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OZET

KURAKLIK STRESINE VERILEN YANITLARLA ILGILI
SINYAL ILETIM SURECLERINDE GAMMA AMINO BUTIRIK
ASITIN (GABA) ROLU

PELVAN, Alpay

Yiiksek Lisans Tezi, Biyoloji Anabilim Dali
Tez Danismani: Dog. Dr. Melike BOR
Aralik 2015, 62 sayfa

Bitkiler, biyotik ve kuraklik, tuz, yiiksek sicaklik gibi abiyotik streslere
stirekli maruz kalmaktadir. Gamma aminobiitirik asit (GABA), protein yapisina
katilmayan bir amino asitir. Tek ve c¢ok hiicreli birgok organizmada
bulunmaktadir. Bitkilerde c¢esitli gorevleri bilinmekle birlikte Stres kosullarinda
sinyal yolaklarinda gorevli olduguna dair cesitli Ongoriilerde literatiirde
mevcuttur. Arastirma projemizde tiitlin bitkisinde kuraklik stresi kosullart altinda
GABA yolu ve ilgili bilesenlerinin giinliikk ritimdeki (aydinlik-karanlik

fotoperiyotlarda) seviyelerini incelemeyi ve karsilagtirmay1 hedefledik.

Calismamizda % 20 lik PEG ile olusturulan kuraklik stresi kosullarinda
GABA, glutamat ve prolin miktarindaki ve glutamat dehidrogeneaz (GDH) ve
glutamat dekarboksilaz (GAD) enzim aktivitelerindeki degisimleri inceledik. Elde
ettigimiz sonuglar, aydinlik-karanlik gecislerinde tiitiin bitkisinin GABA,
glutamat ve prolin tgliislinii stres yanitlarini olusturmak agisindan etkin bigimde

kullandigin1 gostermektedir.

Anahtar Sozciikler: GABA, Nicotiana tabacum, Kuraklik Stresi.
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ABSTRACT

THE ROLE OF GAMMA AMINO BUTYRIC ACID (GABA) IN
SIGNAL TRANSDUCTION PROCESSES IN RELATION TO
DROUGHT RESPONSES

PELVAN, Alpay

MSc in Biology
Supervisor: Assoc. Prof. Melike BOR
December 2015, 62 pages

Plants encounter different environmental stresses such as; biotic stress,
drought, salt and high temperature during their lifespan. Gamma aminobutyric
acid (GABA), is an non-protein amino acid. It is found in several unicellular and
multicellular organisms. Up to date its role on several proccesses in plants have
been elucidated and in literature there are hypothesis about its role as a signalling
molecule. In our research we aimed to analyse GABA and GABA shunt
components in diurnal rythym (day-night cycles) of tobacco plants under the
effect of drought stress.

Drought stress was induced by 20 % PEG in tobacco plants and the
differences in GABA, glutamate and prolin contents, and glutamate
dehydrogenase (GDH) and glutamate decarboxylase (GAD) enzyme activities
were analyzed in plant leaf samples taken during diurnal rythym. According to
our findings, GABA, glutamate and prolin act in collaboration for adressing stress
induced responses in tobacco plants during the shifts from day to night cycles.

Keywords: GABA, Nicotiana tabacum, drought stress.
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1. GIRIS

Bitkiler yasadiklar1 ortamda yer degistirmedikleri i¢in ¢evresel streslere tim
canlilardan daha fazla maruz kalirlar. Tarimsal iiretimi olumsuz etkileyen basta
abiyotik stres faktorleri olmak tizere ¢evresel stresler ve bitkiler tarafindan bu
streslere verilen yanitlar bilim insanlarinin {izerinde yogun olarak c¢alistig
konulardir. (Cavanagh et al., 2008; Munns and Tester, 2008; Chinnusamy and
Zhu, 2009; Mittler and Blumwald, 2010). Abiyotik stresler, kuraklik stresinin de
dahil oldugu, tuz stresi, yiiksek sicaklik, diisiik sicaklik, donma, besin azlig1 veya
fazlalig ve yiiksek 151k yogunlugu gibi farkli sekilerde gruplanmaktadir. (Wang et
al., 2003; Chaves and Oliveira, 2004; Agarwal and Grover, 2006; Nakashima and
Yamaguchi-Shinozaki, 2006; Hirel et al., 2007; Bailey-Serres and
Voesenek,2008).

Ekonomik degeri olan bitkilerin, yetistirilme kosullarindaki degisiklikler ve
baz1 gereksinimlerinin eksikligi nedeniyle verimlerinde azalma goriilmektedir.
Bununla birlikte diinya genelinde insanlar su kitlig1 ile kars1 karsiyadir ve kuraklik
besin gilivenligini tehdit eden en kritik problemdir. Diinya’daki temiz ve
kullanilabilir su kaynaklar1 giderek azalmaktadir. Gelecekte de insan populasyonu,
dolasiyisiyla gida talebi de artacaktir. Kuraklik; gida ya da ekonomik degeri olan
bir bitkinin yetersizligine ve verim azalisina neden olan en Onemli etkendir.

(Somerville and Briscoe 2001).
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Sekil 1.1 Abiyotik stres ile ilgili sinyallerin ve gen ifadesinin diizenlenmesi (Shinozaki and
Yamaguchi-Shinozaki 2006).



1.1 Kuraklik Stresi

1.1.1 Kuraklik stresinin tamim ve bitkilerde meydana getirdigi etkiler

Su tiim canlilar i¢in oldugu gibi bitkiler i¢in de hayati dneme sahiptir.
Bitkiler yasam dongiileri boyunca gelisim ve biliylime siireglerini siirdiirebilmek
i¢in topraktaki suyu etkin bir bigimde almak ve kullanmak zorundadir. Topraktaki
su igerigi veya alinabilirligi diisiik oldugunda bitkiler ihtiya¢ duyduklar1 suyu
temin edemezler. Sonug¢ olarak bitkiler kuraklik stresi adim verdigimiz tim
fizyolojik ve biyokimyasal siirecleri olumsuz etkileyen onemli bir abiyotik stres
cesidine maruz kalirlar. Kuraklik stresinin bitkiler iizerindeki etkilerinin
giiniimiizde iklim degisikligi, yagis miktarindaki azalma, temiz ve kullanilabilir su
kaynaklarinin kisitlanmasi gibi etkenler nedeniyle daha da artis gostermesi
beklenmektedir (Rosegrant and Cline, 2003). Kuraklik stresinin bitkiler
iizerindeki etkilerinin anlasilmasi ve savunma siireclerinin tanimlanmasi diinya
genelinde siirdiirtilebilir tarim igin biiylik 6nem teskil etmektedir. Bitkiler sesil
yasam bi¢imleri nedeniyle kurakliginda i¢cinde bulundugu cesitli gevresel streslere

kars1 6zel savunma mekanizmalar gelistirmislerdir.

Kurakligin siddeti su miktarinin diisiik oldugu veya yagisin hava kosullarina
bagli olarak degistigi bolgelerde 6nceden belirlenemez. Su kaynaklari giinden
giine azalmaktadir. Hizli niifus artist ve sosyal gereksinimler siirdiiriilebilir su
kullaniminin 6nemini daha da arttirmaktadir (Rosegrant and Cline, 2003). Toprak
suyu eksikligi kurakligina yanit veren bitkiler, kuraklik toleransi ve kurakliktan
kacinma i¢in daha ileri diren¢ (dokuda su potansiyelinin korunumu) ile ya
kuraklik diren¢ mekanizmalar1 ya da kuraklik kagisi sergilemektedirler (Levitt,
1980; Price et al., 2002).Kurakliktan kacis, bitkilerin siddetli stres yer almadan
once hayat dongilisiinii tamamlama yetenegi olarak tanimlanir. Kuraklig
uzaklastirma, toprakta su eksikligi oldugu halde yiliksek doku su potansiyelinin
stirdiiriilmesidir. Stres altinda gelistirilmis su alinimi, zamanla kazanilan suyu
tutmak i¢in bitki hiicrelerinin kapasitesi ve daha ileri su kaybini azaltmak gibi
mekanizmalar kurakliktan kaginmay1 saglarlar. Bitkiler gelismis kok 6zellikleri
sayesinde (Price et al., 2002) ve indirgenmis epidermal (stomatal ve kutikular)
gecirgenlik, indirgenmis radyasyon absorbsiyonu ve buharlagsma ylizey(yaprak
alani) ile kagcinma mekanizmalarini kullanarak su eksikligine yanit verir. Kuraklik
tolerans1 dokudaki diisiik su potansiyeli ile su azligina kars1 koyma yetenegidir

(Ingram and Bartels, 1996). Kuraklik stresi altindaki bitkiler, uyumlu eriyiklerin



birikimi sayesinde buharlasarak olusan su kaybini azaltma ve hiicredeki turgoru

siirdiirme gibi diger mekanizmalar ile hayatta kalabilir.

Bir bitkinin kuraklik stresine verdigi yanitlar ve yasam dongisiini
siirdiirebilmesi hiicre diizeyinde gerceklesen savunma siireclerine baghdir.
Bitkilerde su eksikligi stresi bir sinyal iletim yolag: ile algilar. Bitki hormonu
ABA, kuraklik stresini taniyan baslica sinyallerden biridir. ABA iiretimini
tetikleyen kuraklik stresi algisi, bitkilerdeki kuraklik stresi toleransini ilgilendiren
sinyal transdiiksiyon yolagimin akisini diizenler (Shinozaki and Yamaguchi-
Schinozaki 1997).

Kuraklik stresinde fizyolojik degisimlerdeki akis stoma kapanmasi,
fotosentezin azalmasi ve ¢esitli uyumlu ¢o6ziinmiis maddelerin birikiminden
meydana gelir. Ciinkii bir¢cok inceleme ABA’ nin roliiniiniin detaylarin1 ve ABA
nedenli stoma kapanisini vurgulayan molekiiler ve hiicresel olaylarin sonuglarin
gostermektedir (Shinozaki and Yamaguchi-Schinozaki 1997; Lee and Luan 2012).
Arabidopsis’ te transkriptom analizleri kuraklik stresi ile ifadeleri degisen c¢ok
sayida geni tanimlamistir, bu genler; dehidrasyonla iligkili ve dehidrasyona erken
yanit genleri olarak gruplandirilmistir (Shinozaki and Yamaguchi-Shinozaki
1996). Kuraklik stresine maruz kalan bir bitkide ABA koklerde sentezlenerek ve
stomalarin  kapanmasini uyarmak i¢in Yyapraklara tasinir. Stoma agilip-
kapanmasinin diizenlenmesinde ile ilgili ABA biyosentez mutantlar1 (ABA
mutantlar1) ve ABA yanit mutantlarinin bir kismi (abi mutantlari) su stresine karsi
cok duyarlidir (Leung and Giraudat 1998; Schroeder et al. 2001).

ABA sinyal iletim siireci, nitrik oksit (NO), etilen, salisilik asit, jasmonik
asit’i de icine alan antagonistik ve/veya sinerjistik olarak hareket eden bagka
yolaklarla da baglantilidir (Manthe et al. 1992; Leung and Giraudat 1998; Evans
2003; Anderson et al. 2004; Suhita et al. 2004; Desikan et al. 2006; Mosher et al.
2010). ABA tarafindan NO iiretiminin tetiklenmesi 6nemli bir adimdir ¢iinkii NO’
nun siipliriilmesi stoma kapanmasini inhibe eder (Neill et al. 2008). ABA, etilen,
metal jasmonik asit (MeJA) ya da NO’ nun tek olarak distan uygulanmasi
stomalarin kapanmasina neden olur. Tersine, stoma kapanmasi, ABA ve NO’ nun
etilen ile karistminin uygulandigi bitkilerde ©nemli derecede azalmaktadir
(Desikan et al. 2006; Munemasa et al. 2007). Genel olarak ABA; SA, JA ve etilen
bagimli patojen dayanikliligini negatif olarak diizenler (Anderson et al. 2004;
Mosher et al. 2010).



Genel Kuraklik Tolerans: Microbes-mediated IST
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Sekill.2.Kuraklik stresinin tolerans mekanizmalari. Kuraklik stresi altindaki kuraklik
toleransi (solda) ve bir mikrop araciligiyla ¢aligmayla ilgili olan kuraklik stresine toleransin
uyarilmasini vurgulayan rizosfer bagimlhi mekanizmalara iligkin 6nerilen mekanizmalar normal
biiyiime kosulu altinda etki eder. Kuraklik stresi, ABA’ nin iiretimini tetikler ve ABA sirasiyla bir
sinyalizasyon basamagina iligkin gesitli genlerin ekspresyonunu, stomalarin kapanmasit ve uyumlu
eryiklerin birikimi ve biyokimyasal koruma mekanizmalarimm akig diizeni i¢in NO ve Ostl
aktivasyonunun iretimini indiikler. Bu fizyolojik ve biyokimyasal degisimler su kaybimni dnlemek
icin yaprak transpirasyonunu azaltir ve dehidrasyona karsi bitkinin yanitini baslica savunandir.
Ayrica bu degigimler yapraklardaki fotosentezi azaltir. (Kim et al., 2012)

Kurakligin bitkiler tizerinde olusturdugu 6nemli etkilerden biri de fotosentez
verimindeki azalmadir. Fotosentez verimindeki azalma, yaprak yiizeyinin
azalmasi, fotosentez mekanizmasinda bozulma, yaprak senesensinin erken
asamada meydana gelmesi sonucunda ortaya ¢ikar (Wahid and Rasul 2005).
Kuraklik nedeniyle stoma agikliginda meydana gelen azalma yapraklar tarafindan
CO; alinimimt kisitlamaktadir. Ortamdaki CO, miktarindaki diisiis bulunmasi
fotosentetik verimin azalmasina ve 1sik hasarinin ortaya c¢ikmasia yol acar
(Cornic and Massacci 1996). Fotosentetik aktivitenin indirgenmesi, stoma
kapanmas1 ve fotosentetik enzim etkisinin indirgenmesi gibi birka¢ faktor
nedeniyle kuraklik stresine karsi verilen biyokimyasal ve fizyolojik yanitlardan
biridir (Tataeizadeh 1998; Giardi et al.1996). Ozellikle fotosistem Il ve reaksiyon
merkezi, kuraklik stresine eslik eden oksidatif hasara karsi ¢ok hassastir
(Toivonen and Vidaver 1988). Bununla birlikte kuraklik fotosentetik pigmentler
ve ilgili diger bilesiklerin yapisint ve miktarin1 degisime ugratarak fotosentetik
aparatlara zarar verir (Fu J. and Huang 2001; Monakhova and Chernyadeév 2002;



Anjum et al. 2003). Fotosentez ile ilgili enzim ve diger molekiillerin yapilarinin
ve biyosentez siireclerinin etkilenmesindeki en 6nemli etken kuraklik nedeniyle
reaktif oksijen tiirlerinin tiretimindeki artistir. Bu durum proteinlerdeki, membran
lipitlerindeki ve diger hiicresel bilesenlerindeki oksidatif stresi indiikleyen reaktif
oksijen tiirlerinin birikimine yol agar (Fu J. and Huang 2001; Reddy et al. 2004).
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Sekill.3. Kuraklik stresi altinda fotosentez. Stres altinda fotosentezdeki olas1 mekanizmalar
indirgenir. Kuraklik stresi, reaktif oksijen tiirlerinin iiretimi ve antioksidant savunma arasindaki
dengeyi bozar, bu da oksidatif stresi indiikkleyen reaktif oksijen tiirlerinin birikimine sebep olur.
Uygun su miktarindaki azalmada bitkiler stomalarmni kapatirlar (ABA sinyalizasyonu yolu ile), bu
yiizden CO, girisinde azalma meydana gelir. CO;,’ deki azalma sadece karboksilasyonu direkt
olarak indirgemekle kalmaz ayrica reaktif oksijen tiirlerini olusturmak igin daha ¢ok elektron
yonlendirir. Siddetli kuraklik kosullar1 altinda ribuloz-1,5-bifosfat karboksilaz/oksigenaz
(Rubisco), fosfoenolpiruvat karboksilaz (PEPCase), NADP-malik enzim (NADP-ME), fruktoz-
1,6-bifosfataz (FBPase) ve piruvat ortofosfat dikinaz (PPDK)’ nin aktivitelerindeki diisiis
sebebiyle fotosentez kisitlanir. Dokudaki azalmis su igerigi, Rubisco’ nun baglanma
inhibitoérlerinin aktivitelerini arttirir. Dahasi, non-siklik elektron tagmimi, iretim gereksinimi
azalmig olan NADPH ile eslesmek i¢in down-regiile edilir ve boylece ATP sentezini indirger..
(Farooq et al., 2009)

1.1.2 Kuraklik toleransi ile iliskili mekanizmalar

Bitkiler su ile olan iliskileri agisindan baslica ii¢ grup altinda toplanirlar;
hidrofitler, mesofitler ve kserofitler. Hidrofitler suda yasayan, mesofitler yiiksek

toprak nemine ihtiya¢ duyan bitkilerdir. Kserofitler ise genellikle kuraklik



kosullarina iyi adapte olmus, cok diistik toprak nemi kosullarinda bile yasamlarini
stirdiirebilen bitkilerdir (Yokota et al. 2006). Kuraklik stresine verilen yanitlar ve
tolerans mekanizmalarinin tanimlanmasi agisindan kserofit bitkiler énemli bir
grubu olusturmaktadir. Kuraklik stresine tolerans ile iligkili mekanizmalardan

simdiye kadar tanimlananlar sunlardir;

- Sinyal iletim yollarinin diizenlenmesi,

- Koruyucu protein ve enzimlerin biyosentezinin tesvik edilmesi,
- Ozmotik diizenleyici ozmolit bilesiklerin sentezlenmesi,

- Stoma hareketlerinin diizenlenmesi,

- Derin kok sistemlerinin olusturulmasi vb.

Ozmolitler; siikroz, trehaloz ve rafinoz gibi sekerler; prolin gibi amino
asitler ve glisin betain ve poliaminler gibi aminleri igerir (Hoekstra et al. 2001).
Sentezlenen uyumlu ozmotik diizenleyiciler denatiirasyonu kisitlayan membranlar
veya proteinlerin ylizeyindeki suyun yerine geger (Shinozaki and Yamaguchi-
Schinozaki 1999). Ozmotik diizenleyicilerin biyosentezi ile ilgili genleri asiri
ifade eden transgenik bitkilerde ozmotik diizenleyicilerin miktarinin artmasi
nedeniyle kuraklik toleransi artar (Chen and Murata 2002). Galaktinol, kuraklik
stresine gelismis toleransi olan bitkilerde iiretilen kuraklik—uyarilabilir galaktinol
sentaz genlerinin (AtGolS2 or AtGolS3) A.thaliana’ da asiri ifade edilmesi
anahtar bir rol oynar (Taji et al. 2002).

Absisik asit (ABA), su eksikligi kosullar1 altinda iiretilir ve bitkilerin
kuraklik ve yiiksek tuzluluga tolerans yanit vermelerinde 6nemli rol oynar. ABA’
nin seviyesi, kuraklik stresi altindaki bitkinin hayatta kalmasi i¢in dnemi olan
uyarlanabilir yanitlarin tetiklenmesinde basrol oynar (Zhu 2001). ABA
transpirasyon yoluyla su kaybini minimuma indirgemek icin stomalarin
kapanmasini indiikler (Leung and Giraudat 1998). ABA’ nin distan uygulanmasi
yine dehidrasyon ve soguk stresine yanit veren sayisiz geni indiikler. Birkag rapor
dehidrasyon ve soguk stresinde indiiklenen fakat ABA’ nin distan uygulaniminda
yanit vermeyen genleri tanimlamistir(Zhu 2002; Lopez-Pérez et al., 2009; Qiu et
al., 2004). Bu durum ABA bagimsiz ve ABA bagimly, ilk stres sinyali ve spesifik
genlerin ekspresyonu arasindaki sinyal basamaklarinin varolusunu meydana
getirmektedir. Soguk stresi ve dehidrasyona karsi olusan yanittaki gen
ekspresyonunu diizenleyen molekiiler mekanizmalar, Arabidopsis’ te stresler
boyunca ABA bagimsiz ve ABA duyarli gen ekspresyonlarinda islev goren cis-ve
trans-acting elementlerin analizleri yapilarak calisilmistir (Shinozaki et al., 2003;



Yamaguchi-Shinozaki and Shinozaki 2005). cDNA ya da oligo mikroarray
teknoloji kullanilarak profili ¢ikarilan gen ekspresyonu, bitkilerin maruz kaldiklar
cesitli stresler karsisinda aktive olan gen diizenleme aglarin1 temel olarak
anlamamizi saglar(Shinozaki et al., 2003; Bray 2004; Denby and Gehring 2005).
Arabidopsis’ te, dehidrasyon stresine yanit veren sayisiz gen, dehidrasyona
duyarli ve dehidrasyona erken duyarli genler olmak iizere tanimlanmis ve
kategorilendirilmistir. Su stresine yanitta gen ekspresyonlar1 i¢in en az dort
bagimsiz regiilator sistem bulunmaktadir. Bunlardan ikisi ABA- bagimli, digerleri
ise ABA-bagimsizdir(Shinozaki and Yamaguchi-Shinozaki 2000; Valliyodan and
Nguyen 2006).

1.1.3 ABA-bagimsiz yolak

Arabidopsis RD29A/COR78/LTI78 genleri, kuraklik, soguk ve ABA
tarafindan indiiklenir. Bunun yam sira, bu gen hem kuraklik hem de soguk
stresleri tarafindan aba ya da abi mutantlarinda indiiklenir. Bu girisimin analizleri,
DRE olarak isimlendirilen 9-bp korunmus sekans (TACCGACAT)’ 1
dehidrasyon ve soguga ABA-bagimsiz yaniti tetikleyici RD29A’ 1 diizenleyen
onemli bir cis- element oldugunu gostermistir(Yamaguchi-Shinozaki and
Shinozaki 1994). DRE ayrica kuraklik ve sogukla uyarilabilir bir¢ok genin
korunmus bolgelerinde de yer alir (Huang et al. 2012). DRE/CRT elementlerine
bagl (bind) ERF/AP2 ailesine ait olan transkripsiyon faktorleri izole edildi ve
CBF/DREB1 ve DREB2 olarak isimlendirildi. Bu korunmus DNA-baglanma
motifi A/GCCGAC’ dir. Her iki DREB1/CBF ve DREB2 proteinleri DRE/CRT’
ye baglanir, fakat DREB1/CBF soguga duyarli gen ekspresyonunda islev goriiyor
olarak disiiniiliir, oysaki DREB2 proteinleri kurakliga duyarli gen ekspresyonuyla
iliskilidir.

Arabidopsis’ e ait bir aragtirmada, tiim genom sekansi Arabidopsis
genomunda kodlanmigs DREB2A ve DREB2B de dahil olmak iizere en az alt1
DREB2 homologu bulunmustur. DREB2A ve DREB2B kuraklik ve yiiksek
tuzluluk  tarafindan  kuvvetlice  indiiklenmektedir, = fakat  digerleri
indiiklenmemektedir. Ayrica diger altt DREB2 homologunun ekspresyon
seviyeleri stres kosullar altinda oldukga diisiiktiir. Bu yilizden, sekiz DREB-2 tip
protein boyunca, DREB2A ve DREB2B’ nin kuraklik ve yiiksek tuzluluk stres
kosullar1 altinda islev gdéren ana transkripsiyon faktorleri olduklarn
diistiniilmektedir(Nakashima et al., 2000; Sakuma et al., 2002). Bunun yani sira,
transgenik bitkilerde DREB2A’ nin overekspresyonu ne biiyiime gecikmesine



neden olur ne de stres toleransini gelistirir, DREB2A proteini aktive olmak i¢in
fosforilasyon gibi posttraslasyonel modifikasyona gereksinim duyar (Sakuma et
al., 2006). Arabidopsis protoplasti kullanilarak yapilan DREB2A domain
analizleri, 254 ve 335 kisimlar1 arasinda ve DREB2A’ y1 esas aktif bir forma
dontistiiren 136 ve 165 kisimlari arasinda bir bolgenin delesyonunu tanimlamastir.
Microarray ve RNA jel blot analizleri DREB2A’ nin birgok su stresine duyarh
genlerin ekspresyonunu diizenledigini ortaya koymustur. Buna ragmen, DREB2A’
nin downstreamindeki genler DRE/CRT’ yi tamiyan fakat soguk stresine duyarli
gen ekspresyonunda islev géren DREBIA’ nin downstreaminde degildir.
DREB2A ve DREB1A’ nin ikisi de DRE sekansina baglanabilir, fakat DRE core
motiflerinin komsu sekanslarinin her birinin DNA baglanma 06zgiinligli biraz
farklidir; bu yiizden her birinin downstream genleri kismen farklidir. sGFP’ in
DREB2A CA ile kaynagsmis yesil floresans sinyalleri, stresli olmayan kosullar
altindaki transgenik bitkilerin nukleusundaki DREB2A ile kaynasmis sGPF’ ten
kayda deger bicimde daha yiiksektir. Fakat, bu sonuclar DREB2A proteinin
kararlilig1, aktivasyonu i¢in 6nemlidir ve aktive olan DREB2A kuraklik stresine
duyarli gen ekspresyonunu diizenler, bu gen ekspresyonu da bitkilerdeki kuraklik

stresi toleransini gelistirir(Sakuma et al., 2006).

1.1.4 ABA-bagimh yolak

ABA bitki gelisimini birka¢ acidan diizenlemektedir, bunlara tohum
gelisimi, tohumun kuruma tolerans1 ve tohum dormansisi dahildir ve bitkilerin
abiyotik (kuraklik, tuzluluk, soguk ve hypoxia) ve biyotik streslere yanitlarinda
onemli bir rol oynar. Arabidopsis’ teki ABA eksikligi olan los5/aba3 ve los6/abal
mutantlariin  genetik  analizleri, ozmotik stres altinda diizenlenen gen
ekspresyonunda ABA’ nin 6nemli bir rol oynadigini gostermistir. RD29A, RD22,
CORI15A, COR47, ve P5CS gibi strese duyarli genlerin ekspresyonu los5
mutantinda siddetli bir bigcimde indirgenir ya da tamamen bloke edilir(Xiong and
Zhu 2001), los6 mutantinda ise RD29A, RD19 COR15A, COR47, KIN1, ve
ADH’ nin ekspresyonu yabani tip bitkidekinden daha azdir(Xiong et al., 2002).
Dolayisiyla, ABA bagimsiz yolagin varligina ragmen , bir ABA bagimli sinyal
yolag1 osmotik stres siiresince strese duyarli gen ekspresyonunda énemli bir rol
oynar(Chinnusamy et al., 2003; Xiong et al., 2001).

Bircok stresle uyarilabilir gen, kuraklik ve yiiksek tuzluluk stresi siiresince
biriktirilen ABA tarafindan diizenlenir. ABA esas olarak kuraklik ve yiiksek

tuzluluk stresine yanitta sentezlenir, soguk stresine yanitta



sentezlenmez(Shinozaki et al., 2003). Arabidopsis’ te, zeaksantin epoksidaz geni
(ZEP; LOSG6 olarak da bilinir’/ABAL), bir 9-cis-epoksikarotenoid dioksigenaz geni
(NCED?3), aldehit oksidaz geni (AAo3) ve molibdenum kofaktor siilfiiraz geni
(MCSU; LOS5/ABA3 olarak bilinir) de dahil olmak {izere birkag ABA sentez
geninin ekspresyon seviyeleri kuraklik ve tuzluluk stresleri tarafindan upregule
olur, fakat soguk tarafindan tam olarak indiiklenmez. (Zhu 2002; Valliyodan and
Nguyen 2006; Cheng et al., 2002).

ABA- duyarli gen ekspresyonunda ABRE bir major cis-acting elementtir.
Iki ABRE motifi Arabidopsis RD29B geninin ABA duyarli ekspresyonunda
onemlidir (Sakuma et al., 2002). bZIP transkripsiyon faktorleri ABRE-baglanma
proteini (AREB)/ABRE-baglanma faktorii (ABF), ABRE’ ye baglanabilir ve
ABA- bagimli gen ekspresyonunu aktif lestirebilir.(Uno et al., 2000; Choi et al.,
2000). AREB/ABF proteinleri, ABA’ nin eksik oldugu aba2 mutantlarinda ve
ABA-duyarsiz  abil mutantlarinda aktivasyonu indirgemektedir ve ABA-
hipersensitif eral mutantinda aktivasyonu giiclendirmektedir. Bunun sonucu
olarak, AREB/ABF proteinlerinin aktivasyonun, muhtemelen ABA-bagiml
fosforilasyon olan  bir ABA-aracili  sinyaline  gereksinim  duydugu
diisiiniilmektedir (Huang et al., 2012). AREB1/ABF2, ABA’nin indiikledigi
genlerinin promotor bdlgesinde ABA’ya duyarli element (ABRE) motifine
baglanan bir basit domain/lsin zipper transkripsiyon faktoriidiir. AREB1’ in gizli
transkripsiyon aktivitesini ortadan kaldirmak i¢cin AREB1 (AREBIAQT)’ nin
aktive edilmis formu meydana getirilmistir. AREB1AQT- overekpres yapan
bitkiler ABA hipersensitif ve giiclenmis kuraklik toleransi gostermislerdir ve iki
grubun promotor bolgelerindeki iki veya daha fazla ABRE motifleri ile birlikte
sekiz gen fazlasiyla upregule olmustur: ge¢ embriyogenesis ¢oklu sinif genleri ve

ABA ve kuraklik stresi ile indiiklenebilir regiilator genlerdir.

Buna karsin, bir areb null mutanti ve bir represyon domain ile birlikte
AREB(AREB:RD)’ nin bir baskin fonksiyonu kaybi mutanti, ABA duyarsizlik
sergilemistir. Ustelik, AREB:RD bitkileri dehidrasyon altinda indirgenmis hayatta
kalma gostermistir, ve fazlasiyla upregule olan sekiz genden fii¢ii) downregule
olmustur. Boylece, bu bilgi AREB1’ in vegetatif dokularda kuraklik toleransini
giiclendiren 06zglin ABRE-bagimli ABA sinyalizasyonunu diizenledigini
onermektedir (Fujita et al., 2005).

Transkripsiyon faktorii ile iligskili bir DREBI1’ in klonlama ve transgenik
analizleri, Arabidopsis’ teki CBF4 gostermistir ki, DRE elementlerinin
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regiilasyonu bir ABA-bagimli yolak tarafindan da aracilik ediliyor olabilir. CBF4
en c¢ok, Arabidopsis CBF/DREB1 proteinlerinde  (CBF1/DREBIbD,
CBF2/DREBlc, ve CBF3/DREBla (Haake et al., 2002), CBF/DREB1
proteinlerinin en yakin homologudur) tanimlanan ¢ grup ile iliskilidir.
CBF/DREBI ailesinin genleri esas olarak soguk stresi tarafindan indiiklenir, fakat
kuraklikla indiiklenebilir CBF4 geni, DREB2 ve CBF/DREBI regiilator sistemleri
arasinda crosstalk saglamakta islev goriir. CBF4 gen ekspresyonu kuraklik ve
ABA tarafinda upregule edilir, ama soguk tarafindan edilmez. Arabidopsis’ teki
CBF4’ {in overekspresyonu, strese duyarli genleri iceren CRT/DRE’ 1n
ekspresyonuyla sonu¢lanmistir ve kuraklik ve dondurucu streslerine karsi
toleransi giiglendirmistir (Chinnusamy et al., 2003; Haake et al., 2002).

MYC ve MYB proteinleri gibi diger 6nemli transkripsiyonel regiilatorlerin,
ABA- bagimli regiilator sistemlerinin birinde aktivator olarak islev gordiigii
bilinmektedir(Valliyodan and Nguyen, 2006; Abe et al., 2003). Bu MYC ve MYB
proteinleri, stres yanitlarinin ge¢ basamaklarinda proteinlerin rollerini tanimlayan
ABA’nin  birikimini takiben sentezlenmektedir. Microarray analiazleri,
overeksprese olan transgenik bitkilerde, MYC/MYB’ nin alkol dehidrogenaz ve
ABA ya da jasmonik asit (JA) ile indiiklenebilir genler gibi hedef genlerini
acikliga kavusturmustur (Huang et al., 2012). AtMYC2 ve AtMYB2’ nin
ikisininde overekspresyonu, sadece bir ABA-hipersensitif fenotipte ortaya
cikmakla kalmaz ayrica transgenik bitkilerin osmotik stres toleransini
gelistirir(Shinozaki and Yamaguchi-Shinozaki 2007; Gao et al., 2011). Ciinkii
bitkiler komplike cevreye maruz kalirlar, kesfedilmek i¢in artakalmis abiyotik
streslere kars1 maruz kalan bitkilerin yanitlarina iliskin daha fazla sinyalizasyon
bilesenleri vardir. Bununla birlikte, bir aday vardir; heptahelikal protein 1
(HHP1), streslerde negatif bir regiilatordiir ve soguk ve osmotik sinyalizasyon
arasinda cross-talkta gorevi olabilir(Shinozaki and Yamaguchi-Shinozaki 2007).
HHP1, adinonektin reseptorlerine (AdipoRs) ve membren progestin reseptorlerine
(mPRs) homolog olan ve yedi transmembran domain yapisina sahip oldugu
tahmin edilen bir protein olarak siniflandirilmistir. HHpl® deki transpirasyon
oran1 ve stoma kapanmasi Olciilerek: GUS transgenik mutantlari, hhp-1-1
mutantlarindaki yardimci hiicrelerin yabani tip ya da c-hhpl-1 mutanti (HHP1
geninin eksprese eden HHP1’ in tamamlayic1 bir mutanti) ile kiyaslandiginda,
kurakliga ve ABA stresine karsi azalmis bir hassaslik gosterdigi ortaya ¢ikmustir.
HHP1’ in N-terminal fragmentinin, biyomolekiiler floresans tamamlama (BIFC)
calismalarinda ve iki hibrit mayada CBF ekspresyon-1 (ICE1)’ in indiikleyicisi
olan transkripsiyon faktoriiyle etkilestigi bulunmustur. Toprakta biiyliyen hhpl-1
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mutant1, kisith sulama ile soguk stresine hipersensitivite gdstermistir. Iki ICE1 -
regulated geni (CBF3 ve MYBI15) ve birkag soguk stresine duyarli genin (RD29A,
KIN1, COR15A, ve CORA47) ekspresyonu yabani tipten hhpl-1 mutantinda soguk
stresine karst daha az hassaslik gostermistir. Bu bilgiler, HHP1’ in ABA ve
ozmotik sinyalizayonda yalmizca negatif bir regiilator olmadigin1 ayrica
Arabidopsis’ te soguk ve ozmotik sinyalizasyon yolagi arasinda cross-talkta
0zgiin bir sinyalizasyon bileseni olabilecegini gostermektedir(Chen et al., 2010;
Chen et al., 2009). Bakteriyal ve viral patojenlerin yani sira biyotrofik ve
nekrotrofik funguslar1 da igeren biyotik stres faktorleri tarimsal iiretimi kisitlayan

onemli etkenler arasindadir.

Soguk Kurakhk Tuz
& N
Sinyal T

Transdiiksivon 1
A \m
myl
Transkrlpsn on o '”
Cis-acting
w3 PDRELCRY MYBRSMYORS
Elementleri @ —“ (YAACRLCANNTG) l

Gen Ekspresyonu RD2VACOR RD2YRRDIOA

\ / on
V homeostass

Stres Tolerans:

Fonksivon
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Prokaryotlarda ve 0karyotlarda bulunmus olan ve proteinik olmayan amino
asit yapisindaki gama-aminobiitirik asit (GABA), serbest amino asit havuzundaki
onemli bir bilesendir (Akama and Takaiwa, 2007). GABA ilk olarak yarim asir
once patates yumrularinda kesfedilmistir (Roberts, 2007), fakat bilim insanlarin
dikkat1 hizli bir sekilde hayvanlarin merkezi sinir sistemindeki (CNS)
fonksiyonuna kaymistir (Bormann, 2000). Merkezi sinir sistemi yiiksek
konsantrasyonda GABA igerir ve GABA bagka bir monokarboksilik asitle birlikte
sinir iletimini engelleyici (norotransmiter inhibitorii) olarak Onemli bir rol
oynar(Al-Wadei et al., 2011).

Bitkilerde GABA miktar1 biyotik stres, sicaklik soku, tuz stresi, kuraklik
stresi gibi abiyotik stres kosullarinda, mekanik uyarilma, fitohormonlar ve hipoksi
gibi farkli uyaranlara tepki olarak hizli bir sekilde bir kag¢ kat artar (Bouche and
Fromm, 2004; Molina-Rueda et al., 2010; Renault et al., 2010; Shelp et al.,
2012a,b; Yang et al., 2013). Buna ek olarak, yaslanma sirasinda ve meyva
olgunlagmasi sirasinda farkli diizeylerde GABA seviyeleri tespit edilmistir (Oms-
Oliuetal., 2011). .

Glutamate
MHg
HO) M oH— a—Ke:c- acid
1 [1] B
NAD+ ». Transaminase
- Dehydrogenase NADH + HT
Glutamate - CO» MNH3 /—
decarboxylase

FAminobutyrate Amino acid Isocitrate
"II HO ~A A NHe  (GABA)
'
\‘ Pyruwvate .-—= o-Ketoglutarate —=————— o-Ketoglutarate
. GABA: \ GABA:

pyruvate ' o-ketoglutarate GABA Krebs

&rarmnminase J Qnsam inase shunt cycle
Glutamate ~--_ Alanine

Succinyl-CoA

Succinic
HO W““‘D NAD* semialdehyde
O dehydrogenase
Succinic semialdehyde —_\\ Succinate

NADH + H+ \\\\—-

Trends In Plant Scence

Sekil 1.5 GABA shunt ve GABA’nin diger metabolik yolaklarla iligkisi (Shelp et al., 1999)

GABA’nin biyosentezi ve trikarboksilik asit ¢evrimine girisi -GABA yolu-
olarak bilinmektedir. Bu yolda glutamattan sentezlenen GABA daha sonra
siiksinata doniistiiriilmektedir. GABA shunt hayvanlarda,bakterilerde,fungilerde ve
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bitkilerde aymi sekilde gerg¢eklesmektedir (Bouche et al., 2004; Shelp et al.,
2012a).GABA sitosolde GAD enzim aktivesiyle glutamattan sentezlenir.Daha
sonra mitokondriye tasinir ve burada GABA transaminaz (GABA-T) enzimi
sayesinde katabolimas1 gerceklestirilir Burada GABA siiksinat semialdehit
(SSA)’e dondstiiriiliir. SSA burada siiksinat semi aldehit dehidrogenaz enzimi

aktivitesiyle siiksinata dontistiiriiliir.
1.2.1 GABA metabolizmasinda yer alan enzimler
Glutamat Dekarboksilaz (GAD; EC 4.1.1.15)

Yiiksek bitkilerde,glutamat dekarboksilaz(GAD) ‘in GABA sentezinde Kilit
enzim oldugu bilinmektedir. GABA hayvanlarda onemli bir besin bileseni

olmasinin yani sira bitkilerde de sinyal molekiilii olarak gérev almaktadir.

Glutamat dekarboksilaz(GAD) glutamatin dekarboksilasyonu sonucu CO,
ve GABA olusumunu katalizler. GAD bakterilerde,hayvanlarda ve bitkilerde
bulunmustur.GAD ile yapilan bazi c¢alismalar bitki ve E.coli’deki GAD
enziminin yapisinin benzerlik gosterdigini, fakat yapilan yapisal analizler
sonucunda bazi bitkilerin GAD yapilarinin C-terminal bolgesine ekstra
segmentlerin bagli oldugunu ortaya koymustur (Ueno H, 2000). Hayvan ve
bitkilerden farkli olarak, bitkideki benzersiz GAD yapisinda C-terminalinin
yakininda kalmodulin (CaM) baglanma bélgesi bulunmaktadir (Baum G et al.,
1993). Bazi gevresel faktorler sonucunda bitkilerdeki hiicre ici Ca* ve H
konsantrasyonu artig gosterir. Bunun sonucunda Ca®* CaM ile birleserek GAD
enzimini aktiflestirir ve hiicre ici GABA konstrasyonunu artirir.(Snedden W A et
al. 1995 ; Baum G et al., 1996).

Bitkilerde GAD genleri petunya, Arabidopsis thaliana, domates, piring,
tiitlin ve baklada calisilmistir. GAD enziminin fonksiyonu ve aktivesiyle ilgili
calismalar, petunya bitkisinden, GAD geninin tiitiin bitkisine klonlanmas: ile
yapilmistir. Burada iki farkli mutant bitki kullanilmigtir. Birinci mutant bitkide
GAD geni tamdir ve CaM baglanma bélgesi igermektedir. Ikinci mutant bitkide
ise CaM baglanma bolgesi eksiktir. Bu calismada GAD genlerinin indiiklenmesi
sonucunda her iki mutantta da GABA seviyesinin artig, glutamat seviyesinin
azalis gosterdigi, fakat bu seviyelerin iki mutant tipinde farklilik gdsterdigi

gosterilmistir (Baum et al., 1996).
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GABA Transaminaz (GABA-T; EC 2.6.1.19)

GABA shunt yolaginin igerdigi ikinci enzim GABA transaminaz (GABA-
T)dir. GABA-T piruvati(GABA-TP) ya da a-ketoglutaratil GABA-TK) amino asit
alicis1 olarak kullanarak GABA’y1 tersinir olarak siiksinik semialdehite
donitistiirtir. Ham ekstratlarla yapilan in vitro ¢calismalarda GABA-T aktivitesinde
amino asit alicist olarak piriivat a-ketoglutarata gore daha ¢ok tercih edildigi
gosterilmistir. GABA-TP aktivite gosterdiginde GABA yerine siiksinik
semialdehit olusumu sirasinda ayni1 anda piriivattan da glutamat olusmaktadir.
GABA-TK enzim aktivitesi sirasinda ise a-ketoglutarattan alanine doniisiim

ger¢eklesmektedir.
Suksinik Semialdehit Dehidrogenaz (SSADH; EC 1.2.1.16)

Siiksinik semialdehit dehidrogenaz siiksinik semialdehiti siiksinata okside
eder ve NADH f{iretimini saglar. Dolayisiyla GABA, glutamattan baslayip TCA
dongiistine giden yolda gorev alan bir metabolittir ve SSADH ta bu yolakta gorev
alan bir enzimdir. GABA shuntta iki tane diizenliyici nokta vardir. Bu
diizenleyicilerden biri GAD’in sitosolde Ca ve CaM ile birlikte pozitif
diizenlenmesi iken digeri mitokondiride ATP ve NADH tarafindan SSADH’1n
negatif diizenlenmesidir. (Busch et al., 2000)

Glutamat Dehidrogenaz (GDH; EC 1.4.1.2)

Glutamat Glutamat dehdirogenez (GDH) enzimi, o-ketoglutarattan
glutnamat doniisiimiinde gorev alir. Bu doniisiim bitkilerde ve omurgalilarda
goriilmektedir. Burada meydana gelen glutamat GABA metabolizma yolagina
katiir ve  GAD enzimi sayesinde GABA olusumu meydana gelmektedir.
(Kathiresan et al., 1997).

1.3 Bitkilerde GABA Fonksiyonlar1 Ve Onemi

1.3.1 GABA’nin pH diizenlenmesindeki rolii

GAD aktivitesi ortamdaki H* iyonlarin1 ve tiiketir stresin indiikledigi GABA
sentezi pH diizenlenmesine katki saglar. (Bown and Shelp, 1997). Bununla
birlikte GABA birikiminin en yiiksek oldugu durumlarin, baskin asit iireten
reaksiyonlarin durduktan sonra oldugu gosterilmistir. Iki bagimsiz arastirma

sitosolik asitlesmenin oldugu durumlarda GABA birikiminin oldugunu



15

kanitlamistir. Gegirgen zayif asitlere maruz kalmis fotosentetik kuskonmaz
hiicrelerinde sitosolik pH degisimlerini ve GABA birikimini 6lgmek amaciyla
GABA ig¢in fliioresan pH probu ve enzimatik bir deney yapilmistir. 45 saniye
zayif asit uygulamasi yapildiginda; sitosolik pH 0,6 diiserken, 15 saniye iginde
GABA seviyesinin % 200-300 arttig1 gosterilmistir. (Crawford et al., 1994).

1.3.2 GABA metabolizma yolaginin solunumdaki rolii

Son yillarda, TCA dongiisiindeki enzimleri hedefleyen mutant ve antisens
bitkilerle yapilan galismalar GABA metabolizma yolaginin TCA doéngiisiindeki
roli ile ilgili verilerin elde edilmesine olanak saglamistir. Bu sonuglar, TCA
dongiisii i¢in gerekli olan siiksinat iretiminin GABA shunt aktivitesiyle
hizlandigin1 (Lemaitre et al., 2007), fakat bu adimin GABA metabolizmasi
tizerinde bir etkisinin olmadigi gosterilmistir. (Nunes-Nesi et al. 2007; Nunes-
Nesi et al., 2005).

Ayrica, siiksinil-CoA ligaz ifadesinin bozuldugu mutant bitkilerle yapilan
calismalar GABA metabolizma yolagmin bu eksikligi tamamladigi
gosterilmistir.( Studart-Guimaraes et al, 2007).

TCA dongiisit ve GABA shunt etkilesimi sonucu o-ketoglutarat-siiksinat
reaksiyonuna birden fazla olasi bypass bulunmaktadir. Birincisi a-ketoglutaratin
glutamata déniisiimii ve glutamatin GABA shunt yolagina katilmasi. ikincisi ise
GABA’nin SSA’ya doniislimii sirasinda GABA-TK enzim aktivitesiyle a-
ketoglutarat’in glutamata doniistimiidiir (Green et al., 2000).

1.3.3 GABA’nin meyve gelisimindeki rolii

GABA’nin domatesle yapilan caligmalarda meyve gelisiminde rol alan
onemli bir amino asit oldugu, meyve olgunlagsmasi sirasinda yesil renkten
olgunlagma evresine gectigi sirada GABA konsantrasyonun maksimum seviyeye
ulastig1 gosterilmistir (Rolin et al., 2000; Mounet et al., 2007; Akihiro et al., 2008;
Saito et al., 2008). GABA, meyve gelisimi sirasinda, organik asit birikimi
sirasinda sitoplazmadaki pH diizenlenmesine katilabilir (Rolin et al., 2000) veya
meyve gelisiminin erken evresinde gegici azot depolama saglayabilir (Satya
Narayan and Nair, 1990).
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1.3.4 GABA’nin Gegici Azot Depolanmasindaki Rolii

Glutamatin GABA’ya doniisiimii,glutamin sentezini engelleyen sartlar
altinda, protein sentezi azaldig1 veya protein degredasyonu arttigi sartlar altinda
artar.(Satya Narayan and Nair, 1990; Scott-Taggart et al. 1999). GABA nin gegici
azot deposu oldugu oOne siirlilmiistiir.Gelisme olan soya fasiilyeleriyle yapilan
calismada kesilen soya fasiilye kotiledonlarinda glutamattan GABA sentezinin
hizlica metabolize edildigi gorilmiistiir. Yapilan calismalar sonucunda GABA
metabolizmast yoluyla glutamatin, bitkilerin gegici azot miktarinda 6nemli bir

role sahip oldugu gosterilmistir.(Micallef and Shelp 1989)
1.3.5 Bitki gelisiminde GABA’nin rolii

GAD, Ca/kalmodulin baglanma domaini igeren en bol ¢dzilebilir
proteinlerden biridir; biitiin bitki dokularinda bulunur ve seviyesi transkripsiyon
ya da post-transkripsiyonel siireci boyunca diizenlenir. Transgenik tiitiin bitkileri
kalmodulin-baglanma domaininin oto-baskilayici eksik GAD mutantini eksprese
eder, daha yiiksek GABA seviyesi, daha diisiik glutamik asit seviyeleri ve daha az
govde uzamasi sergiler. Buna regmen biiylime yavaslamasi daha diisiik glutamik
asit seviyelerine dayandiriliyor olabilir, yliksek GABA konsantrasyonlar: Stellaria’
da govde uzamasini engelleyebilir. Her bir tartisma sunu gosteriyor ki; mekanik
manipiilasyon kisa bir siireligine sitolosik Ca®" u azalmakta (Knight et al., 1991),
GABA’ y1 da yiikseltmektedir (Ramputh and Bown, 1996) ve gévde uzunluguna
engel olmaktadir. Govde uzunlugu calismasinda, manipiilasyona yanit olan
biliylime inhibasyonu, Ca®" selatorleri ve kalmodulin antagonistleri tarafindan
bloke edilir. Karanlik ya da aydinlikta biiylimiis soya fasulyesi hipokotil
dokusunun mekanik uyarilmasi, 1 dakika igerisinde %65 biiyiime inhibasyonu ile
sonug¢lanmistir; GABA seviyelerinde sirasiyla 4 ve 10 kat hizli artis ile inhibasyon

gerceklesmistir.

a- naphthaleneacetic asit ve kinetin hormonlar1 kdk dokusunu aynilastirir
(Ford et al., 1996). N-NMR c¢aligmalari, bu degisimlerin zenginlestirilmis GABA
ve azalmis glutamat seviyeleri tarafindan tarafindan gergeklestigini ortaya
koymaktadir. GABA birikimi, hiicreden disar1 sizma ile olmaktadir ve bu
baglamda interselliiler sinyalizasyon molekiilii olarak fonksiyonu oldugu
diistiniilmektedir (Chung et al., 1992). Kesilip ¢ikartilan ay ¢i¢egi kotiledonlarina
GABA uygulanmasi, ¢gogunlukla 1-aminosiklopropan 1-karboksilik asit sentaz’ in

transkript miktarin1 desteklemesi ile, etilen liretimini uyarir. Boylece, yeni ¢ikan
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literatiirde ¢evresel streslerin, GAD ve GABA sentezini aktive eden ve sirasiyla
reseptorlere baglanan ve dolayisiyla biiylime ve gelismeyi diizenleyen sitosolik

Ca®" yi yiikselttigi belirtilmistir.
1.3.6 Bitki Savunmasinda GABA’nin Rolii

Hayvanlarda GABA, engelleyici bir nérotransmitterdir; néral membrani, Cl
akisin1 uyararak, GABA ve Cl kanallar1 vasitasiyla hiperpolarize eder. Bocekler
ve diger omurgasizlar tarafindan yapilan fitofagus aktivite, vakuolar boliinmeyi
yok eder, sitosoldeki H seviyelerini yiikseltir ve GABA sentezini uyarir. GABA’

nin alinimi normal biiyiime ve gelismeyi inhibe edmektedir.
1.4 Tiitiin (Nicotiana tabaccum L.) Bitkisi

Titiin - (Nicotiana tabacum) bitkisi de Amerika’nin kesfi sonrasinda
yenidiinyadan getirilen tarim {iriinleri patates, vanilya, domates, misir, ananas,
yerfistigr gibi diinya capinda yayilmistir. Tiirkiye’ye tiitliniin ilk olarak ne zaman
getirildigi konusunda farkli goriisler vardir. Bir tanesi tiitiiniin 1580 tarihlerinde
Venedikliler tarafindan  getirildigidir ve 1630°lu  yillarda  Osmanl
Imparatarlugu’nun farkli sancaklarinda iiretilmeye baslandigidir. (Borio 2001).
Nicotiana tabacum L. Solanaceae familyasina ait bir bitki tiiriidiir. Tiitiin bitkisi
cok yillik bitki otsu bitki olup Giiney Amerika kaynaklidir ve diinyadaki ticari
olarak en degerli zirai iirlindiir. Tiitiin, sigara endiistrisinde kullanilmasinin yani
sira insektisit, anestetik, diyaforetik, yatistiric1 ve kusturucu ajan olarak kullanilan
kullamsh kimyasal bir bilesiktir. (Chen et al., 2012) Onceki calismalarda tiitiin
bitkisinden sesquiterpen(Feng et al., 2010), diterpenoidler(Shinozaki et al, 1996;
Petterson et al., 1993, alkoloidler(Wei et al., 2005), fenoller(Vereecke et al., 1997)

ve onlarin homologu olan birkag biyoaktif bilesik izole edilmistir.
1.5 Arastirma Projesinin Amaci

Daha oncede vurguladigimiz gibi GABA tiim canlilarda sentezlenen ve
protein yapisina katilmayan bir aminoasittir. Once bitkilerde bulunup
tamimlanmasina ragmen GABA’nin bitkilerdeki rolii tam anlami ile
aydinlatilamamistir. Abiyotik ve biyotik stres kosullari altinda bitkilerde GABA
miktarinin arttig1 literatiirde ve laboratuvarimizda yapilan gesitli ¢aligmalarda
gosterilmistir (Akgay et al., 2012; Dimlioglu et al., 2015; Akcan-Das et al., 2016).

Stres yanitlar1 agisindan degerlendirildiginde GABA’nin sinyal molekiili
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olduguna dair ¢esitli 6ngoriiler olsa da giinlimiize degin konu ile ilgili net bir kanit
elde edilememistir. Planlanan arastirma projesinde kuraklik stresi kosullar1 altinda
GABA yolu ve ilgili bilesenlerinin gilinliik ritimdeki (aydinlik-karanlik
fotoperiyotlarda) seviyelerini incelemeyi ve karsilastirmayi hedefledik.
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2. MATERYAL VE METOD
2.1Bitki Materyali ve Yetistirilmesi

Calisma materyali olarak tiitiin bitkisi (Nicotiana tabaccum L.) kullanildu.
Bitkinin tohumlar1 yilizey sterilizasyonu i¢in %10’luk hipoklorit ¢ozeltisinde 10
dakika bekletildikten sonra tohumlar steril deiyonize su ile 5 kez yikandi.
Tohumlar ¢imlenme siireci i¢in Murashinge-Skoog (MS) ortamina steril kabinde
aktarildi. EKIm sonrasi karanlikta bekletilen tohumlarda yaklasik bir hafta i¢inde
cimlenme gozlendi ve tohumlar1 igeren kaplar fotoperyoda alindi. Yetistirme
siirecinde uygulanan kontrollii kosullar; 350 umolm'zs'1 yogunlugunda 16 saat 151k
/8 saat karanlik fotoperyot, 25/23 °C aydinlik/karanlik sicaklik ve % 70 nem orani
olarak gerceklestirildi. Bitkiler ¢imlenme islemi gerceklestikten 3-4 hafta
icerisinde perlit bulunan saksilara alinmistir. Perlite alinmis bitkiler 2 oraninda
seyreltilmis Hoagland ile iki giinde bir olacak sekilde sulanmistir(Hoagland and
Arnon, 1950).

2.2 Kuraklik Stresi Uygulanmasi

Perlite aktarilan fideler 45 giinliikk biiyiiklige ulastiginda kuraklik stresi
uygulamasi baglatildi. Bitkiler kontrol ve PEG uygulanacak gruplar olarak iki
gruba ayrildi. Stres uygulamast igin % oraninda seyreltilmis Hoagland ¢ozeltisine
% 20 oraninda Polietilen glikol (PEG) 6000 eklenerek ¢oziildii. Kontrol gruplar
sadece Y oraninda seyretilmis Hoagland ¢o6zeltisi ile sulanirken, kuraklik stresi
uygulanan gruplar % 20 oraninda PEG 6000 igeren Hoagland ¢ozeltisiyle sulandi.
Ornek alma islemi stres uygulamasi sonrasinda 48 saat boyunca yapildi. Kontrol
ve stres uygulanan gruplardan yaprak Ornegi olarak 3. ve 4. yapraklar alindi.
Ornekleme 0., 1., 3., 6., 12, 16., 17., 19., 22., 24. ve 48. saatlerde yapildi. Yaprak
ornekleri hasat edilip sivi azotta dondurulduktan sonra -80°C’de saklandi.
Deneme farkli zamanlarda birbirinden bagimsiz olarak kurulan 2 seri seklinde

yapildi.
2.3 Biiyiime Parametrelerinin Ol¢iilmesi
Biiylime parametrelerine yonelik analizler kontrol ve PEG uygulanan

gruplarda 0., 1., ve 2. giinlerde yapildi. Ornekleme giinleride her iki deneme

serisinde de kontrol ve PEG uygulanan gruplardan rastgele segilen 5’er bitki
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kullanilarak yapildi. Once bitkilerin kdk ve yaprak yas agirliklart dlgiildii. Kuru
agirliklar ornekler 70°C’de 72 saat bekledikten sonra tartild:.

2.4. Klorofil Floresans Olciimii

Klorofil fliloresans dlgiimleri, stres uygulamasinin 0., 1. ve 2. giinlerinde
yapildi. Klorofil fliiroreans olgiimleri; her deneme serisinde 3 farkli bitkinin
yapraklarindan rastgele ornekleme alinarak yapildi. Olgiim icin yaprak iist
yiizeyinden 1cm?’lik alan yaprak klipsi kullanilarak 20 dakika siire ile karanlikta
bekletildi. Bu siire sonunda Plant efficiency analyser (Hansatech) cihazi
kullanilarak yapraklarin bazal klorofil fliioresansi (FO), maksimum fliioresans

uyarilmasi (Fm), degisken fliioresans (FV) ve Fv/Fm oranlari belirlendi.
2.5 Bagil Su Miktar1 (RWC)

Yapraklardaki bagil su miktarinin hesaplanmasi igin stres uygulamasinin 0.,
1. ve 2. giinlerinde her deneme serisinden 3’er bitkinin yaprak yas agirliklari (YA)
tartildi. Daha sonra yapraklarin turgorlu agirliklarinin belirlenmesi igin yapraklar
5 saat boyunca deiyonize suda bekletildi. Siire sonunda yiizeyleri kurulanan
yapraklarin turgorlu agirliklart (TA) tartildi. En son asamada, yapraklar 72 saat
boyunca 70 OC’lik etiivde kurutularak kuru agirliklart (KA) belirlendi. Kaydedilen
agirlik degerleri kullanilarak Orneklerin  RWC degerleri asagidaki formiil
kullanilarak hesaplandi (Smart ve Bingham, 1974).

% RWC = [(YA-KA)/(TA-KA)]x100
2.6.Yaprak Ozmotik Potansiyeli
Yapraklardaki ozmotik potansiyel degisiminin belirlenmesi igin stres
uygulamalarin 0., 1. ve 2. giinlerinde her deneme serisinden 3’er bitkiden yaprak
ornegi alinda. Ozmotik potansiyel Ol¢timleri Wescor 5500 marka ozmotik
potansiyel cihaziyla yapildi. Ozmotik potansiyel degerleri mmol kg-' olarak
hesaplandi.

2.7.Yaprak Elektrolit Iletkenlik Degisiminin Belirlenmesi

Yapraklarda elektrik iletkenlik belirlenmesi amaciyla yapraklardan 0,6mm

capinda diskler kesilmistir. Disklerin yapragin orta kismina yakin ve damarsiz
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bolgeden alinmasia dikkat edilmistir. Orneklerin iletkenligi WTW Inolab Cond.
720 iletkenlik 6lger cihazi ile 6lgiilmiis (Xo ), diskler 20 ml dIH,O iginde 2 saat
oda sicakliginda bekletilmistir ve suyun iletkenligi tekrar Ol¢iilmiistir (X;).
Ornekler ayn1 suyun icerisinde +80°C’de 2 saat tutulmustur. Suyun sicakligi oda
sicakligina geldikten sonra iletkenlik yeniden Ol¢lilmisiir (X;). Hesaplama ise
asagida verilen formule gore gergeklestirilmistir (Scotti and Thu 1997).

Elektrolit leakage= [(Xi- X0)/( Xt- X0)]x100

2.8.Total Protein Miktarlarimin Belirlenmesi

Yapraklardaki total protein miktarinin belirlenmesi i¢in Bradford (1976)
yontemi kullanildi. Yapraklar nce sivi azot ile ezilerek toz haline getirildi. Daha
sonra lizerlerine 3 mL 1 mM EDTA ve % 2 (w/v) polivinilpolipirrolidon (PVPP)
iceren sodyum fosfat tamponu (pH 7.8) eklenerek homojenizasyonlari yapildi.
Homojenatlar ependorfa aktarildiktan sonra +4 °C’de 14.000 rpm’de 30 dk
santrifiij edildi. Santrifiijden sonra temiz tiiplere transfer edilen siipernatantlar
total protein miktarinin belirlenmesinde ve enzim aktivitesinin belirlenmesinde
kullanildi. Orneklerden 50pl alinarak iizerine 950ul Bradford ¢dzeltisi pipetlendi.
Karisim vortekslendikten sonra 30 dk oda sicakliginda bekletildi ve 595nm de
absorbans degerleri okundu. Ayni islemler bovine serum albiimin (BSA) ile
hazirlanan protein standartlarina da uygulandi. Orneklerin igindeki protein miktar
standart protein degerleri ile olusturulan grafik kullanilarak hesaplandi. Absorbans
Olgtimleri Shimadzu UV-1600 (Shimadzu, Japan) spektrofotometre cihazi ile
yapildi.

2.9.Glutamat Dehidrogenaz (GDH) Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

Glutamat dehidrogenaz(GDH) enzim aktivitesinin belirlenmesi Akhiro et al.
(2008)’a gore yapildi. Yaprak ornekleri (1 g) 5 mM EDTA, 0,1 mM Tris-HCI, 10
mM ditiotreitol (DTT), 1 mM piridoksal-5-fosfat hidrat ve 1% PVPP igeren (pH
7.8) homojenizasyon tamponu ile homojenize edildi. Homojenatlar ependorf
tiiplerine aktarilarak ve +4 °C’de 10000 g’de 15 dakika santrifiij edildi. Santrifiij
yapildiktan sonra siipernatantlar alindi ve kismi saflagtirma i¢in PD-10 Desalting
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(Amersham) kolonundan gegirildi. Enzim aktivitesinin belirlenmesi i¢gin 50 mM
(NH4)2SO4, 13 mM a-ketoglutarat, 0,25 mM NADPH ve 1 mM CacCl; igeren
reaksiyon karistmi 100 mM Tris-HCI tamponu (pH 8.0) ile hazirlandi. Kuvart
kiivetlere tamponda ¢ozdiiriiliien kimyasallardan ve 6rnekten 200 ul pipetlenerek
reaksiyon karigimi elde edilmis ve 340 nm dalga boyunda 1 dakika kore karsi

okuma yapilmistir.

2.10. Glutamat Dekarboksilaz (GAD) Enzim Aktivitesinin
Belirlenmesi

Bartyzel et al. (2003) yontemi kullanilarak glutamat dekarboksilaz(GAD)
enzim aktivite ol¢iimii yapildi. Dekarboksilasyon iglemi , 0,4 ml hacimde 20 uM
pridoksal fosfat (PLP), pH 5.8’lik 50 mM K-fosfat tamponu ve 3 mM L-glutamat
ve 100 pl Ornegin bulundugu reaksiyon karistmi  kullanilarak gergeklesti.
Ornekler énce 30°C’de ya da oda sicakliginda 10 dakika boyunca glutamat
icermeyen reaksiyon karigiminda bekletildi. Glutamat eklenerek reaksiyon
baslatild1 ve 60 dakika sonra 0,1 ml 0,5M HCI eklenerek reaksiyon durduruldu ve
ardindan 12.500 g’de 10 dakika santrifiij yapildi. Santrifiij bittikten sonra karigima
1:5 oraminda ninhidrin eklendi ve daha sonra 80°C’de 10 dakika inkiibasyon
yapilarak tiirevlendirme islemi gerceklestirildi ve reaksiyon sonucu olusan
GABA miktar1 belirlendi. Oda sicakligina geldikten sonra 570 nm’de
spektrofotometrede absorbans degerleri olciildii. Ayni kosullardaki GABA’nin
absorbans degerleri bilindigi i¢in, bu GABA standartlar1 ile Ornekler
karsilastirilarak GABA miktar1 saptandi.

2.11. GABA Miktarimin Belirlenmesi

GABA miktarinin belirlenmesi i¢cin HPLC (Shimadzu-VP101, Japan) cihaz
kullanilmistir. Baum ve ark.’na (1996) gore GABA ekstraksiyonu ve Bor ve
ark.’na (2009) gore de HPLC analizi yapilmistir. 0,5 g. bitki 6rnegi sivi azotta
masere edildikten sonra 3:5:12 hacim oraninda hazirlanmis su: kloroform:
metanol sollisyonundan 1 mL ilave edilmistir ve 10.000 rpm’de +40C’de 2 dakika
boyunca santrifiij yapilmistir. Santrifiijjden sonra orneklerden su,kloroform,
metanol sollisyonun uzaklagsmasi icin +50-60 0C’de bekletilmistir. Soliisyon
ucurulduktan sonra orneklerin tizerine 100 pl dIH20, 150 pl Borax tamponu (pH
8) ve 250 ul 2-hydroxynaphthaldehyde (HN) (0,3 % wi/v) eklenmistir. Bu karigim
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ardindan 20 dakika boyunca +80°C’de bekletilmistir. 20 dakika sonra hacmi
ImL’ye gelinceye kadar metanol eklenmistir ve 6rnek fitreden gegirildikten sonra
HPLC kolonuna uygulanmistir. HPLC kosullari; enjeksiyon hacmi 20 ul, Kolon
Supelco LC18 (250 x 4.6 mm, 5p), akis hiz1 0.5 mL min-1, Mobil faz metanol: su
(62:38 v/v) ve dedeksiyon 330 nm UV olacak sekilde hazirlanmistir. Ayni
kosullarda aha oOnceden vyiiriitilen GABA standartlariyla karsilastirilarak
orneklerdeki GABA miktar1 bellirlenmistir.

2.12. Glutamat Miktarinin Belirlenmesi

Glutamat miktarinin belirlenmesi amaciyla Akihiro et al. (2008)’a gore
ekstraksiyon islemleri yapilmistir. Ornekler ekstraksiyon isleminden sonra
ependorflara aktarilmistir ve 15 dakika boyunca 10.000 g de +4 °C’de santrifiij
yapilmistir. Siipernatantlar alindiktan sonra glutamat miktarinin belirlenmesi i¢in
glutamat kiti(Megazyme L-Glutamic Acid Assay Kit) kullanilmistir. Bu kitten
glutamat miktarinin belirlenmesi icin 4 farkli soliisyon kullanilmistir. Oncelikle
kiivete 2 ml dIH,0 (25 °C), 100 ul érnek, 500 pl icerisinde sodyum azide (0.02 %
w/v) ilave edilmis tampon (35 mL, pH 8.6) bulunan soliisyon 1, 200 pl soliisyon 2
(NAD'/INT) ve 50 pl siispansiyon 3 (diaphorase) ilave edilmistir. 2 dakika 492
nm’de spektrofotometrede kore karsi okuma yapildiktan sonra absorbans degeri
elde edilmistir (A;) ve daha sonra iizerine soliisyon 4 (Glutamat dehidrogenaz
sollisyonu) eklendikten sonra ayni dalga boyunda 10 dakika boyunca absorbans
degeri Ol¢iilmiistiir(Az). Asagida verilen formiile gérede glutamat konsantrasyonu

hesaplanmustir.

Glutamik Asit icerigi (c) ;

V (Son hacim)(ml) x MW (Molekiiler Agirlik)
¢(ekstinksiyon katsayisi1) x 1s1k yolu(cm) x drnek hacmi (ml)
— glutamik asit (g/L)

X AAL

L-Glutamik Asit Miktari ;

cL-glutamik asit (g/L 6rnek hacmi)

. x 100 (g/100
Ornek agirlig1 (g/L 6rnek hacmi) (g/100g
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2.13. Prolin Analizi

Prolin analizi i¢in bitki yaprak orneginden 0,1 gram tartilmistir. Tartilan
orneklere 3 ml.  siilfosalisilik  eklenerek  homojenizasyon  islemi
gergeklestirilmistir.  Homojenizasyon isleminden sonra homojenatlar filtre
kagidindan gegirilerek falkonlara siiziilmesi beklenmistir. Stiziilen 6rneklerden 1
ml. ¢ekilerek cam tiiplere aktarilmistir. Cam tiipteki 6rnegin {izerine glasial asetik
asit ve ninhidrin eklendikten sonra yaklasik 1 saat sicak su banyosunda 95°C de
bekletilmistir. Sicak su banyosundan alinan 6rneklerin sicakliginin oda sicakligina
diismesi beklenmistir. Oda sicakligina gelen orneklere toluen eklendikten sonra
vorteks yapilmistir. Olusan fazin {ist fazindan 3 ml. ¢ekilerek kuvartz kiivetlerde

520 nm’de kore kars1 okuma yapilmistir.
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3. BULGULAR

Aragtirma projesi kapsaminda Nicotiana tabaccum bitkisine PEG (% 20) ile
kuraklik stresi uygulandi. Stres uygulamasi oOncesinde (0. saat), ve stres
uygulamasinin 1., 3., 6., 12., 16., 17., 19., 22., 24. ve 48. saatlerinde kontrol ve
PEG uygulanan gruplardan yaprak 6rnekleri alindi. Yaprak orneklerinde GABA,
glutamat, prolin miktarlari, GDH, GAD aktiviteleri belirlendi. Bununla birlikte
stres uygulamasinin 0., 1. ve 2. giinlerinde kok yas ve kuru agirligi, yaprak bagil
su icerigi, fotosentetik verim, osmotik potansiyel ve membran sizintis1 gibi

parametrelerde belirlenerek karsilastirmali olarak incelendi.
3.1 Kok Yas ve Kuru Agirhiklar

Kontrol ve PEG gruplarinda kok yas ve kuru agirliklar tartilarak kaydedildi.
Sonuglar sekil 3.1 ve 3.2 de verildi. Kok yas agirliklarinda, kuraklik stresi
uygulamasmin 1. giiniinde 0. giin degerleri ile Kkarsilastirildiginda PEG
grubunda % 8,7 artig gozlenirken, kontrol grubunda ise % 52,84 liik artis gozlendi.
2. giinde kontrol grubunda % 93,4 lik ve PEG grubunda % 52,84 lik artis

saptandi.

OKONTROL ®PEG

KOK YAS AGIRLIGI (g)
o = N w S 921 [e) ~ (e¢]

1
—

0.GUN 1.GUN 2.GUN

Sekil 3.1 Nicotiana tabacum bitkisinde kontrol ve kuraklik stresi kosullarinda 0., 1. ve
2. giinlerde kok yas agirlik (g) degerlerindeki degisimin belirlenmesi.

Kok kuru agirliginda, stres uygulamasinin 1. giininde PEG uygulanan
grupta % 28,8 artis gozlenirken, kontrol grubunda ise % 55.64 liik artig gozlendi.
2. giinde kontrol grubunda % 77,82 lik ve PEG grubunda % 89,1 lik artis saptandi.
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Sekil 3.2 Nicotiana tabacum bitkisinde kontrol ve kuraklik stresi kosullarinda 0., 1. ve 2.
giinlerde kok kuru agirlik (g) degerlerindeki degisimin belirlenmesi.

3.2 Fotosentetik Verim

Bitkilerin  kuraklik  stresinden  etkilenme  derecelerini  gdsteren
parametrelerden biri de fotosentetik verimdir. Tiitlin bitkisine uygulanan kuraklik
stresinin fotosentetik verim iizerindeki etkisinin saptanmasi i¢in 0., 1. ve 2.
giinlerde Fv/Fm oranlar1 6l¢iildii. Bu sonuglar sekil 3.3’te verildi. Genel olarak,
kuraklik stresi uygulanan gruplarda fotosentetik verim 1. ve 2. giinlerde kontrol
gruplarina gore istatistiksel olarak belirgin bir degisiklik gostermedi. PEG
uygulanan gruplarda Fv/Fm degerlerinde 1. giinde % 0,4 liik; 2. giinde ise % 1,3
likk bir azalma saptandi. Kontrol grubunda ise 1. giinde %0,06 lik, 2. giinde de %
0,4 liik artis belirlendi.

OKONTROL ®PEG

09

H

Fv/Fm

0,6

0. GUN 1.GUN 2.GUN

Sekil 3.3 Nicotiana tabacum bitkisinde kontrol ve kuraklik stresi kosullarinda 0., 1.
ve 2. giinlerde fotosentetik verim (Fv/Fm) degerlerindeki degisimin belirlenmesi.



27

3.3 Yaprak Elektriksel Sizint1 Ol¢iimleri

Kuraklik stresinin hiicre diizeyinde olusturdugu 6nemli hasarlardan biri de
hiicre zarmin bitiinligiiniin bozulmasidir. Hiicre zarindaki bozulma elektrolit
sizintisina sebep oldugu i¢in yapraklardaki elektrik iletkenlik degerleri degisir.
Yaprak elektriksel iletkenligindeki degisimler Nicotiana tabaccum bitkisinde
kuraklik stresinin 0., 1. ve 2. giinlerinde Olgiilerek kaydedildi (sekil 3.4). PEG ile
kuraklik stresi uygulanan gruplarda elektriksel iletkenlik degerleri 0. giin kontrol
degerine gore 1. giinde % 51,7; 2. giinde ise % 73,9 oranlarinda artis gosterdi.
Elektriksel iletkenlik degerleri kontrol gruplarinda 0. giin degerlerine gore 1.
giin % 25.,4; 2. giinde ise % 34,8 artis gosterdi.

35 1
OKONTROL ®PEG
30 A
25 A

20

——

15 A

10 A

iYON SIZINTISI (%)

0.GUN 1.GUN 2.GUN

Sekil 3.4 Nicotiana tabacum bitkisinde kontrol ve kuraklik stresi kosullarinda 0., 1. ve 2.
giinlerde yapraklardaki iyon sizintisi (%) degerlerindeki degisimin belirlenmesi.

3.4 Bagil Su icerigi (RWC)

Titlin bitkisinde kuraklik stresi uygulamasi yapildiktan sonra bagil su
igerigi degisimleri hesapland1 (sekil 3.5). 1. ve 2. giindeki degisimler
incelendiginde bu iki giinde de belirgin bir degisim saptanmadi. 1. giinde PEG
grubunda % 3,2 lik artis gozlenirken, 2. giinde % 1 lik azalma gozlendi. Kontrol
grubunda ise 1. glinde % 2 lik azalma saptanirken, 2. giinde % 2,1 lik artma

saptandi.
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Sekil 3.5 Nicotiana tabacum bitkisinde kontrol ve kuraklik stresi kosullarinda 0., 1. ve 2.
giinlerde bagil su icerigi (%) degerlerindeki degisimin belirlenmesi.

3.5 Yaprak Osmotik Potansiyeli

Nicotiana tabaccum bitkisinde kontrol ve PEG gruplarinda yaprak osmotik
potansiyel degerlerindeki degisimler sekil 3.6’ da verildi. 1. giiniinde kontrol

gruplarinda yaprak osmotik potansiyeli % 16,9; 2. giinde ise %12,1 luk artis
gosterdi. Kuraklik stresi uygulanan gruplarda ise yaprak osmotik potansiyelinde
0.giin degerine gore 1. giinde % 25,2; 2. giinde ise %19,6 oraninda artis belirlendi.

OKONTROL H PEG

400 -
’v; 350 -
4
S 300
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E 250 -
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Sekil 3.6 Nicotiana tabacum bitkisinde kontrol ve kuraklik stresi kosullarinda 0., 1. ve 2.
giinlerde yaprak osmotik potansiyel (mmol kg™) degerlerindeki degisimin belirlenmesi.
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3.6 Enzim Aktivite Degisimleri

3.6.1 Glutamat Dehidrogenaz (GDH) Enzim Aktivitesi

Glutamat dehidrogenez (GDH) enzimi, GABA biyosentez yolaginda a-
ketoglutarattan glutamat sentezini katalizleyen enzimdir. Tiitiin bitkisinde GDH
enzim aktivitesindeki degisimler sekil 3.7.°de wverildi. Kuraklik stresi
uygulamasinin ve aydinlik periyotun 1. saatinde GDH enzim aktivitesinde % 32,8
oraninda azalis, kontrol grubunda onemli bir degisiklik gozlenmedi. 3. saatte
kontrol grubunda GDH enzim aktivitesinde % 27,8 lik , PEG grubunda % 14 liik
bir azalis saptandi. 6. saatte GDH enzim aktivitesinde kontrol grubunda yaklasik
olarak % 47 oraninda azalirken, PEG grubunda enzim aktivitesi % 20,3 oraninda
artti. 12. saatte PEG uygulanan grupta GDH enzim aktivitesinde belirgin bir
degisim gozlenmezken, kontrol grubunda % 5 oraninda bir azalma kaydedildi. 16.
saatte GDH aktivitesi kontrol grubunda %57,3 oraninda artarken, PEG uygulanan
grupta enzim aktivitesi yaklasik olarak 2,14 kat artti. Kuraklik stresi
uygulamasiin 17. saatinde (karanlik periyotun 1. saatinde) PEG grubunda GDH
enzim aktivitesinde 4,13 kat artis gosterirken, kontrol grubunda % 74,7 oraninda
bir artig gozlendi. Karanlik periyotun 3. saatinde (19. saat) GDH aktivitesinde
kontrol grubunda % 45,2 lik artis saptanirken, PEG grubunda % 206,5 lik artis

saptandi.
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Sekil 3.7 Nicotiana tabacum bitkisinde kontrol ve kuraklik stresi kosullarinda GDH enzim
aktivitesindeki (umol dk mg protein™) degisimlerin 24 saatlik aydinlik-karanlik déngiisiinde ve 48.
saatte belirlenmesi
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Karanlik periyotun 6. saatinde (22. saat) GDH enzim aktivitesinde PEG
grubunda 3,95 kat artis hesaplanirken, bu artis kontrol grubunda 1,93 kat olarak
belirlendi. 24. saatte GDH aktivitesi kontrol grubunda % 16,6 azalirken, PEG
grubunda % 202,4 oraninda artt1. 48. saatte GDH enzim aktivitesi PEG uygulanan
grupta % 172,8 lik artis gosterirken, kontrol grubunda % 34,4 liik artis gosterdi.

3.6.2 Glutamat Dekarboksilaz (GAD) Enzim Aktivitesi

Nicotiana tabaccum bitkisinde, kuraklik stresi altinda ilk 24 saat boyunca ve
48. saatte GAD enzim aktivitesindeki degisimler incelendi (sekil 3.8). Genel
olarak PEG uygulanan gruplarda GAD enzim aktivitesi kontrol grubuna gore daha
yiiksek diizeyde gozlendi. Kuraklik stresi uygulamasinin ve aydinlik periyodun 1.
saatinde PEG grubundaki GAD enzim aktivitesi % 34,7 oraninda artig gosterirken,
kontrol grubunda % 4 azalis belirlendi. 3. saatte GAD enzim aktivitesi kontrol
gruplarinda % 147; PEG uygulanan gruplarda ise % 116,3 oranlarinda artti. Stres
uygulamasinin 6. saatinde kontrol grubundaki GAD enzim aktivitesi % 4,8
seviyelerinde azalma gosterirken, PEG uygulanan grupta % 60 oraninda artis
gozlendi. 12. Saatte GAD aktivitesi PEG grubunda % 37,1 lik artig gosterirken,
kontrol grubunda % 29,9 Iuk azalis kaydedildi. 16. saatte ise GAD enzim
aktivitesi hem kontrol grubunda (% 77,3) hem de kuraklik stresi uygulanan grupta
(% 119,1) artig gosterdi. Stres uygulamasinin 17. saatinde (karanlik periyotun 1.
saati) kontrol grubunda GAD enzim aktivitesi % 35,1 oraninda artarken, PEG
grubunda bu oran % 125,1 diizeylerine ulasti. Karanlik periyotun 3. saatinde
(19.saat) GAD enzim aktivitesinde PEG grubunda % 81,7 lik artis gozlenirken,
kontrol grubunda % 86,5 lik artig gézlendi.

1,2 A
1 -
0,8 -

0,6
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GAD Aktivitesi
umol min mg

Sekil 3.8 Nicotiana tabacum bitkisinde kontrol ve kuraklik stresi kosullarinda GAD enzim
aktivitesindeki (umol dk mg protein™) degisimlerin 24 saatlik aydnlik-karanlik déngiisiinde ve 48.
saatte belirlenmesi
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Karanlik periyotun 6. saatinde (22.saat) kontrol grubundaki GAD enzim
aktivitesi % 34,3 artis gosterirken, PEG grubunda yaklagsik 3 kat artig gosterdi. 24.
saatte hem kontrol hem de PEG uygulanan gruplarda GAD enzim aktivitesi 0. saat
seviyelerine yakin degerlerde kaydedildi. GAD enzim aktivitesi uygulamanin 48.
saattinde kontrol grubunda % 76,5 lik, PEG grubunda ise % 21,5 lik artig gosterdi

3.7 GABA Miktarimin Belirlenmesi

Calismamizda kontrol ve kuraklik stresi uygulanan gruplarda GABA
miktarindaki degisimler aydinlik ve karanlik periyotlarda belirlendi (Sekil 3.9).
Bu gruplardaki GABA miktar1 karsilastirildiginda 6zellikle aydinlik ve karanlik
periyotlarda o6nemli farkliliklar saptandi. Aydinlik periyotda PEG grubunda
kontrol grubuna gore GABA seviyesi yiliksek diizeyde artis gosterdi. Stres
uygulamasinin 1. saatinde PEG grubundaki GABA miktar1 % 391 artis
gosterirken bu artig kontrol grubunda % 28,3 olarak saptandi. 3. saatte GABA
miktar1 kontrol grubunda %115,5 artis gozlenirken PEG grubunda ise bu artis %
403 olarak goriildii. 6. saatte GABA miktar1 PEG grubunda 4,7 kat artarken,
kontrol grubunda yaklasik 2 katina ¢ikti.
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Sekil 3.9 Nicotiana tabacum bitkisinde kontrol ve kuraklik stresi kosullarmda GABA
miktarmdaki (umol g yas agirhk™) degisimlerin 24 saatlik aydmnlik-karanlik dongiisinde ve 48.
saatte belirlenmesi

GABA miktar1 12. saatte kontrol grubunda yaklasik 2,34 kat, PEG grubunda
ise yaklasik 4,5 kat artis gosterdi. Aydinlik periyotun son saati olan 16. saatte
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PEG grubundaki GABA miktar1 yaklasik 5 kat artarak 139,558 umol g YA™ ile
en yiiksek degerine ulasti. Kontrol grubundaki GABA miktar1 ise 16. saatte 2,41
kat artarak (56.09 pmol g YA™) kaydedildi. Karanlik periyotun 1. saatinde yani
17. saatte PEG uygulanan grupta GABA miktar1 aydinlik periyotun son saatine
(16. saate) gore % 50 oraninda azalma gosterdi. 19. saatte yani karanlik
periyotunun 3. saatinde ise PEG ve kontrol gruplarinin GABA miktarlarinin yakin
seviyelerde oldugu saptandi. 19. saatte PEG grubundaki GABA miktarinda %
213’liikk artis gozlenirken, kontrol grubunda ise GABA miktar1 % 161 artarak
60,736 umol g YA-1 ile kontrol grubundaki en yiiksek seviyesine ulasmustir.
Karanlik periyotun 6. saatinde yani 22. saatte GABA kontrol grubunda % 59,5
artis gosterirken, bu artis PEG grubunda %173 olarak hesaplandi. 24. ve 48.
saatlerde ise diger saatlerden farkli olarak PEG gruplarinda azalis saptanirken,
kontrol gruplarinda yine artis saptandi. 24. saatte GABA miktarinda PEG
grubunda % 5,4 azalma gozlenirken, kontrol grubunda ise % 93,1 artis gézlendi.
48. saatte ise PEG grubunda GABA miktar1 %15,9 azalis gostererek 19,58 umol g
YA ile en diisiik seviye olarak kaydedildi.

3.8 Glutamat Miktarinin Belirlenmesi

Calismamizda Nicotiana tabacum bitkisinde kontrol ve PEG gruplarinda
glutamat miktarindaki degisimler saptandi (sekil 3.10). PEG gruplarindaki
glutamat miktarlari kontrol grubuna gore ornekleme saatlerinin bir boliimiinde
artig gosterirken digerlerinde azalis gosterdi. 1. saatte glutamat miktarinda PEG
grubunda % 4 oraninda azalirken, kontrol grubunda % 5,8 artis gosterdi. 3. saatte
PEG grubundaki glutamat miktar1 % 5,7’lik oraninda artarken kontrol grubunda
bir degisim saptanmadi. 6. saatte glutamat miktar1 kontrol grubunda % 8,3
oraninda azaldi, PEG grubunda ise % 5,6 artis gosterdi. 12. saatte glutamat
miktar1 PEG grubunda % 16,1 azalirken, kontrol grubunda belirgin bir degisim
gozlenmedi. 16. saatte her iki grupta da glutamat miktarinda azalma saptanirken
bu oran PEG grubunda % 21,5, kontrol grubunda ise % 4,9°dur. 17. saatte
glutamat miktar1 her iki grupta da en yiiksek degerlerine ulasti. Bu degerler PEG
grubunda % 13,4 artis ile 26,5 pmol g YA™ iken, kontrol grubunda ise % 34,7
artis ile 31,47 pmol g YA™ olarak hesaplandi. 19. saatte glutamat miktar1 PEG
grubunda % 15,4 oraninda azaldi ancak kontrol grubunda % 7,4 artis gosterdi.
Bunun tam tersi 22. saat glutamat miktarlarinda gozlendi. Kontrol grubunda
glutamat diizeyleri % 7,7 azalirken, PEG grubunda % 7,8 artig belirlendi. 24.
saatte ise glutamat miktar1 kontrol grubunda % 15,2 oraninda azalirken PEG
grubunda belirgin bir degisim saptanmadi. 48. Saatte glutamat miktarinda da
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benzer bir iliski bulundu. Kontrol grubunda glutamat seviyeleri % 24,8 oraninda
artis gosterirken, PEG grubunda belirgin bir farklilik elde edilmedi.
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Sekil 3.10 Nicotiana tabacum bitkisinde kontrol ve kuraklik stresi kosullarinda glutamat
miktardaki (umol g yas agirhk™) degisimlerin 24 saatlik aydmlik-karanlik doéngiisinde ve 48.
saatte belirlenmesi

3.9 Prolin Miktar1

Titiin bitkisinde, kuraklik stresi kosullarinda prolin miktarindaki degisimler
belirlendi (sekil 3.11). Genel olarak PEG uygulanan gruplarda prolin miktarlarinin
azaldign goriildii. Stres uygulamasinin 1. saatinde PEG grubundaki prolin
miktarinda %18,5 oraninda azalirken kontrol grubunda prolin seviyesi % 21,1
oraninda artti. 3. saatte prolin miktar1 kontrol grubunda % 12,2; PEG grubunda
ise % 4 oraninda azaldi. 6. saatte kontrol grubundaki prolin miktar1 % 23,5
oraninda artig gosterirken PEG uygulanan grupta % 12,7 lik azalis gortildi. 12.
saatte PEG grubundaki prolin miktar1 % 34; kontrol grubunda ise % 31,4
diizeyinde azaldi. 16. saatte PEG grubundaki prolin miktar1 % 81,6; kontrol
grubunda ise %14,1 oraninda azaldi. Karanlik periyotun 1. saatinde (17.saat)
prolin miktarinda kontrol grubunda % 72, PEG grubunda % 31 azalis saptandi.
Karanlik periyotun 3. Saatinde (19.saat) kontrol grubudaki prolin miktarinda %
14,5 azalis belirlenirken, PEG grubunda % 18,1 azalis belirlendi. Karanlik
periyotun 6. saatinde (22. Saat) prolin miktar1 PEG grubunda % 29,7, kontrol
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grubunda ise % 34,2 oranlarinda azaldi. Kuraklik stresi uygulanan bitkilerde
prolin miktar1 en yiiksek degerine 48. saatte wulasti. 0. saat degeri ile
karsilastirildiginda 48. saatte PEG uygulanan gruplarda prolin miktar1 % 68,5
oraninda arttr. Kontrol gruplarindaki prolin miktarlar1 genel olarak 24. ve 48.
saatlerde benzer diizeylerde kalmakla birlikte, 0. saatteki prolin miktarina gore

diisiik seviyede gozlendi.

- O Kontrol m PEG

vl o)) ~ (o] O
1

Prolin miktar1 (umol g YA)
w =

Os 1s 3s 6s 12s 16s 17s 19s 22s 24s 48s

| S |

Sekil 3.11 Nicotiana tabacum bitkisinde kontrol ve kuraklik stresi kosullarinda prolin
miktarindaki (umol g yas agrhk™) degisimlerin 24 saatlik aydmnlik-karanhk dongiisiinde ve 48.
saatte belirlenmesi
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4. TARTISMA

GABA protein yapisina katilmayan bir aminoasittir ve  GABA vyolu
tarafindan sentezlenir ve metabolize edilir. (Bown and Shelp, 1997; Bouché and
Fromm, 2004). Bu yolun biyosentez bolimiinde a-ketoglutarattan glutamat
sentezi GDH enzimi, glutamattan GABA sentezini de GAD enzimi tarafindan
katalizlenmektedir. Bitkilerde GABA’nin pH diizenlenmesi, solunum, meyve
gelisimi, gecici azot depolanmasi, bitki gelisimi ve bitki savunma siireglerinde
cesitli gorevleri oldugu bilinmektedir. Yapilan c¢alismalarda ¢esitli abiyotik
streslerde ve biyotik streslerde GABA miktarmin gesitli bitkilerde ¢ok yiiksek
oranda artig gosterdigi belirlenmistir. Literatiirde GABA’nin sinyal molekiilii
olduguna dair ¢esitli raporlar bulunmakla birlikte bu konu heniiz kesinlik
kazanmamistir. Tez projesi kapsaminda PEG ile olusturulan kuraklik stresi
kosullarinda GABA, glutamat, prolin miktarlarindaki degisimleri, GAD ve GDH
enzim aktivite diizeylerini, biiylime, fotosentetik verim, bagil su icerigi, iletkenlik
ve ozmotik potansiyel degisimi gibi ¢esitli parametreleri inceledik. Kuraklik stresi
kosullarinda GABA yolu ve ilgili bilesenlerinin aydinlik-karanlik fotoperiyotta 24
saatlik bir dongiideki diizeylerini karsilastirdik.

Kuraklik stresi uygulanan bitkilerde elektriksel iletkenlik disinda biiyiime,
fotosentetik verim, bagil su igerigi ve ozmotik potansiyel gibi parametrelerde ilk
48 saatlik donemde belirgin bir farklilik gézlenmemesi beklenen bir sonugtur.
Bununla birlikte PEG uygulanan gruplarda elektriksel iletkenlik degerlerinde
goriilen degisimin stresin erken agsamalarinda ortaya ¢ikan membran hasari nedeni
ile oldugu diistintilmektedir. Kuraklik stresi etkilerinin yukarida adi gecen cesitli
parametreler iizerinde belirgin hale gelmesi icin yaklasik olarak 7-10 giinliik bir
ornekleme yapilmasi uygundur. Ancak c¢aligmamizin ana hedefi 24 saatlik bir
dongiideki degisimleri ortaya koymak oldugu i¢in bu parametrelerin degisimi yan
analizler niteliginde yapilmigtir. Munns (2002) tarafindan da belirtildigi gibi
kuraklik stresi sonucunda gozlenen yaprak ve kok biiylimesindeki azalma gibi
olumsuz etkiler genellikle stresin ilk iki haftalik doneminde gozlenir. Ayrica
kuraklik stresine ozellikle erken donemde verilen yanitlar agisindan kuraklik
stresine dayanikli ve hassas bitkiler arasinda ¢ok biiyiik farkliliklar bulunmaktadir.
Tiitiin bitkisi kuraklik stresine oldukc¢a duyarli bir bitkidir. Stresin ilk 48 saatlik
doneminde membran sizintist degerinin % 27.74 seviyesine ulagmasi bunun bir
gostergesidir. Kuraklik stresi agisindan orta duyarli Lotus corniculatus
bitkisinde % 10 ve 20 PEG uygulamasinin 14. giinlinde membran sizintist
degerleri % 12.61 ve 17.01 olarak saptanmistir (Giiler, 2014). Misirda yapilan bir
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calismada, iki farkli mannitol dozu uygulanarak olusturulan kuraklik stresi
altindaki membran iletkenligi degerleri kontrol grubuna gore daha yiiksek
Ol¢tilmiistiir. (Mozdzen et al., 2015). Ak¢ay (2010) tarafindan tiitiin bitkisinde
yapilan bir ¢alisma da kuraklik stresi kosullarinda ozmotik potansiyel degerlerinin
stresin 1. ve 2. giinlerinde ¢alismamizda buldugumuz degerlere benzer diizeylerde
(315,37 ve 262,70 mmol kg™) bulunmustur. Ancak bu calismada kuraklik stresi
etkisi uzun silirede incelendiginde (7. ve 14. giinlerde) ozmotik potansiyel
degerleri 606,00 ve 854,60 mmol kg'lolarak kaydedilmistir.

GABA biyosentezi ile iliskili iki enzim; GDH ve GAD aktivitelerine
kuraklik stresinin ilk 24 saatlik doneminde ve 48 saat sonrasinda bakildi.
Glutamat biyosentezinden sorumlu GDH enziminin aktivite degerleri kuraklik
uygulanan gruplarda karanlik periyotta (aydinlik periyodun 6. saati hari¢) ¢ok
yiiksek diizeylere ulasti. Akgay (2010) kuraklik stresi kosullarinda Nicotiana
sylvestris yaban tipi bitkilerinde, GDH aktivitesini 12. ve 24. saatlerde sirasiyla
0.428 ve 0.135 pmol dakika mg protein™ olarak belirlenmistir. Bu degerler bizim
calismamizda elde ettigimiz aktivite degerlerine gore daha yiiksek diizeydedir.
Ancak ayni ¢aligmada kuraklik stresi uygulanan CMSII mutantindan elde edilen
GDH enzim aktivite degerlerine bakildiginda stres uygulamasinin 12. ve 24.
saatlerinde bu degerler 0.026 ve 0.050 pmol dakika mg protein™ olarak
kaydedilmistir. Enzim degerleri arasindaki farkliliklarin kurakliga verilen yanitlar
acisindan genotipsel ¢esitlilik sonucu oldugunu diistindiirmektedir. Calismamizda
glutamattan GABA’nin sentezlenmesi reaksiyonunu katalizleyen GAD enziminin
aktivitesini de hem kontrol hem de stres gruplari i¢inde inceledik. GAD aktivitesi
genel olarak kontrol diizeylerinden daha yiliksek diizeyde gozlendi. En yiiksek
seviyesine karanlik periyodun son saatinde ulasti. Tiitlin bitkisinde kuraklik stresi
ile yapilan benzer bir calismada bizim sonuglarimiza paralel olarak 24. ve 48.
saatlerde GAD aktivitesi 0.363 ve 0.234 pmol dakika mg protein™ olarak
belirlenmistir (Akgay, 2010).

Bitkilerde GABA miktar1 ¢esitli biyotik ve abiyotik stres kosullari altinda,
fitohormonlar ve farkli uyaranlara karsi hizli bir sekilde artis gostermektedir
(Akgay et al., 2012; Shelp et al., 2012; Yang et al., 2013; Dimlioglu et al., 2015).
Calismamizda da kuraklik stresi etkisi altinda tiitiin bitkisinde aydinlik ve karanlik
periyoda ait Ornekleme saatlerinde GABA miktarinda artis belirlendi. GABA
diizeyleri stres uygulamasinin ilk 24 saatlik doneminde hizli bir yiikselis ile
kontrol diizeylerinin ¢ok {izerinde seviyelere ulasti. GABA miktarindaki degisim
daha once yaptigimiz abiyotik stresle ve GABA ile ilgili ¢alismalarla paralellik
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gostermektedir. (Bor et al., 2009; Akcay et al., 2012). Bununla birlikte 6zellikle
ilk 12 saatlik donemde GABA miktarinda gbzlenen garpici artis bu molekiiliin
sinyal iletim siire¢lerinde gérev aldigina veya sinyal molekiilii olarak calistigina
dair 6nemli bir bilgi oldugunu diisiinmekteyiz. Ancak kuraklik yanitlar gibi ¢ok
gen tarafindan kontrol edilen siireclerde bu tiir 6ngoriilerin daha detayl diizeyde
molekiiler seviyede incelenmesi gerekmektedir. Ayrica GABA’nin stres kosullar
altinda hiicre diizeyinde karbon azot dengesinin ayarlanmasina énemli role sahip
oldugu bilinmektedir (Batushansky et al., 2015). Calismamizda gozledigimiz
yiiksek GABA diizeyleri, GABA’nmin karbon veya azot kaynagi olarak
kullanilabilecegine dair gesitli goriisleri de destekler niteliktedir. Akgay (2010)’a
gore kuraklik stresi uygulanan Nicotiana sylvestris yaban tipi ve CMSII mutant
yapraklarinda GABA miktar1 ilk 24 saatte 21.57 ve 9.41 pmol g yas aglrhk'1

olarak belirlenmistir.

Calismamizda kuraklik stresi kosullarinda glutamat diizeylerindeki degisimi
de belirledik. Kuraklik stresi etkisi ile glutamat diizeylerinde kontrol gruplarina
gore belirgin bir farklilik gozlenmedi. Stres uygulamasinin 6., 22. ve 24.
saatlerinde kontrol gruplarina gore istatistiksel agidan farkli degerler gbzlendi.
Glutamat sadece GABA’min degil prolin ve arginin gibi diger baz
aminoasitlerinde biyosentezinde onciil molekiil olarak gorevlidir. (Forde ve Lea
2007). Calismamizda glutamat miktar1 GABA yoluna gecis agisindan bir bilgi
vermekle birlikte glutamat diizeylerinin hiicrede temel seviyede tutulmasinin
onemi de goz ard1 edilmemelidir. Glutamat diizeyleri stres tipi, siiresi ve dozuna
bagl olarak da degisim gosterebilir. Tiitlin bitkisinde glutamat diizeyleri ¢inko
stresi kosullarinda stresin 7. ve 14. giinlerinde azalmistir (Akcan-Das et al., 2016).
Bir bagka calismada da harpin ile tesvik edilen biyotik stres kosullarinda glutamat
diizeyleri stres uygulamasinin 5. ve 7. giinlerinde azalmistir (Dimlioglu et al.,
2015).

Calismamizda kuraklik stresi uygulamasi sonrasinda prolin miktarlarindaki
degisimi de inceledik. Aydinlik-karanlik periyot gegisi ve 48. saat diginda kontrol
gruplart ile stres uygulanan gruplar arasinda prolin seviyeleri agisindan ¢ok
belirgin bir farklilik g6zlemedik. Prolin genel olarak kuraklik stresine yanitta veya
savunma siire¢lerinde 6n plana ¢ikan bir aminoasittir. Kuraklik stresi ile ilgili
bir¢cok calismada yiiksek prolin diizeylerinin bu molekiiliin osmotik diizenleyici
role sahip olmasina dayandigini gostermektedir (Tirkan et al., 2005; Szabados
and Savoure, 2010; ilhan et al., 2015). Ancak bu c¢alismalarin hemen hemen

hepsinde kuraklik stresi uygulamasi sonucunda prolin diizeyleri 1 veya 2 haftalik
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donemlerde belirlenmistir. Uzun vadede ve bitkilerin kuraklik tolerans
stratejilerindeki farkliliklar g6z oniline alindiginda calismamizda 48. saate kadar
gbzlenen degerlerin prolinin koruyucu roliinden ¢ok GABA vyolu ile iliskisi

acisindan degerlendirilmesi gerektigini diistinmekteyiz.

Genel olarak, GABA, glutamat, prolin diizeyleri ile GDH ve GAD enzim
aktivite degerleri arasinda bir iliski gozlendi. Ornegin; GABA miktarni ¢ok
yiiksek seviyelere ulastig1 stresin ilk 16 saatlik doneminde prolin ve glutamat
seviyeleri genellikle temel diizeyde saptandi. Bununla birlikte GAD aktivitesi
artig gosterirken GDH aktivitesi kontrol diizeylerinde kaldi. Calismamizda her ne
kadar GABA birikimi yiliksek GAD aktivitesi ile iligkili gibi goériinse de stres
uygulamasinin uzun déneminde farkli biyosentetik yollarinda devreye girdigini
disinmekteyiz. Yeni bir ¢alismada bitkilerde stres kosullar1 altinda enzimatik
olmayan bir reaksiyon sonucunda prolinden GABA sentezlendigine dair farkli bir
yaklagim ongoriilmistiir (Signorelli et al., 2015). Oksidatif stres kosullar altinda
GABA’nin biyosentezinde prolin birikiminin énemli bir kaynak olusturabilecegi
ve bu tiir bir yolun fotosentetik etkinligin korunmasi ag¢isindan da énemli oldugu
vurgulanmugtir (Signorelli et al., 2015).

Calismamiz kuraklik stresi kosullarinda aydinlik ve karanlik fotoperyotta
GABA ve GABA yolu bilesenlerinin incelenmesi acisindan ilging verilere sahip
ilk caligma niteligindedir. Daha O6nce de belirtildigi gibi GABA {izerinde ¢ok
calisilmasina ragmen bitkilerdeki rolii ¢ok net olarak ortaya konulmamis bir
molekiildiir. Stres kosullarindan yiiksek seviyelerde birikmesi ve memelilerde
ndrotransmitter inhibitdrii olarak goérev almasi bitkilerde sinyal molekiilii
olduguna veya sinyal iletiminde gorev yaptigina dair gesitli hipotezlerin 6ne
slirlilmesine neden olmustur (Shelp et al., 1999; Bor et al., 2009; Akgay et al.,
2012). 2015 yilina kadar sinyal rolii ile ilgili net bir bilgi elde edilmemistir. Bu
goriisii  destekler sekilde Ramesh et al., (2015) GABA’nin bitkilere 06zgii
aliminyum ile aktive edilen (ALMT) tasiyicilart iizerinde etkili olarak bitki

biiyiimesini diizenledigini tespit etmislerdir.

Aragtirmamizda gilinliik ritim boyunca kuraklik stresi etkisinde GABA’ ’nin
sinyal molekiilii olarak gorev alip almadigini inceleyi hedefledik. Elde ettigimiz
sonuclar, aydinlik-karanlik gecislerinde tiitiin bitkisinin GABA, glutamat ve
prolin {i¢liisiinii stres yanitlarin1 olusturmak agisindan etkin bigimde kullandigini
gostermektedir. Kontrol seviyeleri ile karsilagtirildiginda, stresin algilandigi ve ilk

yanitlarin olusturuldugu 12 saatlik donemde ve takip eden karanlik periyotta
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GABA miktarmin yiiksek olmasi bu molekiiliin sinyal molekiilii olarak gorev

alabilecegini gostermektedir.
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5.SONUCLAR

Calismamizda Nicotiana tabaccum bitkisinde PEG ile olusturulan kuraklik
stresi kosullarinda GABA, glutamat, prolin miktarlarindaki ve GAD, GDH enzim
aktivitelerindeki degisimi inceledik. Kuraklik stresi uygulanan bitkilerde
elektriksel iletkenlik hari¢ biiyiime, fotosentetik verim, bagil su igerigi ve ozmotik
potansiyel gibi parametrelerde ilk 48 saatlik donemde belirgin bir farklilik
gozlemedik. GDH enziminin aktivitesi stres gruplarinda karanlik periyotta
(aydinlik periyodun 6. saati hari¢) ¢ok yiiksek diizeylere ulasti. GAD aktivitesi
stres uygulanan gruplarda genel olarak kontrol diizeylerinden ¢ok daha yiliksek
seviyede tespit edildi. Glutamat miktarlar kuraklik uygulamasinin 6., 22. ve 24.
saatlerinde kontrol gruplarima gore istatistiksel agidan belirgin diizeyde artti.
GABA diizeyleri de stres uygulamasmin ilk 24 saatlik doneminde hizli bir
yiikselis gostererek kontrol diizeylerinin ¢ok {izerindeki seviyelere ulasti. Prolin
miktar1 agisindan aydinlik-karanlik periyot gecisi ve 48. saat disindaki stres
gruplarinda belirgin bir fark goriilmedi. Elde ettigimiz sonuglar genel olarak
degerlendirdigimizde aydinlik-karanlik gecislerinde tiitiin bitkisinin GABA,
glutamat ve prolin icliisiinii kuraklik stresi yanitlarinin olusturulmasi amaciyla

etkin bi¢imde kullandigin1 diisiinmekteyiz.
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