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Bitkilerde Programh Hiicre Oliimii

Programmed Cell Death in Plants

Fatma YANIK! (7', Aslihan CETINBAS! (*, Filiz VARDAR!
Marmara Universitesi, Fen Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii, 34722, Goztepe Kampiisii, Kadikoy, Istanbul

Oz

Programli hiicre 6liimii (PHO) yaslanmis, gorevini yitirmis, fazla iiretilmis, diizensiz gelismis veya genetik olarak hasarli hiicrelerin, or-
ganizma i¢in giivenli bir sekilde yok edilmesini saglayan, genetik olarak kontrol altinda olan bir 6liim mekanizmasidir. PHO vejetatif-ge-
neratif organ gelisimi sirasinda ve biyotik-abiyotik stres sartlart altinda bitkilerin farkli organ ve dokularinda goriiliir. Bitkilerde gelisim
strasinda hiicre 6limii; kok sapkast hiicrelerinin degisimi, trakeal elementlerin olusumu, su bitkilerinde havalandirma parankimasinin olu-
sumu, trikom gelisimi, yaprak senesensi, esey belirlenmesi ve iireme organlarinin gelisimi sirasinda ortaya ¢ikar. Bunun yaninda viriis, bak-
teri, mantar gibi biyotik ve UV 151k, kuraklik, tuzluluk, sicaklik, donma, sel, agir metaller, pestisitler gibi birgok abiyotik stres faktorii bit-
kilerde PHO ye yol acar. Bitkilerdeki PHO mekanizmas1 hayvan hiicrelerindekine benzer sekilde nukleus morfolojisindeki degisiklikler,
kromatin yogunlagsmasi, DNA fragmentasyonu, protoplastta biiziilme, hiicre iskeletinde degisikler ve kaspaz benzeri enzimatik aktiviteler
ile gelisir. Apoptotik hiicre dlimii goriilmeyen bitkilerde, vakuoler ve nekrotik hiicre 6liimii olmak iizere iki tip 6lim vardr.

Anahtar Kelimeler: Nekrotik hiicre 6liimii, programli hiicre 6liimii, reaktif oksijen tiirleri, vakuoler hiicre liimi

Abstract

Cell death which is one of the basic characteristics of both prokaryotic and eukaryotic cells is encountered within the whole organism. Pro-
grammed cell death (PCD) is a genetically controlled mechanism, allows retired, dysfunctional, overproduced, irregularly developed or geneti-
cally damaged cells to be destroyed safely for organism. It has been first used in 1964 by Lockshin and Williams. Animal apoptosis which is best
characterized form of PCD is used first in 1972 by Kerr et al. According to the recent biochemical and molecular studies PCD is categorized in
three basic groups: apoptosis, autophagy and necrosis. Plants do not undergo apoptotic cell death, and cell death is classified into two groups as
vacuolar and necrotic cell death. In vacuolar cell death, alterations in nucleus morphology, chromatin condensation, DNA fragmentation, proto-
plast condensation, vacuolization, generation of reactive oxygen species, alterations in the cytoskeleton and caspase like enzymatic activities are
observed, as in animal cells. Necrotic cell death has different features from vacuolar cell death such as ATP depletion, cell and mitochondria swell-
ing. PCD appears in different organs and tissues of plants during vegetative-generative organ development and under biotic-abiotic stress condi-
tions. It occurs during the development of plants such as regeneration of root cap cells, formation of tracheal elements, formation of aecrenchyma
in hydrophytes, trichome development, leaf senescence, sex determination and male-female organ development. Biotic stress factors such as vi-
rus, bacteria, fungus and abiotic stress factors such as UV light, drought, salinity, temperature, freezing, flood, heavy metals, pesticides lead to
PCD. Under biotic and abiotic stress factors, the balance between antioxidant enzymes and generation of reactive oxygen species (ROS) changes.
ROS are free radicals and cause lipid peroxidation, protein oxidation, nucleic acid damage and enzyme inhibition. These alterations in the cellu-
lar structures lead to oxidative stress. ROS accumulation also causes caspase-like activities by activating vacuolar processing enzymes, metacas-
pases, saspases and phytaspases. These proteolytic enzymes execute cell death and cut their substrates from specific amino acid residues such as
aspartic acid. PCD can be visualized by light, fluorescence and electron microscopy. Besides DNA fragmentation during cell death is determined
by TUNEL, comet assay and gel electrophoresis. Moreover, cytoplasmic cytochrome ¢ identification, caspase like activities and alterations of mi-
tochondrial membrane potential can be identified by biochemical analyses. Although a lot of morphological characteristic features are identified,
plant cell death is still not clear with regard to molecular aspects. Molecular characterization of PCD will lead in the future to a better understand-
ing of the mechanisms of plant development and stress tolerance for developing high quality plants.
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Bitkilerde Hiicre Olimii

1. GiRiS

Prokaryotik ve dkaryotik canlilarin temel karakterlerinden
birisi olan 6liim, gerek hiicre gerekse organizma diizeyinde sik-
likla karsilagilan bir olaydir. Hiicre 6liimii ve hiicre béliinmesi
¢ok hiicreli canlilarin dokularinda bir denge halindedir. insan-
larda hiicre boliinmesi ve 6liimii arasindaki dengenin bozulma-
styla ortaya kanser, tip II diyabet gibi birgok sistemik hastalik
cikar. Cok hiicreli dkaryotlarda, genetik bakimdan diizenlen-
mis olan hiicre 6liimii normal gelisim ve biiylime i¢cin gerekli-
dir. flk kez 1964 yilinda Lockshin ve Williams tarafindan kul-
lamilan programli hiicre 6liimii (PHO) terimi, klonal bakteriler
ve Okaryotik canlilarin normal geligim siirecinde veya biyo-
tik-abiyotik strese karsi hiicresel bir cevabin olusturulmast si-
rasinda ortaya ¢ikan genetik olarak kontrol altinda olan fizyo-
lojik bir siire¢ olarak tanimlanmaktadir [1]. Diger bir sekliyle
yaslanmis, gorevini yitirmis, fazla iiretilmis, diizensiz gelismis
veya genetik olarak hasarli hiicrelerin, organizma i¢in giivenli
bir sekilde yok edilmelerini saglayan kontrollii bir 6lim me-
kanizmasidir [2, 3]. Hayvan hiicrelerinde PHO niin en iyi ka-
rakterize olmus formu olan apoptoz (Yun: ayrilarak diismek)
terimi ise ilk kez 1972 yilinda Kerr ve arkadaglari tarafindan
bolgesel anemiye maruz kalan karaciger dokusunun etrafinda
nekrozdan daha farkl 6zellikler gosteren hiicre 6liimii i¢in kul-
lanilmustir [4]. Yakin zamana kadar hiicre 6liimii, genetik ola-
rak programli hiicre 6liimii olan apoptoz ve ani olarak ortaya
cikan programsiz hiicre 6liimii nekroz olarak iki grupta incele-
niyordu. Ancak son yillarda yapilan biyokimyasal ve molekii-
ler ¢aligmalar sonucunda PHO apoptoz, otofaji ve nekroz ola-
rak 3 temel grupta siiflandirilmistir (Tablo 1) [5, 6].

Apoptoza ugrayan hiicreler karakteristik olarak hacim
kaybederek kiigiiliirler. Bunun yaninda hiicrede sitoplazma
ve kromatin yogunlagsmasi, 180-200 b¢’lik DNA fragmen-
tasyonu, sitosolik Ca™? artig, fosfatidilserinin hiicre zari-
nin digina gogt, sitoplazma ve nukleus pargalar1 bulunduran
zarla ¢evrili apoptotik cisimlerin olugmast gibi morfolojik
ve biyokimyasal degisiklikler gozlemlenir. Hayvanlarda
apoptoza ugrayan hiicrelerden meydana gelen bu apopto-
tik cisimler komsu hiicreler veya makrofajlar tarafindan fa-
gosite edilirler [7, 8]. Apoptoz, hedef substratlarin aspartik
asit aminoasidinden sonraki peptit bagini kiran ve kaspazlar
(caspases-cysteine aspartic proteinases) olarak bilinen sis-
tein proteinazlar familyasina ait diizenleyici proteinler ta-
rafindan baslatilir ve ilerler [9]. Kaspazlar hiicreye apopto-
tik sinyal gelene kadar, hiicre igerisinde inaktif prokaspazlar
olarak bulunurlar. Bir kez aktive olan kaspaz geri doniistim-
siiz olarak caligmaya baslar ve diger kaspazlar1 da aktive
eder. Kaspaz enzimlerinin yani sira antiapoptotik ve pro-
apoptotik proteinlerden olusan Bcl-2 gen ailesi de (bcl-2,
bel-xL, bax, bak, bad vb.) apoptozda 6liim mekanizmasinin
diizenlenmesinde 6nemli rollere sahiptir [10, 11].
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Otofaji (Yun: kendini yeme) evrimsel olarak oldukga ko-
runmus katabolik bir islemdir. Otofagozom adini alan sitop-
lazmanin bir kismini ve/veya organelleri i¢eren c¢ift katli ya
da daha fazla zarlara sahip vezikiiller ile morfolojik olarak
karakterize edilirler. Bu tip hiicre dliimiinde otofagozom-
lar, asidik hidrolazlar1 igeren lizozomlar veya vakuoller ile
birleserek hiicrenin kendi kendini sindirmesine neden olur
[12]. Otofajik hiicre 6liimii, otofaji ile iligkili genler (autop-
hagy related genes — ATGs) tarafindan diizenlenir. Bu tip
oliimde apoptotik kaspazlarin aktivitesi gozlenmez. Otofaji,
ozellikle aglik, biyotik-abiyotik stres kosullar1 altinda hiic-
renin yasamini devam ettirebilmesi agisindan kritik bir rol
oynar [13, 14]. Otofajik hiicre 6limii cogunlukla sitoplaz-
mada zarla ¢evrili keseciklerle ortaya ¢ikarken, apoptozun
Oltim sirasindaki en 6nemli hedefi nukleus ve DNA’dir [12].

Nekroz (Yun: doku 6liimii) ise apoptoz ve otofajiden ol-
dukea farkli 6zellikler tasir. Hiicre 6liimii tipleri ilk tanim-
landiginda, nekroz programli olmayan, ani ve patolojik bir
oliim olarak degerlendirilmekteydi [5]. Kendine 6zgli mor-
folojik ozellikler gosteren nekrozda, hiicre hacminin art-
mas1, hiicresel enerji kaynaklarinin azalmasi, hiicre zari
ve organellerde ani bozulmalar gortliir. Nekrozun ilerle-
mesiyle hiicrenin biitiinliigi bozularak, bulundugu dokuda
bir inflamasyona (yangi) neden olarak parcalanir. Apoptoz
ve otofajiden farkli olarak, bu pargalanmada hiicresel ige-
rik tamamen sindirilemez, dokudaki diger hiicreler arasinda
inflamasyona neden olan hiicresel artiklar kalir [15, 16, 17].

Tablo 1. Apoptoz, otofaji ve nekrozun morfolojik ve
biyokimyasal 6zelliklerine gore karsilagtiriimasi [18].

Morfolojik-Biyokimyasal

Ouzellikler Apoptoz Otofaji Nekroz
DNA fragmentasyonu + - -
Kromatin yogunlagmasi + - -
Apoptotik cisimler + - -
Sitoplazmada vakuollesme - + +
Organel yikilmasi - + +
Mitokondride sisme Nadir Gegev- |
rede

Sitoplazmik gisme - - +
Hiicre zarinin ani parcalanmasi - - +
ATP tiiketimi + - -
Kaspaz aktivitesi + - -
Doku inflamasyonu (yang1) - - +
Hiicresel etki T?k T?k Hiicre

hiicre hiicre grubu

LC3,

Eflls'lféz_ Beclin-1, PARPI,
Markir molekiiller lar. B Atgai-  TNFa,

ar, Bax, -

Bad. Bak lesi, NF-xf3

’ FIP200
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II. BITKILERDE PROGRAMLI HUCRE OLUMU

Prokaryotlar ve Okaryotlar arasinda, benzer morfolo-
jik ve biyokimyasal 6zellikleri olan PHO niin ortak bir ata-
sal hiicre 6liimii slirecinden evrimlestigi ve ortak bir diizen-
leyici mekanizmay1 paylastigi diisiiniilmektedir [19]. Olen
hiicrelerin, komsu hiicreler tarafindan fagosite edilmesini
6nleyen hiicre ¢ceperine sahip olan bitkilerin, bu evrimsel sii-
recte kendilerine ait bir yol gelistirdikleri sanilmaktadir. Bu-
nun yaninda yapilan molekiiler analizlerde, hayvanlardaki
apoptotik genlerle dizi homolojisine sahip bitki genleri he-
niiz tanimlanamadig1 gibi ¢ok az sayida korunmus ortak pro-
tein bulunmustur [20].

Bitkilerde hiicre oliimiiniin biyokimyasal ve molekiiler
mekanizmasi tam olarak agiklanamamistir. Bitkilerde hiicre
6liimi sirasinda goriilen nukleus morfolojisindeki degisiklik-
ler, kromatin yogunlagmasi, DNA fragmentasyonu, protop-
lastta biiziilme, hiicre iskeletinde degisikler ve kaspaz benzeri
enzimatik aktiviteler hayvanlardaki apoptoz ile benzer ve or-
tak morfolojik karakterlerdendir [21]. Ancak bitkilerde mey-
dana gelen PHO apoptotik siire¢ ile gergeklesmez [21, 22].
Bitkilerdeki PHO, vakuoler hiicre 6limii ve nekrotik hiicre
6liimi olarak 2 grupta smiflandirmaktadir (Tablo 2).

Tablo 2. Bitkilerde vakuoler ve nekrotik hiicre 6limiiniin
Ozellikleri [21].

g;luc::u Tipi Morfolojik ve Biyokimyasal Ozellikler
Otofagozomlarin, kii¢iik ve biiytik litik vakuolle-
rin olusumu
Sitoiskelet elemanlarmin yeniden diizenlenmesi
DNA fragmentasyonu
Kromatin yogunlagmast

Vakuoler

w  ww _w Nukleus zarinin bozulmasi
hiicre oliimii

Vakuoler islem enzimlerinin (VPE) aktivasyonu

Tonoplastin pargalanmasina kadar organellerin
biitiinligiiniin ve turgorun korunmasi

Tonoplastin parcalanmasi

Hiicre igeriginin tamamen sindirilmesi

Hiicrenin sismesi

Mitokondrilerde sisme

Nekrotik Hiicre solunumu ve ATP iiretiminin durmast

hiicre 6limii  Plazma zarinin erken ve ani pargalanmast

Hiicre icerigi sindirilemeden artiklar halinde kal-
mast

Hayvanlardaki otofajik hiicre 6liimii ile ortak &zellikler
tastyan vakuoler hiicre 6liimiinde, vakuoller biiyiik nem ta-
stmaktadir. Bilindigi gibi bitki hiicrelerinde 2 tip vakuol var-
dir. Bunlardan biri ¢esitli maddelerin biriktigi depo vaku-
olii, digeri ise aspartat proteinazlar, sistein proteinazlar ve
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niikleazlar gibi hidrolitik enzimleri igeren litik vakuollerdir
[23]. Bitkilerde hiicredeki litik vakuollerin hacminin artmasi
ve en sonunda vakuol zar1 olan tonoplastin pargalanarak hid-
rolitik enzimlerin sitoplazmaya ge¢mesi ile hiicre 6liimii ger-
ceklesir. Tonoplastin par¢alanmasina kadar kromatinde yo-
gunlasma ve DNA fragmentasyonu gozlemlenirken, hentiiz
bozulmamis mitokondri, plastitler gibi sitoplazmik organel-
ler hiicrede varligini ve aktivitesini korur. Vakuoliin parca-
lanmasi ile birlikte tiim hiicresel yapilarin yikilmasi gercek-
lesir. Bunun yaninda nekrotik hiicre 6liimiinde plazma zari
ve organellerin erken ve ani pargalanmasi gergeklestigi igin
vakuoler hiicre 6liimiinden farkl1 6zellikler gdsterir. Nekro-
tik hiicre 6liimiinde hiicre ve hiicre organelleri siser, plazma
zar1 erken bozulma gosterir, mitokondri yapisi bozuldugu
icin hiicre solunumu gerceklesemez. Bununla birlikte bu
tip oliimde hiicrede reaktif oksijen tiirleri (ROT) artar an-
cak ATP tiretimi azalir. Bitkilerde vakuoler hiicre 6limii ge-
lisim veya stres kosullar1 altinda gergeklesen fizyolojik bir
olayken, nekrotik hiicre 6limii bitkinin karsilastigi ani ve
siddetli stres kosullar1 altinda olugan patolojik bir 6lim sii-
recidir [21].

Bitkilerin ¢esitli vejetatif ve generatif doku ve organ-
larinin gelisimi ve olgunlasmasi sirasinda vakuoler hiicre
oliimii goriiliir. Bu PHO’niin ilgili hiicrelerde zamanindan
once veya ge¢ goriilmesi ya da hi¢ gergceklesmemesi doku
ve organ gelisiminde yapisal ve fonksiyonel bozukluklara
sebep olur. Bunun yaninda bitkilerin maruz kaldigi biyotik
ve abiyotik stres sartlarinda da bitkilerin degisik doku ve or-
ganlarinda PHO goriilir.

2.1. Bitkilerde Gelisim Sirasinda Gériilen Programh
Hiicre Oliimii

fletim demetli bitkiler embriyogenez, dollenme, doku
ve organlarin normal gelisimleri sirasinda PHO’ye ugrar-
lar (Sekil 1). Bitkiyi topraga baglayan vejetatif bir organ
olan kok toprak icerisinde ilerlerken kok sapkasi hiicre-
leri onu mekanik zararlardan korur. Zarar géren veya yas-
lanan kok sapkasi hiicreleri PHO ye ugrayarak hizli bir de-
gisim siirecinden gecer. Bitkilerde PHO siirecinden gecen
ksilem elemanlarindan trake-trakeitlerin olusumu Zinnia
elegans’ta ayrmtili bir bigimde incelenmistir. Z. elegans’ta
mezofil hiicrelerinin trakeal elementlere degisimi sirasinda
vakuoler hiicre 6liimii meydana gelir. Ancak ¢ok hizli ger-
¢eklesen bu 6lim siirecinde nukleus degisiklikleri ve DNA
fragmentasyonu gozlemlenmez. Hiicresel igerigin hizli bir
sekilde sindirilmesinden sonra geriye sekonder ¢eperlerden
olusan boru seklinde hiicreler kalir. Ozellikle su bitkilerinin
kok korteks tabakasinda c¢esitli gazlarin depo edilebilmesi
icin biiyiik bosluklarin olusumu sirasinda da parankimatik



Marmara Fen Bilimleri Dergisi 2018, I: 61-70

Bitkilerde Hiicre Olimii

hiicreler PHO ye ugrar. Béylece havalandirma parankimasi
(aerenkima) olusur. Bunlarin yaninda sklerenkima olusumu,
trikom (tiiy) gelisimi, yaprak absisyonu ve senesensi, ¢icek-
lerde disi veya erkek eseyin belirlenmesi ve lireme organla-
rimin gelisimi sirasinda PHO normal bir siire¢ seklinde or-
taya ¢ikar [24, 25, 26, 27].

Disi ve erkek ilireme organlarmin gelisimi, bitkilerde
PHO’niin gosterilmesi igin zengin bir arastirma alanidir. Er-
kek esey organi gelisimi sirasinda anter loblarini bir arada
tutan konnektif doku, anter ¢eper tabakalarindan tapetum,
endotesyum ve ara tabaka hiicreleri, polen tanelerinin tam
olarak gelisip dogaya salinmasi i¢in zamani geldiginde
hiicre 6liimiine ugrarlar. Bunun yaninda kendine uyusmaz
bitkilerde polenlerin pistil ile etkilesimi sirasinda, polen
tiipl stilus iginde hiicre 6liimiine ugrayarak mikropile ula-
samadan korelir. Stiliiste polen tlipliniin gegisi i¢in kanal ya-
p1st bulunmayan tiirlerde tiipiin ilerledigi yere rastlayan hiic-
relerde de PHO gerceklesir. Disi esey organimin gelisiminde
ise mayoz sonunda faal olmayan megasporlarda, nusellus
dokusunda, embriyo kesesi hiicrelerinden sinergit ve anti-
potlarda, embriyoyu endosperma (besi doku) igine iten sus-
pansor hiicrelerinde, apomiktik kese olusumunda ve tohum
cimlenmesi sirasinda endospermada PHO gériiliir [26, 28,
29, 30, 31].

Tapetum

Polen
(Kendine
Uyusmatzlik)

— Stilus Kanali

Kok Sapkasi

Sekil 1. Bitkilerde gelisim sirasinda vejetatif ve generatif
organlarda goriilen hiicre 6limii [30].

Durme ve Nowack [32] bitkilerin gelisimi sirasinda go-
rlilen hiicre 6liimiinii 3 evreye ayirmustir. 1. evrede dncelikle
sinyal molekiilii olan farkl: bitki biiyiime diizenleyicilerinin
tetiklemesi ile hiicre 6liimiinde gorevli hidrolitik enzimler
litik vakuollerde birikmeye baslar. 2. evrede Ca™? ve ROT
gibi sekonder sinyal molekiilleri hiicre iginde 6liim meka-
nizmasini baglatirlar. Hiicre 6liimii dncelikle litik vakuoller
igerisinde hidrolitik enzimlerin yardimiyla otofajik olarak
gerceklesmeye baslar. Sitosolik pH’ nin diismesi ile birlikte
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hidrolitik enzimler sitoplazmaya ge¢meye baslar. 3. evrede
ise tonoplast ve sonrasinda plazma zari pargalanir. Hiicrenin
geriye kalan tiim bilesenleri sindirilir. Bazi tip hiicrelerde
(tapetum, megasporlar vb.) hiicre 6liimii sirasinda hiicre ce-
peri de tamamen sindirilirken, bazilarinda ise (ksilem ele-
manlari, sklerenkima vb.) sindirilmeden kalir. Her ne kadar
bitkilerde gelisim sirasinda goriilen hiicre 6liimiiniin genetik
olarak kontrol altinda oldugu bilinse de, yaprak gibi bitki or-
ganlarinin yaslanarak 6liimii olarak tanimlanan senesenste
bu genetik kontrol ani mevsimsel degisiklikler gibi ¢evresel
etmenlerden de etkilenmektedir [30, 32].

2.2. Bitkilerde Stres Sirasinda Gériilen Programh
Hiicre Oliimii

Bitkilerin bazi doku ve organlar1 biyotik ve abiyotik stres
kosullar1 altinda PHOye ugrarlar [28, 33]. Bitkilerde ¢ok
yaygin olarak goriilen virlis, bakteri, mantar gibi patojenle-
rin bitkiye bulagmasi sonucunda ortaya ¢ikan Sliim “Asiri
Duyarlilik Cevab1” (Hypersensitive Response-HR) ola-
rak adlandirilmaktadir [34]. Biyotik stres sartlarinda ortaya
¢ikan bu 6liim sirasinda, bir patojenin bitki tarafindan ta-
ninmasi ile programli 6lim mekanizmasi hizli bir sekilde
devreye girer. Enfekte olan hiicreler fenoller gibi ¢esitli se-
konder metabolitleri tireterek hem kendisinin 6liimiine hem
de ¢evresindeki hiicreleri uyararak onlarin 6liimiine sebep
olur. Bdylece patojenin enfekte ettigi hiicrenin etrafini ¢evi-
ren 6lii hiicrelerden olusan bir tabaka meydana gelir. HR ile
dokuda meydana gelen &liim, patojenin daha fazla hiicreyi
etkileyip yayilmasmi engellemekte ve bir sinyal olustura-
rak bitkinin diger savunma mekanizmalarini uyarabilmekte-
dir [35]. Her ne kadar HR nekrotik 6liime benzer 6zellik-
ler gosterse de litik vakuollerin olusumu, otofajik aktivitenin
artmasi, ROT artis1 ve tonoplast pargalanmasi sonucunda
gosterdigi hiicresel bozulma 6zellikleri bakimindan vakuo-
ler hiicre 6liimilyle ortak ozellikler gostermektedir. Ancak
nekrotik hiicre 6liimiinde oldugu gibi 6liim sonrasinda hiic-
resel artiklar tamamen sindirilemeden kalir [21].

Bitkiler biyotik stres faktorlerinin yaninda yer degistire-
memelerinden dolay1 yasam ddngtileri boyunca biiyiime ve
gelismelerini olumsuz yonde etkileyecek diizeyde UV 11k,
kuraklik, tuzluluk, sicaklik, donma, sel, agir metaller, pesti-
sitler, nanopartikiiller gibi birgok abiyotik stres faktori ile
de karsilagirlar. Biyotik stres kosullarinda oldugu gibi abi-
yotik stres kosullart altinda da ROT’larin {iretimi artmakta-
dir. Hiicresel ROT konsantrasyonunun artmasi durumunda,
antioksidan savunma sistemleri ve ROT iiretimi arasindaki
denge bozulmakta ve zincirleme reaksiyonlar seklinde bit-
kiler oksidatif strese girmektedir. Stres altinda ROT {ire-
timinin artis1 lipitlerin peroksidasyonuna, proteinlerin
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oksidasyonuna, niikleik asit hasarina, enzim inhibisyonuna
neden olur ve bunlarin sonucunda PHO ortaya cikar [36, 37,
38]. PHO stresin bitkiyi etkilemesine bagl olarak ya bazi
doku ve organlarda veya tiim bitkide gdzlemlenebilir. Stres
kosullar1 altinda bitkilerde gézlemlenen hiicre 6liimii bitki-
nin normal gelisimini etkiledigi gibi tarimsal agidan bakil-
diginda verimi ve {iriin eldesini de etkilemektedir. Bu du-
rumda ekonomik bakimdan zararlara sebep olmaktadir.

2.3. Reaktif Oksijen Tiirlerinin Hiicre Oliimiindeki
Rolii

Reaktif oksijen tiirleri (ROT) bitkilerde endojen ola-
rak kloroplast, mitokondri ve peroksizomlarda cesitli enerji
doniistim reaksiyonlar1 sirasinda olusan serbest radikaller-
dir [39]. Bitkinin normal gelisim siirecinde de sentezlen-
dikleri halde detoksifikasyon mekanizmasi ile aralarmdaki
denge sayesinde zararli etki olusturmazlar [40]. ROT’lar
diger molekiillere elektron verebildiklerinden ya da onlar-
dan elektron alabilmelerinden dolay1 organizmada indirge-
yici veya ylikseltgeyici olarak davranirlar [41]. Hiicrelerde
bilinen baslica ROT’lar molekiiler oksijenin (O,) indirgen-
mis formlaridir (Sekil 2). O, molekiiliiniin elektron almasi
ile agiga ¢ikan ve en ¢ok rastlanan ROT’lar singlet oksijen
('0,), siiperoksit radikali (O, ), peroksit (O,>), hidrojen pe-
roksit (H,O,) ve hidroksil iyonu (OH-)’dur [42].

Dioksijen Peroksit

Siiperoksit radikali Oksit

3 e .- 2- e 3- . e 2-
0, 0; o5 fo) o) o}
| [P e e e
10, HO, H,0, H,0 OH" H,O
Singlet oksijen Perhidroksil radikali Hidrojen peroksit Hidroksil iyonu

Sekil 2. Molekiiler oksijenin indirgenerek ROT’larm olusumu
[43].

Gelisimsel ve gevresel strese karsi toleranst da kapsayan
birgok hiicresel stiregte ROT’lar diisiik konsantrasyonlarda
sekonder mesajcilar olarak da rol oynamaktadirlar. Ancak
yiiksek konsantrasyonda {iretilen ROT’lar hiicrede zararli
ve zincir etkilere sebep olmaktadir. Hiicrede fazla iiretilen
ROT’larin detoksifikasyonu antioksidan enzimler ve enzi-
matik olmayan antioksidan sistemleri ile gerg¢eklestirilir. Sii-
peroksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), askorbat glutatyon
(AsA-GSH), askorbat peroksidaz (APX), hidrojen peroksi-
daz (POD) ve glutatyon rediiktaz (GR) ROT’larin detoksifi-
kasyonun rol alan antioksidan enzimlerdir. Askorbat (AsA),
glutatyon (GSH), karotenoitler, tokoferoller ve fenolik bile-
sikler ise enzimatik olmayan antioksidanlar adi altinda in-
celenmektedir [44]. Bitkilerde antioksidan savunma meka-
nizmasimin aktivitesi ¢esitli ¢evresel streslerin uyarmasina
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bagli olarak olusan oksidatif stresin yok edilmesi sirasinda
artig gosterir. Bitkinin ROT’lar1 detoksifiye etmek igin yiik-
sek antioksidan kapasitesini korumasi bitkinin strese olan
toleransina baglidir. Hiicre igerisinde anormal ROT biriki-
minin en énemli ROT yakalayict enzim olan katalazin yiki-
mina sebep olmaktadir. Bunun yaninda ROT birikimi farklt
mekanizmalar ile DNA’nin baz ve sekerinde hasar, tek ve
cift zincir kiriklari, DNA-protein ¢apraz baglanmasi gibi bir
takim modifikasyonlara sebep olur. Bu sekilde hiicrede arta-
rak biriken ROT’lar PHO siirecinin baslayarak ilerlemesine
sebep olur [45, 46].

Bitki gelisimde oldugu gibi abiyotik veya biyotik stres
kosullarina maruz kalmig bitkilerde gelisen hiicre dliimiiniin
ROT miktarinin degismesi ile kontrol edildigi bilinmekte-
dir [47]. En iyi bilinen gelisimsel hiicre 6liimii tipi olan or-
gan senesensi ve ¢imlenme sirasinda alevronlarda gercek-
lesen hiicre oliimiiniin, ROT ve etilen hormonu igbirligi ile
gerceklestigi bilinmektedir. ROT {iretilmesi ve detoksifiye
edilmesi arasindaki denge; herbisitler ve patojen saldirilar
gibi gesitli biyotik stresler veya tuzluluk, UV radyasyonu,
kuraklik, agir metaller, asir1 sicaklik, besin eksikligi ve hava
kirliligi gibi cesitli abiyotik stresler tarafindan bozulur. Bu
dengenin bozulmasi, hiicreler arasindaki ROT miktarinin
aniden artmasina ve hiicre yapisinda oksidatif hasara ne-
den olabilir [48]. PHO her tiirdeki ROT lar ile baslatilabilir.
Hidroksil radikalleri lipid peroksidasyonunu baslatarak hem
kendileri hem de bu olay sonucu agiga ¢ikan diger ROT lar
ile hiicre 6liimiinii baglatip devam ettirebilir [39].

Pirin¢ dfcl mutantinda ROT birikiminin olmamasi se-
bebiyle tapetal PHO niin geciktigi ve steril (kisir) polen-
lerin gelistigi belirlenmistir [49]. Arabidopsis’te ise tape-
tal PHO niin zamanlamas1 ROT iiretimindeki degismeler
sebebiyle gecikmis ve bunun sonucunda polen tanelerinin
gelisimi ve olgunlagmasinda aksamalar meydana gelmistir
[50]. ROT birikiminin PHO de rol oynayan proteazlar1 ak-
tive ettigi bilinmektedir. Bu durumun en iyi 6rnegi haghasta
kendine uyusmaz polenlerin polen tiiplerinin olusumu sira-
sinda ve spermin yumurtaya nakli sirasinda polen tiiplerin-
deki ROT artist verilebilir [51, 52]. Geligsim sirasinda ROT
tiretimi ve birikiminin arttig1 gibi, stres kosullar1 altinda da
ROT ve buna bagli olarak antioksidan enzim artis1 gézlen-
mektedir. Aluminyum stresine maruz kalan arpa koklerinde
ROT artis, siiperoksit dismutaz ve peroksidaz enzim aktivi-
tesi ve bunlarin sonucu olarak da DNA fragmentasyonu goz-
lemlenmistir [53].

2.4. Bitkilerde Kaspaz Benzeri Aktiviteler

Hayvan hiicrelerinde PHO niin en iyi karakterize olmus
formu olan apoptoz oldukca korunmus ve kaspazlar olarak
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bilinen sistein proteinaz ailesi tarafindan yiriitiliir. Kaspaz-
lar hedefledikleri substratlar1 P1 pozisyonunda aspartik asit
birimlerinden keserler. Kaspazlar hiicre i¢erisinde inaktif zi-
mojenler olarak sentezlenirler ve prokaspaz adini alirlar. Bu
inaktif prokaspaz enzimleri apoptoz sinyalinin alinmasiyla
birlikte aktiflesirler ve aktiflesen bu kaspazlar diger inaktif
kaspazlar1 aktive ederler. Memelilerde 13 farkli kaspaz en-
zimi vardir. Bunlardan kaspaz-2, — 8, — 9, — 10 baslatici, kas-
paz—3,—6,— 7 infazci, kaspaz—1,—4,-5,-11,-12,—- 14
ise enflamatuvar kaspazlardir [54] .

Bitkilerde proteoliz hiicresel yapilarda bir¢ok enzimi ve
cesitli proteolitik yollar iceren karmasik bir stirectir [55].
Bitkilerde gelisme, patojen ve abiyotik stres nedenli hiicre
olimii ile iligkili ¢cok gesitli proteolitik enzim bilinmektedir.
Son yillardaki ¢aligmalar hayvanlardaki kaspazlarla yapisal
homoloji gosteren sistein proteinaz ve serin proteinazlarin
hiicre 6liimiinde rol aldigini (Tablo 3) ve hayvanlardaki kas-
pazlara benzer olarak substratlarini aspartik asit, aspargin,
arginin veya lizinden sonra kestigini ortaya koymustur [54,
56]. Birgok destekleyici galisma hiicre 6limiine ugrayan
bitkilerin ekstrelerinin insan kaspaz — 1 substratt YVAD-
AMC ve insan kaspaz — 3 substrati DEVD-AMC gibi sen-
tetik kaspaz substratlarina etki ettigini gostermistir. Benzer
olarak YVAD-CHO ve DEVD-CHO gibi kaspaz inhibitorle-
rinin bitki hiicre dliimiinii bir¢ok sistemde baskiladigi gos-
terilmistir [19, 20, 57]. Bu ¢alismalar bitkilerde kaspaz ben-
zeri aktivitelerin varligini kuvvetli bir sekilde ortaya koyar.
Cok hiicreli organizmalarda muhtemel hiicre 6liimiiniin ko-
keni ve apoptozun bazi 6zelliklerinin korunmasinin kismen
de olsa molekiiler seviyede yansimasi beklenmektedir. Fakat
Arabidopsis genom dizisi tamamlandigi halde sadece ¢ok az
bitki geninin memelilerde goriilen apoptoz geni ile ortak ol-
dugu goriilmistiir. Bitkilerde kesin kaspaz homologlari ol-
madig1 halde dlen bitki hiicrelerinde proteolitik kaspaz ben-
zeri aktivitenin artmasi, hayvan kaspazlari ile fonksiyonel
olarak es olan 6zel bitki proteinazlarinin bulundugunu dii-
stindiirtir [20, 58, 59, 60].

Ik kez 1998°de tiitiinde bakteriler tarafindan olusturu-
lan PCD’de sentetik kaspaz — 1 substratina karst proteolitik
aktivite gozlemlenmistir [56]. Bitkilerde vakuollerde bulu-
nan ve kaspaz — 1 substratini katalizleyen bir sistein pro-
teinaz olan vakuoler islem enziminin (Vacuolar processing
enzyme-VPE) gelisim ve stres sirasinda hiicre 6liimiinde
kritik rol oynadig1 belirlenmistir [61]. Bu bulgularla birlikte
kaspaz benzeri aktiviteler cesitli sentetik kaspaz substrat-
lar1 kullanilarak belirlenmistir [62, 63]. Bunun yaninda son
yillarda protoza, mantar ve bitkilerde ortak olarak bulunan
bir sistein proteinaz olan kaspaz ortologlar1 da bulunmus-
tur. Metakaspazlar hayvansal kaspazlarla yapisal benzerlik
gosterse de substratlarini arjinin ve lizin aminoasitlerinden
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sonra kesmektedirler. Arabidopsis ile yapilan ¢aligmalarda 9
farklt metakaspazin farkli diizeylerde farkli dokularda sen-
tezlendigi belirlenmistir [64]. Avena sativa’da (yulaf) pato-
jen saldiris1 sonucunda meydana gelen PHO’nde kaspaz —
6 benzeri aktivite gosteren serin proteinazlara ait fitaspaz
ve saspaz aktiviteleri gdzlemlenmistir. Buna ek olarak Ara-
bidopsis thaliana’da 26S proteozom [1 alt linitesinin ksi-
lem gelisiminde ve bakteri enfeksiyonu sirasinda kaspaz — 3
substratini katalizleyerek PHO ne aracilik ettigi belirlenmis-
tir [54].

Tablo 3. Bitkilerde programli hiicre 6limii ile iliskili proteinazlar

Proteinaz adi  Proteinaz ailesi ~ Substrat Etk ettikleri
kaspaz substrati
L . Asparjin YVAD (kaspaz-1
VPE Sistein proteinaz Aspartik asit  substrati)
26S proteozom . . Glutamik asit DEVD (kaspaz-3
R Treonin proteinaz L
B1 alt tinitesi Aspartik asit  substratr)
. . ... VKMD (kaspaz-6
A k
Saspaz Serin proteinaz spartik asit substrat)
Fitaspaz Serin proteinaz ~ Aspartik asit IETD (kaspaz-§
substrat1)
. . .. . ... VEID (kaspaz-6
Metakaspaz Sistein proteinaz ~ Arjinin, lizin substrati)

IIL. BITKILERDE PROGRAMLI HUCRE
OLUMUNUN ANALIZi

Hayvan hiicrelerinde oldugu gibi bitki hiicrelerinde de
PHO siireci bircok yontem ile bastan sona gdzlemlenebilir.
PHO’niin varlig1 temel olarak mikroskobik teknikler kulla-
nilarak belirlenir. Ozellikle hematoksilen, toluidin mavisi
gibi genel yap1 boyalarinin kullanilmasi ile nukleus mor-
folojisindeki degisiklikler karsilastirmali olarak saptanabi-
lir. Nukleus ve kromatin degisiklikleri DAPI (4°,6-diamidi-
no-2-phenylindole), Hoechst, propidium iodit gibi nukleus
ve kromatine 6zgili isaretleyiciler yardimryla floresan mik-
roskopta da gériintiilenebilir. PHO ile DNA’da nukleozom-
lar aras1 bdlgelerde olusan kiriklar TUNEL (TdT-dUTP ni-
ck-end-labelling) yontemi ile de 6zgiil olarak belirlenebilir.
Terminal deoksiniikleotidil transferaz (TdT) enzimi ve fluo-
rescein gibi floresan boyalarla isaretli niikleotidler kullanila-
rak yapilan in situ isaretleme ile 151ma yapan (PHO gegiren)
ve 151ma yapmayan (PHO gecirmeyen) hiicreler belirlenebi-
lir. Nukleus ve kromatin yapisindaki degisikliklerin yan1 sira
PHO sirasinda hiicrenin ince yapisinda meydana gelen degi-
siklikler, elektron mikroskobu kesitleri ile ayrintili olarak in-
celenebilir [65]. Vardar ve Unal [26] Lathyrus undulatus L.
anter ¢eper tabakalarindan tapetumun gelisimini ayrintili ola-
rak incelemislerdir. Tapetumun gelisimi sirasinda PHOniin
polen taneleri tetrattan salindiktan sonra basladigi toluidin
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mavisi, DAPI ve TUNEL isaretleme yontemleriyle saptan-
mistir. Arastiricilar ayrica elektron mikroskobu ile PHO sira-
sinda hiicrenin ince yapisinda meydana gelen degisiklikleri
de ayrintili olarak belirlemiglerdir. Arastiricilarin elde ettik-
leri sonuglara gére, PHO vakuollesme, nukleus ve kromatin
degisiklikleri ile baslayip, tonoplastin par¢alanmasiyla bir-
likte tiim hiicresel icerigin sindirilerek sonlanmaktadir.

Mikroskobik tekniklerin yani sira PHO niin belirlenmesi
icin en sik kullanilan yontem genomik DNA’da meydana ge-
len fragmentasyonun belirlenmesidir. Bu amag i¢in genomik
DNA agaroz jel elektroforezinde yiiriitiiliir. PHO gecirme-
yen orneklerde genomik DNA jelde ilerleme gostermezken,
DNA’s1 fragmente olmus drneklerde farkli biyiikliiklerdeki
DNA pargalari jelde farkli hizlarda ilerleyerek merdiven ba-
samag1 goriintiisli olusturur. Jel elektroforezi yontemi nekroz
ve vakuoler hiicre 6liimiiniin karsilastirilmasinda da kullani-
labilir. Nekrozda ani ve rastgele DNA parcalanmasi gercek-
lestigi i¢in bu pargalar jelde ilerlerken merdiven basamagin-
dan ¢ok, yayilmis (smear) bir goriintii verir [65]. Agaroz jel
elektroforezi yonteminin yaninda PHO kaynakli DNA hasar1
komet yontemiyle de belirlenebilmektedir. Bitkisel mater-
yalden izole edilen nukleuslar etidyum bromdir, akridin oranj
gibi DNA baglayic1 floresan boyalarla boyanirlar [16]. Eger
DNA karik igeriyorsa, gevsemis ve kirilmig DNA pargalari
elektrik yiiklii ortamda, nukleustan anoda dogru go¢ ederek
kuyruklu yildiz goriiniimiinii verir. DNA hasarini1 saptamak
icin kuyruk uzunlugu 6lgiilerek hasarin biiytikligii karsilas-
tirmal1 olarak belirlenir. Kontrol grubundaki nukleuslarda
DNA fragmentasyonu olmadigi i¢in kuyruk olusumu goriil-
mez, kiiresel seklini korur [66]. Vardar ve ark. [67] farkli
Gramineae tiirlerinde, abiyotik stres faktdrlerinden biri olan
aliiminyum (Al) toksisitesinin PHO niin hangi saatte bas-
lattigint belirlemek i¢in agaroz jel elektroforezini kullan-
mislardir. Elde edilen sonuclara gore Al toksisitesi tritikale,
cavdar, arpa ve yulafta 2 saat icerisinde PHO’niin belirteg-
lerinden biri olan DNA fragmentasyonuna sebep olmustur.
Benzer sekilde Yanik ve Vardar [68] nanopartikiil stresine
maruz kalmig kdklerde zaman ve doza bagimli olarak DNA
fragmentasyonu gozlemlemislerdir. Bunun yaninda tritikale,
bugday ve cavdar koklerinde Al toksisitesi 15. dakikadan iti-
baren komet analizi kullanilarak, uzamis kuyuk olusumlari-
nin Ol¢lilmesi ile belirlenmistir [69].

Daha once de belirtildigi gibi bitkilerde kaspaz benzeri
aktiviteler hayvan hiicrelerindeki kaspaz substratlar1 ve in-
hibitorleri kullanilarak spektrofotometrik olarak belirlenebi-
lir. Birgok arastirici bitkilerde 6zellikle abiyotik stres sonu-
cunda olusan kaspaz benzeri aktiviteyi kaspaz-1 (YVAD),
kaspaz-3 (DEVD), kaspaz-8 (IETD) ve kaspaz-9 (LEHD)
substratlarini kullanarak kolorimetrik ve florometrik olarak
dlgmiislerdir [62, 63]. Bunun yaninda PHO sirasinda hem
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hayvan hem de bitki hiicrelerinde ortak olarak gbzlemlenen
mitokondrilerden sitokrom c salinimi western blotlama (im-
munoblotlama) yontemiyle belirlenebilmektedir. Bu yon-
temde hiicrelerden izole edilmis bir protein karisimi igin-
deki belirli bir proteinin varligini ve biiyiikliigiinii saptamak
icin antikor-antijen 6zgiilliigii kullanilir. Panda ve ark. [70]
Al stresine maruz kalan tiitiin hiicrelerindeki mitokondriyel
degisiklikleri izlemislerdir. Arastiricilar yaptiklari ayrintili
calismalar sonucunda hiicrede ROT’larin artmasi ile birlikte
mitokondri i¢ zarinin potansiyelinde degisiklikler meydana
geldigi ve bunun sonucunda da sitokrom ¢’nin sitoplazmaya
saliarak PHOne sebep oldugunu belirtmislerdir.

IV. SONUC

PHO prokaryotik ve dkaryotik tiim canlilarda gelisim-
sel ve gevresel sinyallerin tetiklemesi ile baslayan, gene-
tik olarak kontrol altinda olan bir siirectir. Bitkiler de hiicre
6liimii hayvanlardaki apoptozla ortak morfolojik dzelliklere
sahiptir. Ancak hayvanlardaki apoptotik genlerle dizi homo-
lojisine sahip bitki genleri ve homolog proteinler heniiz ta-
nimlanamamistir. Morfolojik bakimdan gelisim sirasinda
goriilen hiicre 6liimiiniin vakuoler hiicre Slimii tipinde,
strese bagimli hiicre 6liimiiniin ise hem nekrotik hem de
vakuoler hiicre 6liimii tipinde oldugu belirlenmistir. Ancak
PHO’niin baslatilmasi, devami ve sonuclanmasi sirasinda
gerceklesen molekiiler olaylar ve transkripsiyon faktorleri
heniiz aydinlatilamamistir. Bunun yaninda gelisimsel ve
stres kaynakli PHO niin ayni1 veya farkli mekanizma tarafin-
dan m1 kontrol edildigi de hala tartigma konusudur [60]. Bit-
kilerde hiicre 6liimiinii kontrol eden proteinlerin ve genle-
rin tanimlanarak anlasilmasi, 6zellikle stres kosullar1 altinda
gelisen hiicre 6liimiiniin engellenmesi ve bitkide strese karsi
tolerans mekanizmasinin gelistirilmesi agisindan 6nemlidir.
Cevresel streslere kars1 tolerans gelistirilmesi, gelecekte bir-
¢ok tarimsal {irliniin 1slah1 ve veriminin arttirilmasi bakimin-
dan ¢ok 6nemlidir. Bunun yaninda normal gelisim sirasinda
meydana gelen PHO’niin erken gergeklesmesi, gecikmesi
veya hi¢ olmamast ile gergeklesen gelisimsel bozukluklarin
onlenmesinde de yardimci olacaktir.
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