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Oz

Baklagiller hem insan ve hayvan beslenmesi, hem de toprak verimliliginin arttirilmasi yoniinden 6nemli bir dogal kaynaktir.
Baklagillerin ayirt edici bir 6zelligi de gesitli gram negatif kok nodiil bakterileri ile azot-fiksasyonu simbiyotik ortakligi kurma
yetenekleridir. Bakteri ve bitki arasinda gergeklesen bu simbiyotik iliski, bitkinin kok dokusunda 6zellesmis bir yap1 olan nodiil
dokusu igerisinde ger¢eklesmektedir. Nodiil olusumu, bitki kokleri tarafindan salgilanan flavonoid sentezi ile baglayarak, bitki
ve bakteri arasinda gerceklesen olduk¢a karmagik bir dizi sinyal iligkisini icermektedir. Bu derleme g¢alismasinda, bitki
koklerinde olusan nodiil dokusunun olusum mekanizmasi ayrintili bir sekilde anlatilmistir.

Anahtar kelimeler: Azot fiksasyonu, kok, nod faktor, simbiyosom.

Abstract

Legumes are an important natural resource both for human and animal nutrition and for increasing soil fertility. A distinctive
characteristic of legumes is their ability to engage in a nitrogen-fixing symbiosis with diverse groups of gram negative root
nodule bacteria. This symbiotic relationship between the bacteria and the plant can form within the nodule tissue that specialized
structure in the root tissue of the plant. Nodule formation involves a very complex cascade signal between plant and bacteria,
starting with the flavonoid synthesis secreted by the plant roots. This review has widely explained the mechanism of the
formation of nodule tissue in plant roots.
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I. GIRIS

Bitki kokleri su ve mineral madde tagimasi ile hormon sentezi gibi fonksiyonlar: yerine getirmektedir. Ayrica
kok-toprak yiizeyi ile ¢evresindeki ortam ile iletisim halinde olmasini saglamaktadir. Toprak igerisinde azot
kaynag1 sinirlandiginda, Baklagillere ait bitkiler Rhizobium, Sinorhizobium, Mesorhizobium, Bradyrhizobium ve
Azorhizobium gibi toprak bakterileri ile simbiyotik iliski i¢ine girmektedirler ve bunun sonucunda azot fikse
edebilen nodiil dokusunu olusturmaktadirlar [1]. Bu iliski bitki ve bakteri arasinda sinyal degisimi ile
baslamaktadir. Bitki tarafindan bakteriyi ¢ekimleyen flavonoidler salgilanmakta ve bitkiye cevap olarak bakteri
lipopolisakkarit yapida bir nod faktér sinyali olusturmaktadir. Boylece kok tiiylinde olusan deformasyon ile
bakterinin bitki hiicre zar1 tarafindan olusturulan enfeksiyon ipligi icerisinde ilerlemesi saglanmaktadir. Bitki
korteks dokusuna ilerleyen bakteri, hiicre igerisinde peribakterioid membran ile sarilarak olusan bakterioid
yapisinda azot fiksasyonuna baslamaktadir. Bunun bir sonucu olarak degisen korteks dokusu ile kok disinda gozle
goriilebilen nodiil dokusu olusmakta ve Rhizobium bakterileri nitrogenaz enzimi ile serbest halde bulunan azotu
amonyaga donistiirerek azot fiksasyonu olayimi gergeklestirmektedir [2].

Son yillarda yapilan ¢aligmalarda, Baklagil grubundaki bitkilerde Rhizobium bakterisi ile ortak yagsam sonucu
olusan nodiil dokusunun olusum siireci, azot fiksasyonu ve nodiil senesensi gibi fizyolojik olaylar 6nem
kazanmaktadir. Nodiil dokusu, azot fiksasyonu siirecinde bakteri ve bitki dokularinin bir arada olusturduklart ve
fizyolojik olarak karsilikli sinyal iletisimi kurduklari 6zellesmis yapilardir. Bu nedenle bu dokuda meydana gelen
olaylarin anatomik, fizyolojik ve molekiiler diizeyde anlagilmasi olduk¢a deger kazanmaktadir. Medicago
truncatula ve Lojus japonicus model bitkilerinin genom dizilenmesi tamamlandik¢a, Baklagiller-Rhizobiium
bakterileri arasindaki simbiyotik iligkinin mekanizmasi hizla aydinlatilmaya ¢alisilmaktadir [2].

II. BAKLAGILLER VE AZOT FIKSASYONU

Diinya florasinda yaklasik 650 cins ve 16000 tiir ile temsil edilen Baklagiller (Leguminosae), tarim alaninda
ekonomik degere sahip Bugdaygillerden sonra gelen oldukca 6nemli olan bir familyadir. Leguminosae familyasina
ait bitkiler Angiospermler i¢inde tiglincii biiyiik, yem ve gida bitkileri iginde ikinci biiyiik grubu olusturmaktadir
[3]. Ayrica Baklagiller gerek insan ve hayvan beslenmesi, gerekse topraklarin verimliliklerinin artirtlmasi
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acisindan dogal bir kaynak olarak
degerlendirilmektedir. Tohum ve siirgiinleri protein,
yag, karbonhidrat, mineral, vitamin ve diger yararl
sekonder metabolitler agisindan da olduk¢a zengindir.
Protein kaynag: olarak, tahillar ile karsilastirildiginda
%24 daha fazla protein icermektedir [4] Ornegin
Asya’da ve Amerika’da soya fasulyesinin, iilkemizde
de bir¢ok baklagil tiirevlerinin besin olarak tiiketilerek
tarimi yapilmaktadir. Diinya ¢apinda tarim alanlariin
% 12-15 inde baklagil ekimi yapilip, elde edilen {iriin
247 milyon tonu bulmaktadir. Bunlara ek olarak, soya
fasulyesi ve Pongamia pinnata (Millettia pinnata) gibi
bitkiler yiiksek yag iceriginden dolay1 gelecekte
stirdiiriilebilir biyoyakit olarak da
degerlendirilmektedir [5] Baklagiller arasinda besin
degeri yiiksek 6nemli bitkiler arasinda soya fasulyesi,
fasulye, bakla, bezelye ve nohut sayilabilir. Son
yillarda o&zellikle yem bitkisi olarak kullanilan
Medicago tiirleri de 6nem tagimaktadir [6].

Baklagillerin 6nemli ozelliklerinden bir digeri de,
toprakta bulunan Rhizobium bakterileri ile kurduklar
ortak yasam sonucu atmosferdeki %78 oranindaki
molekiiler azotu topraga baglamalaridir [7]. Tarumi
yapilan Baklagiller yilda tahmini olarak yaklasik 40-60
milyon ton atmosferik azotu fikse edebilmekte ve bu da
yaklasik olarak 10 milyar dolar degerinde giibre
kullanimina denk gelmektedir [2]. Bunun bir sonucu
olarak gelismekte olan iilkelerin 6nemli bir sorunu
haline gelen yiiksek giibre fiyatlari ve ¢iftgilerin kisith
giibre kullanimi  konusuna olumlu bir yaklagim
getirerek ekonomik avantaj saglanmaktadir Bu durum
azotlu gilibre kullanimini azaltmakta ve kendinden
sonra ekilecek bitkinin verimini olumlu yonde
etkilemektedir. Bu yetenegi de bilindigi gibi Rhizobium
ad1 verilen bakteri ile simbiyotik olarak diger bir
deyimle karsilikli birbirinden fayda saglayarak
gerceklestirirler [8]. Bu noktada diinya tarimi agisindan
bu o6nemli biyolojik fonksiyonun anlagilmaya
galisilmas1  arastirmacilar1  Medicago truncatula
bitkisini model bitki olarak se¢meye yonlendirmistir

[2].
III. NODUL GELISiMi

Simbiyosis olayinin baglayabilmesi i¢in bakteri ve bitki
kok hiicrelerinin birbirlerini tanimast gerekmektedir.
Kok sizintist simbiyotik iliskide kismen ozgiinligii
belirlemektedir. Her bir Rhizobium tiirii spesifik bir
flavonoide ve isoflavonoide cevap vermektedir (Sekil
1; 1. basamak). Cogu Rhizobium tirii sadece
ozellestikleri baklagil tiirleri ile iligki i¢indedir, ancak
baz1 tiirlerde genis bir konakg¢r araligi bulunmaktadir
[9]. Simbiyotik iliskinin ilk asamasinda, bakteriler
konak¢i  bitkinin  kokleri  tarafindan  {iretilen
flavonoidler sayesinde rizosfere dogru hareket ederler
[1]. Flavonoidler, bakterideki hiicrelerarasi lipo-kito-
oligosakkarit nodulasyon faktoriiniin (NF) sentezinden
sorumlu bakteriyel genlerinin transkripsiyonunu tesvik
eder [10,11]. Nod faktor lipo-kito-oligosakkarit sinyal
molekiilit olup bir kitin pB-1-4-bagli N-asetil-D

glukozamin iskeletine ve indirgenmemis sekerin C-2
pozisyondaki bir yag aside zincirine sahiptir. Konakg1-
simbiyont 6zgiinliigli i¢in esas beliryeci etmen NF
yapisindaki oligosakkarit iskelete baglanan yapilardir
[12, 13]. Uygun Rhizobium tiirleri ve onlara ait NF
bulunmasi nodiil gelisimini tegvik i¢in yeterlidir. Kok
tilyliniin u¢ kism1 enfeksiyon siirecinde bakterinin ilk
hedefidir, muhtemelen kok tiiyiiniin zayif ve daha az
capraz bagli hiicre duvari mikrotiibiillerin yeniden
organizasyonuna izin vererek, biyiliyen kok tiiyii
ucunda hiicre i¢i vezikiiler trafik degisecek ve
bakterinin hiicre igine girisi daha miimkiin hale
gelecektir. Rhizobium’un kok tiiyiine yapismasi ile 6-8
saat icinde kok tiiyli deformasyonu uyarilmakta ve
kortikal hiicre boliinmesi tesvik edilmektedir [14].

Rhizobium’un bitki kokiine girisi kok tiiyii aracilidi ile
ya da epidermis dokusundaki yariklardan olmaktadir
[14]. Kok tiiyii enfeksiyonu simbiyosiste en temel
yontemdir  ve enfeksiyon  ipligi  yapisim
olusturmaktadir. Enfeksiyon ipligi bitki hiicre duvar
bilesenlerinden olusan tubular yapida olup, bitkinin
korteks hiicreleri i¢ine bakterinin girisinde rol
oynamaktadir [15]. Rhizobium zedelenmis kok tiiyii
ucundan bitki hiicresine giris yapar (Sekil 1, 4. ve 5.
basamak), kiiciik oranlarda boliinen bakteri kapsiil
icinde yer almaktadir [1]. Eklenen bu mikrokoloniler
tahminen NF konsantrasyonunu zenginlestirdigi gibi
hiicre duvart yikim enzimlerini de arttirmaktadir.
Bakterinin konak¢i plazma membranina degil hiicre
duvarina niifuz etmesini yeniden sentez ve yikim
olaylar takip etmektedir. Yenilenen bu dongii viskoz
hiicrelerarast matriks i¢ine gomiilii mikrokoloniler ve
devam eden bakteri biiylimesinin olusturdugu “ileri”
basing ile beraber bir ¢ift olugturmaktadir. Bu ileri
basimng kok tiiyii turgor basmcina karst bir “itme”
giiciine ihtiya¢ duyuldugundan meydana gelmektedir.
Bu dinamik siireclerin sonucu olarak, (Sekil 1, basamak
6 ve 7) bitki hiicre duvarindan tiirevlenen, hiicrelerarasi
matriks i¢ine gdomiilii ¢ogalan bakterinin doldurdugu
enfeksiyon ipligi formu olugmaktadir [15]. Soya
fasulyesinde, kok tiiyli enfeksiyonu Rhizobium ile
temastan 12 saat sonra ger¢eklesmektedir [16].

Bitki kdkiine akin eden bakterinin NF iiretme yetenegi
devam etmektedir. Artan NF seviyesi kok korteks
hiicrelerinde mitotik aktiviteyi tesvik etmektedir. Bu
olay sonucu ile nodiil primordiyumu gelisir (Sekil 1,
basamak 8). Primordiyumu olusturan radyal
pozisyondaki hiicre boliinmesini etilen hormonu
degisik seviyelerde kontrol etmektedir [17]. Bundan
dolay1 ¢ogu zaman nodiil yapis1 ksilem radyal hiicreleri
yakininda, floem dokusundan wuzak bdlgelerde
gelismektedir. Enfeksiyon ipligi, kok tiiyiinden korteks
tabakasina ve yeni olusan boliinmekte olan hiicrelere
dogru biiyiimektedir. Bakteriler, enfeksiyon ipliginin
biliyliyen ucundan konake¢1 hiicre sitoplazmasinda
enfeksiyon  damlacigma  dogru  salinmaktadir.
Endositoz  olayma benzer sekilde bakteriler
peribakterioid membran olarak isimlendirilen ayni
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zamanda simbiozom olarak da bilinen bitki hiicre
membranindan kokenlenen bir membranla
¢evrilmektedir [18].

Konak¢r hiicre icinde membran ile kapli bakteri
bolinmeye devam ederken yani bakterioide
farklilagmadan once azot fiksasyonuna baslamaktadir
[19]. Bakterioid tarafindan atmosferik azot amonyaga
¢evrilir ve daha sonra bitki tarafindan assimile edilerek
gulutamin sentaz enzimi tarafindan glutamine
doniistiiriilmektedir. Amonyagin hizli doniistimii farkl
bir gradient olusturur, bu gradienti saglayan 6ncelikli
durum bakterioidden disariya verilen amonyak
miktaridir [18]. Vaskular dokunun yanisira korteks
tabakasini igeren merkezi dokuda enfekte olmus (Sekil
1, basamak 9, 10) ve olmamuis hiicreler bulunmaktadir
[20, 21]. Nodiil igerisinde, komsu bitki hiicrelerinde ve
bakterioid arasinda gerekli besin maddelerinin degisimi
olmaktadir. Peribakterioid membrana karsi olusan
membran potansiyeli pasif taginma ile
stirdiiriilmektedir. Bu durum da simbiyosom i¢ine besin
tasinmasini kolaylagtirmaktadir [18]. Bu mekanizma,
nodiil i¢inde bakterioidlere malat gibi fotosentez tiriinii
bilesiklerin 6ziimsenmesine ve glutamin gibi fikse
edilmis azotu da igeren c¢esitli bilesenlerin koklere
gegisine izin vermektedir [1].

3.1. Belirgin ve Belirgin Olmayan Nodiil Yapis1

Baklagillerde morfolojik olarak belirgin ve belirgin
olmayan iki esas nodiil tipi bulunmaktadir. Nodiil tipi
konake1 bitki tarafindan belirlenmektedir. Bu iki nodiil
tipi arasindaki fark igteki ilk hiicre boélinmesinin
gerceklestigi alandir [22]. Belirgin olmayan nodiilde ilk
hiicre boliinmesi olay1 i¢ korteks tabakasinda antiklinal
sekilde gercekleserek, endodermis ve perisikldaki
periklinal boliinmeler takip etmektedir (Sekil 1,
basamak 4-5). Toplu olarak bu bélinmeler nodiil
primordiyumunun  olusumuna neden olmaktadir.
Belirgin olmayan nodiiller silindirik  yapidaki
nodiillerin olusumuna sebep olan daha dayanikli bir
meristeme sahiptir. Bu nodiill tipine Medicago
truncatula, Pisum sativum, Trifolium repens, Medicago
sativa gibi bitki tiirleri 6rnek verebilir [23]. Apikal
meristem devamli olarak yeni hiicre iiretmektedir ve bu
hiicrelerde bakteri ile enfekte olmaktadir. Belirgin
olmayan nodiiller olgunlagmis formunda, hiicre
bolinme aktivitesinden dolayr azot fikse eden
bakterioidlerin heterojen bir populasyonuna sahiptir ve
nodiil uzamaya devam ederken gelisimsel evrede bir
gradient olusur. Bu nodiiller belirgin nodiillerden farkl
daha az dallanmig vaskular sisteme sahiptir [1]. Diger
bir deyisle belirgin nodiller (Sekil 1), genellikle
kiiresel, dayanikli meristem dokusundan yoksun ve
gelisimsel bir gradient gdzlenmeyen yapidadir [24].

Belirgin nodiilde ilk hiicre bdliinmesi genellikle
subepidermal olarak dis korteks tabakasinda meydana
gelmektedir. Bazi istisnalarda, Lotus japonicus nodiil
dokusunda oldugu gibi ilk bolinme subepidermal
dokuda ger¢eklesmez [25]. Belirgin nodiiller olgun

formunda, azot fikse eden bakterioid populasyonunu
homojen bir sekilde igermektedir. Enfekte olan
hiicrelerin farklilagmast es zamanli olarak meydana
gelir ve bu olay1 nodiil senesensi takip etmektedir. Yaslh
nodiiller senesense ugradiginda yeni nodiiller kokiin en
son gelisen kisimlarinda olugmaktadir [22]. Belirgin
nodiiller aynt zamanda gaz alis verisinde rol oynayan
lentisel formunu da olusturmaktadir. Belirgin nodiil
yapist olusturan Baklagiller arasinda soya fasulyesi
(Glycine max), pongamia (Pongamia pinnata) ve
fasulye (Phaseolus vulgaris) gibi baskin tropikal ve
subtropikal tiirlerde bulunmaktadir [23].

@ Rhizohia haglanmasi ve
NF hiyosentezi
Flavonoid salmmu Rhizohia
) i Kok tiiyii deformasyonu ve

Flavonoid L Nel

BELIRGIN
OLMAYAN NODIL

Devam eden
"4 nodiil
1% gelisimi

Sekil 1. Belirgin ve belirgin olmayan nodiil yapisinin
gelisim evreleri [1].

3.2. Bakteri ve Konakg¢1 Hiicre Arasindaki Sinyal
Degisimi

3.2.1. Kok Tiiyiine Bakterinin Tutunmasi
Bakteri ve konakg1 bitki arasindaki iligskide, ilk
basamak rhizobial bakterinin kok epidermisine
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tutunmasidir. Rhizobium’un bu 6zel yetenegi diger
bakterilere gore iki 6nemli avantaj kazandirmaktadir:
Bu durum rizosferdeki Rhizobium sayisim ve etkisiz
olan 6zel tiirlerin arttirilmasimi saglayabilmektedir
[14,26,27]. Rhizobium leguminosarum bakterisinin
bitki kok tityiine baglanmasi iki asamali bir siirectir. Tlk
asama, bakteri yilizeyi lizerinde rhicadesin denilen bir
protein araciligi ile bitki reseptoriine zayif bir sekilde
baglanir. Rhicadesin, Rhizobiaceae familyasinda
yaygin olarak goriilen Ca*2-bagiml bir proteindir [28].
Bu protein Rhizobium leguminosarum bakterisinden
izole edilmistir [29]. Ikinci asama seliiloz fibriller
araciligiyla olur ve daha kuvvetli bir adhezyon ile
gergeklesir  [28,29].  Ayrica lipo-oligosakkaritleri
baglayan bir diger reseptor molekiillerinin biiyiiyen kok
tiylerinin {izerinde Dbiiylime ucu yakinlarinda
yerellestikleri tahmin edilmektedir. Kimyasal yapisi
tam olarak bilinmemekle birlikte bir lektin olabilecegi
ileri stiriilmektedir. Bitki lektinleri ozel
polisakkaritlerine baglanarak rhizobial tutunmayi
arttirmaktadir [30, 31].

3.2.2. Kok Tiiyiiniin Bozulmast ve Kivrilmasi

M. truncatula’da kok tiiyii gelisim siireci, epidermal
hiicre nukleusu i¢ ¢eper merkezinden karsisindaki kdk
tiyll primordiyumunun gelismeye basladigi yer olan
dis c¢eper pozisyonuna dogru go¢ etmesi ile
baslamaktadir [32]. Bu cikint1 (sigkinlik) baslangigta
sitoplazma ile dolu olup kok yiizeyinden disart dogru
biiylimektedir [15]. Biiyiiyen kok tiiyiiniin u¢ kisminda
sitoplazma kitlesi, alt kisminda genis bir vakuol ve kdk
tiyliniin plazma membrani ile vakuol membrani
arasinda da ince bir sitoplazmik kisim bulunmaktadir
[15]. Biiylime devam ederken, epidermis hiicre
nukleusu i¢ periklinal c¢eper iizerindeki pozisyonunu
degistirip kok tiiyline giris yapar ve u¢ kisimdan
yaklagitk 30 pm uzakliktaki sitoplazmanin yogun
oldugu bir bolgede yeni pozisyonunu alir. Bu pozisyon
kok tiiyiinde alan I olarak bilinmektedir (Sekil 2). Alan
I, kok yiizeyinden uzaklastik¢a ya da biiyiimeye devam
ettikce nukleus u¢ kisimda bu mesafede kalmaya
devam eder. Kok tiiyli olgun uzunluguna yaklastikca,
vakuol u¢ kismin arkasindaki sitoplazmanin yogun

oldugu alana girmektedir (Sekil 2) ve nukleus ug kismi
takip etmeye son verir. Bu yap1 da kok tiiyiinde alan II
olarak tarif edilmektedir [32]. Bliylimesini tamamlamis
hiicrelerde vakuol kok tiylinin u¢ kisminin
yakinlarindadir (Sekil 2) ve nukleus hiicrenin herhangi
bir yerinde bulunabilmektedir. Bu belirtilen alanda kok
tilylinde alan III olarak ifade edilmektedir [32]. Konak
bitkinin kok tiiylerinde uyumlu rhizobial tiirlerden
saflagtirllmis nod faktorlerin etkisi ile deformasyon
oldugu bilinmektedir. Bu olay Alfalfa, M. truncatula ve
bezelyeyi de kapsayan pek ¢ok bitki tiiriinde detayli bir
sekilde calisilmigtir [15]. Nod faktore en duyarli kdk
tilyleri, bliyiimenin sonlanmaya yakin yerleri olan alan
II de bulunur, kok tiiyt alan IIT bolgesinde ise biiylime
tamamen durmustur. Kuvvetli sekilde polimerize
olmus i¢sel organizasyona sahip kok tiiylerinin aktif bir
sekilde biiylimeye devam ettigi bolge kok tiiyli alan I
bolgesidir ve bu bolge nod faktdriin deforme edici
etkisine duyarsizdir. Alan II kok tiiylerinde nod faktor
ile tetiklenmis deformasyonu kok tiiyll uglarmin
izodiametrik sekilde sigkinlesmesi ile baslar ve bu olay1
olduk¢a polar yapida, alan I kok tliylinlerinin aktif
olarak biiyliyen uglarina benzer yapida yeni bir
biiyliyen ucun tesisi takip etmektedir [15]. Boylece NF
alan II hiicrelerinde yeni ug¢ biiyiimesini tesvik
etmektedir. NF uygulamasimi  ardisik  vezikiil
depozisyonunun gegici olarak izodiyametrik sekle
doniismesi halen tam olarak agikliga kavusmamuistir.
Izodiyametrik  depozisyon hiicre iskeletinin
bozulmasindan kaynaklanabilir. Dig ortama NF ilave
edildiginde, NF kok tiylinde deformasyona ve
dallanmaya neden olmaktadir ancak sikica kivrilmis
kok tiiyi (shepherd’s crooks) yapisinin olusmasi igin
yeterli olmamaktadir ve bu yap1 genellikle bakterinin
bitkiye girdigi alani olusturmaktadir [15]. Kok tiiyii
kivrilmast  ve enfeksiyon siirecinde mikrotubiil
organizasyonunda degisiklik meydana gelmektedir.
Kivrilma sirasinda, mikrotiibiiller kivrilma alaninin
merkezine yerlesmektedir ve bunun sonucunda kok
tiyliniin u¢ kismu ile baglantisi kesilerek, nukleus ve
enfeksiyon ipliginin ug kismi1 arasinda

konumlanmaktadir [33].

Sekil 2. Enfekte olmus ve olmamis kok dokusunun morfolojik yapisi (A-C). Enfekte olmamis yonca bitkisinin
tipik I, IT, III kok alanlar1 (D). S. meliloti ile enfekte olan yonca bitkisinin kok tiiyli goriintiisii (E-G) [15].
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3.2.3. Nod Faktor Yaklagimi

Konake1 bitki kokleri tarafindan salinan flavonoidler
rhizobial hiicrelerde nod genlerinin tegvik edilmesinde
rol oynamaktadir [34]. Flavonoidler bakteriyal NodD
transkripsiyon diizenleyicilerini aktive ederek nod
faktor sentezini iceren genlerin transkripsiyonunu
tesvik etmektedir [35]. Nod faktoriin temel yapis1 farkl
rhizobial tiirlerde benzer yapida olmaktadir. Genellikle,
NF  B-1,4-baghi  N-asetil-D-glukozaminin ~ 4-5
biriminden olusan iskelet yapisna sahiptir ve
rediiklenmemis terminal u¢ C2 pozisyonunda agil
zincir i¢cermektedir [31]. Rhizobial tiirlerde NF deki
Ozgilinlik agil zincirin yapisindaki cesitlilige bagl
olmaktadir. Sekil 3’de Medicago tiirleri ile nodiil
olusturabilen Sinorhizobium meliloti bakterisine ait nod
faktoriin yapisi verilmistir. Rhizobial tiirler arasinda
nod faktoriin yapisindaki farklilik tiire 6zgii nodiilasyon
genlerinde ya da allellik varyasyonlarindan dolay1
farkli aktivitede enzimlerin kodlanmasimnin sonucu
olabilmektedir [31].

NF mekanizmasinin ¢dziimiiniin altinda ¢ogunlukla
genetik yaklagim yatmaktadir. Ancak NF ile ilgili
giincel model olarak, nod faktér baglanmasinda gorev
alan epidermis hiicresinde yerellesmis iki reseptor
benzeri kinaz (RLK) 6nerilmektedir [1]. Bu kinazlarda,
L. japonicus’da LjNFR1 ve LjNFRS5, P. sativum’da
PsSSYM2A ve PsSYM10, M. truncatula’da
MILYK3/MtLYK4 ve MtNFP, Glycine max L.’de
GmNFR1a/p ve GmNFR5a/B dir [36, 37,38, 39, 40].
NF  reseptorlerleri; intraselliilar  kinaz  bolge,
transmembran bolge ve LYsM domainine sahip
ekstraselliilar bolge igermektedir. LysM domaini N-
asetilglukozamin bakiyelerini igeren NF’e benzer
sekilde peptidogilikanlara baglandigr  diisiliniilen
bakteriye 6zgii hiicre ¢eperi-yikict enzimde yaygin
olarak mevcut kisimdir [41]. Bu yap1 okaryotlarda
mevcut olmasina karsin bir genelleme
yapilamamaktadir. Kinaz ve transmembran alan ile
birlikte LysM bolgesinin varligi bitkilere 6zgiindiir
[42]. 1lging bir sekilde, tiim &karyotik protein

kinazlarda  genellikle fosforilasyon  bdlgesinin
yerellestigi LjNFRS/PsSYM10/MtNFP/GmNFRS5a/p
aktivasyon ilmegi eksik iken

LjNFR1/PsSYM2A/MtLYK3/MtLYK4/GmNFR10/f

tipik bir serin\treonin kinaz alan igerir [36, 37, 38, 40,
43]. Bir kinaz domaininde aktif ilmegin yoklugunda iki
LysM RLKs 1n ileri yonde sinyal iletiminde
fonksiyonel aktif kinaz domainine sahip bir

heterodimerik reseptdrde toplandigi ileri siirtilmektedir
[36, 37, 38, 40].

NF sinyalinde gorev alan diger bir RLK ise 19since
zengin (LRR) tekrarlanan bdlgelere, serin\treonin
bolgelerine sahiptir ve M. sativa NORK, Pisum sativum
PsSYM19, Lotus japonicus LjSYMRK Medicago
truncatula MtDMI2 tarafindan kodlanmaktadir [44, 45,
46]. Bu yap: plazma membrani ve enfeksiyon ipligi
membrant lizerinde yerellesmistir ve en erken
saptanabilir kok tiiyii cevabi i¢in gerekli olan hem NF

algilanmast hem de ileri yonde sinyal iletiminde
fonksiyonel oldugu tahmin edilmektedir [36,44]. LysM
RLKs 1n aktive olmasi igin ilk 6nce LRR RLK nin
aktive olmasi1 gerekmektedir [1]. Gergekten de, bu iki
reseptor mikrobiyal sinyal molekiiliin algisinda rol
oynamaktadir, ancak LRR RLK reseptoriiniin fungal ve
bakteriyal sinyal yolu ile nasil biitiinlestigi tam olarak
aciklanamamigtir [1]. Bunun dogrudan heterokompleks
olusumlar aracilig1 ile m1 yoksa dolayl: ikinci sinyaller
aracilig1 ile m1 olup olmadigi aydinlatilamamistir. ileri
yonde sinyal iletimine dayanarak, LRR RLK lar bakteri
kokenli enfeksiyon olaylarinin baslamasinda daha
fonksiyonel iken LysM RLKs lar NF sinyalindeki
olaylar dizisinde spesifik bir role sahip olabilir [1].
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Sekil 3. S. meliloti bakterisine ait nod faktoriin
kimyasal yapisi [31].

3.2.4. Nod Faktor Sinyali Basamaklart

Ileri yonde sinyal iletim basamaklari nod faktdriin
algilanmasi ile baslar. Bu yap1 nuklear membranda
konumlanmig M. truncatula’ya ait MtDMII ve L.
japonicus’a ait LjCASTOR and LjPOLLUX tarafindan
kodlanan potasyum iyon-kanal proteinleri [47,48, 49].
LjNup133 ve LjNup85 [50,51] tarafindan kodlanan iki
nukleporin ve MtDMI3/PsSYM?9 tarafindan kodlanan
kalsiyum ve kalmadulin baglantili protein kinaz
(CCaMK) icermektedir [46, 52].

NF uygulamasindan sonra 1 dk gibi kisa bir siirede,
Ca*? iyonlarinin hizli bir sekilde hiicre i¢ine almmasi
Ca*2 akisim meydana getirir ve bunu kok tiiylerinde CI-
ve K* iyonlarinin disar1 akis1 takip etmektedir [53].
Kalsiyumun depolanmasi olarak bilinen sitosolik
kalsiyum konsantrasyonundaki salmim, Ca*? akisinin
artisindan sonra (NF uygulamasindan yaklasik 10 dk
sonra) ayni hiicrede ayni anda ardisik olarak tesvik
edilmektedir  [54]. Iyon-kanal proteinleri  ve
nukleoporinler kalsiyumun depolanmasi olaylari i¢in
gereklidir ve yapilan calismalarda CCaMK Ca*?
depolanma sinyalinde rol oynadig: belirlenmistir [55].
Benzer sekilde yiikselip alcalma ve depolama olaylari
NF baglandiktan sonraki sinyal iletiminde daha &nce
gozlenmistir ve isaret edilen benzer etkiler NF
algisindan sonra meydana gelmektedir [56,57]. NF
algisi, kok tiiyli deformasyonuna, kok tiiyii kivrilmasi
ve bakteri istilas1 icin gerekli olan kok tiiyli aktin
iskeletinde degisiklige neden olmaktadir [14].

LRR RLK kodlayan genlerdeki mutasyon, varsayilan
(putativ) iyon kanallari ya da nukleoporinler Ca*?
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depolanmasi ve devam eden nodiil gelisim olaylarini
engellemektedirler, buna karsin kalsiyum akis1 ve kdk
tilyli deformasyonu olaylar: devam etmektedir [47, 48].
CCaMK da mutasyonu Ca*? akisim ve birikimini
etkilememistir fakat yinede devam eden nodiil gelisimi
engellenmigtir [52]. NF LRR RLK, iyon kanallar1 ve
nukleoporinlerin ~ NF  algismin  akis  ydniinde
ilerlemesini, Ca*? depolanmasim ise aksi yonde
etkilemektedir. Oysa ki CCaMK Ca*? birikimini akis
yoniinde etkilemektedir [1].

Birg¢ok transkripsiyon faktorii nodiilasyon sinyal yolu 1
(NSY1) ve NSY2, nodiilasyon i¢in gerekli olan Ets2
repressor faktdor (ERF) (ERN) ve nodiil baglangicini
(NIN) iceren CCaMK sinyalinin ileri yonde akisini
aktive etmektedir [58]. nsyl ve nsy2 mutantlari
epidermisde erken nodulasyon genlerinin (ENOD)
transkripsiyonunu baslatma yeteneginde degilken, NF
ile muamele edildigi zaman normal Ca*? cevabi
sergilemektedir [59]. Epidermis hiicrelerinde NSY1 ve
NSY2 nin nukleusda CCaMK ile beraber yerellestigi
diisiiniilmektedir  [14]. NSY1 ve NSY2 Ca*
birikiminden sonra benzer sekilde aktive olmaktadir,
muhtemelen CCaMK  sinyali ile  dogrudan
etkilenmektedir. Bunlara ek olarak ERN1 ve NSY1 nin
ENODI1 in promotériine baglandigi gdsterilmistir.
NSP1 in ENOD promotdriine baglanmasi NSP2 ye
gereksinim duyarken epidermis hiicrelerinde ENOD
ekspresyonu oldukea iyi karakterize edilmistir [60, 61].
Hirsch ve dig. (2009) yaptiklar1 ¢alisjmada ENODI11
promotdriine baglanabilmesi igin, NSP1 in ERNI1
promotdriine baglanmast ve NIN in de bunlarin
ekspresyonu igin gerekli oldugunu gostermislerdir.
Epidermis hiicrelerinde NSY1, NSY2, ERNI1 ve NIN
biitin  kombinasyonlar1 ENODs ekspresyonlarini
diizenlenmektedir [61]. Genetik ve protein diizeyinde
yapilan ¢aligmalarda protein bilesenlerinin CCaMK ile
etkilesim halinde oldugunu gdstermistir. Bu iligki NF
sinyali ve nodiil gelisiminde gereklidir ve bu proteinler
M. truncatula’da DMI3 (MtIPD3) ve L.japonicus da
LjCYCLOPS olarak isimlendirilir [62,63]. Bu
proteinlerin C terminal bélgesi ile etkilesim halinde
olduklari, kalsiyum birikimi sinyalinde etkili olduklar1
ve NSY1 ekspresyonunu diizenledikleri
distiniilmektedir [58].

3.2.5. Nod Faktor Tarafindan Korteks Hiicrelerinin
Tesvik Edilmesi

Rhizobium-baklagil arasindaki simbiyotik iliskide,
rhizobial hiicreler konak¢1 dokuda kolonize olarak kok
korteksinde hiicre dongiislinii yeniden aktif hale
getirmektedir. NF’nin kok tiiyli ve epidermis hiicre
¢eperine dogrudan etkisine ek olarak, korteks ve
perisikl dokularinda da hiicre dongiisiinii aktive ettigi
gozlenmektedir. Korteks ve perisikl hiicrelerinin
aktivasyonu farkli baklagil tiirlerinde varyasyon
gostermektedir [31]. Bu olay da kok korteksindeki
morfogenetik yapiya baglidir [64]. Medicago sativa’da
Rhizobium ile inokiilasyonundan 18-24 saat sonra, i¢
korteks hiicrelerinde erken morfolojik aktivasyon

gozlenmektedir [65,66]. Bu vakuollii hiicreler ilk dnce
antiklinal bolinme gecirmektedirler. Daha sonra,
periklinal boliinmeler meydana gelerek, primordiyum
olusmaktadir. Tiim baklagillerde karakteristik olarak
belirgin olmayan apikal meristem ile beraber silindirik
nodiiller geligmektedir [31]. Bunlara zit olarak,
Phaseolus vulgaris ve Glycine max ‘te ilk boliinen
hiicre hipodermisde bulunmaktadir [21, 67].

3.3. Enfeksiyon Ipligi (EI) Gelisimi

Tiim  rhizobial-konak¢t  arasindaki ~ simbiyosis
olaylarinda, azot fiksasyonunun baglamasindan 6nce
bakteri bitki hiicresinin kok korteks tabakasina
yerlesmelidir. Bakteri bitki dokularinin derinliklerine
enfeksiyon ipligi ireterek niifuz etmektedir. Bu yapiy1
olusturmak i¢in, bakterinin kivrilmis ko6k ucunda
lokalize olmasi gerekmektedir [68]. Kok ucunda
lokalize olan bakteri simbiyotik olarak aktif
eksopolisakkarit ve nod faktorii iireterek, kok tiiyli
hiicre membranindan igeriye dogru ilerleyen biiylimeyi
tesvik etmektedir [35]. Bunun sonucunda da igteki bitki
dokularma bakteri akini gergeklesmektedir [15]. Ug
bolgesinden gelisen enfeksiyon ipligi yeni bir membran
sentez alan1 olusturmaktadir ve bu yapmin ug
bliylimesinin degisikligi sonucu meydana geldigi
diistiniilmekle beraber hiicresel polaritenin yeniden
organizasyonu sonucu ve kok tiiyii tarafindan normal
olarak ortaya konulan bir durum olmaktadir [15].
Enfeksiyon ipliginin kok tilyliniin i¢ine dogru
biiylimesi siirecinde, nukleus ve uzayan enfeksiyon
ipliginin u¢ kismu yogun ve aktif olarak akan
sitoplazma araciligi ile baglanti halindedir [15]. Aym
zamanda, konake¢i hiicrenin hiicre iskeleti EI nin
biiylime diizenini belirleyen Onemli bir faktor
olmaktadir [65]. Floresans ile isaretlenmis bakteri
enfeksiyon ipligi icinde mikroskopik olarak analiz
edildiginde, i¢ce dogru bdliinen enfeksiyon ipliginin ug
bolgesinde  bakterinin  aktif olarak  bolindiigi
gozlenmistir [69]. Ug bolgesinde bakteriyal ¢cogalma
sonucunda enfeksiyon ipliginin membran sentezi tesvik
edilmektedir [68].

Enfeksiyon ipligi olusumunun baglamast i¢in nod
faktor sinyalinin salinimi gereklidir [1]. Ayrica, kdk
tilyline yapisan ve mikrokoloni olugturan Rhizobium
hiicreleri yiiksek konsantrasyonda NF iiretmektedir.
Muhtemelen {iretilen NF belli bir konsantrasyona
ulastiginda enfeksiyon ipligi olusumu baslamaktadir
[31]. Yapisal olarak yetersiz NF iireten Rhizobium
tirlerinde  kok  tiyli  deformasyonu  tesvik
edilebilmektedir, ancak enfeksiyon ipligi
olusturamayan ¢ok sayida genis enfeksiyon cepleri
meydana gelmektedir [69]. Bakteriyal ekstrasellular

polisakkaritlerde ~(suksinoglikan) EI olusumunun
baslamasinda ve ilerlemesinde Onemli bir rol
iistlenmektedir [70,71]. exoY  mutantlarinda
(suksinoglikan iiretemeyen) Ei olusumu

baslayamamaktadir ve bunun sonucunda enfekte
olmamis bos nodiil dokusu gelismektedir [31].
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Belirgin olmayan nodiil dokusunun olusmasi sirasinda,
kok dokusunun i¢ korteks hiicreleri yeniden hiicre
dongiisiine girip antiklinal boliinerek NF e yanit
vermektedir [15]. Boylece nodiil primordiyumu
olusmaktadir. Hiicre dongiisii aktivasyon siirecinin bir
parcast olarak, nukleus ceper bdlgesinden merkezi
pozisyona gd¢ etmektedir. Bu olay dis korteks
hiicrelerinde de ayni sekilde meydana gelmektedir
ancak hiicre dongiisiiniin G2 fazinda kalmaktadir [72].
Bu Dbolgedeki hiicreler radyal olarak dizilmis
hiicrelerarasi sitoplazmik kdpriiler ile beraber bir kolon
olusturmaktadir ve bu yapiya enfeksiyon dncesi ipligi
ad1 verilmektedir.

3.4. Simbiyosom

Bakterinin hedef dokusu olan bitkinin i¢ korteks
hiicrelerine ulasmasiyla, hiicre igerisinde yeni bir
yapilanma olusmaktadir. Herbir bakteri hedef hiicre
tarafindan tek tek endositoz yolu ile enfeksiyon
ipliginden kokenlenen membrana sarilarak hiicre igine
alinmaktadir [31]. Bitki kokenli bu membrana
peribakterioid membran adi verilmektedir. Herbir
bakteriyi igeren endositik membran ile ¢evrili bu yap1
simbiyosom olarak bilinmektedir [68]. Belirgin
olmayan nodiilde, bakteri hiicreleri ve onu ¢evreleyen
peribakterioid membran es zamanli olarak azot fikse
eden bakterioide doniismeden Once boliinmektedir
[73]. Simbiyosom azot fiksasyonunda bir birlik
olusturmaktadir ¢iinkii membran yapis1 besin taginimi
ve amonyumun salgilanmasi gibi olaylarda konakgi
hiicre ile iliski halinde bulunmaktadir. Rhizobium
simbiyosom igerisinde degismekte ve yeni enzim
sistemleri i¢in tegvik olmaktadir [74]. Belirgin olmayan
nodiil yapisinda, 6n enfeksiyon alani, enfeksiyon alani,
fiksasyon alanit ve senesens alani olmak tizere dort
bolim bulunmaktadir. Diger nodiil tipi olan belirgin
yapida ise sadece merkezi enfeksiyon alani
bulunmaktadir [74]. Her iki nodiil tipinde de diisiik
oksijen seviyesi mevcuttur. Dis korteks hiicreleri
oksijen sizmasina karst fiziksel bir bariyer
olusturmaktadir. Ayrica nodiil dokusunda 6zel olarak
olusturulan  leghemoglobin var olan oksijene
baglanmaktadir. Nodiil yapisinda diisiik oksijen miktari
gereklidir ¢linkil oksijen varliginda nitrogenaz enzimi
hizla denature olmaktadir [74].

Medicago bitkisinde S. meliloti ile erken enfeksiyon
siirecinde El aginda yiiksek oranda polarize bir durum
bulunmaktadir. Kok tiiylinde baslayan iplik yapist
gelisen nodiill primordiyumuna dogru dallanarak
biiylimektedir. Enfeksiyon ipliginin gegtigi hiicrelerde
sitoplazma polar yapt kazanmaktadir. Nodiil
primordiyumunda enfekte olmamis ve aktif hiicreler
nodiiliin i¢ korteks hiicrelerinde organize olmaktadir.
Nodiil biiyiimesinde, meristem arkasinda Ei ag
gelisime devam etmektedir ve nodill dokusunda
oldukca  dallanmig yapida enfeksiyon alani
olugmaktadir [31]. Medicago gibi belirgin olmayan
nodiil yapisinda, meristem dokusu devaml olarak kdk
disina dogru bilylimektedir. Meristem disa dogru

hareket ederken, EI meristem dokusunun arkasina
dogru biiyiimek zorundadir. Boylece yeni bdliinen ve
genisleyen hiicreler enfekte olmaktadir [31]. EI nin
nodiil icerisinde nasil yayilldigi tam olarak
bilinmemektedir. Enfeksiyon alanindaki EI ag1 polar
yapida olup disa dogru ilerleyen meristem boyunca
genislemektedir.

IV. SONUC

Baklagil familyasina ait tiirlerin, bitkisel protein
kaynagi olma 6zelligi tarimsal diriinler i¢in de 6nemini
ilk siralara tasimaktadir. Baklagiller, rizobiyal
bakteriler ile simbiyotik iligki kurmasi sonucu olusan
nodiil dokusu, atmosferik azotu kullanilabilir organik
forma baglama yetenekleri nedeniyle tarimsal
stirdiiriilebilirlik ve kiiresel azot dongiistinde 6nemli bir
rol oynamaktadir. Bu nedenle, birgok baklagil tiirii
nodiiler azot fiksayon mekanizmasinin molekiiler
diizeyde aydinlatilmasi icin model bitki olarak
calisilmaktadir. Aym1 zamanda, nodiil mekanizmasi
hakkinda  bilginin  ¢ogalmasi,  biyoteknolojik
yaklasimlar kullanilarak daha verimli bitkisel {iretimin
saglanmasinda kaynak olusturacaktir.
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