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Fare Kulag Teresi, Arabidopsis thaliana’da Konukg¢u Dis1 Dayaniklihgin
Erken Yamkhk Hastalik Etmeni Alternaria solani'nin Kontrolii i¢in
Arastirllmasr™

Ozer CALIS Cigdem YAZAR
Gaziosmanpasa Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Béliimii, Tokat

Ozet: Bu calisma model bitki Arabidopsis thaliana (Farekulag: teresi)'nin konukgusu olmadigi erken
yaniklik hastalik etmeni Alternaria solani'ye karsi gostermis oldugu reaksiyonlart bir zaman caligmasi
icerisinde ortaya koymak igin gergeklestirilmistir. Bu amagla orijinal genleri tasiyan Landsberg erecta (Ler)
ve Columbia (Col-0) ekotip bitkileri ile PAD4, NPR1 ve EDS1 genlerinin mutasyona ugratilmig mutant A.
thaliana bitkileri (Pad4-2 and Nprl-1) A. solani hastalik etmeninin misel diskleri ve konidiosporlariyla
inokule edilmigtir. Pad4-2 ve Nprl-1 mutant bitkilerinde orijinal Ler ve Col-0 ekotiplerine gére nekrotik
semptom olugumu 5 ile 10 kat fazla bulunmugtur. Spor inokulasyonlarinda Eds1-3, Pad4-2 ve Nprl-1 mutant
bitkilerinde sporlarin ¢imlendigi fakat spor penetrasyonun olmadigi, orijinal Ler ve Col-0 bitkilerinde spor
¢imlenmesi ve penetrasyonun gergeklesmedigi bulunmustur. Bu sonuglar A. thaliana orijinal bitkilerinin
sahip oldugu PAD4, EDS1, ve NPR1 genleriyle dayanikliligi konuk¢u dis1 yapisinda sagladigini, orijinal
bitkilerdeki savunma mekanizmasinin her zaman aktif oldugunu isaret etmektedir.

Anahtar kelimeler: Arabidopsis thaliana, erken yaniklik, konukgu dis1 dayaniklilik

Investigation of Non-Host Resistance in Arabidopsis thalina (Mouse-Ear Cress)
Plants To Control Early Blight Pathogen Alternaria solani

Abstract: This study was conducted to reveal non-host interactions between model plant Arabidopsis
thaliana and early blight pathogen Alternaria solani in time-course experiments. Therefore, original Ler and
Col-0 ecotypes that contain PAD4, NPR1, and EDSL1 resistance genes and their mutants, Pad4-2 and Nprl-1
plants were inoculated with mycelial discs and conidial suspension. The inoculated Pad4-2 and Nprl-1
mutants have shown necrotic symptoms 5 to 10 times higher than original Ler and Col-0 ecotypes.
Conidiospor inoculated Eds1-3, Pad4-2 and Nprl-1 mutant plants supported spor germinations, however,
neither spor germinations nor spor pentrations were occurred on original Ler and Col-0 ecotype leaves. These
results indicate that wild-type A. thaliana ecotypes carrying PAD4, EDS1 and NPRL1 resistance genes govern
resistance in non-host manner, the resistance mechanisms are always active to all organisms in the original A.
thaliana ecotypes.

Key words: Arabidopsis thaliana, early blight, non-host resistance

1. Giris (Agrios, 1997; Lawrence ve ark., 2000;

Erken yaniklik bir fungal hastalik olup, her
yil Solanaceae familyasina giren bitkilerde
bliylik irin kayiplarina neden olmaktadir.
Diinyada toplam domates iiretimi 2009 yilinda
152.956.115 ton (t) olup, Tiirkiye 10.745.600 t
domates iiretimi ile diinya domates {iretiminde
dordiinci sirada yer almaktadir (FAO, 2011).
Diinya'da ve Tirkiye’de domateste minimum
%10 {iriin kaybma neden olan hastalik etmeni
Alternaria solani fakiiltatif —saprofitik bir
fungustur. Hastalik etmeni fungus yapraklarda
diizensiz kahverengi-siyah lekeler olarak baslar,
ilerleyen donemlerde yaprak ve govdelerde
cokiikler, kahverengi 6lii dokular ve bunlarin
cevresinde hastalik etmeninin toksinlerinin
olusturdugu sar1 bolgeler goriilmektedir.

Anonymous, 2003). Bitki yapraklarinda i¢ ice
geemis nekrotik alanlarin  yaniklhiga benzer
goriiniim almasindan dolay1 hastaliga erken
yaniklik denilmektedir. Bu nekrotik alanlar

bitki yapraklarinin deforme olarak
dokiilmesine, TUriin miktarinin  diigmesine,
meyve kalitesinin  yok olmasina neden

olmaktadir (Agrios, 1997; Zhang ve ark., 2003).
Hastaliktan dolayr biiylikk oranlarda {riin
kayiplar1 olusabilmektedir. Olii bitki dokularim
kullanan nekrotrofik fungal hastalik etmeni A.
solani basta domates ve patates gibi solanaceae
familyas1 bitkileri olmak flizere sebzeleri
(fasulye), siis bitkilerini (karanfil) ve meyve
tiirlerini (elma, portakal) hastalandirmaktadir
(Agrios, 1997).
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* Bu ¢alisma Yiiksek Lisans tezinin bir boliimiinden hazirlanmistir.
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Gliniimiizde {retimi yapilan tiim ticari
domates ¢esitleri A. solani hastalik etmenine
karsi duyarli olup, hastalik etmeni kiiltiirel
onlemler ve rutin fungisit uygulamalan ile
kontrol altinda tutulmaktadir (Fooland ve ark.,
2002; Anonymous, 2003). Gerek Kklasik gerekse
biyoteknolojik yontemlerle erken yamikliga
kars1 dayanikli cesitler  gelistirilmeye
calisilmasina  ragmen hastalik  etmeninin
kompleks yapisi ve dayanikli bitkilerdeki
karmasik genetik yapidan dolay1 istenen
ozellikte dayanikli domates c¢esitleri ortaya
cikarllamamistir (Zhang ve ark., 2003). Kiiltiir
ve yabani cesitlerinde dayanikliligin poligenik
bir yapida oldugu, erken yaniklik hastaligini
kontrol altmma alabilen monogenik bir
dayanikliligin kiiltiir domateslerinde veya onun
akrabas1 tiirlerde heniiz bulunmadigi rapor
edilmektedir (Kemmitt, 2003; Zhang ve ark.,
2003). Amerika Birlesik Devletlerinde ve
Avrupa'da yapilan 1slah ve molekiiler
caligsmalarda erken yaniklik hastalik etmenine
dayanikl kiiltiir domatesi ¢esitlerinin tohumlari
piyasada bulunmakla birlikte bu ¢esitlerin
verim Ozelliklerinin  diigik olmasi, {iretici
tarafindan tercih edilmemesi nedeniyle iiretimi
yayginlagmamustir (Gardner ve ark., 2010).

Bir model bitki olan farekulag: teresi,
Arabidopsis thaliana, lahanagiller
(Brassicaceae) familyasindandir. A. thaliana
ekonomik yonden 6nemli bir bitki olmamasina
ragmen, 50 yil  boyunca fizyolojik,
biyokimyasal, genetik ve molekiiler
calismalarda model bitki olarak kullanilmustir.
A. thaliana bitkisinin ucuz ortamlarda
gelismesi, 6zel iklimsel isteklerinin olmamasi,
az miktarda mineral istegi nedeniyle genetik
caligmalar i¢in uygundur. A. thaliana bitkisinin
cok sayida tohum iiretmesi, hiicrelerindeki
toplam DNA miktarinin oransal azligi, mutant
bireylerinin varligi ve bu organizmanin gen
aktarim ¢alismalarina uygunlugu gibi 6zellikleri
nedeniyle molekiiler c¢alismalar i¢in ideal
bitkidir. Farekulagi teresi belirtilen birgok
ozellik yaninda genetik transformasyonun kolay
olmasi, DNA polimorfizminin yiiksek olmasi,
gen  izolasyonunda ve diger  genom
caligmalarinda kullanilmasi agisindan
miilkemmel olup laboratuvarda g¢aligmak igin
uygun bir organizmadir. Ayrica Arabidopsis’in
genom dizisi 2000 yilinin  sonlarinda
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tamamlanarak diinya lizerinde genom sekansi
tamamlanan ilk bitki olmustur (AGI, 2000;
TAIR, 2011). Model bitki A. thaliana en kiigiik
genom (120 mega base pairs (Mbp) yapisina
sahip bir bitkidir. Misir yaklagik olarak 2400
Mbp olup Arabidopsis genomundan 20 defa
daha biiyiiktiir (Bennetzen, 2009).

Bitkilerde hastalik olusturan organizmalar
gen-i¢in-gen teorisine gore konukguda bulunan
dayaniklilik genleri tarafindan tanimlanarak bu
organizmaya ya da organizmanin irkina ozel
dayaniklilik  olustururlar. Fakat daha az
anlagilan konuk¢u dis1 dayaniklilikta biitiin
bitkilerin tiim patojen tiirlerine dayanikli oldugu
goriilmektedir. Konukcu dist dayaniklilik
kompleks, ¢ok sayida dayaniklilik faktoriiniin
bir arada  bulundugu patojene  karsi
olusturulmus savunma sistemidir. Bir baska
deyisle konuk¢u dis1 dayaniklilik hastalik
olusturan patojenlerin konukgu bitkilerinde

gelisip, ¢ogaldigi yetisme habitatina zayif
adaptasyonu olarak tanmimlanmaktadir
(Zimmerli ve ark., 2004). Konukg¢u dist

dayanikliligin farkli bilesenleri ortaya konmus,
yapilan c¢aligmalarda konuk¢u dis1 patojenlere
karsi bitkilerin dogasinda bulunan farkl
mekanizmalarin  dayaniklilign  kontrol ettigi
bulunmustur (Thordal-Christensen, 2003; Lipka
ve ark., 2005).

Tahillarda 6zellikle de arpada 6nemli {iriin
kayiplarina neden olan Blumeria graminis f. sp.
hordei (Bgh) konukc¢usu olmayan A. thaliana
iizerine inokule edildiginde hastalik etmeni
fungus sporlarinin biiyiik ¢ogunlugu haustorium
olusturmamakta ve penetrasyon
goriilmemektedir. Arpa kiilleme etmeni fungus
konukg¢usu olmayan A. thaliana iizerinde
gelisememekte, eseyli ya da eseysiz spor
olusturamamaktadir.  Konuk¢unun hastalik
etmenine karst savunma  mekanizmalari
incelendiginde kalloz miktarinda farklilik
bulunmus, olusturulan Penl ve Pen2
mutantlariyla A. thaliana bitkisindeki arpa
kiillemesine dayanikliligin dayaniklilik
genlerinin kontrol ettigi bir bagisiklik sistemine
dayandig ortaya  cikmistir (Thordal-
Christensen, 2003; Lipka ve ark., 2005).

Konukgu olmama ya da konukc¢u disi
dayaniklilk mekanizmasina bir diger giizel
ornek bugdayda toprak kokenli hastalik etmeni
olan Gaeumannomyces graminis var. tritici’



olup hastalik etmeni fungus yulaf bitkilerinin
koklerini hastalandirmamaktadir. Fakat
yulaflarda hastalik olusturan diger fungus G.
graminis. var. avenae igermis oldugu avenacin
A-1 toksini yulaf bitkilerinin olusturdugu
saponin maddelerini detoksifiye ederek yulaflar
tizerinde hastalik  olusturmaktadir.  Yulaf
bitkilerinde olusturulan spesifik mutasyonla
avenacin A-1 icermeyen mutant yulaflarinimn
koklerinde G. graminis var. tritici fungal
hastalik etmeni gelismekte ve bu mutantlar
hastalik etmenine duyarlilik gdstermektedir.
Burada G. graminis var. tritici yulafin konuk¢u
dis1 patojeni olup, yulafta bulunan avenacin A-1
maddesinin detoksifiye eden enzim igeren
mutant yulaf bitkilerinde gelisebilmektedir
(Thordal-Christensen, 2003; Parker, 2009).

Model bitki A. thaliana’da konuk¢u dis1
dayaniklilik geni NHO1 klonlanmustir (Lu ve
ark., 2001). Kimyasal mutasyon sonucunda
ortaya konan NHO1 geni igcermeyen mutant A.
thaliana bitkileri Pseudomoas syringae pv.
phaseolicola, P. syringae pv. tabaci, P.syringae
pv. tomato ve P. fluorescens bakterilerine karsi
duyarliik  gostermektedirler. Bu  durum
bitkilerin sahip olduklar1 tiim dayaniklilik
sistemlerini potansiyel hastalik etmenlerine
karst topyekiin kullandiklarim1 gdstermektedir.
Genel olarak bitkilerin sahip olduklar1 bu
kitlesel patojen imha silahlar1 potansiyel
patojenlere kars1 spesifik olmayan bir yapida
aktif hale gecirilerek, hastalik etmenin
gelismesini siirlamaktadir. Bitkilerde
hastaligin olusabilmesi i¢in mikroorganizmanin
tim bitki savunma mekanizmalarini asip, bu
savunma mekanizmalarini inaktive etmesi veya
atlatmas1 gerekmektedir (Lu ve ark., 2001;
Thordal-Christensen, 2003; Parker, 2009; Lenk
ve Thordal-Christensen, 2009).

Konuk¢u dist  dayamikliligin = varligimi
domatesin Onemli hastalik etmeni olan A.
solani’ye karst model bitki A. thaliana’da
ortaya koyabilmek icin dogadan toplanan
Arabidopsis ekotipleri ile dayaniklilik genleri
veya bu genlerin izledigi bir kimyasal reaksiyon
yolu lizerinde 6zel olarak olusturulmus mutant
A. thaliana bitkileri testlenerek hastalik
reaksiyonlari karsilagtirilmustir. Ciinkii
dayaniklilik genlerinin veya onun
komponentinin inaktive edilmesiyle olusturulan
mutantlar patojen etmenlerine duyarli hale
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gelmektedirler. Dogal ekotiplerde ise bu genler
aktif olup konukc¢u olmayan patojenle inokule
edildiginde bu genler veya onlarin tirtinleri aktif
oldugu i¢in bitki dayanikli goriilmektedir. Bu
calisma erken yaniklik hastaliginin kontrolii
icin konuke¢u dis1 dayaniklihigm alternatif bir
¢oziim olup olmadigini, hastalig1 kontrol altina
alabilecek gen velveya dayaniklilik
mekanizmalarini  ortaya ¢ikarabilmek igin
gerceklestirilmistir.

2. Materyal ve Metot
2.1. Erken Yamklik Etmenlerinin izolasyonu
Erken yaniklik etmeni Alternaria solani
Tokat ile Turhal arasinda sirik ve yer domatesi
yetistirilen tarlalardan toplanan Grneklerin
yiizey sterilizasyonu yapildiktan sonra patates
dekstroz agar (PDA) besi ortaminda gelismeleri
ile izole edilmistir. PDA besi ortaminda
gelistirilen Alternaria solani’nin 2, 5 ve 6 no'lu
izolatlar1 domates besi ortaminda
gelistirilmislerdir.

2.2. Spor inokulasyonu

Koch postulati uygulanarak besi ortaminda
gelistirilen A. solani 2 no’lu virulent izolati
distile su ile toplandiktan sonra sporlar
Haemocytometer (Thoma lami) ile sayilmistir.
Spor siispansiyon konsantrasyonu 2x10° spor
ml* olacak sekilde ayarlanarak hazirlanan
sporlar iklimlendirme odasinda gelistirilen A.
thaliana bitkilerine ve domates hatlarina sabah,
ogle ve aksam piskiirtiilerek inokulasyonlar
gerceklestirilmistir.

2.3. Miselyum Inokulasyonu

Model bitki Arabidopdis bitkilerinin
yapraklarima uygulanan bir diger inokulasyon
metodudur. Domates besi ortaminda gelistirilen
A. solani miselyumlar1 mantar-delici ile 5 mm
capinda kesilerek igne ile delinmis Arabidopsis
yapraklaria birakilmis, nemin muhafazasi igin
bitkiler 7 giin boyunca seffaf plastik torba ile
kapatilarak hastaligin  gelisimi  saglanmigtir.
inokule edilen A. thaliana bitkisinin her bir
yapragl tlzerine yukarida belirtildigi gibi
birakilan miselyum disklerinin her biri ayr1 bir
tekrar olarak kabul edilmis olup toplam 65 adet
miselyum disk yapraklar lizerine
yerlestirilmistir. Inokulasyondan 7 giin sonra
miselyum diskleri kaldirilarak faz-kontrast
mikroskop altinda semptomlar incelenmistir.
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2.4. Domates Besi Ortaminin Hazirlamsi

Ticari olarak iiretilen (DIMES, Tokat)
%100 domates suyundan 30 ml alinarak 270 ml
¢esme suyu ilave edilerek, domates suyu 10 kat
su ile seyreltilerek 300 ml besi ortam
hazirlanmistir. Hazirlanan domates suyunun
pH’s1 olgiilerek 5.5-6.0 olmasi igin seyreltik
HCI asit ilave edilmistir. Domates ortaminin
katilagmasi i¢in %1.5 agar (4.5 gr agar agari,
Lab M, Ingiltere) ilave edilerek 121°C’de 1
atmosfer basingta 15 dakika otoklav edilmistir.
Otoklav edilen domates besi ortam steril kabin
icerisinde 9 cm c¢apidaki steril Petriler
icerisine ~25 ml besi ortami olacak sekilde
dokiilmiistiir. Petrilere dokiilen besi ortamlari
donduktan sonra A. solani hastalik etmeninin
miselyumlar1 5 mm ¢apinda en giiglii gelisimin
oldugu yerden kesilerek Petrinin ortasina ters
olarak birakilmstir. inokule edilen Petriler ters
cevrilerek 26°C oda sicakliginda gelismeye
birakilmgtir.

2.5. Arabidopsis thaliana Bitkileri ve Domates
Hatlarimin Yetistirilmesi

Calismalarda  kullanmilan  Arabidopsis
thaliana ekotip ve mutantlar1 Prof Dr. John G.
TURNER (School of Biological Sciences,
University of East Anglia, Norwich, Ingiltere)
ve domates hatlari Prof. Dr. Randolp G.
GARDNER (Horticultural Science, North
Carolina State University, Raleigh, ABD)'den
temin edilmistir. Model A. thaliana ekotip ve
mutantlarinin ~ gelisebilmesi i¢in: 2 volum
toprak, 2 volum grit (kiigiik ¢akil), 2 volum torf
ve 1 volum vermiculit ile 6zel toprak karigimi
hazirlanmig bu 6zel karisgim A. thaliana topragi
1stya dayanikli firin torbalarina konularak
121°C’de 1 atm basingta 20 dakika otoklav
edilmistir. Hazirlanan steril toprak karigim
saksilara konulduktan sonra yiizeyin piiriizsiiz
bir halde olmasi saglanarak A. thaliana (Col-0,
Ler, Eds1-3, Nprl-1, Pad4-1) tohumlari itinayla
ekilmistir. Daha sonra tohumlar1 i¢eren saksilar
bir tepsi igerisine konularak sulamasi alttan
olacak sekilde stre¢ film ile kaplanmistir. Bu
hazirlanan saksilar homojen bir ¢imlenme i¢in
24 saat karanlhk +4°C’de soguk hava deposunda
bekletilmis ve sonra iklimlendirme odasinda
22+5°C’de 16 saat giindiiz 8 saat karanlhk
sartlarda gelismeye birakilmustir.
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Domates tohumlar igerisinde turf bulunan
viyollere ekilmistir. Viyollerde 3-4 gercek
yaprakli doneme kadar gelisen domatesler
(NC84173, EBR1, EBR2, EBR3, EBR4, EBR5
ve EBRG6) iglerinde turf bulunan plastik
saksilara (Akyiiz plastik, No:7, Istanbul)
sasirtilmigtir. Bitkilerin gelisimi iklimlendirme
odasinda 22+5°C’de 16 saat 151k 8 saat karanlik
kosullarda gergeklestirilmistir.

2.6. Epifluoresent Mikroskopi

Hastalik etmeni A. solani sporlarini ve 6lii
bitki dokularmimi  goriintiileyebilmek i¢in
fluoresent 3-3 Dihexyloxacarbocyanin iodide
(DIOC) kimyasali 0.5 mg ml™ olacak sekilde
metil alkol igerisinde ¢oziilerek stok soliisyon
hazirlanmistir (Duckett ve Read, 1991). Stok
sollisyon -20°C saklanmustir. Hazirlanan stok
10 defa dsH,O iginde seyreltilerek Grneklerin
fluoresent boyay1 30 saniye boyunca almalari
saglannmgtir.  Ornekler Nikon faz kontrast
mikroskoba entegre edilmis B2A (450 490 nm
excitation filtresi ve 520 nm barrier filtre)
epifluoresent filtrede incelenmistir.

3. Bulgular

Model bitki Arabidopsis thaliana ekotip ve
mutant yapraklar1 iizerine birakilan miselyum
diskleri  inokulasyondan 7 giin  sonra
kaldirilarak yaprak iizerindeki semptomlar 151k
mikroskobunda incelenmistir. Landsberg erecta
(Ler) ve Columbia (Col-0) ekotip yapraklari
tizerine birakilan 65'er miselyum diskinden
sirasiyla 3 ve 5 tanesinin bitki dokusunda
nekrotik semptom olusturdugu diger 62 ve 60
adet miselyum diskinin herhangi bir renk
degisikligi olusturmadigi bulunmustur (Sekil 1).
Ayni sayida miselyum diski birakilan duyarl
fenotipe  sahip fitoaleksin  olusturmayan
(Phytoalexin deficient4) Pad4-1 ve sistemik
kazanilmis dayaniklilik iizerinde PR genlerinin
olusmadig1 (Nonexpressor of PR genesl) Nprl-

1 mutantlarinda sirasiyla 29 ve 26 adet
miselyum  diskinin ~ nekrotik  semptom
olusturdugu bulunmustur (Sekil 1). Calismada
kullanilan ~ Pad4-1  mutantinda  nekrotik

semptom olusumu Ler ekotipine gére ~7 Kat,
Col-0 ekotipine gore 5 kattan fazla olurken,
Nprl-1 mutantinda nekrotik semptom olusumu
sirastyla Ler ekotipine gore ~10 kat, Col-0



ekotipine gore 6 kat fazla oldugu ortaya
konmustur (Sekil 1).

3.1. Konidiospor inokulasyonlari

Arabidopsis ekotip ve mutantlar1 tizerine
2x10° spor ml™ konsantrasyonunda piiskiirtiilen
A. solani sporlarmin yaprak iizerindeki
gelisimleri her 12 saatte yapilan orneklemeler
ile 72 saat boyunca 1sik mikroskobunda
incelenmistir. Bu incelemelerde inokule edilmis
yaprak yiizeyinde tesadiifen secilmis 100
konidiosporda ¢imlenme, penetrasyon sayilari
arastirllmigtir.  Ayni1  paralelde  hazirlanan
domates (EBR1-6 ve NC84173) hatlarinda
sporlarin ¢imlenme durumlar1 ve penetrasyonu
incelenmistir. Arabidopsis ekotip ve mutant
bitki yapraklarinda inokulasyondan sonraki ilk
24 saat icerisinde herhangi bir spor ¢imlenmesi
goriilmez iken domates hatlarinda A. solani
sporlarinin  %2-6’smin ilk 24 saat igerisinde
¢imlendigi bulunmustur (Sekil 2).

Arabidopsis thaliana ekotipleri iizerinde
sayillan A. solani sporlarinda herhangi bir
¢imlenme goriilmemistir (Sekil 2A). Fakat ¢ok
duyarli (enhanced susceptible) Eds1-3 (25),
fitoaleksin  igermeyen Pad4-1 (22) ve
patojenisite ile ilgili (PR) genleri icermeyen
Nprl-1 (13) mutant bitkilerinin yapraklarinda
sayilan sporlarda ¢imlenme bulunmustur (Sekil
2B).
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3.2. Spor penetrasyonu

Arabidopsis ekotip ve mutantlar1 {izerinde
¢imlenen sporlardan konukgu hiicre igerisine
penetre olanlar sayildiginda, ¢imlenen A. solani
sporlarindan hi¢ birinin konuk¢u hiicrelerine
penetre olmadig1r ve saglikli hiicrelerin DIOCg
soliisyonunda  kirmizi  renkte  olduklar
bulunmustur (Sekil 3A). Fakat domates hatlari
iizerinde ¢imlenen sporlarin hiicre igerisine
penetre  olduklari, penetrasyonun oldugu
domates hiicrelerinin 6lmesi nedeniyle DIOCq
solisyonunda  bu  hiicrelerin karanlik
goriildiikleri bulunmustur (Sekil 3B). Domates
hatlar1 tlizerinde ¢imlenen sporlardan ¢ogunun
konuk¢u hiicre igine penetre oldugu ortaya
konmustur (Sekil 3B).

4. Sonuclar ve Tartisma

Calismada domates basta olmak tizere
Solanaceae familyasina dahil olan bitkilerde
O6nemli bir hastalik etmeni olan Alternaria
solani'n konukgusu olmayan model bitki A.
thalianamin  orijinal ekotip ve mutant
bitkilerinde miselyum diskleri ile yapilan
patojenisite testlerinde 7 giin sonra yaprakta
semptom olusturma durumlari ve
konidiosporlarla yapilan inokulasyonlarda spor
¢imlenme ve penetre olma durumlan
fluroescent boyama (DIOCs) yontemi
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40 1
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Ler Col-0 Npri1-1

Ekotip ve mutant Bitkiler

Pad4-1

Sekil 1. Model bitki Arabidopsis thaliana ekotip (Ler, Col-0) ve mutant (Nprl-1, Pad4-1) yapraklari igne ile delindikten
sonra tizerlerine 5 cm ¢apinda misel diskler birakilmigtir. Yapraklara birakilan misel diskler uygulamadan 7 giin sonra
kaldirilarak nekrotik semptom olusturanlar ve olusturmayanlar (saglikli) 151k mikroskobu altinda incelenerek yiizdeleri
bulunmustur. Ornegin Landsberg erecta bitkisi yapraklarinda %95.4 saghkl, %4.6 nekrotik alan olusurken Nprl-1
mutant bitkisi yapraklarinda %44.6 nekrotik, %55.4 saglikli alan bulunmustur.
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Sekil 2. Erken yaniklik etmeni Alternaria solani’n 2 no’lu izolati ile hazirlanarak inokule edilmis Arabidopsis thaliana
ekotip ve mutantlar1 (A) ile domates ¢esitlerinde (B) yapilan zaman g¢aligmasi. Bu ¢aligmada tesadiifen segilen 100
spordan ¢imlenen sporlarin sayilari ile zaman arasindaki iligki ortaya konmustur.

kullanilarak arastirilmustir. Ikinci ¢alismada
ornekler her 12 saatte bir Arabidopsis ve
domates bitkileri tiizerinden alinarak DIOCq
sollisyonunda bekletildikten sonra fluorescent
mikroskopta incelenmistir. Bu fluorescent
orneklerde tesadiifen secilen 100 adet spor,
¢imlenen spor, penetre olan spor sayilar1 72 saat
(3 giin) boyunca kayit altina alinmistir.
Arabidopsis  thaliana  ekotipleri ve bu
ekotiplerdeki dayaniklilik genlerinin mutasyona
ugratilmasiyla elde edilen mutant farekulagi
teresi bitkileri tizerindeki A. solani sporlariin
gelisimleri arasinda oOnemli farklar ortaya
konmustur.

Erken yaniklik etmeni A. solani
miselyumlar1 ile yapilan ilk c¢alismada
Arabidopsis  thaliana  ekotipleri  iizerine
birakilan miselyum disklerinden %4.6'sinin Ler
ve %7.7'sinin Col-0 ekotipleri lizerinde nekrotik
semptom olusturdugu bulunmustur.

Ayni  c¢alismada patojene  Ozellesmis
proteinlerin mutasyona ugratildigt Nprl-1
mutant  bitkilerinde %45 ve fitoaleksin
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olusturmayan Pad4-2 mutant bitkilerinde %40
oraninda  nekrotik  semptom  olusumu
bulunmustur (Sekil 1). Arabidopsis thaliana
Ler ve Col-0 ekotiplerinde hem NPR1 geni hem
de PAD4 geni aktif olup bu ekotipler iizerine
birakilan miselyal diskler sinirl sayida nekrotik
semptom  olustururken bu  dayamklilik
genlerinin  bulunmadigi Nprl-1 ve Pad4-2
mutant Dbitkilerinde miselyumlardan dolay1
olusan nekrotik semptomlarin sayisi 5 ile 10 kat
daha fazla olmaktadir (Sekil 1).

Paralel sonuglar ayni bitkilere yapilan spor
inokulasyonlarinda bulunmustur. Arabidopsis
ekotiplerinde spor ¢imlenmesi bulunmamigken,
Arabidopsis mutantlarinda ilk spor ¢imlenmesi
inokulasyondan 24 saat sonra gozlenmistir. En
fazla spor c¢imlenmesi ¢ok duyarli Edsl-3
mutant bitkilerinin {izerinde, en az spor
cimlenmesi ise Nprl-1 mutantlarda
bulunmustur. Kontrol olarak kullanilan domates
(Solanum lycopersicum) hatlar1 tizerinde ilk
spor ¢imlenmesi inokulasyondan 12 saat sonra
kayit edilmistir. Domates hatlar1 {izerindeki
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Sekil 3. Alternaria solani sporlari ile inokule edilen Arabidopsis thaliana ekotip ve mutantlari (A) ile domates hatlarinda
(B) penetre olan spor sayilari. inokule edilen bitkilerde penetre olan ve olmayan sporlar fluorescent boya DIOC; ile
belirlenmigtir. Penetrasyonun gerceklestigi hiicreler DIOCy soliisyonunda karanlik goriilmiistiir.

spor ¢cimlenmesinin Arabidopsis
mutantlarindaki ~ spor  ¢imlenmesine  gore
inokulasyondan 72 saat sonra en az 2 kat daha
fazla oldugu bulunmustur (Sekil 2). Erken
yaniklik hastalik etmeni A. solani konukgusu
olmayan Arabidopsis mutantlar1 tizerinde
¢imlense bile caligmada herhangi bir sekilde
penetre olan sporlar bulunmamistir (Sekil 3).
Bitki patojenleri konukgusuna Ozellesmis
olup ayn1 konukgunun bir bagka ¢esidinde yada
yakin bir tiirinde hastalik yapamayabilir.
Burada konukgu ile patojen arasindaki iliski
hala ¢o6ziimlenmesi gereken Onemli bir
problemdir. Bugiine kadar yapilan konukcu
olmama c¢alismalarinda, konuk¢u olmayan
bitkiler sahip olduklar1 savunma sisteminin
tamamin1 veya bir kismum aktif olarak tuttugu
goriilmistir (Lipka ve ark., 2005; Nakao ve
ark., 2011). Nitekim bu c¢aligmada kullanilan

Arabidopsis mutantlarinda bulunmayan PAD4,
EDS1 ve NPR1 genlerinin A. solani sporlarinin
¢imlenmesine izin verdigi fakat mutantlarda var
olan diger gen(ler)in sporlarin penetrasyonunu

engelledigi  anlasilmaktadir.  Arabidopsis
mutantlari arasinda dahi sporlarin
cimlenmesinde ortaya c¢ikan degiskenlikler
genlerin  sporlarin  ¢imlenmesinde  farkh
derecelerde etkiye sahip oldugunu
gostermektedir.

Konuk¢u olmama ya da konukcu dist
dayaniklilik bitkilerde goriilen aktif ve pasif
dayaniklililk  mekanizmalarini  igeren daha
bliyiilk  boyutlar1  olan  bitki  savunma
mekanizmasi olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Bu
konuda c¢ok detayli aragtirmalar yapilmakta
olup yapilan c¢aligmalar bitki bagisiklik
sisteminin detaylarini ortaya koymaktadir.
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