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FLAGELLIN, KITOSAN VE ABSIiSiK ASIT’IN STOMA KAPANMASI VE
ANYON KANALLARI UZERINE ETKISI

Aysin GUZEL DEGER

0z

Bitkiler, dogal yasam alanlarinda birgcok potansiyel patojenik
mikroorganizmanin tehdidi ile karsi karsiyadwr. Bitki hiicreleri temel savunma
yanitlar1 yiiriiterek, bu mikroorganizmalarin ¢ogunlugundan kendilerini korurlar. Bu
korunma mekanizmalarindan biri, patojenlerin girisini engelleyen yaprak yiizeyinde
bulunan stoma ag¢ikliklarmin  kapanmasidir. Stoma kapanmas: plazma
membranindaki reseptor proteinler tarafindan tanman oldukga iyi korunmus Mikrop-
Iligkili Molekiiler Oriintiiller (MIMOler) tarafindan tetiklenir. MIMO reseptérleri
erken bir asamada, plazma membran iyon tagima aktivitesi ve elektrik sinyallerindeki
degisiklikleri de igeren, cok sayida yanit1 uyarir. Ancak bu yanitlarin altinda yatan
molekiiler mekanizmalar heniiz aydmlatilamamistir. Bu c¢alismada, yanitlarin
molekiiler mekanizmasimnin anlasilmasi ve onlarin Absisik asit (ABA) sinyali ile
iligkisi mikroelektrodlar ve non-invazif nano-infiizyon teknikleri kullanilarak
calisild1. Oncelikle, stoma kapanmasi acik stoma araciligiyla stoma alt1 boslugundan
kitosanin nano-infiizyonu ile uyarildi. Stoma kapanmasma neden olan MiMO’den
fungal elisitor kitosanmn biitlinliigii bozulmamig arpa bitkisinin stoma bekgi
hiicrelerinde plazma mebran anyon kanallarini aktivite ettigi gosterildi Biitiinligi
bozulmamg Arabidopsis yapraklarinda stoma bekg¢i hiicreleri bakteriyel elisitor flg22
veya stres hormonu ABA ile uyarildi. Flg22’nin nano-infiizyonu 17 dakikalik bir
gecikme stiresinden sonra stoma kapanmasmi uyardi. ABA ¢ok benzer bir yaniti
tetikledi fakat 7 dakikalik bir ge¢ikme siiresiyle. Flg22 ve ABA’nin stoma
yanitlarindaki benzerliklerden dolayr her iki sinyal yolagmnin mutantlar1 c¢alisildi
(ost1-2 = Open Stomata 1, abil-1= ABscisic acid Insensitive 1). Mikro-elektrot
teknikler kullanilarak, bek¢i hiicrelerinde flg22’nin SLAC1 ve SLAH3 anyon
kanallarinin her ikisini de uyardig1 gosterildi. Bu ¢aligmanm sonuglarina gore, flg22
ve ABA sinyallerinin ilk basamaklarmin farkli oldugu, ancak yolaklarm OSTI
protein Kinaz seviyesinde birlestigi ve SLAC1 ve SLAH3’iin aktivasyonuna neden
oldugu gosterildi.

Anahtar Kelimeler: MiMO’ler, bitki savunma cevabi, stoma kapanmasi anyon
kanallary, elisitor.

Damsman: Prof. Dr. Serpil UNYAYAR, Mersin Universitesi, Fen-Edebiyat
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STOMATAL CLOSURE OF FLAGELLIN, CHITOSAN AND ABSCISIC
ACID AND THEIR EFFECT ON ANNION CHANNELS

Aysin GUZEL DEGER

ABSTRACT

In their natural environment, plants are facing the threat of a multitude of
potential pathogenic microorganisms. Plant cells protect themselves to the majority
of these microorganisms, by executing basal defense responses. This is one of the
mechanisms of protection, which prevents the entry of pathogens closure of stomatal
pores on the surface of leaf. Stomatal closure is triggered by well-conserved
Microbe-Associated Molecular Patterns, which are recognized by receptor proteins
in the plasma membrane. MAMP receptors are provoking a multitude of responses,
including changes in ion transport activity and electrical signals at the plasma
membrane, at an early stage. However, the molecular mechanisms underlying these
responses remains unclear. In these study, understanding the molecular mechanisms
of these responses and its interrelation with the Abscisic acid (ABA) signalling, was
studied with microelectrodes and non- invasive nano-infusion techniques. Primarily,
stomatal closure was induced by nano-infusion of chitosan via open stomata into the
substomatal cavity. We could show that the MAMP fungal elicitor chitosan activates
plasma membrane anion channels in guard cells of intact barley, which leads to
stomatal closure. Stoma guard cells in intact Arabidopsis leaves were either
stimulated with the bacterial elicitor flg22, or with the stress hormone ABA. Nano-
infusion of flg22 induced stomatal closure after lag time 17 min. ABA triggered a
very similar response, but the lag time 7 min. Because of the similarities in stomatal
responses to flg22 and ABA, we studied mutants of both signaling pathways (ost1-
1= Open Stomata 1, abil=ABscisic acid Insensitive 1). Using micro- electrode
techniques, we could show that flg22 stimulates both SLAC1 and SLAH3 anion
channels in guard cells. According to results of this study, the initial steps in flg22-
and ABA signaling are different, but pathways they merge at level of OST1 protein
kinaz and lead to activation of SLAC1 and SLAH3.

Key Words: MAMPs, plant defence response, stomatal closure, annion channels,
elicitor.
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1. GIRIS

Patojenik mikroorganizmalar ev sahibi bitkiye girebilmek icin yaprak
yiizeyinde bulunan stoma agikliklarindan faydalanirlar. Stomalar karasal bitkilerin
epidermisinde bulunan ve bir ¢ift bekg¢i hiicresinden olusan mikroskobik
gozeneklerdir. Stomalar, su kaybmmn kontrolii ve ¢evre ile gaz aligverisi igin
gereklidir. Bu nedenle; bitkiler 151k siddeti, CO2 konsantrasyonu, bagil nem gibi
cevresel kosullara yanit olarak stoma agikliklarmi diizenlerler. Gozenekler yalnizca
bu ¢evresel kosullar i¢in gerekli degil, ayn1 zamanda mikroorganizmalar igin giris
bolgeleri saglarlar. Yasamlar1 boyunca bitkiler birgok patojenik mikroorganizma ile
kars1 karsiya kalmistir. Bitki hiicreleri temel savunma yanitlar1 yliriiterek, potansiyel
patojen mikroorganizmalardan kendilerini korurlar. Bitkiler stomalarmi kapatarak bu
gozenekler araciligiyla patojen mikroorganizmalarin saldirisindan korunabilirler
[Wilmer ve Fricker 1996, Melotto vd., 2008, Melotto vd., 2006, Schulze-Lefert ve
Robatzek 2006]. Bu savunma yanitlari bek¢i hiicreleri tarafindan tanman oldukga iyi
korunmus Mikrop-iliskili Molekiiler Oriintiiler (MIMOler) olan flagellin ve kitosan
gibi elisitorler tarafindan tetiklenir [Boller ve Felix, 2009].

Yakin zamana kadar, mikroorganizmalarmn bitkilerin i¢ine stoma aracihigiyla
Ozgiirce girebilecegi ve stomalarm kesinlikle pasif bir agciklik oldugu oneriliyordu.
Ancak Melotto ve arkadaslar1 yaptiklar1 caliymalarda, kitosan ve flg22 gibi
patojen/mikrop iliskili molekiiler oriintiilere (PIMO/MIMOler) yanit olarak
Arabidopsis bitkisinde stomalarin kapandigini bulmustur [Melotto vd., 2006, Zeng
vd., 2010]. Kitosan bir¢ok fungus hiicre duvar bilesiminde bulunan Kitinin
deasetillenmis tirevidir [Bartnicki-Garcia, 1968]. Enfeksiyondan sonra ev-sahibi
olmayan savunma cevabi ilk olarak ortaya ¢ikar ve plazma zar Reseptor-Benzeri
Kinazlara (RBK) MIMO lerin baglanmasi ile tetiklenir [Boller ve Felix, 2009]. En
iyi incelenmis RBK’lardan biri Pseudomonas syringae flagellin’in (flg22) 22
aminoasit kalintili uzantis1 ile taninabilen Arabidopsis thaliana nin FLS2 (Flagellin-
Sensitive 2) reseptoridir [Felix vd., 1999, Gomez-Gomez ve Boller, 2000]. Ev-
sahibi olmayan direncin en erken asamast MIMOler ile uyarildiktan sonra 5 dk
icinde bir dizi yant olarak ortaya ¢ikar [Boller ve Felix, 2009]. Elektrofizyolojik
olarak analiz edilen hiicrelerde bu asama plazma zarinin gegici depolarizasyonu ile
iliskilendirilmistir [Jeworutzki vd., 2010, Kuchitsu vd., 1997, Pelissier vd., 1986].
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Bekgi hiicreleri hem biyotik hem de abiyotik stres kosullarma yanit verirler,
fakat bu yanitlarin benzer molekiiler mekanizmalara hangi 6lclide dayandigi
bilinmemektedir [Hetherington ve Woodward, 2003]. Kuraklik, stres hormonu
Absisik asit’in (ABA) sitosoldeki seviyesinde degisikliklere yol acarken, mikrobiyal
enfeksiyonlar flg22 gibi MIMOler ile tanmir [Melotto vd., 2006, Liu vd., 2009].
Arpa bitkisinin bekgi hiicrelerinde fungal MIMO kitosanin plazma zar S-tip (Ing.
Slow=yavas tip) anyon kanallarin1 aktive ettigi gosterilmistir. Arpa bitkisinde daha
once yaptigimiz ¢alismalarda MIMOler tarafindan uyarildiktan 10 dk sonra
stomalarm kapandigir gézlemlenmistir [Koers vd., 2011]. Arabidopsis bitkisinde
stoma kapanmasmda S-tip anyon kanallar1 SLAC1 (ing Slow Anion Channel
Associated 1) ve SLAH3’iin (SLAC1 Homolog_3) anahtar bir rol oynamasi olasidir.
Ciinkii stres hormonu ABA tarafindan uyarilan stoma kapanmasi i¢in her ki kanalin
aktivasyonu gereklidir [Roelfsema vd., 2012]. ABA’e duyarsiz ostl ve ost2 (open
stomata 1 ve 2) mutantlarmimn flg22’ye yanit vermediginin rapor edilmesinden dolay1
her iki sinyal yolagmm ortiismesi beklenmektedir [Liu vd., 2009, Melotto vd., 2006].
ABA yanit1 ile ilgili bek¢i hiicrelerinde OST1 (Open Stomata 1) protein kinazin
fonksiyonu kesin bir sekilde ag¢ikliga kavusturulmustur. ABA yanitlarinin aksine,
flg22 tarafindan bekgi hiicre anyon kanallarinin hedefleri hakkinda ise ¢ok az sey
bilinmektedir. OST1 bekg¢i hiicre anyon kanali SLAC1’i aktive etme ve fosforlama
yetenegine sahiptir [Geiger vd., 2009, Lee vd., 2009,Vahisalu vd., 2010]. SLAH3
bekci hiicrelerinin ikinci S-tip (yavas tip) anyon kanallar1 olarak temsil edilir ve
OST]1 tarafindan aktive edilmez [ Geiger vd., 2011]. Bununla birlikte SLAH3 birgok
CPKs (ing.Calcium dependet Protein Kinazlar) tarafindan aktive edilebilir [Geiger
vd., 2009, Lee vd., 2009, Vahisalu vd.,. 2010]. Bunlardan bazilar1 ayrica SLACI1
tarafindan da aktive edilebilir [Brandt vd., 2012, Geiger vd., 2010]. Yalnizca
epidermis ile yapilan caligmalarda stoma kapanmasi SLAC1’e baghdir fakat
SLAH3’{in rolii heniiz cahigilmamustir [Montillet vd., 2013]. Biitiinliigi bozulmamis
bitkiler ve epidermis ile yapilan caligmalardan elde edilen veriler ve farkl caligmalar
arasindaki uyumsuzluktan dolayi bu doktora tez ¢alismasinda biitlinliigii bozulmamas
bitkilerde nano-infiizyon teknigi kullanarak ABA ve elistorlerin (Kitosan, flg22)
bekgei hiicre anyon kanal aktivasyonu ve stoma hareketliligi lizerine etkisininin ortaya

¢ikarilmasi hedeflenmistir.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hetherington%20AM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12931178
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Woodward%20FI%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12931178
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Biitiinligii bozulmamug bitkilerde bekgi hiicreleri ¢ok uglu hiicre i¢i mikro-
elktrodlar kullanilarak iyon kanal aktivitesini kaydetmek i¢cin essiz bir imkan
sunmaktadir. Bu teknik herhangi bir hiicre hazrlik islemi gerektirmez [Roelfsema ve
Hedrich, 2005, Roelfsema vd., 2001]. Ayrica, stoma hareketliligi ile baglantili bu
hiicrelerdeki iyon akisindaki degisim 1sikk mikroskobu altinda dogrudan
goriintiilenebilir [Roelfsema vd., 2001, MacRobbie, 1987, Raschke vd., 1988].

Arpa (Hordeum vulgare L.) bugdaygillerden taneleri malt ve yem olarak
kullanillan 6nemli bir tahil bitkisidir. Tarih 6ncesi devirlerdeki en dnemli kiiltiir
bitkilerinden biri olmakla birlikte, ekonomik Onemi olan bitkilerin basinda
gelmektedir. Diinyada, tahillar arasinda tiretimde 4. sirada yer alan arpa, Tirkiye’de
ise bugdaydan sonra ikinci siradadir. Uretimde bas1 ¢eken iilkeler arasinda Tiirkiye
ve Almanya gelmektedir (http:/tr.wikipedia.org/wiki/Arpa). Arabidopsis thaliana,
turpgiller (Brassicaceae) familyasindan yaygmn bir bitki tirtidir. Arabidopsis bitki
biyolojisi ve genetik ¢aligmalar i¢in ¢ok popiiler olan bir model organizmadir. DNA
dizilemesi tamamlanan ilk bitkidir. Arabidopsis’in mutant hatlar1 ve karakterize
edilen ekotipleri  laboratuar ¢alismalarinda deneysel materyal olarak
yetistirilmektedir. Arabidopsis bitki-patojen iliskisinin anlasilmasi i¢inde yaygm
olarak kullanilmaktadir (http://en.wikipedia.org/wiki/Arabidopsis_thaliana). Bu tez
caliymasmda bitki-patojen iliskisinin anlasilmasi temel alindigindan dolayr model
bitki olan Arabidopsis’in farkli ekotipleri ve mutant hatlar1 kullanilmig ayrica
ekonomik dnemi olan arpa bitkisinde galigmalar gergeklestirilmistir.

Patojen savunmasindaki molekiiler bilesenlerin belirlenmesi bitki-patojen
iliskisinin anlagilmasinda biiyiikk 6nem tagimaktadir. Enfeksiyonun erken sathasinda
bitkiler stomalarmi kapatirlar, boylelikle yaprak i¢cine mikroblarin girigini engellerler.
Stomalar enfeksiyon esnasinda kapandiklar1 i¢in “patojenkapilar’” olarak
distiniilebilirler [Roelfsema ve Hedrich, 2013, basiimamus].

Stoma kapanmasmin MIMO ler tarafindan tetiklenen bitki hiicrelerinin erken
savunma yanitlari ile iliskili oldugu bilinmektedir. Ancak bu yanitlarin altinda yatan
molekiiler mekanizmalar henliz aydmlatilamamistir. Bu tez caliymasi yaprak
ylizeyinde bulunan stomalarin patojenik mikroorganizmalara verdikleri yanitlar ile
ilgilidir. Bu yanitlar farkh elisitorlerin (kitosan ve flg22) yapraga enjekte edilmesi ile
taklit edilmeye ¢aligiimistir.


http://tr.wikipedia.org/wiki/Bu%C4%9Fdaygiller
http://tr.wikipedia.org/wiki/Malt
http://tr.wikipedia.org/wiki/Yem
http://tr.wikipedia.org/wiki/Tah%C4%B1l
http://tr.wikipedia.org/wiki/Arpa
http://tr.wikipedia.org/wiki/Turpgiller
http://tr.wikipedia.org/wiki/Bitki
http://tr.wikipedia.org/wiki/T%C3%BCr
http://en.wikipedia.org/wiki/Arabidopsis_thaliana
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Bu doktora tez caligmasinin amaci, stoma bekg¢i hiicrelerindeki patojen
savunma yanitlarmm erken molekiiler bilesenlerini ortaya ¢ikarmak ve boylelikle
bitki-patojen iliskisinin anlagilmasini saglamaktir. Ayrica MIMOler ve kuraklik stres
hormonu ABA’e bek¢i hiicrelerinin  yanitinda hangi sinyal bilesenlerinin
paylasildiginin ortaya c¢ikarilmasi1 hedeflenmistir. Bu hedefler dogrultusunda
Arabidopsis’in yabani ekotipleri (Col-0, Ler, Ws) ve farkli mutantlariyla (ost1-2,
abil-1, slacl-3, slah3-1, slacl-3xslah3-1, rbohD/F, AtWs-FLS2myc, cpk3-5-6-11,
cpk4-5-6-11) calisilmistr. Bu amagla ¢aligmamizda, nano-inflizyon teknigi olarak
adlandrilan bir teknik ile bitki apoplasti igine nano-miktarda elisitor (kitosan, flg22)
ve ABA c¢ozeltilerinin enjekte edildigi bir metod gelistirilmis ve bu non-invazif
metod ile biitiinligli bozulmamus bitkilerde stoma hareketleri gézlemlenmistir. Buna
ek olarak, biitiinliigii bozulmamis bitki yapraklarinda tek bekgi hiicrelerinin iyon
kanal aktivitesi hiicre i¢i ¢ift uglu mikroelektotlar kullanilarak incelenmistir. Ayrica
beke¢i hiicrelerinde nano-infiizyon teknigi ve mikro-elektrot tekniklerinin (voltaj-
kenetleme) kombinasyonu kullanilarak elisitorlerin potasyum ve anyon kanallari

lizerine etkileri incelenmistir.
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2. KAYNAK ARASTIRMALARI

Diinya niifusu hizla artmaktadir ve bu nedenle tarim alanlarinin miimkiin
oldugunca verimli kullanilmas1 olduk¢a 6nem tagmmaktadmr [Orke vd., 1994]. Bitkiler
dogal yasam alanlarinda biiylime, gelisme ve iiriin verimini etkileyen birgok biyotik
ve abiyotik stres faktorlerine maruz kalirlar [Xiong vd.,2002]. Evrimsel siiregte
bitkiler bu stres kosullarma kars1 giiclii stratejiler gelistirmek zorundadir. Yasamlari
boyunca bitkiler birgok patojenik mikroorganizma ile karsi karsiya gelirler.
Bitkilerin bagisiklik mekanizmalarim1 anlamak toplumlar i¢in biiyik Onem
tasimaktadir [Orke, 1994]. Bitkiler ¢evresel strese maruz kaldigi zaman stomalarin

kapanmas1 ve stresle ilgili birgok genin ifadesinin uyarilmasina neden olur.

2.1. IYONLARIN ZAR ENGELINDEN GECEREK TASINMASI

Bitki hiicreleri, sadece iki lipid (yag) molekiilii kalinliginda olan plazma zar1
ile dis gevrelerinden ayrilirlar. Bu ince zar oldukg¢a kararli olan i¢ ortami oldukg¢a
degisken olan c¢evreden ayirr. Plazma zar1 hiicrenin ¢evresiyle temasii
sagladigindan fiziksel ¢evre ile ilgili bilgileri, diger hiicreler ile ilgili molekiiler
sinyalleri ve patojen saldirilariyla ilgili bilgileri iletir. Bu sinyal iletimi ile ilgili
islemler zardan iyon akimu ile diizenlenir [ Tirkan, 2008, Hedrich, 2012].

Bir bolgeden diger bir bolgeye olan molekiiler ve iyonik hareket “tagima”
olarak adlandirihr. Molekiil ve iyonlarin hiicreye girisi veya hiicre igindeki
tagsmmalar1 esas olarak zarlarla diizenlenir. Bir zarin madde hareketine izin verme
derecesi “zar gegirgenligi” olarak tanimlanr. Tuzlar zarda diflizyon yaptiklarinda
elektriki zar potansiyeli (voltaj) olusabilir. K* ve CI iyonlar1 zardan kendi
elektrokimyasal potansiyel farklarma gore gegeceklerdir. Zar potansiyelinin asil
belirleyicisi proton tagmmasidir. Bitki hiicrelerinde zar potansiyelinin iki bileseni
vardir: diflizyon potansiyeli ve elektrojenik iyon tasinmasindan gelen bilesen (zar
potansiyelinin meydana getirdigi tasima). Hiicrede H" larm disartya dogru tagmim,
K*larin hiicre i¢ine pasif diflizyonla girmesi igin itici kuvvet olusturabilir. Hidrojen
iyonlarinin plazma zarmdan elektrojenik olarak tasinmasi, sadece bitkilerde degil,
bakteri, alg, fungus ve bobrek epitel hiicrelerindede gergeklesir [Spanswick, 1981,
Tiirkan, 2008].
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Katyon ve anyonlarm zardan farkli hizlarda pasif olarak hareket etmesi
srasinda olusan elektrik potansiyeline difiizyon potansiyeli denir. Herbir iyon igin
zarin her ki yaninda olusan voltaj farki ile iyonlarm esit dagilinm arasindaki iliski
“Nernst esitligi” ile acgiklanabilir. Nernst esitligi iki bolme arasmnda iyon
konsatrasyonundaki farkin bdlmeler arasindaki voltaj farki ile dengelendigini
gostermektedir. Voltaj farki yada zar potansiyeli, iyonlarm hiicre i¢inde ve disinda
asimetrik dagilimi nedeniyle tiim canl hiicrelerde goriilir [Hille, 1940, Nernst,
1988].

Ex= K" iyonlar1 igin denge potansiyeli

R= Evrensel gaz sabiti

T= Sicaklik

F= Faraday sabiti=1 mol protonun elektrik yiikiine esittir

logio= logaritma 10 tabanmna gore

[K]o = Potasyumun d1s ortamdaki konsantrasyonu

[K]i = Potasyumun i¢ ortamdaki konsantrasyonu

Potasyum iyonlar1 i¢in denge potansiyeli sabiti asagidaki formiille verilmistir [Hille,
1940, Nernst, 1988]..

Ex= RT/F In [K]o/[K]1=2.303RT/F logio[K]o/[K]

Bir hiicre zarinda ayn1 anda diflizyon yapan farkli iyonlarin elektriksel
yikleri “Goldman” esitligi ile 6zetlenebilir [Goldman, 1943]. Aktif tasinimda gorev
alan ve net yiik (sarj) olugturan elektrojenik pompalar, zar potansiyelinin diflizyon ile
olusturulan degerlerini degistirebilir [Goldman, 1943, Tiirkan, 2008].

2.1.1. Zar Tasima Sistemleri

Biyolojik zarlar se¢ilmis iyonlar1 ve diger polar molekiillerin gegisini
kolaylastiran “tagtyic1 proteinleri” bulundurmaktadir (Sekil 2.1). Tasiyic1 proteinler,
tasidiklar1 c¢oziinenlere karsi Ozgiilliik gosterirler, bu yiizden hiicrelerde biiyiik
cesitlilik sergilerler. Arabidopsis’in 849 geni veya tiim genlerinin %4.8’1 zarlardan

madde tasinmasimda gorev alan proteinleri sifreler [Ttirkan, 2008].
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Sekil 2.1. Zar tagima proteinleri [ Tiirkan, 2008].

Zarlarda c¢Oziinen hareketini arttran {ic tip membran tastyicist vardir:
kanallar, taswyicilar ve pompalar (Sekil 2.1). Kanallar ve tasiyicilar zarda
elektrokimyasal potansiyel derecesinin azalmas1 yoniinde ¢dziinmiis maddelerin pasif
tasinmasini diizenleyebilirler (pasif diflizyon veya kolaylastirilmis difizyon). Kanal
proteinleri zar porlar1 olarak davranr ve Ozgiilliikkleri esas olarak kanalin fiziksel
Ozellikleri tarafindan belirlenir. Tasiyic1 proteinler zarin bir tarafindan tagmacak
molekiile baglanir ve onu zarm diger tarafina birakirlar. Primer aktif taginma
pompalarla disariya tasmimdir. Primer aktif tasimada ¢6ziinmiis maddeler genellikle
ATP hidrolizinde elde edilen enerji kullanilarak elektrokimyasal potansiyel
gradiyentine kars1 pompalanirlar [Taiz and Zeiger, 2010].

2.1.1.1. Iyon kanallar1

Kanallar, zarda molekiil ve iyonlarmn diflizyon yapabildikleri se¢ici delik
gibi is géren zar proteinleridir. Porlarin boyutlar1 ve i¢ yiizeylerindeki yiik yogunlugu
onlarin tasima 6zgiilliigiinii belirler. Kanalla tasinim iyonlar ve suyla smirhidir. Iyon
kanallar1 tek tek “patch clamp” elektrofizyolojik teknigi ile detayli olarak
calisilabilir. Bu teknikle, iyonlarm bir kanaldan gecerken tasidiklar: elektrik akmm
tespit edilebilir. Patch clamp (parca ¢ikarma) teknigi ile yapilan galismalar; potasyum

gibi bir iyon i¢cin, zarin farkh tiirden kanallara sahip oldugunu gostermistir. Bu
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kanallar, voltaj degisikliklerine, K* ve Ca*? konsantrasyonlarmna, pH, protein kinaz
ve fosfolipaz gibi farkli sinyallere yanit olarak agilabilir. Bu 6zgiilliik, her bir iyonun
tasinimmim hakim olan kosullara gore incelikle diizenlenmesine olanak saglar.
Dolayisiyla bir zarin iyon gegirgenligi, belirli bir zamanda a¢ik olan tiim iyon

kanallarma bagh olarak farklilik gosterir [ Ttirkan, 2008].

Iyon kanal genleri

Tasiyict genlerin tanimlanmasi, izolasyonu ve klonlanmas1 tasiyict
proteinlerin molekiiler 6zelliklerinin agik lanmasina ¢ok yardimci olmustur. Genetik
calismalar i¢cin ideal, kiigiikk bir Crucifer olan Arabidopsis ve mutantlar:
kullanilmistir. Bitkideki tasiyict genlerin suanki tablosu, bitki genomunda herbir
tasinma islevi i¢in bireysel genlerden ziyade gen gruplarmin bulundugunu
gostermektedir. Tagmma genlerinin tanimlanmasinda bitki cDNA  (tamamlayici

DNA) kiitiphanelerinin mayalarla karsilasturlmasi ile tanimlamalar yapilmstur.

Aragtrmacilar kanal proteinlerinin davraniglarmi, kara kurbagasinin
(Xenopus) oositlerinde ifade edilen genleri kullanarak ¢alismislardir. Bu kurbagalar
biyiikliikleri nedeniyle elektrofizyolojik ¢ahsmalar i¢in uygundur. Ice-disa dogru
yonlendirici K* kanalllar1 icin bu genler bu yolla klonlanmis ve incelenmistir.
Suana kadar tanimlanmis, ice dogru ydnlendirici K* kanal genlerinden biri stoma
bekei hiicrelerinde, digeri koklerde ve TUgiinciisii ise yapraklarda kuvvetle ifade
edilmektedir .

Genetik caligmalar pek ¢ok geni ve bu genlerin kodladig: bitkilerde ¢ok
yonlii tagmimdan sorumlu tasiyici proteinleri ortaya ¢ikarmustir. Patch clamp, iki
elektrot elektrofizyolojisi (Two-Electrode Voltage Clamp (TEVC) , impalement)
iyon kanallar1 ile ilgili essiz bilgiler vermekte ve geg¢irgenligin dlciilmesini

saglamaktadir [ Tirkan, 2008].
2.2. STOMA BEKCI HUCRELERININ ISLEVi VE SINYAL MEKANiZMASI

Stomalar bitki ve ¢evre ile gaz aligverisine imkan veren yaprak ylizeyinde

bulunan kiiciik gézeneklerdir. Stomalar bekg¢i hiicreleri olarak adlandirilan 6zel bir
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¢ift epidermis hiicresinden olusur. Stomalar fotosentezde CO» in alnimi i¢in Snemli
bir rol oynar, fakat ayni zamanda terleme ile su kaybina da olanak verir. Bitkiler
sadece 151k, nem, CO; gibi gesitli cevresel faktorlere ve ABA gibi hormonlara yanit
vermezler, ayni zamanda patojenlere yanit olarak da stoma agikliklarmi
ayarlayabilirler (Sekil 2.) [Bartnicki-Garcia, 1968, Blatt, 1988, Blume vd., 2000].

Karanlik
Kuraklik
Soguk
Patojen
ABA

Stoma

Sekil 2.2. Mikroskop altinda bakildiginda yaprak yiizeyinde (epidermis) stoma
ackkligmin goriintiisii. Merkezi stoma ag¢ik g1 bir ¢ift bek¢i hiicresi ile gevrelenmistir.
Cevresel kosullara bagh olarak stomalar ya agilabilir (sag) veya kapanabilir (sol).
(http://en.wikipedia.org/wiki/Guard_cell).

Bekei Hiicresi

Bek¢i hiicreleri sadece abiyotik sinyalleri algilamazlar, aym1 zamanda
bitkilerin mikroorganizmalara yanit verme yetenegini arttirirlar. Bircok ¢aligma,
savunma yanitlari sirasinda stomalarm kapandigmi rapor etmistir. Bununla birlikte
bu yanitin altinda yatan mekanizmalar heniiz aydmlatilmamistir [Boller ve Felix,
2009, Boudsocq vd., 2010].

Bekgi hiicreleri izole olarak ¢alistigi icin “patch-clamp” dl¢timlerinde ilk
tercih edilen sistemler olarak temsil edildi. Stoma bekgi hiicreleri, iyon alimma bagh
olarak hacimlerini diizenleyerek yapraklarm su kaybimi kontrol eder. Stoma
hareketliliginin diizenlenmesi ve iyon kanallarmin fonksiyonlar1 hakkmda iki tiir
caliyma yapilmaktadir: bunlardan biri tek bekgi hiicreleri ile yapilan elektrofizyolojik

calgmalar (patch-clamp, implament, voltage-clamp) ve mutantlarla yapilan stoma
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performanslaridir [Hedrich, 2012]. Bekgi hiicrelerinde yapilan ¢aligmalarda ¢ok
cesitli mutantlar (abal, ostl, ost2 ve abil) kullanilmistir [Merlot, 2007, Mustilli vd.,
2002, Xie vd., 2006]. Stoma kapanma yetenegi bozulan bitkiler mutasyona ugramis
tohumlarin populasyonundan belirlenebilirler. Bu ac¢ik stoma fenotipleri infrared
kameralar kullanilarak olduk¢a kolay tespit edilebilir ¢linkii, bu mutantlar ytiksek
transpirasyondan dolay1 yabani tiplere gore daha soguktur [Mustilli vd., 2002, Wang
vd., 2004]. A¢ik stoma mutantlarmin avantajlarindan faydalanilarak bekgi- hiicre iyon

kanallari, bekg¢i-hiicre spesifik sinyalleri ve sinyal yolaklar1 analiz edilmistir
[Hedrich, 2012].

2.2.1.Sinyal Elemanlar1

a) ABA sentezi: aba2 ve aba3 olarak tanimlanan ilk solma mutantlarmin su stres
hormonu ABA’nin sentezindeki kusurlar ile ilgili olabilecegi gosterilmistir
[Koornneef vd., 1982,1984 ]. Toprak kurulugu veya bagil nemdeki diisiis ABA
sentezini tetikler [Sharp ve LeNoble, 2002, Wilkinson ve Davies, 2010]. ABA
bekei hiicreleri tarafindan algilandiginda potasyum tuzlari serbest birakilir ve su
kaybina neden olur, bekg¢i hiicre hacminin azalmasidan dolay1 stoma kapanmasi
meydana gelir [Raschke,1988]. Sonug olarak transpirasyonel su kaybi sona erer
[Hedrich, 2012].

b) ABI protein fosfataz: Gen ifadesi araciligi ile ABA, bitki gelisimini kontrol eder.
Bu durum hem uzun vadede ¢evresel degisimlere stomalarn adaptasyon
performanslarini hemde sinyal giiciinde ani degisimlere hizli stoma hareketini
gosterir. abil ve abi2 stoma kapanmasinin ciddi bir sekilde bozuldugu ABA-
duyarsiz mutantlardr [Hedrich, 2012].

c) OST1 (Open Stomatal) Protein Kinaz: Ag¢ik stoma mutant1 0ostl SnRK-tip
(OST1/SnRK2.6/SnRK2E) protein kinazdan yoksundur [Assmann, 2003, Mustilli
vd., 2002].

d) ABA reseptorii:. ABA resepdtiirii iki yaklasim ile kesfedilmistir; bunlardan
birincisi, ABII ile iliskili proteinler i¢in tarama [Ma vd., 2009] ve ikincisi ise
kimyasal genetik taramadir [Park vd., 2009]. PYR/RCAR-PP2C kompleks
olusumu PP2C’nin [Cutler vd., 2010, Joshi-Saha wvd., 2011] aktivitesinin

10
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inhibisyonuna yol agar, boylece SnRK2s’larin [Fujii vd.,2009] aktivasyonuna

izin verir.

2.2.2. Stoma Hareketleri

Stomalarm agilma ve kapanmasi ¢arpici bir sekilde gazlarin igeri girisi veya
salmmu i¢in bir direng olusturabilir. Fakat bu gdzeneklerin segiciliginde herhangibir
degisiklik yapmaz. Cevredeki degisimlere yanit olarak stoma ag¢ikhgindaki degisim
ile bitkiler karbon alinimi ve su kaybmi (etkin su kullanimi) optimize edebilirler
[Hedrich, 2012].

2.2.2.1.Stoma agilmasi

Stoma agilmasini tetikleyen iki tip sinyal vardir:1) gilines 15181 yogunlugu ve
spektral yogunluk 2) yaprak i¢inde CO2’i tutan hiicrelerin fotosentetik aygitinin
durumu. Bekgi hiicreleri bagimsiz bir sekilde mavi ve kirmizi 15181 algilar. Mavi
1siktaki degisimler bekgi hiicrelerinde bir ¢ift fitotropin tarafindan dogrudan algilanir
[Kinoshita vd., 2001]. Gece ve giindiiz arasinda meydana gelen krmizi sk
yogunlugundaki dalgalanmalar yapraklarda CO; fiksasyonunu dogrudan etkiler. Sekil
2.3.te gorildiigi lzere; diisik CO; seviyesi stoma agilmasim tetikler. Mavi 151k,
fitotropinleri (reseptdr/ kinazlar) aktiflestirir ve bu durum stoma agilmasma yol agar
(10). Plazma zar1 proton pompalarina baglanir (11), bu durum hiperpolarizasyona ve
hiicre dig1 ortamin asitlesmesine yol acar. Hiperpolarizasyon ige-dogru diizenlenmis
K" kanallarmi (12) harekete gegirir. Vakuolar zarda, proton pompalar1 (13) vakuol
liimenini asitlestirir ve K*/H" antiportirlarmi harekete gecirir (14). C1I” ve malat
anyon kanallar1 ve anyon antiportirlar1 araciligiyla vakuollerde biriktirilebilir (15)

[Ward vd. 2009]. Boylelikle stoma agilmasi saglanmis olur (Sekil 2.3).

2.2.2.2.S5toma kapanmasi

Iyon hareketleri agisindan stoma kapanmasi, stoma porunun acilmasi

srasindaki islemlerin tersi olarak meydana gelir. Bu baglamda, aydmnlik-karanhk

11
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gecisi ve hiicre i¢ci CO; konsantrasyonundaki artis kapanma sinyalleridir.
“Fotosentez yoksa ni¢in su kayb1 olsun” stratejisini takiben, bekg¢i hiicre ¢iftlerinin
bliziilmesi stoma kapanmasma neden olur. Toprak kurulugu srasinda, ulasilabilir
sinrli su durumu stres hormonu ABA aracihigiyla bek¢i hiicrelerine bildirilir

[Hedrich, 2012, Sharp ve Lenoble, 2002, Wilkinson ve Davies, 2010].

1 ﬂBA; yﬁksedcoz:lr [03]r Ve [Caz+]
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Sekil 2.3: Stoma hareketliligi sirasinda iyon kanallar1 ve tagiyicilarin model gosterimi
[Ward vd., 2009].

Sekil 2.3’te goriildiigi gibi; ABA, yiiksek [CO;], yiksek hiicre dis1 [CO2],
ve 0zon [O3] stoma kapanmasmi uyaran sinyallerdir. ilk olarak sinyaller reseptdrler
tarafindan algilanir (1). Stomalar ézellikle K*, CI' ve malat gibi ¢dziinenlerin hiicre
disina net akisiyla kapanr. ABA Reaktif Oksijen Tiirlerini (ROS) ftiretir (2), ve bu da
Ca**-gegirgen iyon kanallarmi (lc, kanallar1) aktiflestirir (3). Sitoplazmik Ca®*

konsantrasyonu ([Ca2+]3yt) bekgi hiicrelerinin tasima mekanizmalarmm merkezi

12
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diizenleyicileridir ve yavas tip (S-tip) anyon kanallarin1 (4), yavas vakuolar SV
(Slow Vacuolar) (TPC) kanallar1 (7) ve vakuolar potasyum kanallarmn
(VK=Vacuolar K*) (TPK=Two Pore K* Channel) (8) aktiflestirir. CI" ve malat S-tip
ve R- tip anyon kanallarindan disartya dogru gecer ve olas1 CI'/H" antiportirlar1 (6)
depolarizasyona neden olur. Disa dogru-Diizenlenmis K -secici kanallarimdan K*
disar1 dogru akar (5). Vakuol membraninda, SV (TPC1) kanallar (7) Ca®*-gecirgen
voltaj-bagimli kanallar1 ve Ca®*'u- aktiflestirir. VK (TPK) kanallar (8) Ca?'
tarafindan aktive edilir ve K" icin olduk¢a secicidir ve stoma kapmasi srasmda
K" un salmmu igin dnerilmistir. Boylelikle stoma kapanmasi saglanms olur (Sekil

2.3) [Ward vd., 2009].
2.2.2.3. ABA sinyali

ABA sitoplazmada bulunan Pyr/Pyl/RCAR adli bir reseptor tarafindan
(Rasa olarak adlandirilir) taninir [Ma vd., 2009, Park vd., 2009, Joshi-Saha vd.,
2011]. Bekg¢i hiicreleri, kdk ve yapraklarindan alman sinyal yogunlugundaki
degisiklikleri taniyabilir fakat ABA plazma zarin1 gegmek ve bekgi hiicre reseptorii
Raga ile bulugsmak zorundadir [Kang vd., 2010, Kuromori vd., 2010]. Mikroelektrot
(impalament) ¢aligmalarinda, disaridan hormon uygulamasinin bu siireci gegiktirdigi,

ABA’in sitoplazmik uygulamasinin bek¢i hiicre anyon kanallarmi ge¢ikmeden
aktiflestirdigi belirlenmistir [Hedrich. 2012].

2.3. STOMA BEKCI HUCRELERINDE IYON TASINIMI
2.3.1. Bekg¢i Hiicre Plazma Zarmdan K™ Tagmimi

Potasyum, stoma hareketliligi icin gerekli olan osmotik bir elementtir.
Stomanin hareketi bekci hiicreleri ve apoplast arasinda K™ un hizli dagilimina baghdir.
Bekei hiicrelerinde K un igeri ve disari tasmimu igin ana yol plazma mebraninda

bulunan iyon segici kanallardir. K* bekgi hiicreleri plazma zarindan ii¢ grup kanal ile

tasinir [Geiger vd. 2010]. Bunlar :
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. Disa dogru-Diizenlenmis (Disar1 dogrultucu) K™ -secici kanallar1
o Iceriye dogru-Diizenlenmis (Igeriye dogrultucu) K™ -secici kanallari
o Segiciolmayan voltaj-bagimsiz iyon kanallaridir.

2.3.1.1. Disa dogru-diizenlenmis K* -segici kanallar1 (K™ disari)

Stoma kapanmasi1 esnasinda bekg¢i hiicrelerinden potasyum kaybi plazma
zarinda Disa dogru-diizenlenmis K -segici kanallar1 (K™ disar1) araciligiyla gerceklesir.
Disa dogru-diizenlenmis K" -secici kanallarmin en karakteristik 6zelligi voltaj bagiml
olmalaridir. Voltaj-kenetleme deneyleri ile -100mV dinlenme potansiyelinden daha
depolarize (6rnegin 0 mV) degere kademeli olarak ¢tkmak K disar1 akimin sigmodial
kinetigine neden olur ve voltaj uyguladiktan sonra yaklasik 1-2 sn yeterlidir [Geiger vd.,
2009]. Disa dogru-Diizenlenmis K" -segici kanallarmi aktive edecek esik fizyolojik
kosullar yaklasik olarak -60mV olarak belirlenmistir [Gomez-Gomez ve Boller 2000].

GORK

nA

I I I I I 1
0 1 2 3 4 5 6
s

ekil 2.4. Disadogru-Diizenlenmis K™ -se¢ici kanallarinm kinetigi
g g

Arabidopsis bitkisinin bekg¢i hiicre plazma zarinda bulunan Disadogru-
Diizenlenmis K* -secici kanallar1 GORK (ing. Guar Cell Qutward Rectifier K*) olarak
adlandrrilan tek bir gen tarafindan kodlanir. Bu gen R. Hedrich’in grubu tarafindan
klonlanmistr [Hedrich ve Marten, 1993]. Zar depolarizasyonu iizerinde yapilan

calismalarda patch pipetleri kullanilarak bugiine kadar ¢aligilan biitlin hiicre tiplerinde
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Disadogru-Diizenlenmis K™ -secici kanal akimlari izlenmistir. Elde edien bulgulara gore
GORK geninin bekgi hiicre disartya dogrultucu K* -segici kanallarmm kodladig
gosterilmistir [Hedrich, 2012, Hedrich vd.,1995].

2.3.1.2. Igeriye dogru-Diizenlenmis K* -segici kanallar1 (K™ iceri)

K" iyonlarinm almimi stomalarin agilmas1 i¢in gereklidir. Bu durum bekgi
hiicresi plazma zarmndaki Iceriye dogru-diizenlenmis K" -segici kanallar1 (K" igeri)
aracihigryla gerceklesmektedir. igeriye dogru-Diizenlenmis K* -se¢ici kanallar1 ancak
plazma zarmmmn hiperpolarizasyona ulasmasi ile aktif hale gelir (-100mV’dan daha
negativ) [Gomez-Gomez ve Boller, 2000, Gudesblat, 2009]. Iceriye dogru-diizenlenmis
K™ -segici kanallar1 K* disar1 kanallar1 ile karsilastirildiginda tek degerlikli katyonlarin
cesitliliginde oldukga secici oldugu belirlenmistir [Hedrich vd., 1990].

1 —
KAT1
0 KF_E
T 1
-2 -
3 I T | T ]
0 1 2 3 4 5 6

Sekil 2.5. Icedogru-Diizenlenmis K" -segici kanallarmin kinetigi
g g

Iceriye dogru-diizenlenmis K™ -segici kanallar1 yiiksek bitkilerde klonlannus ilk
iyon kanal 6rnegidir. KAT1 [Anderson vd., 1992] ve AKT1 [Sentenac vd., 1992]
neredeyse ayni zamanda klonlanmis Arabidopsis’in Igeriye dogru-diizenlenmis K" -
se¢ici kanallaridir. Hayvanlar aleminin Voltaj-bagimh K* -secici kanallarinm bir
grubuyla yapisal benzerlik gosterdiginden dolayr bu kanallar “Sahaker-like” kanallar
olarak adlandmrilir [ Geiger,2010].
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2.3.2. Bekgi hiicre Plazma Zarmdan Anyon Tasgmim

Stoma kapanmasina dnderlik eden merkezi mekanizma bekgi hiicrelerinden
apoplasta anyonlarm salmimidr [Koncz ve Schell 1986, Koers vd., 2011].
Anyonlarin igeriye dogru akis1 elektrondtral bir islemdir, ¢iinkii K™ un salinimu ile
parallel bir sekilde gerceklesir. Plazma zar anyon kanallar1 araciligiyla bekgi
hiicrelerinden anyonlarin pasif salinimi kiigiik anyonlarm herbiri i¢in segici olarak
karakterize edilir [Kuchitsu vd., 1997, Langer vd., 2004]. Bekg¢i hiicre protoplastinda
patch-clamp kayitlariyla yapilan ilk ¢aligmalar, bitki plazma zarinda en az iki tip
anyon kanalinin oldugunu gostermistir [Schroeder ve Keller, 1992, Schroeder and
Hagiwara, 1989]. Bu iki tip kanal farmakolojik ozellikleri ve akim-voltaj
karakteristikleriyle farkli 6zellikler sergilerler [Lecourieux vd.,2005]. Bu kanallar,
voltaj-bagimli aktivasyon ve deaktivasyon hizindaki farklhliklara gore hizli R-tip ve
yavas S-tip olarak ifade edilir. Kanallar ya yavas (S-tip) voltaj-bagimsiz veya hizl
(R-tip) voltaj-bagimli aktivasyon ve deaktivasyon kinetigi gosterir. R ve S-tip anyon
kanallarinin her ikisi de negatif membran potansiyellerinde (Vm<-150 mV)
aktivitenin en diisiik derecesini gosterir, ancak plazma zar1 daha pozitif (depolarize)
oldugunda aktif hale gelir. R-tip kanal aktivasyon hizi S-tip kanallarin
aktivasyonundan yaklasik olarak 1000 kat daha hizhidir ( 5-50ms R-tip i¢in, 5-50s S-
tip i¢in) [Linder ve Raschke, 1992, Kolb vd., 1995 ].

2.3.2.1. R-tip ve aliminyum ile aktive edici anyon kanallar1

R-tip anyon kanallari iki degerlikli anyonlari: da igeren genis cesitlilikte
anyonlarin gecisine gore ayarlanir [Dietrich ve Hedrich, 1998, Diatloff vd., 2004].
Bek¢i hiicrelerinde malat’a R-tipi anyon kanallarinin 6zel bir duyarlihigi oldugu
gdzlenmistir ve malat taginimi ve malat-bagimh CO; algilanmasinda R-tip anyon
kanalinmn rolii oldugu bildirilmistir [Hedrich ve Marten, 1993, Hedrich vd., 1995].
Malat’in giiclii etkisiyle uyumlu olarak, son yillardaki ¢aligmalar R-tip anyon
kanallarinin aliiminyum aktive edici-malat tasmimi (ALMTs= Alimunium-activated
malate transporters) ile iliskili oldugunu gostermistir. Bir ALMT geninin kayb1 bekgi

hiicrelerinde R tipi anyon akmmlarinda bir azalmaya yol agar ve uyaran-bagh stoma
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kapanmasini yavaslatr [Meyer vd., 2010, Sasaki vd., 2010]. Bununla birlikte, bekgi
hiicreleri alimunyuma duyarli degildir ve orjinal adi AtALMTI2 yanls anlagilmalara
yol agabilir. Bu nedenle bekg¢i hiicrelerindeki rolii ve Klaus Rachke [Linder ve
Racke, 1992] tarafindan Onerilen terminolojiye uygun olarak isminin hizli anyon
kanali olarak degistirilmesi (QUAC1= quick anion channel 1) 6nerilmistir [Meyer
vd., 2010]. R-tip kanallarin iic-boyutlu yapisinin eksikligi nedeniyle 6zelliklerini
aciklamak olduk¢a zordur [Motoda vd., 2007].

2.3.2.2. S-tip anyon kanallar1

S-tip (Ing. Slow=yavas) anyon kanallar1 birgok alemde bulunan tastyicilara
homolog olan kiigiik bir gen ailesi tarafindan kodlanir [Negi vd., 2008, Vahisalu vd.,
2008, Grobler vd., 1995, Chen vd., 2010]. SLAC1 (Slow Annion Cahnrel 1), S-tip
anyon kanallarmi kodlayan ilk gendir ve sinyal bagimli stoma kapanmasi eksik
Arabidopsis mutantlarmda belirlenmistir [Negi vd., 2008, Vahisalu vd., 2008].
Stomalarda SLAC1 eksikligi sonucunda yiksek CO; ve diisik nem kosullarina yanit
olarak stomalarn kapanamadigi, buna karsmn karanlikta ¢ok yavas kapandigi
gozlenmistir [Geiger vd., 2009, Lee vd., 2009, Geiger vd., 2010]. SLAC1 tercihen
klorit ve nitratla iliskilidir, buna karsin malat i¢in iletkenligi ihmal edilebilir [Chen
vd., 2010, Geiger vd., 2009]. SLAC1’in aksine SLAC1 homolog 3 (SLAH3) kanal:
nitrat icin en yiiksek gecirgenlige sahiptir; SLAH3 ayni1 zamanda hiicre dis1 nitratin
etkinligini uyarmak icin de gereklidir [Geiger vd., 2011]. Bekgi hiicrelerinde
bulunan, SLAC1 ve SLAH3’in her ikisinin de birlikte stoma kapanmasi srasinda
kloriir ve nitratin salinimma katkida bulundugu distiniilmektedir [Roelfsema wvd.,
2012]. Son yillarda, SLAC/SLAH kanallarmin ii¢c boyutlu yapisi, Haemophilus
influenzae TehA (HiTehA) protein ile homolojilerine dayali olarak modellenmistir
(Sekil 2.6) [Chen vd., 2010].
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) Hiicre disi

Sitesol | [

Sekil 2.6. AtSLAC1 Anyon kanal modeli [Chen vd., 2010].

SLAC1 Arabidopsis bitkisinde, SLAC1 ve dort SLACI-homologundan
(SLAHs) olusan kiiciik bir gen ailesi ile temsil edilir (Sekil 2.7) [Negi vd.,
2008,Vahisalu vd., 2008]. SLAH3: bekgi hiicrelerinde ifade edilen SLAH3 ve
SLAC1 arasinda mutant fenotiplerini kurtarabilme yetenegindedir. Bu SLAC1
homologlary, SLAC1’e benzer olarak uygun bir tagima i¢in fosforilasyona bagimlidir.
Ayrica SLAH3 belirgin farkliliklar sergiler. Bunlar; 1) Secicilik: SLAH3 agrhkl
olarak nitrat gecirgendir. 2) Calisma: SLAH3 sadece nitrat iletken degil, caligmasi
icin 3mM azotlu giibreye de ihtiyag duyar [Geiger, 2011]. 3) Voltaj-bagimhhig::
SLAC!’in akmm-voltaj egrisinin aksine, SLAH3 hiperpolarize potansiyellerde
olduk¢a inaktiftir ve pozitif voltajlar ile ag¢ilir. Yari aktivasyon esigi, nitrat
konsantrasyonuna baghidir. Gelecekte bu iki bek¢i hiicre anyon kanalinin voltaj
bagimlilig1 ve seciciligindeki farkliliklarmm yapisal temeli hakkinda bilgi almak ilgi
¢ekiciolacaktir [Hedrich, 2012] .
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AtSLAC]1

AtSLAH2

AtSLAH3

AtSLAHI1

AtSLAH4

AtACTINS

Sekil 2.7. Arabidopsis thaliana SLAC1 protein ailesi Iliskisi [Koers, 2013]

2.4. ANYON KANALLARININ DUZENLENMESI

Biiylimekte olan hiicreler, hiicre turgorunu devam ettirmek icin osmolitleri
biriktirmek durumundadir ve bu nedenle sessiz anyon kanallarina ihtiyag duyarlar.
Aktif anyon kanallar1 iyon si1zintisina neden olabilir ve bdylece iyon alimi sistemleri
ile bir akim dongiisti yaratir. Cesitli uyaricilar anyon kanallarini etkinlestirir ve
turgor kaybma yol agan osmolitlerde hizli bir azalmaya yol agmaktadw. Anyon
kanalinin diizenlenmesi altinda yatan molekiiler mekanizmalar bek¢i hiicreleri i¢in
¢ok ayrintili bir sekilde ¢alisiimaktadr. Anyon kanal aktivitesini kontrol eden sinyal
yolaklar1 hiicre tiplerine gore onemli farklihklar gosterse bile, bek¢i hiicrelerindeki
olaylarin gelecekte bu alandaki ¢alismalara rehberlik etmesi olasidir [Roelfsema vd.,
2012].

2.4.1. ABA Tarafindan Diizenlenmesi
Kuraklik hormonu olan ABA bekg¢i hiicreleri plazma zarmda R- ve S-tip
anyon kanallarinin her ikisini de aktive edebilir [Roelfsema vd., 2005]. Kuraklik

esnasinda, bekei hiicrelerinden anyonlarin disar1 akis1 ve potasyumun salinimi stoma

kapanmasina neden olur. ABA yanitinda bitkiler asir1 su kaybindan kagmmaya caligir
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ve bu durumda OST1’in merkezi bir rol oynadig1 goriilmektedir [Mustilli vd, 2002,
Yoshida vd., 2002]. OST1 fonksiyonlari-eksik mutantlarda, ABA stoma kapanmasini
tetikleyemez ve bekci hiicreleri S-tip anyon kanallarinin aktivitesi en diisiik seviyeye
iner [Geiger vd., 2009]. Bu fenotipe paralel olarak OSTI1’in S-tip anyon kanali
SLAC1’in N-ucunun fosforilasyonu aktiflestirdigi bulunmustur [Geiger vd., 2009,
Lee vd., 2009, Vahisalu vd., 2010]. ABA bdylece OSTI1 aktivasyonu ile koruma-
hiicre anyon kanallarini uyarabilir [Roelfsema vd., 2012]]. Sitosolik ABA, ABA-
duyarsiz (ABI) -1 ve ABI2 dahil, 2C ailesinin protein fosfatazlar1 ve
PYR/PYL/RCAR (Raga) gen ailesi tiyelerinden olusan bir protein kompleksine
baglanrr [Ma vd., 2009, Park vd., 2009]. Diisiikk ABA seviyelerinde, ABI1 ve ABI2
OSTY’i inhibe eder ve boylece SLACI1 kanallarinin aktivasyonu engellenir [Geiger
vd., 2009, Lee wvd., 2009, Yoshida wvd., 2006]. Bununla birlikte, ABA
konsantrasyonunda Ki artis Raga ile etkilesim sonucu ABI protein fosfatazlar: inhibe
eder. Bunun bir sonucu olarak, OST1 inhibisyonu sona erer ve SLAC1’i aktive eder.
Raga Ve ABI protein fosfatazlar sadece OSTI degil, ayn1 zamanda ¢ok sayida
kalsiyum-bagimli protein kinazlar1 (CPKs) diizenler. CPK21 ve CPK23 gibi bu
protein ailesinin bazi liyeleri, ayn1 zamanda SLAC1 kanalini1 aktive etme yetenegine
sahiptir. Ayrica, her iki CPKs bekgi hiicrelerinde ifade olan ikinci bir plazma zari
anyon kanali SLAH3 1 de aktiflestirir [Geiger vd., 2011]. SLAH3 sadece CPKs ile
uyarilirken, ABA’in OST1 ve CPKs ile dogrudan etkilesimi yolu ile SLAC1’i aktive
ettigi goriilmektedir [Roelfsema vd., 2012].

2.4.2.Patojenlerle Etkilesimleri

Bitkiler sadece abiyotik stres kosullar1 ile degil, aynt zamanda patojenik
mikroorganizmalarin saldirilariyla da basa ¢ikmak zorundadir [Jones ve Dangl, 2006,
Schulze-Lefert ve Panstruga, 2011]. Bu biyotik stres kosullar1 dogustan gelen
bagisiklik veya temel direng uygulanmasina katkida bulunan, anyon kanallarini igerir
[Roelfsema vd., 2012]. Dogal bagisiklik, plazma zar1 reseptorleri tarafindan mikrop-

iliskili molekiiler driintiilerin (MIMOler) tanmmas1 iizerine uyarilir. MIMOler’in
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sinyali muhtemelen iki reseptdr proteini icerir, bunlardan biri MIMO’ye baglanan
hiicre dis1 kisim, digeri ise MIMO’niin baglanma bdlgesini tantyan aktif kisimdir
[Boller ve Felix, 2009, Chinchilla vd., 2007]. Bitki hiicreleri P-tipi ATPaz proton
pompalar1 nedeni ile asidik bir ortamda yasarlar. Bitki hiicreleri patojenle
karsilastiginda proton pompalarmin deeaktivasyonuyla hiicre dis1 daha alkali olur ve
patojen i¢in istenmeyen bir durum olusur [Felle vd., 2004]. Erken sinyal basamaklari,
konakg1 hiicrenin depolarizasyonu ve sitosolik kalsiyumun artis1 ile iliskilidir [Jiang
vd., 2003]. Depolarize edici iyonik iletkenlik biiyiik bir olasilikla bir anyon kanalini
ifade eder. Sitoplazmik serbest kalsiyum konsantrasyonundaki artistan dolayi, birgok
CPKs MIMOler tarafindan uyarilir [Boudsocq vd., 2010]. MiMOler tarafindan
aktive edilen CPKs sadece gen transkripsiyonunu etkilemez, ayni1 zamanda plazma
zart NADPH oksidazlar araciligiyla reaktif oksijen tiirlerinin (RO T) tiretimini tetikler
[Boudsocq vd., 2010]. Muhtemelen bu CPKs’den CPK23 ve CPK21, SLAC1 ve
SLAH3’i aktiflestirebilir [Geiger vd., 2011, Geiger vd., 2009]. Bu varsayim
dogrultusunda fungal MIMO kitosan arpa (Hordeum vulgare) bekgi hiicrelerinde S-
tipi anyon kanallarinin aktivasyonunu tetikler [Koers vd., 2011]. Benzer bir "elisitor -
tarafindan uyarilan kanal tipi”, uzama faktorii Tu nun bir aktif epitopu olan EIf18 ve
hasar-iligkili molekiiler oriintiiler (DAMP=Damage-Associated Molecular Pattern)
peptidl ve 2 (PEP1 ve PEP2) tarafindan tetiklenir [Krol vd., 2010]. Diger hiicre
tiplerinin birgogunda da zar depolarizasyonuna neden olur [Krol vd., 2010, Kuchitsu

vd., 1997, Pelissier vd. 1986, Jeworutzki vd., 2010,Felle vd. 2000].
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2.5. BUTUNLUGU BOZULMAMIS BEKCI HUCRELERININ INCELENMESI

Roelfsema ve Hedrich’in yaptiklar1 arastirma makalesinde c¢evresel
sinyallere bitkilerin yanitlarinda biitiinliigi bozulmamis bekg¢i hiicrelerinin
yanitlarmin epidermis izolasyonu ve protoplast caligmalarmdan farkli oldugu
vurgulanmistir [Roelfsema ve Hedrich, 2002]. Bu farkliliklar asagida belirtildigi
gibidir;

e Biitiinliigli bozulmams bekgi hiicreleri fiziksel olarak epidermis hiicreleri
ile baglantilidir ve bu durum stoma agilmasinin hizini artrmaktadir.

e Bununla birlikte apoplastta normal olarak bulunan maddelerin birgogu
deneysel ¢ozeltilerde eksiktir.

e Muhtemelen iyonlarm degisimi 1g1ga bagimlidir ve epidermis izolasyonunda
stoma agi1lmasi 151k uygulanarak zorlanmaktadir.

e Apoplasttaki pH ve hormon degisimleri bitki yanitini etkileyebilir.

e Sonu¢ olarak, organik maddelerin biitiinliigii bozulmamis yaprak i¢inde
bekci hiicrelerinin diizgiin fonksiyon gostermeleri i¢in Oonemli olabilir

[Roelfsema ve Hedrich 2002].

Stoma kapanmasi

Stoma acilmasi

Ref.Elek.

a) b)
Sekil 2.8. a) Hiicre i¢i kayit elektrotu ile mebran potansiyelinin 6lgtimii, b) stoma
ac1lmas1 ve kapanmas1 esnasindaki iyon akisi [http:/Awww.uni-wuerzburg.de, M.Rob
G. Roelfsema ve Rainer Hedrich].
Yukaridaki sekilde biitiinliigii bozulmamis bitkilerin bek¢i hiicrelerinde

elektrofizyolojik Olciim metodunun sematik gosterimi bulunmaktadir. Bekgi

hiicreleri plazma mebran iyon kanallarinin aktivitelerinin 61l¢timii iKi-uglu elektrod ile
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kenetlenerek yapilir. Buna bagh olarak stomalarin agilma- kapanma (b)
mekanizmalar1 elektofizyolojik olarak olgiiliir (Sekil 2.8) [Roelfsema ve Hedrich,
2002].

2.5.1 Voltaj Kenetleme Teknigi

Voltajin, voltaj kapili kanallarin agilis1 ve kapanisia etkisini 6lgmek i¢in
kullanilan bir arastrma yontemidir. Voltaj-kenetleme teknigi ilk kez Cole tarafindan
1949 yilinda tanimlanmistir. 1952 yilinda Hodgking, Huxley ve Katz tarafindan
gelistirilmistir. Hodgin ve Huxley voltaj-kenetleme teknigi ile 1963 yilinda Nobel
Tip ve Fizyoloji odiiliinii almigtir. Hodgin ve Huxley bu teknik sayesinde voltaj
kapili sodyum ve potasyum kanallarinin, zar potansiyelinin farkli degerlerindeki
iletkenliklerini saptamislar ve bu degerlerden de aksiyon potansiyelinin genligini

(voltaji, amplitiidi=genligi) ve zamansal yapisin1 matematiksel olarak tiiretebilmistir

[Cole, 1949, Hodgking vd., 1952].

2.6. BITKILERIN BAGISIK LIK SISTEMI YANITLARI

Yakin zamana kadar, bakterilerin agik stomalar araciligiyla 6zgiir bir sekilde
bakteri saldrisina maruz kaldigit ve stomalara giris i¢in pasif oldugu
distiniilmekteydi. Bununla birlikte, Melotto ve arkadaslar1 Arabidopsis bitkisinde
canh bakteriler ve kitosan, flg22 gibi saflastirilmis Patojen/Mikrob liskili Molekiiler
Oriintiilere (P/MIMOler) yanit olarak stomalarin kapandig: belirlendi [Melotto vd.,
2006, Zeng vd., 2010].

CH,OH CH,OH CH,OH

OH ] OH O OH

HO
NH2 NHZ NH2

Sekil 2.9. Kitosan’ninkimyasal yapis1 (B-1,4 glikozamin baglantih polimer).
[http:/Avww.sigmaaldrich.com]
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Kitosan (B-1,4 glikozamin baglantili polimer), pek¢ok mantar hiicre
duvarinin bilesiminde bulunan kitinin deasitillenmis bir tirevidir (sekil 2.9)
[Bartnicki-Garcia, 1968]. MIMOler den bir digeri ise FLS2 reseptorii tarafindan
taninan 22 aminoasitten olusan oldukga iyi korunmus Pseodomonas’in kamg¢ismin
epitopu olarak bilinir [Felix vd.,1999].

Bu tez ¢aligmasinda Arpa bitkisinin stoma bekgi hiicrelerinde fungal hiicre
duvar bileseni olan kitosanin infiizyonu ile stomalarin kapanmasi gosterildi [Koers
vd., 2012]. Model bitki olan Arabidopsis’ te yaptigimiz ¢alismalarda Pseudomonas
syringae’ nin kamg1 proteinlerinin flg22 peptidinin stoma kapanmasini uyardigini
gosterdik. Arabidopsis’in se¢ilmis mutantlarin1 kullanarak bekgi hiicrelerinde ABA
ve patojen-uyartili sinyal yollarinin molekiiler bilesenlerini incelemeye ¢alistik.

Asagidaki sekilde (Sekil 2.10) bek¢i hiicrelerinin MIMO ler’in sinyal zinciri
goriilmektedir. Hipotetik olarak MIMO sinyal yolagmm gen ifadesini degistirdigi ve
yavas tip anyon kanallarini aktive ettigi diisiiniilmektedir. Bek¢i hiicreleri MIMOler’i
tantyabilecek hiicre dis1 reseptdrler ile donatilmistr. Ornek olarak arpa bitkisinde
kitosan1 ve Arabidopsis bitkisinde flg22’yi verebiliriz. MIMOler Reseptor-Benzeri
Kinazlar’a (Reseptor-Like-Kinazlara=RLK) baglanir ve bunlarda BAK1 ve SERK
ko-reseptorleri ile iliskilidir. Her iki reseptoriin etkilesimi bilinmeyen bir
mekanizmayla OST1 aktivasyonuna neden olabilir. OST1 dogrudan SLAC1’1 aktive
edebilir ve bekei hiicre duvarindan anyonlarn salmmni uyarabilir. OSTI, Ca?
kanalin1 da aktive edebilir ve buda sitoplazmik kalsiyum sinyaline neden olabilir.
Sitoplazmik kalsiyum sinyali CPKleri aktive edebilir ve boylece CPKler de SLAC1
ve SLAH3 kanallarmi aktive edebilir. Ayrica bunlara alternatif olarak OST1 belirli
CPKleri Ca®" bagimsiz mekanizma ile aktive edebilme yeteneginde olabilir

[Roelfsema vd., 2012].
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Sekil 2.10. Stoma bekgi hiicrelerinde MIMO lerin sinyal yolagmm sematik
diyagramu [Roelfsema vd., 2012].
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3. MATERYAL ve YONTEM
3.1. BITKI YETISTIRME ve HAZIRLIK KOSULLARI

Hordeum vulgare (L.) cv. Ingrid bitkileri 150 pmol m? s* foton akis
yogunlugunda 11k veren floresan tipler (L36W/25; Osram, http://www.osram.de) ile
donatilmis iklim dolabinda yetistirilmistir. Bitkiler %70 torf %30 kil igeren
saksilarda, 22/16 °C giindiiz/gece sicakhiginda, 12/12 saat giindiizgece 15k
kosullarinda, %60 + 5 nemde iklimlendirme dolabinda yetistirildi Tohumlarmn
¢imlenme asamasinda kurumamasi igin st kismmna kum serpildi. Arpa bitkisinin
tohumlar1 R. Panstruga MPI’dan (Max Planck Institute for Plant Breeding Research,
Cologne, Germany) elde edildi. Elektrofizyolojik kayit ve nano-infiizyon islemi igin
biitiinliigii bozulmamis bir haftalik bitkiler kullanildi ve ik gelisen yapraklarda
Olgtimler yapildi

Arabidopsis thaliana bitkisinin Col-0 (Columbia), Ler (Landsberg erecta),
WS-0 (Wassilewskija) ekotipleri ve onlardan elde edilen mutant hatlar1 (Cizelge 3.1)
% 80 torf, %20 kil iceren karigimda saksilarda 2-3 hafta siireyle yetistirildi. Topragi
havalandirmak i¢in karigmma hindistan cevizi lifi eklendi. Hazirlanan karisim 100 °C
1 atm basmg altinda 20 dk otoklavda (Systec) steril edildi. Uygun biyiiklige gelen
bitkiler yine steril toprak karisimi iceren ug¢ kismi (27mm) ve tepe kismu kesilmis
santriflij tiiplerinin (35mm) igine aktarild1 ve tiipler i¢inde yetistirildi. Arabidopsis
bitkileri 22/16 °C gilindiiz/gece sicakhiginda, 12/12 saat giindiiz/gece 131k, %50
nemde, 150 umol m?s?t 51k siddeti kosullarinda klimlendirme dolabinda (BINDER
KBF 720) yetistirildi (Sekil 3.1). Elektrofizyolojik kayit ve nano-infiizyon islemi i¢in
biitiinliigii bozulmamis 5-6 haftahk Arabidopsis bitkileri kullamldi. Olgiimlere

karanlik biiylime faz1 bitiminde baslad1 (sabah erken saatlerde).
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Sekil 3.1. Bitki yetistirme dolabinda ¢imlenmekte olan ve biiyliyen Arabidopsis
bitkileri

Cizelge 3.1. Tez ¢alismasinda kullanilan Arabidopsis thaliana bitkilerinin listesi ve
Ozellikleri

Genrel bilgiler Bilimsel ad
Col-0 Yabani tip Arabidopsis thaliana ekotip Colombia
Ler Y abani tip Arabidopsis thaliana ekotip
Landsberg erecta
WS-0 Yabani tip Arabidopsis thaliana ekotip Wassilewskija
dogal FLS2 mutant1
ostl.2 Tekli mutant- openstomata 1.2
Ler ‘den elde edildi
slacl-3 Tekli mutant- slowanionchannell
Col-0’dan elde edildi
slah3-1 Tekli mutant- Slaclhomolog 3
Col-0’dan elde edildi
slacl-3Xslah3-1 Ikili mutant- slowanionchannel1X slaclhomolog 3
Col-0’dan elde edildi
rbohD/F Ikili mutant- respiratory burst oxidase homolog D/F
Col-0’dan elde edildi
cpk3-5-6-11 Dortlii mutant- calciumproteinkinase 3-5-6-11
Col-0’dan elde edildi
cpk4-5-6-11 Dortlii mutant- calciumproteinkinase 4-5-6-11
Col-0’dan elde edildi
AtWS-FLS2myc Tekli mutant- Arabidopsis thaliana Wassilewskija
WS-0"dan elde edildi FLAGELLIN SENSITIVE2 myc
protein
abil-1 Tekli mutant- ABscisic acid Insensitive 1
Ler’den elde edildi
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3.1.1. Arabidopsis thaliana Mutant Hatlar1

Cizelge 3.1°de goriildiigii tizere; ost1-2 ve abil-1 tekli mutantlar1 Landsberg
erecta (Ler) ckotipinden eclde edilmistir. cpk3/5/6/11 ve cpk4/5/6/11 dorthi
mutantlary, rboh-D/F ikili mutanti, slacl-3 ve slah3-1 tekli mutantlar1 Columbia O
(Col0) ekotipinden elde edilmistir. FLS2 ise Wassilewskija (WS-0) ekotipinden alde
edilmistir [Zipfel vd., 2004]. WS-0 dogal bir mutant olup, hiicre zarinda FLS2
reseptoriinii icermez. slacl-3 (SALK _099139) ve slah3-1 (GK-371G03) tohumlar1
NASC’dan (Arabidopsis Stock Centre) (http://arabidopsis.info/) elde edilmistir.
slac1-3Xslah3-1 ikili mutanti standart c¢aprazlama, F2 ve F3 jenerasyonlarmnin
genotiplemesi kullanilarak clde edilmistir: slac1-3 LP
AACTTCTTCTTCGCTCCTTGG, slacl-3 RP GACCATTTCTTTGCCTGTTTG,
Salk Lba TGGTTCACGTAGTGGGCCATCG, LB-GK2
CCCATTTGGACGTGAATGTAGACAC, SLAH3 C (ucu) terminus rev
GGATAATGGTGGTCACGAGCAG, SLAH3 N (ucu) terminus
ACCCCATTTCCACCTTCGGTATG.  cpk3/5/6/11  dortli  mutant  cpk3
(SALK_022862 [Mori vd., 2006]) ve cpk5/6/11’in ¢aprazlanmasiyla elde edilmistir.
cpk4/5/6/11 dortli mutant1 cpk4 ve cpk5/6/11’in  [Boudsocq vd., 2010]

caprazlanmasiyla elde edilmistir.

3.2. KIMYASALLAR ve CALISMA COZELTILERI

Calisma Cozeltisi 1: Epidermis izolasyonu deneyinde stomalarm agilmasi
icin kullanilan tampon ¢6 zelti.
50 mM KCI
0,05 mMCaCl,
1 mM MES/BTP pH=6.0
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Calisma ¢ozeltisi 2: 1zole edilen epidermislerde bekgi hiicrelerinde iki uglu
elektrod kullanilarak S-tip anyon kanallarmm 6l¢limii i¢in hazirlanan tampon ¢ozelti.
50 mM KClI
1 mMCaCl,
1 mM MES/BTP pH=6.0
Calisma Cozeltisi 3: Mezofil hiicelerinde tek uclu elektrod kullanilarak
membran potansiyelinin 6l¢timii i¢in kullanilan tampon ¢ozelti.
5 mM KCI
1 mM CaCl
5 mM MES pH:6.0
Calisma Cozeltisi 4: Mezofil hiicrelerinde flg22 uygulamasi i¢in kullanilan
cozelti
5 mM KCl,
1 mM CaCl,
5 mM MES (pH:6.0),
10 nM f1g22 (DMSO stok i¢inde hazirland1)
1 mg/mL BSA
Calisma Cozeltisi 5: Mezofil hiicrelerinde kontrol uygulamasi i¢in
kullanilan ¢ozelti
5 mM KCl,
1 mM CaCl,
5 mM MES (pH:6.0),
DMSO
1 mg/mL BSA
Calisma Cozeltisi 6: Nano-infiizyon deneyleri i¢in kullanilan ¢ézeltiler
flg22 stok ¢ozelti: 1 mM flg22, DMSO i¢in de ¢oziildii.
flg22 nano-infiizyon: 10 mM KMES (pH:6.0), 20 nM flg22, 1 mg/mL BSA
flg22 igin kontrol ¢ozeltisi: 10 mM KMES (pH:6.0), DMSO, 1 mg/mL BSA
Kitosan stok ¢ozelti: Kitosan (yengeg¢ kabuklarindan elde edilmistir, Sigma) 1M
asetat icinde 1 mg/mL konsantrasyonda hazirlandi. C6ziilmesinde yasanan giigliikkten
dolay1 ¢ozelti 1 gece karistict ile karistirildi ve sonra 20 dk 24,000g ultrasantriifiij
yapildi ve ¢oziilmeyen materyal uzaklastirildi [Young vd., 1982].
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Kitosan nano-infiizyon: 1 mL iginde, 10 ug/mL kitosan(1M asetat), 10 mM
KMES pH:6.0.
Kitosan igin kontrol ¢ézeltisi: 1 mL iginde 10 pL (1M asetat), 10 mM
KMES pH:6.0
Calisma Cozeltisi  7: Mikro-elektrot Olgtimleri  ve nano-inflizyon
deneylerinin goriintiilenmesi i¢in kullanilan ¢6 zelti
5 mM KCl,
0.1 mM CaCl,
5 mM K/Sitrat (pH:5.0 veya pH:6.0),

3.3. FIZYOLOJIK ve ELEKTROFIZYOLOJIK OLCUMLERE HAZIRLIK
ISLEMLERI

3.3.1. Fizyolojik ve Elektrofizyolojik Caligmalar Sirasinda Bitkiye Uygulanacak Igik
Miktarmnm Olgiilmesi

Stomalarin 15k altinda agilma yeteneginin test edilmesi ve 1k altinda
uygulamalar sonucunda iyon kanal aktivitelerinin gdzlenmesi i¢cin gerekli 15k
yogunlugu LI-COR 250 Ligt-Meter (Sekil 3.2) kullanilarak olgildi ve 15k
yogunlugu yaklasik 300 pmol m? s* olarak belirlendi. Mikroskop altinda yapilan
tiim deneysel calismalarda belirtilen 51k siddeti kullanildi.

Sekil 3.2. LI-COR 250 marka 151k 6lger (Light-Meter).
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3.3.2. Epidermal Tabakanm Izolasyounu

Epidermis tabakasinin izolasyonu i¢in 5 haftalik Arabidopsis (Col-0,slacl-3,
slah3-1, slacl-3Xslah3-1) bitkilerinin yapraklari kullanildi. Bir yaprak alind1 ve orta
damar1 jilet yardimiyla c¢ikartildi Daha sonra yapigkan bir bant kullanilarak
epidermis tabakas1 dikkatlice soyuldu. Hizl1 bir sekilde daha dnceden ince bir tabaka
halinde tibbi yapistrici (Medical Adhesive B Liquid, ULRICH Swiss) siiriilmiis
lamelin (18 mm) {izerine yapistirildi ve havayla temas etmeden petri kutusunda
bulunan ¢alisma ¢6zeltisil’in igine konuldu ve 250 pE 1k siddeti altinda stomalarn
acilmas1 beklendi. izole epidermis tabakasi dlciimlere baslamadan en az 3-4 saat
once hazrland1 ve kapali petri kutusunda ¢alisma ¢ozeltisil i¢cinde tutuldu. Daha
sonra elektrofizyolojik 6l¢iimler igin kullanildi.
3.3.3. Mezofil Tabakasinin Hazirlanmasi

Bir haftalik Hordeum vulgare (ingrid) bitkisinin yapraklar1 kullanild. ince
bir tabaka halinde tibbi yapistirici siiriilen lamel {izerine yapragin alt kismi gelecek
sekilde yerlestirildi ve st epidermis tabakasi dikkatlice soyuldu (Sekil 3.3). Havayla
temas etmeden ¢alisma ¢ozeltisi 3’lin igine yerlestirildi. Bu sekilde en az 12 saat
iklimlendirme dolabinda bekletilerek hiicrelerin yenilenmesi saglandi. Daha sonra

elektrofizyolojik dl¢timler i¢in kullanildi

Sekil 3.3. Mezofil tabakasinin hazirlanmasi
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3.3.4. Mikroskop Ve Elektrofizyolojik Olciim Deney Diizene gi

Sekil 3.4. Mikroskop ve elektrofizyolojik deney 6l¢iim diizenegi

Biitlinliigii bozulmamus bitkiler (Arpa veya Arabidopsis) dikey mikroskobun
mikroskop tablas1 lizerine belli bir egimde yerlestirildi (Axioskop 2FS, Zeiss,
http://microscopy.zeiss.com) (Sekil 3.4 ). Bitki yapraklarmm st yiizeyi ki yonlii
yapistirict bant kullanilarak akrilik cam blok iizerinde sabitlendi Beyaz 15k
yogunlugu yaklasik 300 umol m? st olan mikroskop lambasindan (HAL 12/100 W;
Zeiss) saglandi Yiksek kaliteli goriintiiler sulu-immersiyon objektif (Achroplan
40x/0.8 W, Zeiss) kullanilarak elde edildi. Yaprak yiizeyi ve objektif arasinda 1
damla caliyma ¢ozeltisi kullanildi. Bekgi hiicre elektrofizyolojik dl¢limi iki-uglu
mikro-elektrodu tastyan MM3A mikromanipulator (Kleindieck Nanotechnik)
kullanilarak gerceklestirildi. Elektrodlarin her ikiside iki-elektrod voltaj- kenetleme
amplifikatoriine (Sekil x.) (Geneclamp 500; Axon Instruments) bagh olan ara- yiiz ile
(HS-2A x 0.01; Axon Instruments, Molecular Devices) Ag/AgCl kullanilarak
baglandi Referans elektrod da objektif ve kiitikula arasinda calisma ¢6zeltisinin i¢ine

yerlestirildi. Bu deney diizenegi mikro-elektrod dl¢iimleri i¢in kullanild1
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Sekil 3.5. Elektrofizyolojik 6l¢tiim diizeneginde kullanilan cihazlar: a ve b) mikro-
manipulator ¢) Osilloskop d) Amplifikator

3.3.5. Mikroelektrot Olgiimleri i¢in Tek ve Iki-Uglu Kapiller Hazirlanis1

Mikro-elektrot Olgtimleri i¢in gerekli olan tek ve iki-uglu cam pipetler,
borsilikat filamentli kilcal cam borular (Sekil 3.6.a) (ig¢/dis cap 0.56/1.0 mm,
Hilgenberg, http://www.hilgenberg-gmbh.de) kullanilarak elde edildi. Oncelikle iki
cam kapiller dikey elektrot pipet yapicida 1sitild1 ve 360 °C dondiiriildii (L/M-3PA;
HEKA, http://www.heka.com) ve boylece birbirine yapisik iki kapiller elde edildi
(Sekil 3.6.b). Iki-uglu kapiller yatay lazer pipet yapicida cekilerek (puller) (P2000,
Sutter, http://www.sutter.com) keskin uglu pipetler elde edildi. Tek uglu cam pipetler

direk yatay lazer pipet yapicida ¢ekilerek elde edildi (Sekil 3.6.c).

Sekil 3.6. a) Borsilikat filamentli kilcal cam boru, b) dikey pipet yapic, c)yatay lazer
pipet yapici
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Bekgi hiicrelerinin  zar potansiyelini kaydetmek ve woltaj kenetleme

protokolii ile 6l¢limleri gergeklestirmek i¢in ¢ift paralel mikroelektrotlar kullanild1.
: Tl B 7 %é

e . i~ A

Sekil 3.7. a) petri kutusunda %2 Agaroz-tuz kopriisii (300mMKCI) b) ki-uglu cam
mikro-elektrot ve Ag/AgCl tel

3.4, MIKRO-ELEKTROT OLCUMLERI

Biitlinliigli bozulmamis bitkinin yapragi mikroskop tablasi iizerine ¢ift
tarafli yapiskan bant ve medikal yapistirici kullanilarak tespit edildi. Mikroelektrot
Olgtimleri i¢in “sulu-immersiyon objektif” kullanilarak bekgi hiicreleri goriintiilendi.

2 51 gk yogunlugu ile

Yapraklar mikroskop tablasindan gelen 300 pmol m
aydmnlatildi ve bdylece stomalarn acilmasi saglandi. Bek¢i hiicrelerinde zar
poatansiyeli ve iletkenligi Ol¢timleri ¢ift-paralel mikroelektrot kullanilarak
gerceklestirildi.  Mikroelektrot yapimi icin gerekli ince cam mikropipetler
laboratuarda bulunan dikey ve yatay pipet ¢cekme makineleri kullanilarak elde edildi.
Mikropipetin  igi 300 mM KCI ¢6zeltisi ile dolduruldu. Mikropipetten,
mikroelektrodun yapilmasi i¢in Ag/AgCl telin pipet icerisine gegmesi saglandi
Kullanilan Ag/AgCl tel (sekily-b), saf giimiis telin, klor kaynagi olan (0,5M) KCI
icerisine daldirilip 30sn bekletilmesiyle elde edildi. Referans elektrot 300mMKCl
cozeltisi, %2 Agaroz-tuz koprisii (300mMKCI) (Sekil 3.7 a) ile Ag/AgCl baglantist

(Sekil 3.7 b) kurularak objektif ve kutikula arasma yerlestirildi. Elde edilen
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mikroelektrot, mikromanipulatoriin uygun basligna yerlestirildi ve kayit iglemine

gecildi.

3.4.1. Arpa Bitkisinin Mezofil Hiicrelerinde Zar Potansiyeli O I¢iimii

Arpa bitkisinde 6nceden tanimlandig1 gibi elde edilen mezofil hiicreleri tek
uclu mikro-elektrot ile dlciildii. Sekilde gorildiigii gibi lamel iizerine sabitlenmis
mezofil tabakas1 mikroskop altinda akrilik cam tabakaya sabitlendi ve perfiizyon
sistemi kullanilarak sirasiyla calisma ¢ozeltisi4 (10nM flg22) ve calisma ¢ozeltisi 5
(kontrol) uygulamalar1 yapildi (Sekil 3.8). Tek uc¢lu mikro elektrot 300mM KCl ile
dolduruldu ve ug¢ direnci 60 ile 100 MQ arasinda olanlar kullanildi Kayit islemi i¢in
kullanilan referans elektrot da 300mMKCI ile dolduruldu ve u¢ kismi %2
agaroz300mM KCI iceren kat1 dolgu maddesiyle kapatildi Kapillerler dnceden
tanimlandig1 sekilde hazirlandi Flg22 ve kontrol uygulamalarinin etkisi Arpa

bitkisinin mezofil hiicrelerinde zar potansiyeli {izerine etkisi kaydedildi.

Sekil 3.8. Biitiinliigii Bozulmamis Bitkilerin Stoma Bek¢i Hiicrelerinde Plazma Zar
Tletkenligi O Igiimii

3.4.2. Epidermis izolasyonu Ile Elde Edilen Stoma Bek¢i Hiicrelerinde S-Tip Anyon

Kanallarmin O lgiimii

Arabidopsis bitkilerinden (Col0, slacl-3, slah3-1, slacl-3Xslah3-1) elde
edilen epidermis tabakasinda stoma bekgi hiicrlerinde S-tip anyon kanallar1 ¢ift uglu
mikro-elektrotlar kullanilarak test edildi (Sekil 3.9). Epidermis tabakas1 mikrosokop

tablasina sabitlendi ve objektif ile epidermis tabakasi arasinda ¢alisma ¢ozeltisi 2
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kullanild..  S-tip anyon kanallarinin Olglimiinii  gerceklestirmek icin elektrotlar
300mMCsCl ¢dzeltisi ile dolduruldu. Olgiimleri gerceklestirmek igin ¢izelge 3.2°de

belirtilen voltaj protokolii uyguland:.

- )’ —
Vs -
_—— . il

elektrot ile zar potansiyeli 6lgiimii

Cizelge 3.2. Uygulanan voltaj protokolii

Elektrod Voltaj kenetleme | Maksimum | Minumum Test akimlar1
cozeltisi (mV) Voltaj (mV) | Voltaj (mV) | arasindaki fark (mV)
300mMKCI -100 +40 -220 +20
300mMCsCl 0 +60 -120 +20

3.4.3. Biitiinliigii Bozulmamis Yapraklarm Stoma Bek¢i Hiicrelerinde Iyon

Kanallarmin Olgiimii

Mikro-elektrot 6lglimleri ile bitiinligli bozulmamis Arpa ve Arabidopsis
bitkilerinin (yabani tip ve mutantlar) stoma bekgi hiicrelerinde potasyum kanallar1 ve
anyon kanallar1 incelendi (Sekil 3.10). Biitlinliigii bozulmamis bitkiler (Arpa,
Arabidopsis) mikroskop deney diizeneginde agiklandigi sekilde sabitlendi ve mikro-
elektrot olgtimlerine gegildi. Objektif ve bitki arasma 1 damla calisma ¢ozeltisi 7
eklendi. Potasyum kanallarinin 6lgiilmesi i¢cin mikro-elektrotlar icinde 300mM KCl
cozeltisi kullanildi. S-tip (yavas tip) anyon kanallarinmn Sl¢iimii igin 300mMCsCl1
¢Ozeltisi kullanildi. Referans elektrot 300mMKCI] ¢ozeltisi icermektedir ve
elektrodun u¢ kisminda sizintiyr engellemek i¢in 300mMKCl %2 Agaroz
karsmuyla tikandi ki uglu mikrolektrotlarm ug direnci 160-240 MQ arasmnda
olanlar kullanildi Olgiimleri ger¢eklestirmek icin ¢izelge 3.2°de belirtilen voltaj
protokolii uyguland1.
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A A

Sekil 3.10. Biitiinliigli bozulmamis Arabidopsis bitkilerinde iki uglu elektrot ile iyon
kanallarmin 61¢timii a) 300 mM KCl1b) 300 mM CsClI

3.4.4. Elektrofizyolojik verilerin degerlendirilmesi

Voltaj kenetleme protokolleri ITC-16 arayuzi (HEKA,
http://www.heka.com) kullanilarak uygulanmus ve PULSE (HEKA) yazilimi ile
kontrol edilmistir. Akim protokolleri patch clamp yazilimi ile uguland: ve veriler 200
veya 20 Hz te diisiik gerilim uygulanarak filtre edildi ve 1 ile 0.1 kHz’de 6rneklendi.
Elektrofizyolojik veriler IGOR program kullanilarak grafik haline doniistiiriildii.

3.5. NANO-INFUZYON

Stomalarin davraniglar1 iizerine kimyasallarin etkisini test etmek i¢in
swvilarin apoplasta nano-infiizyonu gergeklestirildi (Hanstein and Felle, 2004, Koers
vd., 2011). Bu yontem ile biitiinligii bozulmamis bitkilerde stoma davraniglari

incelendi.

3.5.1. Nano-infiizyon Deneyi i¢in Kapiller Hazirlanis1

Nano-inflizyon deneyi i¢in gerekli olan cam pipetler, borsilikat filamentli
kilcal cam borular (Sekil 3.6.a) (i¢/dis ¢ap 0.56/1.0 mm) kullanilarak yatay lazer
pipet yapicida g¢ekilerek (puller) (Sekil 3.6.¢) elde edildi. Cam pipet ucu Arabidopsis
bitkilerinin stoma ¢alismalar1 i¢in yaklasik 1pm, arpa bitkisi i¢in ise 2um lik bir
aciklik elde edecek sekilde kiwrildi. Hazrlanan cam kapillerler nano-infiizyon

deneyleri i¢in kullanildi.
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3.5.2. Non-invazif Yéntem Ile Bitki Apoplasti Igerisine Nanomiktarda Sivi

Enjeksiyonu

Arpa ve Arabidopsis bitkilerinin yapraklari mikroskop tablasi iizerine
mikroskop diizeneginde tanimlandigi sekilde tespit edildi. Bekgi hiicreleri daha net
bir gorinti elde etmek i¢in “sulu-immersiyon objektif” (X40) kullanilarak
gorlintiilendi. Yaprak yilizeyi ve objektif arasmma 1 damla g¢alisma c¢ozeltisi 7
(5mMKCI, 0.1mM CaCl, ve 5mM K/Sitrat pH 5) konularak stomalar goriintiilendi.

2 st gk yogunlugu ile

Yapraklar mikroskop tablasindan gelen 300 pmol m
aydmlatild: ve boylece stomalarin agilmasi saglandi. Nano-inflizyon deneyinde
kullanilacak mikrokapillerler uygulama ¢ozeltileriyle (kitosan, flg22, ABA, kontrol)
dolduruldu. Sekil A da gosterildigi gibi mikro-kapiller agik stoma igine
mikromanipiilator (MHW-3, Narishige, http://narishige-group.com) araciligiyla
yerlestirildi. Nano-infiizyondan 6nce stomalar 10dk siireyle goriintiilendi ve boylece
mekanik etkiden kaynakli stoma kapanmasmm oniine gegildi. Uygulama ¢ozeltileri
Arabidopsis bitkileri i¢cin 0.1-2.5 sn, arpa bitkisi i¢in 2-4 sn siire ile 140kPa basing
uygulayan basingl enjektor (PEDS-02; NPI Electronics,

http://www.npielectronic.com) kullanilarak apoplast i¢ine enjekte edildi.

Sekil 3.11. Nano-inflizyon tekniginin sematik gosterimi. Kitosan, flg22 ve ABA’in
uyardigi stoma kapanmasi Mikrokapiller agik stoma aracilifiyla stoma alti
boslugunun icine yerlestirildi ve hiicre i¢ci bosluklarin i¢ine soliisyon basing
yardimiyla enjekte edildi. Komsu stomanin hareketleri mikroskop altinda
gdzlemlendi ve stoma agikliklar1 8l¢iildii [Giizel Deger vd., 2013 Incelemede].

Arabidopsis bitkilerinin stoma bekgi hiicresine non-invazif yontem ile bitki
apoplast1 igerisinden nanomiktarda ABA (10uM), ve flg22 (20nM) ve bunlarin
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kontrol enjeksiyonlar1 gerceklestirildi (Sekil 3.11). Arpa bitkisinin stoma bekgi
hiicresine ise kitosan (10 pug/mL) ve kontrol enjeksiyonlar1 ger¢eklestirildi. Basarili
nano-inflizyon deneyleri, epidermiste hiicrelerin transparan sekilde degisimiyle
belirlendi. Enjeksiyon sonuglar1 Axioscop2 (ZEISS) mikroskobuna bagh Kappa
kamerayla her 30sn de bir kaydedildi.

3.5.3. Stoma A¢ikhklarmm O lgiimii

Stoma hareketliligi CCD marka (IMAG-K4, Walz, www.walz.com) kamera
ile her 30 sn de bir Kappa Kamera (Kappa Camera Control, http//www.kappa.de)
yazilimi kullanilarak kaydedildi. Stoma hareketliligi zamana bagh olarak ¢alisild1 ve

Image] programi kullanilarak stoma ag¢ikliklar1 6l¢tildii. Excel ve IGOR programlari

kullanilarak 6l¢timler grafik haline donistiirtildii.

Sekil 3.12. Biitlinliigii bozulmanmis Arabidopsis ve Arpa bitkilerinde nano-inflizyon
uygulamas1 ve mikroelektrot 6l¢iim kombinasyonunun diizenegi

3.5.4. Nano-infiizyon Deneyi Ve Mikroelektrot Olgiimlerin Kombinasyonu

Bu yontem ile biitiinligii bozulmamis bitkilerde (Arpa ve Arabidopsis)
stoma davranslar1 incelendi ve elektrofizyolojik dl¢iimlerle kombine edilerek test
edildi (Sekil 3.13). Nano-infiizyon (kitosan, flg22, kontrol) deneyi ile uyarilan komsu
stoma hiicresi iki ug¢lu mikro-elektrot kullanilarak test edildi. Komsu stomanin stoma
acikhigindaki degisimler veya bekg¢i hiicrelerinin iyon kanal aktivitesindeki

degisimler yukarida daha dnce agiklandig: sekilde kaydedildi.
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Sekil 3.13. Hiicre i¢i iki uglu mikro-elektrot ile nano-inflizyon tekniginin sematik
olarak kombinasyonu. Biitiinliigii bozulmamis bitkiler enjeksiyon ve voltaj-
kenetleme deneyleri i¢in kullanildi.

Biitlinliigli bozulmamais Arpa ve Arabidopsis bitkilerinin stoma bekgi
hiicrelerinde nano-infiizyon uygulamasi sonucunda mikro-elektrot deneyleri ile
potasyum kanallar1 ve S-tip (yavas tip) anyon kanallar1 6lgiildii. Arica kontrol
uygulamariyla aralarindaki farklar kargilagtirmali olarak kaydedildi.

3.6. MOLEKULER ANALIZLER

3.6.1. Stoma Bekg¢i Hiicrelerinin Zenginlestirilmesi

Stoma bekg¢i hiicrelerinin elde edilmesi i¢in 7-10 giinliik arpa bitkilerinin
geng yapraklarindan 10-15 yaprak toplandi ve deionize buz-su karisiminda yapraklar
par¢alandi. Parcalanan yaprak dokular1 300 um’ lik filtreden gegirildi, yikand1 ve
toplandi. Ornekler hemen sivrrazot iginde donduruldu. Ayrica canh boyama ile
hiicreler kontrol edildi. Canli hiicrelerin belirlenmesi i¢in dogal kirmizi boyasi
(natural red) ve 2°,7’-Dichlorofluorescin Diacetate kullanildi. Kontrol islemi
Axioskop2 mikroskop altinda gerceklestirildi. Dondurulan 6rnekler RNA izolasyonu

icin kullanild.

3.6.2. Anyon Kanallarmin Klonlanmas1 (SLAC1/SLAH3)

3.6.2.1. Stoma bekgi hiicrelerinden RNA izolasyonu
Bekgi hiicrelerinden RNA izolasyonu Omega Plant RNA Mini ticari Kiti
kullanilarak gerceklestirildi. Nikleik asit saflig1 ve konsantrasyonu NanoDrop ND-
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1000 spektrofotometre ile belirlendi. Ters transkripsiyon reaksiyonuna baslamadan
once DNA; DNazl (DNase | Digestion Protocol) kullanilarak uzaklastirildi. Daha
sonra RNA c¢oktiiriilerek Ters Transkriptaz (Revers Transkriptaz ) polimeraz zincir
reaksiyonu islemi i¢in kullanildi (2.5p0). Bekgi hiicreleri cDNA Kkalitesi aktin
primerler kullanilarak Normal-PZR yontemi ile kontrol edildi. Elde edilen PZR
tirtinleri agaroz jel elektroforezi ile belirlendi. Bu islemler sonunda elde edilen cDNA
-80°C de depoland1 [Szyroki vd., 2001].

3.6.2.2. Primer dizayni

Molekiiler ¢aliymalarda kullanilacak programlar ve yontemler ile ilgili
arastirmalar gerceklestirildi. Primer dizayni i¢in “INVITROJEN, Vector NTI
Advence 10” (www.invitrogen.com) bilgisayar programi kullanildi. Polimeraz
Zincir Reaksiyonu (PZR) kurallar1 ve primer dizaym Ogrenilerek, farkli PZR
teknikleri i¢in primer dizayni yapildi Primer dizayninda dejeneratif primer dizayn
edildi ve homolog dizilerin belirlenmesinde kullanildi. Bu islem protein dizileri baz
almarak yapildi Ayrica Aktin primerler, Gen spesifik Primerler (GSP=Gen spesifik
primerler) ve NGSP’ler (Nested Gene Spesific Primer ) dizayn edildi.

3.6.2.3. PZR kosullar1

Normal PZR programi kullanarak elde etmis oldugumuz cDN A’nin kalitesi
kontrol edildi. Titiin ve arpa bitkisi i¢in aktin primerler dizayn edildi ve kontrol
amaglh kullanildi. PZR sonuglarinin degerlendirilmesi i¢in elde edilen 6rnekler uygun
markirlar kullanilarak Etidyum bromid ile boyali % 3’liik agaroz jel elektroforezine

tabi tutulup UV transimulator ile goriiniir hale getirildi ve sonuglar degerlendirildi.

Agaroz jel elektroforezi Maniatis ve arkadaslarina gore yapildi [Maniatis
vd., 1989]. Amaca gore farkli konsantrasyonlarda (%1-%1,2-%2-%3 ) jel soliisyonu
1X TBE i¢inde hazirland1.

Daha 6nceden elde edilmis olan cDNA ve dejeneratif primerler kullanilarak

PZR amplifikasyonu “MWG Biotech Primus Thermal Cyclers” da gerceklestrildi.
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Elde edilen PZR iirtinleri %1 ve %3 agaroz gel elektroforezinde yiiriitiildiikkten sonra
bantlar kesildi ve kesilen bantlar QIGEN marka ticari jel ekstraksiyon Kiti (QlAquick

Gel Extraction Kit Protocol) kullanilarak istenen PZR {irtinii elde edildi.

Bu ¢aligmalar siiresince farkli PZR ve Elektroforez teknikleri incelendi ve
denendi. Normal PZR, TAIL (Termal asymmetric interlaced) PCR, TOUCHDOWN
PCR ve RACE (Rapid Amplification of cDNA Ends)-PCR teknikleri kullanildi. Dizi
analizlerinin incelenmesi i¢in “NCBI” programmda “BLAST” analizi yapild1 ve
ayrica “Multiple Sequence Alignment by CLUSTALW” programi ile incelemeler
gerceklestirildi.

RACE-PCR icin spesifik cDNA eldesi “SMART™ RACE c¢DNA
Amplification Kit” kullanilarak yapild1.

3.6.2.4. Bakteri hiicrelerine transformasyon ¢aligmalari
Ligasyon ve transformasyon calismalar1 icin Promega (pGEM®-T ve

pGEM®-T Easy Vector Systems) vektor sistemi kullanildi. Bu vektor sistemi DH5o”
ya (E.coli) transfer edildi.

3.6.2.5. Komponent hiicre hazirlanis1

Stok DH5¢ ’dan 2-3 ml alind1 ve 100ml SOB igerisine aktarild1 ve 1 gece
calkalayicida 37 °C de bekletildi. Daha sonra kiiltiir ortamina swrasiyla TFB1 ve
TFB2 soliisyonlar1 eklenerek santriflij edildi Elde edilen pellet 2ml TFB2 i¢inde
tekrar stlispanse edildikten sonra ependorf tiiplere 50 pl olacak sekilde aktarildi
[Inoue vd., 1990].

3.6.2.6. Plazmid izolasyonu
Ilgilendigimiz plazmidi iceren 1 gece bekletilen bakteri kiiltiirii TENS
tampon sistemi, 3M Na-asetat, izopropanol ve % 70 lik alkol kullanilarak ¢oktiiriildii.

Elde edilen pellet 50 uLL TE i¢erisinde yeniden siispanse edildi.
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3.6.3. Biyolistik Yontem Ile Arpa Bitkisine Gen Aktarim (Partikiil Bombardimani)

S-tip anyon kanallarinin aktivasyonunu belirlemek igin, SLAC1-benzeri
genler ve ABA sinyalini iceren genler arpa bitkisinin stoma bekgi hiicrelerine gegici
transformasyon yontemi ile aktarildi Bu yaklasim igin ilgili genlerin sens veya
antisens yapilar1 partikiil bombarman teknigi ile bek¢i hiicrelerine génderildi. Arpa
bitkisinin stoma bekg¢i hiicrelerinde partikiil bombardman teknigi ile Biyolistik (The
Particle Delivery System Biolistic PDS 100/He-Biorad) cihazt (Sekil
3.15)kullanilarak 5 farkli konstrakt ile transformasyon gerceklestirilmeye calisildi.
Transformasyonda kullanmak amaciyla Promega Wizard Plus MidiPrep DNA
Saflagtrma Sistemi kullanarak plazmid izolasyonu gergeklestirildi. Plazmid
izolasyonu 5 fakl konstrakt i¢cin yapildi.

= pSAT1564EU (Kontrol)

=  Slacl prom:Slac 1(WT) /pSAT1564EU

= Slacl prom::Slacl (S513D)/pSAT1564EU (Mutant)

= 2x35S Slacl prom:: Slacl (WT)/pSAT1564EU

= 2x35S Slacl prom:: Slacl (S513D)/pSAT1564EU (Mutant)

USER cassette rev match
USER cas rev add

acl cassette
Nt.BbvCl

Removed upon Digestion w Pac + Nt.BbvCl

AMP USER cas fwd add
Nt.BbvCl
USER cassette fwd match
Promoter 35S
Promoter 35S
pSAT-1564EU
4651 bp |
[ suTR TEV
¥' MCS
—_—
EGFP

Terminator 35S

Sekil 3.14. pSAT1564EU (Kontrol)
Partikiil bombardiman teknigi ile yapilan gen aktarmm sonucunda,
transformat stoma bekci hiicreleri Lazer Tarayict Mikroskop (LSM 5 Pascal) (Sekil

3.16) ve Axioscop2 (ZEISS) mikroskoplar1 kullanilarak incelendi. Gen aktarmminda
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GFP (yesil floresan protein) reporter geni kullanildi. Stomalarm bombardiman
sonucunda fizyolojik cevaplar1 (stomalarin agilma yetenegi) kontrol edildi.
Transformasyona ugramis bekci hiicrelerinde, anyon kanallarinin aktivitesi ¢ift
paralel hiicre i¢i mikro elektrotlar kullanilarak tek hiicre Gl¢iimlerinin yapilmasi
hedeflendi.
GFP (Yesil florasan protein) kullanarak hiicre ve doku i¢i isaretlenebilen
protein, gen gibi yapilari ve onlarin hareket ve pozisyonlar1 goriintiilendi.
Calismalar srasinda
» Prrasa (kontrol olarak) ve Hordeum vulgare ingrid (6-8 giinliik )
* Altin (Alfa Aesar, Gold powder, 0,5-0,8 mikron)
* Altin Biorad 1 mikron
« Tungsten M17 (Biorad) Biolistic 1,1 mikron
kullanild1.

Sekil 3.15. Deneyde kullanilan biyolistik cihazi va pargalari. Biyolistik, biyolojik ve
balistik kelimelerinin kisaltmalarinin birlestirilmesi seklinde adlandirilan, hiicrelerin
DNA ile kaph hizlandirilmis mikro tasiyicilarla transfer edilmesinde kullanilan bir
cihazdir.
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Gen aktariminda etkili faktorler

1. Partikiil hizlandirmada kullanilan helyum gazinin basnci

2. Mikro tastyicinin boyutu, tipi ve sayisi

3. Makro tastyici ile hedef doku arasindaki uzak ik

4. DNA’nm mikro tastyic1 partikiillere yapismasi i¢in kullanilan spermidin

ve CaCly’iin konsantrasyonu

LSM 5 Pascal’mn ozellikleri
*Laser Tarama sistemi
*Dar uyarilma aralig1
*Daha iyi ¢6ziiniirliikk
*3 boyutlu calisma olanagi

Sekil 3.16. Lazer tarayic1 mikroskop ve dzellikleri
3.6.4. Agrobacterium Araciligiyla Transient Transformasyon
Tiittin (Nicotiana bentamiana) ve arpa (Hordeum vulgare ingrid.) bitkisine

Agrobacterium infiltrasyonu ile gen transferi ¢alismalar1 gergeklestirildi.
Agrobacterium GV3101 (pMP90) [Koncz ve Schell, 1986] kullanild1.
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4. BULGULAR ve TARTISMA
4.1. BULGULAR

4.1.1. Nano-Infiizyon O lgiimleri

4.1.1.1. Biitlinliigii bozulmamis arpa bitkisinde fungal elisitér kitosan tarafindan

uyarilan stoma kapanmasi

Non-invasif yontem ile arpa bitkisinin apoplast1 igine nano miktarda kitosan
enjeksiyonu gergeklestirildi ve zamana bagh olarak stoma agikliklar1 incelendi (Sekil
4.1). Stoma hareketliligi kamera ile her 30 sn de bir kaydedildi. Image] program
kullanilarak stoma agikliklar1 6l¢iildii. Her bir uygulama en az 8 tekrarli olarak
gerceklestirildi. Excel veya IGOR programlar: kullanilarak 6lgiimler grafik haline

dontistiiriild ii.

Sekil 4.1. Kitosanin nano-infiizyonu ile stoma kapanmasmm uyarilmasi a)
enjeksiyondan Once, b) enjeksiyon esnasinda, c¢) enjeksiyondan sonra stoma
kapanmasi.
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Mikro-kapiller ag¢ik stoma i¢ine yerlestirildi ve stoma alt1 boslugu
kullanilarak kitosan enjekte edildi ve komsu stomanin davranisi incelendi (Sekil 4.1).
Yapilan caligmalarda kitosan uygulamasmdan sonra stoma acikliklarinda 6nemli bir
diistis oldugu gézlemlendi. Kitosanin enjeksiyonu hizli bir stoma kapanmasina neden
oldu. Bu calismada, ozellikle 9°°-15% saatleri arasinda kontrole gore kitosan
uygulanan gruplarda stoma ac¢ikliklarmin 6nemli ol¢lide azaldigi belirlendi Ve
stomalarin 15dk icinde kapandig: belirlendi (Sekil 4.2). Bununla birlikte, 15%° -18%
saatleri arasinda enjeksiyondan sonra hem kontrol hemde kitosan uygulanan
gruplarda stoma acikliklarinda diisiis oldugu gdzlemlendi (Sekil 4.3). Zamana bagh
olarak kitosan uygulamalarinin stoma agikliklar1 tlizerine etkisi oldugu belirlendi
(Sekil4.4, 4.5).

enjeksiyon
(900_1500)
3.5
E O rranaEmEp i
— 25 ::Vi'{{r-r J—.L_T_ETTTTTTT
3 I 2335335225¢
s 2 Tl‘l‘i\{\{h J_JE —e— Kontrol
& 15 + —=— Kitosan
: " |
o
a 0.5 li\}:l'j'-.-
0 T T T T T T T T
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
Zaman (dakika)

Sekil 4.2. Kitosan ve kontrol uygulamalar1 sonucunda stoma agikliklarinin 6l¢imii
(9°°-15% saatleri arasinda).

Enjeksiyon (1 500_1 800)
3.5 l

£ 3
:
— 25 -mﬂ-
2 ‘I;\ITT
s 53 —e— Kontrol
315 LTI T )
s \"\ =TI T _ —= Kitosan
g 1 N 182 301 ITITrie
S Ao 17Tttt e
a0 T srser,. N
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0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

Zaman (Dakika)

Sekil 4.3. Kitosan ve kontrol uygulamalar1 sonucunda stoma ag¢ikliklarmin 6l¢iimii
(15°°-18% saatleri arasinda).
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Zaman (0.5) stoma agikhig

N W W B
o O o1 o

Zaman (Dakika)
> 8

—_
o

Kontrol (9-15) Kontrol (15-18) Kitosan (9-15) Kitosan (15-18)

Sekil 4.4. Kitosan ve kontrol uygulamalari sonucunda zamana bagh olarak %50 ye
ulasan stoma agiklig.

900_1 500

8

>

b O Kapali

E B Acik
L

7]

Kontrol Kitosan
1 500_1 800

]

>

a @ Kapali
E B Acik
L
(7]

Kontrol Kitosan

Sekil 4.5. Kitosan ve kontrol uygulamalar1 sonucunda zamana bagh olarak a¢ik ve
kapali stoma sayis1.
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990.15% saatleri arasinda kitosan uygulamasi sonucunda 19 stomadan 17
sinin kapandig1 belirlendi Bununla birlikte bu saatler arasinda yapilan kontrol
uygulamarinda 16 stomadan sadece 5’nin etkilendigi saptandi. 15% -18° saatleri
arasinda kitosan uygulamasi sonucunda biitiin stomalarm kapandigi gdzlemlendi
buna karsin kontrol uygulamarmda da stomalarin ¢cogunun kapanma egiliminde

oldugu belirlendi.

4.1.1.2. Biitiinliigi bozulmamis Arabidopsis bitkilerinde flg22 ve ABA tarafindan

uyarilan stoma hareketliligi

Bakteriyel elisitor flg22 ve kuraklik stres hormonu ABA’e stomalarm
yanitlar1 nano-inflizyon teknigi ile ¢aligildi. Biitiin uygulama gruplar1 i¢in kontrol
deneyleri yapildi. Her bir uygulama en az 8 tekrarh olarak gerceklestirildi. A¢ik
stoma i¢ine yerlestirilen mikro-kapiller (u¢ kismm yaklasik 1pm agikhiginda) basmngl
enjeksiyon ile stoma-alti boslugu kullanarak incelenmek istenen ¢dzeltinin inflizyonu
saglandi. Yaprak yilizeyinin optik 0zelligi ile nano-inflizyona ugrayan epidermis
hiicrelerinin ve bek¢i hiicrelerinin transparan ve daha iyi gOriinen bir renk
degisikligine ugradig1 gozlemlendi. Bu degisime ugrayan bekgi hiicrelerindeki stoma
hareketleri 6l¢iildii (Sekil 4.6).

MiMOler ve stres hormonu ABA arasinda stoma yamtlarindaki
benzerliklerden dolayr her iki sinyal yolagmin mutantlar1 ve yabani tipleriyle
calisildi. Kontrol, ABA ve flg22 enjeksiyonlari; Arabidopsis’in Col-0, Ler, Ws
yabani tipleri ve ost1-2, cpk3-5-6-11, cpk4-5-6-11, abil-1, rbohD/F, At-WsFLS2myc,
slac1-3, slah3-1, slac1-3Xslah3-1 mutantlariyla calismalar gergeklestirildi.
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W Z=0 dk

Sekil 4.6. 20nM flg22’nin nano-inflizyonu ile uyarilan Arabidopsis yapragnin
epidermisinde stomanm goriintiisii. Biittinliigii bozulmamis Arabidopsis thaliana acc.
Colombia (Col-0) (a) ve ost1-2 mutantmin (b) stoma hareketleri. Ustteki gdriintii
enjeksiyondan Once, orta kisimdaki goriintii enjeksiyon sirasinda ve alttaki gdriintii
enjeksiyondan sonra. Not: Uygulama ¢ozeltisi hiicre i¢i bosluklara enjekte
edildiginde yaprakta transparan bir goriintii olugmaktadir.
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Sekil 4.7. Arabidopsis thaliana Colombia (Col-0) yabani ekotipinde kontrol, ABA
ve flg22 uygulamalar1 sonucunda stoma agikliklarmin 61¢iimii

Arabidopsis’in Col-0 ve Ler yabani ekotipinde 20 nM flg22 ve 10 yM ABA
uygulamalarmm stoma kapanmasmma neden oldugu bulunmustur. Kontrol
uygulamalar1 sonucunda stomalar a¢ik kalmustir. flg22 uygulanan bitkilerde stoma
kapanmasmin ABA uygulanan gruplara gére daha yavas oldugu ve gec basladigi
belirlenmistir (Sekil 4.7, 4.8).

Ler
JONNAAA0000000000000 00000000 000000000000
E —e— Kontrol
B
x —=m ABA
o
(1]
£ fig22
]
m T T
0 10 20 30 40 50 60
Zaman (dk)

Sekil 4.8. Arabidopsis thaliana Landsberg eracta (Ler) yabani ekotipinde kontrol,
ABA ve flg22 uygulamalari sonucunda stoma agikliklarmm 6l¢timii
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Sekil 4.9. ost1-2 mutantinda kontrol, ABA ve flg22 uygulamalari sonucunda stoma
agikliklarmin 6l¢imi

ostl-2 mutant bitkisinin yapraklar1 icine a¢ik stoma araciligryla ABA, flg22

ve kontrol uygulamalarmin stoma kapanmasina neden olmadigi bulunmustur (sekil

4.9)

cpk3-5-6-11
E —e— Kontrol
o)
:E —B— ABA
g 15 Enjeksiyon
© 1 A aa flg22
§ o5
m 0 T T T T
0 10 20 30 40 50 60
Zaman (dk)

Sekil 4.10. cpk3-5-6-11 dortlii mutantinda kontrol, ABA ve flg22 uygulamalari
sonucunda stoma agikliklarmin 6l¢iimii

cpk3-5-6-11 wve cpk4-5-6-11 dortli mutantlarinda ABA  ve flg22
uygulamalarinin stoma kapanmasma neden oldugu bulunmustur (Sekil 4.10, 4.11).
Boylece bu dort kalsiyum bagimli protein kinazin (CPKs) flg22 ve ABA’in uyardigi

stoma kapanmasi i¢in elzem olmadig1 bulunmustur.
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Sekil 4.11. cpk4-5-6-11 dortli mutantinda kontrol, ABA ve flg22 uygulamalari
sonucunda stoma agikliklarmin 6l¢iimii

Yapraklarda Reaktif Oksijen Tiirlerinin (ROT) tiretimine karistig1 diisiiniilen
NADPH oksidazin AtRBOH-D ve F ikili mutant: test edildi. Fakat RBOH-D/F
fonksiyonun eksikliginde, flg22 ve ABA uyarili stoma kapanmasmin dnlenemedigi

bulunmustur (sekil 4.12).
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Sekil 4.12. rbohD/F ikili mutantinda kontrol, ABA ve flg22 uygulamalar1 sonucunda
stoma agikliklarinmn 6lgiimi
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Sekil 4.13. WS-0 bitkisinde kontrol, ABA ve flg22 uygulamalar1 sonucunda stoma
agikliklarmin 6l¢imi

Arabidopsis’in WS-0 ekotipinde dogal olarak FLS2 reseptorii fonksiyonel
degil bu ozelliginden dolayr nano-inflizyon yontemiyle bu ekotip test edildi
flg22°nin  nano-infiizyonundan sonra stomalarm kapanmadigi, fakat ABA
duyarliligmin devam ettigi gozlemlenmistir (Sekil 4.13). At-WsFLS2myc mutantinda
ise hem flg22 hemde ABA duyarliliginin oldugu belirlenmistir (Sekil 4.14).
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Sekil 4.14. At-WsFLS2myc mutantinda kontrol, ABA ve flg22 uygulamalar1
sonucunda stoma agikliklarmin 6l¢iimii
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Sekil 4.15. abil-1 mutantinda kontrol, ABA ve flg22 uygulamalari sonucunda stoma
agikliklarmin 6l¢imi

Beklenildigi iizere ABA ile uyarildiktan sonra abil-1 mutantinin stomasi
kapanmadi Bununla birlikte ABA-duyarsiz olmasina ragmen, abil-1 mutantinin

stomasinin flg22’ye kars1 duyarl oldugu bulunmustur (Sekil 4.15).
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Sekil 4.16. slac1-3 mutantinda kontrol, ABA ve flg22 uygulamalar1 sonucunda stoma
agikliklarmin 6l¢imi

slacl-3 ve slah3-1 tekli mutantlarinin ABA ve flg22 uygulamalarina yanit
verdigi bulunmustur (Sekil 4.16,17). Bununla birlikte slacl-3Xslah3-1 ikili
mutantinda, her iki anyon kanalinin eksik oldugu mutantta flg22 ve ABA ile

uyarildiktan sonra stomanm kapanmadigi belirlenmistir (Sekil 4.18).
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Sekil 4.17. slah3-1 mutantinda kontrol, ABA ve flg22 uygulamalari sonucunda
stoma a¢ikliklarmin 6 l¢timi
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Sekil 4.18. slacl-3Xslah3-1 mutantinda kontrol, ABA ve flg22 uygulamalari
sonucunda stoma agikliklarmin 6l¢iimii

Cizelge 4.1°de gorildigi iizere ostl-2 mutant: hari¢ diger mutantlarin ve
yabani tiplerin ABA ve flg22 uygulamalarma yanit verdigi belirlenmistir. Fakat bu
yanit hiz1 ve siirelerinin farkl oldugu gézlemlenmistir.

e Arabidopsis yabani tipinde (Col-0 ve Ler) ABA ve flg22 stoma kapanmasina
neden olmustur. Fakat ABA’e stomalarin yaniti daha hizlidr.

e Arabidopsis 'in ostl-2 mutantinda ABA ve flg22 uygulamasi sonucu stomalar
acik kalmistir. Budurum ABA ve flg22 uygulamasinda stoma kapanmasi i¢in

OST 1 proteinin gerekli oldugunu géstermektedir.
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e Arabidopsis’in rbohD/F (respiratory burst oxidase homolog D/F) ikili
mutantinda ABA ve flg22 stoma kapanmasia ayn1 hizda neden olmustur.

e Arabidopsis’in cpk3-5-6-11 ve cpk4-5-6-11 dortli mutantlarinda ABA ve

flg22 stoma kapanmasma farkl hizlarda neden olmustur.

Cizelge 4.1 Arabidopsis ve mutanlarinin flg22 ve ABA uygulamasma verdikleri
yanit slirelerinin karsilagtirilmasi.

flg22 |Hiz/Sare [ABA |Hiz/sire
Wt ( yabani v + v + +
Tip)
ost1-2
rbohDVF / ++ \/ +++
cpk3-5-6-11 / ++ \/ +4++
cpkd-5-6-11 v + v e+

4.1.2. Mikro-Elektrot O l¢iimleri

4.1.2.1. Arpa bitkisinin mezofil hiicrelerinde flg22 tarafindan uyarilan zar potansiyeli

Tek uc¢lu mikro-elektrot teknigi kullanarak flg22’nin arpa bitkisinin mezofil
hiicrelerinde zar potansiyeli lizerine etkileri test edildi. Arpa bitkisinin mezofil
hiicrelerinde membran potansiyelinin -100 ile - 150 mV arasinda degistigi kaydedildi.
10 nM flg22 uygulandiginda arpa bitkisinin mezofil hiicrelerinde gecici bir zar
depolarizasyonunun (~60mV) oldugu gozlemlendi (sekil 4.19).

57



Giizel Deger, A. 2013. Flagellin, Kitosan ve Absisik Asit’in Stoma Kapanmasi Ve Anyon Kanallar: Uzerine Etkisi, Doktora Tezi,
Mersin Universitesi

-~ 0T
>
E
IS -40 +
=
o 804 +BSA/DMSO +10 nM flg22 -10 nM fig22
o
%
120 +
160 1 -BSA/DMSO
I T T T T T T T T T T T T T T
0 480 960 1440 1920 2400 2880 3360 3840

Sekil 4.19. Arpa bitkisinin mezofil hiicrelerinde flg22 ve kontrol (BSA/DMSO)
uygulamalar1 sonucunda plazma zar potansiyelindeki degisim.

4.1.2.2. Biitlinliigii bozulmamigs Arabidopsis stoma bekg¢i hiicrelerinde potasyum
kanal kayitlar

Asagidaki sekilde Arabidopsis’in Ler ekotipinde Disadogru-Diizenlenmis
K* -secici kanallari (K" disart) ve Iceri-Diizenlenmis K -se¢ici kanallar: (K" iceri)
ki u¢lu elektrodlar kullanilarak 6l¢tildii. Stoma bekgi hiicresi -100mV da kenetlendi
ve \oltaj-kenetleme isleminden sonra K' disar: kanallarmm  dlgiimiinii
gerceklestirmek icin +40mV’a kadar akim uygulandi herbir akim 20mV luk
basamaklar halinde yikseltildi (Sekil 4.20). K iceri kanallarinn 6lgiimiinde yine
stoma bek¢i hiicresi -100 mV’a kenetlendi ve kenetleme isleminden sonra
basamaklar halinde -220mV’a kadar 6lgiim alindi (Sekil 4.21). Her bir 6lgiim
basamag120mV olarak belirlendi.

Sonu¢ olarak -40 mV da biitlinliigli bozulmamis bitkilerde disar1 dogru
potasyum kanallarinin aktifoldugu gozlemlendi. Stomalarin kapanmasina neden olan

iceri dogru potasyum akisi ise - 180 mV da gerceklesti.
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Sekil 4.20. Biitlinliigli bozulmamus Arabidopsis Ler ekotipinde Disadogru-
Diizenlenmis K -secici kanallarimin (K™ disar) kinetigi ve voltaj protokolii
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Sekil 4.21. Biitiinliigi bozulmamis Arabidopsis Ler ekotipinde Jcedogru-
Diizenlenmis K -segici kanallarmmin (K™ igeri) kinetigi ve voltaj protokolii

4.1.2.3. Biittinliigii bozulmanmis Arabidopsis stoma bekgi hiicrelerinde S-tip (yavas)
anyon kanal kayitlari

Biitlinliigii bozulmamig Arabidopsis bitkisinin yapraklarinda stoma bekgi
hiicresinde mebran potansiyeli ve iletkenligi Slgtimleri ¢ift-paralel mikroelektrot
kullanilarak ~ gergeklestirildi Yavas-tip anyon  kanallarmmn  dlgiimiini
gerceklestirebilmek icin 6l¢iim elektrodu 300mM CsCl ¢ozeltisi ile dolduruldu. CsCl
¢ozeltisi Disadogru-Diizenlenmis K" -secici kanallarmi (K disar1) bloke eder ve
boylelikle sadece iceri dogru kanallar1 ve anyon kanallarmmn Ol¢iimii

gerceklestirilebilir.

Yavas-tip anyon kanallarinin 6l¢iimiinii gerceklestirebilmek icin dncelikle
hiicre 0 mV’da kenetlendi. Bunun nedeni 0 mV’da biitiin anyon kanallarmm aktif
olmasidr. Daha sonra +60mV dan -120 mV’a kadar akim uygulandi. Her bir akim
basamagi 20mV olarak belirlendi. Boylelikle biitiinliigli bozulmamis yavas-tip anyon
kanallarmin deaktivasyon kinetigi kaydedilmis oldu (Sekil 4.22).
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Sekil 4.22. Biitiinliigii bozulmamis Arabidopsis yabani tip (Col-0) stoma bekgi
hiicresinde yavas-tip anyon kanallarinin elektrofizyolojik kaydi, voltaj protokolii ve
akmm-voltaj iliskisi

4.1.2.4. Epidermal izolasyonda Arabidopsis stoma bekgi hiicrelerinde S-tip (yavas)
anyon kanal kayitlar1

Biitiinliigli bozulmamis bitkilerdeki anyon kanal kayitlariyla ayni protokol
kullanildi. Epidermal izolasyon ile elde edilen bekgi hiicrelerinde iki uglu mikro-
elektrot ile lciim gergeklestirildi. Elektrotlarda CsCl kullamlarak K* disar1 dogru
kanallarmi bloke edilmistir. Bek¢i hiicreleri 0 mV da tutuldu ve 40 mV ile -100 mV
arasinda voltaj uygulandi Bu kosullar altinda, yavas tip anyon kanallarmin yiksek
aktivitesi Ol¢iildii. Kontrol (Col-0) ile karsilastirildiginda, SLAH3 fonksiyon kaybina
ugramis tekli mutantta S-tip anyon kanal iletkenliginde onemli bir degisiklik
olmazken, slacl-3 tekli mutantinda bu akim iletkenliginin azaldigr bulunmustur.
Bununla birlikte, yinede her iki tekli mutantta halen yavas¢a deaktive olan akimlar
Olgiilmiistir. Fakat ikili mutantta (slacl-3Xslah3-1) bu yanitlar tamamen ortadan
kalkmstir. SLAC ve SLAH fonksiyon kaybma ugramis bitkilerde yavas tip anyon
kanal aktivasyonunun tamamen ortadan kalktigi bulunmustur (Sekil 4.23).

Sonug olarak epidermal izolasyonla elde edilen bekgi hiicrelerinde yapilan
anyon kanal kayitlarmin biitiinliigii bozulmamis bitkilere gore daha biiylk oldugu

gozlemlendi. Ayrica epidermal izolasyonda yabani tip ve ikili mutantla yapilan test
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kayitlarinda ikili mutantta tamamen yavas-tip anyon kalan aktivitesi/deaktivitesinin
kayboldugu gbzlemlendi. Bekg¢i hiicrelerinin S-tip (yavas) anyon kanal iletkenligine
SLAC1 ve SLAHS her ikisininde birlikte yardim ettigi bulunmustur (Sekil 4.23).
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Sekil 4.23. Epidermal izolasyon ile elde edilen stoma bekgi hiicrelerinde S-tip
(yavas) anyon kanal kayitlari. A) Yabani tip, tekli ve ikili mutantlarda S-tip anyon
kanal deaktivasyon kinetigi B) voltaj protokolii C) Col-0, slac1-3, slah3-1 ve slacl-
3Xslah3-1 bekgi hiicrelerinde akim-voltaj iliskisi
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4.1.3. Nano-infiizyon ve Mikro-Elektrot Tekniklerinin Kombinasyonu

4.1.3.1. Arabidopsis stoma bekgi hiicrelerinde flg22 tarafindan uyarilan K* iyon
kanallar1 ve S-tip (yavas) anyon kanal kayitlar1

Flg22, K* alim kanallarini inhibe ederken S-tip anyon kanallarm: aktive eder

flg22’nin  iyon tasmim iizerine etkisini test etmek icin biitlinligi
bozulmamis Ler yapraklarinda stoma bekg¢i hiicreleri iki uglu mikro-elektrot
kullanilarak &lgiildii. Tk olarak bekgi hiicreleri nano- inflizyon teknigi ile 20 nM flg22
uygulamasina maruz birakildi. Daha sonra komsu stoma bekgi hiicresi mikro-elektrot
teknigi ile oOlgiildii. Elektrotlar 300 mM KCI ¢6zeltisi ile dolduruldu. Flg22 ile
uyarma zayif bir sekilde K" iceri dogru kanallarini inhibe etmistir buna karsin K*

disar1 dogrultucu kanallar lizerine herhangi bir etkisi bulunmamstr (Sekil4.24).

Filg22’nin  nano-inflizyonunun -140 mV’dan -60 mV’a ulasan
potansiyellerde iceri dogru akimin artigina neden oldugu gézlemlenmistir. Bu voltaj
araliginda, K secici kanallar1 (iceri veya disartya dogrultucu) aktif olmadigindan
dolayr icert1 dogru akmmm plazma zar1 anyon kanallarmdan kaynaklandigi
disiinilmektedir. Bu hipotezi test etmek i¢cin anyon kanallarmin aktivitesi potasyum
disar1 dogrultucu kanallar1 inhibe eden Cs* ile doldurulmus mikro-elektrotlar ile
Ol¢ililmiistiir. Bekgi hiicresi plazma zar1 0 mV’da tutulmus (kenetlenmis) 60 mV’dan
-120mV ta ulasan voltaj uygulanmis ve bu kosullar altinda S-tip anyon kanallar1 test
edilmigtir. 20 nM flg22’nin nano-inflizyonunun bekg¢i hiicrelerinde S-tip anyon

kanallarmnin aktivasyonunu uyardigi bulunmustur (Sekil 4.24).
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Sekil 4.24. Biitiinliigli bozulmamis bekci hiicrelerinde flg22’nin nano-inflizyonu ile
uyarilan Potasyum ve S-tip anyon kanal kayitlar. Nano-infiizyon teknigi ve voltaj-
kenetleme tekniginin kombinasyonu.

4.1.3.2. Arabidopsis stoma bekg¢i hiicrelerinde flg22’nin uyardigi SLAC1 ve SLAH3
S-tip anyon kanal kayitlar1

Bekei hiicrelerinde iki S-tip anyon kanalinin varhigmdan dolayr flg22’nin

uyardig1 anyon kanal iletkenliginde SLAC1 ve SLAH3’iin rolii ayr1 ayr1 ve birlikte

biitlinliigii bozulmamis Arabidopsis mutantlarinin yapraklarinda test edildi. slacl-3,
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slah3-1 tekli mutantlar1 ve slacl-3Xslah3-1 ikili mutantlar1 20 nM flg22 ve kontrol
¢ozeltisi ile nano-inflizyon teknigi kullanilarak uyarildiktan sonra elektrofizyolojik
olarak 6l¢tildii . Epidermal izolasyon deneylerinde oldugu gibi yavas deaktive olan
S-tip anyon kanallar1 biitiinliigli bozulmams bitkilerin stoma bek¢i hiicrelerinde de
tekli mutantlarda belirlenmistir  fakat slac1-3Xslah3-1 ikili mutantinda
belirlenmemistir . F1g22 ’nin her iki tekli mutantta S-tip anyon kanallarin aktive etme
yeteneginde oldugu bulunmus olmasma karsm ikili mutantin (slacl-3Xslah3-1)

MIMO-uyartisina karsin duyarsiz oldugu bulunmustur(Sekil 4.25).

20 my
A omV ———— 0mV
-100 mv
slah3-1 slacl-3 slac1-3/
slah3-1
N - =

B slah3-1 slacl-3
Ve MV w04 Vo, MV
80 40

Kdntrol -S300T =
@ 20 nhA flg22

I PA

Sekil 4.25. FIg22 hem SLAC1 hemde SLAH3 aktivitesini uyarir.

4.1.3.3. Kitosanin nanoinfiizyonu ile S-tip anyon kanallarmim uyarilmasi

Cift paralel hiicre ici mikro-eletrotlar kullanilarak Arpa bitkisinin stoma
bekei hiicrelerinde stoma agikliklarindaki azalmanin mekanizmasi ¢alisild. Arpa
bitkisinin stoma bekg¢i hiicresi -100mV’a kenetlendi ve kenetleme isleminden sonra

basamaklar halinde 20 mV dan -180 mV’a kadar 6lgiim alindi. Her bir 6lgim
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basamagi 20 mV olarak belirlendi. Kitosan uygulamasindan sonra arpa yapraklarinin
stoma bekei hiicrelerinde plazma membran anyon kanallarmm aktivitesinin arttigt
gdzlemlendi (Sekil ). Kitosanm infiizyonun K* disa dogrultucu kanallar: ve S-tip
anyon kanallarmi uyardigi fakat K* ice dogrultucu kanallar: inhibe ettigi
belirlenmistir. Kitosanin mikro-enjeksiyonu ile S-tip anyon kanallarmm uyarildigi ve

bu etkinin stoma kapanmasina neden oldugu belirlendi.

A) B)

| ()
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Sekil 4.26. K itosanin nanoinfiizyonu ile S-tip anyon kanallarinin uyarilmasi.
A) enjeksiyondan 6nce B) kitosanin nano-inflizyonundan sonra C) akim-voltaj
iligkisi

4.1.4. Molektiler Analizler

Molekiiler tekniklerden yararlanarak arpa yaprak hiicrelerinde plazma zari

anyon kanallarinin diizenlenmesi ve 6zelliklerinin belirlenmesi hedeflendi.
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4.1.4.1. Bekgi hiicrelerinin zenginlestirilmesi ¢aligmalar1

Arpa bitkisinin stoma bek¢i hiicrelerinde anyon kanal genlerinin
klonlanmas1 amaglanmistr. Bu nedenle ilk olarak stoma bek¢i hiicrelerinin
zenginlestirilmesi ¢aligmalar1 yapilmustir. Bu ¢alismalar sirasmda 100 uM-300 pM
caplarinda farkli filtreler kullanilmis ve 2 asamali yikama islemi gerceklestirilmistir.
Filtre lizerindeki yesil ve kahverengi kisimlar uzaklastirilmis ve sadece stoma bekgi
hiicreleri toplanmaya ¢alisilmistir. Bu 6n denemeler sonucunda 300 uM’lik filtre
kullanip 2 asamali yikama yapilmas1 sonucuna varildi (Cizelge 4.2). Zenginlestirilen
stoma bekg¢i hiicrelerinde canlilik testleri dogal kirmizi (naturel red) ve 2°,7°-
Dichlorofluorescin Diacetate boyalar1 kullanilarak gergeklestirildi (Sekil 4.27).

Boylece zenginlestirilen stoma bekg¢i hiicreleri mRNA izolasyonu i¢in kullanildi.

R <
>)\"~~~ \

Sekil 4.27. Stoma bekei hiicrelerinde canhlik testi. A) dogal kirmizi boyas1 B) 2°,7°-
Dichlorofluorescin Diacetate

Cizelge 4.2. Zenginlestirilmis bekgi hiicrelerinin Axioscop2 mikroskop sonuglari

1. Yikama isleminden sonra 300 2. Yikama isle mindensonra
[mikrometrelik filtre den gecirme 300 mikrometrelik filtreden
gecirme
Bekgi Hiicreler 160 (%55) 200 (%68)
Yardimci 37 (%12) 33 (%11)
hiicreler
Mezofil 82 (%28) (yesil kisimlar bir pens 58 (19) (yesil kisimlar bir pens
Hiicreleri yardimiyla uzaklastirildr) yardimiyla uzaklastirildr)
Diger Hiicreler |9 (%5) (yesil ve kahverengi 6 (2) (yesil ve kahverengi
mmlar bir pens yardimiyla kisimlar bir pens yardimiyla
aklagtirildr) uzaklastirildr)
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4.1.4.2. Bekgei hiicrelerinden mRN A izolasyonu

Tim yapraktan mRNA izolasyonu yapilip anyon kanal genleri belirlenmeye
calisildi. Ancak Bu ¢aligmalar sonucunda yiiksek oranda kloroplast genomu bulundu.
Bunun {izerine zenginlestirilmis stoma bek¢i hiicrlerinden mRNA izolasyonu
gergeklestirilerek cDNA elde edildi ve Arabidopsis’teki anyon kanallarma homolog
olan genler belirlenmeye calisildi. Ayrica RACE-PCR (Rapid Amplification of
cDNA Ends-PCR) deneyleri yapilarak anyon kanallarmm ¢cDNA sinda N- ve C- ucu
(terminal) fragmentleri incelendi. Bu ¢alismalar sonucunda anyon kanal genlerinin

ifadesinin ¢ok diisiik oldugu saptanmustir.

Sekil 4.28. Agaroz jel elektroforez goriintiisii. Aktin primer ile cDNA *nin kontrolii

4.1.4.3. Biyolistik yontem ile Arpa bitkisinin stoma bekg¢i hiicrelerine gen aktarimi

Bu deney i¢in biitiinliigli bozulmamis arpa bitkileri kullanilmstr. Bekgi
hiicrelerinde S-tip anyon kanallarinin (SLAC/SLAH) aktivasyonunun belirlenmesi
hedeflenmistir. Partiikill bombardman tekniginin biitiinliigli bozulmamis bekei
hiicreleri icinde genetik olarak degismis proteinleri ortaya ¢ikarabilmek icin yeterli
bir metod olup olmadigini test edilmesi amaglanmigtir. Bombardmandan sonra bekgi
hiicrelerinin  fizyolojik yanitlar verebilme yeteneginde olmasi gerekmektedir.
Fizyolojik yanitlar stomalarm 15k ve karanliga yanit vermesi ve hareket etme
yetenegini kaybetmememesi durumudur. Bombardman sonucunda stomalar lazer
tarayic1 mikroskop (LSMS5 Pascal) ve Axioskop mikroskopta (Sekil 4.29) incelenmis
ve gen aktariminin basarili oldugu gozlemlenmistir. Yesil floresan protein (GFP)
kullanilmis ve bu genlerin ifade oldugu belirlenmistir. Fakat stomalarin gen
trasferinden sonra 1518a yanit vermedigi belirlenmisitir. Bu nedenle transformasyona
ugramis hiicrelerde elektrofizyolojik veya fizyolojik Ol¢limler almamamistir. Bu
islem ag¢ik bir sekilde bekei hiicrelerinin zarar gordiigiinii ve strese maruz kaldigmni

gostermektedir.
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Sekil 4.29. Arpa bitkisinin stoma bekg¢i hiicrelerine biyolistik yontem ile gen
transferi. a) Stoma bek¢i hiicrelerinin LSM5 goriintiisii b) Axioskop mikroskop

goruntusu

4.1.4.4. Agrobacterium Aracihigiyla Transient Transformasyon

Tiittin (Nicotiana bentamiana) ve arpa (Hordeum vulgare ingrid.) bitkisine

Agrobacterium infiltrasyonu ile gen transferi ¢aligmalari denendi.

Sekil 4.30. Agrobacterium araciligiyla gen transferi

Tiim yaprakta yapilan caligmalarda yiiksek oranda kloroplast genomuna
rastlanmas1 ve bekc¢i hiicrelerinde yapilan ¢aligmalarda anyon kanal genlerinin
ifadesinin ¢ok diisiik olmasi nedeniyle gen transferi ¢aligmalar1 gergeklestirildi.
Biyolistik yontemde karsilagilan sorunlardan dolay1r Agrobacterium araciligiyla gen

transferi caligmalar1 denendi fakat beklenen sonug gézlenemedi.
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4.2. TARTISMA

4.2.1. Nano-infiizyon O lgiimleri

4.2.1.1. Fungal elisitor kitosan tarafindan uyarilan stoma kapanmas1

Pek ¢ok mantar hiicre duvarinin bilesiminde bulunan ve bitki tiirlerinin
cesitli hiicreleri tarafindan tanman kitin veya kitosan (8-1,4 gliikozamin baglantili
polimer) fragmentleri MIMOler olarak temsil edilirler [Ryan 1987, Maffi vd., 1988,
Lee vd., 1999]. Bu tez caliymasinda, arpa bitkisinin stoma hareketliligi {izerine
MIMOlerin etkisi nano-infiizyon teknigi ile test edilmistir. Kitosan veya ilgili kitin
fragmentleri belki de piring bitkisindeki OsCERK (kitin elisitér reseptor kinaz)
reseptorleri ve protein kompleks homologlart CEBIP (Chitin Elicitor Binding
Protein) tarafindan tanmabilirler [Shimizu vd.,2010]. Calismamizda giiniin erken
saatlerinde, kitosanin hizli stoma kapanmasini tetikledigi bulunmustur. Yapilan
calgymada, inflizyonun kendisinin stoma agikligi tizerine herhangi bir etkisi
olmamigtr. Bu hizli stoma kapanmasmnin S-tip anyon kanallarinin aktivitesinin artigi
ile iliskili oldugu belirlenmistir. Giiniin ilerleyen saatlerinde bitkilerin biyolojik
ritminden dolay1 yapilan enjeksiyonda stoma hassasiyetinin (duyarhiligmmimn) arttig
diistiniilmektedir.

Son zamanlarda yapilan ¢alismalar, mikroorganizmalar veya MIiMOlerin
stoma kapanmasmi tetikleyebildigi yoniinde kanitlar sunmaktadir [Lee vd., 1999,
Melotto vd., 2006, Liu vd., 2009]. Mikroorganizmalarin yapragin i¢ine agik
stomalar1 kullanarak girebilecegi ve MIMOlerin tanmmasiyla stomalarm
kapanabilecegi 6nerilmektedir [Melotto vd., 2008]. Bulgularimiz, stoma kapanmasini
fungal elisitor kitosanimn tetikledigini gdstermistir ve bu sonuglar literatiir bilgilerini

desteklemektedir.
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4.2.1.2. Biitiinligii bozulmamis Arabidopsis bitkilerinde flg22 ve ABA tarafindan

uyarilan stoma hareketliligi

Mikrop ile iliskili molekiiler oriintiilere stoma bekc¢i hiicrelerinin erken
yanitlarin1t ABA sinyali ile karsilastirmali olarak incelemek; sinyal zincirini daha iyi
anlayabilmek i¢cin model bitki olan Arabidopsis’in farkli ekotiplerinde (Col-0,
Ler,Ws) ve mutantlarinda (ost1-2, ckps, rbohD/F, Slacl/SLAH3, abil-1) ¢alismalar
gerceklestirilmistir. Bu cahsmalar ile MIMOler ve ABA’e bekg¢i hiicrelerinin
cevabinda hangi sinyal bilesenlerinin paylasildigimin  ortaya c¢ikarilmasi
amag lanmustur.

MiMOler ve ABA’e bekgi hiicrelerinin yanitlar1 benzerlikler gdsterir; her
Ikisi de S-tip anyon kanalarmi uyarmakta ve hizli stoma kapanmasina neden
olmaktadir (Rolefsema vd., 2004, Pei vd., 1997). Arabidopsis’in yabani tipleriyle
(Col-0 ve Ler) yaptigimiz ¢alismalarda daha onceki ¢alismalar1 destekler nitelikte
stoma bekc¢i hiicrelerinin hem flg22 hemde ABA uygulamasina benzer yanitlar
verdigi gozlendi. F1g22 uygulanan bitkilerde stoma kapanmasinin ABA uygulanan
gruplara gore daha yavas oldugu ve ge¢ basladigi belirlenmistir. Bunun nedeni
MIMO ve ABA sinyalinin reseptdr diizeyinde farkh olmasmdan kaynaklanabilecegi
diisiiniilmektedir. MIMO reseptorleri hiicredis1 baglanma bdlgesine sahip olmakla
birlikte [Boller ve Felix, 2009], ABA sitosolik reseptorlere baglanr [Park vd., 2009,
Ma vd., 2009]. Bu farkhiliklara ragmen, reseptorlerden sonraki sinyal zincirinde
benzer bilesenleri paylastigl goriilmektedir.

Felix vd. [1999] ve Jeworutzki vd. [2010] yaptiklar1 ¢aliymalarda FLS2
reseptori icin flg22’nin en az 10 nM’hk konsantrasyonun ¢alismalar i¢in yeterli
oldugunu gostermislerdir. Bu nedenle ¢alismamizda flg22’nin konsantrasyonunu 20
nM olarak belirlendi ve boylece FLS2 reseptérii tamamen uyarilmis oldu. Referans
olarak, stomalar ayrica stres hormonu ABA ile uyarimisti, ABA’nin tamamen
hiicrelerde aktif oldugu konsatrasyon 10 pM olarak uygulanmstir [Roelfsema vd.,
2006, Roelfsema ve Prins 1995]. Hem ABA hemde flg22 uygulamasi yabani
tiplerde farkli gegikme siirelerinde stoma kapanmasina neden olmustur. Bu siire

ABA uygulamasi i¢in 7 dk, flg22 uygulamasi i¢in ise 17 dk olarak bulunmustur.
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Flg22-uyarili stoma kapanmasi FLS2 reseptoriine baghdir, bu da BAK1 ve
SERKs homologu ile [Chinchilla vd., 2009] iliskidedir. Bekei hiicrelerinde, flagellin
reseptor kompleksinin hedefi OST1 olarak goriinmektedir [Roelfsema vd., 2012].
Caliymamizda, ost1-2 mutant bitkisinin yapraklar1 i¢ine agik stoma araciligiyla ABA,
flg22 ve kontrol uygulamalarmm stoma kapanmasina neden olmadig1 bulunmustur.
Bu da bize Flg22 veya ABA tarafindan uyarilan stoma kapanmasi i¢in protein kinaz
OSTY1’in gerekli oldugunu gostermektedir.

Arabidopsis’in WS-0 ekotipinde dogal olarak FLS2 reseptorii fonksiyonel
degildir [Gomez-Gomez vd., 1999]. Bu 6zelliginden dolay1 bu ekotip nano- infiizyon
yontemiyle test edildi. F1g22’nin nano-inflizyonundan sonra stomalarin kapanmadigi,
fakat ABA duyarhligimm devam ettigi gézlemlenmistir. At-WsFLS2myc mutantinda
[Zipfel vd., 2004] ise hem flg22 hem de ABA duyarliliginin oldugu belirlenmistir.
Elde ettigimiz bu veriler flg22-uyartili stoma kapanmasi igin FLS2 reseptoriiniin
mutlak gerekli oldugunu, fakat ABA yanit1 i¢in gerekli olmadigini gostermistir. Bu
sonuclar daha 6nceki ¢alismalar1 destekler niteliktedir.

ABA sinyal yolaginda, OST1 ABII’i iceren 2C Protein Fosfatazin bir sinif1
tarafindan inhibe edilir [Cutler vd.,2010]. abil-1 mutantinda, ABI1 OST1’i inhibe
ettigi [Gosti vd., 1909, Vlad vd.,2009 ] ve ABA’in uyardigi SLAC1 [Geiger
vd.,2009, Lee vd., 2009] ve SLAH3 [Geiger vd., 2011] aktivasyonun uyarilmasini
engelledigi bilinmektedir. Calismamizda beklenildigi tizere, abil-1’in stomasi ABA
ile uyarildiktan sonra kapanmamustir. Bununla birlikte, ABA-duyarsizligma ragmen,
abil-1’in stomasmin flg22’ye kars1 duyarli oldugu bulunmustur. Bu sonuglar, bekgi
hiicrelerinde flg22 ve ABA sinyal yolagimin OST1 diizeyinde bulustugunu
onermektedir.

Kalsiyum bagimli protein kinazlar (CPKs = cpk3,6,21,23) bekg¢i hiicre ABA
sinyalini de icermektedir [Geiger vd.,2011. Scherzer vd., 2012]. Kalsiyum bagimh
protein kinazlar (CPK4, 5, 6 ve 11) NADPH oksidaz ile Reaktif Oksijen Tiirlerinin
(ROT) tiretimini uyaran flg22 igin gereklidir [Boudsocq vd., 2010, Dubiella vd.,
2013]. Bu alandaki giincel bilgilere dayanarak, CPKs, ROT-iiretimi ve flg22-uyartil
anyon kanallarmin aktivasyonunun birbirleriyle iliskili oldugu beklenmektedir.
Bununla birlikte, yaptigimiz ¢ahsmalarda, flg22’nin halen cpk3,5,6,11 ve

cpk4,5,6,11 dortlii mutantlarmmda stoma kapanmasina neden oldugu bulunmustur. Bu
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sonuglar 34 {iyeli gen ailesinin diger CPK {iyelerinin flg22 ile uyarilan S-tip anyon
kanallarmm aktivasyonunda rol alabilecegini Onermektedir [Boudsocq Ve
Sheen,2013].

Caligmamizda ayrica yapraklarm ROT iiretimini, bekei hiicrelerinin flg22 ve
ABA yanitlarmi kapsayan NADPH oksidazlar, AtRBOH-D ve F fonksiyon kaybina
ugramig ikili mutantinda test edildi [Park vd., 2009, Macho vd., 2013]. Tipk1 cpk
dortli mutantlarmdaki gibi, RBOH-D/F fonksiyon kaybi flg22-uyarili stoma
kapanmasini engellemedi. FIg22 ve ABA Arabidopsis NADPH oksidaz ikili mutanta
(rbohD/F=_respiratory burst oxidase homolog D/F) stoma kapanmasini1 uyarmistir.

Bek¢i  hiicrelerinde iki S-tip anyon kanalmin varhgindan dolay:
caliymamizda flg22 ve ABA uygulamalarmin SLAC1 ve SLAH3 iizerine etkileri test
edildi. slac1-3 ve slah3-1 tekli mutantlarmimn yapraklari igine 20 nM flg22’nin nano-
inflizyonu stoma kapanmasima neden olmustur, fakat stomalar tamamen
kapanmamustir. Calismamizda, SLAC1 ve SLAH3 kanallarmmn her ikisinin de kayb1
sonucunda, flg22 uyarisma karsi stomalarin  tamamen duyarsiz oldugu
gozlemlenmistir. ABA uygulamasi da flg22 uygulamasina benzer sonuglar vermistir.
slacl-3 tekli mutantmm ABA uygulamasma slah3-1 tekli mutantina gore daha az
duyarli oldugu gozlemlenmistir. Fakat hem SLAC1 hemde SLAH3 fonksiyon
kaybma ugramis mutantlarin stomalarmin ABA’e yanit vermedigi belirlenmistir.
Roelfsema vd’nin [2012] Arabidopsis bitkisinde yaptiklari ¢caligmalarda S-tip anyon
kanallar1 SLAC1 ve SLAH3’iin stoma kapanmasinda anahtar rol oynayabilecegi
Onerilmistir. Bu tez c¢alismasindan elde edilen bulgular literatiir bilgilerini

desteklemektedir.
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4.2.2. Mikro-Elektrot ve Nano-infiizyon Olgiimleri

Biitlinliigli bozulmamis Arabidopsis yapraklarinin bek¢i hiicrelerinde,
bakteriyel MIMO flg22 iki S-tip anyon (SLAC1 ve SLAH3) kanalini aktive eder.
Bu her iki kanalin kayb1 stomalart MIMO’ye duyarsiz kilar. Bu veriler S-tip anyon
kanallarinin fonksiyonunun patojen-nedenli stoma kapanmasi i¢in kilit oldugunu
gostermektedir. Koers vd [2011] , Roelfsema vd’nin [2012] g¢alismalari bunu
desteklemektedir [Koers vd.,2011, Roelfsema vd.,2012]. Bek¢i hiicrelerinde S-tip
anyon kanallari, stoplazmadan hiicre duvarma anyonlarm salinimma neden olur ve
bu da plazma zarmi depolarize eder [Roelfsema ve Hedrich, 2005].
Depolarizasyondan dolay1, ayrica bekgi hiicrelerinde K* iyonlar1 K* disa dogrultucu
kanallar boyunca disar1 ¢ikar ve boylece bekei hiicreleri osmolit kaybeder, biiziiliir
ve sonunda stoma a¢iklig1 kapanr.

OSTI1, SLAC1 anyon kanalin1 dogrudan aktiflestirebilir [Geiger vd., 2009,
Lee vd., 2009], fakat SLAH3 anyon kanaln1 hedeflemez [Geiger vd., 2011]. Bu
nedenle SLAH3 kanali alternatif bir sinyal mekanizmasiyla uyarilmak zorundadir.
Grupl ve grup 2’deki bir¢cok kalsiyum bagmmli protein kinazlarin (CPKs) hem
SLAH3 hem de SLAC1 anyon kalanlarini aktiflestirdigi gosterilmistir [Boudsocq ve
Sheen, 2013]. Calismamizda, bu protein kinaz ailesinin tiyelerinin OST1 bagiml yol
ile flg22 tarafindan uyarildigi gosterilmistir.

Arpa bitkisinin bekgi hiicreleinde, fungal MIMO kitosanin plazma zar1 S-tip
anyon kanallarin1 aktive ettigi calismamizda gosterilmistir. Arabidopsis bitkisinde
de, SLAC1 ve SLAH3 S-tip anyon kanallar1 stoma kapanmasinda anahtar rol
tstlenmektedir. Roelfsema ve ark. [2012] stres hormonu ABA tarafindan uyarilan
stoma kapanmasimda bu iyon kanallarinin anahtar rol oynadigini 6ne siirmiislerdir.
Bu tez ¢calismasi da bunu destekler niteliktedir.

MIMO’ler ve sinyal yolaklar: tarafindan hedeflenen iyon kanallarinin ortaya
¢ikarilmasi patojen savunmasinin erken safthalarmda yeni bakis agilar1 saglayabilir.
Bekgi hiicrelerinin MIMO yanitlar1 bakterilerin sadece stomalar aracilityla girisine
olanak saglamaz, ayni zamanda iyon tagmiminin patoten-bagimlh diizenlenmesi i¢in
planlayict olarak hizmet edebilir. Jeworutzki vd. [2010] mezofil ve kok hiicrelerinde

yaptiklar1 ¢calismalarda, flg22°nin bekg¢i hiicrelerindeki yanitlara benzer bir sekilde
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depolarizasyona neden oldugunu bildirmislerdir. Bu tez calismasinda da arpa
bitkisinin mezofil hiicrelerinde flg22 uygulamasmin benzer bir sekilde zar
depolarizasyonuna neden oldugubelirlendi. Bununla birlikte, OST1 mezofil hiicreleri
ve kok tiiyl hiicrelerinde ifade olmaz ve OST1’in anahtar fonksiyonu SnRK2.2/2D
ve SnRK2.3/21 protein kinaz homologlar1 gibi diger proteinler tarafindan
yapiimaktadir [Fyii ve Zhu, 2009, Fujita vd., 2009]. Erken patojen savunma
yanitlarinin 6zellikleri ve hiicre tipi spesifik farkliliklarmin anlagilmasi patojen
direncinin saglanmasinda yeni stratejiler bulunmasina yardimci olabilir.  Uzun
vadede, bu arastirma hatt1 patojenik mikroplara karsi direng gelistiren bitkilerin
tiretimini  destekleyebilir. Bulgularimiz, stoma kapanmasmi sadece fungal

elisitorlerin degil ayn1 zamanda bakteriyel elisitorlerin de tetikledigini gostermistir.

4.2.3 Molekiiler Analizler

Molekiiler tekniklerden yararlanarak arpa yaprak hiicrelerinde plazma zari
anyon kanallarmm diizenlenmesi ve Ozelliklerinin belirlenmesi hedeflendi. Bu
amacla, tiim yapraktan mRNA izolasyonu gerceklestirlerek cDNA elde edildi ve
Arabidopsis’teki anyon kanallarina homolog olan genler belirlenmeye c¢alisildi. Bu
caliymalar sonucunda yiksek oranda kloroplast genomu bulundu. Bunun iizerine
stoma bek¢i hiicrelerinin zenginlestirilmesi ¢alismalar1 gergeklestirildi ve bu
baglamda basarili olundu. Fakat elde edilen sonuglarda anyon kanal genlerinin
ifadesinin ¢ok diistik oldugu belirlendi.

Bunun iizerine, Arpa bitkisinde gen aktarim ¢aligmalar1 yapildi Biyolistik
yontem ve Agrobacterium aracihigiyla gen transfer teknikleri denendi. Molekiiler
caligmalar sonucunda RNA izolasyonlar1 ve gen aktarimi basarili oldu. Fakat gen
aktarrm1 sonucunda hiicreler mikroskop altinda incelendiginde aswr1 strese maruz

kaldiklarindan dolay1 herhangibir fizyolojik yanit gdézlemlenemedi.
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5. SONUC ve ONERILER

Bu tez ¢aligmasindan elde edilen bulgulara gore;

v’ Bitkiler yasamlar1 siiresince birgok biyotik ve abiyotik stres kosullarina
maruz kalirlar.

v' Enfeksiyon esnasmda, bitkiler Mikrob Iliskili Molekiiler Oriintiilerin
tanmmas1 icin dogal bagisiklik yanitlar: gelistirirler.

v' Bu vyanitlardan birisi yaprak yiizeyinde bulunan stoma agiklklarinin
mikroplarin girisini engellemek tizere kapanmasidir.

v Bu yanitlarin molekiiler mekanizmasi ve ABA sinyali ile iliskisi non-invazif
nano-infiizyon teknigi ve mikroelektrotlar kullanilarak c¢alisilmigtir. Stoma
hareketliligi zamana bagh olarak ¢alisildi ve Image] programm kullanilarak
stoma agikliklar1 6l¢iildii.

v" Butez ¢alismasinda 6zellikle tilkemiz ve diinyamiz i¢in ekonomik ve tarimsal
O6nemi olan Arpa bitkisi ve bitki biyolojisinde model bitki olarak kullanilan
Arabidopsis bitkileri se¢ilmistir. Boylelikle ¢calismadan elde edilen verilerin
hem temel bilimlere hem de tarima katk1 saglayacagi diistiniilmek tedir.

v Arpa bitkisinin bek¢i hiicrelerinde, fungal MIMO kitosanin stoma
kapanmasina neden oldugu bulunmustur.

v' Cahgmamzda, fungal elisitor kitosanm plazma zar1 S-tip anyon kanallarmi
aktive ettigi gosterilmistir.

v' Mikrop ile iliskili molekiiler kaliplara stoma bek¢i hiicrelerinin erken
yanitlarin1 ve sinyal zincirini daha iyi anlayabilmek i¢in model bitki olan
Arabidopsis’in farkli ekotiplerinde (Col-0, Ler) ve mutantlarinda (0stl-2,
ckps, rbohD/F, slacl/slah3, abil-1) caligmalar ger¢eklestirildi. Boylece
stoma beke¢i hiicrelerinin yanitlar1 altinda yatan molekiiler mekanizmalarmn
ortaya konmasi amaclanmustir.

v Caliymamizda, Arabidopsis bitkisinde S-tip anyon kanallar1 SLACI ve
SLAH3’iin stoma kapanmas1 i¢in anahtar bir rol oynadig1 6nerilmektedir.
Her iki kanalin aktivasyonu stres hormonu ABA tarafindan uyarilan stoma

kapanmasi1 i¢in gereklidir.
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v Protein kinaz OSTl bekg¢i hiicre ABA sinyalinde merkezi bir rol
oynamaktadir

v Bulgularimiza gore, OST1 hem ABA-nedenli stoma kapanmasi hem de 20
nM flg22 uygulamasinda bek¢i hiicrelerinin  hizh yanit1 i¢in mutlak
gereklidir. flg22 uygulanan bitkilerde stoma kapanmasinin ABA uygulanan
gruplara gbre daha yavas oldugu ve daha ge¢ basladig1 gozlemlendi.

v’ Cahsmamizda, flg22’nin S-tip anyon kanallarini aktiflestirdigi ve K™ igeri
dogru kanallarini inhibe ettigi belirlenmistir.

v’ Flg22, S-tip anyon kanallar1 SLAC1 ve SLAH3’{i uyarmaktadr.

v' Sinyal mutantlar1 ile yapilan sonuglara dayanarak, ABA ve flg22’nin bekgi
hiicre sinyal zincirlerinde reseptor ile ilgili olarak farkli oldugunu, fakat

OSTI protein kinaz diizeyinde birlestigi gosterild.i.

Sonu¢ olarak; gerek ABA ve gerekse farkl elisitor (kitosan, flg22)
uygulamalarinin bitkilerin biyotik ve abiyotik stres kosullarinda stomalarmn acilip
kapanma mekanizmasini kontrol ettigi ve strese toleransh tiirlerde stres kosullarinda
ortaya ¢ikacak zararlarm ortadan kaldirilmasinda 6nemli bir etkiye sahip oldugu
disiiniilmektedir. Biyotik ve abiyotik stres kosullarnda stomalarm ve anyon
kanallarinin rolii olduk¢a Onemlidir. Bu roller farkli mutantlar kullanilarak
gosterilmistir. Stres tolerans mekanizmalarinin ayrtili olarak ortaya konulmasi ve
sinyal yolaklarmimn belirlenmesi bitki biyoteknolijisi ¢aligmalarma 11k tutacaktur.

Erken patojen savunma yanitlarinin 6zelliklerinin ve hiicreye 6zgii spesifik
farkliliklarmin  anlagilmasi patojen direncinin saglanmasinda yeni stratejiler
bulunmasina yardimeiolabilir. Ayrica, bu ¢alismanin verileri mikroplara karsi direng

gelistiren bitkilerin tiretimini destekleyebilir.
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