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Abstract

» Bitkiler, surekli abiyotik ve biyotik stresor yelpazesini tolere etmelerine izin veren
adaptifmekanizmalar gelistirmistir. Troposferik ozon, kuresel bir antropojenik kirletici, bitki-
herbivore etkilesimlerini iceren canli organizmalar ve ekosistemleri dogrudan etkiler. Bu
calismada, Brassicanigra’min (siyah hardal) O3'e ve herbivor Pierisbrassicae’ye ardisik olarak
maruz kaldigi stres tepkilerini arastirdik. Transkriptomik ve metabolomik veriler O3 ve otcul
yanitlari icin cok degiskenli, korelasyon ve ag analizleri kullanilarak degerlendirildi. O3 stres
semptomlan yaslanmaya ve fosfat eksikliklerine benzerken, merkezi metabolizmada bir
azalma, jasmonik asit / etilen yollarinin induksiyonu ve ucucu madde emisyonlari dahil olmak
uzere O3'ten herbivora induklu karakteristik bitki savunma tepkilerine bir sirali kayma
olmustur. Omics ag1 ve yol analizleri, ozmotik stres cevabini ve stoma kapanmasini etkileyen
gliserol ve merkezi enerji metabolizmasi arasinda bir baglant1 ongormiustiir. Diger fizyolojik
olcumler, O3 stresinin fotosentezi ve karbon asimilasyonunu inhibe ederken, ardisik olarak
otcullarin O3 tarafindan indiiklenen baslangic tepkilerini etkiledigini ve tek basina
herbivorlardan sonra gozlemlenen fenotipe neden oldugunu dogrulamistir. Bu calisma, bir
bitki metabolizmasi sistemi Uzerindeki ¢oklu stres etkilesimlerinin sonuclarin1 aciklamakta ve
ayrica ekolojide ve bitki fizyolojisinde yeni hipotezler olusturmak icin omik verilerin nasil
entegre edilebilecegini gostermektedir.




» Dogal kosullar altinda bitkiler siirekli olarak abiyotik ve biyotik strese maruz
kalirlar.

» Kiresel 1sinma, diinyanin ortalama sicakligindaki artislar ve atmosferin
metan, karbondioksit (CO2) ve ozon (03) gibi sera gazi icerigindeki
degisiklikler de dahil olmak uzere birbiriyle iliskili abiyotik fenomenleri
kapsamaktadir.

» Kiresel iklim degisikliginin,herbivor davranisi uzerindeki etkileri bitkilere
verdigi zararn da arttirdigi tahmin edilmektedir.




Materyal ve Yontem

» Brassica nigra tohumlar, 3: 1: 1 oraninda torf, kompost ve kum karisimi ile
doldurulmus plastik kaplarda tek tek dikildi.

» Sera kosullarinda yetistirildiler

» Bitkiler bocekler veya hastaliklar icin kimyasal kontrol olmaksizin gunde 5
saat puskurtme ile aralikli olarak sulandi.

» Fideler haftada iki kez% 0.1 5-Superex ile gubrelendi (nitrojen: fosfor:
potasyum, 19: 5: 20).

» Bitkiler 4 haftalik olduklarinda ve yaklasik yedi yaprak gelistirdiginde, bliyiime
odalarina alindi ve 6 gun boyunca farkli uygulamalara tabi tutuldu.




» B. nigra bitkileri icin dort deney seti:

>

>

>

>

Pieris brassicae tirtillar ve atmosferik havaya maruz kalma (P)

O3 fumigasyonu (0)

O3'un ve onu takip eden herbivor uygulamasi (OP)

Kontroller (C)




» Deney, bes kez tekrarlandi ve her seferinde, uygulama basina uc
bitki kullanilds.

» Atmosferik hava ve P. brassicae beslemesine maruz
birakildiktan sonra gen ifadesinin degerlendirilmesi icin iki ilave
replikat uretildi (toplamda yedi replikat).

» Takipeden deneyde, B. nigra yine C, O, P ve OP'de oldugu gibi
ek olarak uzun sureli O3 fumigasyonu (OL) uyguland.




Ozon Fumigasyonu

» Bitkiler (toplamda 12, uygulama basina uc) bitki buyume odalarina tasindi.
Odalarin her biri bagimsiz olarak kontrol edilen O3 konsantrasyonuna sahip
olacak sekilde modifiye edilmistir.

» Yuksek O3 odalar 4AM ile 8 PM arasinda 70 nL L-1 olarak ve her gun kalan
saatler icin 30 nL L-1'lik O3 konsantrasyonunda tutuldu.

» Atmosferik hava icin O3 konsantrasyonu 15 ila 20 nL L-1 arasinda tutuldu.

» Odalar, 23 +/-3 ° C sicaklikta, gunduz % 60 ve gece % 80 nispi nemde , 16 saat
aydinlik / 8 saat karanlikta, 300 umol m-2s-1 151k yogunlugunda tutuldu.

» Bitkiler gunluk sulandi. Yukaridaki kosullar 5 gun surduruldu, bundan sonra 24
saat boyunca herbivora tabi tutuldu.

» Takip eden deneyde; 3 haftalik bitkilerde uzun sureli O3 fumigasyonu baslandi
ve 16 gun boyunca devam etti.




Herbivor beslenmesi

» Pieris brassicae, yumurtlama icin B. nigra bitkilerine birakildi ve ilk larva
tirtillar, 25 ° C'lik bir sicaklikla, bir iklim kontrollu bocek yetistirme odasinda,
kuluckadan hemen sonra toplandi.

» Herbivor muamelesi icin, her bir bitkinin en genis 3 yapraklarinda (yaprak
basina 10 tirtil) toplamda 30 adet ilk P. brassicae tirtil larvas1 konlmus ve 24
saat boyunca beslenmistir. 24 saat sonra (6.gun), VOC’lar (ucucu organik
bilesik) toplandi ve metabolomik ve transkriptomik analizler i¢in bitki
ornekleri toplandi.




Fotosentez ve Gaz Degisiminin Fizyolojik
Olcumleri

» Yaprak dokularinin nispi klorofil icerigi, en genc en genis uc¢ yapraktan (L5-L7)
optik A653’ile olculerek belirlenmistir.

» Hiicre ici CO2 seviyeleri, stoma iletkenligi ve yaprak transpirasyonu yaklasik
bir saat boyunca tamamen genislemis bir yaprak uzerinde olculdu ( L6).

» Ek olarak, yaprak L6 stoma iletkenligi, su buhar akisin1 yapraktan stoma ve
cevreye dogru olcen sabit durumdaki porometri ile belirlenmistir.




Metabolomik ve Transkriptomik icin
ornekleme

>

Ornekleme sirasinda bitkiler 5 haftalikti.

Apeksten sayilarak, uc bitkinin her birinin U¢ en genc en genis yapraklar (L5-
L7) yaprak sapinda keskin bir bicakla kesilerek bir araya getirilmistir.

Bu yapraklar hemen aluminyum folyoya sarildi ve sivi nitrojen icinde
donduruldu.

Yapraklar 280 ° C'de saklandi ve daha sonra sirasiyla metabolomik ve
transkriptomik analizler yapild.




» Transkriptomik tarama, Arabidopsis CATMA versiyon 4 tum genom
mikrodizilerine dayanirken

» metabolomik tarama, kombine gaz kromatografisi-kutle spektrometresi, sivi
kromatografi-kutle spektrometresi ve dinamik headspace orneklemesi ile
toplanan ucucu organik bilesiklerin (VOC) GC-MS analizi

» Sekonder metabolitlerin analizi icin, numuneler UHPLC-ESI / TOF-MS ile analiz
edilmistir




Transcriptome Yanitlari

» Hiyerarsik kumelenme ve 970 farkli eksprese edilen genlerin GO analizleri, O3
uygulamasini (O) herbivor stresinden (P) ve sirali stresten (OP) ayirdi. GO ‘den
sonra en guclu tepkiyi gosteren ontolojik kategori, fotosentez ve
mitokondriyal elektron tasima zinciri dahil olmak uzere enerji
metabolizmasiydi. Genel olarak, O'da indiiklenen gen ifadesindeki degisiklikler
oldukca homojendir, P ve OP uygulamalarinda meydana gelen degisiklikler
daha zayif bir korelasyon sergilemistir.

» Isik hasati ve karbon asimilasyonuna katilan genler, tum stres senaryolarinda,
ozellikle de O'da, asagi regule edildi. Ayrica, fotokimyasal olmayan sondiirme
geninin NPQ1'in yukar regulasyonu ile sonuclandi.




» Sirali uygulamada (OP), B. nigra, tek basina herbivor stresine bir cevaba
benzeyen aktiflestirilmis savunma yanitlar ;

» lipoksijenazlar LOX2 ve LOX3, tripsin inhibitoru WSCP ve mitojenle aktive olan
protein kinaz MPK3’d1

» Ozellikle, stres tepkileri ve fitohormon sinyallerine katilan genler, sadece 03
stresi ve herbivor uygulamasi arasinda farkli olarak duzenlenmistir ve sadece
O, kuraklik (MYB44), yaslanma (EIN3) ve fosfat eksikligi gibi indiiklenmis
abiyotik stres tepkileriyle iliskili genlerdi.




Metabolom Yanitlan

» Metabolom profilinin cok degiskenli analizi, toplam metabolik varyasyonun%
65'ini ve uygulamanin etkilerinin% 95'ini acikladi.

» Hem O3 hem de herbivor stresi donusu olmayan bitkilerin bazal metabolik
durumunda degisime neden oldu.

» Bununla birlikte, herbivor, ardisik olarak OP uygulamasinda O3'Un etkisini
golgede birakti.

» O'da artmis , P ve OP'de azalmis primer metabolit havuzlarinda gozlenmistir.

» Bununla birlikte, bu uygulamalara ortak bir cevap, prekursor a-ketoglutarat
ile kismen iliskili olan g-aminobutirik asidin 3-kat induksiyonudur.

» En belirgin olarak, O'daki gliserol seviyeleri, kararli durum degerinin% 155'ine
yukseldi ancak OP'de eski haline geri dondu.




» Gliserofosfolipid yolunun baska bir metaboliti ve lipit zarlarinin bir bileseni
olan etanolamin icin benzer bir egilim gozlendi

» Tum uygulamalarda flavonoller ve sinamik asit ester turevleri gibi fenolik
bilesikler artmistir.

» Glukosinolat seviyeleri stabildi ya da azaldi (istisna olan glukorafanin), oysa
glukosinolat turevleri ve yesil yaprak ucucular da dahil olmak uzere herbivore
hasar sonrasi VOC'ler yayildi.




Omics Butunlestirici Ag Korelasyon
Analizi

» Transkriptomik ve metabolomik profiller, serbest olcekli bir korelasyon agina
entegre edildi. Ag, stres sinyallesmesi, seliiloz biyosentezi, kloroplast

aktivitesi ve stoma regulasyonu gibi sureclerde yer alan buyuk merkezlerle
birlikte, baskilandi.




TARTISMA

» B. brassgra'nin sirali O3 stresine ve P. brassicae'nin otcul stresine verdigi
yanitlar sirasinda fotosentez ve mitokondriyal aktivitenin duzenlenmesindeki
degisikliklerin molekuler kanitini bulduk.

» 03, fotosentezin ve stoma kapanmasinin baskilanmasini indukledi, ancak bu
yanit,herivorlara ardisik olarak maruz kaldiktan sonra daha yuksek
fotosentetik aktiviteye yonlendirildi. Omik cok degiskenli ve ag analizleri
kullanarak, gliserol metabolizmasini bu degisimin merkezi bir suriicisu olarak
tammlanmistir.

» Birlesik omik modelleri tarafindan ongorildigi gibi , PO uygulamasi sonrasi
stoma iletkenligi ve gaz degisimi, fotosentetik aktiviteyi ve enerji
metabolizmasini etkileyen stratejik bir degisikligin ortaya ciktigini dogruladi.
PO stresine verilen bu tepki, tek basina stres tepkilerinden tahmin
edilemezdi.




O3 Stresin Fotosentez ve Stomatal Duzenlemelere Etkileri

03, kloroplastlardaki thylakoid membranlan oksitler, klorofil degradasyonu ve
erken yaprak yaslanmasi ile sonuclanir. Bununla birlikte, bu calismada gosterildigi
gibi, agarma ve kloroz semptomlari ortaya ¢cikmadan once, yaslanma sureci,
klorofil ve 151k hasat genlerinin asagi reglilasyonu ve yaprak senesansi EIN3'te yer
alan transkripsiyon faktortunun induklenmesi ile tam olarak baslatilabilir.
Fotosentezi baskilamanin yani sira, 40 nL L21'in Uzerindeki kronik O3 maruziyeti,
03'lin yapraga girmesini onlemek icin stoma kapanmasina neden olan bir reaktif
oksijen turu (ROS) sinyal kasakadini tetikler. Bununla birlikte, bu surec¢ ayni
zamanda CO2 alimin1 da sinirlandirmaktadir. Bizim calismamizda, O3'un B. nigra
stoma iletkenligi ve yaprak transpirasyonu lizerindeki olumsuz etkisi dogrulanmis
ve kisa donemde hucre ici CO2 duzeylerinin daha dusuk olmasina neden olmustur.
Uzun siireli maruziyetten sonra (16 d icin 70 nL L21 03), yapraklarda agarma ve
kloroz belirtileri belirgin hale gelirken, azalmis stomatal iletkenlik ve dusuk
fotosentez oranlar, stomatal kapanmay1 guclendirebilen hucre ici CO2
duzeyleriyle iliskilidir.



» 03 stresi ayrica, kuraklik ve yaralama gibi abiyotik ve biyotik streslere
yanitlarda karmasik bir rol oynayabilen bir gen olan MYB44'Uin ekspresyonunu
da induklemistir. Arabidopsis mutantlarinda MYB44 asir ekspresyonu, stoma
kapanmasinin reglilasyonunu degistirerek kuraklik toleransini arttirir. Bununla
birlikte, MYB44 ayrica stoma kapatilmasi, yaprak yaslanmasi ve ROS
temizlemede yer alan ABA tepkilerini de negatif olarak duzenlemektedir.
Calismamizda, MYB44 ekspresyonu gliserol seviyeleri ile pozitif olarak ve Ca2
+ sinyallemesi ile stoma kapatilmasinda rol oynayan bir nitrik oksit bagli
guanil siklazin, NOGC1 ifadesi ile negatif korelasyon gostermistir. Buna ek
olarak, MYB44, LTPc2 (At2g45180) ile birlikte O3 stresi sirasinda yukar1 dogru
duzenlenmis olan ancak herbivor stresini onleyen kloroplastik lipit transfer
proteini LTPc1 (At2g10940) ile pozitif olarak korelasyon gostermistir. LTPlerin,
hucre zarlar arasinda gliserolipidlerin transferinde aktif olduklan
bilinmektedir. Bu sonuclar, O3'e yanit olarak MYB44 ve NOGC1'in koordine
edilmis bir duzenlemesini onermektedir; bu, ABA sinyallemesi ve stoma
kapatilmasi icin, osmotik stres tepkilerinde rol oynayan merkezi enerji
metabolizmasini ve gliserolipid yollarin1 potansiyel olarak baglayan bir geri
bildirim mekanizmasi olarak hizmet edebilir.




» Guvenlik Valfleri Olarak Gliserol ve Enerji Metabolizmasinin Onemi

Calismamizda fotosentezin ve klorofil duzeylerindeki azalmanin kombine
baskilanmasi, gliserolun, kloroplastlar ve glikolipid membranlarin O3 stres ile
induklenen degradasyonundan kaynaklanabilecegini dustindlirmektedir. Artmis
gliserol seviyeleri ayrica stoma kapanisinda ve ozmotik stres tepkilerinde (MYB44,
NOGC1 ve FMO) yer alan genlerin ekspresyonundaki degisikliklerle de korele idi.
Gliserol osmolitik ozelliklere sahiptir ve gliserol kinaz eksikligi olan mutantlarda
birikmesi Arabidopsis'te dehidratasyon stresine kars1 direnci artirir. Ag analizleri
daha da otesinde, ozmotik stres tepkileri, gliserol metabolizmasi ve kloroplastlar
ve mitokondriyadaki merkezi enerji surecleri arasindaki baglantiyr vurguladi.




» 03 maruziyetinin mitokondriyal manganez superoksit dismutaz MSD1
aktivitesini arttirdigin1 gozlemledik ve bu da mitokondrinin O3'e oksidatif stres
cevabinda rol oynadigin1 dusiindiirdii. Bu hipotez ayrica mitokondriyal siksinat
dehidrogenaz SDH1-1 ve G3P mekik (GPDHc1 / SDP6) aktivitesinin artmasiyla
da desteklenmistir. Mitokondriyal ETC'de, SDH1-1, kompleks II'de koenzim
Q'nun baglanma yeri olarak islev goriirken, G3P shuttla’1, ETC'nin NADH'den
tiretilen redoks enerjisi ile beslenmesinde cok onemlidir. Ilging bir sekilde,
baz1 fosfat yanit genlerinin (RNS1 ve PT2) O3 stresine yanit olarak
duzenlendigini ve GO agimizin baglanmis gliserolipid metabolizmasini fosfat
eksikliklerine (SQD2 ve DGD1) bagladigin1 bulduk.

» Genel olarak, calismamizda gozlemlenen gliserol metabolizmasinin kumulatif
regulasyonu, mitokondriyal aktiviteyi surdurmek icin B. nigra'da bir aki
yeniden duzenlemesini yansitabilir, bu da gliserolun yolakdaki bir ara
metabolit olarak birikmesine yol acmistir




» P. brassicae tarafindan yapilan herbivor stresi O3 stresinden daha az siddetli
olmasina ragmen, fotosentezin azaltilmasina ve azaltilmis karbon asimilasyon
oranlarina neden oldu.

» Herbivorlarin cignemesi, hasarli yapraklara ve komsu dokularda fotosentez
aktivitesini sistematik olarak azaltir, JA sinyal ve LOX'lan kloroplastlarda
fotosentez ve ETC aktivitesini dogrudan etkiler.

» Biyolojik stres ve yaralanmadan sonra beklendigi gibi MYB44'lin herhangi bir
yukari regulasyonu gozlemlememesine ragmen, B. nigra'da herbivor kaynakli
kismi stoma kapatilmasi gozlemlenmistir. Her ne kadar O3 stresinin kendisi
MYB44'un yukan regulasyonunu ve stoma kapanmasini tetiklese de, O3 stresi,
herbivor stresinin ardindan stomanin yeniden acilmasina neden olmustur.




» Sonuc olarak, sirali streslerden kaynaklanan fenotip, nispeten dusuk stomatal
iletkenlikle birlikte, tek basina herbivor hasarindan sonra gozlemlenen
benzerlik gostermektedir. Ardisik otcullar, MYC2'nin (JA sinyallesmesi)
ifadesini olumlu yonde induklemis ve O3 tarafindan induklenen EIN3 (ET
sinyallesme) ekspresyonunu olumsuz yonde etkilemistir. MYC2 ve EIN3 bitki
abiyotik ve biyotik stres yanitlarinin kilit entegratorleridir.

» karsiikli etkilesimde, JA ile aktive edilen MYC2, EIN3 / EIL1"in
transkripsiyonunu bastirirken, EIN3 / EIL1'in induksiyonu, MYC2 ve JA
yanitlarini karsilikli olarak bastirir. Benzer sekilde ET sinyallemesinde yer alan
ve JA yanitlarini pozitif olarak duzenleyen ERF2, tek basina O3 stresine maruz
kaldiktan sonra asag regiile edildi, ancak herbivore stresi sirasinda
induklendi. ABA ve JA / ET yollarinin bu asimetrik duzenlemesi ve stomatal
davranisla gozlenen iliski, ardisik stres durumunda O3 ve otcullara metabolik
tepkileri dengeleyen spesifik bir capraziletisim oldugunu dusiindirmektedir.







