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oz

Onemli bir katabolik olay olan otofaji bitkilerin gelisim siireclerinde ve
biyotik/abiyotik ~ strese  verdigi tepki sonucunda istenmeyen/hasarli
yapilarin/molekillerin sitoplazmik icerikle beraber vakuollerin igine alinarak litik
enzimlerle pargalanmasi ve nihayet sitoplazmanin tasfiyesiyle hiicre o6limu
olayidir. Otofaji konukcu-patojen interaksiyonlarinda bitki immdnitesinin
dizenlenmesinde bircok 6nemli role sahiptir. Patojen organizmalarin yagam
stratejilerine gore bitkilerde otofaji yoluyla hipersensitif reaksiyon (HR) olimleri
ya baskilanmakta ya da tesvik edilmektedir. Aslinda otofaji bitki hucrelerinin
biyotik faktdrlere karsi kendini korumak ve homeostazi stabil tutmak amaciyla
patojenleri veya patojene ait yapilari ortadan kaldirmak suretiyle yeni bir
adaptasyon yolu olarak da dusunulebilir. HR hicre o6luimlerinde otofajinin
molekiler mekanizmasi kesin olarak bilinmese de, otofajiye dahil olan proteolitik
enzimlerin HR hiicre o6lumlerini desteklemesi nedeniyle, bitki ETI (Effector-
Triggered Immunity) immun sistemin bilesenlerinden olan HR programli hiicre
0lum kapsaminda ele alinmaktadir. Otofaji bitki immunitesinde anti-patojenik
yeni bir sistem olmaya aday dogal bir hiicresel prosestir. Yeni ¢alismalar, bitki
immunitesinde HR-PCD (HR-Programmed Cell Death) sirecinde hicre
yikiminin otofajiyle baglantili oldugunu dusundirmektedir. Bu derleme otofajik
sistem aginin bitki immunitesiyle koreleli oldugunu drneklerle agiklamaktadir.

ABSTRACT

Autophagy, a major catabolic reaction, is cell death by lysis of undesirable/
damaged structures/molecules with some cytoplasmic contents engulfed by
vacuoles and result finally in degredation of whole cytoplasm as a part of
developmentel processes and to respond biotic/abiotic stresses for
homeostasis. Autophagy has multifunctional significant roles in regulation of
plant immunity during host-pathogen interactions. Hypersensitive reaction (HR)
deaths caused by autophagy can either inhibited or induced depending on life
strategies of the pathogen organisms. In fact, autophagy can be considered as
a kind of any adaptation way ridding of pathogenes or a section of pathogen
properties to maintain the cell itself and for stability of cellular homeostasis
versus biotic factors. Although molecular mechanisms of autophagy in HR cell
death is unknown, HR that is considered as ETI (Effector-Triggered Immunity)
defense from tiered of plant immune system is involved in programmed cell
death due to encouraged HR cell death of proteolytic enzymes in autophagy. As
a candidate to be novel antipathogenic system in plant immunity, autophagy is
already naturally available cellular process. Recent evidences suggest that cell
degradation during HR-PCD (HR-Programmed Cell Death) in plant immunity is
linked to autophagy process. This review explains with examples that the
autophagic system network is correlated with plant immunity.
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GiRIiS

Canlilar aleminin c¢esitli subelerinde gorilen programli hiicre 6lumu, organizmalarin hayatta
kalmak icin ya 6zel hiicre/doku geligsimlerinin bir pargasi olarak ya da genetik sebepler ve
biyotik/abiyotik stresler nedeniyle zarar go6ren, yaslanan hiicre-doku-organ-herhangi bir yapiyi
uzaklastirmak amaciyla 6lum ile yasam arasinda karar vermek zorunda oldugu 6nemli bir sirectir.
Hucre intihari olarak da bilinen programl hiicre 6lim sireci, cok hiicreli organizmalarda genetik olarak
kontrol edilen i¢csel bir mekanizmadir (Latrasse et al., 2016). Cesitli PCD tipleri, hayvanlarda hasarli
hicreleri elemine etmede 6nemli rollere sahip olan apoptozisten, ¢ok-hiicreli canli topluluklarindaki
hiicreye-6zerk nekrozise ve fungal heterokaryon uyumsuziugu da dahil (HI; Heterokaryon
Incompatibility) genis canh topluluklarinda goértulmektedir (Paoletti, 2016; Daskalov et al., 2017;
Goncalves et al., 2017; Nirmala & Lopus, 2020). Programli hiicre 6lim yollarinin mekanizmasi, 6l
hicre morfolojisi ve meydana gelen biyolojik hasarlar canh alemlerinde o6nemli farklihklar
gOstermektedir. Buna ragmen o©karyotik PCD ile ilgili proteinlerin domain bélgelerindeki evrimsel
yonden benzerlik dikkate deger bir sonugtur (Paoletti & Clavé, 2007; Bernoux et al., 2011; Williams et
al., 2014; Hauenstein et al., 2015; Daskalov et al., 2016; Urbach & Ausubel, 2017; Ve et al., 2017;
Zhang et al., 2017; Nanson et al., 2019).

Genis kapsamli bir fenomen olan HR, kisaca bitkilerin buyuk c¢ogunda bulunan, hastalik
dayaniklih@iyla ilgili olan ve patojenin penetrasyon noktasinda meydana gelen hizli ve lokal hiicre
olumaduar (Balint-Kurti, 2019). Bu nedenle HR o&lumleri bir immin strateji olarak kabul edilse de
infeksiyon noktasindan uzak bélgelerdeki sistemik reaksiyonlari (SAR: sistemik kazaniimis dayaniklilik
drnegindeki gibi) da aktifleyebilmesinden dolayi infeksiyon noktasindaki lokal savunma tepkimelerinden
genetik olarak farkhdir (Pitsili et al., 2020). Bitkilerde HR-otofaji baglantisini ilk kez rapor eden Liu et al.
(2005), otofajik gen ATG ortologu olan BECLIN1 ile yaptigi calismada otofaji geni mutant bitki
varyetelerinde patojen infeksiyonuna karsi HR-PCD’nin de sinirlandigini ortaya koymustur. Bitkilerde
hipersensitif reaksiyon Uzerinde bir asiri askin streden beri galisiimasina ragmen, HR'yi diizenleyen
molekiler mekanizmalar hentiz tam olarak ortaya c¢ikarilamamis (Salguero-Linares & Coll, 2019),
hemde bitki immunite kapsaminda HR-6limdyle ilgili otofajinin molekiler mekanizmasi da henliz netlik
kazanmamistir. Ancak otofajinin fizyolojisiyle ilgili bircok sonuclar gostermektedir ki, otofajide yer alan
proteolitik enzimlerin HR 6lumlerini tegvik etmesinden dolay: bitkilerde ETI imminite kapsaminda ele
alinan HR otofajik bir olay olup programli bir hiicre élim seklidir (Minina et al., 2014; Wu et al., 2014;
Bozhkov, 2018). Sunulan derlemede, bitki hastalik gelisiminde ve patojenle tegvik edilen otolitik
olmayan PCD ile baglantili HR tepkimeyi kontrol eden genel mekanizmalarin fizyolojisi son gelismelerle
ele alinmistir.

Hicre 6lum gesitleri

Morfolojik degisimlerle makroskobik olarak ortaya g¢ikan hicre élimlerine ait isimlendirmeler
hayvanlarda morfolojik, biyokimyasal ve fonksiyonel bir perspektiften ele alinarak 12 cesit programli
hiicre 6lim modalitesi tanimi yapilmistir (Galluzzi et al., 2018). Ol hiicreler ile bunlarin pargalarinin
atik oldugu morfotiplerin atilma mekanizmalarina gére hayvansal hiicre o6lumu U¢ farkh sinifta
incelenmektedir; 1) apoptozis, 2) otofaji, 3) nekrozis (Galluzzi et al., 2018). Buna gore apoptozis;
sitoplazmada buzilme-gekilmeler, kromatinde yogunlasma-kiimelesme (piknozis), niiklear parcalanma
(karyoreksis), plazma membraninda kabarciklanma, kiiguk yeni vezikillerin olusumuyla sonucglanan ki,
bunlar genellikle apoptotik cisimcikler olup bu cisimciklerin fagositik aktiviteli komsu hucreler tarafindan
alinarak lizozomlar icinde parcalanmasiyla sonuglanir, otofaji; sitoplazmada buyuk vakuol benzeri
yapilarin olusmasi ve fagositik olarak lizozomal parcalanmayla sonuglanir, nekrozis ise yukarda
aciklanan diger iki 6lum tipinin belirleyici 6zelliklerini gdstermeyen, fagositik ve lizozomal aktivite
olmaksizin hicre atiklarinin uzaklastiriimasiyla ortaya c¢ikar (Sekil 1).
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Sekil 1. Hiicre-ici veya -disi uyari lizerine gelisen dkaryotik hiicre 6lim sekilleri (hayvan hicreleri esas alinmistir).

Figure 1. Eukaryotic cell death types upon inter-cellular or intra-cellular stimulus (based on animal cells).

Okaryotik programli hiicre 6liimleri arasindaki farklar

PCD siniflandiriimasi asagidaki aciklamalarda gorilecegi gibi genellikle sitolojik degisimlere dayali
morfo-degisimlerdir. Hayvanlarda en iyi bilinen programli 6lim modaliteleri, apoptozis, nekroptozis,
piroptozis ve benzerleri olup, apoptozis hiicrenin normal gelisiminde anomali veya hasarli DNA tespit
edildigi zaman i¢/dis sinyal molekdlleriyle i¢csel yollardan aktif hale gecerken nekroptozis hiicre disi
faktorlere bagli hasarlar nedeniyle gelisen kontrolsiiz hiicre 6lum seklidir ve patojen istilasi sirasinda
apoptozisin engellendigi durumlarda patojenlere kargi gelisen sekonder 6lumddr, piroptozis ise infektiyoz
organizmalara karsi gelisen primer bir hiicre tepkisidir ve immun sistem araciligiyla harekete gecer (Frank
& Vince, 2019).

Hayvan hicrelerine kiyasla bitki hicrelerinin yapisi ve organizasyonlar farkli oldugu icin PCD
surecide farkli 6zelliklere sahiptir. Hayvanlarda morfolojik kritelere gore yukarda agiklanan u¢ temel 6lim
mekanizmasindan apoptozis, bitkiler i¢in uygun degildir ¢unki bitkilerde dolagimda fagositik hucreler
yoktur. Ancak bitkilerde otofaji benzeri vakuolar hiicre oélumleri ile nekrozis modelleri hayvan hiicrelerine
benzerlik gdstermektedir (van Doorn et al., 2011). Yine bitki ETI-immuniteyle ilgili HR tipi hiicre élimd,
hayvanlardaki nekroptrosis ve piroptosisle karsilastirildiginda 6lim sekli morfolojik, molekiler ve
mekanizmalar benzerligi géstermektedir (Coll et al., 2011).

Bitki PCD siniflandirilmasi ve kriterleri

Programli hiicre 6lim sureci ilk olarak bitkilerde tanimlanmasina ragmen bitkilerde PCD olaylarinin
molekiler mekanizmasi, hayvansal organizmalara gére daha az bilinmektedir (Locato & Gara, 2018). van
Doorn (2011), bitkilerdeki PCD siniflandiriimasini detayli olarak rapor etmis ve bitkilerde programli hiicre
olumlerinin tanimlanmis kriterlerden ziyade belirleyici morfolojik kriterlere gore siniflandirmanin daha
dogru oldugunu bildirmistir. Buna gore in situ’da bitki-PCD iki ana sinifta ele alinir;

1) otolitik PCD
1a) 6zel hucre tipine bagh PCD
1b) bitki veya organ yaglanmasina baglh PCD
1c) abiyotik streslere bagh PCD
2) otolitik olmayan PCD
2a) Biyotik faktorlere bagh PCD
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1) Otolitik PCD: Tonoplastlarda yirtiimalarin meydana gelmesinden sonra biitiin sitoplazmanin ve
bazen de hiicre duvarinin buyitk bir kisminin hizla tasfiye edilmesiyle meydana gelen hiicre éliumi
otolitik-PCD’nin tipik &zelligidir, bitkilerin normal gelisim sirecinde ve abiyotik stresle ortaya ¢gikmaktadir
(van Doorn, 2011; Valandro et al.,, 2020). Vakuol membranlari yirtiinca sitoplazmaya salinan litik
enzimler hiicrenin igerigini kimyasal olarak pargalayarak mekanik yikimlara neden olmaktadir (Bozhkov,
2018). Bu tarz nekrotik hiicre olumleri hayvansal hicrelerle kiyaslanirsa otofajiye benzerlik
gostermektedir. Kalsiyum iyonlarinin hiicreye giris-¢ikis akiginda degisim, reaktif oksijen turlerinin (ROS)
birikimi, sitoplazmanin asitlesmesi, DNA pargalanmasi, mitojenle-aktiflenen protein kinazlarin (MAPK;
Mitogen-Activated Protein Kinases) tetiklenmesi gibi c¢esitli hicresel sinyaller PCD’lerinin tesvik
edilmesinde rol oynamaktadirlar (van Durme & Nowack, 2016).

Uc kategoride incelenen otolitk PCD’den birincisi angiospermlerde normal bitki gelisim sirecinde
kacinilmaz olup ksilem hucreleri, anter tapetum hucreleri ve kok u¢ hucreleri gibi 6zel hucre tiplerinin
farklilagsma programi sonucunda hcre tiriine 6zgi tesvik edilmektedir (Plackett et al., 2011; Bollhéner et
al., 2012; Fendrych et al., 2014; van Hautegem et al., 2015). ikincisi yasam doéngiisiinii tamamlayacak
olan bitkilerde ya bitin bitki diizeyinde veya dokularda organ yaslanmasina bagli-tesvik edilen otolitik
PCD'dir (Thomas, 2013; van Hautegem et al., 2015). Uglincisi ise asiri UV-radyasyon, Isi ve I1sik stresi,
kuraklik, tuz stresi, ozon, herbisit vb maddelerin yarattigi kirlilik, yiksek miktarlarda agir metaller gibi
abiyotik stresler de otolitik PCD’ne neden olmaktadir (Petrov et al., 2015).

2) Otolitik olmayan PCD: Otolitik olmayan PCD ise cevresel faktdrlere bagl biyotik olarak gelisen
PCD seklidir ve patojenle tesvik edilen lokal hiicre 6limleri ya da HR tepkimeleri kapsamaktadir (Wu et
al., 2014). Bitki-patojen interaksiyonlari sirasinda meydana gelen otolitik olmayan-PCD’inde bitki
hiicresinde tonoplast yirtiimalari olmakla beraber sitoplazma hemen tasfiye olmamakta ve vakuol benzeri
olusumlar artmaktadir (van Doorn, 2011). Otolitik PCD ve otolitik olmayan PCD tiplerinin morfolojik olarak
hem benzerlikleri hemde farkliliklari vardir. Otolitik PCD’leri vakuolar hiicre olumleriyle karakterize
edilirken, otolitik olmayan PCD’de ise hem nekrozis hem de vakuolar olusumlar gibi 6zellikler ortaya
¢ikmaktadir (van Doorn et al., 2011).

Bitkilerde PCD

Hayvan hicrelerinde bulunan PCD-ilgili genler veya homologlari bitki genomunda mevcut degildir
(van Doorn, 2011). Bitkilerde programli hiicre 6lumu, hem bitki gelisiminin ayrilmaz bir pargasi olarak,
hem de biyotik/abiyotik cevresel faktorlere tepkime reaksiyonu olarak meydana gelmektedir (Latrasse et
al., 2016). Bitkilerde PCD genel olarak hipersensitif reaksiyonla 6zdes olarak kullaniimakta, bazen
bitkilerdeki HR tepkimesi memelilerdeki apoptozis yerine sinirh bir kapsamda kullanilirken bazen de HR
sinir ¢izilmeden genel olarak PCD yerine kullaniimaktadir. van Doorn (2011), bitkileri memeli hicre
Olumleriyle kiyaslayarak, bitki HR tepkimelerini otofaji ve nekrotik hiicre dlumleri icine dahil etmistir.
Bitkilerde apoptozis memelilerden oldukca farklidir ve otofajiye en yakin form ise hipersensitif
reaksiyondur (van Doorn, 2011). Bitki hiicrelerinde ne apoptotik cisimcikler ne de fagositoza benzer
aktivite bulunmamaktadir, otofaji ise sadece otofaji morfolojisiyle ilgilidir (van Doorn, 2011).

Bitki PCD’de otofajinin roli

Ele alinan makalede otofaji kelimesi bicimsel olarak hayvansal organizmalarda kullanilan anlamdan
ziyade, tanisi yapilan morfolojik kriterlere uygunluk icinde “vakuolar hiicre o6lumleri’ni kapsayici sekilde
kullaniimistir.

Okaryotik organizmalarin biyotik/abiyotik strese adaptasyonunda 6nemli rollere sahip olan otofaji,
onemli bir katabolik olaydir. Evrensel bir mekanizma olan otofaji, hucrenin “kendi-kendini yemesi”
anlamindadir ve hasarli/toksik atiklari ayristirarak uzaklastirir béylece stres déneminde ya da hicrenin
gelisim strecinde hicreye geri-doniisimle besin maddesi de saglanmis olur (Li & Vierstra, 2012; Liu &
Bassham, 2012). Bitkilerde ki otofajiye ait U¢ ¢esit mekanizma tanimlanmigtir (van Doorn & Papini, 2013); a)
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mikrootofaji, atik materyal bir miktar sitoplazmik icerikle beraber dnce vakuol membraniyla gepecgevre
sarilarak vakuol icine alinir ve burada vakuol hidrolazlariyla ayristirilir. b) makrootofaji, sitoplazmada
gerceklesen cift membranh organellerde ayristirma islemi olup vakoulden ayri olarak olugsan kiguk tubdil
yapilar (endoplazmik retikuluma benzeyen) cift membranli ve litik enzimlere sahiptir. Atk materyal
sitoplazmanin bir kismiyla beraber tibuler yapinin igine alinir, ardindan litik enzimlerle ayristirigtirilir. Bu
tubdler yapilar giderek genisler ve vakoul benzeri yapiya donusur. ¢) megaotofaji bitkilerde gorilen
PCD’nin son asamasidir ve tonoplastlarin yirtiimasiyla sitoplazmaya gecen vakuolar hidrolazlar yardimiyla
butun sitoplazma tasviye edilir.

Otofaji biyolojik kapsama bagli olarak bitkilerde hiicre élumlerini baglatan, baskilayan, duzenleyen
Ozelliklere sahip olup, patojen infeksiyonuyla gelisen lokal hipersensitif tepkiyle ilgili hiicre &limlerinin
baslaticisi, terminal olarak farklilasmis hicrelerde ise vakuolar hiicre 6lumlerinin sorumlusu ve yikici
nekrozlarin 6nleyicisi, ayrica homeostatik ve yaslanma karsiti gorevleriyle de otofajinin hiicre dlimlerindeki
rolleri analizi karmasik hale getirmektedir (Minina et al., 2014).

Bitki immunitesinde programli hiicre 6limleri ve kontroli

PCD her zaman bitkinin yarar saglayacagi bir mekanizma olmayabilir. Kontrollii PCD 6lim sekli
olan hipersensitif tepkinin aktiflenmesi biyotrof patojenlerin gelisimini sinirlar (Dickman & Figueiredo,
2013; Faris & Friesen, 2020). Cunki biyotrof patojenler saglkli konukgu bitkiyi infekte ederek canli
hicreleri éldirmeden besin tedarik ederler, konukgunun immun sistemini kontrol altina almaya c¢aligirlar
(Giraldo & Valent, 2013). Nekrotrofik patojenlerse saglikli konukgu bitkiyi infekte ederek canli
hicreleri/dokulari éldururler ve besinlerini 6li materyalden temin ederler (Schulmeyer & Yahr, 2017). Bu
nedenle HR tepkime nekrotrofik patojenlerin gelisimini tesvik edebilir (Dickman & Figueiredo, 2013; Faris
& Friesen, 2020). Hemibiyotroflar da biyotroflara benzer sekilde infeksiyonun baslangicinda canli
hicreleri/dokulari 6ldirmeden infekte ederler ve infeksiyon bolgesine tamamen yerlestikten sonra
nekrotrofik faza gecerler (Schulmeyer & Yahr, 2017).

Biyotrofik ve hemibiyotrofik patojenlerin HR'yi tesvik etmesiyle ilgili bircok ¢alismalar bulunmaktadir
(Bai et al.,, 2012; Liu et al., 2012; Chang et al., 2016). Biyotrofik ve hemibiotrofik patojenlere karsi
konukcu da gelisen HR tipi hticre dlumleri, nekrotroflarin toksinleriyle mi veya bitkinin PCD genleriyle mi
gelismekte oldugu halen net olarak bilinmemektedir. Ancak nekrotrofik lezyonlar nekrotrofik patojenlerle
PCD'nin aktif olarak kullanilmasi sonucunda gelistigi rapor edilmistir (Kabbage et al., 2013). Bu grupta yer
alan patojenlerin urettigi toksinler ve efektor proteinler bitki PCD’ni tesvik etmektedir (Mengiste, 2012).
Nekrotrofik patojenler salgiladiklari toksinler ve litik enzimlerle konukgu bitki hiuicrelerinde 6lime neden
olsa da bu konuda yapilan c¢alismalar nekrotrofik patojenlerin infekte ettigi hicreler de pasif 6lumin
gerceklesmedigini gostermektedir (Zhou, 2016). Yani nekrotrofikler, bitkilerde PCD'yi tesvik ederek
nekrotik lezyonlar olusmaktadir.

Bitkilerde PCD’nin diizenlenmesi

Bitkilerde biyotik bir isaret algilaninca PCD’nin baglamasi ve olayin yiratilmesinden sorumlu bir ag
mekanizmasinin olmasi beklenir. Bu sinyalizasyon ag sistem duzenleyicilerinin ya genlerin ifade edilmesi
ya da transkripsiyonel/translasyonel diizenlemeyle calistigi varsayilabilir. Bitki PCD’nin 6én hazirligindan
sorumlu dizenleyiciler 2 grupta degerlendirilebilir; 1) enzim aracili faktérler (proteazlar ve nikleazlar) 2)
transkripsiyon faktorleri.

1) Enzim Aracili Faktorler (proteazlar ve nukleazlar); HR hiicre élimlerinde énemli rollere sahip
olan proteaz grubuna dahil 3 grup enzim mevcut olup bunlar sistein proteazlar (papain-benzeri sistein
proteazlar (PLCP), vakuolar prosesleme enzimleri (VPE), metakaspazlar), treonin proteazlar (ubikutin-
proteozomal sistem) ve serin proteazlar (subtilazlar olup iki érnek mevcuttur, bunlar da saspaz ve
fitaspaz)’dir (Salguero-Linares & Coll, 2019). Bu enzimlerde asagida érneklendigi sekilde patojene ve
bitki tiriine bagh olarak vakuol/sitoplazma/apoplastik boslukta bulunmaktadir. Bitki temel immunitesinde
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eksojen bir patojen bitki huicresiyle ilk 6nce apoplastik bosluklarda karsilastigi icin genellikle HR’ye dahil
olan proteaz grubu enzimler genel olarak apoplastik bosluklarda bulunmaktadir ve HR 6lime aracilik
etmektedir (Misas-Villamil et al., 2013; Misas-Villamil et al., 2016; Balakireva & Zamyatnin, 2018).

Sistein Proteazlar (VPE’ler); VPE'ler genel bir HR diizenleyicisi degildir (Salguero-Linares & Coll,
2019). Bir sistein proteaz grubundan olan VPE grubu enzimler, bitki vakuollerinde bulunan proteinlerin
olgunlasmasi ve aktiflenmesinden sorumludur (Hatsugai et al., 2015). Hizli ve lokal hiicre 6lim sekli olan
HR 6limlerinde vakuollerin bozulmasiyla meydana gelen tonoplast yirtiimalari hidrolitik enzimleri agiga
cikarmakta ve hicre dlimlerine yardim etmektedir. Vakuollerde lokalize olan VPE'ler protein onculleri
olarak sentezlenmekte ve otokatalitik olarak aktif forma gecerek vakuol ¢okintiisiine neden olmaktadir
(Hatsugai et al., 2015). Soru “kendi-kendini aktifleme (otokatilize) nasil kontrol edilmektedir” yani “geri-
bildirim (feed-back) mekanizmasiyla mi ¢alismaktadir, geri-bildirim nasil ¢calismaktadir” gibi sorular cevap
beklemektedir. Nekrotrofik fungus Fusarium moniliforme’nin misir bitkisinde Urettidi toksin fumonisin B1
ve bakteriyel elisitor harpin ile tesvik edilen HR-benzeri hiuicre dlumlerinde VPE'lere ihtiya¢ duyulmakla
beraber, fungal nepl ve oomycetes boehmerin elisitdrleri ile HR-benzeri élimlerde VPE aktivitesi gerekli
degildir (Kuroyanagi et al., 2005; Zhang et al., 2010). Soru “genel bir mekanizma olmayan VPE'ler hangi
grup patojene ait sistemdir”?.

Sistein Proteazlar (PLCP’ler); Zimojen olarak sentezlenen PLCP, apoplastlarda, vakuollerde ve
lizozomlarda bulunur ve apoplastik bosluga salgilaninca aktif hale gecerler (Zamyatnin, 2015; Salguero-
Linares & Coll, 2019). PLCP grubunda yer alan cathepsin B olmadiginda bitki-HR tepki de zarar
gormektedir (Salguero-Linares & Coll, 2019).

Sistein Proteazlar (Metakaspazlar MC); MC enzimleriyle ilgili sonugclar bitkilerde genellikle MC tekli
geni kullanilarak elde edilmis olup bitin metakaspazlari kapsayici ve karsilastirmali calismalar yoktur.
Hicresel lokalizasyonlari da fonksiyonlari da halen c¢alisiimaktadir. Hayvansal hiicre apoptozisinin
dizenlenmesinden sorumlu olan Kkilit konumundaki enzimler proteaz enzim ailesinden olan kaspaz
(caspase)’lardir (Kumar et al., 1992; Yuan et al., 1993; Kumar et al., 1994; Salvesen et al., 2016; Ramirez &
Salvesen, 2018; Grilo & Mantalaris, 2019). Bitkilerde, funguslarda ve protozoanlarda PCD icin kaspazlar
bulunmayip kaspaz-benzeri proteazlar (veya metakaspazlar) benzer gorevleri Ustlenmiglerdir (Baskett,
2012; Lord & Gunawardena, 2012). Bitki metakaspaz enzimleri gesitli ¢cevresel biyotik/abiyotik faktorlere
tepki gelistirmede 6nemli roller Ustlenmislerdir (Ahmad et al., 2012; Zhang et al., 2013; Coll et al., 2014;
Wang & Zhang 2014; Balakireva et al., 2018; Yao et al., 2020). Bitkilerde yapisal diizen ve amino asit motif
desenine gore iki tip metakaspaz geni bulunur; tip | metaspazlar (AtMC1-AtMC3) ve tip Il metakaspazlar
(AtMCA4-AtMC9)’'dir (Balakireva & Zamyatnin, 2018). Arabidopsis’te tip | metakaspazlardan AtMC1 ve
AtMC2 genleri HR-hlicre 6lumini antagonistik olarak kontrol eder. AtMC1 hicre dlimlerinde pozitif
regllator olarak calisirken AtMC?2 ise negatif regulatdr olarak calismaktadir (Coll et al, 2010). Tip Il
metakaspazlardan AtMC4 biyotik ve abiyotik strese bagll hiicre dlumlerinin pozitif diizenleyicisi (Watanabe
& Lam, 2011), AtMC8 geni UV ve H,0, ile tegvik edilen hicre 6limlerinde ihtiya¢ duyulmakta (He et al.,
2008), AtMC9 geni de iletim demetleri hiicre oliimlerinde islevseldir (Bollhéner et al., 2013; Tsiatsiani et al.,
2013). Cesitli bitkilerde PCD'de 6nemli fonksiyonlara sahip olan metakaspazlardan bazilari; bugdayda
Puccinia striiformis f. sp. tritici fugusuyla tesvik edilen hiicre dlimlerinde TaMCA4 geni ¢alismaktadir (Wang
et al., 2012), biber metakaspaz geni Camc9 bitki savunma genlerinin ifade edilmesinde ve reaktif oksijen
turleri (ROS: Reactive Oxygen Species) Uretimiyle diizenlenen patojenle tetiklenen hiicre élimlerinin pozitif
dizenleyicisi (Kim et al., 2013), Norve¢ ¢ali bitkisinde mcll-Pa geni ise hem vakuolar hiicre 6lumlerinin
ilerlemesi hem de nekrozisin baskilanmasindan sorumludur (Minina et al., 2013). Bitki metakaspaz enzimleri
hayvansal kaspazlarla fonksiyonel benzerlige sahip olup evrimsel olarak uzak akraba baglantilidir ve
substrat 6zgulligi farkhdir (Sueldo & van der Hoorn, 2017). Sistein proteazlardan olan bitki metakaspazlar,
sitoplazma/nikleus/apoplastlarda da bulunurlar, PCD ve RNA susturma gorevleri Ustlenmistir (Balakireva &
Zamyatnin, 2018). Bitkilerde metakaspaz-otofaji yolu genetik olarak baskilandigi zaman vakuolar PCD'de
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baskilanmakta ancak nekrotik hiicre dlumu tegvik edilmekte olup suspensor farklilasmasi ve embriyonik
blokaj basarisiziga ugramaktadir (Minina et al., 2013). Metakaspazlarin sinyalizasyon yolaklari halen tam
bilinmemektedir.

Arabidopsis thaliana’da tip | metakaspaz geni 9 adet, tip Il metakaspaz geni 6 adet toplam 15 gen
(AtMC geni) tanisi bulunmaktadir (Valandro et al., 2020). Biyoinformatik ve molekdler biyolojik ¢alisma
sonuglarina gore, Arabidopsis thaliana’nin in vitro'da Fusarium’dan fumonisin B1 toksini, nekrotrofik
fungal patojen Alternaria brassicicola ve hemibiyotrofik bakteri Pseudomonas syringae pv tomato’ya karsi
tip | metakaspaz geninin dokuzu da PCD’inde farkh diizeylerde farkh dokularda ifade edilmektedir (Kwon
& Hwang, 2013).

Treonin proteazlar (ubikuitin-proteazomal sistem); duzenleyici kicik bir protein olan ubikuitin
proteini hasarli veya hicre igin gereksiz olan proteinlere baglanarak proteazomlarda (proteinlerden
meydana gelen bir ¢cok alt tiniteye sahip kompleks bir yapi) hidrolitik yikima neden olurlar, ayrica hiicrenin
gelisim programi ve stres tepkilerinde énemli rollere sahiptir (Sharma et al.,, 2016). Bitki proteazomu
HR’nin pozitif dizenleyicisidir (Thomas & van der Hoorn, 2018). Bu proteazom icinde yer alan PBA1/31
alt Unite bir treonin proteazdir, kaspas-3-benzeri aktiviteye sahiptir ve HR kapsami icinde detayli olarak
calisiimistir (Hatsugai et al., 2009). Elde edilen sonuglara gore, avirlilent patojen infeksiyonu sirasinda
bitki hiicresinin buyutk santral vakuoli hiicre membraniyla fiizyona ugrar ve igerigindeki antimikrobik
protein/hidrolitik enzimleri bakterilerin gelistigi apoplastik bosluga birakilir ve bdylece patojen gelisimi
engellenmeye c¢ahgsilir. PBA1/31 alt Gnitesi zarar goren bitki varyetesinin HR giici azalmakta veya
avirllent patojene daha duyarl hale gelmektedir. Sonu¢ olarak HR'ye dayali PCD’leride engellenmis
olmaktadir. Proteazomun diger alt tniteleri RPN1a ise mildiyd ve mildiyo-tetiklenen hiicre dlimlerine karsi
bitkinin dayanikhligi icin gereklidir, benzer sekilde RPT2a ve RPN8a alt tnitelerde meydana gelen bir
kaos mildiyd dayanikhhdini ve mildiyo-tetiklenen hiicre dlumlerini zayiflatmaktadir (Yao et al., 2012).
Kisaca 6zetlenirse, biyotrof olan mildiydnin gelisimi HR'ye dayali PCD’le tesvik edilen hiicre dlimiuyle
sinirlandiriimaktadir, bu yolda iglevsel olan bitki araci molekullerinden biri zarar gordigiinde patojenin
gelisimine de olanak saglanmaktadir. O halde nekrotrofikler mi tegvik edilmektedir?

Bitkilerde hayvansal kaspaz benzeri aktiviteye sahip subtilisin-benzeri proteinlerin diger ismi
subtilazlar olup serin proteazlar grubuna dahildir ve bitkilerde HR kapsaminda iki 6rneg@i bulunmaktadir
saspazlar ve fitaspazlar olmak Uzere (Salguero-Linares & Coll, 2019). Saspazlar; genetik veya
biyokimyasal verileri hentz yeterli olmayan saspazlarla ilgili sinirli érnekler mevcuttur. Saspazlar
zimojen seklinde inaktif formda sirekli olarak bulunan bir enzimdir ve PDC sirasinda apoplastlara
hareket etmektedir (Balakireva & Zamyatnin, 2018). Ornegin yulafta victoria yanikligina neden olan
nekrotrofik fungus Cochliobolus victoriae’dan salgilanan konukguya 6zel victorin toksini bitkide HR-
benzeri hiicre 6lumlerine neden olmaktadir. ilgili toksinin substrati Rubisco in vitro'da kloroplast
membranin yirtilmasiyla pargalanmaktadir, bitkinin victorin duyarhliinda saspazlar Rubisco’nun
parcalanmasina ve PCD’e dncilik etmektedir (Balakireva & Zamyatnin, 2018). Diger subtilaz 6rnegi
StSBTc3 ise Phytophthora infestans’in patates infeksiyonu sirasinda apoplastlara yerlesmekte ve
surekli sentezlenmekte olup in vitro ¢alismalarda PCD’ni ve sitoplazmada buzilme-gekilmeleri tesvik
etmektedir (Fernandez et al., 2012).

Serin Proteazlar (Fitaspazlar); Fitaspazlar'in amino asit motif deseni saspazlardan farkh olup
TMV-ile tesvik edilen PCD’de aktif olmaktadir (Chichkova et al., 2010). Fitaspazlar normal sartlarda
surekli olarak apoplastlarda aktif olarak mevcut olup PCD sirasinda sitoplazmaya gecmektedir
(Chichkova et al., 2012).

Genel olarak PCD ile ilgili proteaz 6rnekleri yukarda agiklandi§i sekilde bazi bitkilerde mevcut ancak
Ozel olarak biyokimyasal, genetik, biyoinformatik veya kisaca “omics” kapsaminda galismalar konuya netlik
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kazandiracak dizeyde bulunmamaktadir. Dolaysiyla PCD'ni ilgilendiren kapsamli genelleme yapmak veya
mekanizmalar gelistirmek zorlagsmaktadir.

Nukleazlar; Nukleaz enzimleri, konukgu bitkinin amino asit katabolizmasiyla lokal PCD’ni kontrol
etmekte (Dominguez et al., 2012; Moyano et al., 2018) ayrica konukguyu infekte eden patojeninde
nikleik asitlerini katabolize edebilmektedirler (Sugawara et al., 2016; Gobert et al., 2021). Patateste
Candidatus Liberibacter solanacearum (CLso) tarafindan neden olunan zebra chip hastaligiyla infekteli
yumrularda niikleaz aktivitesi artmaktadir ve bu nikleazlarin aktivitesi HR’de rol oynayan CLso-ile tesvik
edilen oksidatif stresle dizenlenmektedir (Kumar et al., 2022). Kofaktor olarak Zn+2’yi kullanan patates
niikleazlarin aktivitesi, Zn**nin metalik Zn'ye indirgenmesi sonucunda inhibe olmaktadir, boylece
nikleazlarin  aktivitesi hicrenin redoks potansiyelinden etkilenmektedir (Kumar et al.,, 2017).
Pseudomonas syringae pv. glycinea’nin avirtllent irki ile infekteli soya’da HR tepki sirecinde 45-50 kb
blyudkliginde tespit edilen DNA fragmentlerinin endoniikleaz aktivitesiyle gelistigi bildiriimistir (Levine et
al., 1996). HR tepki sirasinda gelisen sitosolik Ca*® iyon artisi oksidatif patlamaya neden olmakta ve
hiicre olumleri gelismektedir. Dolayisiyla endoniikleazlarin artisida Ca*? bagli oldugu icin HR 6limlerinde
DNA parcalanmaktadir (Moyano et al., 2020). Bakteriyel yanikliga neden olan Acidovorax avenae ile
infeksiyon sonrasi celtikte gen ifade seviyesi yikselen bir endonikleaz IREN (Immune-Related
Endonuclease; Bagisiklikla-ilgili Endoniikleaz) geni HR hiicre éliimleriyle ilgili DNA'nin pargalanmasindan
sorumludur (Kaneda et al., 2009). HR hicre 6lumu sirasinda, IREN nikleusa go¢ etmekte fakat HR
tepkimenin hizini artirmamaktadir, yine de niklear DNA'nin pargalanmasiyla hicre gelisimide
baskilanmaktadir (Ootsubo et al., 2016). TMV ve Pseudomonas syringae pv. phaseolicola ile infekteli
tutin yapraklarinda gelisen HR hicre 6lum sirecinde DNA yikimlari tespit edilmis ancak mekanizmasi
net olmamakla beraber bu hiicre dliimleri deoksiribonlkleaz aktivitesindeki artisla iligkilendirilmistir (Mittler
et al., 1997). Bitkilerde endonikleazlarin PCD ile ilgili arastirmalari abiyotik faktdrlerden elde edilmis olup
biyotik fakttrlere dayali calismalar daha azdir.

2) Transkripsiyon Faktorleri; Hayvansal organizmalarda genellikle PCD mekanizmasinin
transkripsiyon sonrasi diuzenlenmesi nedeniyle ilgili transkripsiyon regtlatorleri yardimiyla hiicre 6lim
yolaklari hem tesvik edilmekte hem de baskilanmaktadir (Fuchs & Steller 2011; Zhai et al., 2012; Aubrey
et al., 2018). Bitkiye-6zgl en blyuk transkripsiyon faktorleri ailesinden olan NAC (NAM, ATAF ve CUC)
proteinleri, transkripsiyonun tekrar programlanmasindan sorumludur (Nuruzzaman et al., 2010). Bitki NAC
proteinleri bitkilerin hem gelisim doneminde, hem de biyotik/abiyotik stresle tesvik edilen PCD'yi
dizenleyici 6zellige de sahiptirler (Ogata et al., 2012; Mendes et al., 2013; Yang et al., 2014; Zhang et al.,
2014; Wang et al., 2017; Ogita et al., 2018; Yuan et al., 2019). Celtikte HR hiicre 6lumleriyle baglantil
olan OsNAC4 proteinin fonksiyonlari detayli olarak calisiimis ve konukcuya 6zgl olmayan savunma
tepkime sirecinde ilgili protein dizeyinde artis gbézlenmis, PCD karakteristik morfolojisiyle ilgili plazma
membraninin Uniter yapisinda kayiplar, niklear DNA'nin parcalanmasi gibi sonuclar ortaya ¢ikmistir
(Kaneda et al., 2009). Ayni calismada OsNAC4 geni zarar gérmus celtikte, avirilent bakteri Acidovorax
avenae Irkina karsi ise HR o6lum tepkisi azalmistir. Arabidopsis'te bulunan NAM proteinlerinden olan
NAC4 proteini HR tepkimesinin pozitif diizenleyicisi olup, avirilent Pseudomonas syringae pv. tomato’nun
mutant irkina (NAC4’Un agirn ifade edildigi ve miR164 susturulmus mutant irk) tepki olarak bitkide asiri
miktarda NAC4 nedeniyle HR-hlicre 6lim simptomlari da artmistir (Lee et al., 2017). Arabidopsis'te
mirR164, RNA grubundan molekiiller olup bazi NAC transkripsiyon faktér genlerinin mRNA’sini parcalar
ve NAC islevine engel olur (Fang et al., 2014).

Bitkilerde ve hayvanlarda otofaji oksidatif stresle tesvik edildigi icin (Pérez-Pérez et al., 2012;
Filomeni et al., 2015) reaktif oksijen tirlerinin (ROS) Uretimi, otofaji ve PCD’nin diizenleyicisi olarak
hareket edebilir, benzer sekilde PCD’e 6zgu yeni transkripsiyon dizenleyicilerinin kesfiyle bitki savunma
reaksiyonlarinda yeni mekanizmalar gelistirilebilinir.
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SONUCLAR VE GELECEKTEKIi BEKLENTILER

Bitkilerde otofaji-aracili sinyalizasyon olaylarinin daha iyi anlasiimasi icin bircok arastirma
calismalarina ihtiyag vardir. Bu derlemede bitki PCD-otofaji'nin karmagik mimarisinin bitki immunitesiyle
baglantisini  kurmak amaciyla son gelismeler kisaca g6zden gegirilmistir. Bitki immunitesinin
bilesenlerinden, bitki reseptorlerine, R-proteinlerine, patojen efektorlere, elisitorlere dayanarak hicre
ylizeyinden niikleusa kadar biyotik sinyal yolaklarinin biitiin ana/ara yollari dahil otofajiyle baglanti yollari
nelerdir? Cevap bekleyen bu gibi sorular ilerleyen zaman icinde dzellikle bitki-patojen interaksiyonlarinda
otofajinin bilesenlerini ortaya ¢ikarmada 6nemli bilgiler saglayacaktir. Bitki patosistemlerde otofajinin
immun yolculugunun ortaya ¢ikariimasi, bitki hastalik dayanikhhdina alternatif stratejilere dncilik edecek
ve potansiyel uygulama alanlarinin ortaya ¢ikisini da saglayacaktir. Ele alinan makale kapsaminda
cikarilabilecek dersler/sorular/beklentiler 6zetle;

1) Biyotrofik organizmalar icin bitkide HR’ye dayali-otofaji daha uygun gériinmekte olup nekrotrofik
organizmalari tesvik edebilir.

2) Otofajiyle ilgili proteaz/niikleaz/RNaz gibi enzim aktiviteli araci molekiller genellikle kofaktorle
calisirlar. Kofaktor ihtiyaci olan bu enzimlerin redoks potansiyelleri degistirilerek ya bitkinin gug
kazanmasi ya da patojen organizmalarin bitki hicrelerini/proteazlarini/niikleazlarini hedefleyen enzimleri
bloke edilerek bitki immunitesine destek yollar tasarlanabilir mi?

3) Patojenlere ait PCD sistemini hedef alan metabolit arastirmalariyla bitki korumaya yénelik yeni
kimyasallarin ortaya ¢ikariimasi bitki biyoteknolojisinde énemli sonuglar sunabilir.

4) Uruin verimini diistren yabani otlar icin bazi farmasétik firmalari PCD ile arastirma galigmalari
yapmaktadirlar. Pestisid-tretim endustrisi, yabani otlarda PCD’de iglevsel proteinleri arastirmakta ve direk
bu molekullere saldiran herbisitlerle yabani otlarin programl yok edilmesini hedeflemektedirler (B-Debate,
2013). Buradan elde edilecek pragmatik sonuclar ileride patojenler icin de tasarlanabilecektir. Ancak bitki
PCD-otofaji'nin, biyotrof-nekrotroflarda gosterdigi zit etkiye benzer sekilde yabani otlar ile kaltir
bitkilerinde PCD-otofaji’'nin etki mekanizmasi karsilastirmali olarak henuz bilinmemektedir. Bu yolla
tasarlanan bir herbisid, kiltir bitkisine de zarar verir mi? Henliz bilinmemektedir, PCD-otofaji ile ilgili
edinilen sonugclar sinirh sayida bazi kiltir bitkileri ve Arabidosis’e ait verilerdir.

Gelecek yillarda yeni verilerle bu sorularda hem c¢esitlenecek hemde yeni c¢c6zim &nerileri
geligtirilecektir. Ilgili makalede degerlendirildigi gibi, bitki PCD’nin immiiniteye yonlendirilmesiyle ilgili
arastirmalar yeni ortaya c¢ikariimaktadir ve bu konu temel molekiler mekanizmalarin ortaya g¢ikisini
saglayacak 6nemli 6karyotik bir sistem olarak gelecekte de yer alacaktir.
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