0007203 
CQM_02614T0 183.08 14.2 12.89 0.0021692 
CQM_06552T0 182.4 3.07 59.41 0.0028507 
CQM_14247T0 173.91 4.44 39.17 0.0022868 
CQM_06592T0 170.9 2008.47 0.09 0.0000008 
CQM_12851T0 169.85 4.8 35.39 0.0023776 
CQM_14207T0 169.68 - - 0.0019472 
CQM_15536T0 157.37 15.77 9.98 0.0016109 
CQM_02394T0 153 8.09 18.91 0.0023302 
CQM_05064T0 150.75 - - 0.0249714 
CQM_07428T0 147.4 5.51 26.75 0.0083488 
CQM_10653T0 144 108.63 1.33 0.0027344 
CQM_05566T0 140.14 - - 0.0052622 
CQM_01329T0 140.06 16.87 8.30 0.0020769 
CQM_02113T0 136.96 - - 0.0024942 
CQM_10822T0 136.96 - - 0.0021569 
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Tablo 4.4’de 10. günde anlatım seviyesi 10 katın üzerinde artış gösteren Pst genlerinden en 

yüksek 50 tanesi listelenmiştir. Bu genlerin 24. saatteki anlatımları da gene bu tabloda 

kıyaslama yapabilmek adına sunulmuştur. 10. gün hastalığın yeni spor üretimi başladığı ve 

geliştiği dönemdir. Bu dönemde artış gösteren genler hastalığın fizyolojik açıdan 

gelişimi,yayılımı ve sürdürülebilmesi için gereklidir. Bu nedenle hastalığın erken evresinde 

aktif olan genlere göre diferansiyel bir analiz yapmak genlerin biyolojik fonksiyonu hakkında 

fikir edinmemizi sağlayabilir. Bu amaçla 10. gündeki genler, 24. saatteki anlatım düzeylerine 

oranlanmış ve sonuçlar grafik olarak aşağıda sunulmuştur.  

 
Şekil 4.10 Patojen genlerinin (Pst) 10. gün ve 24. saat karşılaştırması.  Mavi sütunlar 
enfeksiyondan 10 gün sonrasında patojen tarafından  indüklenen genlerdeki değişimin 
ifadesi, kırmızı sütunlar ise enfeksiyondan 24 saat sonrasında indüklenen genlerdeki 
değişimin grafiksel gösterimi. (FC: Kat Sayısı değişimi, 24 hpi: Enfeksiyondan 24 saat sonra, 
10 dpi: Enfeksiyondan 10 gün sonra) 
 
 
Yukarıdaki grafikte (Bkz Şekil 4.10) belirtilen analizler sonucunda 195 adet eşsiz gen 

bulunmuştur. Bu eşsiz genlerin 10. günde yüksek anlatım gösterirken 24. saatte hiç anlatım 

gerçekleştirmemiştir. Bu genler biyolojik fonksiyon ve karakterizasyon analizleri için mikro 

dizin analizi sonucu belirlenmiş, yüksek potansiyele sahip aday genlerdir. Aynı analiz 
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sonucunda 10. günde 24. saattte göre anlatımı 10 kattan fazla değişen 286 adet gen 

belirlenmiştir. Bu genlerden ilk 10 aşağıdaki grafikte sunulmuştur (Bkz Şekil 4.11).  

 

 
Şekil 4.11 24. saatte anlatım seviyesi, 10. güne oranla en fazla artmış olan 10 genin 
grafiksel gösterimi.  
	
	

4.8 Buğday mikrodizin analizi 
 

Proje kapsamında yapılan mikrodizin analizi sırasında Pst genlerinin yanı sıra, konak buğday 

bitkisinde enfeksiyon sonrası gerçekleşen değişimleri bulmak için ‘probe’lar kullanıldı. Bu 

analiz öncesi, dirençli ve hassas bitkide patojenle etkileşim sonrası ilk gün ve hastalığın 

yayılmaya başladığı 10. gün için bir diferansiyal analiz yapılması gerekiyordu. Dirençli ve 

hassas bitkide değişecek genler için karşılatırmalı gen anlatım düzeyi incelemeleri 

gerçekleştirdik. Bu amaçla, önce dirençli ve hassas bitkiye özel olarak değişen, eşsiz 

(‘unique’) genleri saptamak ve her ikisinde ortak olarak artan ama özellikle bir durum için çok 

daha fazla artan genleri belirledik.  

 

Elde edilen mikrodizin sonuçlarında ilk olarak kontrol grubuna göre 10 kat ve daha fazla 

artan ya da azalan genlerden oluşan bir havuz oluşturuldu. 10 kat sınırı, elde edilecek gen 

havuzunu dar tutmak ve en çarpıcı değişimlere sahip genlere odaklanmak için konuldu. 

Dirençli bitkide enfeksiyondan sonra 10cu gün için toplam 93 genin 10 kattan fazla arttığı, 2 

genin ise 10 kattan fazla azaldığı görüldü (p<0,05).  Bu genlerden ilk 50 tanesi aşağıda Tablo 

4.5’de sunulmuştur. Aynı genleri hassas bitkide nasıl tepki verdiğinin rahatça 

kıyaslanabilmesi için Tablo 4.5’de hassas bitkideki anlatım düzeyi değerleri de eklenmiştir. 

Bu kıyaslamanın grafiğe dökülmüş şematik görünümü Şekil 4.12’de sunulmuştur. 
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Tablo 4.5 Enfeksiyon sonrası 10. günde (AvocetYR10+Pst(10dpi)), kontrol grubuna 
(AvocetYR10-Pst(10dpi)) kıyasla artış gösteren ilk 50 buğday geni ve bu genlerin enfeksiyon 
sonrası 10. günde hassas bitkideki (AvocetS+Pst(10dpi)) değişimi.   
Gen	Sembolü	 FC*	10	dpi	(R)	 FC	10hpi	(S)	 FC	(R/S)	10dpi	 Parametric	p-value	
A_99_P326031	 *132,06	 195,45	 0,68	 0,030	
A_99_P167814	 94,8	 151,91	 0,62	 0,012	
A_99_P146197	 90,24	 27,71	 3,26	 0,021	
A_99_P148957	 69,68	 -	 -	 0,021	
A_99_P416053	 64,6	 11,24	 5,75	 0,023	
A_99_P348706	 59,85	 22,99	 2,60	 0,020	
A_99_P431562	 57,4	 48,19	 1,19	 0,047	
A_99_P211141	 52,71	 358,35	 0,15	 0,005	
A_99_P266781	 49,87	 26,15	 1,91	 0,030	
A_99_P004926	 46,64	 35,42	 1,32	 0,026	
A_99_P305361	 41,42	 -	 -	 0,025	
A_99_P211426	 39,12	 33,49	 1,17	 0,029	
A_99_P208341	 38,95	 -	 -	 0,041	
A_99_P210426	 33,33	 210,91	 0,16	 0,013	
A_99_P000516	 32,81	 441,76	 0,07	 0,008	
A_99_P566747	 32,27	 -	 -	 0,015	
A_99_P154447	 29,62	 21,71	 1,36	 0,025	
A_99_P259316	 28,57	 -	 -	 0,040	
A_99_P371427	 28,43	 17,1	 1,66	 0,034	
A_99_P287646	 27,68	 71,47	 0,39	 0,021	
A_99_P022179	 27,3	 14,59	 1,87	 0,023	
A_99_P220016	 26,84	 163,43	 0,16	 0,007	
A_99_P227711	 25,4	 -	 -	 0,013	
A_99_P263386	 24,2	 -	 -	 0,012	
A_99_P402547	 23,55	 -	 -	 0,034	
A_99_P220011	 23,04	 88,62	 0,26	 0,004	
A_99_P440452	 22,99	 126,32	 0,18	 0,005	
A_99_P060446	 22,72	 -	 -	 0,030	
A_99_P489702	 22,17	 -	 -	 0,003	
A_99_P346951	 22,17	 -	 -	 0,018	
A_99_P353791	 21,72	 53,53	 0,41	 0,042	
A_99_P438737	 21,36	 29,49	 0,72	 0,035	
A_99_P253296	 21,16	 13,13	 1,61	 0,021	
A_99_P205151	 20,62	 28,41	 0,73	 0,019	
A_99_P160972	 20,24	 14,35	 1,41	 0,009	
A_99_P225406	 19,99	 26,02	 0,77	 0,036	
A_99_P195538	 19,96	 -	 -	 0,049	
A_99_P568002	 19,87	 -	 -	 0,032	
A_99_P348551	 19,61	 -	 -	 0,047	
A_99_P245746	 19,44	 138,58	 0,14	 0,006	
A_99_P245731	 19,42	 156,98	 0,12	 0,006	
A_99_P509257	 19,39	 -	 -	 0,001	
A_99_P290031	 19,36	 37,59	 0,52	 0,048	
A_99_P071845	 19,19	 21,42	 0,90	 0,019	
A_99_P381837	 18,98	 14,54	 1,31	 0,021	
A_99_P442782	 18,86	 10,83	 1,74	 0,036	
A_99_P228046	 18,32	 182,39	 0,10	 0,013	
A_99_P304931	 17,53	 63,19	 0,28	 0,033	
A_99_P245726	 17,37	 176,45	 0,10	 0,019	
A_99_P224156	 16,43	 45,86	 0,36	 0,011	

FC: Kontrol grubuna göre anlatım düzeyindeki değişimi kat sayısı cinsinden ifadesini göstermektedir.  
(Örnek; *Kontrol grubuna göre 132 kat artmıştır.)  
FC (R/S): Dirençli bitkideki (R) değişimin, duyarlı (S) bitkideki değişime oranını göstermektedir.	 	
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Şekil 4.12  Bitki genlerinin (buğday) 10. gün hassas ve 10. gün dirençli karşılaştırması.  Mavi 
sütunlar enfeksiyondan 10 gün sonrasında patojen tarafından  indüklenen genlerin dirençli 
bitkide değişiminin ifadesi, kırmızı sütunlar ise enfeksiyondan 10 gün sonrasında indüklenen 
aynı  genlerin hassas bitkide değişiminin grafiksel gösterimi. (FC: Kat Sayısı değişimi, S: 
Hassas Bitki, R: Dirençli Bitki) 
 
 
Enfeksiyon sonrası 10. günde dirençli bitkide 10 kattan fazla artış gösteren 93 genden 31 

tanesi yalnızca dirençli bitkide anlatım göstermiş genlerdir. Bu nedenle bu genlerin, patojene 

verilen tepki ile doğrudan ilgili genler olması kuvvetle muhtemeldir. Aynı analiz sonucunda 

hassas bitkiye göre 2 kat ve daha fazla artış gösteren 3 gen saptandı. Hassas bitkiye göre 

artış gösteren ilk 10 gen Şekil 4.13’ de gösterilmektedir. Hem eşsiz genler hem de hassas 

bitkiye göre yüksek artış gösteren genlere bakıldığında çoğunluğunun biyolojik fonksiyonun 

henüz bilinmediği görülmektedir. Bu genler fonksiyon analizleri ve karakterizasyon 

çalışmaları için iyi birer aday teşkil etmektedirler.  
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Şekil 4.13 Enfeksiyon sonrası 10. günde dirençli bitkide anlatım seviyesi 10. günde hassas 
bitkiye oranla en fazla artan 10 bitki geninin grafiksel gösterimi.  
 
 
 
Yukarıda açıklanan analizler dirençli bitkide artış gösteren genler ve bunların hassas bitkideki 

kıyaslamalarına aittir. Aynı analizlerin hassas bitkide tekrarlanıp en yüksek artış gösteren 

konak genleri saptamak için tekrarladık. Tablo 4.6’da listenen genler, enfeksiyon sonrası 

hassas bitkide en fazla artış gösteren bitki genlerine aittir. Aynı tabloda bu genlerin dirençli 

bitkideki anlatım seviyeleri de kat sayısı olarak verilmiştir. Diferansiyel analiz için yardımcı 

olması adına bu kıyaslama grafik olarak Şekil 4.14’ de yansıtılmıştır. Hassas bitkide kontrol 

grubuna göre en az 10 kat artan gen sayısı 213’dür. 8 genin anlatımı ise kontrol grubuna 

göre 10 kat azalmıştır (p<0,05). Bu genlerden 157 tanesi sadece hassas bitkide enfeksiyon 

sonrası 10. günde anlatım gözlemlenmiş eşsiz (unique) genlerdir. 157 hassas bitkiye özel 

genin yanısıra, 30 gen ise dirençli bitkiye oranla 2 kattan fazla artmıştır. Bu genlerden en 

fazla kat artış gösteren ilk 10 tanesi Şekil 4.15’de sunulmuştur. Bu analiz sonucu çıkarılan bu 

genler, hastalığın bitkide etkilediği anlatımını etkilediği ya da gelişebilmek için ihtiyaç 

duyduğu genler olabilir. Bu nedenle de bu aday genler, biyolojik fonksiyon araştırma 

çalışmaları için önem taşımaktadır.  
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Tablo 4.6 Enfeksiyon sonrası 10. günde (AvocetS+Pst(10dpi)), kontrol grubuna (AvocetS-
Pst(10dpi)) kıyasla artış gösteren ilk 50 buğday geni ve bu genlerin enfeksiyon sonrası 10. 
günde dirençli bitkideki (AvocetYR10+Pst(10dpi)) değişimi.   
Gen	Sembolü	 FC	10	dpi	(S)	 FC	10	dpi	(R)	 FC	(S/R)	10dpi	 Parametric	p-value	
A_99_P000516	 441,76	 32,81	 13,46	 0,003	
A_99_P211141	 358,35	 52,71	 6,80	 0,002	
A_99_P210426	 210,91	 33,33	 6,33	 0,001	
A_99_P326031	 195,45	 132,06	 1,48	 0,001	
A_99_P228046	 182,39	 18,32	 9,96	 0,001	
A_99_P245726	 176,45	 17,37	 10,16	 0,001	
A_99_P220016	 163,43	 26,84	 6,09	 0,002	
A_99_P245731	 156,98	 19,42	 8,08	 0,001	
A_99_P167814	 151,91	 94,8	 1,60	 0,001	
A_99_P245746	 138,58	 19,44	 7,13	 0,001	
A_99_P245741	 136,38	 14,98	 9,10	 0,001	
A_99_P183462	 130,79	 15,04	 8,70	 0,005	
A_99_P440452	 126,32	 22,99	 5,50	 0,002	
A_99_P466672	 97,31	 15,37	 6,33	 0,004	
A_99_P220011	 88,62	 23,04	 3,85	 0,002	
A_99_P469957	 88,05	 -	 -	 0,002	
A_99_P228051	 83,52	 13,46	 6,21	 0,001	
A_99_P034109	 81,37	 -	 -	 0,001	
A_99_P062343	 80,34	 -	 -	 0,003	
A_99_P290021	 75,23	 -	 -	 0,001	
A_99_P506467	 73,31	 13,19	 5,56	 0,001	
A_99_P287646	 71,47	 27,68	 2,58	 0,002	
A_99_P403762	 71,08	 11,36	 6,26	 0,002	
A_99_P227991	 65,88	 15,16	 4,35	 0,001	
A_99_P304931	 63,19	 17,53	 3,61	 0,001	
A_99_P211081	 60,17	 -	 -	 6,50E-06	
A_99_P224186	 57,71	 15,29	 3,77	 0,001	
A_99_P116035	 56,94	 -	 -	 0,001	
A_99_P253921	 55,2	 10,33	 5,34	 0,001	
A_99_P493147	 54,78	 -	 -	 0,004	
A_99_P353791	 53,53	 21,72	 2,47	 0,013	
A_99_P129280	 52,7	 -	 -	 0,003	
A_99_P167804	 50,51	 11,29	 4,47	 0,001	
A_99_P431562	 48,19	 57,4	 0,84	 0,016	
A_99_P456122	 47,94	 -	 -	 0,001	
A_99_P422707	 46,45	 -	 -	 0,001	
A_99_P224156	 45,86	 16,43	 2,79	 0,002	
A_99_P220026	 43,78	 11,92	 3,67	 0,004	
A_99_P228041	 43,47	 13,32	 3,26	 0,001	
A_99_P491592	 42,79	 -	 -	 0,001	
A_99_P410167	 42,13	 -	 -	 0,001	
A_99_P214061	 41,12	 -	 -	 0,001	
A_99_P020754	 39,46	 -	 -	 0,001	
A_99_P235436	 38,21	 -	 -	 0,005	
A_99_P290031	 37,59	 19,36	 1,94	 0,005	
A_99_P004926	 35,42	 46,64	 0,76	 0,001	
A_99_P281411	 35,15	 -	 -	 0,001	
A_99_P163837	 34,98	 -	 -	 0,003	
A_99_P211426	 33,49	 39,12	 0,86	 4,21E-05	
A_99_P072590	 31,64	 -	 -	 0,001	

FC: Kontrol grubuna göre anlatım düzeyindeki değişimi kat sayısı cinsinden ifadesini göstermektedir.  
FC (S/R): Hassas bitkideki (S) değişimin, dirençli (R) bitkideki değişime oranını göstermektedir.  
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Şekil 4.14  Bitki genlerinin (buğday) 10. gün dirençli ve 10. gün hassas karşılaştırması.  Mavi 
sütunlar enfeksiyondan 10 gün sonrasında patojen tarafından  indüklenen genlerin hassas 
bitkide değişiminin ifadesi, kırmızı sütunlar ise enfeksiyondan 10 gün sonrasında indüklenen 
aynı  genlerin dirençli bitkide değişiminin grafiksel gösterimi. (FC: Kat Sayısı değişimi, S: 
Hassas Bitki, R: Dirençli Bitki) 
  
 
 
 
 
 
 
 

 
Şekil 4.15 Enfeksiyon sonrası 10. günde hassas bitkide anlatım seviyesi 10. günde dirençli 
bitkiye oranla en fazla artan 10 bitki geninin grafiksel gösterimi.  
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4.9 PST transkriptom sekans analizi 
 

Elde ettiğimiz RNA örneklerinin hepsinde transkritom sekans analizi yapılmamış olmasının 

en önemli nedeni bütçe yetersizliğidir.  Bu nedenle amacımız patojene ait mesajların 

bulunması olduğu için, hassas bitkide (Avocet-S) oluşabilen haustori’ya ait mesajların 

bulunmasına odaklanıldı.  Bunun için PST inokülasyonundan sonra ki 10. gün (10 dpi) seçildi 

(AvocetS+PST Mix-10 dpi).  Diğer örnekler ekpresyon düzeylerindeki değişiklikleri bulmaya 

yönelik analiz yapabilmek için sekanslatılmıştır.    

 

Tablo 4.7  Transkriptom analizi için seçilen örnekler. 

Örnek	No	 Örnekler	 -Pst	(“Mock”)	 Patojen	 Analiz	
	 Bitki	 Hassas	 Dirençli	 10	dpi	 10	dpi	 Sample	No	

1	 Avocet-S	 +	 -	 +	 -	
1	ile	2	
3	ile	4	
2	ile	4	

2	 Avocet-S	 +	 -	 -	 +Pst	
3	 Avocet-Yr10	 -	 +	 +	 -	
4	 Avocet-Yr10	 -	 +	 -	 +Pst	

 

Projemizin amacı PST’nin bitki hücresi içine gönderdiği proteinlere ait sekanları bulmak 

olduğu için okumalardan bitki genomuna ait olan çıkarıldı (buğdayın/konukçu bitkinin anlatım 

düzeyleri değişen genlerle ilgili araştırma bu projenin kapsamı dışında tutuldu).  AvocetS-Pst 

(10 dpi) ile AvocetS+Pst (10dpi) okumaları kıyaslandı ve artan, yani PST’ye ait olan genler 

saptandı, aynı şekilde AvocetYr10-Pst (10 dpi) ile AvocetS+Pst (10dpi) kıyaslandı ve dirençli 

bitki de PST’ye ait anlatım yapan genler de bulundu.   Daha sonra bulunan bu genler 

üzerinde AvocetYr10+Pst (10 dpi) ve AvocetS+Pst (10dpi) okumaları kıyaslandığında toplam 

10551 gene ait okumadan 3684 gen patojene ait olarak bulundu.  (Ne yazık ki dosya 

büyüklüğünden dolayı tüm sekansları bu raporda sunmak mümkün değil,Tablo 4.8 Pst 

“Unigenes”).  Bu genler üzerinde PST-78 transkriptomu (Broad Institude)  ile karşılaştırma ve 

anotasyon yapıldıktan sonra çeşitli analizler sonucunda (SignalP 4.1) N-terminus sinyal petit 

içerenler bitki hücresi içine yönleneceği için seçildi.  Patojen efektörlerini apoplastı 

hedefleyenler ve sitoplazmaya yönlenenler olarak kabaca ikiye ayırmak mümkün.  Apoplasta 

yönlenen efektörler genellikle kısa (+100 ile +200 amino asit) ve yüksek düzeyde sistein 

içeren proteinlerden oluşuyor.  Sisteinler kendi içlerinde disulfit bağları yapmak kaydıyla, 

effektör bitkinin apoplastda bulunan proteaz enzimlerine karşı dayanıklı olabiliyorlar (De 

Jonge ve ark., 2011). Bu nedenle bulunan genlerin protein sekansları içerdikleri sistein 

sayısına ve uzunluğuna göre gruplara ayrılarak analiz edildi.  Bu analizler sırasında DNA 

“contig”lere “hit” verenler ayrıldı. 
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Tablo 4.8. Binlerce “unigene” sekanslarından örnek 
>Unigene34112_All 
GTCCAACTTGAGTCTCTCGGAACCATTCGTAATGTAACTTTAATTTGGGATAGATCGAGACGAGGAATGATCTGGCCGACTGGGCATCCTCTA
AAAGCTTATCTGAAATTCGACCTGTTGTCTCGAAGATCTGTTGACCGCTATTGGCCATCCCCAAGTCGGCATCTGTTATACCGTCTTTGAAAC
CATCGACACCTTGGAATCGTTTGAACCTTTTTAGGTAGCTCGTTACTGCCATCGTTAATGTGGGTGGATTGGCATGGTTCGAATATTGAATTT
GAAATTCCGGTGGCACTTTACTGCGAGCCTCTTCTCCTAAAATCTGTTCTCGACCGACCCAACCGTCCCGATCGATCAACCGGATCCAACTCT
GGAGAATTTCTAAGCTCAAGTCATTATCCCAGGCTCCAATCAGAGCTAGATGAAAACCTTCATCCCAGTAGAATCCTCTGGGGAAGAAGGAGC
GACTGGGAGTGGCTGTAAATAATTCACGATCTTCGGTTAATTGAGGCTGACGTTTACGATCAACTCCACCTTCATCATCTTCCGAATTCCCAG
TAAATAATAAACCATCGTCATCGTAATCATGAGCGAAATTACGATCGACTATAGATGAACCATAAAAGTAACCTATTCCACCGATCATACTTG
ATACCATTTCCATAGCCATAGCTTGTTCTTCTACCGAATAATCTGAAATTATTTTGGGAAAGGTCGACTTAAAT 
>Unigene34113_All 
GAAAAACCAGCCGATGAGATTATGACGGCTTGGATTTGAATTTTAGCAAATTCCTTCGACCCTCTTCGATATTCATTGCGTCATCAATTAGTT
CAGGTTAGTACATAGCAGGGGAGGGAAGAAGAAGAGATGCTGTTGACCATCCCAGCAGCCAGACTGGGGCATCGACTACTCGCCACCATCCTT
CTCATCTCGACATCCTCTACCAGCTCATCAGGCTCGGAGGAACCAGAATCAGTATCAGCAGCAGAGTCACTCCGAATCGATTCAGACCAATCT
TTACTATGGGGTACCTATCGACCAAACCTTTACTTCGGTCTTCGCCCTCGTCAGCCTCACTCGTTGATGACCGGAATGCTCTGGTTCGGAACT
CAGGATTTCCAGAGTTTTGCTCGTACCCGTCACTCGTGCGAACAATCTGATGAACTCGATGGATACGGTTTTGATAAACACGATGGTAGAAAC
TTCGCATCCCATTACTTGAAGGATCAATTAAACAACTTCGACTTGCAGGTTCAAATGCTCAAAGTACCTGGCGGACAATATGGGGGATCATGG
GTACTTAGGATCAATGGAAAACCCTTAGACGAAGCTCGGCCTTCCAAGATCAGTCTCATTAACTACTTTGGATTAGATGGATTGGGCTCATTC
CAACTAGAAAATGAGGAGGATGAAGAGGGAATTGATGGGGAAGTCAAGATTGCTGGATCGACTAATCAGCTCGGAGACTTCACCATTCGCATC
AAAGACAGCCCCACAAATAAACCAGCAGTCGCCGCTGTTCACGCGGAAGA 
>Unigene38193_All 
GTCTTAACTTCTGGGATTGACGATTATCCGAGAGGGTTACCTCATGTTGGAGAGTTACATCTCGATCTGTTATGTTGGGTTGGCTTCTTTACT
CGAACTATGAAATCTATCGCTGAATTTATTGGGGAAGATGATGACGTTTTGGAATATGAGAAAAATTATGAGGCTATTGTGGCTAATGTTGAT
GATTTGCATTGGAACGAAGAGAAGAAAATGCATTGCGATGTCAGTGTAGATGCAAATGATGAATCCTACTTTGTTTGTCACAAAGGCTACATA
ACAATGTTCCCATTCCTATTAGGACTAATCCCACCCGATTCACCCAAACTAAAATATATTTTGGAAGATCTAAGCAATCCAGATGGAGTGTGG
TCGGATTTTGGAATCAGAAGCTTGGCTAAAACTGATCCTAACTTTGGTAAAAACGAGAATTATTGGAGAGG 
>Unigene34643_All 
CGGCTTCTGCTGGGTCCTTGGATAATTTGGCCCGCTGGCTGGGATCGATACTTCCCTTGCTTTGCATCTCAGCAATATCGAACGGGGACAAAG
GAAGGTAGATGTTGTCACATTTCATAGCTACCAGCTTTGGTTGAGGTCCTGCCATCGCAGCGTTCGGTTGGGCTGAGTCGGCTTGAGCAAAGG
TCACGCTCAAGCTGAGTAGGACGAGAGAAGCGAGATGCATTTTGGCTTTGAAGATAGTATTAAATAAGGTAATGAATGAGGTGAATAAATAGT
TGATTCAATGAAATAGCTGCTGCTGCTGGTTGTAAGCTG 
>Unigene36304_All 
TCTGCAAAGGCAGCGCGGCCGGAAACAAAGGAGGAATGTGCGATTTCAAGACATGCTCCGGGAAGCCTGCCGTGTGTGGCACCTGCTTCCCAG
TCACAATGAAAGAGGGAAAGCTCGTGAAGAGTTCCGAAACTTCTGTCGAGAAAGTGGAATGTGGAAAGAATTACTTCTTGAAAACCGAGAAGG
ACCACAACGTGTGCACTGCTTCCGACAACAAGATGTACAGCTGTACTGGCGAATGCACTGCTTCAATTGAATGCCAATCCTGCGTCTCTATGG
ATGACCCAGCCTTCCAGAAGACTTCCTAGAGTAGAGGGTATTCATTTTGGGTTTTGTTTTCTGTTCCTTTCTAGACCTTTCTTCATGCTCACA
TTATCATGTGTAGTGTCAAATGGATTGCTGCAACTTTGTTGTTCCCTCATGGCAAAACTAGTTCTGGTTACAATTGAATGATTCAGCAATAGA
AGTGGCAAGCATTTTGAGTTGATTGGTTGAGTAATAAAAGTTGTCAG 
>Unigene33163_All 
GTGCATTTTGGTTGGTCGCCTATGGTCTGCTGTATGCGACCAGGTTATCGTTACATGGATTCACATCGATCGCCCTGTATCTCGGGTATTTGT
TGCTACTAGGCTTACTAGACTTTTTGATGACGGGTTCGATTGGATATGTTGCTACCTTTTTCTTTGTCAAAAAGATTTACAGCAGAGTTAGAA
TTGACTAAAATCTAATGAATCGGGTTCAAAACTATCCACACAGCTCAACTATACTTAGTGTTCACTTCTATGTACTACAAACGCAGAAACCGC
CGAAAACTTAAACACGAAGCAGCGTCCTCCATCACTGCACGCATCTATTTCCTCTCAAGATTTTGTCAGATTGAGACAATTGTTACTAGTGTT
CTTTAAGCCCGAATCAAGCCATTGTGGGAACAGTGTATGAAGTAGAGCTGTGGAATTGACCGCCATCGCTTTGAATGTACTCGTACTCATTTC
ATTTTTCACATGTTACGTGCAGCATGTTACCTGCTTTGATAAAGGTTAAG 
>Unigene41252_All 
GTGGAGCTCAACTTGTGGCCATGGCTACTGTCACCCTTGTTTTCGCATTGTTTGGGTTCCTATCGCCTGCAAATCGAGGTAGTCTATCTACTG
TCATGATTGTCACCTGGACTTTATTCAGTTACGTTGCTGGCCATGTCAGTACAAGAATGTATCAAACGTATGGTGGATTGAGTTTCAAGCAGA
ATATGATTTTAACAGCTTGTCTGTTCCCCACGCTTCTCTTCGCTGTGTTGAATGTTTTAAATTTGTTCCTGGTCGCTTCCGGTGCAGCAGGGG
CCGTACCATTCGGTACGATGCTTGCGATCATCGTGATGTGGTTTTTAATCTCTCTACCTTTGGCCTTGGGTGGCTCTATCATGGCCTCTCGGA
AAGGACCGTTGCGGATCCCCGTTCGAGTCAACCAAATTCCAAGACAAATCCCACCAACAGTTTGGTACATGAGGTTTTGGCCCTCTGCGCTTA
TGGCCGGCATTCTACCATTCGGTGCTGGATTTATCGAATGTTACTTTTTGTTATCATCTTTGTTCGGAAATAAAGTTTACTACGCTGCCGGGT
TTCTGTTCCTAACGTTTACAGTGGTCGGCTTGACAACGGCAACTGTGACAGTGCTGATGTGTTACTTTCATCTCTGTCAAGAGGATTATCGGT
G 
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Tablo 4.9 orthoMCL analizi sonucu anote edilmiş olan PST efektörleri. 
Query Pst-78 PSSM-ID From To E-Value Bitscore Accession Short name 
Q#8  >CQM_00328T0 266720 120 195 0.002792 36.8869 cl17485 Zot superfamily 
Q#11  >CQM_00371T0 264002 8 160 2.08E-15 70.3532 cl10571 GT_MraY-like superfamily 
Q#21  >CQM_00480T0 255021 551 693 1.77E-51 176.646 cl08491 DUF1793 superfamily 
Q#22  >CQM_00484T0 255021 536 714 2.49E-68 223.64 cl08491 DUF1793 superfamily 
Q#25  >CQM_00510T0 267490 38 147 1.35E-08 52.3642 cl19137 HAD superfamily 
Q#25  >CQM_00510T0 266518 43 97 0.000279 39.4319 cl17105 PRK10187 superfamily 
Q#26  >CQM_00511T0 267490 51 279 3.11E-07 49.634 cl19137 HAD superfamily 
Q#26  >CQM_00511T0 266518 45 329 0.000227 40.9727 cl17105 PRK10187 superfamily 
Q#39  >CQM_01289T0 264062 273 362 5.06E-19 81.168 cl10767 AD superfamily 
Q#50  >CQM_01576T0 256922 79 127 0.006914 35.1123 cl13648 DUF3605 superfamily 
Q#54  >CQM_01696T0 254533 94 426 3.71E-48 168.59 cl20352 DUF1682 superfamily 
Q#55  >CQM_01711T0 260279 37 194 2.26E-24 95.9032 cl00227 PEBP superfamily 
Q#57  >CQM_01732T0 253461 33 99 0.000137 35.7403 cl05470 Inhibitor_I9 superfamily 
Q#57  >CQM_01732T0 118909 38 65 0.006364 32.7313 cl11053 YkuI_C superfamily 
Q#63  >CQM_01786T0 265470 159 436 1.98E-128 375.759 cl14876 Zinc_peptidase_like superfamily 
Q#71  >CQM_01890T0 254872 24 201 3.84E-21 86.1031 cl18532 CIA30 superfamily 
Q#75  >CQM_01910T0 260175 61 179 6.68E-06 45.3302 cl00075 HATPase_c superfamily 
Q#75  >CQM_01910T0 249661 223 785 7.42E-132 409.158 cl20204 HSP90 superfamily 
Q#77  >CQM_01946T0 260221 294 370 1.91E-25 99.9693 cl00154 UBCc superfamily 
Q#79  >CQM_02000T0 268275 39 176 6.81E-25 99.5962 cl19922 FAD_binding_4 superfamily 
Q#79  >CQM_02000T0 254594 434 479 1.21E-09 54.4639 cl06869 BBE superfamily 
Q#102  >CQM_02995T0 261351 403 492 0.005963 36.9025 cl02570 RhoGAP superfamily 
Q#111  >CQM_03454T0 266781 136 227 2.87E-17 75.7462 cl17710 DDE_Tnp_4 superfamily 
Q#113  >CQM_03500T0 261441 113 211 0.002273 37.1587 cl02775 Oxidoreductase_nitrogenase subf 
Q#120  >CQM_03647T0 253461 34 102 3.65E-07 43.0591 cl05470 Inhibitor_I9 superfamily 
Q#129  >CQM_03805T0 260255 103 134 0.001872 35.291 cl00200 MIP superfamily 
Q#130  >CQM_03815T0 250084 32 433 1.21E-84 267.77 cl08284 Glyco_hydro_15 superfamily 
Q#131  >CQM_03899T0 251567 69 86 0.004942 33.3581 cl03742 Prp18 superfamily 
Q#134  >CQM_04013T0 258756 143 208 0.006349 34.9117 cl20591 DUF4452 superfamily 
Q#137  >CQM_04048T0 266502 7 382 0 765.702 cl17037 NBD_sugar-kinase_HSP70_actin supf 
Q#139  >CQM_04133T0 265458 1 81 2.33E-33 115.286 cl14812 PIN_SF superfamily 
Q#139  >CQM_04133T0 261380 65 81 1.30E-05 38.2953 cl02627 XPG_I superfamily 
Q#141  >CQM_04180T0 253403 1 282 4.52E-16 77.0857 cl20311 Ribophorin_II superfamily 
Q#144  >CQM_04394T0 256742 17 146 1.21E-16 72.0502 cl13388 DUF3455 superfamily 
Q#149  >CQM_04505T0 255921 4 97 4.76E-12 58.4838 cl11010 GPI-anchored superfamily 
Q#158  >CQM_04806T0 258153 94 303 1.07E-23 100.035 cl16454 DUF4203 superfamily 
Q#158  >CQM_04806T0 266653 424 699 0.000472 42.2774 cl17365 TrkH superfamily 
Q#160  >CQM_04871T0 251126 145 269 6.32E-07 48.9852 cl18383 Glyco_hydro_26 superfamily 
Q#162  >CQM_04949T0 238008 31 106 0.009618 33.2901 cl19062 EFh superfamily 
Q#163  >CQM_04956T0 265470 33 391 5.78E-103 310.303 cl14876 Zinc_peptidase_like superfamily 
Q#196  >CQM_06070T0 256742 14 175 3.32E-21 85.5322 cl13388 DUF3455 superfamily 
Q#197  >CQM_06118T0 266502 4 416 1.38E-159 475.902 cl17037 NBD_sugar-kinase_HSP70_actin s.f. 
Q#197  >CQM_06118T0 258040 670 731 0.005996 36.048 cl16372 DUF4164 superfamily 
Q#206  >CQM_06413T0 251887 4 422 4.09E-142 415.158 cl10608 DDOST_48kD superfamily 
Q#207  >CQM_06453T0 252585 7 137 1.18E-43 144.352 cl04507 CHD5 superfamily 
Q#208  >CQM_06479T0 267466 93 156 0.000193 38.8312 cl19113 ApoLp-III_like superfamily 
Q#209  >CQM_06485T0 263870 106 158 0.000846 36.2948 cl09754 ATPase_gene1 superfamily 
Q#220  >CQM_06684T0 252718 10 32 0.002978 32.6461 cl04649 DUF604 superfamily 
Q#226  >CQM_06808T0 261333 24 78 6.50E-12 59.4813 cl02542 DnaJ superfamily 
Q#237  >CQM_07160T0 260279 34 192 9.68E-26 98.2144 cl00227 PEBP superfamily 
Q#244  >CQM_07375T0 255921 4 96 1.06E-08 49.239 cl11010 GPI-anchored superfamily 
Q#245  >CQM_07376T0 255921 4 96 5.29E-10 52.7058 cl11010 GPI-anchored superfamily 
Q#253  >CQM_07524T0 263790 54 387 4.30E-126 374.883 cl09506 catalase_like superfamily 
Q#253  >CQM_07524T0 253831 431 490 5.26E-11 58.5747 cl09977 Catalase-rel superfamily 
Q#254  >CQM_07525T0 263790 70 370 2.07E-135 399.536 cl09506 catalase_like superfamily 
Q#254  >CQM_07525T0 253831 448 507 1.37E-09 54.7227 cl09977 Catalase-rel superfamily 
Q#277  >CQM_08293T0 267297 8 64 1.91E-10 51.836 cl18944 AAA superfamily 
Q#310  >CQM_09045T0 266518 54 291 9.71E-13 65.2403 cl17105 PRK10187 superfamily 
Q#310  >CQM_09045T0 267490 54 290 1.23E-10 59.683 cl19137 HAD superfamily 
Q#328  >CQM_09459T0 261217 100 155 0.007275 35.3437 cl02219 Bap31 superfamily 
Q#330  >CQM_09515T0 261100 27 102 0.002583 36.696 cl01868 YukC superfamily 
Q#346  >CQM_09881T0 259224 123 281 0.00767 37.8649 cl20957 DUF4551 superfamily 
Q#350  >CQM_09953T0 254533 123 178 0.007218 35.3114 cl20352 DUF1682 superfamily 
Q#353  >CQM_09959T0 249921 3 147 0.001027 37.2813 cl19919 Late_protein_L2 superfamily 
Q#356  >CQM_10081T0 260165 55 136 1.74E-14 65.1002 cl00062 FHA superfamily 
Q#359  >CQM_10164T0 115787 131 505 1.34E-40 150.427 cl20048 Prenylcys_lyase superfamily 
Q#359  >CQM_10164T0 267487 27 102 4.14E-07 47.4907 cl19134 NAD_binding_8 superfamily 



51 
 

Q#359  >CQM_10164T0 237575 24 65 0.007212 37.4979 cl19915 PRK13977 superfamily 
Q#360  >CQM_10181T0 226609 99 237 9.69E-12 63.2563 cl18767 ManB superfamily 
Q#360  >CQM_10181T0 251126 99 196 1.38E-08 53.6076 cl18383 Glyco_hydro_26 superfamily 
Q#376  >CQM_10401T0 267490 23 276 6.40E-09 54.2902 cl19137 HAD superfamily 
Q#378  >CQM_10525T0 226609 54 240 4.28E-11 62.1007 cl18767 ManB superfamily 
Q#378  >CQM_10525T0 251126 110 202 2.64E-09 56.304 cl18383 Glyco_hydro_26 superfamily 
Q#390  >CQM_10752T0 255362 14 144 2.05E-08 49.5707 cl18552 DUF2012 superfamily 
Q#395  >CQM_10862T0 165431 58 116 0.003525 37.3748 cl20105 PHA03160 superfamily 
Q#397  >CQM_11038T0 263558 36 210 5.81E-29 111.208 cl08270 Peptidase_S10 superfamily 
Q#405  >CQM_11322T0 267301 56 121 0.005771 34.3046 cl18948 crotonase-like superfamily 
Q#405  >CQM_11322T0 260986 34 66 0.006114 33.4221 cl01534 NDUFA12 superfamily 
Q#412  >CQM_11481T0 251126 130 224 3.39E-11 62.4672 cl18383 Glyco_hydro_26 superfamily 
Q#412  >CQM_11481T0 226609 136 265 3.72E-11 62.4859 cl18767 ManB superfamily 
Q#416  >CQM_11538T0 260351 5 30 3.66E-05 37.7536 cl00319 Gn_AT_II superfamily 
Q#432  >CQM_11938T0 256742 17 146 1.21E-17 74.7466 cl13388 DUF3455 superfamily 
Q#434  >CQM_11952T0 266485 108 206 2.35E-25 101.422 cl16912 MDR superfamily 
Q#434  >CQM_11952T0 267482 95 207 2.85E-14 66.5669 cl19129 ADH_zinc_N superfamily 
Q#440  >CQM_12232T0 266525 1 27 3.87E-07 43.6692 cl17170 Ras_like_GTPase superfamily 
Q#442  >CQM_12237T0 255921 4 100 1.60E-13 63.1062 cl11010 GPI-anchored superfamily 
Q#446  >CQM_12325T0 260279 49 203 7.24E-35 122.482 cl00227 PEBP superfamily 
Q#463  >CQM_12764T0 251210 561 769 7.98E-45 159.413 cl03523 HORMA superfamily 
Q#482  >CQM_13146T0 266507 446 564 0.002994 38.4988 cl17067 GH94N_like superfamily 
Q#492  >CQM_13552T0 255876 89 124 1.43E-06 45.9664 cl10961 Ish1 superfamily 
Q#492  >CQM_13552T0 255876 374 410 2.26E-05 42.4996 cl10961 Ish1 superfamily 
Q#492  >CQM_13552T0 260967 258 311 0.000128 43.6711 cl01503 TrbL superfamily 
Q#492  >CQM_13552T0 255876 418 455 0.000142 40.1884 cl10961 Ish1 superfamily 
Q#492  >CQM_13552T0 255876 463 499 0.000597 38.2625 cl10961 Ish1 superfamily 
Q#492  >CQM_13552T0 255876 150 184 0.002037 36.7217 cl10961 Ish1 superfamily 
Q#492  >CQM_13552T0 255876 329 366 0.0023 36.7217 cl10961 Ish1 superfamily 
Q#492  >CQM_13552T0 255876 557 591 0.003735 35.9513 cl10961 Ish1 superfamily 
Q#495  >CQM_13636T0 260426 113 158 0.004362 37.4112 cl00446 Lactamase_B superfamily 
Q#502  >CQM_13915T0 238008 83 142 1.01E-13 62.1801 cl19062 EFh superfamily 
Q#502  >CQM_13915T0 238008 12 69 1.70E-06 41.7645 cl19062 EFh superfamily 
Q#502  >CQM_13915T0 266615 83 112 4.55E-05 37.5753 cl17302 EF-hand_8 superfamily 
Q#502  >CQM_13915T0 266615 14 41 9.65E-05 36.8049 cl17302 EF-hand_8 superfamily 
Q#505  >CQM_14125T0 265433 132 253 0.000977 38.9102 cl14607 OPT superfamily 
Q#518  >CQM_14616T0 256922 44 124 6.01E-05 41.2755 cl13648 DUF3605 superfamily 
Q#525  >CQM_14728T0 255921 5 99 5.73E-10 51.9354 cl11010 GPI-anchored superfamily 
Q#525  >CQM_14728T0 264488 93 115 0.001553 35.6485 cl11961 ALDH-SF superfamily 
Q#539  >CQM_15023T0 148679 24 147 0.002415 36.9718 cl12344 RAP1 superfamily 
Q#545  >CQM_15144T0 140276 166 330 0.001244 40.4002 cl15542 PTZ00249 superfamily 
Q#555  >CQM_15512T0 250286 44 69 0.007693 30.6881 cl03065 Flavi_M superfamily 
Q#572  >CQM_15891T0 223023 172 289 6.71E-05 46.1552 cl19799 PHA03249 superfamily 
Q#572  >CQM_15891T0 252623 177 305 0.000106 44.5518 cl04537 DUF566 superfamily 
Q#572  >CQM_15891T0 260967 173 302 0.001661 41.2783 cl01503 TrbL superfamily 
Q#573  >CQM_15903T0 260419 2 34 1.08E-11 54.741 cl00431 Pmp3 superfamily 
Q#577  >CQM_15929T0 266574 36 70 2.98E-18 74.9907 cl17233 RecA-like_NTPases superfamily 
Q#579  >CQM_15987T0 267490 29 270 2.09E-17 79.3282 cl19137 HAD superfamily 
Q#579  >CQM_15987T0 266518 43 257 2.06E-08 52.9139 cl17105 PRK10187 superfamily 
Q#590  >CQM_16193T0 250365 1 171 2.02E-59 185.163 cl03099 EMP24_GP25L superfamily 
Q#591  >CQM_16266T0 253066 10 144 0.008266 34.4309 cl20289 RdRP superfamily 
Q#592  >CQM_16299T0 260584 23 65 0.004334 32.9126 cl00711 Glyco_hydro_77 superfamily 
Q#593  >CQM_16301T0 192055 1 50 1.21E-07 43.7995 cl07223 DUF1748 superfamily 
Q#598  >CQM_16490T0 267497 584 794 1.59E-57 195.899 cl19144 Peptidase_S9 superfamily 
Q#603  >CQM_16632T0 258150 38 202 6.82E-12 61.855 cl18677 Pyrid_oxidase_2 superfamily 
Q#609  >CQM_16766T0 267468 3 116 2.81E-09 51.8481 cl19115 Cupredoxin superfamily 
Q#621  >CQM_17005T0 251893 151 232 0.004355 36.6208 cl04022 Lin-8 superfamily 
Q#633  >CQM_17553T0 253403 1 282 2.68E-16 77.8561 cl20311 Ribophorin_II superfamily 
Q#638  >CQM_17747T0 260484 216 299 1.64E-26 101.479 cl00535 Oxidored_q4 superfamily 
Q#638  >CQM_17747T0 268042 31 158 5.72E-14 69.1828 cl19689 Oxidored_q1 superfamily 
Q#640  >CQM_17882T0 268081 1 83 3.56E-47 152.136 cl19728 TraT superfamily 
Q#642  >CQM_17919T0 258209 2 110 7.24E-14 64.6422 cl16497 PapC_N superfamily 
Q#642  >CQM_17919T0 251514 102 163 3.06E-10 52.6571 cl03696 PapD_C superfamily 
Q#647  >CQM_18093T0 245252 1 177 9.53E-72 220.378 cl10149 TraW_N superfamily 
Q#648  >CQM_18110T0 263942 1 175 2.11E-96 293.859 cl10013 Glycosyltransferase_GTB_type supf 
Q#654  >CQM_18486T0 256122 11 99 1.61E-41 137.091 cl20404 Rot1 superfamily 
Q#658  >CQM_18603T0 266582 26 134 1.84E-31 117.552 cl17244 OM_channels superfamily 
Q#658  >CQM_18603T0 263669 27 134 2.28E-24 91.1996 cl08461 Plug superfamily 
Q#660  >CQM_18650T0 260251 3 67 9.55E-22 84.5626 cl00196 plant_peroxidase_like superfamily 
Q#661  >CQM_18654T0 249787 1 118 2.59E-43 140.395 cl15969 PapD_N superfamily 
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Q#665  >CQM_19058T0 260929 3 38 0.002842 31.9363 cl01416 Fimbrial superfamily 
Q#667  >CQM_19153T0 237556 18 62 0.009257 31.8116 cl17914 PRK13915 superfamily 
Q#682  >CQM_19798T0 260309 4 117 1.16E-37 130.554 cl00262 TroA-like superfamily 
Q#684  >CQM_19876T0 258209 18 58 9.44E-13 58.479 cl16497 PapC_N superfamily 
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Şekil 4.16 OrthoMCL analizi sonucu benzer şekilde anote olan 4 ve daha fazla sistein içeren 

PST genlerinin clustal W ile elde edilmiş dendografı.  Gruplar farklı renklerle gösterilmiştir.   
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Şekil 4.17 Pst efektörlerinden 4 ve üstü sistein içerenlerin cluster analizi sonucu sekansları 

en çok benzeyenlerin korunmuş amino asit bölgeleri (MEME analizi). 

 
 
 

 
 

Sinyal peptit bölgesi 

Walker a motif 

Walker b motif 



55 
 

 
Şekil 4.18 OrthoMCL analizi sonucu benzer şekilde anote olan 4 ve daha az sistein içeren 

PST genlerinin clustal W ile elde edilmş dendografı.  Gruplar (9 paralog group) farklı 

renklerle gösterilmiştir.   
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Transkriptom analizi 

 

Bizim buğday örneklerimizde rastlanan Pst ırkları ile enfekte olmuş duyarlı Avocet-S buğday 

ırkı ve aynı patojen ile inoküle edilmiş dirençli Avocet-Yr10 buğday ırkı üzerinde yapılan 

karşılaştırmalı transkriptom analizi sonuçları (Şekil 4.19) oldukça düşük bir FDR değeri ile 

saptanmış (false discovery rate), değişkenlikleri istatiksel olarak anlamlı olmayan genler 

çıkarılmış, elde edilen sonuç aşağıda görsel olarak sunulmuştur. Kırmızı ile gösterilen 

noktalar, Avocet-S hattında (hassas) PST inokülasyonun 10cu günü sonrasında, Avocet 

Yr10 hattının (dirençli) inokülasyonu sonrasına göre daha fazla anlatım (up-regulated) 

gösteren PST genlerini tanımlar.  Bu analiz yapılırken buğdaya ait genler, transkriptom 

sekansından referans buğday genomu kullanılarak uzaklaştırılmış ve 6851 genin anlatım 

düzeyinin arttığı saptanmıştır.  Yeşil olan noktalar inokülasyon sonrasında dirençli bitkide 

hassas bitkiye göre daha az anlatım gösteren genleri göstermektedir.  Grafikteki yeşil 

noktalar ise dirençli bitkide hassas bitkiye göre daha fazla anlatım göstermiş PST genlerini 

göstermektedir.  Bu analiz sonucunda elde ettiğimiz genler hem dirençli hem hassas bitkide 

enfeksiyon sonrası anlatım düzeyi değişen patojen genleridir.  Bu genler üzerinde Patojenin 

bitkiye yönlendirdiği olası proteinlerin genleri “secretome” analizleri sonucu kolaylıkla 

saptanır, bu amaçla sinyal peptit varlığı taranmıştır.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Şekil 4.19: Transkriptom sekanslama analizleri sonucu anlatımlarında değişiklik saptanan 
genlerin görsel sunumu. A) Kırmızı noktalar; hassas bitkide anlatımı fazla olan Pst genlerini, 
yeşil noktalar; dirençli bitkide fazla olan Pst genlerini, mavi noktalar ise herhangi bir değişiklik 
gözlemlenmeyen Pst genlerini göstermektedir. B) Kırmızı ve yeşil noktalarla gösterilen gen 
sayılarının grafik gösterimi. (Normalizasyon için milyon kilobaz başına eşleşen fragment 
sayısının (FPKM) log10 tabanında gösterimi kullanılmıştır.  
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Referans genom olarak kullanılan Broad Enstitüsüne ait Pst-78 genomu üzerinde de bir 

sekretom analizi yapılmıştır (Cantu vd., 2011). Bu amaçla veri bankasından elde ettiğimiz 

PST-78 protein bankası içerisinde 3’den fazla sistin amino asiti olan ve 150 amino asit 

boyundan kısa olan proteinlerden oluşan bir havuz oluşturulmuştur.  Bu iş için Perl 

programlama dili kullanılarak her adımda kodlar yazılmıştır. Daha sonra sinyal peptit varlığını 

bulabilmek için SignalP programı (Emanuelson vd. 2007) kullanılarak kısa ve sistin amino 

asit zengini sekretom havuzu elde edilmiştir. Bu analizler sonucu elde edilen gen adayları, 

transkriptom dizileri arasında taranmış ve 108 tanesi PST enfekte olmuş Avocet-S hattında, 

20 tanesi Avocet-YR10 hattı transkriptom sekansında saptanmıştır. Bu 20 genin hepsi 

hassas bitkide de (108 genin içerisinde) yer almaktadır.  “ChloroP” (Emanuelson vd. 2007)  

ve “TargetP” (Emanuelson vd. 2007) internet tabanlı lokalizasyon saptama araçları 

kullanılarak yapılan analizlerde, 108 genden 11 tanesinin kloroplasta, 13 tanesinin ise 

mitokondriye lokalizasyon sağlayan transit peptit dizilimleri içerdiği gözlenmiştir.  Hem 

kloroplast hem mitokondri, bitkide stress, dolayısı ile hücre ölümü yolakları için önem arz 

eden organellerdir. Bu organellerde üretilen ‘free’ radikaller (reaktif oksijen unsurları) 

dirençlilik mekanizmalarının oluşmasında ve hiperduyarlılık tepkilerinin (hyper-sensitive 

response) oluşturulması için anahtar öneme sahiptir (Petre vd., 2015) (Asada 2006) 

(Colombatti vd. 2014). Bu nedenle karşılaştırmalı transkriptom analizi ile saptanan bu aday 

efektör genleri (11 kloroplast, 13 mitokondri) ekibimiz tarafından biyolojik fonksiyon analizleri 

için kullanılmak istenmektedir. (Bkz. Tablo 4.10) 
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Tablo 4.10 Kloroplast ve mitokondri transit peptit dizilimleri saptanan 24 aday efektör 
Aday Gen Uzunluk cTP mTP SP Diğer Lokal. AvocetS 

/Pst* 
AvocetY
R10/Pst** 

PSTG_06223T0 55 0.907 0.041 0.243 0.167 C Var  
PSTG_13730T0 113 0.822 0.087 0.061 0.232 C Var  
PSTG_08405T0 104 0.802 0.144 0.05 0.151 C Var  
PSTG_13579T0           111 0.678 0.087 0.163 0.283 C Var  
PSTG_08985T0            70 0.655 0.204 0.021 0.438 C Var  
PSTG_16102T0            81 0.638 0.053 0.153 0.423 C Var  
PSTG_16992T0            56 0.579 0.049 0.196 0.572 C Var  
PSTG_05080T0           100 0.539 0.33 0.011 0.293 C Var  
PSTG_10917T0           111 0.479 0.185 0.025 0.255 C Var Var 
PSTG_11111T0           120 0.474 0.217 0.026 0.326 C Var Var 
PSTG_13486T0           115 0.405 0.258 0.09 0.156 C Var  
PSTG_03222T0           127 0.365 0.868 0.010 0.015 M Var Var 
PSTG_16740T0            83 0.026 0.789 0.013 0.401 M Var  
PSTG_11651T0 104 0.019 0.779 0.020 0.556 M Var  
PSTG_06238T0   109 0.029 0.755 0.019 0.359 M Var  
PSTG_15024T0           114 0.04 0.718 0.024 0.430 M Var  
PSTG_15461T0 100 0.522 0.630 0.021 0.072 M Var  
PSTG_05065T0            62 0.115 0.613 0.063 0.299 M Var  
PSTG_05835T0            99 0.382 0.494 0.012 0.301 M Var  
PSTG_00485T0           109 0.120 0.477 0.033 0.337 M Var  
PSTG_02632T0            85 0.104 0.448 0.027 0.363 M Var  
PSTG_15599T0           120 0.046 0.431 0.031 0.006 M Var  
PSTG_13622T0           115 0.052 0.421 0.169 0.213 M Var  
PSTG_05064T0            68 0.318 0.380 0.043 0.314 M Var  

*Enfeksiyon	sonrası	AvocetS	hassas	bitkisi	transkriptomunda	olan	aday	efektörler	
**	Enfeksiyon	sonrası	AvocetS	dirençli	bitkisi	transkriptomunda	olan	aday	efektörler	
 

 

Proje kapsamında yapılan bir diğer önemli analiz, dirençli ve hassas buğday ırklarınında Pst 

Türk ırklarına karşı enfeksiyon sonrasında gösterdiği anlatım değişikliğinin saptanmasıdır. Bu 

amaçla 4 farklı duruma ait karşılaştırmalı transkriptom analizi yapılmış ve bu sonuçlar grafik 

olarak aşağıda sunulmuştur (Şekil 4.20). Grafikte kırmızı sütunlar ilk durumdaki örneğin diğer 

örneğe göre yüksek anlatım seviyesideki gen sayısını göstermekte, yeşil sütunlar ise ilk 

duruma göre azalmış olan genlerin sayısını göstermektedir. Bu analizler yapılırken toplam 

okuma sayısı (read count) ‘log10’ normalizasyonu kullanılarak daraltılmış.  Bu okumalar için 

alternative ‘splicing’den kaynaklanan azalmaları yok etmek adına kilobaz başına eşleşen tüm 

DNA fragmanları gösteren FPKM (fragment per kilobase million) rakamları oluşturulmuştur. 

Karşılaştırmalı analiz için anlatım kat değişikliğini (fold change) normalize etmek için ise log2 

tabanı kullanılmıştır.     
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Şekil 4.20: 4 duruma ait (AvocetS/Kontrol, AvocetS/Pst, AvocetYR10/Kontrol ve 
AvocetYR10/Pst) transkriptom verisinin birbiriyle karşılaştırmalarının grafiksel gösterimi. 
Kırmızı sütun ilk duruma göre artan gen sayısını, yeşil sütun azalan gen sayısını 
göstermektedir. (Örneğin; ilk karşılaştırmada hassas bitki kontrol grubunda, enfekte olmuş 
bitkiye göre 937 gen anlatımı artmış, 664 gen anlatımı azalmıştır.)  
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5. SONUÇ 

 
 

5.1 Verilerin değerlendirilmesi 
 

Kapsamlı ileri biyoenformatiksel analizlerden sonra mikrodizin ve sekans analiz sonuçları da 

kıyaslanarak çalışmalarımızın sonuçları SCI’de yer alan düzeyli bir dergide yayınlanacaktır. 

Elde edilen bulgular 4. bölümde tartışılmıştır. Literatürde yayınlanan diğer bulgularla beraber 

kapsamlı bir karşılaştırmalı anlatım düzeyi analizleri yapılmıştır. Bu veriler ışığında 

oluşturulan aday genler biyolojik fonksiyon analizleri için değerlendirilmektedir.  

 

Bu proje kapsamında transkriptom sekanslama kullanılarak 11550 patojen geninin 

regülasyon kontrol grubuna oranla 2 kattan fazla değiştiği saptanmıştır. Bu genler Pst-78 

referans genomuna eşlenmiştir.   Bu genlerin büyük çoğunluğunun daha önce fonksiyonu 

saptanmamıştır.  Pst-78 genomu üzerinden yapılan veri madenciliği (data mining) çalışmaları 

ile aday efektör havuzu oluşturmamıza izin vermiştir. Bunlardan 108 tanesinin Pst ile enfekte 

olmuş Avocet-S buğday hattına, 20 tanesinin ise Avocet-Yr10 buğday hattına ait transkriptom 

diziliminde saptanmıştır. 108 genden 11 tanesinin kloroplast, 13 tanesinin ise mitokondri 

lokalizasyonu göstermesi tahmin edilmiştir. Dördüncü kısımda ayrıntılı olarak tartışılan bu 

bulgular yazım aşamasında olan makalemizde rapor edilecektir.  

  

Aynı şekildeö dördüncü kısımda tartışıldığı üzere, hastalık ile alakası olduğu düşünülen 

patojen ve konak genleri mikrodizin analizi  ile karşılaştırılmıştır. Bu analizler ile buğdayda 

yüksek ürün kaybına neden olan Pst patojeninin (Türk ırkları) hastalık ile yakın ilişkili olması 

beklenilen genleri ortaya çıkartılmış ve listelenmiştir. Karşılaştırmalı analizler için hem 

mikrodizin hem de transkriptom verileri kullanılmış olup literatüre sunulacak kapsamlı aday 

efektör listesi oluşturulmuştur. 

 

Buna ek olarak belirli motifler gösteren gen örnekleri PCR ile çoğaltılacak ve ORF’e ait 

sekansın hatasız ve eksiksiz olduğu (“alternatif splice” ürünleri olabilir), farklı varyantların 

olup olmadığı (alel) saptandıktan sekans analizi saptandıktan sonra Ek A, B, C kısımlarında 

sunulan ve uzmanlaştığımız işlevsel gen analizi yöntemleri ile gerek genlerin bitki içinde 

susturulması gerekse gen aktarımı yoluyla anlatımının artırılması sonrasında hastalık 

oluşumundaki değişiklikler saptanacaktır.   Bu yolla biyolojik işlevlerine yönelik bilgi elde 

etmek mümkün olacaktır.  Çeşitli R-geni içeren PST ırk ayırıcı buğday hatları üzerinde 
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yapılacak olan gen aktarımı deneyleri efektörlerden Avr (avirulans faktör) özelliği gösterenler 

HR oluşumuna bağlı olarak saptanacaktır.   

 

Diğer yandan domain ve motif analizleri sayesinde genlerin biyokimyasal işlevlerine yönelik 

ipuçlarının elde edilmesi mümkün olacaktır.  Proteinler bitki içinde etiketli (tagged) olarak 

anlatımı yapıldıktan sonra izole edilebilir ve biyokimyasal işlevleri doğrulanabilir.  Bu 

doğrultuda Ayrıca effektörlerin ilişkide olduğu etkilediği bitkiye ait gen ürünlerinin saptanması 

da yine “tagged protein co-immuno expression” yöntemini takip eden MS/MS analizleri 

sonucu bulunacaktır.  Flurosan proteinler ile fusion protein olarak bitki içinde anlatımı yapılan 

efektörlerin ise hücre içi lokalizasyonları bulunacak ve biyolojik işlevlerine dair bilgiler 

üretilecektir. 

 

Sonuç olarak projemiz başarıyla sonuçlanmış ve ileriye yönelik yeni çalışmaların yapılmasına 

olanak sağlayacak bilgi üretilmiştir. 
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Öz: Sarı pas Türkiye, Suriye, İran, Irak, Afganistan ve Azerbaycan gibi dünyada buğday
üretiminde önde gelen bölgelerde buğday üretiminde hala önemli bir sorun olarak duruyor.
1990?ların başındaki salgında, Türkiye?nin bazı bölgelerinde  sarı pasa bağlı ürün kaybı
%90?lara ulaşmıştır. Önemine rağmen, patojenin zorunlu (obligat) biotrofik parazit olması ve
eşeyli üremesi için gerekli farklı konak bitkisi olmadığı için (henüz bilinmiyor); sarı pas
patojeninin genomuna dair çok az şey biliniyor.  Sekanslama (dizi analizi) teknolojisi
günümüzde daha gelişmiş ve güçlü bir teknolojidir; patojenin genetik çalışmaları ve
manipülasyonunun yapılmasının önündeki yukarıda bahsi geçen engeller ortadan bu sayede
kalkabilir.  Sarı pas patojeninin transkriptom analizi ile saptanacak genlerin bilinmesi,
uluslararası tahıl pası araştırmaları topluluğuna da suşlardaki değişen virulansı izleme ve
etkili direnç genlerini ıslah programları için seçme imkanı verecektir.

Araştırma  grubumuzun sarı pasın tüm transkriptom sekansını ortaya çıkarmak istemesinin
sebepleri şunlardır; bu patojenin konakçısı ile olan kompleks ilişkisinin anlaşılması çok daha
kolay hale gelecek ve bu sayede bu konu üzerinde çalışan araştırmacıların ?durable? (kalıcı,
uzun süreli) dirençlilik mekanizmaları geliştirebilmelerine kapı aralayacaktır.  Sarı pas
mRNA?ları enfekte edilmiş hassas bir hattan izole edilecektir (tüm R-genlerine ait ?differential
lines? laboratuvarımızda mevcuttur).  Bu projede elde edilcek olan sekanslar ve data
bankalarında mevcut olanlarla birleştirilerek oligonükleotit mikrodizin çipleri hazırlanacaktır.
Çipler gen  anlatım düzeyi değişimi analizleri için kullanılacaktır.  Ayrıca elde edilen ESTlerin
içinde N-terminalinda sinyal peptit olup olmadığı da kontrol edilecektir; çünkü sinyal peptit
içeren proteinler potansiyel Avr gen ürünleridir ve bu proteinler dirençlilik genleri ile gene-
karşı-gen teorisine göre birbirleri ile doğrudan ilişki içerisindedirler.   Henüz sarı pasa ait hiç
bir avr geni bulunmamıştır.

Projede, patojenin bitki içinde ürettiği transkriptoma ait sekans bilgisinin elde edilmesi
planlanmıştır. Literatürde Mevcut ESTler ya ?haustoria?dan ya da sporlardan elde
edilmişlerdir.  Oysa patojenin haustoria dışına ilettiği proteinlere ait genler bitki patojen ilişkisi
alanında çalışan tüm araştırmacıların bulmayı hedeflediği genlerdir.  Sarıpasa ait bir avirulan
geni ya da benzer düzeyde önemli olan elisitörler ile ilgili çalışmalar bu proje paralelinde
başka araştırma grupları tarafından da hızla sürdürülmüştür.  Projenin zaman aralığında diğer
araştırma grupları tarafından 7 PST ırkına ait genom sekans analiz sonuçları NCBI?a
yüklenmiştir.  Bu veriler kendi sonuçlarımızı karşılaştırma olanağı tanımıştır.  Özellikle anote
edilmiş olan PST-78 transkriptom sekans verileri pilot analizlerimizde yardımcı olmuştur.
Biyoenformatik analizler sunulmuştur.

Çalışmamız sinyal peptit analizi sonucu olası efektör aday genlerin bulunmasını sağlamıştır.
MikroDizin çip tasarımı, üretimi ve taramaları Aglilent teknolojisinin geliştirdiği yöntemler
kullanılarak gerçekleştirilmiştir.  Ayrıntılı biyoenformatik analzileri yayına hazırlama
aşamasında tamamlanacaktır.

Proje kapsamında patojene ait olası efektör genlerinin işlevsel gen analizileri ve hücre için
lokalizasyonların saptanmasına yönelik yürütülen çalışmaların bir kısmı bu bitirme raporunda,
raporun bütünlüğünün bozulmaması için Ekler kısmında olarak sunulmuştur   Bu çalışmalar
sonucu elde edilen deneyim ve uzmanlıklar, kendi patojen örneğimize ait olan aday
efektörlerin gen işlev analizi ve hücre içi ekpressyon analizi deneylerinin yapılmasına olanak
sağlamıştır.

Anahtar Kelimeler: Puccinia striiformis, efektör, transkriptom, mıkrodizin, gen anlatımı,
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