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OZET

ARABIDOPSIS THALIANA (L.) HEYNH. BITKiSINDE
PHELIPANCHE RAMOSA (L.) POMEL PARAZITININ VE TUZ STRESININ
NEDEN OLDUGU FiZYOLOJIK, BiYOKIMYASAL VE GEN iFADESI
DUZEYINDEKI DEGiSIMLERIN ARASTIRILMASI

Sefer DEMIRBAS
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi
Fen Bilimleri Enstitisu
Biyoloji Anabilim Dali Doktora Tezi
Danisman: Yrd. Dog. Dr. Okan ACAR

18/02/2011, 106

Canavar otu (Orobanche ve Phelipanche spp.) fotosentez yetenegini kaybetmis, su,
organik karbon ve azot icin tamamen konukgusuna ihtiya¢ duyan tam kok paraziti bir
bitkidir. Canavar otu bitkileri icinde yer alan Phelipanche ramosa (L.) Pomel, domates,
patlican, patates, tiitiin, kenevir, kanola, mercimek, kavun gibi bitkilerde verim kayiplarina
neden olmaktadir. Onemli bir abiyotik stres olan tuzluluk ise, Diinya karasal alanlarinin
yaklasik % 20’ sini, sulu tarim yapilan alanlarin ise yaklasik olarak % 50’ sini

etkilemektedir.

Bu ¢alismada, Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. bitkisinde P. ramosa ve tuz stresinin
toplam klorofil, klorofil a, klorofil b ve karotenoid pigmentlerinin igerigine, lipit
peroksidasyonu miktarina, SOD, POX, CAT, APX ve GR enzimlerinin aktivitesine ve
COR78, CORG6.6, RD29B, PR1, PDF1.2, GOLS3 ve GST1 genlerinin bagil gen ifade

diizeylerindeki degisime olan etkileri arastirilmistir.

Arabidopsis bitkisinde NaCl, enfeksiyon ve enfeksiyona NaCl etkisinin incelendigi
tim gruplarda antioksidatif savunma sistemi enzimlerinden SOD, POX, CAT ve GR
aktivitelerinin zamana bagl olarak arttigi, bitkilerin pigment igeriginin ise zamana bagl

olarak azaldig1 saptanmustir.



RD29B hari¢ COR78, COR6.6 ve GOLS3 genlerinin kontrol bitkilerine kiyasla her {i¢
grupta zamana bagli olarak artarak uyarilmasi, ozmoprotektanlarin sentezlenmeye
basladigin1 ve bdylece su kaybinin 6nlenmeye ¢alisildigina isaret etmektedir. Arabidopsis
bitkilerinde PDF1.2 geninin ifadesinde meydana gelen artis etilen ve JA yolagina bagh
savunma sisteminin uyarilmis oldugunu, PR1 geninin baskilanmis olmasinin SA’ e bagh
savunma sistemini baskilamis olabilecegini, GST1 genin uyarilmasi ise oksidatif stresin

meydana geldigini isaret etmektedir.

Anahtar sozcukler: Arabidopsis thaliana, Phelipanche ramosa, tuz stresi, antioksidan

enzimler, gen ifadesi.
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF PHYSIOLOGIC, BIOCHEMICAL AND GENE
EXPRESSION LEVEL CHANGES CAUSED BY PHELIPANCHE RAMOSA (L.)
POMEL AND SALT STRESS IN ARABIDOPSIS THALIANA (L.) HEYNH.

Sefer DEMIRBAS
Canakkale Onsekiz Mart University
Graduate School
Chair for Biology Thesis of Ph.D of Science
Advisor: Assistant Prof. Dr. Okan ACAR

18/02/2011, 106

Broomrape (Orobanche and Phelipanche spp.) is a root holoparasitic plant which is
devoid of photosynthetic ability, needs host plant for water, organic carbon and nitrogen.
Phelipanche ramosa (L.) Pomel which is involved in broomrapes causes high yield losses
on plants such as tomato, eggplant, potato, tobacco, hemp, oil rapeseed, lentil and melon.
Salinity which is an important abiotic stress, affects 20 % of land area and approximately

50 % of irrigated area in world.

In this study, alteration in content of total chlorophyll, chlorophyll a, chlorophyll b
and carotenoid pigments, lipid peroxidation content, activities of SOD, POX, CAT, APX
and GR enzymes and relative expression levels of COR78, COR6.6, RD29B, PR1, PDFL1.2,
GOLS3 and GST1 genes caused by P. ramosa and salt stress in Arabidopsis thaliana (L.)

Heynh. was researched.

All groups studied the effects of NaCl, infection, and infection with NaCl in
Arabidopsis plant, it was determined that activities of antioxidative defense system
enzymes, such as SOD, POX, CAT and GR, was increased whereas pigment content of

plants was decreased.

The inducing of COR78, COR6.6 and GOLS3 genes except RD29B depends on
time in every three groups compared with control plants indicates that the synthesis of

Xii



osmoprotectants starts and so the water loss might be prevented. The increase of PDF1.2
gene expression in Arabidopsis plants, indicates that pathway of ethylene- and JA-
dependent defense system is induced; the inhibition of PR1 gene indicates that SA
dependent defense system could be inhibited. The inducing of GST1 gene also indicates

that oxidative stress is occurred.

Keywords: Arabidopsis thaliana, Phelipanche ramosa, salt stress, antioxidant enzymes,

gene expression.
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BOLUM 1- GIRIS Sefer DEMIRBAS

BOLUM 1
GIRIS

Bitkiler, yasam dongiileri sirasinda farkli stres etmenleri ile karsi karsiya kalirlar. Bu
etmenlerden bir veya bir ka¢inin bitkiler lizerinde birlikte veya ayr1 ayri 6zel etki yarattig
ve bitkilerin bu stres etmenlerine karsi verdikleri yanitlarda farkli metabolik yollar
kullandiklar1 bilinmektedir. Bitkilerin kars1 karsiya kaldigi stres etmenleri abiyotik ve

biyotik olarak iki sinif altinda toplanabilir (Cizelge 1).

Cizelge 1. Abiyotik ve biyotik stres etmenleri (Sadiqov, 2001)

Abiyotik Stres Etmeni Biyotik Stres Etmeni
Topraktaki Besin Miktar1 Virusler
Rlzgar Bakteriler
Karbondioksit Mikoplazma
Oksijen Mantarlar
Radyasyon Bocekler

Asirt Sulama Herbivorlar
Soguk Nematodlar
Sicak Protozoa
Oksidatif Stres Kemirgenler
Tuzluluk Parazit Bitkiler
Kuraklik

Kimyasallar

Diger Kirleticiler

Bitkiler, habitatlarindaki biyotik ve abiyotik etmenler tarafindan siirekli sekilde
uyarilirlar. Bu uyaricilar hiicre zarinda bulunan algilayicilar tarafindan algilanarak sinyal
iletim yoluyla hucre icgerisindeki gerekli yerlere iletilirler. Bu durum konukgu-patojen
iligkileri agisindan incelendiginde, patojenlerin avr genlerinin Urlnleri, konukgunun R

geninin proteini tarafindan taninmaktadir. Bu R genleri, fosforilasyon yoluyla diger genleri
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harekete gegirerek bitkideki tepki ve savunma mekanizmasint aktif hale getirir. Sonug
olarak bitki hiicresi intihar edebildigi gibi (programlanmis hiicre dliimi veya apoptozis;
PCD veya PHO) kendisine saldiran patojeni de dldiirebilmektedir (Tor, 1996).

Parazit veya patojen olarak zarar veren bir¢ok canliya karsi bitkilerin gelistirmis
olduklart savunma mekanizmalari ¢ok farklilik gostermektedir. Direngli etkilesim sirasinda
patojenin tanimlanmasi, bitki savunma sistemini harekete geciren sinyal iletim
mekanizmasini aktive etmektedir. Savunma sisteminin aktivasyonuyla salisilik asit (SA),
glukonaz, kitinaz, fitoaleksin gibi molekiillerin birikimi ve hiicre duvarinin yogunlagmasi
saglanir. PHO, asir1 duyarli yamitlar (HR), antioksidatif savunma sistemi, K*-H" degisimini
iceren iyon akisi, hiicresel farklilagma ve patojenle iligkili (PR) proteinlerin sentezi gibi

olaylarla uyumlu bir sekilde ¢alismaktadir (Sadiqov, 2001).

Bitkilerin normal yasami siiresince tiim kisimlarinda meydana gelebilen senesens
olay1; organ seviyesinde yapraklarda, hiicresel diizeyde ise trake elemanlarinin
farklilagmasi sirasinda meydana gelir. Bazi hiicreler sayesinde gerceklesen bu siireg, 6zel
senesens programi olarak ifade edilen PHO’ nii aktive eder. Molekiiler mekanizmasi sikca
calistlan PHO, hayvanlarin gelisiminde de onemli bir géreve sahiptir. PHO, hiicre
boliinmesinde DNA’nin kendini eslemesi sirasinda meydana gelen hatalarin sonucu olugan
ozel sinyal molekiilleri tarafindan baslatilir. PHO’ niin énemli islevlerinden biri de bitkiyi
patojenik organizmalara kars1 korumaktir. Bitki patojenik bir organizma tarafindan enfekte
oldugunda, patojen kaynakli sinyal molekiilleri (elisitor) enfeksiyon bdlgesindeki
hiicrelerde hizl1 bir sekilde zehirli fenolik bilesiklerin birikmesine neden olur. Bu birikimin
yiiksek seviyelere ulasmasiyla o bélgedeki hiicreler 8lmeye baslar. Olii hiicrelerin meydana
getirdigi kiiclik dairesel adaciklar, nekrotik lezyon olarak adlandirilmaktadir. Bu bolgeler
saglikli hiicreleri, zehirli ve besince yoksun bélgeden izole eder ayrica, o bdlgeyi patojene
kars1 korur. Bu hizli patojen saldirisiyla meydana gelen bolgesel hiicre 6limi, HR olarak
bilinmektedir (Taiz ve Zeiger, 2002).

HR yanitlar, enfeksiyonun oldugu bolgede uyarilmis dayanaklilik olarak bilinen
savunma sistemini tetikler. Uyarilmis dayanikliligin iki sekli vardir: sistemik kazanilmis
dayaniklilik (SAR) ve uyarilmis sistemik dayaniklilik (ISR). ISR isleyisi, fizyolojik ve
biyokimyasal SAR’ tan farklidir. SAR, bitki i¢in viriilent, aviriilent, patojen olmayan
mikroorganizmalarla ya da SA, 2,6,-dikloro-izonikotinik asit (INA) veya benzo (1, 2, 3)

tiadiazol-7-karbotioik asit S-metil ester (BTH) gibi kimyasallarla suni olarak
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uyarilabilmektedir. SAR’ 1n olusumu bitki ve elisitére bagli olarak belli bir zamana ihtiyag
duyar. Bu zaman periyodu iginde bitkinin her bdlgesinde SA ve PR proteinlerinin (ve
transkriptlerinin) birikimi ger¢eklesmektedir. ISR’ ta ise PR proteinleri ve SA birikimi
ger¢eklesmemektedir. Bunlarin yerine, jasmonat1 ve etilen, savunma reaksiyon yollarini
duzenlenmektedir (Vallad ve Goodman, 2004). PHO ile iliskili olan antioksidatif savunma
sistemi, enzimik ve enzimik olmayan sekilde gergeklesir. Enzimik savunma sistemi
sirasinda olusan reaktif oksijen tiirleri (ROT), antioksidan enzimler veya diger antioksidan
molekdller sayesinde temizlenmektedir. Bu savunma sisteminde gorevli olan enzimler,
ROT’ nin kararsiz yapisin1 biyokimyasal reaksiyonlarla ya kararli hale getirmekte ya da
farkli bir ROT’ nin olusmasina neden olmaktadir (Scandalios, 1997). Fotosentezin
yavaslamis hizi ROT’ nin olusumunu arttirmaktadir. Bu artis detoksifikasyonda gorevli
enzimlerin aktivitesinde artisa neden olmaktadir. Bitkiler degismis olan ¢evreye
alistiklarinda, yaprak morfolojisinde, kloroplast pigment bilesiminde ve biyokimyasal
islevlerin aktivitesinde meydana gelen degisimleri diizenlerler. Fotosentez olayini oksidatif
hasardan koruyan bu diizenlemeler iki asamada gerceklesmektedir. ilk asamanin birinci
basamaginda, ksantofil pigmentleri vasitasiyla asirt 1518in meydana getirdigi 1smnin
dagitilir. Ikinci basamakta ise, su disinda diger oksijen alicilarina elektronlar tagiarak
fotoinhibisyon engellenir. Ikinci asamada ise, ROT seviyesinin ayarlanmasinda gorevli
olan siperoksit dismutaz (SOD), askorbat peroksidaz (APX), katalaz (CAT) ve gesitli
peroksidazlar (POX) gibi anahtar enzimlerin miktarinin artmasini zorunlu kilmaktadir.
Hucrenin farkli yapilarinda bu enzimlerin birbiri ile olan uyumlu aktiviteleri sayesinde,
ROT’ nin olusumu ve uzaklastirilmas: arasindaki denge sonucu hiicre sinyallesme
mekanizmasi i¢in gerekli olan hidrojen peroksidin (H,O,) seviyesi korunur (Munns ve
Tester, 2008).

Stres yamiti1 sirasinda uyarilmis birgok gen, erken ve ge¢ yamit geni olarak
siiflandirilmaktadir. Erken ifade olan genler, stres baglangicindan dakikalar i¢inde uyarilir
ve ¢ok kisa bir siirede ifade olur. Bunun tam tersi olarak bir¢cok gen ise saatlerce
sirebilecek sekilde uyarildiktan sonra aktiflesmektedir. Erken ifade olan genler, gec ifade
olan ana stres yanmit genleri i¢in gerekli olan transkripsiyon etmenlerini (diizenleyici
proteinler) kodlarlar. Geg¢ yanit genlerinin ifadesinden sonra ise stres toleransinda igleve

sahip olan bircok madde iiretilmis olur. Bu maddeler arasinda c¢esitli ozmolitler,

! Jasmonik asit (JA) ve metil jasmonat (MeJA)’ n i¢inde bulundugu grubun genel ad1.



BOLUM 1- GIiRiS Sefer DEMIRBAS

antioksidan maddeler, molekiiler saperonlar ve LEA (embriyogenezin son evresinde

bollagan) benzeri olan proteinler yer alir (Zhu, 2002; Mahajan ve Tuteja, 2005).

Diinya iizerinde 800 milyon hektardan daha fazla karasal alan tuz etkisi altindadir.
Bu alan Diinya tizerindeki toplam karasal alanlarinin % 6’ dan fazlasina denk gelmektedir
(Munns ve Tester, 2008). Degisen iklimsel kosullar ve tarimsal faaliyetlerdeki yanlis
sulama islemleri gibi etkenlerden dolay: toprak tuzlanmasinin 6nemi her gegen giin daha
da artmaktadir. Tuzlanma, diisiik yagis alan bolgeler i¢cin genel bir sorundur. Bitki kokleri
gelisimini siirdiirtirken suyun topraktan alimi sirasinda 0zmoz Kurallar1 islemektedir.
Toprakta bulunan tuz genellikle sodyum (Na*), kalsiyum (Ca*?), magnezyum (Mg*?), klor
(CI) ve siilfat (SO47) iyonlarindan olusmaktadir. Magnezyum siilfat (MgSO4) ve sodyum
kloriir (NaCl) en yaygin ve ¢dziinebilen tuz formlaridir. Toprakta tuz yogunlugu arttiginda
suyun bitki koklerine dogru olan akisi azalacaktir. Tuzlanma daha yiiksek seviyeye
ulastiginda ise toprak, kok hiicrelerindeki suyu ¢eker duruma gececektir. Bunun sonucunda
cogu bitkide olusacak su kaybindan dolayi bitki 6nce solar daha sonra da 6liim gergeklesir.
Tuzun bitkiler Gzerindeki zarar etkileri yalnizca ozmotik kuvvetlerden degil ayn1 zamanda
Na* ve CI7iin toksik seviyesinden de kaynaklanmaktadir (FAO, 2005; Galvani, 2007).

Tuzlanma, topraktaki c¢oOziinmiis tuzlarin yiiksek derisime ulasmasi olarak
tamimlanmaktadir. Topraktaki elektriksel iletkenlik (EC) 4 dS/m veya (zerinde ise bdyle
topraklar “tuzlu” olarak ifade edilir. Bu deger 0,2 MPa ozmotik basing ve 40 mM NaCl
olarak degerlendirilmektedir. Bu seviye bir¢ok tarim iiriiniiniin verimini diisiirebilecek
niteliktedir. Dogal olarak tuzlu topraklarda yasayan halofit bitkiler, glikofitlere gore kokler
tarafindan suyun almmasi sirasinda Na® ve ClI” iyonlarmni topraga vermede daha etkin bir

mekanizmaya sahiptirler (Munns ve Tester, 2008).

Yeryiiziinde yayilis gosteren yaklasik 4000 parazit angiosperm bitki tiirii, kendileri
icin gerekli olan su ve besin maddelerini diger bitkilerden temin etmek zorundadirlar.
Biyotik stres etmenleri arasinda yer alan parazit bitkiler, bitki-bitki etkilesiminde ¢nemli
bir yere sahiptir. Parazitizm, 17 bitki familyasi {lizerinde etkili olan bir iliski seklidir.
Parazit bitkiler iki grup altinda incelenmektedir: (1) fotosentez yapabilme kabiliyeti olan
yar1 parazitler (hemiparazit) ve (2) canavar otu gibi tamamen klorofilden yoksun, bu
yiizden de zorunlu olarak konukc¢usuna bagli olan tam parazitler (holoparazit) (Thorogood

ve ark., 2009).
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Parazit bitki tohumlari, konuk¢u veya konukg¢u olmayan bitkilerin koklerinden ¢ikan
¢imlenme uyaricilari sayesinde ¢imlenirler. Bu etkilesim sirasinda konukgu bitkinin parazit
bitkiye karsi olan duyarlilik veya dayaniklilik seviyesi bu iligkinin stirekliligini belirler
(Elzein ve Kroschel, 2003).

1.1. Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. Bitkisi

Arabidopsis thaliana bitkisi, ginimuzde bitki biyolojisi arastirmalar1 i¢in model
organizma olarak kullanilmaktadir. Genom sekansi tamamlandigindan dolayr bu bitki,
genom arastirmalar1 i¢in diger bitkilere kiyasla ¢ok daha avantajlidir. Brassicaceae
familyasinin bir liyesi olan Arabidopsis bitkisinin yetistirilmesi kolay ve ucuz bir islemdir.
Seralarda, biiyiitme kabinlerinde, basit biiyiitme odalarinda ya da yalnizca pencere
kenarlar1 veya dis ortamlarda saksi iglerinde kolayca yetistirilebilmektedir. Bu bitkiler,
ayni zamanda da tanimlanmis kati veya sivi doku kiiltiirii ortamlarinda kolay, hizli ve
kontaminasyon olmaksizin da yetistirilebilmektedirler. Ilk olgun tohumu kisa bir siirede
vererek yasam dongiisiinii alt1 hafta gibi kisa bir slirede tamamlamasindan dolay1 A.
thaliana bitkisi, zirai bir 6neme sahip olmamasina ragmen genetik ve molekiiler biyoloji
caligmalarinda kullanildiginda biiyiik kolaylik saglamaktadir. 2000° li yillarda yapilan
caligmalar sonucunda bu bitkiye ait genomun 114,5 Mb/125 Mb’ lik dizisi saptanmustir.
Bircok mutant hatta sahip olan Arabidopsis bitkisinin akademik ve endustriyel
laboratuvarlarinda en ¢ok Landsberg erecta (Ler.), Columbia (Col.) ve Wassilewskija
(Ws.) ekotipleri kullanilmaktadir (Weigel ve Glazebrook, 2002).

Tuz stresi altinda, glikofit bir bitki olan A. thaliana bitkisinde blyimede baskilanma

ve hasarlar meydana gelmektedir (Xiong ve Zhu, 2002).

1.2. Canavar Otu Parazit Bitkileri

Canavar otu bitkileri son yillara kadar yapilan taksonomik ¢alismalarda, ¢ok acik
olmamakla birlikte, yalnizca Orobanche genusu altinda toplanmaktaydi. Diinya ¢apinda
yayilig gosteren bu bitkiler dort seksiyon altinda bulunmaktadir. Bunlar sect. Orobanche
(=sect. Osproleon Wallr.), sect. Trionychon Wallr. (Eski Diinya Canavar Otlar1), sect.
Gymnocaulis Nutt. ve sect. Myzorrhiza (Philippi) Beck. (Yeni Dinya Canavar Otlari)
seksiyonlaridir. Taksonomik karakter ve gelisen filogenetik analiz teknikleriyle rbcL ve
rps2 sekanslarinin kullanilmasi, eski diinya canavar otu bitkilerinin Orobanche ve

Phelipanche olarak iki genusta isimlendirilmesine neden olmustur. Buna gore; P. ramosa
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(L). Pomel ve P. aegyptiaca (Pers.) Pomel seklinde diizenlenirken, Orobanche crenata
Forsk., O. cernua Loefl., O. cumana Wallr., O. minor Smith ve O. foetida Poir. bitkilerinin

isimlerinde herhangi bir degisim olmamustir (Cizelge 2) (Joel, 2009).

Striga, Alectra, Orobanche ve Phelipanche gibi kok paraziti olan angiosperm
bitkiler, konukgu bitkilerinde yikict etki gostermektedirler. TUm bu kok paraziti bitkilerin
tohumlar1 ¢imlenebilmek icin kimyasal uyaricilara ihtiyag duyarlar. Bu uyaric
kimyasallar, konuk¢u veya konuk¢u olmayan bitkiler tarafindan salgilanarak topraga
birakilmaktadir (Reizelman-Lucascen, 2003). Orobanche ve Phelipanche (canavar otu)
cinsi parazit bitkiler, haustoryum (emeg) ad1 verilen ¢ok hiicreli 6zel organlar1 vasitasiyla
dikotil konukg¢usundan kendisi igin gerekli olan su ve besin maddelerini alirlar. Bu
birliktelik sayesinde hormonlar, toksinler, mMRNA ve genler gibi bircok madde iletim
sisteminde rahatlikla iki yonlii olarak hareket edebilmektedir (Pérez-de-Luque ve ark.,
2007; Westwood ve ark., 2009). Emeg hiicrelerinin konukgu dokusunun (ksilem ve/veya
floem) icgine girmesi (penetrasyon), konukcu endodermal hiicreleri Uzerindeki mekanik
bask1 ve hidrolitik enzimler sayesinde ger¢ceklesmektedir (Elzein ve Kroschel, 2003). Tam
parazit olup yapraklari bulunmayan bu bitkiler, tamamiyla kendi konukgularina bagl
olarak yasarlar. Fotosentetik olmayan tam parazit bitkilerde, fotosentezle ilgili olan genler
ya inaktiftir ya da plastid genomlarindan elimine olmustur. Bu yiizden plastidler,
kloroplastlar1 olusturamaz ve bitkiler 15181 asla fotosentez i¢in kullanamazlar. Isik, ¢evresel
sinyallerin fizyolojik ve morfolojik olarak diizenlenmesinde gorev almaktadir. Isik sinyal
sisteminin bazi kisimlari, ¢imlenme veya ¢igeklenme i¢in de gerekli olabilmektedir. Bu
konularin fotosentezle iligkili olmamasina karsin bu konudaki arastirmalar devam

etmektedir (Okazawa ve ark., 2005).

Diinyada yayilis1 bulunan toplam 638 canavar otu tiirliniin yaklagik 100 tanesi tam
parazit olarak bilinmektedir. Bunlardan yalnizca yedi tanesi tarim yapilan alanlarda
ekonomik kayiplara neden olmaktadir. Bunlar; P. ramosa, P. aegyptiaca, O. cumana, O.
cernua, O. crenata, O. minor ve O. foetida bitkileridir. Belirtilen bu tirler ve parazitik etki
gosterdigi konukgular1 Cizelge 2° de gosterilmektedir (Labrousse ve ark., 2001; Elzein ve
Kroschel, 2003; Zhou ve ark., 2004; Fernandez-Aparicio ve ark., 2009; Parker, 2009).
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Cizelge 2. Ekonomik verim kayiplarina neden olan canavar otu tirleri ve konukgu bitkileri
(Labrousse ve ark., 2001; Elzein ve Kroschel, 2003; Zhou ve ark., 2004; Fernandez-
Aparicio ve ark., 2009; Parker, 2009)

Canavar otu tird Konukgu bitkiler

O. crenata Vicia faba L. (bakla)
Pisum sativum L. (bezelye)
Lens culinaris Medik. (mercimek)
P. ramosa/P. aegyptiaca Lycopersicon esculentum Mill. (domates)
(0. ramosa/O. aegyptiaca) Nicotiana tobacum L. (tiitlin)
Cannabis sativa L. (kenevir)
Solanum melongena L. (patlican)
Solanum tuberosum L. (patates)
Lens culinaris Medik.
Brassica oleracea L. (karnabahar)
B. juncea (L.) Czern et. Cross (hardal)
B. napus L. (kanola)
0. cumana/ O. cernua Helianthus annuus L. (aygigegi)
Nicotiana tabacum L.
Lycopersicon esculentum Mill.
O. minor Medicago sativa L. (yonca)
Trifolium spp. (Ucgal)
Lotus corniculatus L. (gazel boynuzu)
O. foetida Vicia faba L.
Medicago sativa L.

Lotus sp.

Orobanchaceae familyasina ait kok parazitlerinin yasamlarinda 2 ana safha
bulunmaktadir: bagimsiz safha ve parazitik safha. Bagimsiz satha, tohumlarin su almasi,
sismesi ve ¢imlenmesiyle baslar ve konuk¢usunun koklerini bulup yapigsmasina kadar
devam eder. Bu yasam safhasi tohumlarda depo halinde bulunan yaglar sayesinde
desteklenmektedir. Parazitik sathada ise, parazit tarafindan konukgudan besinler alinir ve
emegcler konukcu koklerini kisa bir siirede istila etmeye baslar. Sonunda da konuk ve
konukgu iletim demetleri arasinda koprii kurulmus olur (Nun ve ark., 2003; Zehhar ve ark.,
2003; Joel ve ark., 2007). Bu yapisma islemi, hem mekanik hem de enzimatik ve/veya
konuk¢u hiicre duvar1 tarafindan salinan enzimler (seliillaz, hemiseliilazlar, pektin
metilesteraz, peroksidaz ve proteazlar) sayesinde gergeklesmektedir. Kurulan bu baglanti

7
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sayesinde parazit bitki bliylimeye baslamaktadir. Belirtilen enzimler sayesinde konukcu
hiicre duvari ve 6zellikle orta lamel kirilganlagir. Boylelikle parazitin konuk¢u kokiindeki
ilerleyisi de kolaylagsmis olur (Veronesi ve ark., 2007). Yukarida parazit bitkiler i¢in
belirtilen 2 safha bes ana safhada da (Sekil 1) 6zetlenebilir (Joel ve ark., 2007).

1. Satha: Canavar otunun konukgusuna yapismasi (7-10 gln);

2. Safha: Tiiber olusumu (ilk haftadan sonra baslar);

3. Satha: Tiiber tizerinden bir¢cok kok benzeri yapilarin olusmasi (bir haftadan az);
4. Saftha: Toprak altinda govdenin gelismesi;

5. Satha: Konukguya bagli olarak degisen canavar otunun toprak iistiine ¢ikip, ¢icek

acgmasi ve kisa siirede tohum baglamasi olarak belirtilebilir.

Parazit bitkinin gelisim sathalar1 sonrasinda konukguda kuraklik stresine benzer
etkiler ve solma gozlenir. Duyarli tiirlerde bu etkilesim neticesinde yaprak klorozisi,
fotosentezin indirgenmesi ve yavaglamig gdvde biiylimesi goriliir. Tiim bu olaylarin
sonucu olarak konukgu bitkinin tohum veriminde azalma meydana gelir (Estabrook ve
Yoder, 1993; Elzein ve Kroschel, 2003). Yalnizca bir bitki tarafindan 100.000’ den fazla
tohum {iretildiginden bir sonraki yil ayni tarlanin tekrar canavar otu etkisi altinda kalmasi
kacinilmaz olmaktadir (Labrousse ve ark., 2001). Toprak altinda ¢imlenme
tetikleyicilerinin ulagamadig1 bolgede kalan parazit tohumlar1 yaklagik 15-20 y1l boyunca
canliliklarim1  koruyarak ¢imlenmeden kalabilmektedir. Parazit bitkilerin kontrol
caligmalarinda karsilasilan en biiyiik zorluk, tohumlarinin toprak altinda ¢imlenmeden
uzun siire sakli kalmasi1 ve yiiksek tohum sayisidir. Tohumlar riizgar, su, hayvanlar, tarim
makineleri ve tarim rlinlerine yapismis toprakla ¢evreye yayilmaktadir (Lu ve ark., 2000;

Elzein ve Kroschel, 2003).
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Kuru tohum mbibisyon —

P — Uygun ortam
< <——— Cimlenme uyaricilar

Cimlenme

Fide

Tutunma

<—— Haustoryum yapismasi

Tuber

<——1 Vaskiller baglanti

Gelismis parazit

p— Toprak iistiine ¢ikis

Olgunlagmis parazit

Ciceklenme

Tohumlar

Tohum
\\<:‘: dagilim

Sekil 1. Kok paraziti bitkilerin yasam dongiisti (Joel ve ark., 2007).

P. ramosa bitkisi, tarim yapilan arazilerde yayilis gosteren, bitki veriminde azalmaya
neden olan zorunlu bir kdk parazitidir. Canakkale yoresinde mecik otu veya kazik otu
olarak bilinen bu parazitin kontrolii son derece zordur (Sekil 2). Tohumlarinin boyutlar
yaklasik 0.20 ile 0.35 mm capindadir. Bu tohumlar plumula ve kotiledonlardan yoksun,
kisa bir kokglikten olusan indirgenmis bir embriyoya sahiptir. Nemli ortamda tohumlarin
su alip sismesi uygun sicaklikta meydana gelirse tohumlar ¢imlenme uyarcilarina karsi

yanit olusturabilirler. Bu 6n hazirlik sathast “sartlandirma” olarak tanimlanir. Bu satha,
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cimlenmenin gergeklesebilmesi igin gerekli olan karmasik metabolik olaylar1 ve her biri
cok 6nemli olan biiyiime asamalarini igerir. Tohumlarin hazir konuma geldikleri agsamada
solunum asir1 derecede artar ki bu artis ile gerceklesen tiim metabolik degisimler
¢imlenmeye yardimci olur. P. ramosa bitkisi konukcu bitki olarak tarlada tdtin
(Nicotianaltabacum L.), domates (Solanum lycopersicum L.), patlican (Solanum
melongena L.), kenevir (Cannabis sativa L.), kanola (Brassica napus L.) ve patates (S.
tuberosum L.) bulundugunda ¢imlenir (Batchvarova ve ark., 1999; Joel ve ark., 2007,
Parker, 2009; Rubiales ve ark., 2009;). P. ramosa bitkisi, Avrupa i¢in en zararli parazit
tirlerden birisidir ve benzer etki Avustralya ve Sili i¢in de rapor edilmistir. Bu bitki
Fransa’ da kenevir, kanola, titun ve domates bitkilerinde yuksek seviyede verim

kayiplarina neden olmaktadir (EI-Maarouf-Bouteau ve ark, 2008).

Sekil 2. Domates kokiine tutunmus P. ramosa (L.) Pomel parazit bitkisi (orijinal).
1.3. Parazit-Konukcu Arasindaki Sinyal iletimi

Parazit bitkilerin konukguya penetrasyonu sirasinda parazit bitki tohumlarinin
cimlenmesi, konukcuya tutunmasi ve diger olaylar bugiin i¢in ¢ok iyi bir sekilde
bilinmesine karsin, parazit-konukgu arasindaki etkilesimin temeli halen tam olarak

aydinlatilamamustir (Bar-Nun ve ark., 2007).

Uygun ¢evre kosullar1 altinda, canavar otu gibi kok parazitlerinin ¢imlenmesi
konuk¢usunun koklerinden salinan kimyasal bilesiklere baglidir. Dogal yollarla konukc¢u
koklerinden salinan bir¢ok ¢imlenme uyaricist bulunmaktadir. Bu ¢imlenme uyaricilari,

seskiterpen laktonlarin i¢inde yer alan strigolaktonlardir. Bu grubun iginde strigol,

10
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sorgolakton, alektrol ve orobankol yer almaktadir. Bu uyarici molekiillerin yeni formlari
her gecen gun saptanmaya devam etmektedir (Hirsch ve ark., 2003; Joel ve ark., 2007).
Cimlenme tetikleyicileri olarak bilinen bu kimyasallarm 107-10"° M gibi diisiik
derisimleri bile tohum ¢imlenmesini sagladigi bilinmektedir. Bu derisim araliginin alti
veya tstii oldugunda ise, tohum ¢imlenmesi engellenebilir. Bu bilesikler, molekiiler yap1
olarak seskiterpen laktonlarla c¢ok biiyliik benzerlige sahiptirler. Bunlarm, kokteki
izoprenoid metabolizmasinin bir {iriinii oldugu diisiiniilmektedir. Bu molekiillerin organik
olarak nasil sentezlendigi bilinmesine ragmen biyosentez orijinleri heniiz bilinmemektedir.
Konukcu bitkide ¢imlenme uyaricilarn ile ilgili genler ve gergeklesen biyokimyasal
reaksiyonlarin aydinlatilmasiyla, parazit ve konukcusunun birlikte gergeklesen evrimi
hakkinda bir¢cok soru cevaplanabilir (Denev ve ark., 2007). Konukgu ve parazit bitki

arasindaki etkilesimde etkili oldugu saptanan maddeler asagida belirtilmektedir.
*Sitokininler *Baz1 amino asitler *Etilen
*Jasmonatlar *Polioller (seker lkolleri) *GR24 (vb. sentetik olanlar)

Plastidlerde sentezlenen ve koklerden ¢evreye yayilan bu maddeler, yapraklarda ¢ok
yiiksek miktarda {retilir. Koklerin de plastid igerdigi bilinmektedir. Kloroplastlar,
izoprenoid hormon olan ABA (absisik asit) ve GA (giberellinler) gibi hormonlarin
biyosentez merkezidir. Bu hormonlar bitkinin her bolgesine kloroplastlardan yayilirlar.
Canavar otu gibi parazitlerin yasam dongiisii tamamiyla konukgusunun tiretmis oldugu
fotosentez tiriinlerine baglidir. Yesil ve etiyole Arabidopsis bitkileri cimlenme uyaricilari
bakimindan kiyaslandiginda, ayni yastaki bitkilerde yesil olanlara gore etiyole bitkilerin
1,5 kat daha az ¢imlenme uyaricist iirettigi ortaya ¢ikmistir. Buna gore etiyole bitkilerin
yesil olanlara kiyasla canavar otu bitkileri i¢in daha az ¢ekici oldugu ortaya konmustur

(Denev ve ark., 2007).

Bitki etkilesimi hakkinda yapilan anatomik calismalarda, canavar otu-Arabidopsis
arasindaki temas sekli ve plazmatik devamlilik acik bir sekilde ortaya konmustur. Iletim
dokularinin dagilimi ve konumu, indol-3-asetik asit (IAA) akisi sayesinde agiklanmistir.
Enfeksiyon siirecinde parazit ve konukcu arasindaki IAA akisinin bir gorevi oldugu
diistiniilmesine ragmen bu konuda bir ¢alisilma heniiz yapilmamistir (Bar-Nun ve ark.,

2007).

11
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Parazit bitkilerin yasam dongiistindeki ¢imlenme ve konukcguya yapisma agamasi en
kritik agamadir. Bu asama, seskiterpenler veya hidrokinon ve benzokinon molekiillerine
baghdir. Bu molekiiller sirasiyla, parazit bitkinin ¢imlenmesi ve emec¢ olusmasindan
sorumludur. Konak bitkide parazit bitkiye karsi meydana gelen genel yanitlar arasinda
PHO, oksidatif patlama, fitoaleksin Gretimi ve PR proteinleri gibi antimikrobiyal
proteinlerin birikimi (Sekil 3) yer almaktadir (Yoder, 1999; El-Maarouf-Bouteau ve ark.,
2008).

Hidrokinonlar
Fitoaleksin

sentezi Tohum

Benzokinonlar

|

= AN EHPD cimlenme

Hucre Sinyal molekdlleri \

Konukgu
koku

Emeg¢ olusumu
Yapisma

Sekil 3. Parazit tohumu ile konak arasinda meydana gelen ilk farklilasmalar (El-Maarouf-
Bouteau ve ark., 2008).

Dogal kosullarda bitkilere biyotik ve abiyotik stres etmenlerinden birinin veya iki
etmenin birlikte etkiledigi durumlar mevcuttur. Biyotik stres etmenlerinin bitkiler ilizerine
etkilerinin yaninda abiyotik stres etmenleri arasinda tuz stresinin Oonemi ve etki alani,
degisen iklim kosullari, tarimsal alanlarda yapilan yanlis sulama islemleri gibi birgok

etkenden dolay1 her gecen giin daha da artmaktadir.

1.4. Tuz Stresi

Fiziksel bir terim olarak stres, her hangi bir nesne ile belli bir birim alana uygulanan
mekanik gii¢c olarak tanimlanmaktadir. Uygulanan bu strese yanit sirasinda nesne boyutsal
olarak degisime ugrar. Bu olay zorlanma olarak bilinir. Ancak biyolojik olarak bu terimin
stresi tanimlamas1 zordur. Bir bitki i¢in bir durum veya kosul onun i¢in uygun olabilirken

baska bir bitki i¢in stres kaynagi olabilir. Bundan dolay1 biyolojik bir stresin en yaygin
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pratik tanimi1 su seklide yapilabilir: “Bitkilerin normal islevlerini ve biyolojik bir sistemin
olmasi gerektigi yapiy1 baskilayan elverigsiz durumdur” (Mahajan ve Tuteja, 2005; Turkan
2008).

Cevresel streslere adaptasyon ve alisma; morfolojik, anatomik, hiicresel,
biyokimyasal ve molekiler diizeyde olmak Uzere, tim organizasyon duzeylerinde ortaya
¢ikan, birbirine bagl olaylar sonucu olusur. Su kithigi, kok biyosferindeki tuzluluk ve
yapraklardaki 1s1 stresi ile iligkili bir sorundur. Bazi bitkiler birden fazla strese karsi
tolerans gostermektedirler. Bir strese gosterilen tolerans diger bir strese alisma sonucunda
uyarilmaktadir. Bu olay, birden fazla strese karsi gosterilen diren¢ mekanizmasinin ortak
pek cok yoniiniin oldugunu gostermektedir. Su kithg ve kurakliga direng¢ birkag tipte
incelenir. Bunlar sirasiyla, kurumanin ertelenmesi, kurumaya karsi tolerans ve kurakliktan

kacistir (Tiirkan, 2008).

Kisa siireli su kitlig1, bagkaca herhangi bir baskinin olustugu bolgelere gore, 6zellikle
kurak alanlarda bitkinin biiylimesi ve verimini ¢ok daha fazla sinirlamaktadir. Kurak
bolgelerde dogal ve zirai olarak yetisen bitki topluluklar {izerine diisiik yagis ve yiiksek
buharlagsma ile ortaya c¢ikan kuraklik c¢ok biiylik sorun olabilmektedir. Herhangi bir
seviyede meydana gelecek kisa siireli kuraklik, iiriin veriminde biiyilik bir azalmaya neden
olabilir. Su alimiminda ister kisa siireli isterse uzun siireli meydan gelen bir azalma,
bitkilerde morfolojik ve fizyolojik bircok islevde etkiye sebep olur. Su iligkilerinde
meydana gelen karakteristik farkliliklar, tiirler ve hatlar arasindaki farklar1 yansitmaktadir.
Bu da kuraklik toleransinmn veya dayanikliliginin bir gostergesidir. Ozellikle ozmotik
ayarlama (kuraklia yanitta ozmotik potansiyelin aktif olarak diisiiriilmesi) kuraklik

dayanikliligina kars1 6nemli bir diizenleyici mekanizmadir (Igbal ve ark., 2008).

Tuzluluk, 6zellikle kurak ve yar1 kurak bolgelerde yeralt1 suyuna karisan ¢oziinebilir
tuzlarin yiiksek taban suyuyla birlikte kapillarite yoluyla toprak yiizeyine ¢ikmasi ve
buharlasma sonucu suyun u¢masiyla toprak yiizeyinde birikmesi olarak tanimlanmaktadir.
Dogal yollarla meydana gelen tuzlanma olayi, tarim alanlarindaki sulama sonucunda da
medyana gelmektedir (Galvani, 2007). NaCl ve MgSO, toprakta en fazla bulunan
tuzlardir. Bu tuzlar ¢oziinebilir olduklari i¢in toprak profilinde suyun hareketiyle kolayca
taginabilirler. Bu taginim kurak ve yari kurak alanlarda biraz daha zordur. Ciinkii bu
alanlardaki yagis, tuzlari yaklagik olarak bir metre derinlige kadar tasiyabilir (Cullen,
2003).
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Tuz stresi, bitki iiretimi i¢in ¢ok Onemli bir smirlayict etkendir. Toprakta olusan
tuzluluga kars1 ¢eltik, misir, soya fasulyesi ve fasulye gibi glikofit bitkiler cok duyarlidir
(Mahajan ve Tuteja, 2005). Tuzlulugun, bitki gelisimi iizerine dogrudan ve dolayli olmak

iizere iki sekilde etkisi vardir:

(1) Dogrudan etki; toprak ¢ozeltisinin yogunlugunu arttirarak bitki gelisimine zararl

etki yapan iyonlarin bitkinin kok alanina y1gilmasi,

(2) Dolayl etki; topragin fiziksel, kimyasal ve biyolojik 6zelliklerinin bozulmasina

neden olarak bitkinin normal gelisimini engellemesidir.

Tuzlu kosullarda tuz ¢esidi ne olursa olsun genellikle ¢cimlenme baskilanir, biiyiime
yavaglar, verim azalir ve baz1 hallerde bitki hayat devresini tamamlayamadan oliir (Giba,

1998).

Yiksek tuz iceren topraklarda yetisen bitkiler, genellikle bodur ve bu bitkilerin
yapraklart mavimsi ve donuk renklidir. Hiicre bdliinmesi ve uzamasinin yavaslamasiyla
bitkinin gelisim hiz1 azalir, yaprak alaninin artis hiz1 yavaslar ve bitki normal biiyiikliige
ulagsamaz. Fotosentezin yavaglamasi, biiylime bolgelerindeki biiyiime etmenlerinin etki
alanlarini, yaprak alanini ve yaprak genisleme oranini siirlamaktadir. Bu smirlamaya,
stomalarin kapanmasi ya da fotosentetik yapilar lizerine tuzun dogrudan etkisi neden
olmaktadir. Diisiik su potansiyelindeki yaprak hiicrelerinde turgor basinci diistiigii icin
stomalar kapanir ve transpirasyon (terleme) azaltilmis olur. Hiicrede, ABA birikimi artar.
Yaprak alanmin kiigiilmesi, su eksikligine verilen erken bir cevaptir. Bitkideki su miktari
azaldig1 i¢in hiicreler daralir ve hiicre duvarlar1 gevser. Boylece karbon ve enerji tiketimi
azalir. Yash yapraklarin erken dokiilerek transpirasyon yiizeyini azaltmalart da su kaybini

onlemek icin bagka bir yoldur (Taflioglu, 2002).

Bitkilerde tohum c¢imlenmesini etkileyen 6nemli etmenlerden biri olan tuzluluk,
diinyada oldugu gibi iilkemizde de sulu tarim yapilan alanlarda diisiik yagisla birlikte en
onemli sorundur. Tuzluluk ve ozmotik stresler hem ¢imlenmenin engellenmesinden hem
de geciktirilmesinden sorumludurlar. Bu kosullar altinda ¢imlenme sirasinda suyun
almiminda bir azalma olusur. Ayrica, tuz stresi asir1 iyon alinimina da sebep olabilir (Kaya

ve ark., 2006).

Bitkiler, biiylime ve gelismeleri i¢in mineral maddelere ihtiya¢ duyarlar. Ancak

toprakta asir1 seviyede bulunan ¢oziinebilir tuzlar bitkilerin ¢ogu i¢in zararlidir. Diinya
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capinda bitki biiylimesini sinirlayacak dozda toksik tuz yogunlugunun bulunmamasina
ragmen ekilebilen alanlarin en az % 20’ sinin tuzlanma etkisi altinda oldugu ve sulama
yapilan alanlarda bu oranin % 50 seviyesinde oldugu tahmin edilmektedir (Xiong ve Zhu,
2002; Yokoi ve ark., 2002).

Tuz stresi ile ilgili ¢aligmalar genellikle dort kategoride yer almaktadir.

a. Tuz toksisitesi ve tuz toleransinin fizyolojisi: Bu konudaki ¢alismalar, tuza karsi

hiicresel metabolik yanitlar1 ve tiim bitki yanitlarini igerir.

b. Bitkilerde hiicre zarlar1 boyunca veya daha uzun mesafelerde tuz tasinim
mekanizmasi: Bu alandaki caligmalar, tuzun emilimi, g¢ekilmesi, ayrilmasi ve uzun
mesafelerdeki tasimisinin kontroliinde yer alan c¢esitli iyon tasiyicilarinin fizyolojik ve

molekiiler tanimlanmasini igerir.
c. Tuz stresiyle diizenlenen genlerin ifadelerinin arastirilmasi.

d. Tuz tolerans1 belirleyicileri ve tuz stres sinyallesmesinin mutasyon uygulamali

analizi (Xiong ve Zhu, 2002).

Hiicre apoplastlarindaki yiiksek tuz derigsimi, bitkilerin hayatta kalmasinda,
biliylimesinde ve gelisiminde primer ve sekonder etkilere neden olmaktadir. Primer etkiler,
iyonik toksisite ve dengesizlik ile yiiksek ozmolitedir. Na* ve CI iyonlari, sitozolik ve
organel islevleri i¢in baskilayic1 bir O6zellige sahiptir. Tuz konsantrasyonu 0,4 M
seviyesinin lizerine ¢iktiginda bircok enzimin ¢alismasi, protein yapisinin kararlilifi igin
gerekli olan hidrofobik-elektrostatik dengede meydana gelen kararsizliktan dolay1
baskilanir. Na® konsantrasyonunun 0,1 M olmasi bile sitotoksik bir seviye olup ozel
biyokimyasal ve fizyolojik siire¢leri dogrudan etkileyebilmektedir. Tuzun yiiksek derisimi,
su potansiyelinin diisiirilmesiyle olusan turgor kaybi sonucunda hiicre genislemesinin
baskilanmasina bagli olarak hiicrede yiiksek ozmotik sok etkisine yol agar. Hucresel su
kaybini, yeterli seviyedeki negatif apoplastik su potansiyelinin uyardigi kuruma ydnetir.
NaCl stresinin en 6nemli sekonder etkileri sunlardir: K* eldesinin dagilimmin bozulmast,
membran fonksiyonlarinin bozulmasi, fotosentezin ve diger biyokimyasal siireglerin
zayiflamas;, ROT’ nin olusumu ve PHO’ diir. K, bitkiler icin gerekli bir elementtir.
Ozellikle cevresel madde derisimi besinlerden daha yiiksek seviyede oldugunda Na®*, K" ile

hiicre igine alim sirasinda bir rekabete girer. Ca™ iyonu ise Na* iyonunun toksik etkisini
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farkl1 mekanizmalarla hafifletmektedir. Bunlar arasinda K*/Na* secici birikiminin kontrol(i

ve diger aciklanmis mekanizmalar yer alir (Botella ve ark., 2005).

1.5. Bitki Savunma Sistemi

Bitkiler yasamlar1 boyunca elverissiz kosullara karsi hiicresel metabolizmalarini
adapte edebilmek i¢in karmasik sinyal mekanizmalar1 gelistirmislerdir. Bitkiler ¢evresel
biyotik ve abiyotik streslerin tiim sekillerine yanit olusturmak ve hayatta kalabilmek i¢in

bu zararli kosullardan kendilerini korumak zorundadirlar.

Dis kaynakli bu uyaricilar, hiicre zarinda bulunan algilayicilar tarafindan alinarak
sinyal iletim yoluyla hiicre icerisindeki gerekli yerlere iletilirler. Alinan bu sinyallere kars1
bitkide bir tepki olusur. Tepkinin olugmasinda etkili olan bu elisitorlerin genel bir kimyasal
yapist bulunmamaktadir. Bu molekiiller oligosakkarit, lipit, protein ve peptit olabilirler.
Elisitér molekdller iki grupta toplanabilirler: genel elisitorler ve 1rka 6zel elisitorler. Genel
elisitor molekdller hem konukcu hem de konukgu olmayan bitkilerin savunma sistemini
uyarirken 1rka 6zel elisitorler ise yalmizca 06zel konukeu c¢esitlerinde hastalik
dayanikliliginda isleve sahip savunma yanitlarinin uyarilmasinda gorevlidirler. S6z konusu
durum konukgu-patojen iliskileri acgisindan incelendiginde, patojenlerin avr genlerinin
urinleri  konukcunun R geninin proteini tarafindan taninmaktadir. Bu R genleri,
fosforilasyon yoluyla diger genleri harekete gecirerek bitkideki tepki ve savunma

mekanizmasini aktif hale gecirir (Tor, 1996; Montesano ve ark., 2003).

Konuk¢u bitki ile toprakta bulunan mutailistik veya parazitik olarak yasayan
prokaryotik veya Okaryotik organizmalar arasinda sinyal iletisimi karmasik bir sekilde
gerceklesmektedir (Hirsch ve ark., 2003). Bu etkilesimin ne sekilde oldugu Sekil 4’ te

anlatilmaya ¢aligilmistir.
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Sekil 4. Bitkilerin kok cevresinde etkilesim i¢inde bulunduklari organizmalar (Hirsch ve

ark., 2003).

Parazit ve patojen terimleri ¢ogu zaman yanlis anlamlarda kullanilmaktadir. Bir
organizmanin bagarili bir parazit olabilmesi i¢in konukc¢uda yasayabilmesi ve orada
cogalabilmesi gerekir. Bunun yaninda hastalik olusturmasi gerekmez. Bu parazit
konukguya zarar verir ve hastalik meydana getirirse o zaman patojen olarak adlandirilir

(Glnduz ve ark., 2008).

Dogal kosullarda mantar, bakteri ve bdcekler bitkiler {izerinde parazit olarak yasar.
Bu birliktelik konukcu bitki ile parazit arasinda ortaklasa bir evrimin ger¢eklesmesine
olanak saglamistir. Bu olay birlikte evrimlesme olarak tanimlanmaktadir. Bu etkilesim
sirasinda konukgu ile patojen genleri arasinda bir 6zellesme olur. Patojenin bitkiye zarar
verdigi durumlarda zarar gbren genotiplerin sayist zaman iginde azalir. Ancak bitki
toplulugu i¢inde bu patojene kars1 dayaniklilik geni (R) tasiyanlarin sayisinda bir artis olur.

Bu genotip dogada baskin duruma geger. Boylelikle patojen baski altina girer, saldirgan
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gen tasimayan patojenin populasyon yogunlugu azalir. Ancak patojen populasyonunda
virulans gen tasiyanlar bitkilerde hastalik olugsmasina neden olur. Bu kez dogada hastaliga
yakalanan genotiplerin sayis1 azalir. Eger bitki populasyonunda bu yeni patotipe karsi
dayanikl1 bitkiler bulunursa bunlarin yogunlugu artmaya baslar. Bu olay siirekli tekrarlanir
ve hem bitkide hem de patojende karsilikli yeni genler olusur. Patojende olusan genlere
virulans veya avirulans, bitkide olusan genlere de dayaniklilik veya duyarlilik genleri denir

(Odjakova ve Hadjiivanova, 2001).

Bitki ve patojen birlikteligi sirasinda patojenin normal yasamini devam ettirdigi
durumda konukgu bitki hassas, patojen virulent ve konukcu ile patojen arasindaki iligki de
uyumlu olarak adlandirilir. Buna karsilik patojen, bitkide herhangi bir zarar meydana
getirmiyor, kendi yasamimi devam ettiriyor ve bitkiyi istila ederek c¢ogalmasini
siirdiiriiyorsa bu bitki o patojene karsi toleranslidir denir. Ancak, bitki bu patojenin gelisme
ve ¢ogalmasini ¢esitli nedenlerle tamamiyla durduruyor ise bitki dayanikli ve patojen de
avirulent olarak adlandirilmaktadir. Dayanikli bitki ile patojen arasindaki iliski de uyumsuz
olarak kabul edilir. Burada anlatilan iliskiler Cizelge 3’ te anlatilmaktadir (Tor, 1998;
Gundaz ve ark., 2008).

Cizelge 3. Bitki-Patojen iliski durumlari (T6r, 1998)

. Konukcu Konukc¢u Olmayan
Patojen
Dayamkh Hassas Dayamkh
Avirulent Uyumsuz Uyumlu Uyumsuz
(Hastalanmaz) (Hastalanir) (Hastalanmaz)
Virulent Uyumlu Uyumlu Uyumsuz
(Hastalanir) (Hastalanir) (Hastalanmaz)

Bitki patojen arasindaki tanima olayi, konukc¢u hiicresi ile patojen arasindaki
molekiiler temas sayesinde ortaya ¢ikan ve bitkide belirli bir kimyasal ve/veya morfolojik
tepkiye yol agan bilgi iletisimi olarak tarif edilmektedir. Bitkinin patojenden korunmak igin

mevcut biyokimyasal ve yapisal savunmalarini harekete gecirmesi i¢in, bitki tarafindan
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patojenin ilk tanindigi basamak ¢ok dnemlidir. Konukgu-patojen iligkisinde ilk basamak,
patojen ile konukcu bitki arasinda fiziksel bir temasin kurulmasidir. Molekiiler temas,
mikroorganizmalarin dis ylizeyinde bulunan ve ¢ogunlukla glikoprotein karakterinde olan
elisitorler ile bitki hiicresi dis yiizeyinde bulunan ve elisitorleri baglama yeteneginde olan
proteinler (lektinler) arasinda olmaktadir. Bu temas bitkinin toprak iistii organlarinda
oldugu gibi, bitkinin toprak altinda kalan kisimlarinda da olabilir (Montesano ve ark.,

2003).

HR yanitlar, enfeksiyonun oldugu bélgede uyarilmis dayaniklilik olarak bilinen
savunma sistemini tetiklemektedir. Uyarilmig dayanakliligin iki sekli bulunmaktadir: SAR
ve ISR. (Vallad ve Goodman, 2004). SAR ve ISR’ nin bitki yapisinda ¢alistig1 yol Sekil 4’

te karsilastirilmali olarak gosterilmektedir.

Uyarilmis dayamiklilik ?b

‘1 PR proteinleri

Salisfat

PR proteinleri

Biyotik

I 1}

1 1

1 1

1 ¥

] Jasmonat ve Etilen 1} }?
1 1

Salisilat

Elisitorler

SAR ISR

Sekil 5. Bitkilerde uyarilmis dayaniklilik: SAR ve ISR yolaklar1 (Vallad ve Goodman,
2004).

Stres yaniti sirasinda uyarilmis olan birgok gen, erken ve gec yanit geni olarak
siiflandirilmaktadir. Erken ifade olan genler, stres baslangicindan birka¢ dakika sonra
uyarilir ve ¢ok kisa bir siirede ifade olurken bir¢ok gen ise saatler siirebilen ¢ok daha geg
bir siirede aktive olur. Erken ifade olan genler, gec ifade olan ana stres yanit genleri i¢in
gerekli olan dizenleyici proteinleri kodlamaktadirlar. Erken ve ge¢ ifade olan genlerin
ifade yolaklar1 Sekil 6’ da gosterilmektedir.
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Erken ifade Olan Genler Geg ifade Olan Genler

(RD/KIN/COR/RAB18/RAB29B)

Aktive Ederler Duzenlerler

Transkripsiyon faktorleri/kalsiyum Stres Tolerans Dengeleyicileri

sensorleri gibi maddeleri kodlarlar (LEA proteinleri, cesitli ozmolitler,

molekiiler saperonlar, antioksidanlar vs.)

Sekil 6. Abiyotik stres kosullarina yanitta erken ve gec ifade olan genlerin ifade akisi
(Mahajan ve Tuteja, 2005).

Oksijen eksikligi veya anoksik kosullar, bitkilerin yagamlar1 boyunca karsilagtiklar
en genel cevresel sorundur. Oksijen eksikligi durumunda meydana gelen hiicresel ve
fizyolojik degisimler su sekilde siralanabilir: Zar islevlerinde diizensizlik, redoks
dengesinde degisim, sitoplazmik Ca*? konsantrasyonunda artig, anaerobik fermantasyon,

sitoplazmik asitlenme ve adenilasyon enerji ylkinde azalma (Blokhina ve ark., 2003).

Molekdler oksijen, reaktif olmayan bir molekuldir. Ancak yasamlar1 siiresince
oksijene gereksinim duyan bitkilerde, oksijenin suya indirgenmesi sirasinda bir yandan
enerji saglanirken diger yandan karmasik zarar ortaya c¢ikmaktadir. Tamamlanmamis bir
indirgenme, ROT olusumuna neden olmaktadir. Molekiiler oksijenin dort asamali
indirgenmesi sirasinda olusan kisa Omiirlii ROT, DNA, protein ve lipit gibi birgok
biyolojik molekiille reaksiyona girerek onlarin kararli yapilarint bozmaktadir. Oksijen
indirgenmesinin ilk asamasinda hidroperoksil (HO;") ve stiperoksit radikali (O, (2-4 us)
olusur. Oy, histidin, metiyonin ve triptofan gibi amino asitleri oksidize eder. Ayrica bu
radikal, hiicrede lipit peroksidasyonuna da neden olur. Oksijenin ikinci indirgenme asamasi
sirasinda, tretildigi bolgeden daha uzak mesafelere difiize olabilen uzun 6murli (1 ms)
H20; olusur. Bu reaktif, amino asitlerin siilfidril (SH) gruplarinin oksidasyonu araciligiyla
biyolojik toksisiteye neden olur. Bu radikalin miktari, Fenton veya Haber-Weiss

reaksiyonlar: sirasinda bakir (Cu*) ve demir (Fe*?) gibi metal katalizérler varliginda artar
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(Sekil 7). Bu reaksiyon serisinin son asamasinda, biyolojik molekiillere kars1 yiiksek bir
ilgi ve ¢ok kuvvetli bir toksik potansiye sahip, 1 ps’ den daha az bir yarilanma émrii olan

hidroksil radikali (OH") olusur (Dat ve ark., 2000).
0, +Fe® —— Fe™ + 0,
Fe™+ H,0,—— ‘OH + OH + Fe™
Cu" +H,0,—> OH + OH + Cu*

Sekil 7. Fenton veya Haiber-Weiss reaksiyonu (Dat ve ark., 2000; Vreeburg ve Fry, 2005).

Hiicre icerisinde ROT olarak adlandirilan O5", '0,, H,0, ve OH" gibi molekillerinin
derisimi arttikga oksidatif stres uyarilir. Bu molekiiller oksijenli-hiicresel sirecler
(mitokondri veya kloroplastta elektron taginimi veya 151k solunumu sirasinda) sonucunda
olusmaktadirlar (Botella ve ark., 2005). Bu molekiiller hiicresel yapiyr bozdugu gibi
biyotik ve abiyotik stres kosullarinda erken sinyal molekiilii olarak da islevsel
olabilmektedirler. H,O, ve O, bitki patojen etkilesimleri sirasinda HR yanitlarin
olusumunda 6nemli bir goreve sahiptirler. Patojen saldirilarina kars1 dayaniklilikta Cu/Zn
SOD izoziminin, HR yanitin tetiklenmesinde anahtar enzim olarak gorev aldigi ileri

strtilmektedir (Herbette ve ark., 2003).

Bitki dokular iizerine etki eden bircok c¢evresel stres, oksijen metabolizmasinda
degisime neden olur. ROT’ i hizli bir sekilde temizlenemedigi durumlarda meydana gelen
oksidatif stres, hasar goren hiicre yapilarinin tamir hizinin hasar hiziyla olan uyumun
bozulmasidir. Eger bu durum devam ederse, geri doniisiimsiiz hasar fizyolojik yetenegin
kaybma ve er ge¢ meydana gelecek olan hiicre oliimiine neden olur. Ancak, cevresel
streslerin ayarlanmasinin sonucu olarak yapraklarda meydana gelen ROT, ayni zamanda
sistemik ve bdlgesel sinyallesme gorevine de sahiptir. Bu gibi durumlarda ROT’ nin
uretimi, bitkiyi koruyan fakat oksidatif stresle sonuglanmayan savunma sistemini de
uyarmaktadir (Sekil 8). ROT olusumunun artisi oksidatif stresin olusumundan ¢ok kisa bir
siire onceye kadar geri doniisiimliidiir. Daha sonrasinda ise hiicre Olimi gerceklesir

(Mullineaux ve Baker, 2010).
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Sekil 8. Cevresel streslere karsi verilen yanitta ROT’ nin olusumu, oksidatif stres ve hiicre

Oliimii arasindaki iliskinin modellemesi (Mullineaux ve Baker, 2010).

Bitkiler, biiylime ve gelisimlerinin yeniden diizenlenmesi ve hayatta kalabilmek icin
oksidatif stres diizeyini hafifletmek zorundadirlar. Bitki hiicrelerinde, stres veya normal
fizyolojik siiregler sirasinda olusan ROT’ nin seviyesinin kontroliinii saglayan ve lipit
peroksidasyonu drlnlerini detoksifiye eden enzimler (Cizelge 4) ile diisiik molekiiler
kiitleli antioksidanlar bulunmaktadir. Bu sistemde gérevli olan enzimlere SOD, CAT,
POX, GPx, GST, fosfolipit-hidroperoksit glutatyon peroksidaz ve APX; diisiikk molekiillii
antioksidanlara ise askorbat, glutatyon, fenolik bilesikler ve tokoferoller drnek verilebilir.
Burada sayilan enzimlerin tamami antioksidanlarin (MDAR, DHAR ve GR) aktif

formlarinin yeniden diizenlenmesi i¢in gereklidir (Blokhina ve ark., 2003).

Bitki dokularinda yogun bir sekilde bulunan tripeptit (gly-cys-glu) glutatyon, hemen
hemen tim hicre organellerinde (sitozol, endoplazmik retikulum, vakuol ve mitokondri)
bulunmaktadir. Indirgenmis glutatyon (GSH), bu organellerde ¢ok sayida isleve sahiptir.
Primer kiikiirt metabolizmasinin bir iiriinii olan GSH, tasiyict olarak islev gordiigii gibi
kiikiirt elementinin de ana depo seklidir. Sisteinle (cys) birlikte siilfat alimi ve
Oziimlenmesini diizenleyen sinyallerin birikiminin bir kismini olusturur. Ayni1 zamanda
fitoselatin sentezi i¢in substrat olarak islev goriir. Bu sekilde kadmiyum ve nikel gibi agir
metallerin detoksifikasyonunda gorevlidir. Glutatyon ile oksidize glutatyon (GSSG)
hiicresel organellerin redoks dengesinin korunmasinda beraber ¢alismaktadir. GSH: GSSG
arasindaki oran GR enzimi tarafindan ayarlanmaktadir. Bu enzim GSSG molekiiliinii 2
adet GSH molekiiliine indirgemek i¢cin NADPH’ 1 kullanmaktadir. Merkezi niikleofilik
sistein kalintisi, GSH’ un yiiksek indirgeyici potansiyelinden sorumludur. Bu molekiil,

sitotoksik H,0, molekiiliinii siipiiriir ve diger ROT (*O,, hidroksil radikali ve siiperoksit
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radikali) ile enzimik olmayan yollarla reaksiyona girer (Sekil 9). GSH’ un antioksidatif
savunma sistemindeki ana gorevi, askorbat-glutatyon dongiisii yoluyla diger kuvvetli suda
¢cozlnen antioksidan olan AA olusturmaktir (Vanacker ve ark., 1998; Blokhina ve ark.,
2003; Foyer ve ark., 2005).

Cizelge 4. Antioksidan enzimler ve detoksifikasyon reaksiyonlari (Blokhina ve ark., 2003)

Enzim E.C. numarasi Katalizledigi reaksiyon

Stiperoksit dismutaz 1.15.1.1 0,7+ 0,7 +2H*<—>2H,0, +0,

Katalaz 11116 2H,0,<—=>2H,0+0,

Glutatyon peroksidaz 1.11.1.12 2GSH+PUFA-OOH GSSG+PUFA+2H,0
Glutatyon S-transferaz 2.5.1.18 RX+GSH <—HX+R-S-GSH”
Fosfolipit-hidroperoksit 1.11.1.9 2GSH+PUFA-OOH(H,0,)= GSSG+2H,0™

glutatyon peroksidaz

Askorbat peroksidaz 1.11.1.11 AA+ H,0,<—=>DHA+2 H,0

Guaiacol tip peroksidaz 1.11.1.7 Verici+ H,0, <> oksidize verici+2 H,0™"
Monodehidroaskorbat 1.65.4 NADH+2MDHA <—>NAD*+2AA
rediktaz

Dehidroaskorbat 1.85.1 2GSH+DHA <—=>GSSG+AA

rediktaz

Glutatyon rediiktaz 1.6.4.2 NADPH+GSSG<—>NADP*+2GSH

“R molekili alifatik, aromatik veya heterosiklik; X ise silfat, nitrit veya halid grubu olabilir. ™ H,0, ile

reaksiyon yavas gergeklesir. - AA: Askorbik asit.
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Sekil 9. Bitkilerde glutatyon metabolizmasi (Foyer ve ark., 2005).

Bitki yapraklarinda meydana gelen fungal enfeksiyon, askorbat-glutatyon
dongusiniin  farkli basamaklarimi1  (Sekil 10) ve antioksidan savunma sistemini
uyarmaktadir. HR, hiicresel yapiyr maksimum seviyede koruyabilmek i¢in glutatyon-S-
transferazlar (GST) ve glutatyon peroksidazlara (GPx) ilave olarak spesifik SOD ve CAT

genlerinin transkripsiyonunu artirir (Vanacker ve ark., 1998; Foyer ve Noctor, 2009).

MDHA NADP"

02\/ HEO\T \ > HA\/GSH ,\/.
oo A2 N e

Askorbat

Sekil 10. Askorbat-Glutatyon dongusu (Foyer ve Noctor, 2009).

Kuwvvetli bir antioksidan madde olan askorbik asit (vitamin C), kuru tohumlar harig
bitki hiicre tiplerinin ¢ogunda, organellerde ve apoplastta bulunmaktadir. Yapraklarda
glutatyondan 5-10 kat daha fazla bulunan askorbik asit, kicik molekilli bir yapiya
sahiptir (Sekil 11). Normal fizyolojik kosullarda askorbik asit yaprak ve kloroplastlarda
cogunlukla indirgenmis halde bulunur (Smirnoff, 2005). Kloroplast stromasinda 20-300
mM, sitosolde ise 20 mM derisimde bulunur. Bu molekiil dogrudan, O, OH" ve 10,7 i
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temizlerken H,0,’ i suya askorbat-peroksidaz reaksiyonu ile indirger. Kloroplastlarda
viyoloksantin de-epoksidazin kofaktorii olarak islev goriir. Hiicre zarmin korunmasi
amaciyla tokoferoksil radikalinden tokoferol olusumunu saglar. Bu islevlerinin disinda
hiicrede antioksidatif olmayan bir¢ok islevde yer alir. Bunlar arasinda hiicre béliinmesini,
hicre dongusiinde G; fazindan S fazina gecgisi ve hiicre uzamasini diizenleme islevi

bulunur (Blokhina ve ark., 2003).

OH OH

HO : (0]
0
o
HO
OH
Askorbik asit Askorbat
OH OH
0
0
0
0
Monodehidroaskorbat (MDHA) Dehidroaskorbat (DHA)

Sekil 11. Askorbik asit ve oksidasyon liriinlerinin kimyasal yapis1 (Smirnoff, 2005).

Bitkiler plastidlerinde ¢esitli izoprenoid molekiillerini sentezlerler. Plastokinon gibi,
sentezlenen bu molekiiller bitkiyi 15181 zararli etkisinden korumada (karotenoidler) ve
antioksidan (karotenoidler, tokoferoller ve tokotrienoller) olarak savunma da islev gortirler.
Uzun izoprenoid zincirine sahip bu molekuller hidrofobik 6zellige sahiptirler ve hiicre
zarlariyla iliskilidirler. Tokoferoller (vitamin E) ve tokotrienoller (Sekil 12) biyolojik
zarlarin ana bilesenleri olarak hem antioksidatif hem de antioksidatif olmayan islevlere
sahiptirler (Smirnoff, 2005). Dort adet tokoferol ve tokotrienol izomeri (a-, B-, y- ve d-)
vardir. Bitki ve algler tarafindan sentezlenen tokoferoller bitkilerin tiim kisimlarinda
bulurlar. Yiksek bitkilerin kloroplast zarlarinda 6ncii baskin tokoferol izomeri olarak
bulunan o-tokoferol, fotooksidatif hasara karsi koruma islevine sahiptir. Tokoferoller,
ozellikle 'O, olmak Uizere oksijen radikallerinin kimyasal temizleyicisi olarak gérevlidir.

Antioksidan 06zelligin yani sira vitamin E’ nin hiicre zarinda antioksidan olmayan
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islevlerde de etkin oldugu rapor edilmistir. Bunlar arasinda glukoz ve protonlarin
digalaktosildiasilgliserol vezikiillerinden geg¢isini diislirdiigli ve fotosistemall ile -
tokoferol ve a-tokoferol kinon arasinda bir etkilesim oldugu hakkinda bilgiler de

bulunmaktadir (Blokhina ve ark., 2003)

Ry

Tokoferol

Rj Tokotrienol

Sekil 12. Tokoferol ve tokotrienol molekiillerinin kimyasal yapis1 (Smirnoft, 2005).

Bitkiler, biliylime ve gelismeleri sirasinda gerekli olmayan bir¢ok organik bilesik
sentezlemektedirler. Sekonder metabolit (ikincil {iriin veya dogal Uriin) olarak tanimlanan
bu bilesiklerin gogunun, bitkilerde gorevinin ne oldugu hala bilinmemekle birlikte genel
olarak bu bilesiklerin, bitkileri herbivor ve patojenlere karsi savunmada, allelopatik
ctkilesimde, hayvanlar1 cezbetmede, 15181n zararli etkilerinden korumada, mekanik destek
olusturmada gorev aldigi bilinmektedir. Biyosentetik orijinleri bakimindan sekonder
metabolitler 3 ana grup altinda toplanmaktadir: terpenoidler, azotlu bilesikler ve fenolik
bilesikler (Grace, 2005; So6kmen, 2008). Bitki dokularinda yogun bir sekilde bulunan
fenolik bilesikler (flavonoidler, taninler, hidroksisinnamat esterleri ve lignin), in vitro
sartlarda askorbik asit ve tokoferollerden daha etkili antioksidan Ozelligine sahiptirler.
Polifenollerin antioksidan o6zelligi; hidrojen ve elektron vericisi olarak yiksek
reaktivitesinden, polifenol kaynakli radikal 6zelligini kararli hale getirmek ve ciftlesmemis
elektronun yerini degistirebilme ve metal iyonlarinin gecisini selatlayabilme yeteneginden

gelmektedir. Bu Ozelliklerinin yaninda H,O; radikalinin temizlemesi, zar akiskanligini
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diistirme ve lipit paketleme diizeninin degisimi aracilifiyla peroksidasyon kinetigini

degistirmeden de sorumludur (Blokhina ve ark., 2003).

Tuzluluk, kuraklik ve diisiik sicaklik stresi gibi g¢evresel stresler, serbest radikal
tiretiminde artisa ve lipit peroksidasyonuna neden olmaktadir. Fizyolojik diizeyde tuz
stresinin iyon toksisitesi ve su kithig1 gibi ¢ok yonlii etkilerinin, fotosentezin bozulmasini
ve ROT olusumunu hizlandirdig: bilinmektedir (Miller ve ark., 2010). Son yillarda yapilan
caligmalarda, olusan bu ROT’ nin hiicre sinyal iletiminde ikinci sinyal mesajcis1 olarak
hayati bir oneme sahip oldugu belirtilmektedir. ROT ile birlikte nitrik oksit (NO) de
cevresel streslere karsi yanitta yer alan 6nemli bir haberci molekiildiir. Stres tarafindan
uyarilan ABA birikiminde, ROT’ nin gorevinin oldugu da baz1 c¢aligmalarda
anlatilmaktadir. Redoks diizenlenmesi, gen ifadesinin kontroliinde ve g¢evresel streslere

karst hem prokaryotlarda hem de Okaryotlarda 6nemli islevlere sahiptir (Zhang ve ark.,
2006).

Bu gibi stres etmenlerinin bitki gelisimi ve {irlin verimini azaltan bir etkiye sahip
oldugu da bilinmektedir. Bu kosullara karsi olusturulan fizyolojik yanit, hiicresel
diizeydeki gen ifadesinde ortaya ¢ikmaktadir. Bazi genlerin ifadesi, bu etmenler tarafindan
uyarilma oldugunda ortaya ¢ikar. Bu gen iiriinleri iki grup altinda incelenmektedir: (1)
cevresel streslere karsi dogrudan koruyanlar ve (2) stres yanitinda gen ifadesi ve sinyal
iletimini dtzenleyenler. ilk grup, hiicreleri dehidrasyondan (kuruma) koruyan isleve sahip
proteinler (cesitli ozmoprotektantlarin biyosentezi icin gerekli olan enzimler), LEA
proteinleri, antifiriz proteinleri, saperonlar ve detoksifikasyon enzimlerinden olusur. Ikinci
grup gen drdnleri olarak; duzenleyici proteinler, protein Kkinazlar, fosfoinositit
metabolizmasinda islev géren enzimler bulunmaktadir. Arabidopsis bitkisinde kurumayla
uyarilan genlerin ifade analizleri, kurumaya yanitta genlerin uyarilmasinda en az dort
bagimsiz sinyal yolunun oldugunu gostermektedir. Bunlardan 2 tanesi ABA’ e bagliyken
diger ikisi ABA’ ten bagimsizdir. ABA’ ten bagimsiz iki yolun birincisi soguga olan
yanitla ayni sekilde ifade olmaktadir. ABA tarafindan diizenlenen genlerin promotorleri
alt1 niikleotid dizisi icerir. Bu diziler ABA’ e yanit veren element (ABRE) olarak bilinir.
Bu molekiil ABA’ e bagl genlerin aktiflesmesinde yer alan diizenleyici proteinlere
baglanir. Bu yolla diizenlenen genlerin promotdrleri dokuz niikleotidli alternatif bir
dizenleyici element igerir. Bu element, “TACCGACAT” dizisine sahip kuruma yanit

elementi (DRE) olarak isimlendirilir. ABA’ ten bagimsiz yolla gen ifadesinin
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diizenlenmesinde iki sinyal yolu bilinmektedir. Ozmotik strese yanit veren genlerin
promotorlerindeki DRE elementine baglanarak is goren diizenleyici proteinleri (DREB1 ve
DREB2), ABA’ ten bagimsiz bir sinyal dizisi ile aktiflestirilir. Stresle uyarilan bir¢cok gen,
ornegin RD29A, bu grup iginde yer almaktadir. RD29A geninin promotdr bodlgesinde
tanimlanan ayni1 etkili (cis-acting) element, kuruma ve sogukla uyarilmis ifadeden
sorumludur (Kasuga ve ark., 1999; Thomashow, 1999; Xiong ve Zhu, 2002; Tirkan,
2008).

ABA’ in bitki su dengesinin diizenlenmesinde onemli bir goreve sahip oldugu
bilinmektedir. Toprakta baglayan kurumanin sonucunda su kaybeden koklerde
amiloplastlarda iiretilen ABA ksileme taginir. Govdeye tasinan ABA, yaprak biiyiimesi ve
stoma kapanmasini diizenler. Bu mekanizma ksilemdeki iyon dengesi ve pH tarafindan
diizenlenmektedir. ABA’ in stoma kapanmasindaki mekanizmasi ¢ok uzun yillardan beri
caligilan bir konudur. Bu c¢alismalarda sitoplazmik Ca* iyonundaki artisin 6nemli bir
basamak oldugu ve sinyal iletim siirecinde bu molekiiliin ikinci haberci olarak islev
gordiigli ortaya konmustur. Son yillarda yapilan ¢alismalarda NO’ in bitkilerin kurakliga
uyum agsamasi yanitlarinda ABA’ e bagl stoma kapanmasinda bekgi hiicrelerde birikiminin
gerekli oldugu saptanmistir. ABA ile ilgili mutant bitkilerle yapilan calismalarda su stresi
sirasinda meydana gelen sinyal iletiminin iki ana yolunun oldugu ortaya konmustur: ABA’
¢ bglh ve ABA’ ten bagimsiz gen ifade yolu (Sekil 13). ZEP, NCED ve AAO gibi
maddeleri kodlayan genler de kuraklik ve tuz stresi tarafindan diizenlenmektedir (Zhang ve

ark., 2006).

Arabidopsis bitkisinde bulunan COR (cold regulated) genleri dort gen ailesini
kapsamaktadir. Bu genler LTI (low temperature-induced), KIN (cold-inducible), RD
(responsive to desiccation) ve ERD (early responsive to dehydration) olarak
adlandirilmaktadir. Diislik sicaklik ve su ile iligkili yiiksek tuzluluk, kuraklik ve ABA gibi
diger cevresel kosullarda bu genlerden en az biri uyarilmaktadir. Bu genlerden COR78
(AT5G52310), COR6.6 (AT5G15970) ve COR15 (AT2G42540) gen ciftlerinin “kaynayan
¢ozlinebilir” hidrofilik polipeptidleri kodladigi saptanmistir. COR47 (AT1G20440) geni
ise, kaynayan ¢ozunebilir hidrofilik polipeptidlerin icinde yer alan LEA 11 protein ailesine
ait dehidrin ve LEA D11 proteinlerini kodlamaktadir. Bilindigi tizere LEA proteinleri,

hiicre zarlarinin korunmasinda vejetatif dokularda birikir. Hidrofilik &zellikte olan bu
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proteinler, suyun kaybin1 Onlerler ve hiicre ic¢i proteinler ile diger molekiillerin

kristallesmesini Onleyerek zar yapisini korurlar (Thomashow, 1999; Tirkan, 2008).

Stres toleransi Su eksikligi
Stoma ve yapraklar Huicresel kuruma
Plazma zar1
ABA alicist Gerilim sensori

l

Ca™?, PTP ?, MAPKSs ?

|

ABA Duzenleyici protein
BN
ABA’ e duyarl ZEP, NCED,
genler SDR1, AAO

~.

Stres toleransi ve yanitlar

Sekil 13. Su kisitliligina karsi hiicre ABA birikiminde sinyal iletim yollar1 ve yanitlar
(Zhang ve ark., 2006).

AAO (ABA-aldehit rediiktaz): ABA-aldehidi ABA’e doniistirmeden sorumludur; MAPKS: Protein kinazlar
tarafindan aktive olan mitojen; NCED (9’-cis-epoksikarotenoid dioksigenaz): 9’-cis-neoksantinin
ksantoksine oksidatif par¢alanmasini katalizler; PTP: protein tirozin fosfataz; SDR1 (Kisa-zincir
dehidrogenaz/rediiktaz): glukoz sinyal iletiminde ve sitoplazmada ksantoksinden tiirevienen plastid ve

karotenoidin absisik aldehide doniistiiriir; ZEP: Zeaksantin epoksidaz.

Sogukla diizenlenen genlerin bir¢ogu Arabidopsis bitkisinden izole edilmistir. Bu

genlerden COR78; ayn1 zamanda LTI78, M78, ve RD29A olarak da bilinmektedir ve 78-
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kD’ luk hidrofilik bir polipeptidi kodlar (Horvath ve ark., 1993; Xiong ve Zhu, 2002,
Rekarte-Cowie ve ark., 2008). Sogukla diizenlenen diger bir¢cok gen gibi COR78 geni de
hem ABA hem de kurakliga verilen yanittan sorumludur. Arabidopsis bitkisinin abi
mutantinin kullanildigi ve COR78 gen transkript seviyelerinin belirlendigi ¢alismada,
COR78 gen ifadesi (COR6.6 ve COR47 genleri igin de ayni ifade kullanilabilir) igin ABA’
in herhangi bir asamada etkili olmadig1 saptanmistir. Bu ¢alismaya gore ilgili genlerin
soguk ve ABA ile diizenlenmis ifadesinin, ayr1 sinyal iletim yollarindan uyarildigi
belirlenmistir (Horvath ve ark., 1993). Sogukla uyarilan bir baska gen olan RD29B
(LTI65), soguk uygulamalarina karst her zaman yanit olusturmasa da kuraklik, tuz stresi ve
disaritdan ABA uygulamasina karsi ¢ok yiiksek seviyede yanit olusturur. (Thomashow,
1999; Zhang ve ark, 2006, Park ve ark., 2009). Bu gene ait olan transkripsiyon elementi
ABRE’ dir (Zhu, 2002).

Arabidopsis bitkisinin soguga alistirilmasi sirasinda sentezlenen birgok soguk-
diizenleyen polipeptid, bilinen proteinlerle az yada benzer higbir amino asit dizisine sahip
degildir (Horvath ve ark., 1993; Uemura ve ark., 1996). COR genleri tarafindan kodlanan
proteinlerin metabolik yollari, dogrudan donma toleransini etkileyen son iirlinleri (6rnegin,
membran yag yapisindaki degisimler) degistirme potansiyelindedir. COR genlerinden 6,6-
kD biiyiikliigiindeki bir polipeptidi kodlayan COR6.6 geninin sitoplazmada bulundugu
distintilmektedir. COR6.6 ve COR15am genleri hidrofilik bir 6zellige sahiptir ve kaynama
noktasindan sonra bile ¢6ziinebilir olarak kalabilmektedir. Bu genlerin amino asit dizi
analizi neticesinde amfipatik™ a-heliks yapisina sahip oldugu tahmin edilmektedir. /n vivo
sartlar altinda soguk alistirmasi sirasinda COR polipeptitlerinin miktarinin arttigi ¢esitli

caligmalarda ortaya konmustur (Uemura ve ark., 1996).

Galaktinol sentaz ile ilgili iki stres (GOLS2 ve GOLS3) geninin bitki hticrelerinde
ozmoprotektan oligosakkaritlerin rafinoz ailesinin sentezinde gorevli oldugu saptanmistir
(Ballou ve ark., 2007; Nishizawa ve ark., 2008). /n vitro sartlar altinda galaktinol ve
rafinoz molekdllerinin, salisilat molekulini OH' radikallerinin saldirisindan etkili bir
sekilde korudugu ve stres altindaki bitkilerde AA ve GSH seviyesinin diizenlenmesi
sirasinda etkili olabilecegi saptanmistir. Tuzluluk, kuraklik ve {isiime gibi durumlarin
Arabidopsis bitkisinde GOLS genlerinin ifadesini asir1 seviyede uyardigi bilinmektedir
(Nishizawa ve ark., 2008).

* Hidrofilik ve hidrofobik bolgelere sahip molekiil.
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Cizelge 5. Caligmada kullanilan genler ve gen tanimlari
Gen Islevi Protein 6zelligi MRNA Kaynak
uzunlugu (bg)
COR78 ABA, tuz, soguk, kuraklik ~ 78-kD’ luk 280 Horvarth ve
yaniti hidrofilik bir ark., 1993;
(LTI78, M78, .
RD29A) polipeptid Egmge;e
ark., 2008
COR6.6 ABA, tuz, soguk, kuraklik ~ 6,6-kD’ luk bir 104 Thomashow
yaniti polipeptid 1999 '
RD29B ABA, tuz, kuraklik yaniti Hidrofilik 350 Park ve ark
(LTI65) protein 2009
GOLS3 Tuz, kuraklik, soguk yanit1 ~ Galaktinol 160 —_
Salisilat’1 OH. zararindan sentaz 3, Nishizawa
korur rafinoz, veark,
galaktinol 2008
PR1 Viriis ve diger patojen Antifungal (?) 419 .
saldirisina yanitta SAR Bowling V_e
molekiiler isaretcisi (SA ar_k._, 1994,
yanit geni) Vieira Dos
Santos ve
ark., 2003b
PDF1.2 JA yanit geni, bakteri ve Defensin 202 -
(PR12) mantar enfeksiyonuna Vieira Dos
yanitta Santos ve
ark., 2003b;
Leon-Reyes
ve ark.,
2010
GST1 (ERD11) Tuz, bakterilere karsi GST’ 1n alt 155 Dixon ve
yamtta Oksidatif stres birimi
isaretgisi ark., 2002;
Vieira Dos
Santos ve
ark., 2003b

Bitkilerde, patojenlerin enfeksiyonu sirasinda PR proteinlerini kodlayan genlerin

ifade olmasi, patojenlere direng olusturan sistemik bir siirecin baslamasina neden

olmaktadir. PR genleri, hiicre dis1 asidik proteinler ve hiicre ici (vakuolar) bazik proteinler
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olmak tizere iki tip proteinleri kodlamaktadir (Sadiqov, 2001). PR proteinleri dnceleri 5 tip
olarak bilinirken daha sonraki ¢alismalarla bu say1 14 olmustur (Cizelge 6).

Cizelge 6. PR genleri ve kodladiklari proteinler (Edreva, 2005)

PR1 PR 2 PR3 PR 4 PR 8 PR11 PR5
Antifungal?  B-glukanazlar Kitinazlar Taumatin
ve
ozmotin
PR 6 PR 7 PR 9 PR 10 PR 12 PR13 PR 14
Proteinaz Endoproteinaz  Peroksidazlar Ribonikleaz Defensin  Thionin  Lipit
inhibitord benzeri transfer
proteini

PR proteinleri ve SAR arasindaki baglanti saptanmis olmasina ragmen PR genlerinin
ifadesinin zamanlamast SAR’ 1n baslamasi ve devamliligiyla iliskilidir. Ayrica,
bitkilerdeki PR proteinlerinden bazilarinin artmasi bazi patojenlere karst dayaniklilik
olustugunu gostermektedir. PR1 genin islevi hakkinda ¢ok az bilgi olmasina ragmen bu
genin ifadesiyle virls ve funguslara karsi toleransin arttigi saptanmistir. Transgenik tiitiin
bitkileri temel olarak kitinaz iretimi artigiyla Rhizoctonia solani patojenine karsi
dayaniklidir. PR-la geninin temel seviyedeki ifadesinin oldugu bitkiler, fungal
patojenlerden Phytophthora parasitica ve Peronospora tabacina’ ya karsi dayaniklidir.
Patojen dayaniklilig: ile ilgili olan bu iliskiden dolay1 PR gen ifadesi, SAR icin molekuler
isaretci olarak kullanilmaktadir. PR genlerinin ifadesi ve sistemik dayaniklilig1 yonlendiren
sinyal yolunun ¢ok az bilinmesine ragmen SAR i¢in sinyal molekiilii olan SA’ in 6nemi

cok iyi sekilde tanimlanmistir (Bowling ve ark., 1994).

Bitki patojen etkilesimi sirasinda bitki savunma sistemini uyaran ¢esitli genlerin
ifade oldugu bilinmektedir. Bu genlerden PLANT DEFENSIN1.2 (PDF1.2) geni konukgu
bitkide, etkilesim sirasinda bakteri ve mantarlarin neden oldugu hasara karsi bitkiyi
koruma ve plazmoliz olayin1 yonetmede yardimecr olarak islev gormektedir. PDF1.2 geni
ayn1 zamanda PR12 geni olarak da belirtilmektedir (Edreva, 2005). Bu gen, bitki savunma
yanitinin olugmasi sirasinda etilen ve jasmonat sinyal yolu arasindaki etkilesim hakkindaki

caligmalarda kullanilmistir. Patojen enfeksiyonu sirasinda etilen ve jasmonat sinyal
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yollarinin her ikisinin birlikte uyarilmasiyla bu genin aktive oldugu gosterilmistir. Buradan
yola c¢ikarak steril kosullar altinda yetistirilen bitkilerde PDF1.2 geninin uyarilmasinda
etilen ve metil jasmonat arasinda sinerjistik bir etkinin oldugu saptanmistir (Penninckx ve
ark., 1998). Arabidopsis bitkisinde SA yanit geni olan PR1 ile JA yanit geni olan PDF1.2’
nin sinerjistik olarak calistigini gosteren ¢aligmalar vardir. Ancak digsaridan uygulanan JA
ve SA konsantrasyonun artmasi, bu etkilesimi ters yonde etkiledigi de bilinmektedir (Leon-

Reyes ve ark., 2010).

Bitki parazit etkilesiminde antioksidatif savunma sisteminin calisip calismadigini
saptamak icin Glutatyon-S-Transferaz 1 (GST1) geni gibi bazi isaret¢i genler
kullanilmaktadir. GST1 geni, GST enziminin alt birimini kodlar. GST’ lar (GSTs; EC
2.5.1.18) yaklasik 50 kDa molekiiler kiitleye sahip, ¢oziinebilen ve 2 polipeptit alt
birimden olusan proteinlerdir. Klasik olarak GST enzimleri, polar S-glutatyonile olmus
reaksiyon 0rinind (R-SG) olusturmak igin tripeptit glutatyonun (y-glutamil-sisteinil-
glisin; GSH) reaktif elektrofilik merkez iceren kosubstrata (R-X) olan tasinigini
katalizlerler. Misir bitkisinde “chloro-S-triazine atrazine” herbisitine karst gst gen
aktivitesinin artisinin bitkinin korunmasiyla iligkili oldugu saptanmistir. Yetmisli yillardan
giiniimiize kadar, GST aktiviteleri ya da onunla baglantili enzimler veya gen dizilimleri

tiim hayvan, bitki ve mantarlarda tanimlanmistir (Dixon ve ark., 2002).

Tuz stresi ve canavar otu bitkilerinin gesitli bitkiler {izerinde meydana getirdigi
streslerin tek basina neden oldugu etki, bircok kaynakta anlatilmaktadir. Bugline kadar
biyotik ve abiyotik stres faktorlerinin bir arada bitkiler zerinde neden oldugu etkiler

calisilmamistir.

Bu calismada, Arabidopsis ve canavar otu etkilesimi sirasinda tuz uygulamasi
yapilarak Arabidopsis bitkisinde meydana gelen fizyolojik, biyokimyasal ve bazi genlerin
ifadelerindeki degisimler incelenmistir. Bu amagla, Arabidopsis bitkisinin pigment igerigi
(klorofil a, klorofil b, toplam klorofil ve karotenoid), lipit peroksidasyonu (MDA) miktart,
antioksidan enzim (SOD, POX, GR, CAT ve APX) aktivitelerindeki degisimler ve
etkilesim sirasinda ifade olan bazi1 genlerin (COR6.6 (AT5G15970), COR78 (AT5G52310),
RD29B (AT5G52300), GOLS3 (AT1G09350), PDF1.2 (AT5G44420), GST1 (AT1G02930)
ve PR1 (AT2G14610) genlerinin bagil ifade seviyeleri arastirilmistir.
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BOLUM 2
ONCEKIi CALISMALAR

Canavar otu bitkileri ve konukgular1 arasindaki etkilesim ile ilgili olan ¢aligmalar
yerli ve yabanci birgok dergide yer almaktadir. Bu boliimde, yapilan ¢alismalarin sunulan

arastirma konusuyla ilgili olanlar1 kisaca &zet halinde verilmektedir.

Singh ve Singh (1993) Brassica campestris ve O. aegyptiaca bitkilerinin etkilesimi
sirasinda proteaz, ksilanaz, seliilaz ve poligalakturonaz enzimlerinin hiicre duvarinin
yikimindaki aktivitelerini saptamislardir. Buna gore, canavar otu bitkilerinin koklerindeki
proteaz, poligalakturonaz ve seliilaz enzimlerinin aktiviteleri tuber ve gdvdesindekinden
daha fazla olarak saptanmistir. Ksilanaz aktivitesi ise govdede kok ve tuberdekinden daha
yiiksek olarak saptanmistir. Canavar otu tarafindan meydana getirilen enfeksiyonun
konuke¢u koklerinde yiiksek seliilaz aktivitesine neden oldugu saptanmistir. Arastiricilar
selillaz ve poligalakturonaz enzimlerinin eme¢ baglantilarinin olusturulmasi sirasinda
gorevli olan ana enzimler oldugunu ve proteaz enziminin ise konuk¢u dokusundaki zarlarin
ve hiicre duvarlarinin protein ve lipoproteinlerinin yikimina neden olabilecegini

saptamislardir.

Aygigegi ve O. cumana parazit bitkisi arasindaki etkilesiminin arastirildigi bir
caligmada, aycicegi sekonder metabolitlerinden sikimik asit ve 7-hidroksillenmis kumarin
bilesiklerinin koklerden salindigir rapor edilmektedir. Aycigegi koklerinden salinan bu
fenolik bilesiklerin (sikimik asit, flavonoid ve kumarinler) canavar otu tohumlarinin
cimlenmesine uyaran olarak etki etmedigi, ancak skopoletin ve ayapin gibi kimyasallarin
GR24 bilesiginin ¢imlenmeyi uyarici etkisini baskiladigi belirlenmistir (Pérez-de-Luque ve
ark., 2000).

Canavar otu parazit bitkisinin zirai bitkilerde olusturdugu zarar ¢ok sayida arastirici
tarafindan incelenmistir. Bu aragtirmalara bakildiginda; canavar otunun aygigegi koklerine
yapistig1 noktada aygigeginin bir tiir fitoaleksin olan kumarin sentezini gerceklestirdigi ve
bu yolla parazitik istilay1 fiziksel ve kimyasal olarak engelledigi saptanmistir (Serghini ve

ark., 2001).

Antioksidatif enzimlerden POX aktivitesi ile ilgili olarak 1996’ da gergeklestirilen
ilk arastirmada Antonova ve Ter Borg, aycigegi bitkilerine zarar veren O. cumana
parazitinin C ve D wrklar1 arasindaki farkin histokimyasal tespitinde radikula hicrelerindeki
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peroksidaz icerigini aragtirmiglardir. Calismada, C wrkindaki hiicre dis1 peroksidazin
konuk¢unun lignin Onciilleri olan fenolik bilesiklerle reaksiyona girdigi saptanmaistir.
Aragtiricilar bu durumu, aygiceklerinin dayanikliliginda Or3 genine sahip kiiltivarlarin
lignin tabakasinin yapisindan kaynaklandigini saptamislardir. Ayni1 parazitin D 1rki igin ise
hiicre dis1 peroksidazin bulunmayiginin lignin olugumunu korudugunu ve parazitin

konukg¢unun iletim sistemine yapismasini kolaylastirmis oldugunu saptamiglardir.

Goldwasser ve ark. (1999) yaptig1 ¢alismada, O. aegyptiaca parazitine dayanikli
Vicia atropurpurea cv. Popany bitkisinde, duyarli varyete V. sativa cv. Yovel bitkisine
kiyasla enfeksiyonun ardindan yiiksek konsantrasyonda bagl fenolikler, serbest fenolikler

ve lignin saptanirken yiiksek peroksidaz aktivitesinin de bunlara eslik ettigi saptanmistir.

Levine (2004) tarafindan onerilen hipotezde, O. aegyptiaca bitkilerinin Arabidopsis
bitkilerine penetrasyonu sirasinda konuk¢unun savunma mekanizmasini etkili bir sekilde
nasil kirdig1 agiklanmaya calismistir. Arastiriciya gore enfeksiyonun erken sathasinda O, "~

ve H,O; iiretiminin tiiber olusumuna kadar ¢ok yliksek seviyede olmadig1 saptanmistir.

Castillejo ve ark. (2004) O. crenata parazit bitkisi ve Pisum sativum bitkisinin
dayanikli (Ps624) ve duyarli (Mesire) gesitleriyle yaptiklari ¢alismada, dayanikli veya
duyarli cesitlerin parazit tohumlarin ¢imlenmesinde anlamli etkiye sahip olmadiginm
saptamiglardir. Bununla beraber tuber olusumunun ve gelisiminin duyarli ¢esit iizerinde
daha iyi bir sekilde gerceklestigi saptanmistir. Ayn1 zamanda bu iki bitki arasinda meydana
gelen etkilesim sirasinda kontrol ve enfekte bitkilerde 22 farkli proteinin sentezlendigini
saptamiglardir. Bu proteinler arasinda sistein proteaz, endokitinaz, profukosiddz, -1,3-
glukanaz ve ABA-yanit proteini oldugu saptanmistir. Duyarli gesitte fruktokinaz, fruktoz-
bifosfat aldolaz, ferrodoksin-NADP rediktaz, alternatif oksidaz 2 enzimlerinin seviyesinde
azalma saptanmasina ragmen dayanikli olan ¢esitte glutamin sentetaz, PR proteinlerinden

B-1,3- glukanaz ve peroksidazlarin seviyesinin arttig1 saptanmistir.

Pérez-de-Luque ve ark. (2005) yapmis olduklari aragtirmada, P. sativum bitkisi ile O.
crenata arasindaki etkilesimde dayanikli bezelyelerin koklerindeki toplam c¢dziilebilir

fenoliklerin miktarinda ve peroksidaz aktivitesinde artis oldugunu saptamiglardir.

Gonzalez-Verdejo ve ark. (2006) yaptiklar1 galismada; tiitiin, domates, patates ve
Arabidopsis bitkilerinde 6nemli iiriin kayiplarina neden olan O. ramosa tohumlarinin,
¢imlenmenin ardindan uzama sirasinda parazit radikulasinin u¢ kisimda peroksidaz

aktivitesinde artis oldugunu saptamislardir. Histokimyasal yontemlerin kullanildigi bu
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caligmada, peroksidaz aktivitesinin gostergesi olan kirmizi renk olusumunun yalnizca ug
bolgede meydana geldigini saptamislardir. Arastiricilar, ¢aligmalarinin  sonuglarini
desteklemek icin, ¢imlenmis tohumlardan elde ettikleri toplam RNA’ y1 kullanarak
Nothern hibridizasyon analizi ile O. ramosa tohumunun gelisim safthasinda PRX1 geninin
ifade edildigini tespit etmislerdir. Ayni c¢alismada, lignifikasyon ve hiicre uzamasinda
gorevli olan apoplastik class 11l peroksidaz enziminin kodlanmasindan sorumlu bu geninin

iirlinii olan amino asitin dizisi de saptanmistir.

Pérez-de-Luque ve ark. (2006) O. crenata ve bezelye bitkilerini kullandiklart
caligmalarinda, dayanikli bezelye bitkisinde (Pf651) parazitin merkezi silindire ulasmadan
once kok korteksinde durduruldugu saptanmistir. Histokimyasal olarak yapmis olduklar
caligmada engellemenin oldugu bélgede H,O», peroksidaz ve kalloz birikiminin oldugunu
saptamislardir. Yapmis olduklari in situ hibridizasyon ¢alismalari gostermistir ki, dayanikli
gesitte yapisma bolgesinin yakinindaki hiicrelerde peroksidazfve -glukanaz enzimleri

aktivite gostermektedir.

Letousey ve ark. (2007) O. cumana parazitine dayanikli (LR1) ve duyarli (2603)
aycicegi cesitleriyle yaptiklar1 caligmada, farkli metabolik yollarda (fenil propanoitler, JA,
etilen) ve/veya mikroorganizmalara kars1 savunma mekanizmalariyla iligkili 11genin ifade
diizeyini saptamiglardir. Bunlar arasindan LR1 c¢esidinde SA-yanit geni olan DEF
(defensin) geninin dayaniklilikla iligkili oldugunu belirlenmistir. Ancak ne JA ne de SA
birikimi her iki cesitte de ister enfekte olsun ister olmasin Olglilememistir. Metiyonin
sentetaz, glutatyon-S-transferaz ve kinon oksidorediktaz enzimlerini kodlayan genlerin
uyumlu olmayan iliskisi sirasinda parazitin yapigmasinin ilk gilininde yiiksek seviyede

uyarildig1 saptanmaistir.

Veronesi ve ark. (2007) O. ramosa parazit tohumlarinin ¢imlenmesi sirasinda
cevrelerine bazi proteinleri hizli bir sekilde salgiladiklarin1 saptamislardir. Bu proteinler
arasinda pektinolitik enzimler, poligalakturonaz ve ramnogalakturonaz yer almaktadir.
Cimlenmenin baslamasindan 4-8 giin arasinda bu enzimlerin salgilanmasimnin en yiiksek
seviyeye ulastig1 ve daha sonrasinda da seviyelerini koruduklarin1 saptamislardir. Alt1 giin
sonra salman bu proteinlerin POX aktivitesi gosterdikleri saptanmistir. Canavar otu
tohumlarindan hiicre disina salinan POX’ in OrPOX1 adli gen tarafindan kodlandigi da
ayn1 ¢alismada saptanmistir. Belirtilen bu enzimlerin parazitin konukguya yapigmasi ve

emeclerin olusumunda da gorevli olduklar1 belirtilmektedir.
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Mor ve ark. (2008) Arabidopsis ve O. aegyptiaca bitkilerinin etkilesimi sirasinda
POX aktivitesinin islevi hakkindaki aragtirmalarinda, parazitin radikula ug¢ kisminda
meydana gelen POX aktivitesinin, konukgu kokiine yapismasinin gergeklesmesi igin hiicre
duvarinin gevsemesinde etkili oldugunu saptamiglardir. Arastiricilar ayrica, parazit

kokiiniin uzamasi sirasinda da POX enziminin gorevli olabilecegini saptamiglardir.

Aygicegi bitkisinde O. cumana parazit bitkisine dayanikli olarak bilinen Pioneer
4223, duyarh Isera ve ilagla dayanikli Sanay ¢esitleri ile yapilan ¢alismada; dayanikli ¢esit
kok dokularinda O. cumana penetrasyonundan sonra kontrol bitkilerine kiyasla uygulama
bitkilerinde SOD ve POX enzimlerinin aktivitesinde artis oldugu saptanmistir. Isera
cesidinde ise 7. giine kadar meydana gelen SOD aktivitesindeki artisin 9. glinde énemli
seviyede azaldigi saptanmistir. Bu sonuglar, aygicegi-canavar otu etkilesiminde
antioksidatif savunma sisteminin Onciil enzimlerinin islevsel olabilecegine isaret
etmektedir (Demirbas ve Acar, 2008).

El-Maarouf-Bouteau ve ark. (2008) ¢imlenmis ve ¢imlenmemis canavar otu
tohumlarinin, siispanse halde hiicre kiiltiirii yapilan Arabidopsis bitkilerinin bulundugu
ortama birakilmasindan sonraki 48 saatlik siirecte ortam H,O, seviyesindeki degisimleri
saptamiglardir. Arabidopsis ve O. ramosa parazit bitkilerinin etkilesiminin ilk 24 saatlik
stirecinde Arabidopsis bitkilerinde enfeksiyon olmaksizin ortam H,O, miktarinda artig
oldugu saptanmustir. 48. saatte bu artis, yerini azalisa birakmistir. Arabidopsis bitkilerinde
ilk 24 saatlik siirecte kamaleksin biyosentezinde herhangi bir uyarilma olmazken 48. saatte
¢imlenmis canavar otu tohumlarinin kamaleksin sentezini 6nemli seviyede uyardigi da

saptanmuistir.

Joel ve Portinoy (1998) tiitiin bitkisiyle yapmis olduklar1 ¢alismada, O. aegyptiaca
parazit emeglerinin duyarl tiitiin bitkisinin kok bolgesine yapismasi sonrasinda PR1 genin
ifade oldugunu saptamislardir. Tiitlin bitkisinde olusan bu yanit, yapismanin oldugu

bolgenin X-gluc adli boya ile maviye boyanmasiyla gosterilmistir.

Westwood ve ark. (1998) transgenik tiitiin bitkileriyle yapmis olduklar1 ¢aligmada, O.
aegyptiaca parazit bitkilerinin tiitiin bitkilerinin koklerinde, yapismadan sonra 3-hidroksi-
3-metilglutaril CoA rediiktazin (HMGR) savunmayla iliskili izogeni olan HMG2 geninin
hizli bir sekilde ifade oldugunu gostermislerdir. HMG2 geni ile birlikte PR1 geninin de
savunma yanitt olarak ifade oldugu ayni ¢calismada belirtilmektedir. Bu genlerin uyarilmasi

sonucunda fitoaleksinler, lignin onciilleri ve litik enzimlerin sentezi artmaktadir.
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Vieira Dos Santos ve ark. (2003a) c¢alismalarinda, A. thaliana ekotip Ws. ve O.
ramosa etkilesimi sirasinda etkili oldugunu diisiindiikleri 13 genin (RC KINAZ, ACAMS,
SUC1, PMEi, GST1, GST11, PMSR, LATEX ALLERGEN, LOX1, MBP, POX, CCOAOMT
ve bilinmeyen bir proteini kodlayan) ifade diizeylerini saptamislardir. Bu amagcla
¢imlendirilmis olan canavar otu fideleri Arabidopsis koklerine birakilmis ve yapismanin
gerceklestigi 7. gline kadar farkli zaman araliklarinda 6rnekleme yapmislardir. Canavar otu
fidelerinin ortama birakilmalarindan sonraki 1., 2., 5. ve 8. saatte GST1 genin yiksek
seviyede uyarildigin1 saptamislardir. Daha sonra ayni genin yapismanin oldugu giine
(7.9un) kadar tekrar ifade olmadigi saptanmistir. Yapilan calismaya goére yapismanin
oldugu giin enfeksiyon sonrasi hiicre duvarinin yeniden onarilmasi sirasinda PMEi, POX
ve CCOAOMT genlerinin ifadesinde artis oldugu, SA ve kamaleksine bagli yollarin aktive

olmamasina karsin JA/ET yolunun bu etkilesimde etkili oldugunu saptamislardir.

Vieira Dos Santos ve ark. (2003b) calismalarinda, Arabidopsis ve O. ramosa
bitkilerinin etkilesimi sirasinda 20 genin (GST1, PR1, PR2, PR5, PR8, ASAL, PAIl, ACC2,
HMG2, C4H, 4CL, LOX1, LOX2, ACS, PR3, THI2.1, PDF1.2, HMG1, PAL1 ve AOC)
ifade diizeylerini arastirmiglardir. Arabidopsis bitkisinin koklerine O. ramosa parazit
bitkisinin yapigma gerceklesmeden dnce PR3, PDF1.2, THIONIN, PMEi, ROT’ ni supuren
proteinler, GST1, GST11 ve PMSR ifade oldugu saptamislardir. Bu g¢alismaya gore
Arabidopsis bitkisinin canavar otu fidelerini algilamasinin yapisma ger¢eklesmeden once
basladig1 saptanmistir. Ayrica, Arabidopsis bitkilerinde enfeksiyon sonrasi ilk 24 saat

icinde peroksidaz mRNA birikiminin oldugu saptanmustir.
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BOLUM 3
MATERYAL VE YONTEM

3.1. Bitkisel Materyal

Bu calismada bitkisel materyal olarak Arabidopsis thaliana (L.) Heyh. ekotip
Wassilewskija (Ws.) ve ekotip Columbia (Col.) ile Phelipanche ramosa (L.) Pomel
(Canavar otu) kullamldi. Ws. ve Col. ekotiplerine ait tohumlar Selanik Aristo Universitesi
(Yunanistan) Biyoloji Fakultesi Botanik Boluminden temin edildi. P. ramosa tohumlari,
2008 Agustos ayinda canavar otu ile enfekte olmus Canakkale Kumkale kasabasindaki
domates tarlalarindan toplandi ve ¢alismada kullanilincaya kadar uygun kosullarda

saklandi.

Arabidopsis tohumlar1 % 20’ lik ¢amasir suyunda 5 dakika bekletilip daha sonra 3
kez steril saf suyla yikanarak yiizeysel sterilizasyon islemi yapildi. Tohumlarin es zamanl

cimlenmeleri icin stratifikasyon +4 °C’de 2 giin siireyle gergeklestirildi.

Canavar otu tohumlarinin yiizeysel sterilizasyonu % 70’ lik etanol ¢o6zeltisinde 2
dakika, % 5’ lik ¢amasir suyunda 10 dakika (2 kez) ve 3 kez steril saf suyla yikama
yapilarak gergeklestirildi.

3.2. Bitkilerin Yetistirilmesi

Bitkiler, iki farkli ortamda yetistirilmistir. Gen ifadesi ile ilgili yetistirme iglemleri,
Selanik Aristo Universitesi Biyoloji Fakiiltesi Botanik Boliimii bitki biiyiitme odasinda
gergeklestirildi. Biyokimyasal ve fizyolojik yanitlarin arastirilmasinda kullanilan bitkiler
ise Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Bolimii Botanik

Arastirma Laboratuvari bitki biiyiitme dolabinda gerceklestirildi.

Arabidopsis bitkisinin iki ekotipin P. ramosa ile olan etkilesiminin incelendigi bu
caligmada, Col. ekotipinin P. ramosa tohumlarinin ¢imlenmesini yeteri kadar tesvik
etmemesinden (~% 2) dolay1 ¢alisma WSs. ekotipi (~% 52) kullanilarak gergeklestirilmistir
(Sekil 14).
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Sekil 14. Ws. ve Col. ekotiplerinin P. ramosa tohumlarinin ¢imlenmesine etkisi.

Arabidopsis ve canavar otu bitkilerinin yetistirilmesi sirasinda (¢ grup tasarlandi.
Birinci grupta (T), Arabidopsis bitkilerine 100 mM NaCl etkisi, ikinci grupta (E) canavar
otu enfensiyonun etkisi ve cuncl grupta (TE) ise enfekte bitkilere 100 mM NacCl etkisi
arastirtlmistir. T grubuna petri kab1 basina 50 adet Arabidopsis tohumu, E ve TE grubu
petri kaplarina Arabidopsis tohumlariyla (50 adet) birlikte canavar otu tohumlar1 (~2000
adet) ekildi. Ekim sonras1 her giin canavar otu tohumlarinin ¢gimlenmesi kontrol edildi ve
¢imlenmenin ekim sonrasi 10. giinde basladig1 saptandi. Her u¢ gruptaki bitkiler, canavar
otu tohumlarinin Arabidopsis bitkilerinin koklerine yapismanin oldugu giine (18. giin)
kadar yetistirildi (Sekil 15-16) (22 °C sicaklik, 150 pmol m? s? 11k yogunlugu ve 16
saatlik fotoperiyot). Bitkilerin yetistirilmesi i¢in Gamborg B5 besi ortam1 (% 1 slikroz)
(Gamborg ve ark., 1968) kullanild:.

Bitki basina ortalama 10 canavar otu enfeksiyonun (yapismanin) gergeklestigi gin
(Sekil 17), Arabidopsis bitkilerinden 0. saat (kontrol) 6rneklemesi yapildi1 ve bitkilere 100
mM NaCl uyguland1 (T). Ornekleme yapildiktan sonra enfeksiyona NaCl etkisinin
g0Ozlenmesi igin TE grubundaki bitkilere 100 mM NaCl ¢ozeltisi uygulandi.

Tuz uygulamalar1 petri kab1 basina 25 ml olacak sekilde gerceklestirildi. Arabidopsis
bitkilerinin  govdelerinden  (toprakistd  kisimlariin = tamami) her gruptan tuz

uygulamasindan sonra 3. ve 6. saatte 6rnekleme yapilda.
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Bu 6rneklerden Arabidopsis bitkilerinin antioksidan enzimlerinin aktiviteleri (SOD,
POX, GR, APX ve CAT), MDA miktar1 ve bagil gen ifadeleri (COR6.6, COR78, RD29B,
GOLS3, PDF1.2, GST1 ve PR1) saptandi. Ayrica ayni Ornekleme periyodunda bitki
yapraklarinin pigment (klorofil a, klorofil b, toplam klorofil ve karotenoid) igeriginde
meydana gelen degisimler de saptandi. Ornekleme sirasinda bitki materyalleri énce sivi
azota alindi, sonrasinda ¢alismanin yapilacagi giine kadar derin dondurucuda (-85 °C)

saklandi.

TE grubu

Arabidopsis
fideleri

Canavar otu

tohumlar1

Sekil 16. Arabidopsis ve canavar otu bitkilerinin yetistirildigi ortam(orijinal).
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Sekil 17. Arabidopsis koklerine canavar otu yapigmasinin oldugu giin. Oklar yapisma

bolgelerini igaret etmektedir (orijinal).

3.3. Bitki Analiz Yontemleri
3.3.1. Pigment iceriginin belirlenmesi

Pigment iceriginin belirlenmesi i¢in Arnon (1949) yontemi kullanildi. Bunun i¢in
bitki yapraklarindan alinan 0,5 g’ lik materyal, % 80’ lik aseton igersinde homojenize
edildi. Oziitten alinan spektrofotometrik okumalar aracilifiyla ydnteme uygun olarak
hesaplamalar yapildi. Spektrofotometrik okumalar sirasinda Shimadzu 1208 cihazi
kullanildi. Absorbans degerleri kullanilarak asagida verilen formiil yardimiyla bitkilerin

pigment icerikleri (mg/g yas agirlik) hesaplandi.

Klorofil a = (A663 x 12,70) — (A645 x 2,69)

Klorofil b = (A645 x 22,90) — (A663 x 4,68)

Karotenoid = (A480 + (A663 x 0,114) — (A645 x 0,638)) /112,5
Toplam Klorofil = (20,2 x A645) + (8,02 x A663)

3.3.2. Lipit peroksidasyonu miktarinin belirlenmesi

Bu analiz sirasinda lipit peroksidasyonunun son iiriinii olan malondialdehit (MDA)
seviyesinin Olculmesi ile lipit peroksidasyonu derecesi belirlenmektedir (Madhava ve
Sresty, 2000). Her gruptan 0,5 g bitki 6rnegi, % 0,1’ lik trikloroasetik asit (TCA) ¢ozeltisi
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ile homojenize edildi. Oziitler 10000 rpm’ de 5 dk +4 °C’ de santrifiij edildi. Santrifijj
isleminden sonra iist faza TCA ve TBA (tiobarbitiirik asit) iceren reaksiyon karigimi
eklendi ve érnekler daha sonra 95 °C’ de 30 dk sicak su banyosunda bekletildi. Tiipler su
banyosunun ardindan buz banyosuna konuldu. Ornekler soguk sokunun ardindan 10000
rpm’ de 15 dk santrifiijlendi. Olusan {ist fazin 532 nm ve 600 nm’ deki absorbans degerleri
alindi ve MDA derisimi, ekstinksiyon katsayisindan (€=155 mM™ cm™) yararlanilarak

hesaplandi. Sonuglar nmol g yas aglrhk'1 seklinde ifade edildi.
3.3.3. Toplam protein analizi

Antioksidan enzim aktivite analizleri i¢in her iki deneme serisinden iicer tekrarli
olarak alinan 0,2 g taze bitki 6rnekleri, soguk ortamda, 1| mM EDTA ve % 2 (w/v)
polivinilpolipirolidon (PVPP) iceren 1 ml 0,05 M sodyum fosfat tamponunda (pH 7,8)
homojenize edildi. Ozitler +4 °C’ de 13000 rpm’ de 30 dk santrifiij edildikten sonra Gst faz

enzim ve protein analizleri sirasinda kullanildi. Tiim islemler +4 °C” de gergeklestirilmistir.

Bitki 6rneklerinin toplam protein igerigi Bradford (1976) yontemiyle saptanmustir.
Bu yontem igin protein standart grafigi, Bovine Serum Albumin (BSA) kullanilarak
hazirlandi. Hazirlanan ornekler spektrofotometrede 595 nm dalga boyunda kore karsi
okundu ve d&rneklere ait toplam protein miktar1 (mg/g), standart grafik Uzerinden
hesaplandi. Spektrofotometrik okumalar Shimadzu 1208 cihazi ile gergeklestirildi. Elde
edilen protein degerleri, antioksidan enzimlerin aktivitesinin hesaplanmasi sirasinda

kullanildi.

3.3.4. Antioksidan enzim aktivitelerinin saptanmasi

3.3.4.1. Suiperoksit dismutaz (SOD; EC 1.15.1.1) aktivitesinin belirlemesi

SOD enzim aktivitesi, Beauchamp ve Fridovich (1971) ve Giannipolities ve Ries,
(1977)’ e gére belirlendi. Buna gore 6ziitte meydana gelen aktivite, 300 pmol m™ s 11kl
25 °C’ de 10 dk siresince gergeklestirilen reaksiyon sonunda meydana gelen renk
degisiminin spektrofotometrede 560 nm dalga boyunda Olgiilmesiyle saptandi. Analiz
sirasinda kullanilan reaksiyon karisimi 0,05 M sodyum fosfat tamponu (pH 7,8), 0,01 M L-
Metiyonin, 33 pM Nitro BlueTetrazolium (NBT), 0,66 mM EDTA.Na, ve 0,0033 mM
riboflavin icerir. Spesifik enzim aktivitesi, enzim Unitesi mg protein™ olarak belirtildi.

Spektrofotometrik okumalar Shimadzu 1208 cihazi ile gerceklestirildi.
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3.3.4.2. Peroksidaz (POX; EC 1.11.1.7) aktivitesinin belirlenmesi

POX enziminin aktivitesi, Kanner ve Kinsella (1983)’ nin metoduna gore belirlendi.
Bitki ornekleri, 1 ml 0,05 M sodyum asetat tamponu (pH 6,5) ile homojenize edildikten
sonra 13000 rpm’ de 15 dk siireyle +4 °C’ de santrifiij edildi. Spektrofotometrede yapilan
okumalar sirasinda kullanilan reaksiyon karisiminda; 0,05 M sodyum asetat tamponu (pH
6,5), 0,1 M pyrogallol, 0,09 M H,0, ve sipernatant (lst faz) kullanildi. Analiz igin
belirlenen oranda bitki 6rnegi reaksiyon karisimina alindiktan sonra son hacim 1 ml” ye
tamamlandi. Renk degisimi spektrofotometrede 300 nm dalga boyunda 120 sn siiresince

izlendi. Spesifik enzim aktivitesi, enzim tnitesi mg protein™ olarak belirtildi.

3.3.4.3. Katalaz (CAT; EC 1.11.1.6) aktivitesinin belirlenmesi

CAT enziminin aktivitesi, Bergmeyer (1970)’ in yontemi kullanilarak belirlendi. 240
nm’ de 3 dk sire ile H,O, miktarinda olusan azalma izlendi. Analiz sirasinda kullanilan
reaksiyon karisimi; 1 mM EDTA, 0,05 M sodyum fosfat tamponu (pH 7,0), dI-H,0 ve % 3
H,0, icerir. Dakikada tuketilen pumol H,O;, miktari, 1 enzim iinitesi olarak saptandi.

Spesifik enzim aktivitesi, enzim tinitesi mg protein™ g olarak belirlendi.

3.3.4.4. Askorbat peroksidaz (APX; EC 1.11.1.11) aktivitesinin belirlenmesi

APX enziminin aktivitesi, Nakano ve Asada (1981)’ nin yontemi kullanilarak
saptandi. Aktivitenin hesaplanmasinda, 290 nm’ de askorbatin oksitlenmesiyle olusan
absorbans degeri ve ekstinksiyon Katsayist (2,8 mM™ cm™) kullanildi. Reaksiyon
karisiminda; 0,05 M sodyum fosfat tamponu (pH 7,0), 0,5 mM askorbat, 0,1 mM
EDTANaz, 1,2 mM H,0, bulunur. Oziitiin reaksiyon karistminin ilavesi ile askorbat
oksidasyonu baslatildi ve 3 dk boyunca reaksiyon izlendi. Okside olan askorbat miktari,
ekstinksiyon katsayisindan hesaplanir. Buna gore 1 enzim Unitesi, dakikada okside olan 1
pmol mI™ askorbat miktaridir. Spesifik enzim aktivitesi, enzim {initesi mg protein™ olarak

belirtildi.

3.3.4.5. Glutatyon rediktaz (GR; EC 1.6.4.2) aktivitesinin belirlenmesi

GR enziminin aktivitesi, Foyer ve Halliwell (1976)’ in metoduna gore belirlenir.
NADPH varliginda okside glutatyon miktarindaki azalma 3 dakika siire ile 340 nm’ deki
absorbans azalmasi izlenerek hesaplanir. Glutatyon rediiktaz i¢in ekstinksiyon katsayisi 6,2

mM™ cm™ dir. Hesaplama sirasinda bu katsayi kullanilarak GSSG diizeyi belirlenir. 1
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enzim Unitesi, dakikada okside olan glutatyon (umol ml™) miktaridir. Spesifik enzim

aktivitesi, enzim Unitesi mg protein™ g olarak belirtilir.

3.3.5. Gen ifade degisimlerinin belirlenmesi

Arabidopsis bitkilerine NaCl, canavar otu ve her iki stres etmeninin, (COR6.6
(AT5G15970), COR78 (AT5G52310), RD29B (AT5G52300), GOLS3 (AT1G09350),
PDF1.2 (AT5G44420), GST1 (AT1G02930) ve PR1 (AT2G14610) genlerinin ifade
degisimlerine olan etkisi saptandi. Ayrica, bu ¢alismada RAB18 (AT5G66400) ve PR5
(AT1G75040) genlerinin etkilesim sirasinda ifade olmadigi da saptanmistir (sonuglar
gosterilmemektedir). NaCl, enfekte ve enfekte+NaCl etkisinin belirlendigi gruplardan
enfekte olusun baglamasiyla birlikte 18 gunluk bitkilerden 0., 3. ve 6. saatte drnekleme
yapildi. Bitki govde (toprak Ustii organlar) 6rnekleri, sivi azota alindi ve -85 °C’ de RNA

izolasyonunun yapilacagi giine kadar saklandi.

3.3.5.1. RNA izolasyonu ve toplam RNA miktarimin hesaplanmasi

Arabidopsis bitki govdelerinden RNA izolasyonu icin Macherey-Nagel firmasinin
“Nucleo Spin RNA Plant Kit” kullanildi. Yo6ntem, onerilen protokole uygun olarak
gerceklestirildi. Izolasyon sirasinda 100 mg taze bitki ornegi sivi azot iginde
homojenizasyon ¢ubuklari yardimiyla pargalandi. Izolasyon sonrasinda elde edilen RNA,

ependorf tiiplerinde -85 °C’ de saklanda.

Izole edilen toplam RNA miktarinin tayini icin O.D.o60nm’ de spektrofotometrede
okuma yapildi. Okumada her 6rnek, 20 pl RNA 6zitunin 480 pl RNase-free H,O ile
sulandirilmasiyla yapildi. Okuma sonunda elde edilen absorbans degerleri asagida

belirtilen formilde yerine konularak RNA igerigi saptandi (Cizelge 7).
C (ug/ml) = O.D.260nm X 40 X sulandirma faktorii

C (ug/ml) = O.D. 260nm X 40 X (500/20) = O.D. 260nm X 1000

C (Hg/ul) = O.D.2600m

3.3.5.2. Reverse (Ters) transkripsiyon (RT) PCR

Izole edilen RNA’ larin derisimleri 0,020 pg/ul olacak sekilde RNase free H,O ile
seyreltildi. Her drnekten cDNA sentezi icin 2 pl (40 ng) RNA kalibi kullanildi. RT-PCR
islemi sirasinda “Reverse Transcriptase System” kiti (Promega) kullanildi. Yo6ntem
asagidaki cizelgede belirtildigi bigimde uygulandi (Cizelge 7).
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Cizelge 7. RT-PCR sirasinda izlenen yontem

Asama Miktar veya stire
1 RNA kalib1 2 ul
2 10 mM Kapa dNTP 4 ul
3 10 uM Oligo-dT=98KB 1l Karigim I
4 Nuclease-free H,O 5ul
5 70°C 5 dk Denatiirasyon
6 MgCl; 8 ul
7 10X Tampon 4 ul
AMV. Rev. Karigim II
8 _ 0,35 ul
Transcriptase
9 Nuclease-free Water 7,65 pl
20°C 10 dk
10 Inkiibasyon
37°C 59 dk

3.3.5.3. Genlerin PCR’ da ¢ogaltilmasi

PCR sirasinda, Kapa firmasina ait KAPA2G™ FAST PCR kit kullanilmigtir.
Cogaltilmak istenen gen; 2 pul cDNA (40 ng), 5X tampon (MgCl; icinde) ilgili genin
primerleri, H,O, dANTPs, Taq polimeraz ile hazirlanan karigim igersinde PCR’ da ¢ogaltildi
(Cizelge 8). Genlere ait ¢ogaltma isleminde kullanilan primerler Cizelge 9’ da, PCR
asamalari ise Cizelge 10’ de gosterilmektedir. Bu ¢alisamda, PCR dongl optimizasyonu 6n
denemeler yapildiktan sonra belirlenmistir ve referans gen harig¢ tiim genlerin dongii sayis1

38 olarak belirlenmistir.
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Cizelge 8. PCR’ da kullanilan karigimlar

Tampon dNTPs Forward (F) Reverse (R) Kapa H;0

5X (10 mM) Primer (6 pm/pl)  Primer (6 pm/ul) e-rl;;i?n
Mikt
A 250 0,25 0,50 0,50 005 6,70

(ul))

Cizelge 9. Calismada kullanilan genlere ait primer dizileri ve PCR uygulamalari

Baglanma Uzama DoOngu

Gen Primer Dizisi - L.
sicakhigi suresi
PDF1.2 F 5 TCATGGCTAAGTTTGCTTCC 52 30sn 38
R 5-AATACACACGATTTAGCACC
CORT78 F  5-GAAAGGAGGAGGAGGAATGG 55 1dk 38

R 5- AACCAGCCAGATGATTTTGG

GOLS3 F  5-GGAGTGGTTGGTCTGGCTAA 53 30 sn 38
R  5-TTGGTTATCCGGTGGGTAAA

PR1 F  5-GTAGGTGCTCTTGTTCTTCC 55 30 sn 38
R 5-CACATAATTCCCACGAGGATC

RD29B F  5-GTGAAGATGACTATCTCGGTGGTC 55 30 sn 38

R  5-GAATCAAAAGCTGGGATGGA

GST1 F 5 .CAGCCACTAGAAGAGTTCTCAT 55 30 sn 38

R 5.CTTGAAGTCTCCATCTTCAAAGG

COR®6.6 F 5-CTGGCAAAGCTGAGGAGAAG 55 30 sn 38
R 5- ACTGCCGCATCCGATATACT
ATAG26410 F 5-GAGCTGAAGTGGCTTCCATGAC 63 1 dk 35

R  5-GGTCCGACATACCCATGATCC
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Cizelge 10. PCR’da genlerin ¢oglatilmast

Asama AT4G26410 PDF1.2 CORT78 GOLS3

On denatiirasyon 95°C2dk  95°C2dk  95°C2dk  95°C2dk
Denatlirasyon 94°C15sn 94°C15sn 94°C15sn  94°C15sn
Primerlerin baglanmasi 63°C30sn 52°C30sn 55°C30sn 53°C30sn
Uzama safthasi 72°C1dk  72°C30sn 72°C 1dk 72°C 30 sn
Dongti sayisi 35 38 38 38

Son uzama safhasi 72°C7dk  72°C7dk  72°C7dk  72°C7dk
Asama PR1 RD29B GST1 COR6.6
On denatiirasyon 95°C2dk  95°C2dk  95°C2dk  95°C2dk
Denatlirasyon 94°C15sn 94°C15sn 94°C15sn  94°C15sn
Primerlerin baglanmasi 55°C30sn 55°C30sn 55°C30sn 55°C30sn
Uzama safhasi 72°C30sn  72°C30sn 72°C30sn 72°C30sn
Dongti sayisi 38 38 38 38

Son uzama safhasi 72°C7dk  72°C7dk  72°C7dk  72°C7dk

3.3.5.4. Gen ifadesinin elektroforezde saptanmasi

Jel, 0,8 g agarozun 100 ml 1X TAE tamponunda 120 °C’ de eritildikten sonra 5 pl

etidyum bromiir ilave edilerek hazirlandi. PCR’ da cogaltilan gen iirlinii her 6rnek igin,

icinde “bromfenolblue” bulunan yiikleme tamponuyla birlikte 7 pl olacak sekilde % 0,8’

lik agaroz jele yiiklendi ve elektroforez islemi, 90 volt elektrik akiminda 40 dk siirede

gerceklestirildi.
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UV goriintiileme sisteminde fotografi ¢ekilen jelin {izerinde meydana gelen bant 151k
yogunlugu (Maximum Optic Density (Max. O.D.), Gel-Pro v3.0 bilgisayar programi
yardimiyla saptandi ve ilgili genin bagil gen ifadesi, referans genin (AT4G26410) bant 151k
yogunluguna oranlanarak hesaplandi. Ornek hesaplama Cizelge 11’ de gosterilmektedir.
Hesaplanan bu degerler, Microsoft Office Excel programi yardimiyla grafige

dontstiirilmiistiir.

Cizelge 11. Bagil gen ifadesinin hesaplanmasinin bir 6rnekle agiklanmasi

0. saat 3. saat 6. saat
Gen Bant 151k yogunlugu 235,28 19174,00 6269,30
Referans Gen Bant 151k yogunlugu 13111,00 16161,00 17304,00

A=235,28/235,28  C=19174/235,28 E=6269,30/235,28
B=13111/13111 D=16161/13111 F=17304/13111

Bagil gen ifade seviyesi =A/B =C/D =E/IF

3.3.6. istatistiksel analiz

Deneme iki bagimsiz seri seklinde kuruldu ve 6rnekleme her seriden kendi iginde
ticer tekrarli olarak gergeklestirildi. Tum biyokimyasal ve fizyolojik veriler tek yonli
varyans analizi (One Way Anova) ile incelendi ve ortalamalar arasindaki farkliliklar
Tukey-Kramer Testi ile karsilastirildi. p<0,05 olan degerler istatistiksel olarak anlamli
kabul edildi. Tiim istatistiksel analizler i¢in SPSS programi (standart siirtim 17) kullanildi.

Grafik ve tablolarda verilen sonuclar ortalama+standart hatay1 gostermektedir.
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BOLUM 4
ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Arastirma Bulgulan

Bu boélimde Arabidopsis bitkisinde NaCl (T), enfekte (E) ve enfekte+NaCl (TE)
uygulamalarinin klorofil a, klorofil b, toplam klorofil ve karotenoid iceriklerinde; lipit
peroksidasyonu seviyelerinde; SOD, POX, GR, CAT ve APX aktivitelerinde meydana
getirdigi degisimler ile COR78, COR6.6, RD29B, PDF1.2, GOLS3, PR1 ve GST1 genlerin

ifade degisimlerine ait sonuglar sunulmaktadir.

4.1.1. Fotosentetik pigment icerigi

Yapilan tim uygulamalar klorofil a igeriginde azalmalara neden olmustur. T grubu
Arabidopsis bitkilerinde kontrol bitkilerine kiyasla 3. saate % 18,81" lik, 6. saatte ise %
25,69’ luk azalma saptandi. E grubu Arabidopsis bitkilerinin kontrol bitkilerine kiyasla
klorofil a igerigi 3. saatte % 26,61" lik, 6. saatte % 34,40’ lik azalma oldugu saptandi. TE
grubunda 3. saatte % 48,87 lik, 6. saatte ise % 68,35’ lik bir azalma oldugu saptandi (Sekil
18).
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Sekil 18. Klorofil a miktarindaki degisim (mg/g YA). Degerler ortalama + standart hata
olarak verilmistir. Ortalama degerler kendi ig¢inde degerlendirilmis ve sltunlar Uzerinde

bulunan farkl harfler arasinda istatistiksel olarak dnemli fark vardir (p<0,05).
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Klorofil b igerigi, T grubu Arabidopsis bitkilerinde kontrol grubuna gére 3. saate
% 2,40’ lik artis, 6. saatte ise % 12,91’ lik azalma oldugu saptandi. E grubu Arabidopsis
bitkilerinde kontrol bitkilerine kiyasla klorofil b igeriginde % 15,92" lik, 6. saatte % 32,73’
lUk azalma oldugu saptandi. TE grubundaki bitkilerde kontrol bitkilerine kiyasla 3. saatte
% 51,05’ lik, 6. saatte % 72,07’ lik azalma saptand1 (Sekil 19).
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Sekil 19. Klorofil b miktarindaki degisim (mg/g YA). Degerler ortalama + standart hata
olarak verilmistir. Ortalama degerler kendi i¢inde degerlendirilmis ve situnlar Gzerinde

bulunan farkli harfler arasinda istatistiksel olarak 6nemli fark vardir (p<0,05).
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Arabidopsis bitkisinin toplam klorofil igeriginde T grubu bitkilerinde kontrol
bitkilerine kiyasla 3. saate % 28,08 lik, 6. saatte % 59,78 lik azalma saptandi. E grubu
Arabidopsis bitkilerinde kontrol bitkilerine kiyasla 3. saatte % 6,70’ lik, 6. saatte % 28,44’
lUk azalma saptandi. TE grubu Arabidopsis bitkilerinin kontrol bitkilerine kiyasla 3. saatte
% 51,27’ lik, 6. saatte % 71,20’ lik azalma oldugu saptandi (Sekil 20).
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Sekil 20. Toplam klorofil miktarindaki degisim (mg/g YA). Degerler ortalama + standart
hata olarak verilmistir. Ortalama degerler kendi i¢inde degerlendirilmis ve sutunlar

iizerinde bulunan farkli harfler arasinda istatistiksel olarak 6nemli fark vardir (p<0,05).
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Arabidopsis bitkilerinin karotenoid igerigi, T grubu bitkilerinde 3. saatte kontrol
bitkilerine kiyasla 3. saate % 9,09’ luk, 6. saatte % 22,73 lik azalma oldugu saptandi. E
grubu Arabidopsis bitkileri kontrol bitkilerine kiyasla 3. saatte % 27,27 lik, 6. saatte %
31,82’ lik azalma oldugu saptandi. TE grubu bitkilerde kontrol bitkilerine kiyasla 3. saatte
% 54,55’ lik, 6. saatte % 68,18 lik azalma oldugu saptand1 (Sekil 21).
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Sekil 21. Karotenoid miktarindaki degisim (mg/g YA). Degerler ortalama + standart hata
olarak verilmistir. Ortalama degerler kendi i¢inde degerlendirilmis ve sltunlar tzerinde

bulunan farkli harfler arasinda istatistiksel olarak 6nemli fark vardir (p<0,05).

53



BOLUM 4- ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA Sefer DEMIRBAS

4.1.2. Lipit peroksidasyonu miktari

Arabidopsis bitkilerine tuz, enfeksiyon ve her iki stresin birlikte uygulanmasi sonucu
bitki govde lipit peroksidasyonu (MDA igerigi) seviyesinde meydana gelen degisimlere ait
sonuclar Sekil 22’ de gosterilmektedir. T gurubu bitkilerinin MDA igeriginde kontrole gore
3. saatte % 75,08” lik, 6. saatte % 64,59’ lik azalma oldugu saptandi. E grubu bitkilerin
MDA igeriginde kontrol bitkilerine kiyasla 3. saatte % 20,06 lik, 6. saatte ise % 1,67 lik
azalma oldugu saptandi. TE grubu bitkilerin kontrol bitkilerine kiyasla 3. saatte % 80,40’

lik, 6. saatte % 85,71 oraninda azalma oldugu saptandi.
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Sekil 22. MDA miktarindaki degisim (nmol/g YA). Degerler ortalama + standart hata
olarak verilmistir. Ortalama degerler kendi ig¢inde degerlendirilmis ve sltunlar Uzerinde

bulunan farkli harfler arasinda istatistiksel olarak 6nemli fark vardir (p<0,05).
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4.1.3. Antioksidan enzim aktivitelerindeki degisim

4.1.3.1. SOD aktivite sonuclari

Arabidopsis bitkilerinin SOD aktivitesinde meydana gelen degisimler Sekil 23’ te
gosterilmektedir. T grubu bitkilerin SOD aktivitesinde kontrole gore 3. saatte % 118,24’
lik, 6. saatte 3 katlik artig oldugu saptandi. E grubunda kontrole kiyasla 3. saatte % 5,32’
lik, 6. saatte ise % 18,76 lik artis oldugu saptandi. TE grubu bitkilerin SOD aktivitesinde
kontrole kiyasla 3. saatte % 74,19” luk, 6. saatte 3,5 katlik artis oldugu saptandi.
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Sekil 23. SOD aktivitesinde meydana gelen degisim (iinite/mg protein). Degerler ortalama
+ standart hata olarak verilmistir Ortalama degerler kendi i¢inde degerlendirilmis ve
siitunlar {lizerinde bulunan farkli harfler arasinda istatistiksel olarak onemli fark vardir

(p<0,05).
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4.1.3.2. POX aktivite sonu¢lar:

Arabidopsis bitkilerinin POX aktivitesinde meydana gelen degisimler Sekil 24’ de
gosterilmektedir. T grubu bitkilerin POX aktivitesinde kontrole gére 3. Saatte 2,5 katlik, 6.
saatte 3,5 katlik artis oldugu saptandi. E grubu bitkilerde kontrole kiyasla 3. saatte 4,5 kat
6. saatte 3,5 kat artis oldugu saptandi. TE grubu bitkilerinde kontrole kiyasla POX

aktivitesinde 3. saatte 8,5 kat arttig1 6. saatte ise artigin 12 kat seviyesine ulastigi saptandi.
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Sekil 24. POX aktivitesinde meydana gelen degisim (iinite/mg protein). Degerler ortalama
+ standart hata olarak verilmistir Ortalama degerler kendi icinde degerlendirilmis ve
siitunlar lizerinde bulunan farkli harfler arasinda istatistiksel olarak onemli fark vardir

(p<0,05).
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4.1.3.3. GR aktivite sonuclari

Arabidopsis bitkilerinin GR aktivitesinde meydana gelen degisimler Sekil 25’ te
gosterilmektedir. T grubu bitkilerin GR aktivitesinde kontrole gore 3. saatte % 99,66’ lik,
6. saatte ise % 145,81 lik artis oldugu saptandi. E grubu bitkilerde kontrole gére GR
aktivitesinde 3. saatte % 21,68’ lik, 6. saatte % 123,34’ luk artis oldugu saptandi. TE
bitkilerinde GR aktivitesinin kontrole gore 3. saatte % 74,40 6. saatte ise 7,7 kat arttig1
saptandi.
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Sekil 25. GR aktivitesinde meydana gelen degisim (linite/mg protein). Degerler ortalama =+
standart hata olarak verilmistir. Ortalama degerler kendi iginde degerlendirilmis ve
siitunlar {lizerinde bulunan farkli harfler arasinda istatistiksel olarak onemli fark vardir

(p<0,05).
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4.1.3.4. CAT aktivite sonu¢lar

Arabidopsis bitkilerinin CAT aktivitesinde meydana gelen degisimler Sekil 26° da

gosterilmektedir. T grubu bitkilerde CAT aktivitesinin kontrole goére 3. saatte % 87,50

oraninda, 6. saatte ise 5,8 kat arttigi saptandi. E grubu bitkilerde enzim aktivitesinin

kontrole gore 3. saatte % 22,50’ lik 6. saatte ise % 25’ lik azaldigi saptandi. TE grubu

bitkilerinde ise kontrole gore enzim aktivitesinde 3. saatte % 10 artis Saptanmasina karsin

bu artisin 6. saatte 3 katlik bir seviyeye ulastig1 saptandi.
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Sekil 26. CAT aktivitesinde meydana gelen degisim (iinite/mg protein). Degerler ortalama

+ standart hata olarak verilmistir. Ortalama degerler kendi icinde degerlendirilmis ve

sutunlar tizerinde bulunan farkli harfler arasinda istatistiksel olarak Oonemli fark vardir

(p<0,05).
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4.1.3.5. APX aktivite sonuclari

Arabidopsis bitkilerinin APX aktivitesinde meydana gelen degisimler Sekil 27° de
gosterilmektedir. T grubu bitkilerde APX aktivitesinde kontrole gore 3. saatte % 44,30’ luk
artig saptanmasina karsin 6. saatte % 72,49’ lik azalma meydana geldigi saptandi. E grubu
bitkilerin enzim aktivitesinde kontrole kiyasla 3. saatte % 69,51 lik, 6. saatte % 76,59 luk
artis oldugu saptandi. TE grubu bitkilerin enzim aktivitesinde 3. saatte % 85,57" lik, 6.
saatte % 67,21’ lik azalma oldugu saptandi.
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Sekil 27. APX aktivitesinde meydana gelen degisim ({inite/mg protein). Degerler ortalama
+ standart hata olarak verilmistir. Ortalama degerler kendi i¢inde degerlendirilmis ve
siitunlar tizerinde bulunan farkli harfler arasinda istatistiksel olarak onemli fark vardir

(p<0,05).
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4.1.4. Gen ifadesinde meydana gelen degisimler

Kuraklik, yiiksek tuzluluk ve soguk stresi gibi kosullarda ifade bulan bir¢ok genin,
hiicrelerin islevlerinin korunmasi sirasinda etkin bir seklide calistigi saptanmistir. Bu
calismada, COR6.6, COR78, RD29B, GOLS3, GST1, PR1 ve PDF1.2 genlerinin ifade
dizeyi incelendi. Calismada referans gen olarak AT4G26410 kullanilmistir. Bitki
govdelerinden yapilan RNA izolasyonu sonucunda Cizelge 12’ de belirtilen miktarlarda
toplam RNA izole edilmistir.

Cizelge 12. Bitki 6zltlerinden elde edilen RNA miktarlar

T E TE
Saat 0 3 6 3 6 3 6
po/pl 0,054 0,031 0,022 0,020 0,023 0,028 0,029

RT-PCR islemi i¢in RNA 6ziitleri, en diisiik konsantrasyon seviyesinde seyreltilir ve
2 ul RNA, cDNA sentezi igin kalip olarak kullanilir. Sentezlenen cDNA, her genin ifade
seviyesinin belirlenmesi i¢in kullanilmistir. Genlerin PCR Urlnlerine ait bant 151k

yogunluklar1 Sekil 28’ de gosterilmektedir.

T E TE
Kontrol 3 B 3 B 3 B

CORG.6
CORY8
RD298
PDF1.2
FR1
GST1

GOLS3
AT4G26410

Sekil 28. PCR sonucu genlere ait jel gorintileri.
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4.1.4.1. CORG6.6 gen ifade sonuclari

Arabidopsis bitkisinin T, E ve TE gruplarinda CORG6.6 gen ifadesinde meydana gelen
degisimler Sekil 29” da gosterilmektedir. T grubu bitkilerinde kontrole gére COR6.6 gen
ifadesinde 3. saatte % 37’ lik, 6 saatte % 23’ liik artis oldugu saptandi. E grubu bitkilerin
kontrole gore CORG6.6 gen ifadesinde 3. saatte % 8 azalma, 6. saatte ise % 22 artis oldugu
saptand1. TE grubu bitkilerin kontrole gore gen ifadesinde 3. saatte 2,8 katlik, 6. saatte 2,5
katlik artis oldugu saptandi.
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Sekil 29. CORG6.6 genine ait bagil gen ifadesinde meydana gelen degisim.
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4.1.4.2. COR78 gen ifade sonuclar:

Arabidopsis bitkisinin COR78 gen ifadesinde meydana gelen degisimler Sekil 30” da
gosterilmektedir. T grubu bitkilerin COR78 gen ifadesinde kontrole gore 3. saatte 23 kat, 6
saatte 33 Kkat artis oldugu saptandi. E grubu bitkilerde kontrole gore 3. saat gen ifadesinde
4.4 Kkat, 6. saatte ise yaklasik 26 kat artis oldugu saptandi. TE grubunda bu genin ifadesinde
3. saatte 41 kat, 6. saatte ise 38 kat artis oldugu saptandi.
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Sekil 30. COR78 genine ait bagil gen ifadesinde meydana gelen degisim.
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4.1.4.3. RD29B gen ifade sonuc¢lar:

Bu caligmada RD29B geninin bagil gen ifadesiyle ilgili olan degisimler Sekil 31° de

gosterilmektedir. T grubu bitkilerinde kontrole gére RD29B gen ifadesinde 3. saatte % 9

artis saptanmasina ragmen 6. saatte % 18 azalma saptandi. E grubu bitkilerinde kontrole

gore 3. saatte bu genin ifadesinde % 79’ lik azalma saptanirken 6. saatte % 19 artis

saptand1. TE grubu bitkilerin kontrole gore gen ifadesinde 3. saatte yaklasik 2,3 kat artis

saptanirken 6. saatte % 46 azalma saptandi.
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Sekil 31. RD29B genine ait bagil gen ifadesinde meydana gelen degisim.
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4.1.4.4. GOLSS3 gen ifade sonuclari

Bu etkilesim sirasinda GOLS3 gen ifadesinde meydana gelen degisimler Sekil 32° de
gosterilmektedir. T grubunda GOLS3 geninin ifadesinde 3. saatte % 38 artis saptanirken 6.
saatte 2,5 kat artis saptandi. E grubu bitkilerin gen ifadesinin kontrole gore 3. saatte 7,5
kat, 6. saatte 10,8 kat arttig1 saptandi. TE grubu bitkilerin gen ifadesinin kontrole gore 3.
saatte 7,8 kat, 6. saatte ise 15,7 kat artis oldugu saptandi.

GOLS3
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Sekil 32. GOLS3 genine ait bagil gen ifadesinde meydana gelen degisim.
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4.1.4.5. GST1 gen ifade sonuglari

Calismada GST1 geninin ifadesinde meydana gelen degisimler Sekil 33’ de
gosterilmektedir. T grubu bitkilerin kontrole kiyasla GST1 gen ifadesinde 3. saatte 3 kat 6.
saatte 2 kat arttig1 saptandi. E grubu bitkilerin kontrole kiyasla gen ifadesinde 17 kat, 6.
saatte % 86’ lik artis saptandi. TE grubu bitkilerin kontrole kiyasla 3. saatte gen ifadesinde
2,9 kat, 6. saatte 2,7 kat artig oldugu saptandi.
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Sekil 33. GST1 genine ait bagil gen ifadesinde meydana gelen degigim.
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4.1.4.6. PR1 gen ifade sonuclar:

PR1 geninin ifadesinde meydana gelen degisimler Sekil 34’ te gdsterilmektedir. T
grubu bitkilerin kontrole kiyasla gen ifadesinde 3. saatte % 79, 6. saatte % 85 azalma
oldugu saptandi. E grubu bitkilerin kontrole kiyasla ise gen ifadesinde 3. saatte % 48
azalma, 6. saatte ise % 70 artis oldugu saptandi. TE grubu bitkilerin kontrole kiyasla 3.

saatte gen ifadesinde % 2 artis saptanirken bu oranin 6. saatte % 41 oldugu saptandi.
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Sekil 34. PR1 genine ait bagil gen ifadesinde meydana gelen degisim.
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4.1.4.7. PDF1.2 gen ifade sonuclar:

PDF1.2 geninin ifadesinde meydana gelen degisimler Sekil 35” te gosterilmektedir.
Bu genin ifadesinin, T grubu bitkilerin kontrole gore 3. saatte 560 kat, 6. saatte ise 1064
kat arttig1 saptandi. E grubu bitkilerin gen ifadesinin kontrole gore 3. saatte 1187 kat, 6.
saatte ise 827 kat arttig1 saptandi. TE grubu bitkilerin gen ifadesinin kontrole kiyasla 3.
saatte 1319 kat, 6. saatte ise 1034 kat arttig1 saptandi.
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Sekil 35. PDF1.2 genine ait bagil gen ifadesinde meydana gelen degisim.
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4.1.5. Istatistiksel sonuclar

Arabidopsis-canavar otu-tuz etkilesiminde elde edilen fizyolojik ve biyokimyasal
verilerin (klorofil a, klorofil b, toplam klorofil, karotenoid ve MDA igerigi; SOD, POX,
GR, CAT ve APX aktivitelerinin) istatistiksel karsilastirmasi Cizelge 13’ de verilmektedir.

Rakamlar % 5 seviyesindeki F degerlerini temsil etmektedir (***p<0,001; **p<0,01,;

*p<0,1).

Cizelge 13. Tum verilerin, tek yonli varyans analiz (ANOVA) sonuglari

Incelenen parametre Ortalama kareler F degeri
Klorofil a 4,076 1,371
Klorofil b 15,33 1,459
Toplam Klorofil 39,348 3,768"
Karotenoid 0,0000056 2,874
MDA 171,60 31,636
SOD 3331578,93 61,7197
POX 4246,86 7,157
GR 54833,37 24,152
CAT 13,27 7,887
APX 99398103,73 69,907
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4.2. Tartisma

Duyarli oldugu bilinen tiitiin ve aycgicegi gibi bitki ¢esitlerinde iki bitkinin etkilesimi
sirasinda yapraklarda klorozis gorildiigii ancak yaprak sayisinda ise herhangi bir azalma
g6zlenmedigi belirtilmistir (Elzein ve Kroschel, 2003). Pigment igerigiyle ilgili saptanan
bulgular, 6zellikle TE grubunda enfeksiyonla belirmeye baslayan diisiisiin NaCl etkisiyle
siddetlendigini gostermektedir.

Arabidopsis bitkisine galisma sirasinda yapilan tiim uygulamalar sonucunda, kontrole
kiyasla uygulama gruplariin bitki pigment igeriginde zamana bagl olarak azalma oldugu,
ancak istatistiksel olarak en anlamli diisiisin, TE grubunun 6. saatinde gerc¢eklestigi
saptandi. Bu sonuglara gore Arabidopsis bitkisinin pigment igerigindeki azalmanin,
fotosistemlerin hiicresel diizeyde meydana gelen ROT’ in zararli etkisini engellemek igin
cevresel streslere karsi bir uyum mekanizmasi oldugu (Kranner ve ark., 2002) bilgisiyle

uyumludur.

Tuz stresi; fotosentez siirecinde bozulmaya, fotorespirasyonda artiga, hiicrelerin iyon
dengesinin degismesine ve ROT’ nin olusumunda artisa neden olur. Normal bitki
biiyiimesi sirasinda kloroplastta, mitokondride, peroksizomlarda ve apoplastta diisiik
miktarda olusan ROT’ i sinyal molekull olarak islev gorebildigi gibi bu molekiillerin
seviyesi arttik¢a hiicresel yapilarda toksik etki olusur (Blokhina ve ark., 2003; Miller ve
ark., 2010).

T, E ve TE gruplarinda Arabidopsis bitkisinin antioksidatif savunma sistemi
enzimlerindeki ve MDA igerigindeki degisimlere ait sonuglar Sekil 22-27° de
gosterilmektedir. Bu verilere gbére, T grubu bitkilerinde kontrol bitkilerine gore
Arabidopsis savunma sisteminin uyarildigi ve bunun sonucu olarak MDA igeriginde
anlamli seviyede azalma oldugu saptandi. E grubu bitkilerinde SOD, POX ve GR
aktivitesinde anlamli artis olmasina ragmen MDA miktarinda istatistiksel olarak anlamsiz
degisimler saptandi. TE grubu bitkilerinde, MDA miktar1 azalirken SOD, POX, GR ve
CAT aktivitesinde artis oldugu saptandi.

H,0O, {retiminin temel kaynaklarinin; fotorespirasyon sirasinda peroksizomlarda
glioksilat olusurken, kloroplast tilakoyit zarlarinda ve apoplastta O, radikalinin SOD ile
dismutasyonu sirasinda ve stromada askorbat-glutatyon dongiisii sirasinda oldugu
bilinmektedir (Miller ve ark., 2010). Fenton reaksiyonu sonucunda Uretilen OH' radikali
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gibi H,0;’ in de bitki membranlarinda lipit peroksidasyonuna neden oldugu bilinmektedir

(Noctor ve Foyer, 2009).

Onceki ¢alismalarda POX enziminin canavar otu bitkilerinin radikula ug¢ kisimlarinda
sentezlendigi ve olusan peroksidazlarin kokcilik ¢evresine salinarak konukgu bitkinin kok
hiicrelerinin hiicre duvarinin yapisim1 bozdugu saptanmistir. Bu sekilde parazit bitkinin,
konuk¢u kokiine yapismasi ve buradaki gelisimine olanak sagladigi belirtilmektedir
(Antonova ve Ter Borg, 1996; Gonzalez-Verdejo ve ark., 2006). Diger ¢alismalarda ise
konukcu bitkinin POX aktivitesinde ortaya ¢ikan azalisin o bitki i¢in duyarliligi, artisin ise
dayaniklilig: isaret ettigi de bilinmektedir (Goldwasser ve ark., 1999; Castillejo ve ark.,
2004; Levine, 2004; Pérez-de-Luque ve ark., 2005; Demirbas ve Acar, 2008). Bu
calismanin E ve TE gruplarinda meydana gelen SOD, POX, CAT ve GR enzim
aktivitelerindeki artis, yapisma sonrasinda konukgu koklerinde olusan H,O5’ in detoksifiye

edilmeye c¢alisildigini diistindiirmektedir.

Bitkilerin normal biiyliime kosullar1 dahil birgok ¢evresel baskinin olustugu durumda,
molekiiler oksijenin kismen indirgenmesi sonucu ROT olusmaktadir (Scandalios, 1997).
Bu calismada, olusan ROT’un temizlenmesinde SOD, POX, GR ve CAT enzimlerinin
etkili olduklar1 saptanmistir. Bu siirecte Arabidopsis bitkisinde en az 152 genin etkilesim
icinde oldugu bilinmektedir (Heidarvand ve Amiri, 2010). Bunlardan GST1 geninin ise
oksidatif stresin bir indikatorii oldugu bilinmektedir (Vieria Dos Santos ve ark., 2003b). T
ve E grubu Arabidopsis bitkilerinde GST1 geninin ifadesi kontrol bitkilere kiyasla 3. saatte
artmasina ragmen 6. saatte azalmistir. Ancak TE grubu bitkilerde ise GST1 gen

ifadesindeki artis 6. saate kadar korunmustur.

Bu ¢alismada arastirilan COR78, COR6.6, GOLS3 ve RD29B genlerinin ifadesinde
meydana gelen degisimler, E ve TE gruplarinda yapilan uygulamalar icin ilk kez
calisilmistir. Elde edilen sonuglar, tim gruplarda Arabidopsis bitkilerinde RD29B disinda
COR78, COR6.6 ve GOLS3 genlerinin ifadesinde zamana bagl olarak artis meydana
geldigini gostermektedir. RD29B geninin E grubunun 6. saati ile TE grubunda 3. saatte
yiiksek seviyede ifade bulmasina karsin diger 6rnekleme zamanlarinda bu genin etkili bir
sekilde uyarilmadigi saptanmistir. Bu sonuclar, enfeksiyon sirecinde ve enfekte bitkilere
yapilan NaCl wuygulamasi sonrasinda hidrofilik proteinler ve ozmoprotektan

oligosakkaritlerin sentezlendigi (Horvath ve ark., 1993), ayn1 zamanda biyotik ve abiyotik
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stres kosullar1 altinda galaktinol ve rafinoz gibi sekerlerin birikiminde galaktinol sentazin

da (Nishizawa ve ark., 2008) gorevi olduguna isaret etmektedir.

PDF1.2 geninin etilen ve JA yamt geni oldugu (Penninckx ve ark., 1998)
bilinmektedir. T grubunda bu genin ifadesinde artis oldugu saptanmistir. Buna zit olarak
Taji ve ark., (2004) ise Arabidopsis bitkisinin Col. ekotipiyle yaptiklari arastirmada,
bitkilere 250 mM NaCl uygulamasmmin PDF1.2 geninin ifadesini baskiladigim
saptamiglardir. E grubundaki gen ifadesindeki artis ise Vieira Dos Santos ve ark. (2003b)’
nin ¢alismasiyla benzerlik gostermektedir. TE grubu bitkilerin gen ifadesindeki artig bu
calismayla ilk kez ortaya konmaktadir. TE grubu bitkilerin gen ifadesinde meydana gelen
artis, tuz ve enfeksiyonun bu genin uyarilmasina neden oldugunun bir gostergesidir.
Bitkilerin bakteri ve mantar gibi patojenlere karsi korunmasinda, JA yolaginin PDF1.2
genin uyarilmasiyla tetiklendigi (Edreva, 2005) bilinmektedir. Bu baglamda, Arabidopsis
bitkilerinde gergeklestirilen uygulamalarin, JA’ e b g&li savunma yolaginin kullanimini
tetikledigi akla gelmektedir.

PR1 genin domates ve titin (Niderman ve ark., 1995) gibi konukcu bircok bitkide
antifungal 0Ozellik gostererek bitkiyi mantarlara karst korudugu belirtilmektedir. Bu
calismada tuz uygulamasinin PR1 geninin ifadesini baskiladigi, E ve TE gruplarinda 6.
saatte ifade seviyesinde kontrole goére artis oldugu saptandi. Bu sonuclar, enfeksiyon
stirecinde PR1 genini ifade oldugu Joel ve Portinoy (1998), Westwood ve ark. (1998) ile
Leon-Reyes ve ark. (2010) ¢alismalariyla uyumludur.
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BOLUMS
SONUCLAR VE ONERILER

Cevresel baskilar ve niifus artisinin hizli bir sekilde devam ettigi diinyamizda, parazit
bitkilerin tarim iirlinlerinde neden oldugu verim kayiplar1 her gegen giin 6nemini giderek
arttirmaktadir. Tuz ise basli basina biiyiik bir sorun olarak tarimsal verimi sinirlandiran
kiresel bir sorundur (Munns ve Tester, 2008). Bitki arastirmalarinda model bir organizma
olarak kullanilan Arabidopsis bitkisinde tuz ve enfeksiyona bagl stres etkileri bu

arastirmayla ilk defa birlikte ortaya konmaktadir.

Arabidopsis bitkisine P. ramosa enfeksiyonu baglangicinda olusan oksidatif hasarin,
antioksidan enzimlerden 06zellikle SOD, POX ve GR enzimleri sayesinde giderilmeye

calisildigr saptanmustir.

P. ramosa enfeksiyonu sirecindeki Arabidopsis bitkilerine yapilan 100 mM NaCl
uygulamasinin tek basina yapilan tuz uygulamasina paralel sekilde antioksidan enzimlerin

aktivitesini (APX harig) arttirdig1 saptanmustir.

GST1 geninin kontrol bitkilerine kiyasla ifadesinde meydana gelen artis, bitkilerin

oksidatif strese maruz kaldiginin bir gostergesi olarak degerlendirilebilir.

PDF1.2 geninin ifadesinde meydana gelen artis, bu genin NaCl, enfeksiyon ve
enfeksiyonla birlikte NaCl uygulamasinin, etilen ve JA yolagina bagl savunma sistemini

uyardigina isaret ediyor olabilir.

Bu calismada incelenen genlerden COR78, CORG6.6, GOLS3 ve RD29B bu etkilesim
icin ilk kez calisilmig olmaktadir.

COR78 geninin her uygulamada uyarilmig olmasi, bitkinin su stresine girmis
oldugunu ve gen ifadesinde meydana gelen artis ile bu stresi tolere etmeye calistiginin bir

gostergesi olarak kabul edilebilir.

Bu arastirmada elde edilen sonuglarin, parazit bitkilerin konukgular1 ile olan
etkilesiminin aydimnlatilmasina ve parazit bitkilerin kontroliine katki saglayacagi

diistiniilmektedir.

A. thaliana ekotip Ws. ile P. ramosa arasindaki etkilesimin daha kapsamli olarak ve

tuz stresinin yaninda farkli stres faktorlerinin de etkilerinin anlasilmasi i¢in; mikrodizi
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analiz yontemi kullanilarak Ozellikle antioksidan enzimleri kodlayan genlerin ifadesinde

meydana gelen degisimler ile bu etkilesimde daha fazla sayida genin ne sekilde

uyarildigina doniik daha genis ¢apl bir ¢alisma yapilabilir.
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