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OzeT

Yaprak senesensi bircok i¢ ve dig faktdr tarafindan kontrol edilen énemli bir gelisimsel siirectir. I¢ faktorlerden
ozellikle hormonlarin yaprak senesensi iizerine etkisi ¢ok onemlidir. Salisilik Asit (SA) senesensi tegvik ettigi
bilinen ve bitki savunma mekanizmasinda gorev alan 6nemli bir bitki biiylime diizenleyicisidir. Bu ¢alismada,
SA’nin yaprak senesensi iizerindeki etkisi gen anlatimi agisindan incelenmeye calisilmistir. Bu amacla
Arabidopsis thaliana yapraklarma 27., 31. ve 35. gilinlerde SA uygulamasi yapilmig ve gilinliik floresans
degisimleri takip edilmistir. Gen anlatimini tespit edebilmek icin uygulamalardan 4 saat sonra hasat edilen 8.
yapraklarda mikroarray analizi yapilmistir. Elde edilen veriler SA’nin senesens sirasinda gen anlatiminda yaptigi
degisiklikleri ortaya koymaktadir.
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Investigation of the effect of SA (Salicylic Acid) application on gene
expression during leaf senescence in Arabidopsis thaliana

ABSTRACT

Leaf senescence is an important developmental process controlled by many internal and external factors. The
effects of internal factors, especially hormones on leaf senescence is very important. Salicylic Acid (SA) is an
important plant growth regulator known to promote senescence and it is involved in plant defense mechanism. In
this study, the effect of SA on leaf senescence was investigated in terms of gene expression. For this purpose,
salicylic acid was applied to the leaves of Arabidopsis thaliana on the 27th, 31st and 35th days and fluorescence
changes were determined daily. In order to determine gene expression, microarray analysis was performed in the
8th leaves harvested 4 hours after the applications. The data obtained reveal the changes of SA in gene
expression during senescence.
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|. GiRris

Yaprak senesensi, yapragin yasi, hormon seviyeleri, karanlik ve gevresel streslere maruz kalma
gibi gesitli i¢ ve dis faktorlerden etkilenen 6nemli bir gelisimsel safhadir [1, 2]. Kloroplastlarin
dejenerasyonu ve hidrolizi, makromolekiillerin yikimi ve taginmasi ile baslayan ve ardindan
mitokondrinin ve ¢ekirdegin dejenerasyonu ile devam eden diizenli olaylar dizilimine sahiptir [3-5].
Senesensin ilk belirtileri fotosentez oranindaki diisiis ve solunum hizindaki artistir. Bunlar takiben
kloroplast membranimin pargalanmasi, klorofil kaybi ve proteinlerin ve lipitlerin parcalanmasi
meydana gelir [3]. Kloroplastlar bol miktarda protein, Rubisco, klorofil a / b baglayici proteinler ve
membran lipidlerini igerir. Yaprak sensensi sirasinda ilk 6nce kloroplastlar bozulurken, mitokondri ve
peroksizomlar islevsel kalir. Nukleus da islevseldir ve transkripsiyonel olarak aktif haldedir, erken
ribozomal bozulma ile toplam RNA seviyeleri diisse de, bu durum senesensin sonuna kadar
tamamlanmaz [6].

Hormonlar, ¢evresel faktdrlerin senesensi diizenleyici etkilerine aracilik eden igsel bilesenlerdir.
Etilen, absisik asit (ABA), jasmonik asit (JA) ve salisilik asit (SA) gibi baz1 hormonlar senesensi
tesvik ederken, sitokininler ve gibberellinler senesensin geciktirilmesinde 6nemli rol oynamaktadir [7-
11].

Salisilik asit (SA), hemen hemen tiim bitki tiirleri tarafindan {iretilen fenolik bir maddedir.
Konsantrasyonu tiirden tiire ve dokudan dokuya degisiklik gostermektedir. Bitkilerde, SA patojenlere
kars1 bitki savunmasina karisan bir sinyal molekiildiir ve senesensde de rol oynamaktadir. SA, bitki
patojenlerine karsi olusturdugu cevaba ek olarak, ozon, UV 1s1k, sicak stresi, soguk ve kuraklik ile tuz
ve ozmotik stresler gibi abiyotik streslere kars1 olusan bitki cevaplarinda da rol oynar [12]. igsel SA
konsantrasyonunun senesense ugrayan yapraklarda senesens olmayan yapraklardan 4 kat daha yiiksek
oldugu tespit edilmistir [7].

Yaprak senesensi bitki yaprak gelisimindeki 6nemli evrelerden biri olup senesens ile ilgili genlerin
(SAG= Senescence Associated Genes) anlatimin1 icermektedir. Molekiiler seviyede yapilan
caligmalar, SA, JA ve etilen'in, SAG’larin anlatimini diizenleyen transkripsiyon faktorlerini kodlayan
genlerin anlatimimni tesvik ettigini gostermistir [13, 8, 14]. Son yillarda yaprak senesensi ile ilgili
yapilan mikroarray analizi ¢aligmalari, sensesense ugramig yapraklarda anlatimi artan binlerce genin
tammlanmasimni ve izole edilmesini kolaylagtirmistir [15-19]. Senesens sirasinda, SAG olarak
adlandirilan birgok genin anlatimmin tesvik oldugu, fotosentezle iligkili genler gibi genlerin
anlatiminin ise baskilandigi rapor edilmistir [20]. Cesitli SAG’lar farkli dokularda ve hormonlar, SA,
ozon, karanlik gibi farkli senesens tesvik edici faktorlere karsi farkli anlatimlar gostermektedir [21].
Senesens sirasinda, makromolekiil bozulmasina neden olan yogun katabolik siirecler ortaya ¢ikar ve
SAG'larin bazilar1 proteazlar ve niikleazlar gibi hidrolitik enzimleri kodlar [22, 15]. Senesens siirecini
anlamak ve gelisimsel senesens ile strese neden olan senesens arasindaki farklari belirlemek igin
senesens tarafindan tesvik edilen genlerin fonksiyonlarini agikliga kavusturmak 6nemlidir.

Klorofil floresans Ol¢iimil, yapraklardaki fotosentetik performansi degerlendirmek i¢in yararli ve
invazif olmayan bir tekniktir. Senesensin erken evresi gozle goriilebilir degildir ancak PSII
etkinliginin gostergesi olarak klorofil floresans Olglimiiniin kullanilmasi metabolizma ve bitki
biiylimesindeki degisiklikleri saptamak i¢in daha hassas bir metottur [23,17]. Teknolojideki ilerlemeler
ve klorofil florometrisinin anlasilmasi, klorofil floresans 6l¢iimiiniin hiicresel ve hiicre alt1 seviyelerde
fotosentetik aktiviteyi gergek zamanli olarak ve diisiik 1sik seviyelerinde 6lgmek i¢in daha yaygin

554



olarak kullanilan bir teknik olmasina neden olmustur [24, 25]. Fv/Fm orami fotosentetik aygitlarin
senesens ile iligkili yikiminin bir parametresi olarak kullanilmaktadir [26]. Bu caligmada senesens
sirasinda gen ifadesi iizerine SA’nin roliinii incelemek i¢in klorofil floresans 6l¢iimii ve mikroarray
analizi yapilmistir.

Il. MATERYAL VE YONTEM

A. BITKILERIN YETISTIRILMESI

Bu ¢aligmada kullanilan yabani tip Arabidopsis thaliana tohumlart NASC (Nottingham Arabidopsis
Stock Center) dan temin edilmistir. Arabidopsis thaliana bitkisinin tohumlar1 4°C’de 2 gece
bekletildikten sonra Arabidopsis i¢in 6zel olarak hazirlanmig olan toprak karisimina (Levingstons
F2:kurutulmus siliks kum:vermikiilit, 6:1:1) ekilmistir. Bitkiler 16 saat 151k 8 saat karanlik periyotta
22°C’de %70 nem ve 250 pmol'm?s? 1sik altinda yetistirilerek otomatik sulama sistemi ile
sulanmistir. Iklim odasinda yetisen bitkiler 11. giinde bireysel saksilara alinmistir. Ekimden sonraki
24. giinde saglikli fideler secilerek 8. yapraklar bitkiye zarar vermeyecek sekilde yaprak sapindan
baglanarak isaretlenmistir.

B. SA UYGULAMASI

Yapilan 6n caligmalar ve literatiir taramalariyla belirlenmis olan konsantrasyondaki SA (1 mM)
¢ozeltisi ve distile su (kontrol) 27., 31. ve 35. giinlerde 6zellikle yapraklar olmak iizere tiim bitkiye
puskiirtiilmiistiir. 27., 31. ve 35. giinlerin secilmesindeki amag, senesens baslamadan 6nceki (27. giin),
ilk baglangic¢ (31. giin) ve ilerlemis senesens (35. giin) evreleri olmak {izere senesensin farkli evrelerini
icermesidir. Bir grup bitki klorofil floresans goriintiileme sonuglari i¢in giinliik takibe alinmistir. 27.,
31. ve 35. giinlerde distile su (kontrol) ve SA 4 saat sonra hasat edilen yapraklar RNA ektraksiyonu
yapilana kadar -80 °C’de bekletilmistir.

C. KLOROFIL FLORESANS GORUNTULEME

Klorofil Floresans Goriintiileme sonuglart Barbagallo ve dig., [23] ve Baker ve Rosenqvist [27]’de
tanimlandig1 sekli temel alinarak CI Imager klorofil floresans goriintiileme sistemi (Technologica Ltd.,
Colchester, UK) kullanilarak elde edilmistir. Bitkiler minimum floresans (Fo) dan dnce 15 dakika
karanliga adapte edilmislerdir, minimal floresans zayif 6l¢lim sinyalleri kullanilarak Slgiilmiistiir. Fo
sirasinda tiim fotosistem II (PSII) merkezleri a¢ik durumdadir. Daha sonra, maksimal floresans (Fm)
800 ms 1smlama sirasinda yaklasik 6000 pmol.m2.sn? doyurma sinyaline kadar 6lgiilmiistiir. Fm
sirasinda tiim PSII merkezleri kapali konumdadir. Fm 6l¢iimiinii takiben bitkiler 5 dakika 250 pmol.m"
2.sn’t aktinik PPFD (Photosynthetically Active Photon Flux Density= Fotosentetik olarak aktif foton
akis yogunlugu) ye maruz birakilmislardir ve F* araliksiz gozlenmistir. F’, Fo ve Fm arasinda herhangi
bir noktadaki floresans sinyalini belirtmektedir. 5 dakikadan sonra aktinik 1s1ktaki yapraklardan gelen
maksimal floresans doyurulan 1sik sinyali kullanilarak Ol¢iilmiistiir. Bitkilerin klorofil floresans
sonucunu gorebilmek i¢in 27., 31. ve 35. giinlerden itibaren 42. giine kadar tiim gruplardaki bitkilerin
8. yapragi secilerek giinliikk seyir incelenecek sekilde Olgtim  yapilmistir. Elde edilen veriler
FlorImager yazilimi kullanilarak analiz edilmistir. Veriler hesaplamalarin yapilabilmesi ve grafiklerin
cizilebilmesi i¢in Microsoft Excel (Microsoft Corporation) programina aktarilmiglardir.
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D. RNA EKSTRAKSIYONU VE MIKROARRAY

Mikroarray hibridizasyonu i¢in, hormon uygulamasindan 4 saat sonra hasat edilen 8. yapraklar sivi
azot ve TRIzol (Invitrogen) kullamlarak havanda ekstre edildi. izole edilen total RNA, Qiagen RNA
saflagtirma kiti (Qiagen) kullanilarak kit protokoliine gore saflagtirildi. RNA’nin konsantrasyonu
Nanodrop spektrofotometre, kalitesi ise Agilent Bioanalyzer Sistem kullanilarak tespit edildi. 1 pg
total RNA-MessageAmp II aRNA amplification kiti (Ambion) kullanilarak kit protokoliine gore
amplifiye edildi. Amplifikasyon isleminden sonra CATMA dizin protokolii Buchanan-Wollaston ve
dig., [15]’e gore uygulanmistir. Elde edilen mikroarray slaytlar1 Affymetrix 428 array tarayicida 532
nm (Cy3) ve 635 nm (Cy5) dalga boylarinda taranmistir. Tarama sonucu elde edilen veriler Imagene
version 4.2 (BioDiscovery) programi kullanilarak hesaplanmistir. Imagene programindan alinan
veriler GeneSpring version 5.1 (Silicon Genetics) programi kullanilarak analiz edilmistir. 27, 31 ve 35.
giinlerde SA uygulamasindan 4 saat sonra toplanan ve Cy3 ve Cy5 ile etiketlenen 6rneklerden iki
biyolojik tekrar olusturulmustur. Sonugta ortaya ¢ikan Ornekler, her biri iki teknik tekrara (boya
degisim) sahip 2 biyolojik tekrar1 temsil etmektedir. GeneSpring analizi sonucunda anlatiminda en az
iki kat anlamli degisiklik gosteren genler tanimlanmugtir. Farkli olarak anlatim gdsteren genler Virtual
Plant programu kullanilarak analiz edilmis ve gen ontolojileri tanimlanmuistir.

I11. BULGULAR VE TARTISMA

Senesens bir hiicrenin, organin veya organizmanin oliimiiyle sonuglanan gelisimsel bir siiregtir. Azot,
kiikiirt, fosfor ve potasyum gibi énemli besinlerin yeniden tagimmasi ve geri doniisiimii gbz Oniine
alindiginda, senesensin bitki yasam dongiisi i¢in hayati 6nemi agik¢a goriilmektedir. Bu besinler
senesense ugrayan yapraklardan aktif olarak biiyiiyen dokulara tasinirlar, bdylece bitkinin biiyiimesi
ve ¢ogalmasi saglanir [6]. Yapragin fotosentetik kapasitesi, senesens sirasindaki klorofil kaybina baglh
olarak aniden diiser. Karbonhidratlar, amino asitler ve diger molekiillerin iiretimi, protein, lipidler ve
niikleik asitler (DNA ve RNA) gibi makromolekiillerin ayrigmasi ile yer degistirir ve serbest kalan
besinler, yeni tomurcuklar, geng yapraklar, gelismekte olan meyveler, tohumlar gibi bitki kisimlarina
taginirlar [28].

Yaprak senesensi, i¢ ve dis faktorlerden etkilenen, bitki yaprak gelisiminde 6nemli bir asamadir ve ¢ok
sayida senesens ile iliskili genin (SAG) anlatimini igerir. Bitki hormonlari, yaprak senesensini
diizenleyen en 6nemli i¢ faktorlerdendir. Molekiiler seviyedeki ¢alismalar SA’nin SAG anlatimini
diizenleyen transkripsiyon faktorlerini kodlayan genlerin anlatimini arttirdigini géstermistir [13].

Fizyolojik ve ekofizyolojik ¢alismalarda bitkilerdeki stres ve fotosentetik verimliligi incelemek igin
klorofil floresans ol¢iim yontemi kullanilmaktadir [29]. Senesensin erken evresi gozle goriilebilir
degildir ancak PSII etkinliginin gostergesi olarak klorofil floresans Ol¢limiiniin kullanilmasi
metabolizma ve bitki biiyiimesindeki degisiklikleri saptamak i¢in daha hassas bir yontemdir [23, 17].
Fv/Fm orani, fotosentetik aygitlarin senesens ile iliskili yikiminin bir parametresi olarak
kullanilmaktadir [26]. PSII’nin maksimum etkinligini 6l¢ebilmek amaciyla, 27., 31. ve 35. giinden
itibaren kontrol ve SA uygulanan bitkilerin 8. yapraklarindaki giinliik klorofil floresans degisimleri
incelenmistir. Bu yontemdeki en 6nemli 6zellik goriintiileme esnasinda bitkiye zarar verilmedigi igin
ayn1 yapraktaki floresans degisiminin takip edilmesine olanak saglamasidir. SA uygulamasindan
sonraki glinlik Fv/Fm degisimleri sirasiyla Sekil 1, Sekil 2 ve Sekil 3’de gosterilmistir. Kontrol ile
yapilan kiyaslamalarda, 27. ve 31. giinde SA piiskiirtiilen yapraklarda Fv/Fm etkinliginin kontrole
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kiyasla daha diisiik oldugu goriilmektedir (Sekil 1 ve Sekil 2). Ancak, Sekil 3’e bakildiginda 35. giin
uygulamasinda Fv/Fm etkinliginin 40. giinden itibaren kontrol ile paralel seyrettigi ortaya ¢ikmaktadir.
Bunun yaninda, 27. 31. ve 35. giin uygulamalarin1 kendi iglerinde kiyasladigimizda en diisiik

etkinligin 31. glinde oldugu dikkat cekmektedir (Sekil 4).
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Sekil 4. 27., 31. ve 35. giinlerde SA piiskiirtiilen bitkilerin sekizinci yapraklarindaki klorofil floresans
degerlerinin giinliik degigimi

Senesens sirasinda gen anlatiminin diizenlenmesi karmagik bir siire¢ olarak goriilmektedir. Bu siiregte
cok fazla sayida gen farkli anlatimlar gostermektedir [30]. Gen anlatiminin tanimlanmasi igin, 27., 31.
ve 35. giinlerde SA uygulamasi yapildiktan 4 saat sonra bitkiler hasat edilmis ve RNA izolasyonunu
takiben mikroarray analizi yapilmistir. Mikroarray analizi, 3 farkli zamanda (27., 31.ve 35. giinler) SA
uygulamasini takiben yapraklarda kapsamli diferansiyel gen anlatimi oldugunu géstermistir. Ozetle,
27. giinde SA uygulamasi 592 genin anlatiminin anlamli olarak en az iki kat artmasina, 817 genin
anlatiminin ise azalmasina neden olmustur. 31. giin uygulamasinda ise, 1637 genin anlatimi artarken
2233 genin anlatimi artmustir. 35. glin SA uygulamasi da 1773 genin anlatimini artirirken 2576 genin
anlatiminin azalmasina neden olmustur.
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Tablo 1. 27., 31.ve 35. giinlerde hormon uygulamasindan 4 saat sonra hasat edilen yapraklardaki anlatimi

%
>

azalan ve artan genlerin ontolojileri. Parantez i¢i p-degerini gostermektedir.

27. giin

31. giin

35. giin

Anlatim1 Artan Gen Ontolojileri

Strese cevap (10%°)

Kitine cevap (10%)

Savunma cevabi (1071°)

Immiin sistem siireci (10')
Immiin cevap (1014

Katalitik aktivite (10-1)

SA aracilikli sinyal yolagi (10-°)
Oksidatif strese cevap (10°8)

SA uyarisina cevap (10°8)

Hiicre Oliimii (10°8)

Oliim (10°®)

Istya cevap (107)

Programlanmus hiicre 6liimii (10°6)
Immiin cevabin diizenlenmesi (10°)
JA uyarisma cevap (104

Uyartya cevap (10%)

Strese cevap (10%)

Savunma cevabi (10°1°%)

Immiin sistem siireci (1014
Immiin cevap (1072)

Kitine cevap (10%)

SA uyarisina cevap (107)
Hiicre Oliimii (1077)

Oliim (107)

SA aracilikh sinyal yolagi (107)
Katalitik aktivite y (10°)
Programlanmus hiicre 6liimii (10°6)
Istya cevap (10°6)

Fosforilasyon (10)

Strese cevap (101%)

Savunma cevabinin diizenlenmesi
(10"

Immiin sistem siireci (10"1)
Kitine cevap (10719

Hiicre 6liimii (10°8)

Oliim (10°9)

Programlanmus hiicre 6liimii (107)
Oksidatif strese cevap (10°6)

SA uyarisina cevap (10°)

SA aracilikli sinyal yolag: (109
Immiin sistem siirecinin
diizenlenmesi (10-6)

Protein kinaz aktivitesi (10°)

Anlatimi Azalan Gen Ontolojileri

Plastit (1077%)

Kloroplast (107

Organel (10°%)

Fotosentetik membran (10-%°)
Katalitik aktivite (10-1%)
Apoplast (10-°)

Fotosentetik elektron transport
zinciri (10°)

Klorofil metabolik siireg (107)
Kloroplast fotosistem I1 (10-5)
Fotosistem 11 (10°%)

Plastit (10-%)

Kloroplast (10%)

Fotosentetik membran (10-17)
Katalitik aktivite (1024)
Apoplast (101%)

Klorofil metabolik siireg (107)
Azotlu bilesiklerin biyosentetik
siireci (1079)

Fotosentetik elektron transport
zinciri (10°)

Kloroplast fotosistem 11 (10°)
Fotosistem I1 (106)
Fotosistem (10°5)

Sitoplazmik kisim (1013)
Plastit (10'2)

Kloroplast (10-1?)
Uyariya cevap (1029
Organel (108)

Yaraya cevap (107)
Membran (10-)

Elde edilen ham veriler islendikten sonra anlatimi artan ve azalan genlerin ontolojileri belirlenmis ve
Tablo 1’de gosterilmistir. Elde edilen sonuclar incelendiginde uygulama giinii fark etmeksizin anlatimi
artan genlerin “strese cevap”, “uyariya cevap” ve “savunma cevabi” gibi stres ve savunma
mekanizmasina ait gen gruplar1 oldugu goriilmektedir. Bunun yaninda, anlatimi azalan gen ontolojileri
ise yine giinlerden bagimsiz olarak “plastit”, “kloroplast” ve “fotosentetik membran” gibi hiicresel
yapilara ait oldugu goriilmektedir. Gen ontoloji analizleri yapildiktan sonra bu gruplar i¢indeki
genlerin senesens ile iligkileri arastirilmistir.

Uc uygulama giiniiniin gen ontolojilerinin ¢akigsmasi, anlatim1 artan ve azalan gen ontolojileri
g0z Oniline alinarak Sekil 5 ve Sekil 6’da sirasiyla verilmistir. Bu verilere gore gen ontolojisi
baglaminda en fazla ¢akigsmanin 27. giin ile oldugu ancak 31. ve 35. giinlerin kendi aralarinda
bir ¢akisma olmadigi goriilmektedir.
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27.gln

AnlatimiArtan
Gen Ontolojileri

31. glin 35. giin

Sekil 5. 27., 31. ve 35. giinlerde SA uygulamasindan 4 saat sonra hasat edilen yapraklarda mikroarray analizi
sonucu anlatimi artan gen ontolojilerinin ¢akigma diyagrami

27. gin

Anlatimi Azalan
Gen Ontolojileri

31. gin 35. gin

Sekil 6. 27., 31. ve 35. giinlerde SA uygulamasindan 4 saat sonra hasat edilen yapraklarda mikroarray analizi
sonucu anlatimi azalan gen ontolojilerinin ¢akigma diyagrami

Lipidlerin yikiminda senesens sirasinda aktif hale gegmektedir [31]. Lipidlerin yikim iiriinleri
senesense ugrayan yapraklardan yer degistirebilmesi i¢in metabolize edilir ve floemde tasinan
sukrozlara dondstiiriilir [31,32]. Fosfolipaz D’nin fitohormonlarin tegvik ettigi senesensin
diizenlenmesine karistig1 bilinmektedir [33]. Mikroarray analizi sonucunda SA uygulamasindan sonra
Fosfolipaz D’nin ve diger lipid metabolizmasiyla ilgili genlerin anlatiminin arttig1 goriilmistiir.
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Senesens programi baglar baslamaz, hiicresel yapilarin bozulmasi ve besinlerin par¢alanmasi siiregleri
meydana gelir. Bir¢ok proteolitik olaylarin yaprak senesensi sirasinda aktif hale geldigi bilinmektedir
[34, 35]. Yaprak senesens siirecinde poliubiquitin genlerinin anlatiminin ve ubiquitin-konjugasyon
aktivitesinin arttig1 rapor edilmistir [35]. Bu siirecte 20S proteazom aktivitesi de tespit edilmistir [36].
Bu ¢alismada ise, 27. ve 31. glinlerde SA uygulamasi 20S proteazom geninin anlatimini arttirmistir.

Yapilan mikroarray analizleri yaprak senesensi sirasinda 96 transkripsiyon faktér geninin anlatiminin
en az li¢ kat arttigin1 gostermistir [15]. Aralarindaki en genis transkripsiyon faktor gruplari NAC,
WRKY, C2H2 tip zinc finger, AP2/EREBP ve MYB proteinleridir [13, 30, 37, 15, 3]

NAC genlerinin de senesens sirasinda anlatimimin arttigi bildirilmistir [30, 15, 17]. NAC domain ilk
olarak petunia NAM (NO APICAL MERISTEM) ve Arabidopsis ATAF1 ve CUC2 (CUP-SHAPED
COTYLEDON?2) genleri tarafindan tanimlanmistir. NAC transkripsiyon faktorlerini kodlayan toplam
20 gen yaprak senesensi sirasinda artmis bir anlatim gdstermistir [30]. NAC ailesine ait genler
embriyo ve govde meristem gelisiminde, yanal kok formasyonu olusumunda, oksin sinyalinde,
savunma ve abiyotik stres cevaplarinda rol oynamaktadir [38]. Elde ettigimiz sonuglarda hormon
uygulamast sonucunda NAC ve NAM ailesine ait genlerin anlatiminin arttig1 bulunmustur.

WRKY transkripsiyon faktorii ailesinin ¢ok sayida iiyesi yaprak senesensi ile iliskilidir [39].
Arabidopsis geni olan WRKY53, senesensin baglangicinda tesvik edilmektedir [40]. Son yillarda elde
edilen bulgular WRKY 53 iin senesensde JA ve SA arasindaki sinyal yolunda bir role sahip oldugunu
isaret etmektedir [41]. Bir baska Arabidopsis trankripsiyon faktorii olan WRKY 6’ nin yaprak senesensi
ve patojen savunmasi sirasinda anlatimi artmaktadir [42]. Bizim c¢alismamizda da tiim hormon
uygulamasindan sonra her ii¢ giinde de WRKY transkripsiyon ailesine ait ¢ok sayida genin anlatiminin
artt1g1 goriilmiistiir.

Senesens ile ilgili yapilan arastirmalarda, mikroarray analizleri yaprak senesensi sirasinda anlatimi
artan genleri tanimlamak i¢in kullanilmaktadir [15]. Yabani tip ve mutant bitkilerle yapilan ¢aligmalar
sensens-arttirici transkripsiyonu diizenleyen iki genin varligina isaret etmektedir. Bunlardan biri HSF
(Heat stress transcription factor) ailesine ait bir gen olan HSF4’diir. Digeri ise zn finger proteini
kodlayan bir gendir (AN1-like zinc finger) [17]. Bizim ¢alismamizda SA uygulamasindan sonra bu iki
genin anlatiminda artis oldugu goriilmiistiir. HSF’lerin temel rolleri sicaklik ve diger kimyasal
streslere karst olusan cevaplarda gen anlatimini kontrol etmektir. Zn finger proteinler de bitki
gelisiminin pek ¢ok evresinde onemli rol oynarlar [17]. Bu ¢alismada da &zellikle 27. ve 31. giin
hormon uygulamasi sonucunda HSF’lerin ve zn finger proteinlerin anlatimlarinin arttig1 saptanmstir.

SA bitkilerde 6nemli bir sinyal molekiil olarak gérev yapar [30] ve biyotik ve abiyotik streslere kars1
spesifik cevaplarin ortaya ¢ikmasina karisir [43]. Bazi senesens arttirici genler SA sinyaline ihtiyag
duymaktadirlar [15]. Ozellikle 31. giin SA uygulamasinda AAA-tip ATPaz’larin anlatiminda artis
oldugu goriilmektedir. SA uygulamasinin AAA tip ATPaz’larin anlatimimi arttirdigi  Buchanan-
Wollaston ve dig., [15]’nin daha 6nce yaptig1 bir ¢alismada da gosterilmistir. AAA proteinler hiicre
siklusunun diizenlenmesi, protein yikimi, organel biyojenezi, vezikiiler tasimmay1 igeren cesitli
hiicresel fonksiyonlarda gorev almaktadir.
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V. SoNuc

Sonug olarak, farkli senesens evrelerinde, senesens baglamadan (27. giin), yeni baglamis (31. giin) ve
nispeten ilerlemis (35. giin), SA uygulamasinin gen anlatimi {izerinde farkliliklar olusturdugu
goriilmiistliir. Anlatimi artan ve azalan genlerdeki bu farkliliklar yapragin gelisimsel evrelerine gore
SA uygulamasina gen anlatimi diizeyinde verdigi cevaplarin farkliligini gostermektedir.

TESEKKUR: Bu calisma Nihal Goren-Saglam’in  doktora tezinin bir kismini1 igermektedir.

Calismanin yapilmasi sirasindaki desteklerinden dolay1 Vicky Buchanan-Wollaston’a
tesekkiir ederiz.
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