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ONSOZ

Domates (Solanum lycopersicum L.) bitkisi {ilkemizde ve diinyada yaygin olarak
iretimi yapilan triinlerin basinda gelmektedir. Domatesin farkli kullanim alanlar1 ve
icerdigi antioksidan maddelerden dolayr saglikli beslenmede Onemli yeri
bulunmaktadir. Bu nedenle domates bitkisinin verim ve kalitesini artirmaya yonelik
calismalar 6nem tasimaktadir. Ozellikle 1liman ve sicak bolgelerde yetisen domates
yiikksek sicaklik, kuraklik, tuz gibi abiyotik streslere maruz kalabilmektedir. So6z
konusu stres kosullarinda bitkilerin verecegi yanitlarin bilinmesi ve verimin

artirilabilmesi oldukc¢a 6nem tasimaktadir.

Gamma aminobiitirik asit (GABA), serbest amino asit havuzu i¢inde bulunan protein
yapisina katilmayan bir amino asittir. GABA, o6zellikle stres kosullar1 altinda bitki
metabolizmasi igin 6nemli rol oynamaktadir. Ekzojen olarak uygulanan GABA nin
bitki metabolizmasinm1 olumlu yonde etkiledigi bilinmektedir. Bu c¢aligmada
ekonomik ve besin degeri agisindan olduk¢a dnemli olan domates bitkisinde ekzojen
GABA uygulamasinin ozmotik stres kosullar1 altinda bitki savunma sisteminin
gostergesi olan fenolik bilesikler, antioksidan savunma sistemi ve endojen GABA
miktar1 lizerine etkileri arastirilmistir. Calismadan elde edilen veriler dogrultusunda
ekzojen olarak uygulanan GABA’nin ozmotik stres altinda bitki metabolizmasi
tizerine iyilestirici etkilerinin oldugu belirlenmistir. Bu tez calismasi, Aksaray
Universitesi Bilim ve Teknoloji Arastirma ve Uygulama Merkezi labortuarinda

gerceklestirilmistir.



DOGRULUK BEYANI

Yiiksek lisans tezi olarak sundugum bu ¢aligmayi, bilimsel etik, ahlak ve geleneklere
aykir diisecek bir yol ve yardima bagvurmaksizin yazdigimi, yararlandigim eserlerin
kaynakc¢ada gosterilenlerden olustugunu ve bu eserleri her kullamisimda alinti

yaparak yararlandigimu belirtir; bunu serefimle dogrularim.

Enstitii tarafindan belli bir zamana bagli olmaksizin, tezimle ilgili yaptigim bu
beyana aykirt bir durumun saptanmasi durumunda, ortaya gikacak tiim ahlaki ve

hukuki sonuglara katlanacagimi bildiririm.

Miinevvgr Hilal DURUMEL




TESEKKUR

Yiksek lisans siirecimin her asamasinda beni en iyi sekilde ydnlendiren,
karsilastigim biitiin zorluklar1 bilgi, akademik tecriibe ve anlayisiyla asmamda
yardimei olan degerli Danismanim Yrd. Dog. Dr. Fazilet Ozlem CEKIC e varlig1 igin

en icten tesekkiirlerimi sunarim.

Yiiksek lisansim sirasinda birlikte ortak calismalar yaptigimiz, g¢aligmalarimiz
stiresince destegini ve yardimini esirgemeyen yiiksek lisans caligma arkadagim

Perihan KARACA ya ¢ok tesekkiir ederim.

Yiiksek lisans c¢alismalarim ve derslerim siiresince her konuda yardim alabildigim
Aksaray Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi 6gretim {iyeleri hocalarima

algakgontilliikleri ve destekleri icin tesekkiir ederim.

Calisma hayatimin her asamasinda benden destegini ve anlayisini esirgemeyen
manevi destegim, sevgili esim Yavuz DURUMEL’e, c¢ocuklarima ve aileme cok

tesekkiir ederim.



ICINDEKILER

Sayfa

[0)0 (510 770 i
ICINDEKILER ........ooooooiiieoeeeeeeeeeeeeeeeee ettt v
SEKILLER DIZINT ........cocoiiiiiieieceeeeeeeeee e, viii
Lo GIRIS oottt 1
2. LITERATUR OZETH ...ttt 3
2.1 Gamma Aminobiitirik Asit (GABA)......cccoiiie e 3
2.2 GABA'NIN SENEZ YOIU..ooiiiiiiieieeeeeeeee 4
2.3 Bitkilerde Stres Metabolizmasinda GABAMM ROl ..o, 7
2.4 GABA'IN Sinyal RO ....oiviiiiiiiieiicice e 7
2.5 Oksidatif Stres ve Antioksidan Savunma SiStEMi.........ccceevvveeiiiieiiiee e 8
2.6 Fenolik Bilesiklerin Sentez YOIU .......cccocviiiiiiiiiiiiiieiieie e 10

3. MALZEME VE YONTEM .......cocoooiiiiieeeeee ettt en s, 14
3.1 Bitki Yetistirme Kosullart ve Stres Uygulamast..........cccccovevviveiiniinicinenenn 14
3.2 Toplam KIOrofil ANANZI..........cccviiiiii e 14
3.3 GABA ANAIZI..c.ccuvviiiiciii et 15
3.4 Fenolik Madde ANAlIZi.........cceeiciiiiiiic e 15
3.5 Antioksidan ENzim ANANZIEM ......couuvviiiiiiiieceee e 15
3.6 Malondialdehit ANANZI.........ccoeiiiiiiciie e 16
3.7 IStAtISTIKSE] ANALIZ .ottt e e e et et et e et eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeenns 17

4. BULGULAR VE TARTISMA ...ttt et 18
4.1 Toplam KIorofil MIKtart .........ccooviiiiiii e 18
4.2 Endojen GABA MiKtarl .......ccooiiiiiiiiiiiiciie s 19
4.3 Fenolik Madde MIKEarT ....oooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 22
4.4 Antioksidan ENZim AKEVITESE .....cc.eeiicveiiiiiic et 25
o R O B I 1 (171 (=] IR 25
4.4.2 KAT QKEIVITES...veiiiiiii ettt ettt ebae e sbee e 26
I AN e | 11/ (=] IR 27
44,4 GR AKLIVITESH v.ovvieiieiie ittt eate s ebte e s bae e sbee e 28

4.5 Malondialdehit (MDA) MIKEarT .......cccoveriiiiiniiisieeese e 29
SONUC ve ONERILER.............c.cocooiiiiiiiieeeeeeeee e en st 32
KAYNAKLAR 33
EIKLER ...ttt ettt sttt e et st e b e e s at s et e e sbes st e e sbaeebaesraesbeesrenas 41
L0 7.Z€) 00317 | 15T 43



OZET

OZMOTIK STRES ALTINDAKIi DOMATES BiTKiSINDE GABA
UYGULAMASININ BAZI BiYOKIMYASAL PARAMETRELER UZERINE
ETKIiSi

Domates (Solanum lycopersicum L.) diinya c¢apinda, ¢ogunlukla sicak bolgelerde
yetisen ekonomik olarak 6nemli bitkilerden biridir. Bununla birlikte, bu alanlardaki
bitkiler, iklim ve tuzlu ortamlar nedeniyle ozmotik strese maruz kalmaktadir. Gamma
aminobiitirik asit (GABA), ozellikle stres kosullar1 altinda bitki metabolizmasi igin
onemli bir rol oynamaktadir. Bu calismada, ekzojen GABA uygulamasinin bitki
savunma metabolizmasi {lizerinde etkileri analiz edildi. Domates bitkilerine PEG ile
indiiklenen ozmotik stres uygulandi. Hasattan sonra, fenolik maddeler, GABA,
MDA, toplam klorofil igerigi ve antioksidan enzim aktiviteleri analiz edildi. Ekzojen
GABA uygulamasi toplam klorofil igerigini arttirdi ve MDA igeriginde bir diisiise
neden oldu. GABA uygulamasi gallik asit ve klorojenik asit igeriklerinde 6nemli bir
artisa neden oldu. PEG ve GABA uygulamalar1 KAT ve GR aktivitelerini artird1.
Calismadan elde ettigimiz bulgulara gore, ekzojen GABA uygulamasinin bazi
fenolik maddeler ve antioksidan enzim aktiviteleri ve endojen GABA igerigini
uyararak normal kosullarda ve PEG ile indiiklenen ozmotik stres durumunda olumlu
etkilerinin olabilecegi sdylenebilir.

Anahtar Kelimler : Antioksidan enzimler, Kuraklik, Gamma-aminobiitirik asit,
HPLC, Fenolik madde, Solanum lycopersicum.
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ABSTRACT

DETERMINATION OF THE EFFECTS OF EXOGENOUS GABA
APPLICATION ON SOME BIOCHEMICAL PARAMETERS IN TOMATO
PLANTS UNDER PEG-INDUCED OSMOTIC STRESS

Tomato (Solanum lycopersicum L.) is one of the most economically important plant
grown worldwide, mostly in warm regions. However, plants in these areas are
exposed to osmostic stress because of the climate and salty environments. Gamma
aminobutyric acid (GABA) plays a significant role in plant metabolism especially
under stress conditions. In this study, we analyzed the effects of exogenous GABA
on plant defence mechanism. PEG-induced osmotic stress was applied to tomato
plants. After the harvest, the contents of phenolic substances, GABA, MDA, total
chlorophyll and the activities of antioxidant enzymes were analyzed. Exogenous
GABA treatment increased total chlorophyll content and caused a decrease in MDA
content. GABA treatment caused a significant increase in gallic acid and chlorogenic
acid contents. PEG and GABA applications induced CAT and GR activities.
According to our results, we can conclude that exogenous GABA treatment can have
positive effects under normal conditions and PEG-induced osmotic stress by
stimulating some phenolic substances and antioxidant enzyme activities and
endogenous GABA content.

Keywords : Antioxidant enzymes, Drought, Gamma-aminobutyric acid, HPLC,
Phenolic content, Solanum lycopersicum.
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1. GIRIS

Bitkiler yasamlar1 boyunca siirekli olarak abiyotik ve biyotik kdkenli cevresel
faktorlerin etkisi altindadir. Bitkiler hareketsiz dogalar1 nedeniyle stres kosullarindan
uzak duramadiklarindan s6z konusu ¢evre faktorlerinden olumsuz yonde
etkilenmektedir. Stres, 6nemli fizyolojik ve metabolik degisimlere neden olarak
bitkilerde biiyiime ve gelismeyi olumsuz sekilde etkileyip, bitki metabolitlerinin
nitelik ve nicelik kaybina, hatta bitkinin ve/veya organlarmin O6liimiine neden
olabilmektedir. ~ Bitkiler stresten korunabilmek ve bu olumsuz etkileri
engelleyebilmek amaciyla molekiiler savunma mekanizmalarina sahiptir. Bu
savunma mekanizmalart makromolekiillerin  dengesi, koruyucu molekiillerin
sentezlenmesi, reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) olusumu ve detoksifikasyon olmak

lizere li¢ gruba ayrilabilir (Biiytik, 2012).

Gamma amino butirik asit (GABA), hayvan, mantar ve bitkiler dahil olmak {izere
cok farkli organizmalarda iiretilen, protein yapisinda olmayan bir amino asittir.
GABA ilk olarak 1949’da bitkilerde patates yumrularinda tespit edilmistir.
Giiniimiize kadar yapilan g¢alismalar ile GABA’nin yumru, yaprak, meyve gibi
cesitli bitki dokularinda meydana geldigi bilinmektedir (Akihiro vd., 2008). GABA,
memelilerde 6nemli ndro-transmitter inhibitorlerinden biridir ve GABA’nin kan
basincini diisiirebildigi ve stresi azaltabilecegi i¢in yenilebilir bitkilerdeki GABA
seviyelerinin belirlenmesi son yillarda dikkat ¢eken bir konudur. GABA insan
sagligina onemli etkilerinden dolay1r fonksiyonel bilesik olarak oldukca 1ilgi
gormektedir. Ozellikle son yillarda GABA bakimindan zengin gidalar
ticarilestirilmektedir (Hayakawa vd., 2004; Akihiro vd., 2008; Yolcu vd., 2013).



Domates (Solanum lycopersicum L.), diinyada yaygin olarak tarimi yapilan oldukga
onemli bir bitkidir. Ozellikle gida sektdriinde gesitli kullanim alanlarmin olmasi
sebebiyle iilkemiz tarimi i¢in vazgeg¢ilmez bir besin kaynagidir. Domates bitkisi
insan saglig icin faydali olan ¢ok sayida fenolik igerige sahiptir. Tarimi yapilan
bir¢ok bitkide sagliga yararli maddelerce zengin iirlin elde etmek adina kalite artima

calismalar1 yapilmaktadir (Keskin ve Giil, 2004; Ozen ve Onay, 1999).

Bu ¢alismada, polietilen glikol uygulamalari ile olusturulan ozmotik stres altindaki
domates bitkisinde distan uygulanan GABA’nin toplam Kklorofil miktari, endojen
GABA miktari, fenolik madde miktar;, antioksidan enzim aktivitesi ve
malondialdehit miktar1 gibi bazi biyokimyasal parametreler {iizerine etkileri

incelenmistir.



2. LITERATUR OZETI

2.1 Gamma Aminobiitirik Asit (GABA)

GABA, bitkiler dahil olmak {izere ¢ok sayida organizmada bulunan protein olmayan
bir amino asittir. Cesitli calismalar, GABA’nin karbon ve azot metabolizmasi, enerji
dengesi, sinyal yolaklar1 olmak {izere bitki metabolizmasinda farkli gorevleri

oldugunu gostermistir (Yolcu vd., 2013).

Dort karbonlu non-proteinojenik bir amino asit olan GABA, hayvanlarda, bitkilerde
ve bakterilerde yaygin olarak bulunmaktadir. Insanlarda GABA, merkezi sinir
sisteminde bir inhibitdr ndrotransmitter olarak islev goriir (Owens ve Kriegstein,
2002). Ayrica, GABA'nin oral yol ile alindiginda kan basincinin disiiriilmesi ve
bagisikligin giiglendirilmesinde etkili oldugu bildirilmistir (Inoue vd., 2003; Abdou
vd., 2006; Ezura, 2015).

Bitkilerde GABA (y-aminobiitirik asit), abiyotik ve biyotik streslere karsi cevap
olarak hizla birikerek c¢esitli bitki dokularinda bulunmaktadir. GABA, ilk olarak
1949°da bitkilerde patates yumrularinda tespit edilmistir, daha sonra ise hayvanlarda
beyin dokusunda inhibitor nérotransmitter olarak belirlenmistir. GABA, memeli
santral sinir sisteminde en 6nemli inhibitér nérotransmitter maddelerden biri olarak
kabul edilmekle birlikte, bitkilerde GABA’nin etki mekanizmasi hakkinda bazi
belirsizlikler bulunmaktadir (Kinnersley ve Lin, 2000).

Yiiksek bitkilerde, GABA oOncelikle GABA yolagi adi verilen kisa bir yolla
metabolize olur. GABA yolagi glutamat dekarboksilaz, GABA transaminaz ve
stiksinid semialdehid dehidrojenaz aktivitesi ile ¢alisir. GABA yolagy, birincil karbon
ve azot metabolizmas: icin biiylik bir rol oynar ve stres disi kosullar altinda
trikarboksilik asit (TCA) dongiisiiniin 6nemli bir parcasidir (Takayama ve Ezura,
2015).



2.2 GABA'nin Sentez Yolu

Serbest aminoasit havuzunun 6nemli bir bileseni olan GABA, hemen hemen tiim
prokaryotik ve 0karyotik organizmalarda bulunan dort karbonlu, protein olmayan bir
amino asittir, GABA, L-glutamattan (L-Glu) glutamat dekarboksilaz (GAD)
aktivitesi sonucu dekarboksilasyon reaksiyonu ile sentezlenmektedir (Bown ve
Shelp, 1997).

GABA; Dbakteriler, mantarlar, memeliler ve bitkilerde benzer sekilde
sentezlenmektedir. Glutamat dekarboksilaz  (GAD), siiksinik  semialdehit
dehidrogenaz (SSADH) ve GABA-transaminaz GABA metabolizmasinda rol alan

onemli enzimlerdir (Kinnersley ve Turano, 2000).

Stres kosullarinda bitkilerde GABA yolu ile trikarboksilik asit dongiisiiniin iki adimi
atlanir ve bu yol Ca*?/kalmodulin tarafindan diizenlenen sitozolik enzim glutamat
dekarboksilaz (GAD) ve mitokondiral enzimler GABA-transaminaz (GABA-T) ve
stiksinik-semialdehit dehidrogenaz (SSADH)’dan olusur (Snedden ve Fromm, 1999;
Kinnersley ve Turano, 2000; Akgay, 2010).

Bitkilerde, GABA oncelikle glutamatin GABA ve CO'e geri doniislimsiiz olarak
katalizlenmesini saglayan sitozolik GAD enzimi ile sentezlenir (Sekil 2.1). Petunia
hybrida E. bitkisinden GAD geni izole edildikten sonra (Baum vd., 1993) gesitli bitki
tiirlerinde cesitli GAD homologlar1 tespit edilmistir (Ling vd., 1994; Snedden vd.,
1995; Turano ve Fang, 1998; Yevtushenko vd., 2003).
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Sekil 2.1: GABA sentez yolu (Takayama ve Ezura, 2015).

Bununla birlikte GABA yolagiin TCA dongiisii ile oldukga iliskili oldugu
bilinmektedir (Sekil 2.2).

Aspartik asit
Izositrat
Pt ~a GDH AAT
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/ \ GAD
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Suksinil-CoA GABA
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Sekil 2.2: GABA-TCA dongiisii iliskisi (Akihiro vd., 2008).
Hayvanlardaki ve bakterilerdeki gibi, ¢ogu bitkide GAD enzimi, C-terminalinde bir
kalsiyum / kalmodulin (Ca*?/ CaM) baglama alanna sahiptir. In vitro caligmalar
GAD aktivitesinin, diisik pH’da aktive oldugunu gostermektedir (Snedden vd.,
1996; Gut vd., 2009). GABA’nin bir diger sentez yolu poliamin metabolizmasi ile
iligkilidir (Deleu vd., 2013). Poliaminler, bitkilerde biliylime, gelisme, hiicre



boliinmesi, organogenesis, meyve gelisimi ve olgunlasmasit gibi ¢ok sayida
metabolik yola katilan bir¢ok canli grubunda bulunan Onemli metabolitlerdir.
Poliaminlerin strese kars1 korumada 6nemli rollerinin oldugu bilinmektedir. Ozellikle
poliamin mutantlar1 ile yapilan g¢alismalar poliaminlerin abiyotik stres altindaki

onemini gostermektedir (Kaur-sawhney vd., 2003).

Yiiksek bitkilerde yaygin olarak bulunan poliaminler, putresin (Put), spermidin (Spd)
ve spermindir (Spm), bunlar serbest ya da bagli olarak bulunabilirler. Put,
dekarboksilasyon yoluyla ornitin ve arjininden ornitin dekarboksilaz (ODC) (EC
4.1.1.17) ve arjinin dekarboksilaz (ADC) (EC 4.1.1.19) araciligtyla sentezlenebilir.
Spd ve Spm, putresinden sentezlenir (Wang vd., 2014).

GABA’nn bir diger sentez yolu poliamin degredasyonu ile gergeklesmektedir. S6z
konusu metabolik yolda poliamin degredasyonu diamin oksidaz ve poliamin oksidaz
katalitik aktivitesi ile gerceklesir. Putresin GABA’ya diamin oksidaz DAO (EC
1.4.3.6) ve poliamin oksidaz (PAO) (EC 1.5.3.3) araciligiyla katalizlenir (Sekil 2.3).

Bununla birlikte, GABA ve poliaminlerin stres toleransinda rol aldigi bilinmektedir

(Wang vd., 2014).
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Sekil 2.3: GABA metabolik yolu (Poliaminlerle GABA iliskisi) (Deleu vd., 2013).



2.3 Bitkilerde Stres Metabolizmasinda GABA'nin Rolii

GABA, stres kosullarinda bitki dokularinda hizla birikmektedir. GABA birikimi,
dokular1 biyotik ve abiyotik streslere karsi korur ve bitki biiyiimesini diizenler (Feijo
vd., 2015). Sicaklik, soguk, tuzluluk ve kuraklik gibi streslere maruz kalan bitki
dokularinda hizla GABA birikmektedir (Snedden ve Fromm, 1999; Kinnersley ve
Turano, 2000; Akgay, 2010).

Bitkiler, stres kosullar1 altinda metabolizma ve gen ekspresyonunu diizenleyerek
GABA akiimiilasyonunu artirmaktadir. GABA, sitosolik pH'nin diizenlenmesinde
oksidatif hasara karst koruma saglayan bir metabolittir. Hiicresel seviyede artan
GABA ile ¢esitli mekanizmalar diizenlenip hiicresel koruma saglanabilmektedir (Al-
Quraan vd., 2013).

Bitkilerde GABA, cogunlukla strese verilen tepki nedeniyle yalnizca bir metabolit
olarak ele alinmistir. Ayrica GABA'nin sinyal molekiil olarak muhtemel yeni bir rolii
oldugu belirlenmistir. Bununla birlikte, GABA'nin sinyalizasyon ve metabolik
rollerini birbirinden ayirmak ve molekiiler bilesenleri ve bunlarin etki bi¢imlerini

tanimlamak oldukga giictiir (Ramesh vd., 2017).

2.4 GABA'nin Sinyal Rolii

Amino asitler, protein metabolizmasinda bazi1 durumlarda memelilerde ve bitkilerde
sinyal molekiil olarak rol alabilmektedir. Son yillarda serin, GABA ve fenilalaninden
tiiretilen fenilpropanoidlerin sinyal islevleri lizerine ¢aligmalar yapilmaktadir. Serin,
beyin dokusunda ve memeli kanser hiicrelerinde sinyal olarak gorev alir. Bitkilerde
serin biyosentezi, meristemler gibi hizli biiyliyen dokularda oldukga etkindir
(H&usler vd., 2014).

Aromatik amino asitler fenilalanin, tirozin ve triptofan, sekonder metabolit iiretimi
icin Oncii maddelerdir. Farmasotik degerlerinin  yan1 sira, fenilpropanoid
metabolizmasindan tiiretilen lignanlar, neolignanlar ve hidroksinnamik asit amidleri
(HCAA) ve HCAA'da arjininden de sinyalleme islevleri yerine getirdigi
gosterilmistir ve biyotik ve abiyotik strese yanitta yer almaktadir. Fenilpropanoid
tirevli sinyalizasyon hakkinda bazi temel bilgiler agiklanmis olsa da, bu konuda

ayrintili bilgi tam olarak bulunmamaktadir. Genel olarak, mutant ve transgenik



yaklasimlar, metabolit sinyallemesinin mekanik temelini aydinlatmaya yardimci

olacaktir (Hausler vd., 2014).

2.5 Oksidatif Stres ve Antioksidan Savunma Sistemi

Abiyotik ve biyotik stres kosullarinda reaktif oksijen tiirlerinin olusumu artmaktadir.
Reaktif oksijen tirleri (ROT) temel olarak kloroplastlarda fotosentez
reaksiyonlarinda, peroksizomlarda, mitokondrilerde sitrik asit dongiistinde
olusmaktadir. ROT, bir atom veya molekiilden bir elektron ayrilmasi ya da bir
elektron eklenmesi ile olusurlar. Baslica reaktif oksijen tiirleri singlet oksijen (*O,),
stiperoksit anyonu (O2), hidroksil radikali (OH") ve hidrojen peroksittir (H,O,) (Sekil
2.4). Normal kosullar altinda hiicredeki miktarlar1 denge halinde bulunmaktadir.
Bununla birlikte cesitli stres kosullari altinda hiicredeki miktarlar1 degiskenlik

gostermektedir (Mittler, 2002; Biiyiik vd., 2012).
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Perhidroksil Hidrojen

radikali peroksit

Sekil 2.4: ROT olusum mekanizmasi (Gill ve Tuteja, 2010).

Biyolojik sistemlerde genel olarak serbest radikallerin hiicresel yapiya verebilecegi
hasar1 engellemek i¢in antioksidan sistemler diger bi ifade ile antioksidanlar olarak
adlandirilan  savunma  mekanizmalart  mevcuttur.  Antioksidanlarin  etki
mekanizmalari; a) oksijeni ortamdan uzaklastirip lokal olarak bulundugu yerdeki
konsantrasyonunu azaltir, b) katalitik metal iyonlarin1 ortamdan uzaklastirir, C)
siiperoksit ve/veya hidrojen peroksit gibi anahtar role sahip ROT’u ortamdan
uzaklastirir veya daha zayif molekiillere ¢evirirebilir, d) serbest radikal hasarina yol
acan zincirleme reaksiyonlarin baslamasimi engeller, e) serbest radikallere bagh

hasara kars1 onarici etki gosterirler (Ozcan vd., 2015).



Bitkiler abiyotik ve biyotik ¢esitli stres kosullarina karsi olusabilecek oksidatif
hasara kars1 enzimatik ve enzimatik olmayan savunma sistemine sahiptir. Enzimatik
savunma sisteminde superoksit dizmutaz (SOD), katalaz (KAT), glutatyon
peroksidaz (GPX), askorbat peroksidaz (APX) ve glutatyon reduktaz (GR) gibi
antioksidan enzim aktiviteleri ile reaktif oksijen tiirlerinin bertaraf edilmesi sz
konusudur (Halliwel, 2007). SOD, savunma sisteminin serbest radikallere karsi
savunmasinda ilk asamadir. SOD, superoksit anyonunu (O»*) hidrojen perokside
(H.O,) indirger. H,O,, katalaz ya da glutatyon peroksidaz (GPX), askorbat
peroksidaz (APX) araciligi ile su ve molekiiler oksijene (O,) doniisiir. Selenoprotein
enzim olan GPX, H,0;’i temizlerken glutatyon molekiiliinii (GSH) okside glutatyona
(GSSG) dontstiirtir. Flavoprotein enzim olan glutatyon reduktaz indirgeyici gii¢
olarak NADPH kullanarak GSSG’den GSH olusturur. Bununla birlikte, GPX
glutatyonu okside ederken lipidleri indirgemektedir (Halliwel, 2007; Gupta vd.,
2014).

Yiiksek bitkilerdeki antioksidan savunma sisteminde yer alan enzimler Cizelge
2.1°de belirtilmistir (Scandalios, 1993).

Cizelge 2.1: Antioksidan savunma sisteminde yer alan enzimler (Scandalios, 1993).

Subseliiler | Aktif O, Aktif O, Enzimatik Uriinler
Lokasyon | Tiirlerinin Tiirlerinin Siipiirme
Cesidi Kaynag Sistemleri
Kloroplast | Siiperoksit PS I SOD H,0;
H,0, Enzimatik APX Dehidroaskorbat
GSH
NADP*
Mitokondri | Siiperoksit Elektron SOD H,0,
H,0O, Tasinimi ve POX H,O
Enzimatik KAT H20,02
Sitozol Stiperoksit Enzimatik SOD H,0,
H,0, POX H,O
KAT H,0,0,
Peroksizom |H,0, Fotorespirasyon | KAT H,0 0,

ROT’larin antioksidan enzimler araciligiyla detoksifikasyon mekanizmasi1 Cizelge

2.2°de belirtilmistir (Blokhina, 2003).



Cizelge 2.2: ROT larin antioksidan enzimler araciligiyla detoksifikasyon
mekanizmasi (Blokhina, 2003).

Enzim EC Reaksiyon

Siiperoksit dismutaz 11511 | O, +0, +2H" & 2H,0, + O,

Katalaz 1.11.16 2H,0, © 0O, + 2H,0

Glutatyon peroksidaz 1.11.1.12 | 2GSH + PUFA-OOH < GSSG + PUFA +
2H,0

Glutatyon S-transferazlar 25118 | RX+ GSH < HX + R-S-GSH*

Askorbat peroksidaz 1.11.1.11 | AA+ H,0, & DHA + 2H,0
Monodehidroaskorbat 1.6.5.4 NADH + 2MDHA < NAD"' + 2AA
rediiktaz

Dehidroaskorbat rediiktaz 1.8.5.1 2GSH + DHA < GSSG + AA

Glutatyon rediiktaz 1.6.4.2 NADPH + GSSG < NADP" + 2GSH

2.6 Fenolik Bilesiklerin Sentez Yolu

Fenolik bilesikler, bitki sekonder metabolitleri i¢cinde yer alan fenol halkasi igeren
bilesiklerdir. Fenolik bilesikler 6zellikle insan sagligi agisindan etkileri géz Oniine
alindiginda oldukc¢a dikkat ceken molekiillerdir. Son yillarda, bitki sekonder
metabolitlerinden faydali bilesiklerin eldesi biyoteknolojinin 6nemli bir alanim
olusturmaktadir. Fenolik bilesikler, alkoloidler ve terpenoidler giiniimiizde en fazla
calisilan bitki sekonder metabolitleridir. Tibbi uygulamalarda ve endiistride; resinler,
antosiyaninler, taninler, saponinler ve ugucu yaglar; pestisit ve insektisitlerin
tiretiminde de sabun, parfum, bitkisel yag, boya, yapigkan, dogal plastik
kullanilmaktadir (Oskay ve Oskay, 2009).

Bitkilerde fotosentez ile olusan karbonun yaklasik % 2’si fenolik bilesiklere
doniismektedir (Merken ve Beecher, 2000). Fenolik bilesikler benzen halkalarindan
olusur. Benzen halkalar1 da pentoz fosfat yolundaki iriinlerden eritroz 4-fosfatin
kondansasyonu sonucu olugmaktadir (Sekil 2.5). Sikimik asit yolu olarak bilinen bu
biyosentetik yoldan iirlin olarak, aromatik karakterli benzoik ve sinnamik asitler
meydana gelmektedir. Glikoliz yolunda ise sekerler pargalanarak priivatlari

olusturmakta ve olusan priivatlar da Krebs dongiisiinde asetil koenzim A molekiiliine
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doniismektedir. Ug asetil koenzim A molekiilii de benzen halkasini olusturur. Bu
benzen halkasinin sinnamik asit molekiilii ile kondansasyonu sonucu da fenolik

bilesikler ortaya ¢ikar (Ribérecau-Gayon vd., 2000).
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Sekil 2.5: Fenolik bilesiklerin sentez yolu (Ribéreau-Gayon vd., 2000).

Bitkisel gidalar ile fenolik bilesikler tiiketildiginde bu fitokimyasallar beslenmede
dogal antioksidanlarin alimi agisindan 6nem tagimaktadir (Balasundram vd., 2006).
Fenolik bilesikler i¢inde rozmarinik asit, ferulik asit, klorojenik asit, gallik asit,
katesin, epikatesin, kafeik asit, kuersetin ve sinamik asit gibi bilesikler yer

almaktadir.
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Rozmarinik asit, antimikrobiyal, anti-inflamatuar ve antioksidan aktiviteye sahiptir
ve antioksidan aktivitesi vitamin E ve sentetik bir antioksidan olan hidroksi
tolienden (BHT) daha yiiksektir. Antimikrobiyal etkisi sebebiyle gidalarin
muhafazasinda da kullanilmaktadir. Rozmarinik asit, katarakt, iilser, astim ve kanser

tedavisinde yardimei1 bilesen olarak da kullanilmaktadir (Tuncel, 2010).

Klorojenik asit kuinik ve kafeik asit esteridir. Klorojenik asit, kekikte yiiksek
miktarda bulunmaktadir. Kekik tiiketiminin mide ve bagirsak agrilar1 giderdigi, safra
salgisini artirarak hazmi kolaylastirdigi belirtilmistir. Kekik, geleneksel olarak bas
agrisi, soguk alginligi ve mide agrilart i¢in kullanilmaktadir. Kekik igeriginin
antiseptik ve antibakteriyal etkisi oldugu vurgulanmaktadir. Bununla birlikte kekik
tarim Urlinlerini gesitli biyotik streslerden korumak i¢in de kullanilmaktadir (Tuncel,
2010). Klorojenik asit, sadece antioksidan fonksiyonuna sahip olmayip ayni1 zamanda
hipertansiyonu onleyici, bitkilerin ciceklenmesini tetikleyici ve tripsin, amilaz ve
bazi diger enzimlerin aktivitelerini etkileyici 6zelliklere sahiptir (Yavaser, 2011).

Ferulik asit, etkili bir sekilde serbest oksijen radikallerini siiptirme 6zelligine sahiptir.
Oksidatif stresin etkilerine bagh olarak meydana gelebilen Alzheimer, kanser,
diyabet ve hipertansiyon gibi hastaliklarin 6nlenmesinde ve tedavi edilmesinde
yararli olabilmektedir. Bununla birlikte UV 15181 absorplama yeteneginden dolay1
ferulik asidin cildi koruyucu etkisi bulunmaktadir. Ayn1 zamanda ferulik asit gida
katki maddesi olarak gida sektoriinde kullanilmaktadir. Bununla birlikte ferulik asit
tuzu olan sodyum ferrulat da Kkardiovaskiiler hastaliklarin tedavisinde
kullanilmaktadir (Tuncel, 2010).

Gallik asit, giiclii bir antioksidandir. Antioksidan etkisi neredeyse tokoferollerinki
kadar yiiksek olup, askorbik asit gibi suda ¢6ziinen antioksidanlardan daha yiiksektir.
Gida sanayinde islenmis gidalarda ve lipid peroksidasyonu ve bozunmanin
Onlenmesi i¢in gida ambalaj materyallerinde kullanilmaktadir (Tuncel, 2010). Gallik
asit yesil cay olmak tizere bitkilerden ekstrakte edilebilen dogal bir antioksidandir.
Gidalarda, ilaglarda ve kozmetikte lipid peroksidasyonu ve ¢iirimenin neden oldugu
bozulmalar1 engellemek icin kullanilmaktadir. Bununla birlikte gallik asit, peroksil
radikallerini siipiiren fenolik bir asittir. Gallik asitinin mide pH'sinda antioksidan
etkisi vardir. Galik asit ayrica antifungal aktiviteye sahiptir (Yilmaz ve Toledo,
2004).
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Epikatesin antioksidan, anti-obezite ve antikanserojen aktivitelerine sahiptir (Yilmaz,
2010). Katesin, insan plazmasindaki antioksidan aktiviteyi, endojen R-tokoferol ve
karotenin yikimini geciktirerek ve plazma lipidlerinin oksidasyonunu inhibe ederek
gosterir (Yilmaz, 2010).

Kafeik asit ise aycicegi tohumlarinda ve aygekirdeginde en fazla bulunan
hidroksinnamik asittir ve bitki proteininin ¢ozinirligini olduk¢a fazla
etkilemektedir. Ayrica patateste de bulunur ve patateste enzimatik esmerlesme
reaksiyonundan sorumludur ve antioksidan olarak gorev alir (Chen ve Ho, 1997;

Strlic vd., 2002).

Kuersetin, oksidatif stresin neden oldugu hasarlara kars: hiicreyi korumada reaktif
oksijen tiirlerinin stpirilmesi ve metal katyonlarinin selatlanmas: tizerinde etkilidir
(Sakanashi vd., 2008). Dogada en bol bulunan flavonoidlerden biri olan kuersetin
diyetle alinabilir. Kuersetin sogan, elma, lahana ve c¢ayda yiiksek miktarda
bulunmaktadir (Yavaser, 2011).

Sinamik asit, bitkilerde seker, organik asit veya yaglarla birlesmis esterleri halinde
bulunur ve aralarinda etkili bir déniisiim bulunmaktadir. Meyve, sebze, ¢i¢ek, tohum,
cay, kahve, zeytinyag: gibi bitki tirevli trtinlerde bulunmaktadir (Herrmann, 1989).
Domates gibi bazi bitki yapraklar1 da s6z konusu fenolik bilesikleri icermektedir ve

antioksidan etkilerinden dolay1r savunma sisteminin gostergesi olarak bilinmektedir.

13



3. MALZEME VE YONTEM

3.1 Bitki Yetistirme Kosullari ve Stres Uygulamasi

Bu ¢alismada Solanum lycopersicum L. cv. H-2274 (Domates bitkisi) tohumlari
kullanilmistir. Eskisehir Anadolu Tarimsal Arastirma Enstitiisii’'nden saglanan
tohumlar, % 5 NaOClI ¢ozeltisinde yiizey sterilizasyonu yapildiktan sonra steril su ile
birka¢ kez yikand1 ve kontrollii kosullar altinda (26 °C / 22 °C giindiiz gece sicakligi,
16/8 saat aydinlik-karanhk, 175 pmol m? s 1g1k siddeti, % 65 bagil nem orami) iklim
kabininde (RUMED 3501) perlit igeren saksilarda yetistirildi. Fideler diizenli olarak
%2 Hoagland ¢ozeltisi (Hoagland, Sigma H2395) ile sulandi. 4 hafta sonunda % 0, %
5, % 10 polietilen glikol (PEG 6000) iceren Hoagland soliisyonu ile bir hafta
boyunca ozmotik stres uygulandi. Stres uygulamasindan 3 giin Oncesinden
baglayarak 0 ve 0.5 mM GABA soliisyonlar1 domates bitkilerinin yapraklarina
puskiirtiildii. Hasat sirasinda, yapraklar sivi azotta donduruldu ve analizlere kadar -80

°C'de saklandi.

3.2 Toplam Klorofil Analizi

Toplam klorofil igerigi spektrofotometrik olarak dl¢iildi. 0, 3 g yaprak sivi azot ile
toz haline getirildi ve 5 ml % 80 aseton ile homojenize edildi. Ornekler gece boyunca
karanlikta bekletildi ve 10000 g’de 15 dakika 4 °C'de santrifiij edildi. Siipernatan,
T80 + UV-VIS Spektrometre (PG Instruments) kullanilarak 6lgiildii. Kontrol olarak
% 80 aseton kullanildi. Klorofil konsantrasyonlar1 asagidaki gibi hesaplandi.

Klorofil a + b (mg/g) = [8.02 X A663 + 20.20 X A645] x V/1000 x W (3.1)

V = toplam hacim (ml); W = yaprak agirligi (g) (Zhang vd., 2013).



3.3 GABA Analizi

GABA analizi, HPLC (Agilent 1200) ile gergeklestirildi. 0.2 g yaprak ornekleri, Su:
kloroform: metanol (3: 5: 12, v/v/v) soliisyonunda homojenize edilerek 4° C'de
10.000 g’de santrifiij edildi ve siipernatan kurutuldu. Ornekler, 2-hidroksinaftaldehid
(HN) ile tiirevlendirilerek 100 pL ultra saf su ve 150 pL Boraks tamponu (pH 8) ve
250 pL HN (metanol iginde % 0.3 w/v) iginde ¢oziilerek 80 °C'de 30 dakika
bekletildi ve oda sicakliginda sogutuldu. 1 mL metanol eklenerek filtre (0.45 um)
edildi. Ornekler, 5 pL enjeksiyon hacmi, 1 mL dk™ akis hizi ve metanol: su mobil
faz (62:38), Supelco LC18 (250x4.6 mm, 2.5 um) kolonunda analiz edildi. Analiz
330 nm'de UV dedektor ile gerceklestirildi. Pik yiizey alanlar1 GABA standartlartyla
karsilastirildi ve GABA igerigini belirlemek i¢in hesaplandi (Bor vd., 2009).

3.4 Fenolik Madde Analizi

Fenolik bilesiklerin nitel ve nicel analizleri HPLC (Agilent 1200) ile analiz edildi.
0.1 g yaprak ornekleri metanol iginde homojenize edildi ve 10000 g'de 10 dakika
santrifiij edildi. Numuneler daha sonra 0.45 pum filtrelerle filtrelendi ve 278 nm'de
Supelco LC18 (250x4.6 mm, 2.5 um) ile 20 uL enjeksiyon hacmi ve 0.8 mL dk™ akis
hiz1 ile ayrildi. Mobil faz olarak % 2 asetik asit ve metanol uygulandi (Caponio vd.,
1999). Her o6rnek 90 dakika boyunca analiz edildi. Fenolik bilesikler (benzoik,
kafeik, klorojenik, gallik, hidroksibenzoik, siringik, rosmarinik, p-kumarik, sinapik,
t-sinnamik, t-ferulik asit, katesin, epikatesin, hesperidin ve kuersetin) standartlarin

alan hacimleri ile karsilastirildi.

3.5 Antioksidan Enzim Analizleri

0.5 g yaprak ornekleri 1 mM EDTA ve % 2 polivinilpirolidon (PVP) iceren 50 mM
sodyum fosfat tamponu (pH 7.8) ile homojenize edildi. Ornekler 4 °C'de 10 dakika
12000 g'de santrifiij edildi ve siipernatanlar enzim aktivitesi ve protein igeriginin
belirlenmesi icin kullanildi. Enzim ekstraktlarinin toplam ¢oziilebilir protein
igerikleri, standart olarak BSA (Bovine serum albumin) kullanilarak Bradford
(1976)’a gore belirlendi. Tim spektrofotometrik analizler, T80 + UV-VIS
Spektrometresi (PG Instruments) ile gergeklestirildi. Spesifik enzim aktivitesi birim

mg™ protein olarak ifade edildi.
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Stiperoksit dismutaz (SOD; EC 1.15.1.1) aktivitesi, Beyer ve Fridowich, (1987)’e
gore belirlendi. Tepkime karisimi potasyum fosfat tamponu (pH 8, 0.1 mM EDTA),
enzim ekstrakti, 12 mM L-metiyonin, 75 uM nitroblue tetrazolyum (NBT) ve 2 uM
riboflavin igermektedir. Reaksiyon karisimi, 25 °C'de 10 dakika boyunca florasan
15181 altinda tutuldu. Bir birim SOD aktivitesi, NBT'in % 50 inhibisyonuna neden
olan miktar olarak tammland ve spesifik enzim aktivitesi mg™ protein olarak ifade
edildi.

Katalaz (KAT; EC 1.11.1.6) aktivitesi, Bergmeyer (1970)’e gore 240 nm'de
H202’nin azalma oranina gore analiz edildi. Reaksiyon karigimi 0.05 M sodyum
fosfat tamponu (pH 7.0, 0.1 mM EDTA ile) ve % 3 H,0; olarak hazirlandi. Bir iinite

KAT enzimi 1 pmol H,0; azalmasina gdre hesaplandi.

APX aktivitesi (APX; EC 1.11.1.11) Nakano ve Asada, (1981)’¢ gore 290 nm'de
Olciildii. Reaksiyon karisimi, potasyum fosfat tamponu (50 mM, pH 7.8), Na-
askorbat (0.5 mM) ve Ornek ekstresi igermektedir. Reaksiyon, 150 pL hidrojen
peroksit eklenerek baslatildi. Oksitlenmis askorbat konsantrasyonu 2.8 mM™* cm?
titkenme katsayis1 kullanilarak belirlendi. APX aktivitesinin bir birimi, dakika basina

umol mL™ olarak hesaplandi.

Glutatyon rediiktaz (GR; EC 1.6.4.2) aktivitesi Carlberg ve Mannervik, (1985)'e gore
340 nm'de NADPH_'nin oksidasyonunu izleyerek analiz edilmistir. Reaksiyon hacmi,
1.5 mL potasyum fosfat tamponu (0.1 M, pH 7), 150 pL GSSG (20 mM), 200 pL
ornek, 1 mL ultra saf su ve 150 uL NADPH; icermektedir.

3.6 Malondialdehit Analizi

Lipit peroksidasyonu, malondialdehit (MDA) miktarinin 6lgiilmesi ile belirlendi
(Karabal vd., 2003). 0.2 g yaprak dokusu, 1 mL % 5 trikloroasetik asit (TCA)
cozeltisi iginde homojenize edildi. Homojenatlar oda sicakliginda 15 dakika boyunca
12000 rpm'de santrifiij edildi. % 20 (w/v) TCA ¢ozeltisi i¢inde esit miktarda
siipernatan ve % 0.5 (w/v) tiobarbitlirik asit (TBA) ilave edildi ve 25 dakika boyunca
96 °C'de inkiibe edildi. Tiipler daha sonra buz banyosuna aktarildi ve daha sonra
10000 rpm'de 5 dakika santrifiij edildi. Siipernatanin absorbansi 532 ve 600 nm'de
Olctildii. Kor olarak % 20 TCA soliisyonunda % 0.5 TBA kullanildi. MDA igerigi

155 mM™ cm™ tiikenme katsayis1 kullanilarak hesaplandi.
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3.7 istatistiksel Analiz

Tek yonlii varyans analizi ANOVA, ekzojen GABA uygulamasmin etkilerini
belirlemek i¢in kullanildi. Uygulamalar ile kontrol bitkileri arasindaki farkliliklar,

p<0.05'de en diisiik fark (LSD) testi ile karsilagtirildi.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1 Toplam Klorofil Miktar:

Stres kosullart ve GABA uygulamalarinda Solanum lycopersicum bitkisinin

yapraklarindaki toplam klorofil miktar1 Sekil 4.1’de verilmistir.
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Sekil 4.1: Solanum lycopersicum yapraklarindaki toplam klorofil miktari.

Sekil 4.1 incelendiginde toplam klorofil igerigi en yiiksek olarak ekzojen GABA
uygulamasinda gozlendi. PEG ile indiiklenen ozmotik stres altinda toplam klorofil
icerigi kontrol bitkileriyle karsilastirildiginda % 8.9 oraninda azaldi. Bununla
birlikte, GABA uygulamasi kontrol grubuna goére toplam klorofil icerigini % 6
oraninda artirdi. Buna ek olarak, GABA uygulamasinin PEG ile indiiklenen ozmotik
stres altinda toplam klorofil igerigi lizerinde olumlu etkisi oldugu gézlendi. Sonuglar
kontrol bitkileriyle karsilastirildiginda PEG uygulamasinin toplam klorofil igerigini
indirgedigi, fakat GABA ve GABA + PEG uygulamalarmin toplam klorofil

iceriginde indirgeme olmadig: belirlendi.



Tuz ve kuraklik gibi stres kosullari fotosentezi sinirlayan 6nemli etkilerdir. Triticum
aestivum L. (bugday) bitkisinde tuz konsantrasyonuna bagli olarak klorofil
miktarinda azalma oldugu (Al-Quraan vd., 2013), benzer sekilde kuraklik stresinde
Phaseolus vulgaris L. (fasulye) bitkilerinde toplam klorofil i¢eriginde inhibisyon
oldugu belirtilmistir (Terzi vd., 2010).

Triticum aestivum L. (bugday) ile yapilan diger bir c¢alismada ise GABA
uygulamasmin tuz stresinde klorofil miktar1 {izerine olumlu etkisinin oldugu
belirtilmistir. EKzojen GABA uygulamasinin fotosentetik kapasite ve antioksidan

enzim aktivitelerini kismen arttirdigi da belirtilmistir (Li vd., 2016a).

Capsicum annuum L. (biber) bitkisi ile yapilan bir c¢alismada ise GABA
uygulamasinin diisiik 151k stresi altinda fotosentez hizini arttirdigi bildirilmistir (Li
vd., 2017a). Prunus ile yapilan bir galismada ise oksijen yetersizligi stresinde,
GABA uygulamasimin klorofil miktarinin korunmasinda ekili oldugu vurgulanmistir
(Salvatierra vd., 2016). Zea mays L. (misir) bitkisinde de benzer sekilde ekzojen
GABA uygulamasmin fide biiylimesini gelistirdigi net fotosentezi olumlu sekilde
etkiledigi belirtilmistir (Li vd., 2016b). Calismamizda da GABA uygulamasinin
domates bitkilerinin yapraklarindaki toplam klorofil icerigini arttirdigi belirlenmistir.
Bu nedenle, GABA uygulamasmin fotosentezi artirmada yardimci olabilecegi

sOylenebilir.

4.2 Endojen GABA Miktar

Stres kosullart ve GABA uygulamalarinda Solanum lycopersicum bitkisinin GABA
igerigi Sekil 4.2°de verilmistir.
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Sekil 4.2: Solanum lycopersicum yapraklarindaki GABA miktart.

% 10 PEG uygulamasinda GABA igerigi, kontrol bitkileri ile kargilagtirildiginda % 3
olarak artig gézlendi. Bununla birlikte ekzojen GABA uygulamasi, endojen GABA
miktarini kontrol bitkileriyle karsilastirildiginda % 7 olarak ve PEG uygulamalarina
gore daha fazla artirdigr gozlendi. GABA + PEG uygulamalarinda ise GABA
miktarinin kontrol grubuna gore belirgin sekilde arttig1 belirlendi. GABA + % 5 PEG
uygulamasinda endojen GABA miktarint %15 artirdig1 gézlendi. En yiiksek GABA
miktart GABA + % 10 PEG uygulamasinda (% 26) belirlendi.

Ekzojen GABA uygulamasimin endojen GABA seviyesini artirdigini  gosteren
caligmalar bulunmaktadir (Wang vd., 2014; Salvatierra vd., 2016). Calismamizda da
benzer sekilde ekzojen olarak uygulanan GABA, endojen GABA miktarini1 kontrol
bitkilerine gore belirgin diizeyde artirdigi gézlendi. Wang vd., (2017) tuz stresinde
GABA’nin reaktif oksijen tiirlerinin zararli etkilerine ve membran hasarina karsi
korunmada olumlu ve iyilestirici etkisinin var oldugunu vurgulamistir. Li vd., (2017)
benzer sekilde ekzojen GABA uygulamasinin stres durumunda antioksidan savunma
sistemini aktive ederek daha diisik MDA igerigine neden oldugu ve bu nedenle
GABA'nin savunma mekanizmasiin gelistirilmesine yardimci olabilecegi ve stres
kosullarinin  zararli etkilerini hafifletebilecegini  bildirmistir. Bu calismalar
bulgularimiz ile paralellik gostermektedir. Calismamizda ekzojen olarak uygulanan
GABA, endojen GABA miktarini artirarak bir sinyal yolagini baslatmig olabilir ve
daha diisiik MDA miktarina neden olmus olabilir.
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Ekzojen GABA uygulamasi ile Hordeum vulgare L. (arpa) bitkisinde iyon
toksisitesinin neden oldugu kdk uzamasinin inhibisyonunun énemli derecede azaldigi
ve antioksidan savunma yanitlarinin aktive edilerek ROT’un zararli etkilerinin
azaldig1 boylece oksidatif stresin etkilerinin hafifletilebilecegi belirtilmistir (Song
vd., 2010). Li vd., (2016) Agrostis stolonifera L. bitkisinde ekzojen GABA
uygulamasi ile fotosentez, askorbat-glutatyon dongiisiiniin indiiklenmesi, ozmotik
ayarlamanin siirdiiriilmesi ve GABA yolaginin diizenlenmesi ile bazi amino asit ve
organik asitlerin sentezinde artisa neden olarak sicaklik toleransmin arttigini
belirtmistir. Calismamizda da benzer sekilde ekzojen GABA uygulamasi stres
sirasinda ROT’un zararli etkilerini hafifletmis olabilir. Bu c¢alismalar, ekzojen
GABA'mimn bitkilerdeki strese verilen yanit1 giiclendirebilecegini gostermektedir

(Kinnersley ve Lin, 2000).

GABA bitkilerde hiicre oliimiinii engeller ve biiylimeyi gelistirir (Fait vd., 2005).
Citrus bitkileri ile yapilan bir ¢alismada, ekzojen GABA uygulamasiin antioksidan
enzim aktivitesi ve endojen GABA miktarin1 artirarak meyvede ¢liriimeyi azalttigi ve
hasat sonras1 kalitenin korunmasi, depolama siiresinin artirilabilmesi ig¢in etkili bir
uygulama olabilecegi vurgulanmistir (Sheng vd., 2017). Prunus persica L. (seftali)
meyvesinde de GABA uygulamasimin prolin ve endojen GABA birikimine neden
olarak soguk stresin hasarlarim1 hafifletebilen faydali bir uygulama olabilecegi ve
soguga toleransin artabilecegi vurgulanmistir (Shang vd., 2011). Oryza sativa L.
(piring) bitkisinde de benzer sekilde soguk stresine karst membran biitiinligiiniin
korunmasinda etkili olabilecegi belirtilmistir (Jia vd., 2017). Cassia italica (Mill.)
Speg.’da tuz stresinin olumsuz etkilerinin ekzojen GABA uygulamasiyla
hafifletilebilecegi vurgulanmistir (Algarawi vd., 2016). Kesme ¢iceklerle yapilan bir
caligmada ise, GABA uygulandiginda GABA yolaginin aktive olarak endojen GABA

miktarinin arttig1 ve vazo émriiniin uzadigi bildirilmistir (Aghdam vd., 2016).

Ekzojen GABA uygulamasi gida sektoriinde olumlu etkilerinden dolayi
onerilmektedir. GABA uygulamasi ile Amygdalus persica L. (seftali) meyvelerinde
soguga toleransin artabilecegi (Shang vd., 2011), Nicotiana sylvestris Speg. (tiitlin)
bitkisinde tuz toleransinin (Akcay vd., 2012) Lolium perenne L.’de ise kuraklik
toleransinin (Krishnan vd., 2013) artabilecegi belirtilmistir. GABA’nin strese karsi
olumlu etkilerinin yaninda son yillarda GABA’nin bitkilerde bir hiicre igi sinyal

molekiilii olarak islev gorebilecegi hakkinda destekleyici ¢alismalar bulunmaktadir
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(Ramesh vd., 2017). Bu nedenle ozellikle stres sirasinda GABA’nin sinyal rolii

hakkindaki etki mekanizmalarin arastirilmast 6nem tagimaktadir.

4.3 Fenolik Madde Miktar1

Stres kosullari ve GABA uygulamalarinda Solanum lycopersicum bitkisinin

yapraklarindaki gallik asit miktar1 Sekil 4.3’de verilmistir.
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Sekil 4.3: Solanum lycopersicum yapraklarindaki gallik asit icerigi.

Gallik asit miktarmnin, % 5 PEG uygulamasinda kontrol bitkileri ile
karsilastirildiginda belirgin diizeyde arttigi (% 34) gozlendi. En yiiksek gallik asit
miktar1 GABA uygulamasinda kontrol grubuna gore % 80 artmis olarak belirlendi
(Sekil 4.3). Bununla birlikte, GABA + PEG uygulamalar: gallik asit miktarint GABA
uygulamasina gore belirgin diizeyde artirmadigi gozlendi. GABA + % 10 PEG
uygulamasinda ise gallik asit miktarinin kontrol bitkileri ile karsilastirildiginda
azaldig1 belirlendi. GABA uygulamasinin gallik asit icerigini % 80 oraninda artirma
etkisinin olmasi bitki savunma sisteminin indiiklenmesi agisindan énemli bir isarettir.
Bununla birlikte GABA + PEG uygulamalart kontrol bitkilerine gore gallik asit

miktarim distirdiigti gézlendi.

Stres kosullart ve GABA uygulamalarinda Solanum lycopersicum bitkisinin

yapraklarindaki kuersetin miktar1 Sekil 4.4’de verilmistir.
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Sekil 4.4: Solanum lycopersicum yapraklarindaki kuersetin icerigi.

En yiiksek kuersetin igerigi GABA + % 5 PEG uygulamasinda bulunmus olup
kontrol grubuna gore % 7 oraninda bir artis gozlendi. Diger uygulamalar kontrol
bitkileriyle karsilastirildiginda Kuersetin igerigini azalttig belirlendi. Bununla birlikte
GABA + % 10 PEG uygulamasinin kuersetin miktarini kontrol grubuna gére 6nemli

olctide (% 23) azalttigr gozlendi.

Stres kosullart ve GABA uygulamalarinda Solanum lycopersicum bitkisinin
yapraklarindaki Klorojenik asit miktar1 Sekil 4.5’de verilmistir.

Kontrol % 5 % 10 GABA GABA+ GABA+
PEG PEG % 5 PEG % 10 PEG

20
18
16

Klorojenik Asit
(ngg! TA)
5 8 &

o N B O

Sekil 4.5: Solanum lycopersicum yapraklarindaki klorojenik asit igerigi.
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Domates bitkisinin yapraklarindaki klorojenik asit miktart Sekil 4.5’de 6zetlenmistir.
Klorojenik asit igerigi, kontrol bitkileriyle karsilastirildiginda ekzojen GABA
uygulamasi ile kontrol grubuna gore belirgin diizeyde (% 99) indiiklendi. % 10 PEG
(% 23) ve GABA + % 5 PEG (% 14) uygulamalar1 klorojenik asit i¢erigini artirmig
fakat kontrol bitkileriyle karsilagtirildiginda ekzojen GABA uygulamasindaki kadar
onemli Olglide arttirmadigr belirlendi. Uygulama gruplart arasinda GABA

uygulamasi harig istatistiksel olarak belirgin diizeyde fark gozlenmedi.

Stres kosullari ve GABA uygulamalarinda Solanum lycopersicum bitkisinin

yapraklarindaki siringik asit miktar1 Sekil 4.6’da verilmistir.
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Sekil 4.6: Solanum lycopersicum yapraklarindaki siringik asit i¢erigi.

En yiiksek siringik asit icerigit GABA uygulamasinda gozlenmistir, kontrol grubuna
gore % 8 olarak daha yiiksektir (Sekil 4.6). % 5 PEG uygulamasinin siringik asit
miktarini kontrol grubuna gore % 5 oraninda artirdig1r goézlendi. Bununla birlikte, %
10uk PEG uygulamasi ve PEG + GABA uygulamalari, kontrol bitkileriyle
karsilastirildiginda siringik asit igerigini belirgin diizeyde azalttigi belirlendi. En
diisiik siringik asit igerigi, GABA + % 10 PEG uygulamasinda (% 50 azalma)
gozlendi. GABA uygulamasinin siringik asiti artirdigi, bununla birlikte GABA+PEG

uygulamasinda siringik asit miktarinin 6nemli 6l¢iide azaldig belirlendi.

Peroksil radikal siipiirme aktiviteleri ve fenolik bilesiklerin antioksidan potansiyeli
bir¢cok calisma tarafindan rapor edilmistir (Yilmaz ve Toledo, 2004; Giilgin, 2006).

Buna ek olarak, stres kosullart altinda bir sinyal iletim yolunun baslayabildigi ve
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cesitli biyotik ve abiyotik stres kosullari altinda fenolik bilesiklerin birikiminin bitki
savunma mekanizmasin gostergesi olabilecegi bildirilmistir (Beimen vd., 1992;
Cheynier vd., 2013; Pane vd., 2017). Bitki fenolikleri bitki biiyiime hormonu oksin
ile de iliskilendirilebilir. Bununla birlikte, 6nemli bir stres sinyal molekiilii olan
GABA ile fenolik maddeler arasindaki iliski hakkinda heniiz tam olarak bir bilgi

bulunmamaktadir.

Calismamizda, ekzojen GABA uygulamasi, kontrol gruplarina kiyasla gallik asit,
klorojenik asit ve siringik asit igerigini indiikledi, ancak bu kosullar altinda kuersetin
iceriginde bir artis gozlenmedi. Onceki yapilan bir ¢alismada savunma stratejisi
olarak domates yapraklarinda abiyotik stres ile klorojenik, kumarik, ferulik ve
ozellikle kafeik asit gibi bazi1 fenolik bilesiklerin arttig1 bildirilmistir (Beimen vd.,
1992). Alsharafa (2017), fenolik bilesiklerin ve MDA'nin, mineral eksikligi kosullar
altinda domates yapraklarinda erken sinyal metabolitleri olarak rol oynayabilecegini
belirtmistir. Calismamizda da benzer sekilde, ekzojen GABA uygulamasmin bu
sinyal metabolizmasini indiikleyebilecegi ve stres kosullarinin zararli etkilerini

azaltabilecegi sOylenebilir.

Domates yapraklar1 yiiksek oranda sekonder metabolitleri icerdiklerinden dolay1
antioksidanlar i¢in ham madde olarak onerilmektedir (Kim vd., 2014; Figueiredo-
Gonzalez vd., 2016). Yapraklardaki gallik asit, siiperoksit anyonlarin
temizlenmesindeki etkisinden dolayr bir antioksidan gorevi gorebilir (Kroes vd.,
1992). Bu nedenle, GABA uygulamasi ile domates yapraklarindaki gallik asit
miktarindaki artig, savunma mekanizmasinmi gelistirmek i¢in olumlu etki gdsterebilir.
Bununla birlikte GABA + PEG uygulamasinda, GABA’nin etkisi yiiksek diizeyde
olmamistir. Bu nedenle cevresel stres kosullarinda ekzojen GABA’nin fenolik

bilesikler iizerindeki etkilerini belirlemek icin daha fazla analiz yapilmalidir.

4.4 Antioksidan Enzim Aktivitesi

4.4.1 SOD aktivitesi

Domates bitkisinin  yapraklarindaki SOD  aktivitesinin GABA + PEG
uygulamalarinda kontrol bitkileri ile karsilastirildiginda indiiklendigi gozlendi. Fakat
ekzojen GABA uygulamasiin SOD aktivitesini kontrol grubuna goére belirgin
diizeyde indiiklemedigi belirlendi. SOD aktivitesinde GABA + % 5 PEG uygulamasi
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kontrol grubuna gore belirgin bir artisa (% 24) neden oldugu, % 5 PEG, % 10 PEG
uygulamalari1  SOD aktivitesinde belirgin bir degisim gostermedigi ve ¢ok az
miktarda (% 10) azalma oldugu gozlendi. GABA + % 10 PEG uygulamasi SOD
aktivitesini kontrol grubuna gore % 21 artirdig1 belirlendi (Sekil 4.7). Bulgularimiz
kontrol bitkilerine gore sadece PEG uygulamalarinda SOD aktivitesinde % 10-12
oraninda bir azalmaya, GABA + PEG uygulamalarinda % 21-24’liik bir artisa ve

tek GABA uygulamasinda ise belirgin bir degisime rastlanmadigini gostermektedir.
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Sekil 4.7: Solanum lycopersicum yapraklarindaki SOD aktivitesi.

4.4.2 KAT aktivitesi

Domates bitkisinin yapraklarindaki KAT aktivitesinin tek ve/veya kombine PEG +
GABA uygulamalarinda kontrol grubuna gére 6nemli 6l¢iide indiiklendigi belirlendi
(Sekil 4.8). % 5 PEG uygulamasinda % 109, % 10 PEG uygulamasinda % 94
oraninda aktivitede artis gézlendi. En yliksek KAT aktivitesi, GABA + % 10 PEG
uygulamasinda (% 120) bulundu. Sonug olarak, PEG stresi ve GABA uygulamasi

KAT aktivitesini kontrol grubuna gore belirgin diizeyde artirmistir.
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Sekil 4.8: Solanum lycopersicum yapraklarindaki KAT aktivitesi.
4.4.3 APX aktivitesi

Domates bitkisinin  yapraklarindaki APX aktivitesi, kontrol bitkileri ile
karsilagtirildiginda PEG ve GABA uygulamalar ile indiiklenmedigi gézlendi. Sadece
% 5 PEG uygulamasi, APX aktivitesinde % 17 oraninda hafif bir artisa neden oldugu
belirlendi. Bununla birlikte, sadece ekzojen GABA uygulamasi, kontrol bitkileri ile
karsilastirildiginda GABA igerigini 6nemli dl¢lide % 34 ve GABA + % 5 PEG’ de %
37 oraninda azalttig1 belirlendi (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9: Solanum lycopersicum yapraklarindaki APX aktivitesi.
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4.4.4 GR aktivitesi

PEG ve PEG + GABA uygulamalarinda domates bitkisinin yapraklarindaki GR
aktivitesinin, kontrol bitkileriyle karsilastirildiginda onemli o6lgiide indiikledigi
gozlendi. PEG uygulamasi GR aktivitesini diger uygulamalardan daha fazla (% 155)
arttirdig1 belirlendi. GABA uygulamasiinda Kkontrol bitkileriyle karsilastirildiginda
GR aktivitesini de 6nemli 6lgiide artirdigr (% 110) gozlendi (Sekil 4.10). Sonug
olarak PEG ve GABA uygulamalar1 ve GABA + PEG uygulamalarinin kontrol
bitkilerine goére GR aktivitesini artirdig: belirlendi.
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Sekil 4.10: Solanum lycopersicum yapraklarindaki GR aktivitesi.

Bugday ile yapilan bir ¢alismada 0.5 mM ekzojen GABA uygulamasi ile antioksidan
enzim aktiviteleri ve fotosentetik aktivitenin arttifi, MDA miktarinin azaldigi, bu
nedenle GABA'min tuz stresinin bugday fideleri iizerindeki zararli etkilerini
azaltabilecegi vurgulanmistir (Li vd., 2016). Calismamizda, ekzojen GABA
uygulamasinin 6zellikle KAT ve GR aktivitelerini indiikledigi gézlendi. Ayrica PEG
+ GABA uygulamas1 SOD aktivitesini tekli stresten daha fazla arttirdigi, bu artigin
GABA uygulamasindan dolay1 olabilecegi diisiiniilmektedir.

Biber bitkisinde ozmotik stres altinda GABA uygulamasinin antioksidan enzimlerin

aktivitesi ve toplam seker seviyelerini arttirarak stres toleransini arttirdigi

belirtilmistir (Vijayakumari ve Puthur, 2016). Bununla birlikte ¢calismamizda % 10

PEG, SOD aktivitesinin artmasina neden olurken, GABA + PEG, tek PEG

uygulamasindan daha fazla SOD aktivitesini artirdigi gézlendi. Tuz stresine maruz
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birakilan Cassia italica’da GABA uygulamasi, SOD, KAT, GR ve APX
aktivitelerini arttirarak tuz stresi ile indiiklenen lipid peroksidasyonunu azalttigi ve
tuz stresinin zararli etkilerinin ekzojen GABA ile diizenlenebilecegi bildirilmistir
(Algarawi vd., 2016). Calismamizda da benzer sekildle GABA uygulamasi
antioksidan enzim aktivitelerini diizenledigi goriilmektedir. Fasulye genotipleri ile
yapilan bir calismada kuraklik toleranshiligin indiiklenen antioksidan savunma
sistemi ile reaktif oksijen tiirlerinin siipliriilmesi ile ilgili oldugu vurgulanmistir
(Terzi vd., 2010). Benzer sekilde arpa bitkisinde GABA uygulamasinin antioksidan
enzim aktivitelerini arttirdigi ve iyon toksisitesinin azaltilarak malondialdehit
konsantrasyonunu azalttigi bildirilmistir (Song vd., 2010). GABA uygulamasinin,
reaktif oksijen tiirlerinin birikiminin azaltilmas1 {izerinde de etkili oldugu

vurgulanmistir. Bu calismalar elde etigimiz bulgular ile paralellik gostermektedir.

4.5 Malondialdehit (MDA) Miktar:

PEG ile indiiklenen ozmotik stres uygulamalari, kontrol bitkileri ile
karsilastirildiginda MDA igerigini 6nemli dl¢iide arttirdi. En yiiksek MDA igerigi, %
10'luk PEG uygulamasinda (% 62) bulundu. GABA uygulamasi, kontrol bitkileriyle
karsilastirildiginda MDA igerigini arttirmadigi belirlendi. GABA + PEG ile
indiiklenen ozmotik stres ayn1 zamanda MDA igerigini kontrol grubuna gore (% 17-
21) arttird1, ancak bu kosullar altinda MDA igerigi, PEG ile indiiklenen ozmotik stres
uygulamalarina gore daha diisiik olarak belirlendi. Sonuglarimiz tekli GABA
uygulamasinda % 7’lik bir artis oldugunu, ancak PEG uygulamalarinda bu artisin
cok daha belirgin % 62°lik diizeylere kadar ¢ikabildigini gosterdi (Sekil 4.11).
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Sekil 4.11: Solanum lycopersicum yapraklarindaki MDA miktari.

Malondialdehit olusumu hiicre zarlarinda lipid peroksidasyonunun belirtecidir.
Kuraklik, bitki gelisimini etkileyen en dnemli abiyotik stres faktorlerinden biridir
(Mirzaee vd., 2013). Kuraklik stresinin birgok bitkide MDA miktarini artirip lipid
peroksidasyonuna neden oldugu belirtilmistir (Terzi vd., 2010). Brassica napus L. ile
yapilan bir ¢aligmada PEG uygulamasi sonucu MDA miktarinin arttig1 ve buna baglh
olarak lipid peroksidasyonunun arttigi bildirilmistir (Mirzaee vd., 2013).
Calismamizda en yiksek MDA miktart ozmotik strese neden olan PEG
uygulamasinda gozlendi. GABA uygulamasinin kontrol bitkileri ile kiyaslandiginda
MDA’1 artirmadig1 gozlendi.

Tuz stresinin Triticum aestivum (bugday)’da MDA’1 artirdigt  fakat GABA
uygulamasinin MDA’ ’nin belirgin diizeyde artmasina neden olmadigi ve GABA
uygulamasmin oksidatif stresi Onleyici etkisinin olabilecegi fakat yiiksek
konsantrasyonda bu olumlu etkinin yeterli diizeyde olmadig1 vurgulanmistir (Li vd.,
2016). Benzer sekilde Cassia italica’da tuz stresinin MDA miktarini artirdigi, fakat
GABA’nin MDA miktarim1 azaltict ve lipid peroksidasyonunu hafifletici etkisi
oldugu vurgulanmistir (Algarawi vd., 2016). Li vd., (2016), Capsicum annuum
bitkisinde ekzojen GABA uygulamasinin diisiik 151k stres durumunda daha diisiik
MDA igerigine neden oldugu ve bu nedenle GABA'nin savunma mekanizmasinin

gelistirilmesine yardimc1 olabilecegi ve stres kosullarinin  zararlhi  etkilerini
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hafifletebilecegi bildirilmistir. Bu ¢aligmalar GABA nin stres kosullarinda iyilestirici

etkilerinin gozlendigi ¢aligmamiz ile paralellik gostermektedir.

Bununla birlikte, ekzojen GABA uygulamasinin meyve kalitesinin korunmasinda
etkili oldugu belirtilmistir. Muz meyvesi ile yapilan bir ¢alismada GABA
uygulamasinin MDA igerigini artirmazken, toplam fenolik ve prolin birikimini
indiikleyerek meyvenin kalitesinin artmasinda etkili oldugu belirtilmistir (Wang vd.,
2014).
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SONUC ve ONERILER

Solanum lycopersicon (Domates) bitkisinde ekzojen GABA uygulamasinin,

a. Klorofil miktarii artirdigi belirlenmistir.

b. Ozmotik stres kosullarinda klorofil miktarinda olumlu etkisi tespit edilmistir.

c. Ozmotik stres kosullarinda lipid peroksidasyonunu indirgeme etkisi
belirlenmistir.

d. Endojen GABA miktarina artirict etkisi gézlenmistir.

e. Antioksidan enzimlerden SOD, KAT ve GR aktivitesini artirma etkisi
belirlenmistir.

f. Fenolik bilesiklerden gallik asit, klorojenik asit ve siringik asit miktarin1 artirma
etkisi tespit edilmistir.

Bu calismadan elde edilen sonuglara gore ekzojen GABA uygulamasinin normal

kosulda ve ozmotik stres kosulu altinda bitki metabolizmasimi koruyucu etkisi

bulunmaktadir.

Ekzojen GABA uygulamasinin, klorofil miktarinda artiric1 etkisinden dolay1 bitki
verimliligine olumlu etkisinin olacagi ve bu konuda uygulamalarin yapilmasi

onerilmektedir.

Ekzojen GABA uygulamasinin, 6zellikle savunma sistemini indiikledigi i¢in kuraklik

stresinin neden olabilecegi hasarlari azaltabilecegi sGylenebilir.

Bu nedenle 6zellikle domates bitkisi gibi stres kosullarina kismen hassas bitkilerde
ekzojen GABA uygulanmasi bitki metabolizmasi iizerinde onemli etkilere sahiptir ve
ozmotik stres etkilerini azaltmak igin ve strese verilen cevabin artirilabilmesi igin

Onerilebilir.
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