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Doktora Tezi

BITKI SOLUNUM ZINCIRI:
FARKLI AZOT KAYNAKLARINA CEVAPTA HUCRESEL REDOKS
HOMEOSTAZISI VE ALTERNATIF OKSIDAZIN REDOKS YANITLARI

Turgay CAKMAK

Atatiirk Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Ana Bilim Dali

Yrd. Dog¢. Dr. Rahmi DUMLUPINAR

Bu arastirmada, azot kaynagindaki degismeyle birlikte duragan olmayan bir redoks ortaminda
homeostazisin saglanmasi i¢in kullanilan temel biyokimyasal proseslerden ve muhtemel oksidatif
stresten dogacak hiicresel redoks durumunda meydana gelen degisime bitki fizyolojisi ve molekiiler
biyolojisi c¢aligmalarinda model organizmalar olarak kullanilan Arabidopsis thaliana ekotip
Colombia-0 bitkisinin kdk ve Nicotiana tobacum cv. Bright Yellow-2 hiicrelerinin verdigi cevaplari
tanimlamak amaglanmistir.

Azot kaynagi olarak amonyum ve nitrat saglanan A4. thaliana koklerinin redoks durumu ve
transkriptomlarin1 karsilagtirmak igin fizyolojik olarak gergekei hidroponik biiylime sistemleri
kullanildi. Yeterli biiyiikliige ulagan A.thaliana bitkileri 26 saat azot agligina birakilmis, daha sonra
biliylime ortamlarina azot kaynagi olarak 1 mM konsantrasyonda amonyum veya nitrat ilave edilmis
ve azot kaynag ilavesinden 0, 1.5 ve 8 saat sonra hasat edilen koklerde mikrodizi analizleri, real
time PCR analizleri, NAD(H)/NADP(H) ve askorbat/glutatyon oksidasyon durumlari, bazi
antioksidant enzim aktiviteleri, lipid peroksidasyonu, protein karbonilasyonu ve H,0,
diizeylerindeki degisimler arastirilmistir. Yine azot kaynagi olarak amonyum veya nitrat igeren besi
yerinde kiiltiire alinan Nicotiana tobacum cv. Bright Yellow-2 hiicrelerinin, hiicresel ve alternatif
solunum hizlariyla birlikte alternatif oksidaz proteininin aktivasyon durumunda ve miktarinda
meydana gelen degisimler aragtirilmisgtir.

A. thaliana kokleri kullanilarak gergeklestirilen mikrodizi analizlerine gore azotla regiile edilen
genlerin yaklasik %60°1 amonyum ve nitrata ortak cevaplar sergilerken, dnemli oranda “nitrat-
spesifik” ve “amonyum-spesifik” gen setleri de tanimlanmistir. Sitokinin cevabinda ve indirgeyici
tiretimi/dagilimini igeren metabolik yollar nitrata cevapta degisirken, amonyum-saglanmis koklerde
kompleks bir biotik stres cevabi ve nodulin gen ekspresyonunda degisimler tanimlanmustir.

Azot kaynag1 olarak nitrat uygulanmis A.thaliana koklerinde muhtemelen mitokondriyal matriksten
sitosole artan oranda indirgeyicilerin transferinden dolayr H,O, firetiminde hizli bir azalma
gbzlenmistir. Farkli azot kaynaklarina cevapta NAD(H)/NADP(H) ve askorbat/glutatyon oksidasyon
durumunda 6nemli bir degisim olmadig1 belirlenmistir. Yeni azot kaynagi ilavesinden ozellikle 1.5
saat sonra amonyum uygulanmis kdklerde olgiilen tiim antioksidant enzimlerde kontrole (0. saat) ve
nitrata kiyasla artig belirlenmistir. Yine amonyum saglanmig grupta protein karbonilasyonunda hem
kontrole hem de nitrat grubuna kiyasla Onemli artis belirlenmis, bunun yaninda lipid
peroksidasyonunda énemli bir degisim gézlenmemistir.

Azot kaynagi olarak amonyum igeren ortamlarda kiiltiire alinmis N. tabacum hiicrelerinin hem
hiicresel ve hem de alternatif solunum hizlarinin nitrat kontrollerine kiyasla daha yiiksek diizeyde
oldugu belirlenmistir. Yine protein immiinoblot analizleri sonucunda indirgenmis alternatif oksidaz
proteininin miktarinda amonyuma cevapta ¢cok énemli diizeyde artig oldugu belirlenmistir.

2010, 159 sayfa
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ABSTRACT
Ph.D. Thesis

THE PLANT RESPIRATION CHAIN:
CELLULAR REDOX HOMEOSTASIS IN RESPONSE TO DIFFERENT NITROGEN
SOURCES AND REDOX RESPONSES OF ALTERNATIVE OXIDASE

Turgay CAKMAK

Atatiirk University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Supervisor: Asist. Prof. Dr. Rahmi DUMLUPINAR

In this research, responses of Arabidopsis thaliana ecotype Colombia-0 roots and Nicotiana
tabacum cv. Bright Yellow-2 cells, the major plant model organisms, to changes in cellular redox
status which would arise from possible oxidative stress and fundamental biochemical processes
required for the regulation of homeostasis in an immobile redox environment stemming from the
changes in nitrogen source were aimed to be investigated.

Physiologically realistic hydroponic growth systems were used to compare the transcriptomes and
redox status of the roots of ammonium- and nitrate-supplied A. thaliana roots. When plants were
grown enough, they were nitrogen-starved for 26 hours, and then the nitrogen-depleted plants were
supplied with 1 mM nitrate or 1| mM ammonium just after nitrogen starvation, and microarray
analysis, real time PCR analyses, NAD(H)/NADP(H) and ascorbate/glutathione oxidation states,
enzymatic antioxidant activities, lipid peroxidation, protein carbonilation and changes in H,O, levels
were investigated in the roots harvested at 0, 1.5 and 8 hours after new nitrogen source supply.
Besides this, Nicotiana tobacum cv. Bright Yellow-2 cells, cultured in nutrient media including
ammonium or nitrate as a sole nitrogen source, were used in order to examine the changes in cellular
and alternative respiration levels, and the activation state of alternative oxidase protein and its
quantity responsive to ammonium or nitrate.

Acording to the microarray analysis of A.thaliana root transcriptome while approximately 60% of
nitrogen-regulated genes displayed common responses to both ammonium and nitrate, significant
“nitrate-specific” and “ammonium-specific” gene sets could be identified. Pathways involved in
cytokinin response and reductant generation/distribution were specifically altered by nitrate, while a
complex biotic stress response and changes in nodulin gene expression were characteristic of
ammonium-supplied plant roots.

A rapid decrease in H,O, production was observed in nitrate-supplied A4.thaliana roots, potentially
due to an increased export of reductant from the mitochondrial matrix to the cytosol.
Ascorbate/glutathione, and NAD(H)/NADP(H) oxidation state did not differentiate responsive to
different nitrogen sources. When compared to control (time 0) and nitrate, all antioxidant enzymes
studied showed increased activities in response to ammonium especially 1.5 hours after new nitrogen
source supply. Besides, protein carbonilation levels increased in ammonium-supplied roots while
lipid peroxidation levels did not change.

N. tabacum cells, cultured in nutrient media including ammonium as a sole nitrogen source, showed
higher cellular and alternative respiration levels in comparison to their nitrate controls. Protein
immunoblot analysis revealed that reduced alternative oxidase protein quantity showed significant
increase in response to ammonium.

2010, 159 Pages

Keywords: Antioxidant enzymes, Arabidopsis thaliana, alternative respiration, ammonium, cellular
redox, Nicotiana tabacum, nitrate, nitrogen, oxidative stress.
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1. GIRIS

1. 1. Farkh Azot Kaynaklarina Cevapta Hiicresel Redoks Homeostazisi

Is18in, suyun ve mineral besinlerin varligi, bitki biiylimesi i¢in temel gereksinimlerdir.
Mineral besinler topraktan genellikle inorganik iyon formunda alinan elementlerdir ve
tim organizmalarda birinden digerine siirekli bir dongili i¢inde olmalarina ragmen
biyosfere cogunlukla bitkilerin kok sistemleri ile girerler. Koklerin genis ylizey alanlari
ve toprak cozeltisinden diisiik konsantrasyonlarda inorganik iyonlar1 absorbe edebilme
yetenekleri bitkilerin gergeklestirdigi mineral absorbsiyonunu ¢ok etkili bir slire¢ haline
getirmektedir. Mineral elementler kokler tarafindan alindiktan sonra ¢esitli biyolojik
gorevlerde kullanilmak iizere bitkinin degisik kisimlarina tasinir. Mikoriza mantarlari
ve azot fiske eden bakteriler gibi diger organizmalar genellikle besinlerin aliniminda

koklere yardimcei olurlar.

Esensiyal mineral besinler arasinda azot (N) en fazla gereksinim duyulan ve bununla
birlikte biiylime ve gelisme lizerine sinirlayict etkisi cogu durumda en yiiksek olan
elementtir. Bitkiler gelisim evrelerinin hemen her doneminde azota ihtiya¢ duyarlar. N
bitki kuru agirliginin yaklasik %2’sini olusturur ve proteinlerin yapi tasini olusturan
niikleozit fosfatlar ve aminoasitlerin, niikleik asitler, bircok kofaktor ve bitki sekonder
irtiniiniin bileseni olmasi sebebiyle metabolizmadan kaynak paylasimina, biiylime ve
gelismeye kadar bitki fonksiyonlarmin tiim diizeylerinde 6nemli roller oynar (Crawford

1995; Stitt and Krapp 1999).

Bu doktora tezinde farkli azot kaynaklarna cevapta hiicresel redoks homeostazisinin
saglanmast i¢in kullanilan temel biyokimyasal proseslerden ve muhtemel oksidatif

stresten dogacak hiicresel redoks durumunda meydana gelen degisime bitki fizyolojisi



calismalarinda model olarak kullanilan Arabidopsis thaliana bitkisinin kok ve Nicotiana

tabacum cv. BY-2 hiicrelerinin verdigi cevaplar1 tanimlamak hedeflenmistir.

1.2. Arabidopsis thaliana L.

Alem : Plantae v v
Bolim ; Magnoliophyta “:\

Siif : Magnoliopsida v £ p @
Takim : Brassicales {:\ \y,(
Familya : Brassicaceae . . O 2
Alt Familya : Brassicoideae -

Cins : Arabidopsis

Tir : Arabidopsis thaliana L.

Arabidopsis thaliana (tere otu), yasam dongiislinlin nispeten kisa olmasi nedeniyle bitki
biyolojisi ve genetik caligmalarinda model bir organizma olarak kullanilmaktadir.
Arabidopsis genomu (bir organizmanin kromozomlarinda bulunan genetik sifrelerin
tamamini simgeler) bilinen en kiiclik bitki genomlarindan biridir (Leutwiler et al. 1984)
ve genomu sekanslanan ilk bitkidir. Bu aragtirmada, azot kaynaklarindaki degisime
cevapta hiicresel redoks homeostazisinin yeniden diizenlenme mekanizmasin
arastirmak amacli olarak kok hiicrelerinin yeni azot kaynagma cevapta verdikleri
transkripsiyonel ve post-trasnlasyonal cevaplarin anlasilmasi i¢in materyal olarak
ozellikle bitki molekiiler biyolojisi ¢alismalarinda kullanilan model bir organizma olan

Arabidopsis thaliana bitkisi kullanilmistir.

Habitat, morfoloji ve yasam dongiisii: Arabidopsis thaliana, Avrupa, Asya ve
kuzeybati Afrika’da dogal yayilim gosteren 20-25 santimetre boya kadar biiyiiyebilen,
gosterigsiz, kisa, tek yillik otsu c¢igekli bir rozet bitkisi olup, internodu yuvarlaktir

(http://www.ars-grin.gov/cgi-bin/npgs/html/taxon.pl?3769). Dipteki yapraklar1 genelde


http://tr.wikipedia.org/wiki/%C4%B0nternod
http://www.ars-grin.gov/cgi-bin/npgs/html/taxon.pl?3769

tirtill;, buna karsin internod yapraklart genelde diizdiir. Beyaz olarak cicek acar ve
ciceklenme zamani Nisan'dan Mayis'a kadardir. Cigekleri 2-4 milimetre kadardir.
Meyvesi 5-20 mm uzunlugunda hardalsi, 20-30 tohum igerir (Blamey and Grey-Wilson
1989). Bundan baska, 10 cm ile 20 cm'ye kadar boya ulasabilen bezelye kabugu
seklinde meyveleri de vardir. Kokii ortalama 40 cm derinligindedir. Kokleri Bacillus
megaterium gibi rizosfer bakterileri ile interaksiyonlar olusturabilir (Lopez-Bucio ef al.
2007). Arabidopsis toplam yasam dongiisiinii alt1 haftada tamamlayabilir. Cigeklenme,
tohum ekildikten yaklasik {i¢c hafta sonra gerceklesebilir ve ¢igekler dogal olarak kendi
kendine tozlasir. Laboratuarlarda Arabidopsis petri kutulari, hidroponik veya saksilarda,

floresans 1siklar altinda veya seralarda yetistirilmektedir.

Model organizma olarak kullanimi: Arabidopsis, genetik ve bitki biiylimesini iceren
bitki bilimleri c¢alismalarinda model organizma olarak genis bir sekilde
kullanilmaktadir. Fare ve meyve sineklerinin hayvan biyolojisinde oynadig: rolii bitki
biyolojisinde Arabidopsis iistlenmistir. Yaklasik olarak 157 milyon baz ¢ifti (Bennett et
al. 2003) ve bes kromozomu ile kiigiik bir genoma sahip olmas1 Arabidopsis thaliana’y1
genetik haritalama ve sekans analizleri i¢in kullanmigli bir model organizma haline
getirmistir. Genomu sekanslanan ilk bitkidir, tiim genom haritas1 2000 yilinda
Arabidopsis Genome Initiative Organizasyonu tarafindan ¢ikarilmistir (The Arabidopsis
Genome Initiative, 2000). Arabidopsis thaliana genomunun siirekli olarak en son
yenilenen durumu ve degisimler “The Arabidopsis Information Resource (TAIR)”
tarafindan siirekli yenilenmekte ve www.arabidopsis.org sitesi araciligiyla bilim
adamlarimin bilgisine licretsiz olarak sunulmaktadir. Arabidopsis’in 27000 geni ve bu
genlerin kodladigr 35000 proteinin fonksiyonlarin1 belirleme c¢alismalari genom

haritasinin ¢ikarildigr 2000 yilindan bu yana hi¢ hiz kaybetmemistir.

Bu bitkinin boyutunun kii¢iik ve hizli yasam dongiisiine sahip olmasi arastirmalarda
kullanim1 i¢in ilave pozitif ozellikleridir. Hizli yasam dongiisii sayesinde kolayca
mutant bireyler elde edilebilmektedir. Bundan baska tek bir bitkiden binlerce tohum
almabilir. Tim bu o6zellikleri sayesinde Arabidopsis thaliana model bir organizma

olarak deger kazanmustir.


http://www.arabidopsis.org/

Agrobacterium tumefaciens kullanilarak bitki genomuna DNA nin transferi ile
Arabidopsis te gen transformasyonu rutin yapilan deneyler halini almistir. Ornegin son
zamanlarda popiiler bir sekilde kullanilan “floral-dip” ad1 verilen bir metodla basitce bir
cigegi Agrobacterium, ilgilenilen DNA ve bir cesit deterjan iceren bir solusyona
daldirarak gen transformasyonu gerceklestirilebilir (Clough and Bent 1998; Zhang et al.
2006).

Genetik yapis1 degistirilmis Arabidopsis tiirlerinin bulundugu internet tabanli 6zel
kiitiiphaneler de olusturulmustur. Internette kolayca erisilebilecek 300,000 in iizerinde
bagimsiz transgenik bitkilerin bilgilerine ve transgenik tohumlara da ulagsmak
mimkiindiir. Arabidopsis’te ¢ogu gen i¢in insersiyonal mutantlar bu koleksiyonlarda
mevcuttur. TAIR (http://www.arabidopsis.org/) ve NASC (http://arabidopsis.info/)
sitelerinden tohum ve DNA stoklar1 hakkinda bilgilere ulasilabilecegi gibi farkli
Arabidopsis genetik ve molekiiler biyoloji bilgilerine de ulasilabilmektedir. Bu siteler
ayrica yiizlerce gen ekspresyon profil deneylerinin sonuglarimin siirekli yenilenerek
sunuldugu cok kapsamli linkler, veritabanlarina ulasim imkanlar1 da sunmaktadir (6rn,

http://www.arabidopsis.org/portals/expression/microarray/microarrayDatasetsV2.jsp).

Son olarak bu bitki 151k mikroskopi analizleri i¢cinde olduk¢a uygundur. Geng fideler ve
ozellikle kokleri nispeten 1s18a gecirgendir. Bununla beraber kii¢iik boyuta sahip
olmasiyla Arabidopsis thaliana bitkisi floresans ve konkofal lazer mikroskopisi
kullanilarak canli hiicre resimleme caligmalarinda oldukc¢a yaygin kullanilmaktadir

(Moreno et al. 2006).

Arabidopsis ¢alismalarinin tarihcesi: Ik kez onaltinci yiizyllda Johannes Thal
tarafindan tarifi yapilmistir. Bu bitkiyi Almanya'da Harz Siradaglar1 bolgesinde bulur ve
Pilosella siliquosa adim1 verir. O zamandan beri ad1 defalarca degisir ve Carl von
Linné'nin verdigi su anki son sekliyle kalir. Arabidopsis’de ilk mutant 1873 de

Alexander Braun tarafindan rapor edilmistir. Bu arastirmaci ayni reseptakulum tizerinde


http://www.arabidopsis.org/
http://arabidopsis.info/
http://www.arabidopsis.org/portals/expression/microarray/microarrayDatasetsV2.jsp
http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Johannes_Thal&action=edit&redlink=1
http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Harz&action=edit&redlink=1
http://tr.wikipedia.org/wiki/Carl_von_Linn%C3%A9
http://tr.wikipedia.org/wiki/Carl_von_Linn%C3%A9

iki ¢icek acan bir fenotip tanimlamistir (Yanofsky et al. 1990). Ancak ilk olarak 1943
yilinda Friedrich Laibach (1907°de E. Strasburger’in yiiksek lisans 0grencisi iken
Arabidopsis’teki kromozom sayilarini yayinlamistir) taratindan Arabidopsis model bir
organizma olarak Onerilmistir. Onun 6grencisi Erna Reinholz 1945 de Arabidopsis
izerinde tezini x-ray mutagenezisi kullanarak iiretilen ilk Arabidopsis koleksiyonunu
tanimlayarak yayinlamistir. Laibach ¢ok sayida Arabidopsis ekotiplerini toplayarak
Arabidopsis ¢alismalarina Onemli katkilarda bulunmustur. Albert Kranz’in da
katkilariyla toplanan ekotiplerle bu giin yaklasik olarak 750 dogal Arabidopsis
ekotipinin temelleri atilmistir (http://en.wikipedia.org/wiki/Arabidopsis_thaliana).

John Langridge ve George Redei (1950-1960’1larda) biyolojik laboratuar deneyleri i¢in
kullanigh bir organizma olarak Arabidopsis’in kullanimi konusunda 6nemli katkilarda
bulunmuslardir. Redei bu model bitkiyi bilimsel topluma tanitmak i¢in ¢ok sayida
derleme yayinlamistir. Arabidopsis Arastirma Toplulugunun (ARA) temelleri 1964 de
atilmis ve Arabidopsis Bilgi Servisi (AIS) olarak adlandirilan bir haber biilteni serisi ile
baslamustir. Ilk uluslararasi Arabidopsis konferanst Almanya’nin Gotingen kentinde

1965 yilinda diizenlenmistir (http://en.wikipedia.org/wiki/Arabidopsis_thaliana).

Arabidopsis tim diinyada bitki arastirma laboratuarlarinda yaygin bir sekilde
kullanilmaya 1980°lerde baslandi. Tiitlin, misir ve petunya ile birlikte cok sayida model
organizma arasinda idi. Petunya ve tiitin mevcut teknolojiyle kolayca transforme
edilebilir olduklar i¢in oldukc¢a ragbet géormekteydi, misir da bitki biyologlari i¢in
genetik bir model olarak yaygin kullanilmaktaydi. Tercih edilen bir model bitki olarak
kullanilmaya baslanacak olan Arabidopsis i¢in doniim noktast T-DNA araciligiyla
gergeklestirilen ilk transformasyon g¢alismasi (Lloyd ef al. 1986), ve bununla birlikte
klonlanan ve yayinlanan ilk genin Arabidopsis’te rapor edildigi 1986 yilidir. Bu tarihten
3 yil sonra 2000 yilina kadar tiim genetik haritas1 ¢ikarilmis olan Arabidopsis thaliana

bitki biyologlari i¢in model bir bitki olarak kullanilmaktadir.


http://en.wikipedia.org/wiki/Arabidopsis_thaliana
http://en.wikipedia.org/wiki/Arabidopsis_thaliana

1.3. Nicotiana tabacum L.

Hiicre kiiltlirli, hiicrelerin kontrollii sartlar altinda yetistirilmesi stirecidir. Hiicre
kiltiiriinde belirli bir hiicre serisinden ¢ogaltilan hiicrelerde ¢esitli calismalar yapilarak
canli ortaminda (in vivo) yapilamayan denemeler yapilabilir ve burdan yola c¢ikilarak
sonuglara ulasilabilir. Farkli azot kaynaklarina cevapta bir bitkisel hiicrenin solunum
oraninda meydana gelecek muhtemel degisiklikler ve bununla birlikte alternatif
solunum yollarinin kalbi durumunda olan alternatif oksidaz enziminin aktivasyon

durumunu in vivo olarak belirlemek amaciyla Tobacco BY-2 hiicrelerinden faydalanilda.

Alem : Plantae

Siif : Magnoliopsida

Alt takim : Solanales
Familya : Solanaceae

Cins : Nicotiana

Tir : Nicotiana tabacum

Kiiltivar : Nicotiana tabacum cv Bright Yellow-2

Tobacco BY-2 hiicreleri Nicotiana tabacum cv. BY-2 (tiitiin bitkisinin Bright Yellow-2
kiiltivar1) bitkisinin kallusundan (organize olmamis parankima hiicrelerinin kitlesel

yapisi) elde edilmis bitki hiicreleridir.

Tobacco BY-2 hiicreleri yesil olmayan, hizli biiyiime gosteren bitki hiicreleridir. Iyi
kiiltiir sartlarinda ve yeterli kiiltiir ortaminda bir haftada sayilarimi 100 kata kadar
artirabilirler. Tiitlin bitkisinin bu kiiltivar1 genellikle hiicre kiiltiirii ve 6zellikle hiicre
stispansiyon kiiltiirii  seklinde muhafaza edilir. Hiicre siispansiyon kiiltiirlerinde,
hiicrelerin her biri kiiltiir ortaminda bagimsiz veya birbirine bagl kisa hiicre zincirleri
olusturmus sekilde yiizerler. Kiiltlir ortaminda bulunan hiicrelerin her biri birbirlerine
benzer dzellikler sergiler. insan ¢aligmalari icin kullanilan HeLa hiicreleri (ilk olarak

1952 de bir insan servikal karsinomasindan alinmis olan siirekli biiylime yetenegi



sergileyen hiicreler siispansiyon kiiltiirler seklinde insan kanser galigmalarinda model
hiicre serileri olarak kullanilmaktadir) ne ise bitki biyolojisi ¢aligmalar i¢in de Tobacco
BY-2 hiicreleri odur. Organizmanin nispeten basit olmasi biyolojik siire¢ ¢aligsmalarini
daha kolay hale getirmekte ve daha karmasik organizmalarin mekanizma isleyislerini

anlamak agisindan ¢ogu ¢alismalarda ilk basamagi olusturmustur.

Onemi: Tobacco BY-2 hiicreleri yiiksek homojenizasyonlar1 ve bir bitki hiicresinin
genel oOzelliklerini sergileyen yiiksek biiylime hizlar1 sayesinde oOzellikle bitki
fizyologlart ve molekiiler biyologlar tarafindan model hiicre sistemleri olarak
kullanilmaktadir. Dogal olarak biiyiiyen bir bitkide herhangi bir bolgede bulunan hiicre
tiplerinin degisimi bitki hiicrelerinin in vivo olarak genel biyokimyasal mekanizmalarini
anlama calismalarii oldukca gii¢ hale sokar. Tobacco BY-2 gibi hiicre siispansiyon
kiltiirleri hiicre ve doku diizeyinde yliksek homojenizasyon gdstermeleri sebebiyle in
vivo ¢aligmalar i¢in iyi bir model sistem 6devi goriir. Hiicreler ¢ogunlukla birbirlerinden
ayr1 olduklarindan hiicrelerin birbirleri iizerine olan etkileri canli bitki dokusundaki
kadar onemli degildir. Dolayisiyla uygulama yapildiktan sonra gozlenen in vivo
degisimlerin uygulamanin etkisinden mi kaynaklandigi sorusunu siipheye sokacak
muhtemel organizmal etkiler elimine edilmistir. Bu model bitki sistemi 6zellikle hiicre
boliinmesi, sitoskeletonlar, bitki hormon sinyali, intrasellular haberlesme ve organel

farklilagsmas1 ¢alismalarinda ¢ok yaygin olarak kullanilmaktadir.

1.4. Azot Alinim

1.4.1. Toprakta Azot

1.4.1.a. Azotun orjinleri ve formlar:

Azot bitki dokularinda oksijen, karbon ve hidrojenden sonra miktarsal olarak en bol

bulunan elementtir, ancak bitkiler atmosferik azotun (N,) yalmizca cok kiigiik bir



miktarint (%0.00024) kokler tarafindan direkt olarak asimile edebilirler (Rosswall
1983). Dogal siiregte yaklasik 90x10" gr/y1l atmosferik azotun simsek, fotokimyasal
reaksiyonlar veya biyolojik azot fiksasyonu sayesinde topraga baglanmaktadir. Simsek
azot fiksasyonunun yaklasik %8’inden sorumludur. Simsek su buhari ve oksijeni yiiksek
derecede reaktif hidroksil serbest radikalleri, serbest hidrojen atomlar1 ve serbest oksijen
atomlarina doniistiiriir. Onlarda molekiiler azot (N,) ile reaksiyona girerek nitrik asiti
(HNOj3") olusturur. Nitrik asit sonradan yagmurla birlikte yeryiiziine diiser. Azot
fiksasyonunun yaklasik olarak %2’si, HNOj iireten nitrik oksit (NO) ile ozon (Os)
gazlar1 arasindaki fotokimyasal yollardan saglanir. Nihayet geriye kalan %90°1 da,
bakteri veya mavi-yesil alglerin N, u NH, seklinde bagladigi biyolojik azot
fiksasyonunun sonucudur. Toprakta bulunan bazi mikroorganizmalarla simbiyotik
isbirligi icerisinde atmosferik azotu fikse edebilme yetenegine sahip olan bir grup bitki
tiirlerinin yaninda ¢ogu bitki topraktan inorganik azot formlarimin direkt alimini tercih

etmistir.

Toprakta azot organik ve inorganik formlarda kompleks bir karigim olarak bulunur ve
mevsimsel ve diurnal degisimlerle de toprak icerisinde heterojen dagilimlarinda oransal
degisimler gozlenebilir. Bir azot formunun digerine donilisiimii ve organik Azotun
mikrobiyal olarak uygun forma doniistiiriilmesi ve bitkiler tarafindan absorbsiyonu gibi
olaylar “azot dongiisii” olarak bilinir (Sekil 1.1). Topraktaki azotun biiyiik bir kismi
toprak mikroorganizmalar1 tarafindan (bakteri ve fungiler) mineralizasyonla NH,"
formunda kompleks organik molekiil formlar1 seklinde bulunur. Amonyum daha sonra
nitrifikasyon ad1 verilen bir prosesle nitrata (NO3 ) okside edilir (Nitrosomonas spp.:
NH; + 1/2 O, & NO, +H,O+H", Nitrobacter spp.: NO, +1/2 0, > NO3). Diisiik toprak
pH’s1, anaerobik sartlar, toprak suyunun azlhigi ve 5 °C nin altindaki ve 40 °C {izerindeki
sicakliklar nitrifikasyonu negatif yonde etkiler. Benzer sekilde denitrifikasyon olarak
bilinen nitratin elektron akseptorii olarak O, yerine kullanimi ile nitrat da nitrojen
gazlarma (N, N>,O, NO, NOz_) doniisebilir. Denitrifikasyon O, miktarinin az, NO;
konsantrasyonunun fazla, toprak neminin yiiksek, toprakta kullanilabilir karbohidrat
miktarinin yliksek ve topragin sicak oldugu durumlarda meydana gelir (Luo et al. 2000;

Strong and Fillery 2002).
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Sekil 1.1. Azot Dongiisii. Azot atmosferde ¢ok bol miktarda bulunur fakat inert formda (N,)
bulunan bu azotu bitkiler direkt olarak kullanamaz. Azot dongiisiinde, mevcut atmosferik azotun
bir kismu biyolojik olarak kullanilabilir formlara doniistiiriiliir.

Mikroorganizmalar da ortamda yeterli karbon bulundugunda inorganik azotu kullanirlar
ve bu durum bitkiler i¢in mevcut kullanilabilir N miktarinin azalmasina yol acabilir.
Toprak azotu i¢in mikroorganizmalar ve bitkiler arasindaki rekabetin kapsami, azotun
degisen miktarlarda ve oranlarda bulundugunda farkli sekilde dongiiye ugramasindan ve

mikorizal simbiyozis gibi olaylardan dolay1 olduk¢a karmagiktir (Hodge et al. 2001).

Bitkiler i¢in kullanilabilir N varligi mineralizasyon, nitrifikasyon ve denitrifikasyon
arasindaki dengeye baglidir. Mineralizasyon orani topragin havalanmasi, su igerigi,
sicakligi gibi mikrobiyal aktiviteleri etkileyen faktorlere baglidir (Lewis 1986). Eger
mineralizasyon hizli ise, amonyumun amonyaga buharlasmasi durumu gergeklesebilir.
Bu durum toprak pH’sinin bazik oldugu durumlarda gergeklesebilir ve topragin
asidifikasyonu ile sonuglanabilir (Dejoux et al. 2000). Temel olarak N dongiisiiniin

biyolojik komponentlerinin bir sonucu olarak topraktaki NOs; ve NH; miktarlart
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mevsimlere, bolgelere gore degisir ve toprak profilindeki N formuda yikanma, toprak

sicaklig1 ve topraktaki su miktarina bagl olarak degisiklik gosterir (Bloom 1988).

Bolgelere gore oldukca degiskenlik gostermekle birlikte organik N ayrigimi ile toplam
toprak azotunun %0.1-50si olusur (Barber,1984). Ure-tabanli giibrelere olan zirai tercih
topraktaki organik N miktarmin artmasina katkida bulunmaktadir. Organik N peptid ve
protein formlarinda (%99.5°1 protein-humus kompleksleri ve peptidler seklinde) ve geri
kalan1 da serbest aminoasitler seklindedir (Jones et al. 2002). Toprak
mikroorganizmalar1 proteinleri ve peptidleri aminoasit iinitelerine pargalayacak olan
proteazlari topraga salgilarlar (Owen and Jones 2001). Bu aminoasitler toprak
partikiillerine gii¢lii bir sekilde baglanmazlar, bdylece toprakta serbest aminoasitler
seklinde bulunurlar. Zirai topraklarda aminoasit konsantrasyonlarinin genel olarak 1 ila
100 M arasinda degistigi rapor edilmistir (Owen and Jones 2001). Topraktaki amino-
azotun en onemli kaynaklar1 olarak vejetasyon, fauna, mikroorganizmalar ve topraktaki
yas ve kuru tortular gosterilmektedir. Bitki dokularindaki aminoasitlerin konsantrasyonu
genel olarak 1-10 mM arasinda degisir ve bu da bitkileri toprak icin organik azot
kaynagi bakimindan Onemli bir faktdr yapar. Aminoasitler yiiksek enlemlerdeki
ekosistemlerde baskin N formu olabilir. Mineralizasyon toprak sicakligina bagli oldugu
icin soguk anaerobik topraklar N mineralizasyonunu ve aerobik nitrifikasyonunu kisitlar
ve bu da bu tiir topraklarda amino bilesiklerin miktarinin artmasiyla sonuglanir (Atkin
1996). Tersine, sicak iklimlerin goriildiigii cogu aerobik topraklar mineralizasyonun

hizl1 olmasindan dolay1 az miktarda amino N igerirler.

Bitkiler tarafindan kullanilan inorganik N formlar NO; ve NH4"dur. Topraktaki nitrit
miktar1 toprakta ve rizosferdeki N bilesiklerinin transformasyonu ve organik atiklar
sebebiyle veya diisiik oksijen stresi durumlarinda NO; iceren koklerde artabilir
(Breteler and Luczak 1982). Azotun kullanima daha hazir bir formu olan NH," yerine
cogu zirai topraklarda bitki kokleri azotu gogunlukla NO; formunda alirlar. Bunun
sebebi nitratin genel olarak nitrit veya amonyumdan daha bol miktarlarda bulunmasi ve
topragin negatif yiikle yliklenmeye olan egiliminden dolayr kok icerisinde serbest

tasinimi gerceklestirilebilmesi olabilir (Reisenauer 1978). Nitratin toprakta difiizyon
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hizinin yiiksek olmasi yikanma ile topraktaki miktarinin daha kolay azalmasina katkida
bulunur. Yikanma ile topraktaki kullamlabilir NO; miktarmin bazi topraklarda yaklasik
olarak yilda %30 olabildigi rapor edilmistir (De Willigen 1986). Nitratin tarimsal
arazilerde konsantrasyonu 1-5 mM diizeyindedir (Owen and Jones 2001). Topraktaki
nitratin bitkiler ve mikroorganizmalar tarafindan kullanilmasi ve nitratin topraktan
kolay siiziilebilirligi sebeplerinden dolay1 topraktaki NO; miktar1 cok degiskenlik
gosterebilmektedir. Dogal sistemlerde N nispeten etkili bir bi¢imde kullanilir. Bununla
birlikte degisen miktarlarda N denitrifikasyon ve yikanma (siiziilme) ile kaybedilir,
Oornegin dogal sistemlerin suyla yikandigi yerler 5-10 pM gibi  ¢ok diisiik
konsantrasyonlarda NOs icerir (Hagedorn et al. 2001).

Zirai topraklardaki amonyum konsantrasyonu genel olarak 20-200 uM arasinda degisir
(Owen and Jones 2001). Ancak, disiik pH, diisiik sicaklik, toprakta fenol-kaynakli
allelopatik bilesiklerin birikimi ve anaerobik topraklar nitrifikasyonu inhibe eder ve bu
da toprakta NH;" birikimiyle sonuglanir (Britto and Kronzucker 2002). Amonyum
toprakta nitrata nazaran toprak partikiillerine daha giiclii baglanir ve daha zor siiziiliir.
Bundan baska insan kaynakli zirai ve endiistriyel aktiviteler ¢ogu zirai topraklarda NH,"
birikimi ile sonuglanir. Bdylece bazi sistemlerde NH, konsantrasyonlar: bazi
ormanlarda 2 mM ve bazi tarim alanlarinda 20 mM a kadar yiikselebilmekte ve buda
amonyumuu baskin N kaynagi yapmaktadir (Britto and Kronzucker 2002).
Amonyumun bu yliksek konsantrasyonlar1 bazi bitki tiirleri i¢in toksiktir ve bu
toksisitesinin pH dengesinde meydana getirdigi degisimden (Raven and Smith 1976),
anyon/katyon dengesizliginden (Chaillou and Lamaze 2001), ve/veya iyon akisindan
kaynaklanan enerji bosalmasindan (Britto and Kronzucker 2002) kaynaklandig1 rapor

edilmistir.

1.4.1.b. Kok yapisi

Kok sisteminin boyutu ve morfolojik yapisi yeterli N alimi i¢in 6nemli 6zelliklerdir.
Kokiin morfolojik yapisi kok dallanmasiyla belirlenir. Kok sistemlerinin morfolojik

yapisi ve tiire 0zgii boyutu ayrica pek cok fiziksel, kimyasal ve biyolojik faktorler
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tarafindan da belirlenmektedir. Genel olarak toprakta N sinirli konsantrasyonlarda
bulundugunda bitkinin diger kisimlarina oranla kdk uzunlugu ve toplam kiitlesi artar.
Azot achig1 yapraklarda nisasta birikimine ve fotosentetik iirtinlerin koklere tasiniminda
artisa sebep olur ki bu da govde/kok uzunlugu oraninda bir azalmaya sebep olur (Rufty
et al. 1988). Vessey and Layzell (1987) Glycine max’a artan konsantrasyonlarda azot
uyguladiklarinda ancak koklerde gereksinimi karsilandiktan sonra arta kalan azotun
govde ve yapraklara tagindigini géstermislerdir. Bu da N kithiginda 6nceligin koklerdeki
N ihtiyacim karsilamak oldugunu gostermistir. Boylece azot aclhiginda veya kitliginda

kok biiyiimesi, diger organlara kiyasla artar.

Koklerde N varliginin biiyiime iizerine etkileri ve karbon paylasiminda etkileri ile ilgili
cesitli calismalar rapor edilmistir. Nitrat Rediiktaz (NR) enzimini kodlayan gen
baskilanmis A. thaliana) (Zhang et al. 1999) ve Nicotiana plumbaginifolia (Scheible et
al. 1997) bitkilerinde yapilan calismalarda ortama N kaynagi olarak NO; verildiginde
NO; birikimi ile ortaya ¢ikan sistemik sinyallerin kok biiyiimesini hizlandirdigi rapor
edilmistir. Bu ¢aligmalarda ileri siiriilen anafikir takibeden caligmalarla desteklenmis ve
ilave olarak, N kaynagi seklinde Arabidopsis’e glutamin (Tranbarger et al. 2003) veya
NH;" (Zhang et al. 1999) verildiginde Arabidopsis koklerinde kok biiyiimesinin
baskilanmadig1 raporlariyla desteklenmistir. Bundan baska, azotun kdk morfolojik
yapisina etkisi iizerine yapilan ¢alismalar N durumu ile ilgili olan kok biiylimesini
diizenleyen sistemik sinyalin hormonal olarak oksin (Zhang and Forde 2000) veya
absisik asit (Signora et al. 2001) oldugu da rapor edilmistir. Azot aglhiginda govde/kdk
biliyiimesi oranindaki azalmanin bitkilerin N kazanim kapasitesini artirmak amaclh
olduguna dair ¢ok sayida calisma da rapor edilmistir (Brouwer 1981; Khamis and
Lamaze 1990; Rufty ef al. 1990). Ancak her durumda kokiin absorptif yiizey alam
tizerine ¢ok bilylik bir etkisi olan kok tliylerinin sayisi, boyutu ve yerlesimi belkide N

aliminda en 6nemli parametrelerdir.
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1.5. Azot Asimilasyonu

1.5.1. Organik Azot asimilasyonu

Ure en yaygm N giibresi olarak kullanilmakta ve en énemli kaynagimi da hayvan tiirevli
artiklar olugturmaktadir. Organik kaynaklardan gelen iirenin genel olarak inorganik azot
formu olan amonyuma donustiiriildiigii ve bdylece amonyumun bitkiler tarafindan
kullanildig1 kabul edilmektedir. Ancak bitkilerin yapraklarina {ire uygulandiginda
(Leacox and Syversten 1995) ve steril kiiltlirlerde azot kaynagi olarak {ire verildiginde
ireyl direkt N kaynagi olarak kullanabildikleri de bilinmektedir (Harper 1984).
Hidroponik olarak yetistirilmis domates bitkilerinin N kaynagi olarak yalnizca iire
verildiginde 6nemli miktarda PN-iire yi kullandiklar1 gosterilmistir (Tan et al. 2000).
Ancak, alinan ""N-iire nin %84-94’tiniin tekrar iireye doniistiiriildiigii gézlenmistir. Bu
da domateste koklerle iirenin alim hizina oranla iire metabolizmasinin ¢ok yavas
oldugunu gostermistir. Ureaz, bitkisel organizmalarin tiim organlarinda bulunan ve
arginin katabolizmasindan {ire olusumunu katalizleyen bir enzimdir. Ortamdaki iire
miktarinin iireaz enziminin aktivitesi tizerine etkili oldugu yoniinde iddialar olsa da bu
durumun bakterial iireaz aktivitesini artirdigi, bitkilerde icsel iireaz aktivitesi lizerine
etkisi olamayacagi rapor edilmistir. Patates (Witte et al. 2002) ve kolza yapraklarina
(Gerendas and Sattelmacher 1999) iire uygulandiginda iireaz aktivitesinde bir artis
gozlenmemistir. Ancak, Witte ef al. (2002) uygulanan iire metabolizmastyla bitkilerdeki
iireaz aktivitesi arasinda bir iligki oldugunu gostermislerdir. Benzer sekilde Gerendas
and Satelmacher (1997), kabakta (Cucurbita pepo) nikel eksikliginin, aktivasyonu i¢in
nikele ihtiya¢ duyan iireaz enzimi ve lire metabolizmasini inhibe ettigini gostermistir.
Ureaz aktivitesinin yashi dokularda artmasi da senesense ugrayacak yapraklardan N
kazaniminda 6nemli bir rol oynayabilecegi de rapor edilmistir (Witte et al. 2002).
Urenin toprakta ¢ok hizli bir sekilde hidrolize edildigi i¢in bu formuyla koklere alinma
olasilig1 ¢ok kuvvetli degildir. Bu sebepten dolay: bitkilerde iire asimilasyonu topraktan

N kazaniminda oncelikli ve dnemli diizeyde bir yeri oldugu sdylenemez.
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1.5.2. inorganik Azot asimilasyonu

Bitkiler tarafindan kullanilan mineral besinler arasinda inorganik azot yiikseltgenmis
(NO3") veya indirgenmis (NH4') formda bulunan tek mineraldir. Neredeyse biitiin
bitkiler azot kaynag: olarak nitrat veya amonyumu kullanabilirler ve kok hiicrelerinde
bu azot formlar1 i¢in 6zellesmis transmembran tastyicilarina sahiptirler. Nitrat genel
olarak toprakta bulunan baskin azot formudur, ancak bazi ¢evrelerde (asidik ve/veya
cogunlukla tropik ve kuzey iliman ikliminin goriildiigii bolgelerdeki suya doymus
topraklar) azot formu olarak amonyumunda bol miktarda bulunmasiyla birlikte ¢ok

degiskenlik gosterebilir (Falkengren-Grerup 1995; Herrera-Estrella 1999).

Topraktan alinan amonyum asimilasyon i¢in direkt olarak plastidlere taginabilir. Ancak
kokler tarafindan H'-NO; simporter yolu ile alman nitratin asimilasyonu nitratin
sitosole taginmasi ve burada nitrat rediiktazin nitrat1 nitrite indirgemesi ile devam eder.
Daha sonra nitrit rediiktaz plastidlerde nitriti amonyuma indirger ve son olarak ta
glutamin sentetaz - glutamat sentaz enzimatik reaksiyonlariyla (GS-GOGAT)
amonyum, aminoasitlerin yapisina katilir (Sekil 1.2.). Burada nitrat indirgenmesi i¢in
NAD(P)H, nitrit indirgenmesi i¢in 1ise ferrodoksin indirgeyicileri kullanilir.
Indirgeyiciler yesil dokularda elektron transportundan, diger dokularda ise oksidatif
pentoz fosfat yolundan gelirler (Crawford 1995; Heldt 1997; Stitt and Krapp 1999).
Bununla birlikte nitrat rediiksiyonu ile OH iyonlari iiretildiginden dolay1, amonyumun
aminoasitlerin yapisina katilmasi ve hiicresel pH nin devamliligr i¢in organik asitler
gereklidir (Escobar et al. 2006). Azotun bitki metabolizmasindaki merkezi rolii bir
yana, N asimilasyonu i¢in gerekli reaksiyonlar serisi bitkilerde en biiylik redoks
havuzlarindan birisidir (Crawford and Forde 2002; Escobar et al. 2006). Fotosentezden
kalan indirgeyicilerin yaklasik %12-25"1 ve Calvin yolunda karbon asimilasyonu igin
kullanilandan arta kalan indirgeyicilerin biiyiik ¢ogunlugu nitrat indirgenmesinde

kullanir.
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Sekil 1.2. Bitkisel hiicrelerde NO;™ alimi, indirgenmesi ve asimilasyonunun sematik
gosterimi.

*NR, nitrat rediiktaz; NiR, nitrit rediiktaz; GS, glutamin sentetaz; GOGAT, glutamat-2-oxoglutarat
aminotransferaz; GDH, glutamat dehidrogenaz; Fdi,qyix, indirgenmis veya yiikseltgenmis ferrodoksin.
(Crawford et al. (2000) den modifiye edilmistir). Nitratin asimilasyonu esnasinda olusan nitrit son derece
reaktif ve toksik potansiyele sahip bir iyon oldugundan dolayr hizla sitosolden yapraklardaki
kloroplastlara ve koklerdeki plastidlere gonderilir. Nitritin amonyuma indirgenmesi eger kok hiicrelerinde
gerceklestiriliyorsa koklerde NAD(P)H harcanir.

Hiicresel enerji diizeylerindeki ve redoks durumundaki zit etkilerinin yaninda azot
kaynagi olarak amonyum ve nitrat saglanan bitkiler arasinda ¢ok sayida fizyolojik
farkliliklar tanimlanmistir. Ornegin, azot kayna@ olarak nitrat saglanmis bitkilerde
amonyum saglananlara nazaran organik asit igerikleri daha yiiksek diizeyde iken,
aminoasit diizeyleri daha diisiik diizeyde olduklar1 belirlenmistir (Chaillou ef al. 1991,
Cramer and Lewis 1993; Pasqualini ef al. 2001). NiR ve NR dahil ¢ok sayida enzimin
nitratla aktivasyonunun hizlandig1 gozlemlenirken glutamat dehidrogenaz, ¢ok sayida
alternatif oksidazlar, ve ¢esitli tip Il NAD(P)H dehidrogenazlarin da yalnizca amonyum
tarafindan aktive olduklari rapor edilmistir (Goodchild and Givan 1990; Frechilla et al.
2002; Escobar et al. 2006). Nitrat ve amonyum her ikisinin alimiyla da temelde

karbonhidrat sentezinin yavaglamasi ve organik asit sentezi i¢in karbon akisinin
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hizlanmasi1 olaylariyla birlikte metabolizma aslinda yeniden diizenlenir (Larsen et al.
1981; Scheible et al. 1997). Bu benzerliklere ragmen azot kaynagi olarak nitrat ve
amonyum ne fonksiyonel olarak ve ne de fizyolojik olarak birbirlerinin yerini tam
olarak tutarlar. Nitrat alimi1 toprak alkalizasyonunun ve amonyum alimi1 toprak
asidifikasyonunun artmasina sebep olur. Bu suretle nitrat ve amonyum ekstrasellular pH
tizerine farkli etkilere sahiptirler (Crawford and Forde 2002). Bununla birlikte, uzun
donemlerde azot kaynagi olarak yalniz amonyum saglanan bitkilerde biiyiime oldukca
yavas gerceklesir ve bu sebebin altinda yatan “amonyum toksisitesi” mekanizmalari
heniliz yeterince anlagilamamistir. Amonyum ve nitrat asimilasyonunun hiicresel
indirgeyicilere olan talepleri oldukg¢a farklhidir. Sekil 1.3’de goriildiigii lizere nitrat
asimilasyonu ilave NADH (sitosolde) ve NADPH lara (plastidte) ihtiya¢ duydugundan

amonyuma nazaran enerji gereksinimi ¢cok daha fazladir (Salsac ef al. 1987).

Nitrata nazaran, bitki metabolizmasinda, asimilasyonu i¢in daha az enerjiye gereksinimi
oldugu g6z oniinde bulundurulunca teorikte N kaynagi olarak amonyumun tercih
edilmesi mantiklidir. Diger taraftan nitrat asimilasyonu sitosolik NADH larin ve
plastidlerdeki indirgenmis ferrodoksinlerin oksidasyonu ic¢in onemli bir indirgeyici
havuz olusturdugu (Noctor and Foyer 1998) gbz Oniine alinirsa buradan da hiicresel
redoks durumunun, N kaynagi olarak amonyum veya nitrat ile beslenen bitkilerde ve
hatta N kaynag1 degistirilen ayni bitkide farkli olmasi / yeniden diizenlenmesi sonucu

cikarilabilir.

Azot kaynagi olarak nitrat alindigi zaman nitratin sitoplazmada nitrite ve nitritin de
plastidlerde amonyuma indirgenmesi reaksiyonlar1 bitkilerde sitoplazmik NADH’lar ve
plastidlerdeki indirgeyiciler (1s1k reaksiyonlar1 veya pentoz fosfat yolundan saglanan
ferrodoksin veya NADPH) i¢in 6nemli bir indirgeyici havuz olusturur. Koklerde nitratin
nitrite indirgenmesi i¢in gerekli olan indirgeyiciler (NAD(P)H) sitoplazmada glikoliz
reaksiyonlarindan, muhtemelen plastidlerde meydana gelen pentoz fosfat yolundan
(sitosol ve plastidlerde pentoz fosfat yolu ile ilave indirgeyiciler olusturulur ve bu
indirgeyiciler peroksizomlarda ve kloroplastlarda amonyumun asimilasyonu igin

kullanilir) ve c¢ok kuvvetli bir ihtimalle mitokondrilerde meydana gelen krebs
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dongiisiinden saglanir (Sekil 1.3a). Ancak eger kokler tarafindan azot kaynagi olarak
amonyum alinirsa, nitratin indirgenmesinden kaynaklanan bir indirgeyici havuz
olmayacagindan (Sekil 1.3b) nitrat indirgenmesi ile kullanilacak olan bu
indirgeyicilerinin akibetini arastirmak amonyumun nitratla esit konsantrasyonlarda
alindiginda (mM diizeyinde) neden toksisiteye sebep oldugu sorusunun mekanizmasini
anlamak acisindan akla gelen ilk yontem olmalidir. Ciinkii bu indirgeyicilerin
oksidasyon diizeylerinde meydana gelecek bir degisiklik hiicresel redoks durumunda

degisimlere sebep olacaktir.

NH,* 7—~Amino asitler \

indirgeyici

NH,' [—>Amino asitler \

Plastid Plastid

Sitoplazma Sitoplazma

NO,;——NO;

ﬁpoplast

S
" A
— - déngisii = ) déngiisii
Mitokondri Mitokondri

Sekil 1.3. Azot kaynaklarindaki farkliliktan dogan indirgeyici gereksinimindeki degisime
cevapta mitokondrial solunum zincirinin alternatif yollarimin redoks dengelemesi tizerine bir
model.

Kpoplast

*Nitrat (a) veya amonyum (b) asimilasyonu sonucu azot ve indirgenmis elektronlarin izledigi yol oklarla
gosterilmistir. (b) seklinde kesikli oklar inaktif yollar1 ve ok kalinliklarindaki degisiklikler indirgenmis
elektronlar ve Azotun akis yolunu gostermektedir. Bir reaksiyon igin gosterilen daha kalin ok
reaksiyonlar arasinda akis hizinda muhtemel bir artis oldugunu gosterir. Kisaltmalar: NR, nitrat rediiktaz;
UQ, ubikinon. (Escobar et al. (2006) dan modifiye edilmistir).

Bitki metabolizmasinda nitrat ve amonyumun farkl etki gostermelerine ragmen 15 yila
askin yapilmakta olan inorganik azotla beslenme caligmalar1 tarimsal uygulamalarda
nitratin daha biiylik 6nemi olmasindan dolay1 neredeyse tamamen nitrat {izerine odakl
yiiriitiilmiistiir. Ozellikle bitkilerde nitrat regiilasyonundan sorumlu gen ekspresyon
analizleri yaygin olarak mikrodiziler kullanilarak g¢alisilmaktadir (Wang et al. 2000,
2003, 2004; Scheible et al. 2004; Gifford et al. 2008). Biitiin bu c¢alismalarda azot

kaynag1 olarak nitrat iceren biiylime ortamlarinda yetistirilmis ve daha sonra bir siire
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azot achigina birakilmis A. thaliana fidelerine azot kaynagi olarak nitratin yeniden
verilmesi ile transkript diizeylerindeki global degisimlerin monitérize edildigi benzer
deneysel dizaynlar kullanilmistir. Bu azot kaynaginda “sok yenilemenin”; amino asit ve
niikleik asit biyosentezi, transkripsiyon ve RNA islenmesi, hormon biyosentezi, azot
asimilasyonu, indirgeyici yenileme ve trehaloz metabolizmasmnin da dahil oldugu
metabolik yollarin regiilasyonu gibi kitlesel bir transkripsiyonel cevabi tesvik ettigi
rapor edilmistir (Wang et al. 2003; Scheible et al. 2004; Gifford et al. 2008). Ancak, bu
esensiyal makroelementin aniden varligi ile tetiklenen “azota karsi verilen genel
cevaplarin” ve hangilerinin nitrata verilen spesifik cevaplar (ve nitratin hiicresel redoks

durumu tizerine olan global etkileri) oldugu hala miiphemdir.

Su ana kadar, amonyum ve nitrata kars1 farkli diizeylerde cevap veren proteinler ve
spesifik genler hakkinda ¢ok az bilgiye ulasilmistir ve azot kaynaklarinin redoks
dengeleme, antioksidant havuzlar, ve reaktif oksijen tiirleri (ROT) {iretimi {izerine
etkileri hakkinda herhangi bir kayit bulunmamaktadir. Beklenebilecegi gibi, nitrat
rediiktaz, nitrit rediiktaz, ve nitrat tasiyicisin1 (NRT2) kodlayan genler yalnizca nitrat
tarafindan eksprese edilir (Patterson et al. 2010). Bununla birlikte sadece baz1 amonyum
tastyicilart yalnizca amonyum tarafindan aktive edilir (Migge and Becker 1996; Joo et
al. 2001; Sonoda et al. 2003). Son zamanlarda kiiciik ¢apli bir mikroarray (5500 gen)
calismasi ile uzun siireli amonyum toksisitesine maruz birakilan A4. thaliana bitkisinde
B-oksidasyon ile ilgili genlerin eksprese olduklar1 gosterildi (Hoffmann 2007). Ancak
gelisimsel olarak kiyaslanabilecek nitrat ile beslenmis grubun olmayisi bu c¢alismadan
elde edilen sonuglari yorumlamada biiyiik kisitlamalar getirmektedir. Bu noktada
yapilmis olan daha uygun bir calisma, A. thaliana fidelerinde azot kaynagi olarak
yalnizca nitrat veya amonyum-nitrat gruplarini karsilastirmak icin seri gen ekspresyon
analizleri (SAGE) kullanan Fizames et al. (2004) tarafindan yapilan ¢alismadir. 270"
nitrat veya nitrattamonyum varliginda istatistiksel olarak onemli diizeyde farklilik
sergileyen 4000 bireysel genin ( 4. thaliana ya ait genlerin %15'1 ) sekans analizleri
yapildi. Bir ¢ok akuaporin, NAD izositrat dehidrogenaz, ve malat dehidrogenaz
genlerinin azot kaynagi olarak amonyum-+nitrat verilmis A. thaliana' da yiiksek

diizeylerde eksprese olduklar1 kaydedilmistir. Bu sonuglar amonyum ve nitratin farkl
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etkileri iizerine ilging goriisler saglamasina ragmen genel taslak hala belirsizdir, ¢linkii

sonugclar birbirinden oldukga farkli mekanizmalar1 isaret etmektedir.

Toprakta N kaynagi olarak hem amonyum ve hem de nitrat bulundugu veya dogal
sartlarla N kaynagiin degistigi durumlarda bitkiler yeni bir inorganik azot kaynagini
asimile ederken meydana gelecek redoks dengesizliginden kagmmak icin hiicresel
indirgeyici havuzlari koklerde dinamik olarak ayarlanmalidir. Bu durumla ilgili olarak,
Escobar et al. (2006) tarafindan yapilan ¢alismayla amonyum ve nitrat asimilasyonunda
farklilasan indirgeyici gereksinimlerinin 4. thaliana mitokondriyal solunum
zincirindeki aktivite degisiklikleri ile paralellik gosterdigi belirlendi. N kaynagi olarak
amonyum kullanildiginda solunum zinciri aktivitelerinde ve birgok gen familyasinin
ekspresyonunda (6zellikle mitokondrilerde kristalarin i¢ ve dis zarlarina yerlesmis olan
NAD dehidrogenaz enzimlerini kodylayan genlerde) 6nemli bir artis gdzlemlenirken,
nitrat kullan1ldiginda tam tersi bir etki kaydedilmistir. Bu sonuglar; 4. thaliana solunum
zincirinin redoks diizenlemede kritik bir rol oynadigini ve bununla birlikte A. thaliana
bitkisinin, basit ve fizyolojik olarak gergek¢i beslenme manipulasyonlarinin hiicresel

redoks dengesini hizli bir sekilde degistirmek i¢in kullanilabilecek evrensel bir model

olarak hizmet edebilecegini gosterir.

Heyecan verici olmakla birlikte su ana kadar kaydedilen veriler bize mitokondride
redoks dengeleme mekanizmalari ile ilgili smirli bir goriis agist sunmaktadir. A.
thaliana'da azot asimilasyonunun merkezi enzimatik reaksiyonlar1 sitos6l ve
plastidlerde meydana geldigi i¢in, redoks dengeleme mekanizmalar1 buralarda da
islemelidir. Boylece, Hiicresel redoks homeostazisi biitiiniiyle bir hiicresel siire¢ olarak
dikkate alinmalidir. Doktora tezinin bu boliimiindeki temel amag, azot kaynagindaki
degismeyle birlikte duragan olmayan bir redoks ortaminda homeostazisin saglanmasi
i¢cin kullanilan temel biyokimyasal proseslerden ve oksidatif stresten dogan hiicresel
redoks durumunda meydana gelen A. thaliana kok hiicrelerinin verecegi cevabi ayrintili

olarak tanimlamaktir.
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1. 6. Alternatif Oksidazin Redoks Yanitlari

Aerobik organizmalarda glikoliz, trikarboksilik asit dongiisii (TCA), ve mitokondriyal
elektron transport sistemi (miETS) biyoenerjetik ve karbon metabolizmasinin temelini
olusturur. Solunum biitiin bitkilerde biiyiime, hayatin devami ve karbon dengesi i¢in en
temel 6gedir. Solunum enzimlerinin bilylik ¢cogunlugu tiim organizmalarda ayn1 olsa da
bitki solunum sistemi, diger ¢cogu organizmalarda bulunmayan metabolik bir ag ile
kusatilmistir. Bitkiler sitosolik glikolizis, TCA dongiisi ve miETS de degisik alternatif
enzimlere sahiptirler. Bitkilerde solunum metabolizmasinin degisken dogasi ATP

iretiminin yant sira ¢ok degisik ve 6nemli biyosentetik role de sahip oldugunu gosterir.

Bitkiler, hayvanlar ve ¢cogu mantar ve tek hiicrelilerde solunum zinciri temel olarak dort
biiylik enzim kompleksi icerir (Sekil 1.4). Kompleks I, matriksdeki NADH lar1 okside
eder ve elektronlar1 Ubikinon (UQ) havuzuna transfer ederek UQ'u Ubikinol (UQH,) a
indirger. Kompleks II (Siiksinat dehidrogenaz), siiksinatin oksidasyonuyla UQ'u
indirgeyen bir membran-bagl sitrik asit yolu enzimidir. Elektronlar; kompleks III
(Sitokrom bc; kompleksi), sitokrom ¢ ve kompleks IV (sitokrom ¢ oksidaz) den olusan
sitokrom yolunu takip eder. O,'in H,O'ya indirgenmesini saglayan kompleks IV,
elektron transportunda son basamagi olusturur. Kompleks I, III ve IV mitokondri i¢ zar1
tizerinden protonlarin translokasyonu i¢in gergeklestirilen elekton transportu ile olusan
elektrokimyasal proton gradiyentinden kaynaklanan enerjiyi kullanir. Zarlar arasi
bosluga pompalanan protonlarin ATP sentaz {izerinden matrikse gelmesiyle birlikte
ATP tretimi gergeklesir (Browse et al. 2006). Biitiin bunlarin yaninda mitokondriyal i¢
zarlarda yerlesmis fakat solunum zincirine dahil olmayan “eslesmeyi engelleyen
proteinler” olarak adlandirilmis 6zel bir protein grubu da vardir. Bu proteinler ATP

iiretimi olmaksizin protonlarin zarlar arasi bosluktan matrikse gecisine izin verir (Veresi

2001; Fernie et al. 2004).
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Sekil 1.4. Bitki mitokondri i¢ zarlarinda yerlesmis elektron tasinma sisteminin
diizenlenisi ve ATP sentezi.

*Kompleks I-IV, ATP sentaz ve eslesmeyi engelleyen proteinler (EP) genel olarak yiiksek yapili
Okaryotlarda bulunurlar. Mitokondri i¢ zarlarindaki ii¢ enzim kompleksi tarafindan protonlarin matriksten
zarlar arasi bosluga pompalanmasiyla ATP sentazin kullandigi bir proton gradiyenti olusur. Bitkiler,
bunlara ilave olarak Alternatif Oksidaz (AOX) ve NAD(P)H'larin oksidasyonunu saglayan dort ayri,
proton pompalamayan ve rotenon duyarsiz NAD(P)H dehidrogenaz enzim sistemleri (ND) igerir. Ca++
bazi enzim aktiviteleri i¢in gereklidir. Ubikinon (UQ) havuzu solunum zincirinin indirgenen (UQ) ve
yiikseltgenen (UQH2) formlarimi barmdirir.

Bitkilerde spesifik alternatif solunum yollarimin varligi, proton pompalamayan tip II
NAD(P)H dehidrogenazlar, elektronlar1 direkt ubikinon havuzundan alan alternatif
oksidazlar, bypass proteinleri ve eslesmeyi engelleyen proteinlere sahip olan bitki
mitokondrilerinin en segici 6zelligidir (Rasmusson et al. 2004; Vanlerberghe and
MclIntosh 1997; Vercesi 2001). Bu alternatif yollar proton pompalamaz ve elektron
transfer sisteminin asir1 indirgenmesini onleyen ATP iretimiyle gelen elektronlarin

eslesmemesini saglar.

Hayvanlarin aksine bitki, mantar ve bazi protistler, son elektron alicis1 olan O,'e NADH
ve NADPH dan gelen elektronlarin tasinimi i¢in ilave enzimler igerirler (Vanlerberge
and Mclntosh 1997; Rasmusson et al. 2004). Bunlar, kiiciik, her biri bir tip
polipeptidden olusan ve proton pompalamayan enzimlerdir. Bununla birlikte proton
pompalamayan ve i¢ mitokondri membraninin i¢ ve dig ylizeylerine yerlesmis

NAD(P)H dehidrogenazlar igerirler (Sekil 1.4). Bdylece bitki mitokondrileri, bu
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dehidrogenazlar sayesinde matriks ve sitosolden gelen NADH ve NADPH'lar1 direkt
olarak okside edebilme yetenegine sahiptirler (Rasmusson et al. 2004). Bitki solunum
zinciri ayrica UQH;'1 okside eden ve O,'1 indirgeyen ve yine proton pompalamayan

alternatif oksidaz (AOX) igerir.

AOX iizerinden elektron transportu ile elektronlar, proton pompalanan ii¢ bolgenin
ikisinden (Kompleks III ve IV) gecmez ve alternatif yolda UQ ve oksijen arasinda enerji
elde etme yeri bulunmadigindan bu yol ile elektronlarin transportundan kaynaklanan
enerji 1s1 olarak yayilir (Vanlerberghe and Mclntosh 1997; Millenaar and Lambers,
2003). Termojenik bitkilerde belirlenmis 1s1 liretiminin asirt durumlari artan O, tiiketimi
ile ilgilidir. Ornegin, ortam sicakligi 5 °C iken Philodendrum selloum gigekleri
sicakliklarini yaklasik 40 °C civarinda tutabilir (Nagy et al. 1972). Bir niliifer tiiriinde
(Nelumbo nucifera), termogenezis stliresince O,'e elektron transferi cogunlukla AOX
tizerinden gergeklestigi gézlemlenmistir (Watling e al. 2006). Bu yolla 1s1 iiretiminin
anterlerde aromatik bilesikleri buharlastirmak suretiyle pollinatorleri cezbetmek igin
kullanildigr da ileri siiriilmiistir (Meeuse 1975). Diger taraftan ciceklerde
termoregiilasyonun, pollinasyonu saglayan bocekler i¢in termal bir 6dil oldugunu
gosteren deliller de vardir (Seymour et al. 2003). Biitiin bunlarla birlikte termojenik
olmayan dokularda AOX aktivitesi organ sicaklii lizerine hemen hi¢ etki gostermez

(Watling et al. 2006).

Sitokrom yolunun aksine AOX, antimisin A ve siyanide dayaniklidir. Siyanid ve
antimisin A- dayanikli O, tiiketimi biitlin angiospermlerde, cogu mantar ve protistlerde
yaygindir (Vanlerberghe ve Mclntosh 1997). AOX sorumlu genler, Arabidopsis, soya
fastilyesi ve piring gibi baz1 bitkilerde tanimlanmistir. Bu genler kiiglik bir niiklear gen
familyasinda organize olmus ¢ok sayida aox homologlar1 igerirler (Whelan et al. 1996;
Ito et al. 1997; Saisho et al. 1997). aoxla, aox1b, aoxlc, aoxld ve aox2 homologlari
Arabidopsis’te tamimlanmistir (Saisho et al. 1997). Bunlardan aoxla Arabidopsis'te
organizma diizeyinde eksprese olurken aoxlb-d ve aox2 daha ¢ok organ-spesifik
ekspresyon Ozellikleri sergiler (Finnegan et al. 1997; McCabe et al. 1998; Clifton et al.
2006). Arabidopsis (Umbach et al. 2005) ve tiitiin bitkilerinde (Maxwell et al. 1997)
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aoxla mutantlar1 ile yapilmis calismalarda AOX'in oksidatif strese karsi koruma rolii
istlenebilecegi, ve yine soguk aklimasyonu esnasinda bir fonksiyonu oldugunu (Fiorani

et al. 2005) gosteren deliller sunulmustur.

Bitkilerde okside edilen solunum substratlarinin biiylime, depolama veya ATP sentezi
icin gereksinim duyulandan daha fazla olmasi durumunda, alternatif yolun bu
substratlarin okside edildigi, diger bir deyisle “enerji fazlalig1” yolu olarak islev
gordiigl ileri stiriilmiistiir (Lambers 1982). Bu goriise gore, ancak elektronlarin esas
solunum yolu aktivitesinin doygunluga ulasmasindan sonra alternatif yolu kullandiklar
belirtilmistir. Fakat unutulmamasi gereken onemli bir nokta, in vivo da eger solunum
hiz1 hiicrenin ATP ihtiyacinm1 karsilarsa (ve ADP seviyesi ¢ok diiserse) ancak o zaman
doygunluk meydana gelebilir. Bununla birlikte sitokrom yolunun doygunluga
ulagsmasindan 6nce de alternatif oksidazin aktif olabilecegi gdsterilmistir (Fiorani et al.
2005). Boylece alternatif oksidaz, mitokondriye biyosentetik reaksiyonlarda kullanilan

karbon iskeletinin sentez ve ATP’nin nispi iiretim hizlarin1 ayarlama olanagini saglar.

Alternatif yolun diger bir islevinin, mitokondride solunumu engelleyen c¢esitli streslere
(fosfat eksikligi, soguk, kuraklik, osmotik stres v.s.) karsi bitkilerin olusturdugu bir
yanit olabilecegi belirtilmistir (Wagner and Krab 1995). Elektron tasima zincirinden
elektronlarin  bosalmasiyla alternatif yol ubikinon havuzunun asir1 indirgenme
potansiyelini engeller. Eger bu yapilmazsa, s6z konusu elektronlar siiperoksit anyonlari
ve hidroksil radikalleri gibi zararli reaktif oksijen tiirlerinin olusumuna yol agabilir. Bu
sekilde alternatif yol, solunum {izerindeki stresin zararh etkilerini azaltabilir (Wagner

and Krab 1995; Moller 2001).
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Sekil 1.5. Alternatif oksidazin redoks aktivasyonu.
*C ve N, proteinin C- ve N-terminal uclarini gosterir. Alternatif oksidaz, gri sekillerle resmedilmistir.

Bitkilerde mitokondri i¢ zarina sikica baglanmis integral membran proteini olan AOX
homodimer formda bulunur ve indirgenmis (dimer 70 kDa) veya yiikseltgenmis
(monomer, 36 kDa) formlarda bulunabilir. AOX enzimi, disilfit baglarinin
indirgenmesi ile aktive olur (Sekil 1.5) (Umbach and Siedow, 1993). Disiilfit baglarinin
indirgenmesi, NADPH'lar tarafindan baslangicta indirgenen mitokondriyal
tiyoredoksinler tarafindan gercgeklestirilir (Sekil 1.5) (Laloi et al. 2001; Gray et al.
2004). Tiyoredoksinler, disiilfit baglarin1 indirgemek suretiyle enzimleri diizenler ve bu
diizenlemede muhtemelen redoks-aktif sisteinler de rol alir. In vitroda AOX
homologlarinin ¢ogunun da yine baglangicta piruvat ve diger keto asitlerle stimiile
edildikleri ileri siirilmiistiir (Millar et al. 1993; Vanlerberghe et al. 1995; Rhodas et al.
1998). Bu yiizden, AOX aktivitesinin, mevcut piruvat miktarina ve/veya matriksin
indirgenme durumuna bagli oldugu sdylenebilir. Ancak, simdiye kadar AOX aktivasyon
mekanizmasi ile ilgili in vivoda yapilmig herhangi bir ¢alismanin olmayisi bu delillere

sadece teorikte anlam kazandirir.



25

Doktora tezinin bu kisminda, azot kaynagi olarak amonyum veya nitrat iceren
soliisyonlarda kiiltiire alinan Nicotiana tabacum cv. Bright Yellow 2 hiicrelerinin
solunum hizlarma ilaveten, bu azot kaynaklarinin alternatif oksidazin aktivasyonu
lizerine etkileri arastirilmistir. Boylece, bitki biinyesinde en biiyiik ikinci redoks havuzu
gorevini goren nitrat indirgenmesinde kullanilan indirgeyicilerin, azot kaynagi degistigi

durumlardaki akibetleri ile ilgili bilgiler edinmek hedeflenmistir.

Temelde biitiin organizmalar oksidasyon-rediiksiyon (redoks) sistemleridirler. Bu
sifatla, organizmalar hiicresel enzim diizeylerini belli bir seviyede tutmak ve indirgeyici
havuzlarinin (NAD, NADP, FAD gibi) diger hiicresel gereksinimlere gore siirekli
oksidasyon durumunda kalmasi gibi bir durumla karsi karsiya kalirlar (Foyer and
Noctor 2003). Hiicresel indirgeyicilere olan siirekli gereksinim ve bu gereksinimi
karsilamak i¢in yenilerinin {retilmesi durumlar1 g6z Oniinde bulundurulunca
indirgeyiciler, gelisimsel ve cevresel sartlara cevapta hiicresel redoks homeostazisini
stirdiirmek i¢in gerekli olan dinamik ve son derece hassas mekanizmalara bagli olarak
cok degiskenlik gosterirler. Redoks dengesizliginden kaynaklanacak olan asirt ROT
iiretimi, oksidatif stres, hiicre dongiisiiniin sekteye ugramast — durmasi ve apoptotik
veya nekrotik hiicre Oliimleri gibi sonuglart g6z oOniinde bulundurulunca redoks
dengeleme mekanizmalar1 hiicresel (ve organizmal) canliligin siirdiiriilebilmesi i¢in
hayati 6neme sahiptir. Bu doktora tezinin genel amaci, azot kaynagindaki degismeyle
birlikte duragan olmayan bir redoks ortaminda homeostazisin saglanmasi i¢in kullanilan
temel biyokimyasal proseslerden ve muhtemel oksidatif stresten dogacak hiicresel
redoks durumunda meydana gelen degisime bitki fizyolojisi c¢aligmalarinda model
olarak kullanilan Arabidopsis thaliana ekotip Colombia bitkisinin kdk ve Nicotiana

tabacum cv. Bright Yellow-2 hiicrelerinin verdigi cevaplari tanimlamaktir.



26

2. KAYNAK OZETLERI

Azotla beslenmenin bitki bliylime ve gelismesi, morfolojik ve biyokimyasal prosesler
tizerine etkileri hakkinda yaymlanmis ¢ok sayida makale ve derleme bulunmaktadir

(Redinbaugh and Campbell 1991; Crawford 1995; Bloom 1997; Stitt 1999).

Simdiye kadar yapilmis ¢alismalarla ¢cogu bitkinin azot kaynagi olarak nitrat, amonyum,
iire ve aminoasitleri kullanabildikleri, fakat farkli azot kaynaklarina cevabin tiire gore
farklilik gosterdigi rapor edilmistir (Haynes and Goh 1978; Crawford 1995; Glass and
Siddiqi 1995; Omata 1995; Von Wiren et al. 1997). Ornegin domates bitkileri
nitrat/amonyum oran1 3/1 olan topraklarda optimal biiyiime gosterirken amonyum
konsantrasyonlarinin yiiksek oldugu durumlarda biiylimenin baskilandig: bildirilmistir
(Bloom et al. 1993). Diger taraftan beyaz ladin agaglar1 (Kronzucker et al. 1997) ve
baz1 arktik kamislarin (Chapin et al. 1993) azot kaynagi olarak biiyilkk oranda
amonyumu tercih ettigi gozlenmistir. Yine c¢ilek (Claussen and Lenz, 1999), piring
(Qian et al. 2004), biber (Xu et al. 2001) ve misirda (Lewis et al. 1998) azot kaynagi
olarak Oncelikli tercih amonyum iken, Arabidopsis dahil ¢ok sayida bitkiye azot
kaynag1 olarak yalnizca amonyum verildiginde nitrat uygulanmis gruplara kiyasla
bliylime, gelisme ve fizyolojik ve biyokimyasal proseslerde transkripsiyonel ve post-
transkripsiyonel diizeyde azalmalar oldugu rapor edilmistir (Wilcox et al. 1977,
Chaillou et al. 1986; Lips et al. 1990; Magalhaes and Huber 1991; Feil 1994; Raab and
Terry 1994; Claussen and Lenz 1999; Walch-Liu et al. 2000; Guo et al. 2002).Genel
olarak bakildiginda amonyum ve nitrat her ikisini de kullanabilmek i¢in 6zellesmis
membran tasiyicilarina sahip olmalarmin yaninda Arabidopsis dahil yeryliziinde
bitkilerin biiyiik bir oran1 azot kaynagi olarak nitrat alimini tercih etmislerdir (Crawford

and Forde 2002).

Azot kaynagi olarak amonyumla beslenen bitkilerin nitratla beslenenlere nazaran daha
dar yaprak ylizey alanlarina sahip oldugu rapor edilmistir (Chaillou et al. 1986; Heuer,
1991; Leidi et al. 1992; Khan et al. 1994; Raab and Terry 1994; Walch-Liu et al. 2000).



27

Amonyumun bu negatif etkisinin azalan osmotik regiilasyon, (Chaillou et al. 1986;
Heuer, 1991; Leidi et al. 1992), hiicre genislemesi oraninda azalma (Raab and Terry
1994), veya kok-govde arasindaki hormonal diizenleme (Walch-Liu et al. 2000) ile ilgili
oldugu ileri stiriilmistiir. Yaprak yiizey alaninin daralmasi amonyumla beslenen bitki

yapraklarinda diistik karbon birikimi ile sonuglanabilir.

Farkli azot kaynaklarmin bitki organlarinda kuru agirlik ve karbonhidrat tiiketimi
oranlarini da etkiledigi ile ilgili yayinlanmis degerli ¢alismalar bulunmaktadir (Guo et
al. 2002). Azot kaynagi olarak sadece amonyum saglanmis olan bugday (Lewis et al.
1989; Cramer and Lewis 1993a ; Hawkins and Lewis 1993), seker kamisi (Raab and
Terry 1994), misir (Lewis et al. 1989), fasulye (Guo et al. 2002), ve domates (Pill and
Lambeth 1977) bitkilerinin kok biliylimelerinin, azot kaynagi olarak nitrat veya

amonyumnitrat (NHsNO3) saglanmis bitkilere nazaran azaldigi rapor edilmistir.

Yapraklarda, nitrat iyonlar1 sitosolde nitrat rediiktaz (NR) enzimi tarafindan nitrite
indirgenir ve nitrit de nitrit rediiktaz (NiR) enzimi ile kloroplastlarda amonyuma
indirgenir ve amonyum yine kloroplastlarda glutamin ve glutamat sentaz (GS/GOGAT)
mekigi ile glutamat aminoasitinin yapisina katilir (Heldt 1997). 1 mol nitratin
amonyuma indirgenmesi i¢in yesil hiicrelerde 16 proton (Raven 1985) harcanir ki bu
durum nitrat asimilasyonunu yapraklarda elektronlar i¢in dnemli bir indirgeyici havuz
yapar (Gerendas et al. 1997). 1 mol nitratin absorbsiyonu, transportu, indirgenmesi ve
asimilasyonu i¢in yaklasik 32 mol proton harcanir (Raven 1985). Bezelye bitkilerinde
karbon katabolizmasinin %25 1 nitrat alim ve asimilasyonu i¢in kullanildig1 rapor
edilmistir (Bloom et al. 1992). Fotosentetik CO, asimilasyonu ile kiyaslaninca nitratin
glutamata asimilasyonunun fotosentetik elektron akisi icin 6nemli bir havuz olusturdugu

sOylenebilir (Champigny and Foyer 1992).

Bitkiler koklerinde amonyumun toksik etkisinden alinan amonyumu hizla aminoasitlere
dontistiirerek kacinma yoluna giderler. Cruz et al. (2005) glutamin sentaz (GS)
aktivitesinin bitkilerde amonyum toleransini artirmada énemli oldugunu rapor etmistir.

Bu hipotez glutamat dehidrogenaz (GDH) enziminin yiiksek yapili bitkilerin kdklerinde
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amonyum detoksifikasyonuna katki sagladigi bulgulariyla birlikte Majerowicz and

Kerbauy (2002) ve Terce-Laforgue et al. (2004) tarafindan da desteklenmistir.

Azot formlarmin bitki biiylimesi iizerine etkilerinin 151k yogunlugu, toprak sicakligi,
azot konsantrasyonu, ortamin pH’st ve K' iyonlarmin yogunlugu gibi cevresel
faktorlere bagl olduguda rapor edilmistir. Ornegin amonyumla beslenmenin bitki
biiyiimesi lizerine inhibe edici etkisinin yiliksek 151k yogunlugu altinda arttig1 rapor
edilmistir (Magalhaes and Wilcox 1983, 1984; Zhu et al. 2000). Toprak sicakliginin
artt1g1 durumlarda bitkilerin amonyuma toleransinin diistiigii rapor edilmistir (Ganmore-
Neumann and Kafkafi 1980,1983). Bitki koklerinin bulundugu ortamin K'
konsantrasyonu 0.1 mM dan 1.6 mM a cikarildiginda, azot kaynagi olarak amonyumla
beslenen musir bitkilerinin yaprak kuru agirliklari nitratla beslenenlere nazaran % 49
oraninda arttig1 kaydedilmistir (Gerendas et al. 1995). Misir bitkisinde ayrik kok sistemi
(ayn1 bitkinin kokleri ikiye ayrilir ve bir yaris1 azot kaynagi olarak amonyum, diger
yarist da nitrat iceren besin ¢ozeltilerine yerlestirilir) ile yaptig1 calismada Schortemeyer
et al. (1993) ortamin pH s1 4’den 5.5’e ¢ikarildiginda amonyum igeren soliisyonda
bulunan koklerin kuru agirliginda artis, nitrat iceren soliisyonda bulunan koklerin kuru

agirhiginda azalma rapor etmislerdir.

Farkli azot formlarmnin fotosentez iizerine etkilerinin stomatal iletkenlik ve hiicreler
arast CO; kismi basinct ile ilgili olduguna dair yayinlanmis 6nemli ¢aligsmalar vardir.
Raven and Ferquhar (1990) amonyumla beslenen bitkilerde hiicreler arast kismi CO,
basincinin nitrata kiyasla daha yiliksek oldugunu rapor etmislerdir. Amonyumla
beslenen bitkilerin nitrat kontrollerine nazaran daha yiiksek stomal iletkenliine ve
karbon izotop ayrimina sahip olduklar1 rapor edilmistir (Hogh-Jensen and Schjoerring,
1997; Guo et al. 2002). Bu sonuglar nitrat ve amonyumun yapraklarda stomatal
iletkenlik ve hiicreler arasi1 kismi CO, basinglar1 gibi gaz degisim parametreleri lizerine
farkl etkileri oldugunu gosteriyor. Farkli azot formlarinin ytiksek bitkilerde fotosentez
ve fotorespirasyon Tlizerine etkileri géz Oniine aliminca atmosferik CO,
konsantrasyonunun artmasi ile birlikte, azot kaynagi olarak nitrati tercih eden bitkilerin

de azot kaynagi olarak amonyumu tercih edebilecekleri veya nitrat asimilasyonunu
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tamamen koklerde gergeklestirebilecekleri ile ilgili spekiilasyonlar da ortaya atilmistir

(Rachmilevitch et al. 2004)

Yiiksek yogunlukta 11k bulunan sartlarda amonyumun nitratla beslenmeye nazaran
fotorespirasyon hizini artirdigr rapor edilmistir (Zhu et al. 2000). Bitkiler yapraklarda
stomatal iletkenlik ve kismi CO, yogunlugu iizerine etkileri ve kok-yaprak arasinda
karbon paylasimi etkilerinin yani sira su alinimi ve transportu da azot kaynaklarma
cevapta farkliliklar sergilerler. Azot kaynagi olarak nitrat saglananlara kiyasla amonyum
saglanan bitkilerde diisiik su tiikketiminin yaprak alaninin daralmasindan kaynaklandig:
ileri siirlilmiistiir. Amonyumla beslenen beyaz ti¢giil (77ifolium repens L.) ve bugday
(Triticum aestivum L.) bitkilerinin nitratla beslenenlere kiyasla daha diisiik su kullanma
kapasitesine sahip oldugu rapor edilmistir (Hogh-Jensen and Schjoerring 1997; Yin and
Raven 1998).

Bitkilerin azot gereksinimleri nitrat veya amonyum iyon asimilasyonlarinin her ikisiyle
de karsilanabilir (Lasa et al. 2002). Toprakta 20-200 uM konsantrasyonlarinda
amonyumun bitkilerin gelisimi lizerine pozitif etkilerinin oldugu, ancak daha yiiksek
konsantrasyonlarda toksik etkiye sahip oldugu rapor edilmistir (Miller and Cramer
2004; Loque and Von Wiren 2004). Yenilebilir bitki parcalarinda nitratin birikimi ve
azotun yikanmayla kaybolmasini azaltmak i¢in bazi sartlarda azot kaynagi olarak
amonyum tercih edilebilir (Gangolli et al. 1994). Schumacher and Sommer (2001)
kontrollii olarak siirekli diisiikk konsantrasyonlarda (0.2 mM) amonyum iyonlari
uyguladiklarinda patates veriminin %15-30 arttigin1 ve optimum iiriin eldesi i¢in gerekli
azot miktarinin nitrat kontrollerine gore %30 oraninda azaldigini rapor etmislerdir. Yine
Roosta et al. (2009) tarafindan rapor edilen bir calismada tek azot kaynagi olarak,
amonyum toksisitesine hassas bir tiir olan salatalik (Cucumis sativus L.) bitkisinin
yetistirilmesi i¢in, 1 mM konsantrasyonda amonyumun siirekli verilmesinin, aymn
konsantrasyonda nitrat veya amonyumnitrata(amonyum nitrata) nazaran biyiimeyi

hizlandirdigin bildirilmislerdir.
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Nitrat veya amonyum kullanimi bitkilerin enerji ekonomisini ve karbohidrat
metabolizmalarin1  etkileyebilir  (Blacquiere 1987). Nitrat iyonlar1 kofullarda
depolanabilir ve bu yiizden cogu bitki nitrat1 indirgenmesi ve asimilasyonu ig¢in
yapraklarina gonderebilir ve en kii¢iik bir toksisite semptomu gostermeksizin yliksek
konsantrasyonlarda nitrata tolerans gosterebilirler (Blacquiere 1987). Ancak bitkiler
tarafindan alinan amonyum tuzlart toksik etkisinden dolayr ¢ogu bitki az veya hig
amonyum bulunmadigi durumlara tolerasyon gdsterebildigi icin hizli bir sekilde organik
azot bilesiklerine doniistiiriilmelidir (Chaillou et al. 1994; Barker et al. 1996). Boylece
hemen biitiin amonyum iyonlar koklerde asimile edilmelidir. Azot kaynagina bitkilerin
verdigi cevaptaki bu farklilik bitkilerin karbon ihtiyaclarinda da farkliliga sebep olur ki
bu karbon kaynaklar1 da ¢cogunlukla TCA dan saglanir ve bdylece solunum hizlarinda
farkliliga sebep olur (Lasa et al. 2002). Baz1 arastirmacilar, nitratla beslenmeye kiyasla
amonyumla beslenmenin koklerde solunum hizimi artirdigini ve bu artisin alternatif
yollarin aktivasyonunu da stimiile ettigini One slirmiislerdir (Barneix et al. 1984;

Blacquiere 1987; Tischner 2000; Lasa ef al. 2002; Escobar et al. 2006).

Bitkinin tlirtine bagli olarak, nitrat indirgenmesi koklerde veya yapraklarda
gerceklesebilir (Oaks and Hirel 1985; Andrews 1986; Pate and Layzell 1990;
Vuylsteker et al. 1997; Silveira et al. 2001; Schilling et al. 2006). Bu 6zelliginden
dolay1 bitkiler iic gruba ayrilirlar: nitrati1 Oncelikle koklerinde indirgeyen tiirler,
yapraklarinda indirgeyen tiirler, ve her ikisinde indirgeyen tiirler. Nitratin amonyuma
indirgenmesi icin gerekli C maliyeti nitrat indirgenmesinin gerceklestigi bolgeye gore

degiskenlik gosterir (Schilling et al. 2006).

Bitkiler tarafindan alinan N formu N-asimilasyonu, katyon-anyon dengesi, solunum
(Matsumoto and Tamura 1981; Escobar et al. 2006), su iliskileri (Ragab 1980),
fotosentez (Siddiqi ef al. 2002) ve sekonder metabolizma (Wang and Below 1996) gibi
cok sayida fizyolojik prosesi etkiler. Genel manada bitkiler azot kaynagi olarak yalnizca
amonyum alindiginda zararh etkileri gézlemlenirken (Lamb et al.1993; Xu et al. 2001,
Kotsiras et al. 2005) ozellikle yiiksek konsantrasyonlarda depolanabildigi i¢in bitkiler

azot kaynag1 olarak 6nemli oranda nitrat1 kullanirlar (Miller and Cramer 2004).
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Amonyumla beslenmeye cevap bitki tiiriine ve ¢evresel sartlara gore degisir. Ornegin
pirin¢ ve koniferler gibi bitkiler azot kaynagi olarak amonyumu tercih ederler (Britto
and Kronzucker 2002; Britto et al. 2004) ancak salatalik ve domates gibi bitkiler de
yalnizca diisilk amonyum konsantrasyonlarina tolerans gosterirler (Roosta et al. 2009).
Bitki yas1, sicaklik, 151k yogunlugu, pH ve biiyiime ortamindaki besin konsantrasyonlari
bitkilerin amonyuma toleranslarimi etkiler (Kotsiras et al. 2005). Normal sartlarda, 5
mM amonyumun, nitrat kontrollerine kiyasla biiylimeyi yavaslattigt ve 10 mM
konsantrasyonda yiiksek derecede toksik etki gosterdigi rapor edilmistir (Roosta and
Schjoerring 2007). Bitkiler amonyuma, eger amonyum asimilasyonu koklerde
gerceklesiyorsa daha toleranshidirlar (Lasa et al. 2001). Koklerde amonyum
detoksifikasyonu yeterli miktarda enerji ve karbon iskeleti saglayacak olan karbohidrat
rezervlerinin miktar: ile yakindan iligkilidir (Claussen and Lenz 1995; Finnemann and
Schjoerring 1999). Ortamin pH sinin dengelenmesi, 151k rejiminin optimizasyonu, etilen
biyosentez inhibitorlerinin uygulanmasi, potasyum ve nitratin ko-provizyonu bitkilerde

amonyum toksisitesini azaltabildigi rapor edilmistir (Britto and Kronzucker 2002).

Wang et al. (2010) Hydrilla verticillata bitkisine azot kaynagi olarak 0.1 - 3 mM
konsantrasyonlarda amonyum uyguladiklarinda nitrat konsantrasyonlarina kiyasla 1.5-3
mM konsantrasyonlarda amonyumun fotosentetik pigmentlerin miktarinda azalmaya
sebep oldugunu ve bununla birlikte bu bitkide antioksidatif cevabin arttigini rapor

ettiler.

Sucul ekosistemlerde amonyum, nitrit ve nitrat azotun en yaygin aktif formlaridir
(Rabalais 2002; Camargo and Alonso 2006). Bu azot bilesikleri igerisinde amonyum ve
amonyak suda yasayan hayvanlarin iireme kapasiteleri, biiyiime ve canliliklar {izerine
toksik etkiye sahiptir (Dave and Nilsson 2005; Camargo and Alonso 2006; Romano and
Zeng 2007). Bununla birlikte yiiksek konsantrasyonlarda amonyumun bitkiler iizerine
olan toksik etkilerinin hayvanlara kiyasla daha siddetli oldugu rapor edilmistir (Zhu et
al. 2000; Medici et al. 2004).
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Amonyum toksisitesinin sebep oldugu semptomlar ve artan amonyum miktarlarinin
bitkilerde primer metabolizma {izerine etkileri hakkinda 6nemli derlemeler ve makaleler
bulunmaktadir (Gerendas et al. 1997, Britto and Kronzucker 2002; Krupa 2003). Bu
caligmalarda fotosentetik pigmentlerin ve ¢oziilebilir karbohidratlarin azaldigini, serbest
ammonyumlu-asitlerin miktarmin artti§i ve hormonal dengeninde bozuldugu rapor
edilmistir. Amonyum stresinin amonyum dongiisii i¢in tiiketilen enerjinin artmasi
sonucunu dogurdugu da rapor edilmistir (Britto et al. 2001). Amonyumla beslenen
bitkilerde nitratla beslenenlere nazaran aminoasit konsantrasyonlarinda azalma
gozlenirken (Blacquicre er al. 1988, Majerowicz et al. 2000) malik asit miktarinda

azalma oldugu rapor edilmistir (Goodchild and Givan 1990; Leport et al. 1996).

Reaktif oksijen tiirleri (ROT) bitkisel hiicrelerde 6zellikle mitokondri, kloroplast ve
peroksizomlarda iiretilir (Apel and Hirt 2004). Normalde ROT bitki biyolojisinde
biliylime, hiicre dongiisii, programlanmis hiicre 6liimii, hormon sinyali ve gelisme gibi
onemli biyolojik proseslerde anahtar diizenleyiciler olarak rol oynarlar (Mittler 2002).
Ancak, asir1 ROT {iretimi stres altindaki bitkilerde niikleik asitlere ve proteinlere zarar
verebilir ve bu proses de lipid peroksidaz ve hiicresel metabolizmanin bazi
Ozelliklerinde artisla iliskili olarak devam eder (Asada 1994; Mittler 2002; Halliwell
2006; Hansen et al. 2006).

Stres sartlar1 altinda ROT {iretimi bitkilerde iiretkenlikte azalmalar, yaralanma ve 6liim
gibi sonuglara yol acabilir (Greene 2002). Bununla birlikte, asir1 ROT diretimi ile
birlikte cok sayida ROT-detoksifikasyon mekanizmalar1 da ¢ogu bitkide devreye girer.
Bu mekanizmalar SOD, KAT, POD, AP, GR gibi antioksidant enzimler ve glutatyon ve
askorbik asit gibi antioksidanlar1 da igerir. Antioksidatif cevabin hizli gelismesi degisik
stres sartlarina maruz kalan bitkiler i¢in 6nemlidir (Sharma and Dietz 2008), ancak
farkli bitki tiirleri arasinda siirekli olarak farkli antioksidatif cevabin verildigi de bir
gercektir (Tamas et al. 2008). Su ana kadar elde edilen veriler 1518inda amonyum
hassasiyetinin bitkinin tiirline gore degisiklik gosterdigi ve azota hassas tiirlerin azot

kaynagi olarak amonyum ilave edilen zirai topraklarda hassas tiirlerin ilk olarak ortadan
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kalktig1 bilinmektedir (Cao et al. 2004; Nimptsch and Pflugmacher 2007; Wang et al.
2008).

Ortamda 0.1 — 0.5 mmol/L konsantrasyonlarda bulundugunda amonyumun genis 6l¢iide
toksik etki gosterdigi rapor edilmistir (Schenk and Wehrmann 1979; Peckol and Rivers
1995). Ornegin amonyuma hassas bir bitki olan arpada artan amonyum
konsantrasyonlarinda yapraklarda klorozis ve biliylimenin ¢ok Onemli diizeyde
baskilandig1 rapor edilmistir (Breteler 1973; Holldampf and Barker 1993; Gerendas et
al. 1997). Hassas tiirler arasinda triin kaybt %15-60 oranlarinda olabilmektedir
(Chaillou et al. 1986) ve hatta amonyum toksisitesi 6liimle de sonuglanabilir (Gigon and
Rorison 1972, Pearson and Stewart 1993, De Graaf et al. 1998). Gozle goriilmeyen
fakat oldukca Onemli olan semptomlar1 arasinda mikorizal iliskide azalma da rapor
edilmistir (Van der Eerden 1998; Boukcim ef al. 2001; Hawkins and George 2001). Son
olarak tohum ¢imlenmesi ve erken biiylimenin de amonyum toksisitesi ile inhibe oldugu

da rapor edilmistir (Barker et al. 1970; Westwood and Foy 1999).

Dominguez-Valdivia ef al. (2008) amonyuma hassas olan 1spanak ve tolerant bitki olan
bezelye ile yaptiklar1 caligmalarda amonyum toksisitesinin sebep oldugu redoks
degisimlerinin oksidatif stres markirlar1 olan ROT miktarinda 6nemli degisimlere ve
ROT detoksifiye edici enzimatik antioksidan (KAT, POD, SOD) aktivitelerinde ve
enzimatik yapida olmayan antioksidan (ASC, GSH) miktarlarinda onemli degisimlere
sebep olmadigini ancak protein karbonilasyonunda meydana getirdigi artisla birlikte
amonyum toksisitesinin antioksidant sistemle alakali olmayip protein oksidasyonu ile

meydana gelen degismelerden kaynaklandigini ileri stirmiislerdir.

Simdiye kadar tartismali sonuglar rapor edilse de genel olarak kiiltiire alinmis bitkilerin
yabani tiirlere nazaran amonyuma daha hassas olduklar ileri siiriilmiistiir (Martins-
Lougao and Cruz 1999; Britto and Kronzucker 2002). Amonyum toksisitesi iizerine
yapilan arastirmalarda kontrol grubu olarak nitrat kullanilmasini elestiren bu

calismalarda esas g¢eliskinin bitkilerin amonyuma toleransinin koklerde bulunan
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amonyum konsantrasyonuna, koklerin amonyumu ve nitrati depolayabilme

kapasitelerinin farkli oldugundan dolay1 uygun olmadig: seklinde elestirilmistir.

Uygun konsantrasyonlarda (1-10 mM) nitrat uygulamasinin bitkilerde yan kok
olusumunu stimiile ederken (Drew 1975; Zhang et al. 1999), 10 mM dan yiiksek
konsantrasyonlarda yan kok olusumu (Stitt and Feil 1999; Zhang et al. 1999; Guo et al.
2005) ve primer kok olusumu (Linkohr et al. 2002; Tian et al. 2005) iizerine inhibe
edici etkiler gosterdigi rapor edilmistir. Nitratin yan kok olusumu iizerine stimiile edici
etkisinin nitrat iyonunun bir besin elementi olmasinin 6tesinde bir sinyal olarak rol
oynadig1 hipotezini destekler veriler sunulmustur (Zhang et al. 1999). Nitratin sistemik
inhibe edici etkisinin bitkilerde i¢csel N durumu tarafindan kontrol edildigi rapor
edilmistir (Forde 2002). Scheible et al. (1997) yapraklardaki nitrat igerigi ile total kok
bliylimesi arasinda 6nemli diizeyde negatif bir korelasyon belirlemis ve kok biiyiimesini
diizenleyen ve i¢sel N durumunu yansitan bir sinyal olarak rol oynayabilecegini ileri

siirmiislerdir.

Inorganik azotun organik azotlu bilesiklerin yapisina katilmasi bitkiler i¢in hayati
oneme sahiptir. Inorganik azotun aminoasitlerin yapisina katilmasi i¢in GS/GOGAT
yolunun kullanilmasi yasam icin Onemlidir ¢iinkii {retilen glutamat ve glutamin
bliyliyen bitkide ihtiya¢ duyulan aminoasitler/proteinler, niikleik asitler, klorofiller,
poliaminler ve sekonder metabolitler (6rnegin alkoloidler) gibi azotlu bilesiklerin
biyosentezi i¢in gerekli olan temel amino-dondérlerdir. N-asimilasyonu bitkilerde karbon
metabolizmasi ile yakindan ilgili olmalidir ¢iinkii GS aktivasyonu i¢in ATP, ve
GOGAT aktivasyonu i¢in C-iskeletleri ve indirgenmis ferrodoksin (yapraklarda) veya
NADH (koklerde) indirgeyicilerine ihtiya¢ duyduklar1 ¢ok sayida makale ile rapor
edilmistir (Huppe and Turpin 1994; Lancien et al. 2000; Stitt et al. 2002; Britto and
Kronzucker 2005; Foyer et al. 2006). Toprakta diisiik konsantrasyonlarda alinan veya
nitratin asimilasyonu ile tiretilen amonyumun esas olarak GS/GOGAT yolu ile asimile
edildigi su anki bilgilerimizle sabittir fakat bu durum amonyumun glutamin sentaz (GS)
enzimine afinitesinin yiiksek olmasindan kaynaklandigi bildirilmistir (Miflin and Lea

1980). Genel olarak, amonyum asimilasyonu iizerine yapilmakta olan g¢aligmalarda
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yiikksek GS aktivitesine sahip olan bitkilerin amonyum toksisitesine daha dayanikli

oldugu rapor edilmistir (Magalhaes et al. 1992; Glevarec et al. 2004).

Diger taraftan geri donilisimlii olarak 2-oxoglutarattan glutamat sentezleyen GDH
enziminin fizyolojik rolii ilizerine tartigmali sonuglar bildirilmistir. GDH enziminin
hiicrelerde yiiksek amonyum konsantrasyonlarinda aktif olan bir stres enzimi oldugu
rapor edilmistir (Loulakakis et al. 1994; Harrison et al. 2000). GDH enzimini kodlayan
genleri asir1 ifade olmus tiitiin bitkilerinin herbisitlere ve amonyumun toksik etkilerine
kars1 daha dayanikli oldugu ve bununla birlikte bitki biyomasinda artisa ve strese
toleransinin daha yiiksek oldugu rapor edilmistir (Ameziane et al. 2000). Oyle
goriiniiyor ki GDH asir1 miktarda amonyumun hiicrelerde bulundugu sartlarda
amonyumun asimilasyonunda veya glutamatin katabolize edilmesinde, ve sitosolik GS
tarafindan  asimilasyonu igin gerekli transport bilesiklerinin (2-oxoglutarat)
saglanmasinda rol oynayabilir. Nitekim GDH enziminin glutamatin yeniden kullanimi1
(2-oxoglutarata doniistiirerek) iizerine rol oynadigi da rapor edilmistir (Robinson 2001).
Ancak GDH enziminin, hiicresel amonyum konsantrasyonlar1 yiiksek bulundugu
durumlarda GS varliginda ve yoklugunda da (GS kodlayan geni baskilanmais bitkilerde)
amonyum asimilasyonuna karistigi ve bdylece hiicresel amonyum ve nitrat
konsantrasyonlarinin de§isiminde de rol oynadigi rapor edilmistir (Srivastava and Singh
1987; Frechilla et al. 2002). Yapilmis olan ¢alismalardan elde edilen sonuglara genel
olarak bakinca bitki metabolizmasinda GDH enziminin rolii iizerine net bir ciimle

yazmak oldukca zor ve ¢cok daha kapsamli ¢aligmalara ihtiya¢ duydugu agiktir.

Amonyumla beslenen bitkiler iizerine nitratin yararl etkilerinin mekanizmasini anlamak
lizere tasarlanmis bir ¢alismada Garnica et al. (2009) amonyumla beslenen bugday
bitkilerinde etilen liretiminin ve poliamin (6zellikle spermidin) i¢eriginin ortamdaki azot
kaynagi olan amonyum, nitratla degistirildiginde arttigin1 rapor ettiler. Hatta ytliksek
konsantrasyonda (5 mM) nitrat uygulandiginda amonyum kontrollerine kiyasla putresin

konsantrasyonunda azalma oldugunu gozlemlediler.
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Cok sayida calisma ortamda bulunan amonyumdan kaynaklanan negatif etkilerin bazi
bitkilerde yine ortamda bulunan nitrat iyonlar1 tarafindan bertaraf edildigini gostermistir
(Britto and Kronzucker 2002; Cruz et al. 2003). Hatta bu etkinin besin soliisyonunda
cok diisiik konsantrasyonlarda nitrat bulundugu durumlarda da goézlendigi rapor
edilmistir (Rahayu ef al. 2005). Amonyumla beslenen bitkilere uzun ve kisa dénemli
nitrat saglandiginda bitkilerin yaprak biiylimesinin kok-kaynakli sitokinin aktivasyonu
sayesinde stimiile edildigi rapor edilmistir (Rahayu et al. 2005). Ancak nitratin
amonyumla beslenme {izerine bu yararli etkilerinin fizyolojik ve biyokimyasal dogasi
hakkinda bilinen ¢ok az veri bulunmaktadir. Baz1 ¢caligmalar bu yararl etkinin fizyolojik
pH da meydana gelen degisimlerden (Babourina et al. 2007), uygun karboksilat
diizeylerinin siirdiiriilmesinden (Feng et al. 1998), veya poliaminler gibi bazi
hormonlardan ve prolin diizeylerinde meydana gelen degisimlerden (Houdusse et al.

2005) kaynaklanabilecegini ileri stirmiislerdir.

Bitkilerde kok yapisi (Zhang and Forde 1998), yaprak gelisimi (Walch-Liu et al. 2000),
tohum dormansisi (Alboresi et al. 2005) ve ¢igceklenme (Stitt er al. 2002) gibi bitki
biiylimesi ve gelismesi lizerine azot kaynaklarinin ve miktarlarinin etkili oldugu rapor

edilmistir.

Azot kaynaklarina cevapta bitkilerde meydana gelen metabolik, fizyolojik ve gelisimsel
adaptasyonlar bir dereceye kadar gen ekspresyonunda meydana gelen degisikliklerden
kaynaklanir. Arabidopsis ve diger bitkilerde global gen ekspresyonu {izerine nitrat ve
nitratin indirgenmesi ile elde edilen azotlu bilesiklerin sinyal molekiiller olarak rol
oynadiklar1 bildirilmistir. Cok sayida mikrodizi ¢alismalar1 azot-sorumlu genlerin ¢ok
degisik metabolik yollarda rol oynadiklarini gostermistir (Wang et al. 2000, 2003,2004,
2007; Scheible et al. 2004; Palenchar et al. 2004; Price et al. 2004; Gutierrez et al.
2007, 2008; Gifford et al. 2008).

Nitrat bitkilerde degisik metabolik yollarla ilgili oldugu kesfedilen binlerce genin
ekspresyonunu diizenler. Bu genlerin ¢ogu 100 nM gibi ¢ok diisiik konsantrasyonlarda

uygulandiginda bile dakikalar igerisinde (uygulamadan yaklasik 20 dk sonra bile) bu



37

genlerin cogunun farkli ekspresyon 6rnekleri sergiledikleri rapor edilmistir (Wang et al.
2003, 2004; Palenchar et al. 2004; Price et al. 2004; Gifford et al. 2008). Ornegin nitrat
kendi bagina nitratin alim1 ve asimilasyonu; nitrat rediiktaz, nitrit rediiktaz enzimleri, ve
nitratin indirgenmesi i¢in gerekli olan indirgeyicilerin saglandig1 oksidatif pentoz fosfat
ve glikoliz yollarin1 da kontrol eder (Wang et al. 2004; Guiterrez et al. 2007; Gifford et
al. 2008). Nitrat ayrica karbon metabolizmasina karisan genlerin ekspresyonunu da
diizenler, bdylece inorganik azotun amoniasitlere asimilasyonu icin gerekli organik
asitlerin iiretimini de kontrol eder (Wang et al. 2000, 2003; Palenchar et al. 2004; Price
et al. 2004).

Azot ve karbon (C) metabolizmasi arasindaki iliski bitkilerin normal biiylime ve
gelismeleri icin hayati 6neme sahiptir (Huppe and Turpin 1994). Son zamanlarda
genomik yaklasimlar C ve N arasindaki interaksiyonlarin metabolik yollarin 6tesinde
yakin iligkili oldugunu rapor etmislerdir (Gutierrez et al. 2007, 2008; Palenchar et al.
2004; Price et al. 2004). Nitrata cevap veren genlerin ¢ogunun karbona da cevap
vermeleri C ve N sinyal yollarinin gen ekspresyonunu diizenlemek icin birlikte
calistiklarin1 géstermektedir. Nitratla regiile olan diger yollar hormon metabolizmasi ve
transportu, protein sentezi ve sinyal iletim yollaridir (Wang et al. 2003,2004; Scheible
et al. 2004).

Bir sinyal molekiil olarak nitratin, nitrat asimilasyonu ile elde edilen metabolitlerin
sinyal etkilerinden ayirmak i¢in Wang et al. (2004) nitrat rediiktaz enzimini kodlayan
genleri baskilanmis mutant ve yabani tip Arabidopsis bitkilerinde nitrat indirgenmesi ve
asimilasyonu ¢aligmalar1 yaptilar. NR enziminin olmayisi nitrat indirgenmesini onler ve
asagl yonlii metabolik sinyallerin iiretimini bloke eder. Yabani tip ve mutant bitkilerde
nitrat tarafindan benzer sekilde diizenlenen genlerin sadece nitrat iyonlari tarafindan
diizenlendigi diislinlilmiistiir. Bu deneyler nitratin yiizlerce genin sadece nitrat
iyonlarinin hiicre ic¢indeki miktar1 (ve bdylece sinyal molekiilii olarak rolii) ile
diizenlendigini gostermistir. Nitrat transportu, nitrat rediiksiyonu ve asimilasyonu,

bunun icin gerekli enerji, metabolizma, glikolizis, glukoneogenezis, aminoasit
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metabolizmasi, azot ve kiikiirt kullanim1 Arabidopsis’te nitratla diizenlenen prosesler

arasinda oldugu rapor edilmistir (Wang et al. 2004).

Genomiks yaklagimlar bitkilerin nitrat uygulamalarina cevaplarinin hiicre-spesifik ve
hatta doku, organ-spesifik cevaplar olabilecegini gostermistir (Wang et al. 2004;
Gifford et al. 2008). Nitratla diizenlenen genlerin yalnizca bir organda %67 sinin ifade
oldugu ve %82’sinin de baskilandig1 bildirilmistir (Wang et al. 2004). Hiicre spesifik
cevaplarin detayli analizi ile Arabidopsis koklerinde hiicre-spesifik cevaplarin daha
once yapilmig global analizlerde belirtilmeyen transkriptlerin lokal olarak

diizenlendigini ortaya ¢ikarildi (Gifford et al. 2008).

Nitrata verilen cevaplara kiyasla diger azotlu metabolitlerin hiicresel doku-spesifik veya
hiicre-spesifik cevaplar1 hakkinda bilinen olduk¢a azdir. Nitrat indirgenmesinin ilk
iriinii olan nitritin Arabidopsis koklerinde gen ekspresyonunun diizenlenmesi ig¢in
onemli bir sinyal molekiilii oldugu rapor edilmistir (Wang et al. 2007). Bu ¢alismada,
oksidatif pentoz fosfat yolu, karbon metabolizmasi ve amonyum asimilasyonunu da
igeren nitratla diizenlenen genlerin %50 sinden fazlasinin nitrit uygulamasindan 20
dakika sonra farkli sekillerde diizenlendigi rapor edilmistir (Wang et al. 2007). Cok
sayida genin de nitrit spesifik cevaplar vermesi nitrit iyonunun Arabidopsis koklerinde
gen ekspresyonunun diizenlenmesinde bir sinyal molekiil olarak rol oynayabilecegini
gostermistir. Bu ¢alismada nitrite verilen cevaplarin amonyum uygulamalari veya nitrat
rediiktaz (NR) enzimini kodlayan geni baskilanmis mutantta da herhangi bir regiilasyon
Ornegi sergilemedigi rapor edilmistir. Bu sonuclara dayanarak Wang et al. (2007),
Arabidopsis koklerinin nitrat indirgenmesinin direkt {lirlinii olan amonyuma veya nitrik
okside (nitrit NR enzimiyle nitrik okside doniistiiriilebilir) cevap vermedigini fakat
nitriti direkt olarak fark eden bir sinyal sistemine ve bir sensore sahip oldugunu ileri

surdiiler.

Arabidopsis’te inorganik azota verilen gen cevaplarini (Ornegin nitrat, nitrit ve
amonyum) azotun asimilasyonu ile elde edilen iiriinlere (6rnegin glutamat) verilen gen

cevaplarindan ayirmak i¢in inorganik azot (nitrat ve amonyum), glutamat, ve glutamin
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sentetazin inhibisyonunu ve bdylece amonyumun aminoasitlerin yapisina katilmasini
engelleyen methionine sulfoximine (MSX) kombinasyonlar1 kullanarak dikkate deger
bir ¢alisma Gutierrez et al. (2008) tarafindan gergeklestirilmistir. Bu ¢alisma, azotla
diizenlenen genlerin 6nemli bir oraninin organik azota cevap verdiklerini gdstermistir.
Arastirmacilar bu c¢alismada organik azot sinyalleri ile hiicre duvari biyosentezinin
tesvik edilirken aminoasit ve karbohidrat metabolizmasinin da baskilandigini rapor
ettiler (Gutierrez et al. 2008). Bu sonuclar azot asimilasyonu ve diger hiicresel
proseslerin regiildsyonunun organik azot (bu c¢alismada glutamat) tarafindan

gerceklestirildigini gostermektedir.

Genomiks yaklasimlar bitkilerin azot kisitlamasina (Bi et al. 2007; Peng et al. 2007),
veya yokluguna (Scheible er al. 2004) global cevaplarin1 tanimlamada oldukga
aciklayict olmustur. Arabidopsis’te azot yoklugunun fotosentezde, klorofil sentezinde,
plastidlerde gerceklesen reaksiyonlarda (amonyum asimilasyonu, pentoz fosfat yolu
gibi), ve protein sentezinde ¢ok sayida genin baskilanmasi, mitokondriyal elektron
transportunun yeniden programlanmasi ve sekonder metabolizmada rol oynayan c¢ok
sayida genin ifade diizeylerinin artmasi sonuglarint dogurdugu rapor edildi (Scheible et
al. 2004). Diger taraftan, nitrat kisitlamasi ile protein degredasyonu, antosiyaninin
biyosentezi ve fenilpropanoid yollarindan sorumlu genlerin ifade diizeylerinde artis
gozlenirken fotosentez ve klorofil, proteinler ve niikleotidler gibi azotlu bilesiklerin
sentezinden sorumlu genlerin ifadelerinin baskilandigi rapor edilmistir (Bi et al. 2007;
Peng et al. 2007). Azot kisitlamasina ve yokluguna cevap veren c¢ok sayida genin
transkripsiyon faktorleri, sinyal iletimi ve hormon sentezi ile hormonal cevap ig¢in
gerekli proteinleri kodladigi rapor edilmistir (Bi et al. 2007; Peng et al. 2007).
Bitkilerde diizenleyici rol oynayan bu faktorlerin daha detayli arastiriimasi

gerekmektedir.

Bitkilerde fosfat ve siilfat agligina cevapta mRNA stabilitesinin mikroRNA’larla
(mikroRNA’lar kodlanmayan RNA molekiilleridir, yani DNA’dan transkripsiyonu
yapilan ancak proteine gevirisi yapilmayan genler tarafindan kodlanirlar. Bunlar mRNA

ile esleserek mRNA coklugunu ve ¢evirisini kontrol ederler) post-transkripsiyonal
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diizenlenmesinin 6nemli oldugu gosterilmistir (Jones-Rhoades et al. 2004; Fujii et al.
2005; Bari et al. 2006). Son zamanlarda yapilmis ¢alismalar mikroRNA larin bitki N
cevaplarinda da o6nemli roller iistlenebilecegini gostermistir. Yapilmis iki Onemli
mikrodizi analizi ile c¢ok sayida mikroRNA hedeflerinin nitrat ve/veya sukroz
uygulamalariyla diizenlendigini ve bdylece nitrat ve/veya sukroz tarafindan diizenlenen
gen ekspresyonunun mikroRNA larla kontrol edildigini gostermistir (Wang et al. 2000;
Gutierrez et al. 2007). Azot uygulamalarinin protein sentezi ve degradasyonunu
gerektiren proteinlerin transkript diizeylerinin, ¢cok sayida protein kinazlarin ve protein
fosfatazlarin diizeylerinin diizenlenmesinde de rol oynadiklar1 gosterilmistir (Wang et
al. 2003, 2004; Scheible et al. 2004; Gutierrez et al. 2007). Bu calismalarda
arastirmacilar azotun c¢ogunlukla post-transkripsiyonal, translasyonal ve/veya post-

translasyonal diizeyde degisimlere sebep oldugunu ileri stirmiislerdir.

Fitohormonlar bitki biliylimesi ve gelisiminde ©nemli roller oynayan anahtar
regiilatorlerdir. Genetik ve fizyolojik deliller N durumunun ve mevcudiyetinin
bitkilerde hormon homeostazisi ve/veya sinyali ile meydana gelen morfolojik
degisimleri tetikledigini gostermistir. N varligi ve miktart ile iligkili oldugu ileri siiriilen
iki hormon oksin ve sitokinindir. Sitokinin hormonunun koklerdeki azot miktarinin
govdeye bildirilmesinde sinyal rol {istlendigi rapor edilmistir (Takei et al. 2002). Bu
caligmada bitki koklerine nitrat saglandiginda koklerde sitokinin diizeylerinde énemli
artiglar ve sitokinin hormonunun ksilem damarlarina translokasyonunun hizlandigi
rapor edilmistir. Nitratin, sitokinin biyosentezi i¢in anahtar bir enzim olan /P73
transkript diizeylerinde 6nemli artiglara sebep oldugu bildirilmistir (Wang et al. 2004;
Take1 et al. 2004). Nitrata verilen cevaplarda iki 6nemli sinyal yolunun oldugu rapor
edilmistir: nitrat-spesifik yol ve sitokinin-bagimli yol (Sakakibara et al. 2003). Nitrat
asimilasyonu ve aminoasitlerin ve niikleotidlerin sentezinde rol alan nitrat spesifik
genlerin ve sitokinin-bagli genlerin protein sentezi igin artan kapasite ve gelisimsel

programlarla ilgili oldugu rapor edilmistir (Sakakibara et al. 2006).

Nitratla diizenlenen genlerin network analizleri ile oksin-nitrat baglantis1 ortaya

cikarilmistir (Gutierrez et al. 2007). Oksin hormonunun, yan kék olusumunun nitratin
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yikksek konsantrasyonlarda oldugu durumlarda inhibisyonunda rol oynayan
yapraklardan koklere bir sinyal rolii istlendigi ileri siiriilmiistiir (Forde 2002; Walch-
Liu et al. 2006). Bu hipotez mantiklidir ¢ilinkii oksin hormonunun yan koklerin
gelisimini diizenledigi artik iyi bilinmektedir (Bhalerao 2002). Siirekli olarak yiiksek
konsantrasyonlarda (50 mM) nitrat iceren biiyiime ortaminda yetistirilen Arabidopsis
bitkilerinin koklerinde, azot kaynag: olarak diisiik konsantrasyonlarda nitrat (0.1 mM)
iceren grupta nitrat konsantrasyonundaki azalmayla paralel olarak oksin miktarinda artig
rapor edilmistir (Walch-Liu et al. 2002). Qiuyiing et al. (2008) misirda artan
konsantrasyonda nitratin sebep oldugu kdk biiylimesinin inhibisyonunun koklerde oksin
diizeyleri ile ilgili oldugunu rapor ettiler. Bu sonuglar yliksek konsantrasyonlarda
nitratin oksin biyosentezini inhibe ettigi ve yapraklardan koklere translokasyonunu
engelledigini gosterir. Ancak oksine de bagli olan bir yolla (De Smet et al. 2003)
yiiksek nitrat konsantrasyonlarinda yan kdk olusumunun engellenmesinde absisik asitin

(Walch-Liu et al. 2002; Zhang et al. 2007) de rol oynadig ileri siiriilmiistir.

Sessil yasam sekillerinden dolay1 bitkiler siirekli olarak biyotik ve abiyotik stres
faktorleriyle yilizlesmek zorundadirlar. Solunum metabolizmasi bitkilerin yaralanma,
diistik sicaklik, hipoksia, besin kitligi, tuzluluk ve patojen enfeksiyonu gibi degisik stres
sartlarina biyokimyasal diizeyde aklimasyonlarinda Onemli roller oynadiklari cesitli
arastirmacilar tarafindan onemli bulgularla birlikte rapor edilmistir (Givan 1999;
Siedow and Umbach 2000; Mgller 2001; Tiwari et al. 2002; Millenaar and Lambers,
2003; Vance et al. 2003; McDonald andVanlerberghe 2005; Ribas-Carbo et al. 2005;
Plaxton 2005). Glikoliz ve TCA dongiisiiniin ¢ogu enzim ve ara iriinii stres
aklimasyonunu kolaylastirmak icin degisiklige gider. Ornegin Pi veya Fe," eksikligi,
veya Al;" toksisitesi durumlarinda gogu bitkide 6nemli miktarda sitrik asit ve malik
asitin koklerden disar1 salindig1 rapor edilmistir (Neumann and Rumheld 1999; Lopez-
Millan et al. 2000; Ma et al. 2001; Massonneau ef al. 2001; Ryan et al. 2001; Tesfaye et
al. 2001; Schulze et al. 2002; Vance et al. 2003; Shane et al. 2004; Cramer et al. 2005).

Bitkilerin yesil kisimlarinda fotosentetik elektron transport zinciri bitkilerde ROT

tretiminin ana kaynagi konumunda iken miETS de yesil olmayan dokularda ve



42

karanlikta fotosentetik dokularda ROT iiretiminin en fazla gergeklestigi bolgelerdir
(Mgller 2001; McDonald and Vanlerberghe 2006). Bununla birlikte bu genel goriise
aykir1 sonuglar da rapor edilmistir. Ornegin bugday yaprak mitokondrilerinin kloroplast
ve peroksizomlarindan ¢ok daha fazla ROT-modifiye proteinler icerdigi rapor edilmistir
(Bartoli et al. 2004). Ciinkii zararli ROT {iretimi aerobik solunumun kag¢inilmaz
sonucudur. Degisik biyotik ve abiyotik stres sartlari altinda Mitokondriyal ETS
tarafindan artan in vivo ROT {iretiminin arttif1 gosterilmistir (Meoller 2001; McDonald
and Vanlerberghe 2005). Ornegin kronik oksidatif strese maruz birakilan Arabidopsis
hiicrelerinin  miETS akis hizinda ve O, aliminda artisla birlikte ROT tiretiminde artma,
ATP {iretiminde azalma ve programli hiicre dliimleri rapor edilmistir (Tiwari et al.

2002).

Stiperoksit ve peroksit gibi reaktif oksijen tiirlerinin iiretimi aerobik metabolizmanin
kacinilmaz sonuglaridir. Yesil olmayan bitki hiicrelerinde miETS ROT iiretiminin en
onemli kaynagidir. Bitkilerde reaktif oksijen tiirleri 6zellikle kloroplastlarda (Foyer et
al. 1994), mitokondrilerde (Chance ef al. 1979) ve azot fikse eden nodiillerde (Becana et
al. 2000) istenmeyen iriinler olarak olusurlar. ROT iiretimi 6zellikle peroksizomlarda
gerceklesen degisik metabolik yollarda da gergeklesir ve bu reaksiyonlarla tiretilen ROT
patojen istilas1 gibi degisik stres faktorlerine karsi bir silah olarak kullanilir. ROT
proteinlere, lipidlere ve DNA ya zarar verebilecegi igin ROT iiretimi ve etkisiz hale
getirilmesi mekanizmalar1 tam bir denge halinde islemelidir. Bu yiizden biitiin hiicre
kompartmanlar1 ROT sebebiyle kaynaklanan zararlarin onarilmasinda ve asirt ROT

tiretiminin engellenmesinde rol oynamalidir.

Memelilerin mitokondrilerinde toplam oksijen tiiketiminin %]1-5 inin (Chance et al.
1979) bitki mitokondrilerde ise yaklasik %1 inin ROT {iretimi ile sonuglandigi rapor
edilmistir (Puntarulo er al. 1988). Diger taraftan bitki mitokondrilerinde solunumla
ROT iretiminin artan AOX aktivasyonu ile azaldig1 rapor edilmistir (Purvis 1997,
Braidot et al. 1999). AOX aktivasyonu ile ROT iiretiminin diiglisii durumunun, artan
AOX aktivasyonu ile birlikte ubikinonun asir1 indirgenmesinin azalmasi mekanizmalari

ortaya atilmistir (Lambers 1982; Hoefnagel ef al. 1995; Rasmusson et al. 2009).
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AOX kapasitesinin, protein miktarinin ve AOX kodlayan mRNA transkript miktarinin
cesitli biyotik ve abiyotik stres sartlar1 altinda arttig1 birgok aragtirmayla rapor edilmistir
(Simons et al. 1999; Djajanegara et al. 2002; Sieger et al. 2005; Rasmusson et al.
2009). AOX proteinindeki bu degisimler stres sartlar1 altinda artan ROT miktarinin
AOX proteinini kodlayan gen ekspresyonunu artirdigi seklinde bir yaklasimla
aciklanmigtir. Mitokondriler, 6zellikle kompleks I ve III bulundugu kisimlardaki
salinimin biiyiik katkistyla ROT {iiretiminin bitkilerde kloroplastlardan sonra en yaygin
oldugu bitki organelidir (Noctor ef al. 2007). Stres sartlar1 altinda AOX gen
ekspresyonunun artmast durumu AOX in ubikinon indirgenme diizeyini azaltmak ve
boylece ROT iiretiminin azalmasi seklinde yorumlanmistir (Purvis and Shewfelt 1993;
Moller 2001; Rhoads and Subbaiah 2007). Bununla birlikte AOX aktivitesinin
ortamdaki molekiiler oksijen miktarinin azalmasina katkida bulunarak ROT {iretiminin

engellenmesine yardime1 olabilecegi de bildirilmistir (Gupta et al. 2009).



3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Yararlanilan alet ve cihazlar

Nanodrop Spektrofotometre
Elisa Okuyucusu

Real Time PCR Sistemi
Thermal Cycler (PCR)
Affymetrix GeneChip Scanner 3000
Kuru Blok Isitict

Santrifiij

Ultra mini santrifiij
Sogutmali santrifiij
Spektrofotometre

pH metre

Hassas terazi

Otomatik pipetler

Iklim Dolabi

Calkalayici

Isiticili manyetik karistiric
Derin Dondurucu (-20°C)
Derin Dondurucu (-85°C)
Elektroforez Sistemi
Western Blotlama Sistemi
Kar makinesi

Calkalayici

Otoklav

: Thermo Scientific, USA.

: Fuke, USA

: Corbett Research, Sydney, Australia
: Gene Tool, Model: PTC-225, USA

: Affymetrix, Santa Clara, CA, USA

: Cole-Parmer, UK

: IEC Clinical santrifiije, USA.

: Spectra Scientific Ltd. KD1200 R.O.C.
: Juan CR4-12, USA

: Cecil Instruments. UK.

: Perkin-elmer, Coleman 28c¢ Metrion.
: Shimadzu AY 220, Japonya

: Fischer Comp.

: Binder KBW 400, Almanya

: GFL Comp.

: IKA Cambing RCO

: Kirsch, Almanya

: Thermo Scientific, USA

: Bio-Rad, USA

: Bio-Rad, USA

: ZBE 250 Ziegra, UK

: Model SK-600 Montreal Biotech Inc.
: Model PS/RSV/SH450 Priorclave, UK
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3.1.2. Kullanilan c¢ozeltiler ve hazirlanis bicimleri

Arastirma siiresince kullanilan ¢ozeltilerin kullanildig1 yerler ve hazirlanis bigimleri
asagida sunulmustur. Calismalarimizda kullanilan kimyasal maddeler Sigma, Fluka,

Merck ve Fischer firmalarindan temin edilmistir.

1. Somerville ve Ogren besin ¢6zeltisi (Arabidopsis hidroponik kiiltiirleri i¢in dnerilen
makrobesin elementleri x0.5 oraninda ve Tobacco BY-2 hiicre kiiltiirii i¢in x1 oraninda
kullanilmistir): 2,5 mM KH,PO4 (pHS.6), 2 mM MgSO4, 2 mM Ca(NOs),, 50 uM Fe-
EDTA ve azot kaynagi olarak 1 mM KNO; veya 1 mM (NH4),SO4 makro besin
elementleri (azot kaynagi olarak 1 mM (NH4),SO4 kullanilmis gruplarda KNO; yerine
KCl ve Ca(NOs), yerine ayni konsantrasyonda CaCl, kullanilmistir) ile 70.0 mM
H3BOs, 14 mM MnCl,, 0.5 mM CuSOs, 1 mM ZnSOy, 0.2 mM NaMoO,, 10 mM NaCl
ve 0.01 mM CoCl, mikro besin elementleri igeren ¢ozelti.

2. Tobacco BY-2 besin ¢ozeltisi (Tobacco BY-2 hiicre kiiltiirii i¢in kullanilmstir): 1
litre hacimde x1 oraninda Somerville ve Ogren besin ¢ozeltisine %2 sakkaroz, 1mg
Thiamine HCI, 100mg myo-inositol ve 0,2 mg 2,4-D ilave edilmis, ortamin pH s1 5.0 a
ayarlanmig ve ortamin pH s1 5SmM MES tamponu ile sabitlenmistir.

3. %1 fenol-%0.005 sodyum nitroprusid soliisyonu (amonyum tayini i¢in
kullanilmustir): 1 gr fenol sicakhigi 45-50°C ye getirilmis 100 ml hacimde ddH,O
igerisinde ¢oziilmiis ve daha sonra 0.005 gr sodyum nitroprusid ilave edilerek
hazirlanmastir.

4. %1 sodyum hipoklorid - %0.5 sodyum hidroksit soliisyonu (amonyum tayini igin
kullanilmistir): 1 ml sodyum hipoklorit 100 ml ddH»O igerisinde karigtirilmis ve bunun
icerisinde 0.5 gr sodyum hidroksit ¢oziilerek hazirlanmigtir.

5. Nitrat rediiktaz ekstraksiyon tamponu (nitrat rediiktaz aktivite 6l¢iimii i¢in
kullanildy): Igerisinde 250 mM Tris (pH 8.0), 0.1 mM EDTA, 1 uM Na;MoOy, 5 uM
FAD, 3 mM DTT, %1 BSA, 12 mM B-mercaptoethanol, ve 250 uM PMSF igeren
¢oOzelti.

6. Nitrat rediiktaz reaksiyon karisimi (nitrat rediiktaz aktivite 6l¢iimii i¢in kullanildi):

100 mM KNOj3, 100 mMKH,PO;4 (pH 7.5) ve 0.2 mM NADH igeren ¢ozelti.
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7. %1 sulfanilamide ¢ozeltisi (nitrat rediiktaz aktivite 6l¢limii i¢in kullanildi): 100 mg

sulfanilamide 10 ml hacimde ve 3N konsantrasyonda HCI ¢ozeltisi igerisinde ¢oziilerek

hazirlanir.

8. Ayirma jeli (elektroforez islemleri i¢in kullanilmistir): 14.7 ml ddH,O, 7.5 ml —
1.5M

Tris/Cl (pH 8.8), 300 ul SDS (%10), 7.5 ml akrilamid (%40), 150 pl amonyum persulfat

(%10), ve 10 ul TEMED den elde edilen karigim.

9. Yigma jeli (elektroforez islemleri i¢in kullanilmistir): 12.8 ml ddH,0, 5 ml-0.5 M

Tris/Cl (pK 6.8), 200 pl SDS (%10), 2 mL akrilamid (%40), 100ul amonyum persiilfat

(%10) ve 20 ul TEMED den elde edilen karisim

10. TBE tamponu (elektroforez islemleri i¢in kullanilmistir): 45 mM Tris, 89 mM borik

asit ve 1 mM EDTA igeren ¢ozelti.

11. Yiikleme tamponu (elektroforez islemleri i¢in kullanilmistir): TBE tamponu

icerisine %40(w/v) oraninda sakaroz ve % 0.25(v/v) oraninda bromo-fenol blue ilave

edilerek hazirlanmstir.

12. Yiiriitme tamponu (elektroforez islemleri i¢in kullanilmistir): 1 litre ddH,O da 3g

Tris, 14.5g glisin, ve 1g SDS ile hazirlanmistir.

13. Master-mix (Real time PCR 6l¢timleri i¢in kullanilmistir): her reaksiyon i¢in; 11,6l

ddH,O0, 2 pl 10xPCR tamponu (ticari olarak saglanmistir), 2.2 pl-25mM MgCl,, 1.6 pl-

2.5 mM dNTP, 0.2 pul SYBR-green soliisyonu, 0.2 ul Taq polimeraz, 0.1 pl primer#1

(50 uM), ve 0.1 pl primer#2 (50 pM) igeren karisim. Her bir 6rnege ait PCR ol¢limii

icin 18 pl master-mix ve 2 pl de cDNA kullanilmastir.

14. Transfer tamponu (western blotlama islemleri i¢in kullanilmistir): ddH,O igerisinde

coziilerek hazirlanmis olan 10 mM CAPS c¢ozeltisi igerisinde %20 (v/v) oraninda olacak

sekilde metanol ilave edilmis ve NaOH pelletleri ile pH 11 e ayarlanarak hazirlanmistir.

15. TBST tamponu (western blotlama islemleri i¢in kullanilmistir): 1 litresinde 2.42 gr

Tris, 8 gr NaCl, 1.2 ml konsantre HCI, 1 ml Tween-20 i¢eren ¢ozelti.

16. ECL soliisyonu (western blotlama ile jelden nitroseliiloz membrana aktarilan

proteinlerin rontgen kagitlarina transferi isleminde kullanilmigstir): soliisyon 1: 0.13 mM

Luminol, 0.017 mM p-Coumaric acid, 0.01 M Tris (pH 8.5) + soliisyon 2: 0.033 mM

H,0,, 0.01 M Tris (pH 8.5).

17.20 mM NADH soliisyonu (NADH standart grafik hazirlanmasi i¢in kullanilmistir):
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15.6 mg NADH (763 g/mol) 1 ml hacimde 100 mM konsantrasyonda NaOH igerisinde
coziilerek hazirlanmis ve -80 °C de muhafaza edilmistir. Kullanilmadan once ornekler
95°C de 10 dk 1sitilmustir.

18. 20 mM NADPH soliisyonu (NADPH standart grafik hazirlanmasi icin
kullanilmistir): 17.2 mg NADPH (833.4 g/mol) 1 ml hacimde 100 mM konsantrasyonda
NAOH igerisinde ¢oziilerek hazirlanmis ve -80°C de muhafaza edilmistir.
Kullanilmadan 6nce 6rnekler 95°C de 10 dk isitilmistir.

19. 20 mM NAD soliisyonu (NAD standart grafik hazirlanmasi i¢in kullanilmistir): 13.4
mg NAD (663.4 g/mol) 1 ml hacimde ddH,O igerisinde c¢oziilerek hazirlanmais,
kullanima kadar drnekler -20 °C de muhafaza edilmistir.

20. 20 mM NADP soliisyonu (NADP standart grafik hazirlanmasi i¢in kullanilmagtir):
15.2 mg NADP (734.4 g/mol) 1 ml hacimde ddH,O igerisinde ¢oziilerek hazirlanmais,
kullanima kadar ornekler -20°C de muhafaza edilmistir.

21. NAD(H) reaksiyon karisimi (6rneklerdeki NAD ve NADH miktarlarinin tayininde
kullanilmistir): 0.3 M Tricine/KOH (pH 9.0), 12 mM Na,-EDTA, 0.3 mM PES, 1.8 mM
MTT, 1.5 M EtOH ve 18 U/ml Alcohol Dehydrogenase igeren karisim.

22. NADP(H) reaksiyon karigimi (6rneklerdeki NADP ve NADPH miktarlarinin
tayininde kullanilmistir): 0.3 M Tricine/KOH (pH 9.0), 12 mM Na,-EDTA, 0.3 mM
PMS, 1.8 mM MTT, 9 mM Glukoz-6-P ve 9 U/ml Glukoz-6-P Dehidrogenaz iceren
karigim.

23. Glutatyon reaksiyon karigimi (toplam glutatyon miktarinin belirlenmesi i¢in
kullanilmistir): 10 mM NaH2PO4 (pH 7.8), 0.6 mM DTNB, 6 mM EDTA ve 0.1 mM
NADPH igeren karigim.

24. Total protein ekstraksiyon tamponu (6rneklerin protein miktarlarini belirlemek ve
KAT, POD, SOD, GR enzim aktivitelerini ve protein karbonilasyon diizeylerini
belirlemek amacli protein ekstraksiyonu i¢in kullanilmistir): %2 (w/v) ¢oziilebilir
polyvinylpyrrolidon ve 1 mM EDTA iceren 10 mM KH,PO4 tamponu (pH 7.0).

25. Total protein ekstraksiyon tamponu (6rneklerin protein miktarlarini belirlemek ve
askorbat peroksidaz enzim aktivitesini belirlemek amagli protein ekstraksiyonu igin
kullanilmistir): %2 (w/v) ¢oziilebilir polyvinylpyrrolidon, 1 mM askorbik asit ve 1 mM
EDTA igeren 50 mM KH,PO,4 tamponu (pH 7.8).

26. POD reaksiyon karisimi (guaiakol peroksidaz enzim aktivitesi 6l¢limiinde
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kullanilmistir): 1 mM guaiakol ve 0.5 mM H,O, igeren 50 mM NaH,PO4 (pH 5.5)
tampon ¢ozeltisi.

27. SOD reaksiyon karisimi (siiperoksit dismutaz enzim aktivitesi 6l¢limiinde
kullanilmistir): 13 mM methionin, 75 uM NBT, 2 uM riboflavin ve 0.1 mM EDTA
iceren 50 mM KH,PO, (pH 7.8) tampon ¢ozeltisi.

28. GR reaksiyon karigimi (glutatyon rediiktaz enzim aktivitesi 6lglimiinde
kullanilmistir): 0.5 mM GSSG ve 0.12 mM NADPH-Nay iceren 0.025 M NaH,PO, (pH
7.8) tampon ¢ozeltisi.

29. AP reaksiyon karigimi (askorbat peroksidaz enzim aktivitesi dl¢limii i¢in
kullanilmistir): 0.5 mM askorbik asit, 0.3 mM H,O, ve 0.1 mM EDTA-Na, iceren
50mM KH;POy4 (pH 7.0) tampon ¢ozeltisi.

30. Oksijen tiiketimi 6l¢tim ¢ozeltisi (Tobacco BY-2 hiicrelerinin solunum hizlar1 ve
alternatif oksidaz kapasitesi ol¢iimleri i¢in kullanilmistir): 100 mM HEPES, 100 mM

mannitol, 50 mM KCl igeren ¢ozelti.
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3.2. Yontem

3.2.1. Arabidopsis thaliana ekotip Kolombiya-0 tohumlarmmin hazirlanmasi ve

hidroponik kiiltiir ortam

Lehle Seeds (2366 Round Rock, TX 78680-2366 USA) sirketinden temin edilen
Arabidopsis thaliana Ekotip Kolombiya-0 tohumlart Arabidopsis hidroponik biiyiitme

sistemi (Araponics, Liege, Belgium) kullanilarak hidroponik olarak yetistirildi.

Tohumlar %0.65 agaroz igeren tohum tutuculara yerlestirildi ve bdylece tohum
tutucular igerisinde 1.9 litre besin ¢ozeltisi igeren hidroponik saksilara (onsekiz adet
tohum tutucu bir saksiya) yerlestirildi. Kullanilan besin ¢ozeltisi Somerville ve Ogren
(1982) tarafindan rapor edilen, fakat yarim konsantrasyonda (2.5 mM KNOs, 1.25 mM
KH,PO4 (pH5.6), 1 mM MgSO4, 1 mM Ca(NOs),, 25 uM Fe-EDTA) makronutrient
bilesikleri ile yine bu bilim adamlar: tarafindan rapor edilen mikrobesin elementleri
(70.0 mM H3BOs, 14 mM MnCly, 0.5 mM CuSOy4, | mM ZnSOy, 0.2 mM NaMoOy, 10
mM NaCl and 0.01 mM CoCl,) 1x konsantrasyonda kullanildi. Fizyolojik olarak
gercekei biliylime ortami hazirlamak adina biiylime ortamina herhangi bir karbon

kaynagi (sakaroz gibi) ilave edilmemistir.

Hidroponik kutular (tohumlarla beraber) 4°C’de 2 giin boyunca inkiibe edildi ve daha
sonra 16 saat 151k (100 pmol m™sn™), 8 saat karanlik seklinde ayarlanmis ve igerisi
22/20°C giin/gece ye ayarlanmis iklim dolabina transfer edildi. Yaklasik 10 giin sonra
fidelerin besin ¢ozeltileri yenilendi ve ¢ozeltilerin siirekli havalandirilmasi islemi de
baslatildi (Sekil 3.1). Boylece bitkiler Boyes et al. (2001) tarafindan tanimlanan biiyiime
etab1 5.10’a (Sekil 3.2) gelinceye kadar yetistirildi (yaklasik 10 giin). Biiylime etabi
5.10’a kadar yetismis olan bitkiler azot kaynagi icermeyen (KNOs;, KCI ile ve
Ca(NOs),, CaCl, ile degistirildi) besin ¢ozeltilerine aktarildi. 26 saat sonra (bu siire
bitkilerin kok hiicrelerinin kofullarinda depo ettikleri nitratin yaklasik olarak %80’ini

tilketmeleri icin yeterli idi) besin ¢ozeltilerine gruplara gore farkli azot kaynagi olarak 1


http://www.mapquest.com/maps/map.adp?dtype=a&mapdata=i8rr6UmMevMGGkE%2fsz3wraIxXB%2fUdnclwynFfFVARM1XBnnvvRhZDLWNMnRxupu%2fvYwgmoq2ypBFA0BLsfq%2fMHh2xVJ8XWsHkjmEJohWqR4ck4HIKD518yZ5vkvLQY%2bBYfZwKRZItGv8ZGX%2b2TUshVf6EgzCyZ0G1ikyJshb4IjTIjpt4Mul%2fEm2ITKdwBndk2APc3KPd6kExjXj%2b%2b5TnChuKoTZLxsVxyzpNHkBl0gcUhiuNiQIjWJ4wp64IEkXbBMxzRXEz6eaNn4fF5F5xAMFLfr%2ftOgRG05RDR6pI4hgAQZYZ6%2bu2uuYkT5tl%2f%2fx3u4RlxDf%2bU23zhk4LJJMybav1zIGOSemR7a2cBLv0EKmogaXTe5BeW7fm%2fCG0C0%2blkVkuvZL6KU%3d
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mM KNO; veya 0.5 mM (NH4),SOy ilave edildi. Ortama 1 mM konsantrasyonunda
nitrat ilave etmek i¢in ek olarak 1 M potasyum ve ImM konsantrasyonunda amonyum
ilave etmek i¢in 0.5 M ek siilfat iyonu ilave edildigi i¢in elde edilecek olan degisimlerin
ilave edilen bu iyonlardan m1 kaynaklandig1 konusunda siiphe birakmamak i¢in kontrol
olarak bir gruba da 0.5 mM K,SOy ilave edildi. Yeni azot kaynag ilavesinden hemen
once (0. saat) ve azot kaynag ilavesinden 1.5 ve 8 saat sonra bitkilerin kdkleri hasat
edilerek yapilacak deneysel analizler ig¢in -80°C ye ayarlanmig derin dondurucuda

muhafaza edilmistir.
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i
i

® (A) Etap 0.1, imbibisyon.

® (B) Etap 0.5, radikulanin gikisI.

® (C) Etap 0.7, hipokotil ve kotiledonlar tohum kabugundan ¢ikmis.
° (D) Etap 1.0, kotiledonlar tamamen agilmis.

(E) Etap 1.02, iki rozet yaprak >1 mm uzunlugunda.
(F) Etap 1.04, dort rozet yaprak >1 mm uzunlugunda.

(G) Etap 1.10, On rozet yaprak >1 mm uzunlugunda. Rozetlerin
yarisi olgun, normal buyiklikte

® (H) Etap 5.10, ilk gicek tomurcuklari belirgin (ok ile gosterilmis).
° (1) Etap 6.00, ilk gicek agmis.
® (J) Etap 6.50, giceklenmenin orta dénemleri.

(K) Etap 6.90, giceklenme tamamlanmis.
(L) Etap 9.70, senesens ve tohum hasati icin hazir.

(A) - (F) erken analiz platformuna (hidroponik, agar) gére
belirlenmis.

® (G) - (L) toprak-tabanli biylime platformuna gére belirlenmistir.

Sekil 3.2. Arabidopsis biiyiime asamalar1 (Boyes et al. 2001)
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3.2.2. Nitrat tayini

Hiicre ve dokulardaki nitrat tayini Cataldo et al. (1975)’e gore yapilmistir. Ornekler sivi
azotta dondurulduktan sonra 6 kat hacimde ddH,O ile homojenize edilmistir.
Homojenat 4°C’de maksimum hizda 15 dk santrifijjlenmis ve siipernatant -20°C derin

dondurucuda kullanim i¢in saklanmaistir.

Kullanim i¢in, ornekler safsizliklardan arindirilmak amaciyla 3 dk yiliksek hizda tekrar
santrifiijlenmis (eger besiyeri ¢ozeltisindeki nitrat konsantrasyonu oOlgiilecekse
cozeltiden 40 pL almarak takip eden adimlar aynen izlenmistir), ve 40 pL siipernatant
160 pl, konsantre H,SO, ile hazirlanmis %5 (w/v) salisilik asit ¢ozeltisi ile oda
sartlarinda 20 dk boyunca inkiibe edilmistir. Daha sonra 3.8 ml, 2M NaOH ilave edilmis
ve ornekler buz banyosunda 5 dk sogutulduktan sonra 415 nm’deki absorbans degerleri
okunarak KNOj ile hazirlanmis standart grafikten faydalanilarak orneklerdeki nitrat
miktarlart tayin edilmistir. Koér numune olarak salisilik asit kullanilmaksizin tiim

islemler aynen uygulanan 6rnekler kullanilmistir.
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0,14 -
0,12 +
0,1

0,08 -

0,06 -

Absorbans (415 nm)

y = 0,0029x + 0,0041

0,04 -
R? = 0,9945

0,02 -

0 10 20 30 40 50 60

Nitrat konsantrasyonu (pmol)

Sekil 3.3. Nitrat tayininde kullanilan standart grafik.
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3.2.3. Amonyum tayini

Hiicre ve dokulardaki nitrat tayini Brautigam et al. (2007) e gore yapilmustir. Ornekler
stvi azotla homojenize edilmis ve 100 mg Homojenat 1 ml hacimde 100 mM
konsantrasyonda HCI igerisinde homojenize edilmis ve {iizerine 500 pl kloroform
eklenmistir. Sonra drnekler 4°C de 15 dk bekletilmis ve 12000 g devirle 10 dk boyunca
8°C de santrifiijlenmistir. Siipernatant igerisinde asitle yikanmig aktif kémiir bulunan
bagka bir tiipe aktarilmis, karistirilmis ve 20000g devirle 5 dk boyunca 8°C de
santrifiijlenmistir. Daha sonra stipernatant alinmis ve 1:1 (v/v) oranda 10 mM HCI ile
seyreltilmistir (eger ortam amonyum miktar1 tayin edilecekse sivi Ornekten 1 ml
alinarak esit hacimde 10 mM HCI ile seyreltilmis ve sonraki adimlar aynen takip
edilmistir). Bu soliisyonun 20 pl si 100 pl %1 (w/v) fenol- %0.005 (w/v) sodyum
nitroprusid sollisyonu ile karistirilmis ve tlizerine 100 pl %1 (v/v) sodyum hipoklorid -
%0.5 (w/v) sodyum hidroksit soliisyonu ilave edilmistir. Ornekler 37°C de 30 dk
boyunca inkiibe edilmis ve 620 nm de verdikleri absorbsiyon degerleri kaydedilmis ve

standart grafikten faydalanarak dokulardaki amonyum konsantrasyonlar1 hesaplanmistir.

0.7
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Sekil 3.4. Amonyum tayininde kullanilan standart grafik
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3.2.4. Nitrat Rediiktaz enzim aktivitesinin belirlenmesi

Nitrat rediiktaz enzim aktivitesi tayini Xiaodan et al. (1998)’e gore yapilmistir. Derin
dondurucuda (-80°C) bulunan donmus kok orneklerinden 200 mg alinarak sivi azotta
homojenize edildi ve igerisinde 1 ml ekstraksiyon ¢ozeltisi bulunan eppendorf tiipiine
aktarildi ve vortekslendi. Homojenat 10000g devirde 10 dk santrifiijlendi. 150 pl
siipernatant alinarak 850 pl reaksiyon ¢ozeltisi (100 mM KNOs, 100 mM KH,PO,4 (pH
7.5) ve 0.2 mM NADH iceren ¢ozelti) ile birlestirildi ve karisim oda sicakliginda
karanlikta 2 saat boyunca inkiibe edildi. 2 saat inkiibasyonun sonunda reaksiyon tiiplere
200 pl %1 lik sulfanilamid ve 100 pl 9%0.1°lik N-(1-napthyl) ethylendiamyne
hydrochloride ilave edilerek durduruldu. Son olarak soliisyonun absorbansi 540 nm de
okunarak iiretilen NO,  konsantrasyonu belirlenmis oldu. Orneklerdeki iiretilen NO;”

konsantrasyonlarin1 belirlemek i¢in ticari NO;, ile hazirlanmis standart grafikten

faydalanildi.
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Sekil 3.5. Nitrat Rediiktaz enzim aktivitesi tayini i¢in hazirlanan standart grafik.
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3.2.5. RNA izolasyonu, cDNA sentezi, ve real time PCR

Qiagen Plant RNeasy kit kullanilarak tiretici firmanin Onerilerine gore yapilmis olan

RNA ekstraksiyonunda su yollar izlenmistir;

1. Yaklasik 100'er mg doku 6rnegi havanda s1vi azot icerisinde ezilmis ve steril 2ml-
mikrosantrifiij tliplerine aktarilmistir.

2. Mikrosantrifijj tiiplerine 450 pl RLC™ tamponu ilave edilmis ve vortekslenmistir.

3. Elde edilen lizat, QIAshredder tiipiine transfer edilmis ve 2 dk boyunca tam hizda
santrifiijlenmistir ve elde edilen siipernatant bir RNeasy hiz kolonuna transfer edilmistir.
4. RNeasy hiz kolonuna %2 hacimde etanol (%96-100) ilave edilmis ve 15 sn 9000xg'de
santrifiijlenip slipernatant atilmigtir.

5. 700 ul RW1" tamponu ilave edilmis ve 9000 xg'de 15 sn santrifiijlenip siipernatant
atilmagtir.

6. 400 ul RPE" tamponu ilave edilecek ve 9000 xg'de 15 sn santrifiijlenip siipernatant
atilmstir.

7. 500 ul RPE" tamponu ilave edilecek ve 9000 xg'de 2 dk santrifiijlenip siipernatant
atilmagtir.

8. Elde edilen RNA'y1 ayristirmak amaciyla 30-50 pul RNaz-free su ilave edilip

9000 xg'de 1dk santrifiijlenmis ve RNA konsantrasyonu 260 ve 280 nm dalga
boylarinda oOlglimler yapilmak suretiyle hesaplanmistir. Eger RNA miktar1 >30 ug

cikarsa seyreltme islemi tekrarlanarak konsantrasyon ayarlanmistir.

Real-Time PCR'a baslamadan 6nce elde edilen RNA'larin safligin1 kontrol etmek i¢in
RNA'lar agaroz jelde yiiriitiilerek analizleri yapilmistir. Bu islemde su basamaklar takip

edilmistir;

* Soliisyonlar ticari olarak hazir elde edilmistir.
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1. 0.9 gr agaroz 50 ml TBE tamponu (45 mM Tris, 89 mM Borik asit, | mM EDTA)
ile karistirnlmis ve agaroz tamamen c¢oziiliinceye dek kaynatilmistir. Soliisyon
soguyunca (60°C’nin altina diisiince) 2 ul etidyum bromid ilave edilmis ve jel kasetlere
dokiiliip kuruyuncaya kadar (yaklasik 1 saat) beklenerek yiiklemeye hazir hale
getirilmistir.

2. Analiz i¢in her 6rnege ait igerisinde 600 ng RNA bulunan ikiser tiip kullanilmus,
bunlardan birisi yiiklemeden once 20 dk, 37°C'de inkiibe edilmis ve digeri de buz
banyosunda tutulmustur.

3. Jele yliklemeden dnce kaset sistemine yiikleme tamponu (TBE, %40 sukroz, %0.25
bromo-fenol blue) ilave edilmis, esit hacim ve miktardaki ornekler jellere Hamilton
pipetleri yardimiyla yiiklenmistir. Jelde yiirtitme islemi 72Volt'ta gerceklestirilmistir.

4. Son asama olarak jelde elde edilen bantlar gozlemlenerek RNA'nin saflig1 kontrol

edilmistir.

Elde edilmis olan RNA'min saflig1 belirlendikten sonra PCR amplifikasyonu i¢in uygun
first-strand cDNA sentezine gecilmistir. Sentez i¢in ticari olarak saglanmis olan

“RevertAid-H kiti” kullanilmis ve iireticilerin onerilerine gore su yollar takip edilmistir;

1. First-strand cDNA sentezi i¢in hazirlanmis olan reaksiyon karigimi (500 ng RNA,
0.5 ul oligo(dT) primer, 5.5 pl RNaz-free su) 70°C'de 5 dk inkiibe edilmis ve
soguyuncaya kadar buz banyosunda tutulmustur.

2. Yine buz banyosu iizerinde reaksiyon karisimina 4 pl reaksiyon tamponu*, 1l
Riboniikleaz inhibitérii’ ve 10 mM dNTP karisimindan® 2 pl ilave edilmis ve son
karisim 37°C'de 5dk boyunca inkiibe edilmistir.

3. Inkiibe edilmis son karisima 1 ul RevertAid-H Minus M-MuLV RT (200 u/pl) ilave
edilmis ve bu karisim 42°C'de 60 dk boyunca inkiibe edilmistir.

4. Son olarak 70°C’de 10 dk inkiibe edilmis ve buz banyosuna alinarak reaksiyon

durdurulmak suretiyle first-strand cDNA sentezi tamamlanmaigtir.

* Soliisyonlar ticari olarak saglanmistir.
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Elde edilmis olan cDNA'lar RNaz-free su ile 5 veya 10 kat seyreltilmis ve real-time
PCR islemine gecilmistir. Bu islemde takip edilen basamaklar su sekildedir;

1. PCR reaksiyonlari i¢in hazirlanmis olan master-mix ( her reaksiyon i¢in; 11,6 pl
ddH,O, 2 pl 10xPCR tamponu, 2.2 pl-25mM MgCl,, 1.6 pl-2.5 mM dNTP, 0.2 ul
SYBR-green soliisyonu, 0.2 pl Taq polimeraz, 0.1 pl primer#1 (50uM), ve 0.1 ul
primer#2 (50uM)) sollisyonu pipet yardimiyla iyice karigtirilmig, ve Onceden
sogutulmus metal PCR blogu igerisine yerlestirilmis PCR tiiplerine 18 pl master-mix
ilave edilmistir.
2. Bir 6rnek i¢in kullanilmis olan {i¢ ayr tiiple sirastyla, 2 pl standart (pozitif kontrol),
2 ul ¢cDNA, ve 2 pl ddH,0O (negatif kontrol) ilave edilmis ve Real-Time PCR cihazina
yerlestirilmistir.
3. PCR cihazinda dongiiler;

e | dongii 2 dk 40 sn 94°C,

e 35 dongii 30 sn 94°C, 30 sn 60°C, 1dk 72°C

e | dongi 5dk 72°C, 1 dk 25°C
seklinde ayarlanmistir. Nisbi transkript kantitasyonu Rotor Gene software version
1.7.87 kullanilarak analiz edilmistir. Real time PCR analizi i¢in kullanilan primerlerin

listesi ¢izelge 3.1°de verilmistir.

Cizelge 3.1. Real time PCR analizi i¢in kullanilan primerlerin listesi

Gen AGI# Forward primer sekansi (5' > 3") Reverse primer sekansi (5' > 3")
76 kDa alt tinite, Kompleks I At5g37510 AAGTTGCTGGGGTTCAGGAT TTGAGGTCAAGGCTCCAACA
Glutamat dehidrogenaz 2 At5g07440 CACTGGAAAGCCCATTGATCT TGTCGCTTACTGCAACCACT
Nitrat rediiktaz 1 Atlg77760 AAAAGGCTACGCTTATTCTGGAG ACTTGTTCGGTTTCTCCTGGT
PINOID-baglayici protein 1 At5g54490 GGAGATCTAACGGACGACGA TGACGCTTCCATCAATTCAG
WRKY70 transkripsiyon faktor At3g56400 AATGCCAAATTCCCAAGAAG GGAGTTTCTGCGTTGGTGTTAC
Nodulin-benzeri protein At2g39510 AAATTCGCACTGAACCAAGG TCTTCGGCCGTATTTTTCTATC
CBL-etkilesimli protein kinaz 13 At2g34180 AGAAGGTGGACAAGGAGCAA TTCTAGCCTCACGCTCCAAT
Myo-inositol oxigenaz 4 At4g26260 ATTGGACGGAGGATTTTCG TCAGCCCTCATCTTTTTCACA
Prolin oxidaz At5g38710 GCATAACACAGACTCGGGTAAAC CGCCGGATAAGGTATGGAAT

NAC-domain transkripsiyon faktor 47 At3g04070 GATCCATGGGATTTACCAGC CATGAAACCCTTCACCATTTG
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3.2.6. Mikrodizi hibridizasyonu ve veri analizi

Mikrodizi teknolojisi niikleik asitlerin secici ve farkliliga dayanan hibridizasyon
yontemi ile elde edilen gen ekspresyon analiz sonuglarini kullanir. Bu teknolojide ilk
olarak iki farkli kosulda tutulan iki ayr1 Ornekten izole edilen messenger RNA
(mRNA)’lardan RT yontemi ile cDNA’lar sentezlenir. Sonra bu 6rneklerin biri siyanin
3 (cyanine, Cy3) ve digeri siyanin 5 (cyanine, Cy5) boyasiyla etiketlenip isaretlenerek
iki farkli probu olusturur. Cy5 ve Cy3 iki farkli boya (dyes) olup farkli emme ve
uyarilma (excitation) o6zelligine sahip olmalarindan dolay1 iki farkli renk, kirmizi ve
yesil, tiretirler. Bu iki farkli boyayla etiketlenip isaretlenen ve iki farkli 6rnekden elde
edilen cDNA’lar kanstirilir ve oligoniikleotidleri veya cDNA baz dizilerini igeren ve
binlerce geni ifade eden DNA mikrodizileriyle hibridizasyon i¢in kullanilir. Genomdaki
her bir geni temsil eden bu cDNA pargaciklart hibridizasyon sirasinda farkli sinyaller
vermektedir. Hibridizasyon sirasinda {iretilen sinyallerin yogunlugu orneklerdeki
mRNA miktarlari ile orantilidir. Sonra baglanmayan problar1 uzaklagtirmak i¢in yikama
islemi yapilir. Daha sonra boyalarin 1s1kla uyarilmasiyla olusan kirmizi ve yesil renkteki
Cy3 ve CyS5 sinyalleri array tarayicilar1 yardimiyla farkli dalga boylarinda okunur. iki
farkl1 dalga boyunda elde edilen Cy3 ve Cy5 sinyallerinin oranlart bir cDNA
parcacigmin iki farkli probdaki yogunlugunu ifade eder. Bu sinyallerin yogunluklarin
karsilastirmak ve analiz sonuglarini sayisal olarak belirlemek i¢in bu amacla hazirlanmis
bilgisayar programlart kullanilir. Bu programlar sayesinde hibridizasyon sonucunda
mikrodiziden elde edilen sinyaller bilgisayarda birlestirilerek ti¢ farkli renkte
goriintiilenir. Elde edilen bu goriintiide kirmizi renk, herhangi bir mRNA’nin prob 1’de
prob 2’ye gore fazla oldugunu, sar1 renk, mRNA’nin iki farkli probda da esit
miktarlarda bulundugunu, yesil renk ise, mRNA’nin prob 2’de prob 1’e gore daha fazla
oldugunu ifade eder. Daha sonra her bir sinyalin ortalamasi alindiktan sonra
mikrodizide kendiliginden olusabilecek sinyal ¢ikartilip ve her bir deger igin
normalizasyon iglemi farkli kosullarda ekspresyonu degismeyen temel bir genle
(housekeeping gene) veya sinyal yogunlugu bilinen herhangi bir mRNA kullanilarak

yapilir. Normallestirilen bu veriler gen ekspresyon profillerinin belirlenmesinde
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kullanilir (Detayli bilgi i¢in: Aharoni and Vorst 2001; Moody 2001; Donson et al.
2002;).

Genel prosediir: Her 6rnek icin total RNA dan 1 pg alinarak bundan biotin-etiketli
aRNA (mikrodizi analizi i¢in etiketlenmis olan RNA i¢in bu terim kullanilacaktir)
sentezlenmesi “Message Amp II-Biotin Enhanced aRNA synthesis kit (Ambion, Austin,
TX, USA)” kullanilarak gerceklestirildi. Gergeklestirilen islemler 6zetle;

4. Orneklerden alinan RNA lar 10 pl ye kadar RNaz free su ile seyreltildi

5. Uzerine 10 pl revers transkripsiyon master mix " ilave edildi

6. 42°C’de 2 saat inkiibe edildi

7. Tiiplere 80 ul second strand master mix~ ¢6zeltisinden ilave edildi

8. Ornekler 16°C’de 2 saat inkiibe edildi.

9. Ornekler iizerine 250 ul cDNA baglayici soh'isyonu* ilave edildi

10. Karisim bir cDNA filtresinden gecirilerek cDNA larin filtrede kalmasi saglandi

11. ¢cDNA lar 22 pl yikama tamponu’ ile yikand:

12. Onceden 55°C’ye 1sit1lmis niikleaz-free su ile cDNA lar saflastirilmis olarak yeni

bir tlipe aktarildi

13. Uzerine 20 pl IVT master mix " ilave edildi ve calkalandi

14. 12 saat 37°C’de inkiibe edildi

15. 60 pl niikleaz-free su ilave edildi

16. 350 ul aRNA baglayict tamponu* ilave edildi pipet yardimiyla karistirildi

17. 250 pl %100 etanol ilave edildi ve pipet yardimiyla karistirild

18. Ornekler aRNA filtresinden gegirildi

19. Filtre 650 pl yikama tamponu’ ile yikand:

20. aRNA lar dnceden 55°C’ye 1sitilmis niikleaz-free su ile yikanarak saflastirilmig
aRNA lar yeni bir tiipe aktarildi

21. Kullanim i¢in saflastirilmis olan aRNA lar mikrodizi analizi i¢in gonderilmek iizere

-80°C’de saklandi.

* Soliisyonlar ticari olarak saglanmistir.
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Mikrodizi hibridizasyonu i¢in Affymetrix ATHI1 c¢ipleri (Arabidopsis thaliana igin
tasarlanmig Ozel ciplerden) tercih edildi. Elde edilen ham mikrodizi verileri Robust
Multichip Average (RMA) programi kullanilarak normalize edildi (Bolstad et al., 2003).
Kontrole gore gen ifadelerinde goriilen “-kat1 degisimler” ve standart hatalar her bir gen
icin “Limma programi1” ad1 verilen linear bir model uygulanarak tahmin edildi (Smyth,
2004). Mikrodizi analizleri ayn1 6rnege ait en az li¢ biyolojik tekrar kullanilarak
gergeklestirildi. Farkli mikrodizi ¢iplerinden elde edilen sonuglarin birbiri ile ortiisiip
ortismedigi “Pearson’s Chi-square test” programi kullanilarak belirlendi. Bu

programdan elde edilen sonuglara gore veriler standardize edildi.

Mikrodizi verileri son halleri ile elde edildikten sonra global diizeyde hiicresel
fonksiyonlarda meydana gelen farkliligi (hangi metabolik fonksiyonlarin hizlanip,
hangilerinin baskilandigini) gorebilmek icin BioMaps programi adi verilen bir paket
kullanilarak analiz edildi (http://virtualplant.bio.nyu.edu/cgi-bin/vpweb2/). Yine
mikrodizi verileri, hangi metabolik yolda ne gibi degisikliklerin gergeklestigini
gozlemsel olarak sunan MapMan programi kullanilarak analiz edildi (Usadel et al.,

2005).

3.2.7. NAD(P)(H) ekstraksiyon ve analizi

Arabidopsis koklerinde NAD(P)(H) ekstraksiyonu Liu ef al. (2008) a gore yapilmistir.
Belli miktarda 6rnek sivi azotta homojenize edilmis ve homojenat iki esit pargaya
boliinmiis, bunlardan birisi 15 kat hacimde 0,1 M HC1O4 (NAD ve NADP ekstraksiyonu
i¢in), digeri ise 0,1 M KOH (NAD ve NADP ekstraksiyonu i¢in) icerisinde 2 dk kaynar
suda bekletilmis ve buz banyosunda sogutulduktan sonra 4°C ve 10000xg’de 15 dk
santrifiijlenmistir. Elde edilen siipernatanttan 0,SmL alinip igerisinde 0,1 mL 1 M Tris
(pH 7.4) bulunan eppendorf tiiplerine alinmis ve asit ekstrakti 0,5 mL bazla, baz
ekstrakt ise 0,5 mL asitle notralize edilerek elde edilen NAD(P)(H) ekstraktlar1 -80°C

derin dondurucuda analiz i¢in saklanmistir.



61

Ornek ekstraktlarindan NAD(P)(H) analizi Gibon et al. (2004)’e gore yapilmustir. 25
uL NAD(H) extrakti 50 pL reaksiyon karisimi (0.3 M Tricine/KOH (pH 9.0), 12 mM
Na,-EDTA, 0.3 mM PES, 1.8 mM MTT, 1.5 M EtOH, ve 18 U/ml Alcohol
Dehydrogenase) ile, ve yine 25 uLL NADP(H) extrakt1 50 pL reaksiyon karisimi (0.3 M
Tricine/KOH (pH 9.0), 12 mM Na,-EDTA, 0.3 mM PMS, 1.8 mM MTT, 9 mM
Glucose-6-P ve 9 U/ml Glucose-6-P Dehydrogenase) ile karanlikta 30°C ortam
sicakliginda 30 dk (NAD(H) i¢in) veya 60 dk (NADP(H) i¢in) inkiibe edildikten sonra
562 nm de meydana gelen absorbans degisimleri okunmus ve ticari satin alinmis olan
NAD, NADP, NADH, NADPH ile hazirlanan standart grafikten faydalanarak
orneklerdeki NAD(P)(H) miktarlar1 hesaplanmistir.
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Sekil 3.6. NAD, NADH, NADP ve NADPH o6l¢iimleri i¢in kullanilan standart grafikler.
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3.2.8. Hidrojen peroksit miktarinin belirlenmesi

Doku ve hiicrelerdeki H,O, miktari tayini Shin et al. (2005)’e gore yapilmistir. 100 mg
ornek sivi azotta ezildikten sonra lizerine 1 mL fosfat tamponu (20 mM K,HPO., pH
6.5) ilave edilmis ve 12000g devir hizinda 5 dk santrifiijlenmistir. 50 pL siipernatant,
oda sartlar1 ve karanlikta 100 pM Amplex Red bilesigi (10-acethyl-3,7-
dihydrophenoxazine) ve 0,2 U/ml horseradish peroxidase ile 10 dk inkiibe edilmistir.
Inkiibasyondan sonra 570 nm de 6lgiilen absorbans degerleri, hazirlanmis olan standart

grafikten yola ¢ikarak 6rneklerdeki HO, miktarlar1 hesaplanmistir.
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Sekil 3.7. H,O, 6l¢iimii i¢in hazirlanmis olan standart grafik

3.2.9. Toplam protein miktarinin belirlenmesi

Orneklerdeki protein miktar1 Bichinconinic acid (BCA) metodu kullanilarak
belirlenmistir (Smith er al. 1985). Metod, proteindeki peptid baglariin CuSO4
¢ozeltisindeki Cu™ iyonlarmin Cu’' iyonlarma indirgenmesi ve Cu'* iyonlarmm
indirgenmesiyle paralel olarak meydana gelen renk degisiminin spektrometrede

okunmasi esasina dayanir.
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Bir miktar doku materyali alinarak 10 kat hacimde 10 mM KH,PO4 (pH=7.0) tampon
cozeltisi igerisinde homojenize edilmis ve homojenat 16000g’de 3dk santrifiijlenmis,
elde edilen siipernatanttan 2 pL alinip; 200 pL Bicinchoninic asit ¢ozeltisi (1 kat %4
bakir siilfat / 50 kat Bicinchoninic asit) ile 60°C’de 30 dk boyunca inkiibasyona
birakilmis, ve inkiibasyon sonunda Ornekler 5dk oda sicakliginda bekletilmis ve
meydana gelen renk degisimi 562 nm de okunmustur. Elde edilen degerler, bovin serum
albumin ile hazirlanmis olan standart grafikten yola ¢ikilarak mg protein/gr doku olacak

sekilde hesaplanmistir.
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Sekil 3.8. Protein tayini i¢in hazirlanmis olan standart grafik

3.2.10. Askorbat ve Glutatyon tayini

3.2.10.a. Ekstraksiyon

Tiim ekstraksiyon asamalari +4°C’de gergeklestirildi ve ornekler 10 misli hacimde
(tercihen 100 mg/ ml) ekstraksiyon ¢dzeltisi icerisinde homojenize edildi. 100 mg 6rnek

stvi azotta ezildi ve igerisinde 1 ml 0.2 N HCI bulunan eppendorf tiipleri igerisine
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alinarak vortekslendi. Homojenat +4°C’de 16000 g devirde 10 dk boyunca
santrifiijlendi. 0.5 ml siipernatant 50ul 0.2M NaH,PO, (pH 5.6) ve 0.46ml 0.2M NaOH

ile notralize edildi. Notralize siipernatantin son pH s1 5-6 arasinda idi.

3.2.10.b. Askorbat tayini

Dokulardaki askorbat tayini Queval and Noctor (2007)’a gore yapilmistir. Askorbat
6l¢timii i¢in her 1.5 ml ependorf tiipiiniin igerisine 200 pl 0.2 M NaH,PO4 (pH 5.6), 150
ul ddH,O ve 40 pl noétralize siipernatant ilave edilip tiip karistirildi. Buradan 195 pl
reaksiyon karigimi alindi ve {izerine 5 pl askorbat oksidaz (40 U/ml) ilave edildi.
Soliisyon karistirildi ve 265 nm deki absorbans degeri 5dk boyunca 6l¢iildii. Ayn1 yolla
ticari olarak saglanmis askorbattan hazirlanmis standart grafikten yola ¢ikarak gr doku

basina askorbat miktar1 belirlendi.

08
0,6 4

04 |

0.2 1 y =0,0139x - 0,0148

R® =0,9957

Absorbans (265 nm)

0,0

0 10 20 30 40 50 60

uM Askorbat

Sekil 3.9. Askorbat 6l¢iimii i¢in hazirlanmis olan standart grafik

Askorbatin nisbeten oksidize olmus formu olan dehidroaskorbat miktari, drnegin
dithiothreitol (DTT) gibi tiollerle inkiibasyonu yoluyla dehidroaskorbatin askorbata
indirgenmesi ile Ornekteki toplam askorbat miktarinin belirlenmesi ve tiollerle
inkiibasyon yapilmaksizin yukarida anlatildig1 gibi deney asamalan takip edilerek elde

edilen askorbat degerlerinin toplam askorbat miktarindan ¢ikarilmasi ile elde edilir.
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Toplam askorbat tayini i¢in 0.1 ml nétralize stipernatant 0.14 ml 0.12 M NaH,PO, (pH
7.5) ve 10 pl DTT ile 30 dk boyunca oda sartlarinda inkiibe edildi ve askorbat
Olctimiinde izlenen yollar takip edilerek hazirlanmis olan standart grafikten yola

cikilarak “toplam askorbat miktar1” hesaplandi.

3.2.10.c. Glutatyon tayini

Orneklerdeki glutatyon tayini Noctor ve Foyer (1998)’e gore yapilmistir. Metod 5-5°-
dithiobis (2-nitro-benzoik asit) (DTNB) in glutatyon rediiktaza bagli indirgenmesinin

412nm de monitorize edilmesi esasina dayanir.

Toplam glutatyon miktarii belirlemek icin igerisinde toplam 1 ml hacimde 120 mM
NaH,PO4 (pH 7.8), 0.6 mM DTNB, 6 mM EDTA ve 0. mM NADPH bulunan
spektrofotometre kiivetine 20 ul nétralize siipernatant ve son olarakda 5 pl (0.6 U)
glutatyon rediiktaz enzimi ilave edilerek baglatilan reaksiyondaki degisim 5dk boyunca
takip edildi. Ticari olarak saglanmis indirgenmis glutatyon (GSH) ile hazirlanmis olan

standart grafikten yola ¢ikilarak 6rnekteki toplam glutatyon miktar: hesaplanda.
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Sekil 3.10. Iindirgenmis glutatyon (GSH) 6l¢giimiinde kullanilan standart grafik
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Yiikseltgenmis glutatyon, glutatyon disiilfit (GSSG), miktarin1 belirlemek i¢in 0.2 ml
notralize siipernatant 1 pl 2-Vinylpyridine (VPD) ile oda sartlarinda 30 dk inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda artik VPD yi ortamdan uzaklastirmak icin drnekler iki
kez santrifiijlendi ve 20 pl siipernatant alinarak yukarida ifade edilen deneysel asamalar
tekrarlandi. Hazirlanmis olan standart GSSG grafiginden faydalanilarak 6rneklerdeki
yiikseltgenmis glutatyon miktarlar1 belirlendi.
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Sekil 3.11. Yiikseltgenmis glutatyon (GSSG) 6l¢limiinde kullanilan standart grafik

3.2.11. Hiicresel antioksidan enzim aktivitelerinin belirlenmesi

Hiicresel antioksidan enzimlerden katalaz (KAT; EC 1.11.1.6), siiperoksit dismutaz
(SOD; EC 1.15.1.1), glutatyon rediiktaz (GR; EC 1.6.4.2) ve fenolik peroksidazlardan
guaiakol peroksidaz (POD; EC 1.11.1.7), aktivite dl¢limleri i¢in 500 mg doku Ornegi
%2 (w/v) polyvinylpyrrolidon ve 1 mM EDTA igeren 5 mL 10 mM KH,PO,4 tamponu
(pH 7.0) igerisinde homojenize edilmis ve homojenat 12000g devir hizinda 30 dk

santrifiijlendikten sonra elde edilen siipernatant enzim ekstrakti olarak kullanilmistir.

Askorbat peroksidaz (AP; EC 1.11.1.11) aktivite 6l¢iimii i¢in 500 mg doku 6rnegi %2
(w/v) polyvinylpyrrolidon, 1 mM askorbik asit ve 1| mM EDTA igeren 5 mL 50 mM
potasyum fosfat tamponu (pH 7.8) i¢erisinde homojenize edilmis ve homojenat 22000 g



67

de 15 dk santrifiijlendikten sonra elde edilen silipernatant enzim ekstrakti olarak
kullanilmistir. Enzim ekstraktlarinin hazirlanmasi sirasinda biitliin islemler 0-4°C’de

gergeklestirilmistir.

3.2.11.a. Katalaz aktivitesinin belirlenmesi

Katalaz aktivitesi tayini i¢in kullanilan yontem Beers and Sizer (1952) tarafindan
onerilen yontemdir. Bu metotla aktivite 6l¢limii, KAT aktivite 6l¢lim ortamindaki KAT
aktivitesine bagl olarak H,O, miktarinda meydana gelen azalmanin 240 nm dalga

boyunda izlenmesi esasina dayanir.

KAT aktivite 6l¢limii igin igerisinde 2.75 ml hacimde 19 mM H,0; igeren 50 mM
potasyum fosfat tamponu (pH 7.0) bulunan 4 ml lik spektrofotometre kiivetine 25 pl
enzim ekstraktindan ilave edildikten sonra 240 nm dalga boyunda reaksiyon
cozeltisindeki KAT enzim aktivitesine bagli olarak reaksiyon karisiminda meydana
gelen—H,0O, miktarindaki azalma 3 dk boyunca takip edilerek kaydedildi. Enzim

ekstraktindaki protein miktar1 belirlendikten sonra KAT spesifik aktivitesi;

Spesifik aktivite (umol H,O,/mg protein/dk) = ([AA 240 nmax X 1000] / [ 43.6 x ( mg

protein/ ml reaksiyon karigimi)])

seklinde bir formiilasyon ile hesaplandi. Formiildeki “43.6” H,O, i¢in ekstinksiyon

katsayisidir.

3.2.11.b. Guaiakol peroksidaz aktivitesinin belirlenmesi

Guaiakol peroksidaz (POD) aktivite tayini, guaiakoliin ortamda H,O, bulundugu
sartlarda POD aktivitesi ile oksidasyonu ve oksidasyon iiriinii olan tetraguaiakol
miktarindaki artigtan kaynaklanan absorbans artisinin 470 nm’de izlenmesi esasina

dayanmaktadir (Upadhyaya ef al. 1985).
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POD
4 guaiakol + 4 H,O, ' Tetraguaiakol + 8 H,O

Aktivite Ol¢limii i¢in igerisinde 3 ml hacimde, 1 mM guaiakol ve 0.5 mM H,0,; igeren
50 mM NaH,PO, (pH 5.5) bulunan reaksiyon karisimina 10 pl enzim ekstraktindan
ilave edilmis ve 470 nm dalga boyunda 5 dk boyunca meydana gelen absorbans artig1 1
dk araliklarla kaydedilmis ve absorbansin dogrusal olarak arttigi kisimdaki absorbans
artis1 1 dk ya oranlanmustir. 25 °C de POD enzim aktivitesine bagl olarak 1 pmol H,O,
nin doniisiimii ile 1 dakikada absorbansta goriilen 0.01 birimlik artis 1 enzim {initesi
olarak kabul edilmis ve bdylece enzim iinitesi “umol H,O,/mg protein/dk™ seklinde

ifade edilmistir.

3.2.11.c. Siiperoksid dismutaz aktivitesinin belirlenmesi

Stiperoksit dismutaz (SOD) enzim aktivitesi, nitro blue tetrazolium (NBT) bilesiginin
ortamda riboflavin varliginda siiperoksit radikalleri ile mavi renkli formazana
fotokimyasal indirgenmesi reaksiyonunun SOD enzimi tarafindan engellenmesinin

spektrometrik olarak belirlenmesi esasina dayanir (Plumb-Dhindsa and Thorpe 1981).

Reaksiyon karigimi (3 ml); 50 mM KH,PO4 (pH 7.8), 13 mM methionin, 75 uM NBT, 2
uM riboflavin ve 0.1 mM EDTA icermektedir. Aktivite Ol¢climii icin 4 ml
spektrofotometre kiivetine yukaridaki riboflavin icermeyen reaksiyon karigimindan 2.84
ml alinmis ve tizerine 100 pl enzim ekstrakti ilave edilmistir. Reaksiyon, tiip lizerine
100 uM’lik riboflavin ¢ozeltisinden 60 pl pipetlenip karistirildiktan hemen sonra beyaz
bir 151k kaynagi Oniine yerlestirilmek suretiyle baslatilmistir. Tiip, 151k kaynaginin
kargisinda 15 dk tutulmus ve reaksiyon 1s1k kaynaginin kapatilmasiyla durdurulmustur.
15 dk igerisinde NBT’nin renk ac¢ilma yogunlugu 560 nm’de koér numuneye karsi

okunmustur. Koér numune, ayni islemin enzimsiz 6rneginden olusmaktadir. SOD
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aktivitesinin 1 iinitesi, 560 nm de gozlenen NBT indirgenmesinin %50 inhibisyonuna
neden olan enzim miktari, 1 enzim {initesi olarak kabul edilmis ve degerler EU/mg

protein seklinde sunulmustur.

3.2.11.d. Glutatyon rediiktaz aktivitesinin belirlenmesi

Glutatyon rediiktaz (GR) glutatyon disiilfitin (GSSG) glutatyona (GSH) indirgenmesi
icin gerekli olan bir flavoproteindir. Bu enzim ayni zamanda nikotinamid adenin
dintikleotid fosfat (NADPH) 1 da yiikseltger. Yani glutatyon rediiktaz enzimi GSSG in
GSH a indirgenmesinde NADPH-bagiml1 bir reaksiyonu katalizler. Reaksiyon;

GR
NADPH + H" + GS8SG—— 2 GSH + NADP"

seklinde gosterilebilir. Glutatyon rediiktaz enzim aktivitesinin belirlenmesi NADPH 1n
NADP" a oksidasyonu ile meydana gelen absorbans azalmasmin 340 nm de 6l¢iilmesi

esasina dayanir (Foyer and Halliwel 1976).

Reaksiyon karisimi (0.9 ml); 0.025 M NaH,PO, (pH 7.8), 0.5 mM GSSG, 0.12 mM
NADPH-Nay igermektedir. Aktivite dlglimii icin 2 ml spektrofotometre kiivetine
yukaridaki reaksiyon karigimindan 0.9 ml ilave edilmis ve bunun {izerine 0.1 ml enzim
ekstraktindan ilave edilmistir. NADPH’1n oksidasyonundan kaynaklanan absorbanstaki
diisiis 340 nm dalga boyunda 3 dk boyunca takip edilmistir. 1 dakikada mg protein
basina 1 pM NADPH’in oksidasyonu 1 enzim {initesi olarak kabul edilmistir.
Orneklerdeki GR aktivitesi;

Spesifik aktivite (umol yiikseltgenmis NADPH/mg protein/dk) = ([AA 340 nm/6.22]/mg protein)
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seklinde bir formiilasyonla hesaplanmistir. Formiilde kullanilan “6.22” degeri NADPH
n ekstinksiyon katsayisi, ve mg protein ise 0.1 ml enzim ekstraktinda bulunan protein

miktarini1 gostermektedir.

3.2.11.e. Askorbat peroksidaz aktivitesinin belirlenmesi

Askorbat peroksidaz (AP) enzim aktivitesi Nakano and Asada (1981) tarafindan
Onerilen protokole gore yapilmistir. Metod AP aktivitesi ile H,O, bagiml askorbik asit
oksidasyonundan kaynaklanan absorbans diisiisiiniin 290 nm dalga boyunda okunmasi

esasina dayanir. Enzimin katalizledigi reaksiyon;

AP
Askorbat + HH O, ——— &  Dehidroaskorbat + H,O

seklinde gosterilebilir. Bir iinite AP aktivitesi dakikada 1 pmol askorbik asiti oksidize

edebilen enzim miktar1 olarak gdsterildi.

Reaksiyon karisimi (1 ml); 50mM KH,PO,4 tamponu (pH 7.0), 0.5mM askorbik asit, 0.3
mM H;0,, 0.1 mM EDTA-Na, ve enzim ekstrakti ( tercihen 50 pl) igeriyordu.
Reaksiyon ortama H,0; ilave edilmesi ile baslatilmistir. 290 nm dalga boyunda 3 dk

boyunca absorbansta meydana gelen degisim kaydedilmis ve enzim aktivitesi;

Sp651ﬁk aktivite (umol yiikseltgenen askorbat/mg protein/dk) = ([AAzgo nm/ 28]/ mg protein)

seklinde bir formiilasyonla hesaplandi. Formiilde kullanilan “2.8” degeri askorbik asitin
ekstinksiyon katsayisini, “mg protein” ise reaksiyon karigimina ilave edilen enzim

ekstrakti icerisinde bulunan protein miktarini1 gostermektedir.
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3.2.12. Protein karbonilasyonu tayini

Oksidatif olarak modifiye edilmis proteinlerde karbonil igeriginin belirlenmesi Levine
et al. (1990) tarafindan 6nerilen metoda gore yapilmistir. 500 mg doku 6rnegi %2 (w/v)
polyvinylpyrrolidon ve 1 mM EDTA igeren 2,5 mL 50 mM potasyum fosfat tamponu
(pH 7.0) igerisinde homojenize edilmis ve homojenat 12000 g devir hizinda 30 dk

santrifiijlendikten sonra elde edilen siipernatant kaynak olarak kullanilmistir.

Ekstraksiyon sivisindaki protein miktar1 daha once belirtildigi sekilde tayin edilmis ve
500 pg protein iceren ekstraksiyon sivisi, 1.5 mL eppendorf tiipleri icerisinde, esit
hacimde, 2 M HCI igerisinde hazirlanmis 10 mM 2,4-dinitrophenylhydrazine ile oda
sartlarinda 1 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasinda tiiplere son
konsantrasyonu %20 olacak sekilde trikloroasetikasit (TCA) ilave edilip 11000 g devir
hizinda 3 dk santrifiijlenmis ve elde edilen pellet 3 kez 1:1 etanol-etilasetat ile yikanip
santrifiijlenmek suretiyle safsizliklar bertaraf edilmistir. Tiiplerin diplerinde kalan
protein pelletine 0,6 mL guanidin soliisyonundan ilave edilip 37 °C de 15 dk
inkiibasyondan sonra 6rneklerin absorbanslart 374 nm de okunmustur. Proteinlerdeki

karbonil igeriklert;

Protein karbonilasyonu (nmol karbonil /mg protein) = (A374 nm / 0.022)/ mg protein

seklinde bir formiilasyon ile hesaplanmistir. Formiildeki “0.022” degeri okside olmus
proteinlerdeki karbonil grubunun absorbsiyon katsayisi, ve “mg protein” ise kullanilan

protein miktarini gostermektedir.

3.2.13. Lipid peroksidasyonu tayini

Arabidopsis koklerinde lipid peroksidasyonu Hodges et al. (1999)’a gore yapilmistir.
100 mg doku 6rnegi 2.5 mL %80 etanol icerisinde homojenize edilmis, homojenat 3000

g de 10 dk santrifiijlenmis ve siipernatant esit iki hacime bolinmistiir.
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Stipernatantlardan birisine esit hacimde % 0.65 thiobarbituric acid (TBA), % 0,01
butylated hydroxitoluene iceren %20 trichloroacetic acid (TCA) ¢ozeltisi, ve digerine de
yine esit hacimde %0.01 butylated hydroxitoluene iceren %20 TCA c¢ozeltisi ilave
edilip tiipler 95 °C de 20 dk inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda &rnekler buz
banyosunda 5 dk tutulmak suretiyle sogutulmus, bdylece reaksiyon durdurulmus ve
tekrar 3000 g de 10 dk santrifiijlenmis ve siipernatant kismi alinarak absorbansi 532 nm
de okunmus ve daha sonra 440 nm (antosiyanin i¢in) ve 600 nm (sekerler i¢in) dalga

boyundaki non-spesifik absorbsiyon i¢in absorbans degerleri belirlenmistir.

Orneklerde lipid peroksidasyonu ile olusan malondialdehit (MDA) bilesiklerinin
miktarlar1 asagidaki formiile gore hesaplanmis, sonuglar 1 gr dokuda bulunan MDA

bilesikleri (nmol MDA / gr doku) seklinde gdsterilmistir.

[(A%184) — (A" i1pa) — (A7 184 — A 14)] > A
[(A* 154 — A% 154) 0.0571] > B
MDA bilesikleri (nmol / ml siipernatant) = (A— B/157000) 10°

3.2.14. Nicotiana tabacum cv. BY-2 hiicre kiiltiirii sartlar

Nicotiana tabacum cv. BY-2 hiicre kiiltiir ortam1 i¢in kullanilan besiyeri ¢ozeltisi 2,5
mM KH,PO4 (pH5.6), 2 mM MgSOy4, 2 mM  Ca(NO3),, 50 uM Fe-EDTA ve azot
kaynagi olarak 2,5 mM KNOj; veya 2,5 mM (NH4),SO4 makro besin elementleri ile
70.0 mM H3BOs, 14 mM MnCly, 0.5 mM CuSOy4, | mM ZnSO4, 0.2 mM NaMoOg; 10
mM NaCl ve 0.01 mM CoCl, mikrobesin elementlerini igeren, Somerville ve Ogren
(1982) tarafindan tanimlanan besi yeri c¢ozeltisi kullanilmistir. Tobacco BY-2
hiicrelerinin yetismesi i¢in uygun bir hale getirilmek amaci ile 1 litre kiiltiir ortami igin
bu besi yeri ¢ozeltilerine %2 sakkaroz, 1 mg Thiamine HCI, 100mg myo-inositol ve 0,2
mg 2,4-D ilave edilmis, ortamin pH s1 5.0 a ayarlanmis ve ortamin pH s1 5 mM MES

tamponu ile sabitlenmistir.
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Hazirlanan kiiltlir ortam1 ¢dzeltisi azot kaynagi olarak 2,5 mM KNOs veya 2,5 mM
(NH4),SOy4 igeren (azot kaynagi olarak (NH4),SO4 iceren kiiltiir ortaminda 2 mM
Ca(NO3);, yerine 2 mM CaCl, kullanilmastir), iki gruba ayrilmis, ve bu besin ¢ozeltileri
genis boyunlu 250 ml lik erlen mayerler igerisinde 50 ser ml lik hacimlere boliinmiistiir.
Stok hiicre kiiltiirlerinden belli miktarlarda (tercihen 400 pg) Tobacco BY-2 hiicreleri,
erlen mayerler icerisinde bulunan hiicre kiiltiirlerine inokiile edilmis ve karanlik
ortamda, 125 rpm devirle calisan ¢alkalayici lizerinde oda sartlarinda 4 giin inkiibasyona
birakilmistir. Bu inkiibasyon periyodunun sonunda hiicreler, gerekli testlere tabi

tutulmustur.

3.2.15. Hiicrelerin oksijen titketimi hizlarimin 6l¢iimii

Dort giinliik inkiibasyon periyodundan sonra Tobacco BY 2 hiicrelerinin taze agirliklar
belirlenmis, 100 mg hiicre iceren kiiltiir sivis1 alinmis ve icerisinde 100 mM HEPES,
100 mM mannitol, 50 mM KCI iceren 1 ml reaksiyon ¢ozeltisi bulunan, 3 ml’lik O,
elektrotlarinin (Rank Brothers, Cambridge, UK) igerisine aktarilmis ve hiicrelerin
oksijen tiiketim hizlar1 milimetrik kagitta 1 dk boyunca gozlemlenmistir. Daha sonra
ortama sitokrom oksidazin inhibitérii olan potasyum siyanir (KCN) 1 mM
konsantrasyonda ilave edilip 4 dk boyunca hiicrelerin oksijen tiiketim hizlar
kaydedilmis ve sonrasinda alternatif oksidazin inhibitorii olan n-propyl gallate (0,1 mM)
ilavesiyle hiicre solunum mekanizmasi tam olarak durdurulmustur. Alternatif oksidaz
kapasitesi KCN 1ilave edildikten sonra gozlenen oksijen tiiketim oraninin n-propyl
gallate ilavesinden sonra gozlenen oksijen tiiketim oranina farki ile elde edildi. Toplam
solunum orani her iki solunum inhibitorii ilave edilmeden Onceki oksijen tiiketim
oraninin, bu iki solunum inhibitorii ilave edildikten sonraki oksijen tiiketim oranindan

cikarilmasi ile elde edildi.
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3.2.16. Orneklerin SDS-PAGE jelde yiiriitiilmesi ve western blotlama

Western Blotlama ile, Tobacco BY-2 hiicrelerinde farkli azot kaynaklarina cevapta
hiicrelerdeki AOX proteinleri goriintiilenerek, miktarsal karsilagtirmalar1 yapilmistir.
Toplam protein miktarlar1 6l¢iilmiis olan 6rneklerden esit miktarlarda ve hacimlerde
protein (yaklasik 30 pg) aliarak SDS-PAGE mini jel sisteminde yiiriitiilmiis, ve sonra
jeldeki proteinler nitroselliilloz membrana aklarilmis, membrandaki proteinler AOX ig¢in
spesifik primer ve sekonder antibadileri ile baglanmasi islemleri gerceklestirilmis ve
son olarak membrandaki antibadi-baglanmis AOX proteinleri rontgen filmi {izerine
aktarilarak farkli o6rneklere ait AOX proteinlerinin monomer ve/veya dimer formlar

kontrol stribi lizerinden karsilastirilarak elde edilen sonuglar yorumlanmuistir.

3.2.16. a. Sodyum dodesil siilfat-Poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE)

Elektroforez i¢in %10 akrilamid iceren ayirma ve yigma jel kombinasyonu
kullanilmistir.

1. Gerekli 6n hazirliklar yapildiktan sonra ilk olarak ayirma jeli [14.7 ml ddH»O, 7.5 ml
— 1.5 M Tris/Cl (pH 8.8), 300 ul SDS (%10), 7.5 ml akrilamid (%40), 150 pl amonyum
persulfat (%10), ve 10 ul TEMED den elde edilen karisim] pastor pipetleri yardimiyla
kasetler arasina aktarilmig, ve iizerine yaklasik 500 pl %20 EtOH ilave edilerek oda
sartlarinda yaklasik 1 saat bekletilerek jelin polimerize olmasi saglanmstir.

2. Ayirma jelinin lizerindeki EtOH bir siringa yardimiyla uzaklastirilmis ve hazirlanmis
olan yigma jeli [12.8 ml ddH,0, 5 ml — 0.5 M Tris/Cl (pH 6.8), 200 ul SDS (%10), 2
mL akrilamid (%40), 100 pl amonyum persiilfat (%10) ve 20 ul TEMED den elde
edilen karigim] pastor pipetleri yardimiyla kasetler arasinda polimerize olmus ayirma
jelinin {izerine aktarilmig, protein Orneklerinin igerisine aktarilacagi kuyucuklar
olusturmak amaciyla elektroforez taragi yerlestirilmis ve oda sartlarinda yaklagik 1 saat
bekletilerek jelin polimerize olmas1 saglanmaistir.

3. Jel hazirlandiktan sonra, tarak jelden cikarilmis ve jeldeki kuyucuklar ddH,O ile 2

kez yikanarak elektroforeze hazir hale getirilmistir. Elektroforez ortamina yeterli
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miktarda yiiriitme tamponu (pH 8.3) ( 1 litre suda 3g Tris, 14.5g glisin, ve 1g SDS ile
hazirlanmais) ilave edilmistir.

4. Protein orneklerinin denatiire olmasi1 amaciyla 80°C’de 10 dk inkiibe edilmis ve oda
sicakligina kadar sogutulmustur. Protein 6rnekleri kendi iclerinde iki gruba ayrilmais, bir
gruba B-merkaptoetanol ilave edilmis (AOX 1 dimer formunu goriintiilemek i¢in) ve
digerine bir ekleme yapilmamistir (AOX 1n monomer formunu goriintiilemek i¢in). Esit
hacimlerde 30 pg protein ornekleri Hamilton siringas1 yardimiyla jeldeki kuyucuklara
yiiklenmistir.

5. Protein yiikleme islemi tamamlandiktan sonra elektroforez tanki 20°C su tankina
baglanmis ve +/- uglar giic kaynagina takildiktan sonra 50 V ile 45 dk, ve 160 V ile
proteinler jelin dibine kadar ininceye kadar beklenmek suretiyle (yaklasik 1 saat)
proteinlerin ayirma islemi tamamlanmastir.

SDS-PAGE elektroforez ile proteinler ayirildiktan sonra nitroselliilloz membrana

aktarma islemleri gergeklestirilmistir.

3.2.16.b. Western blotlama

Jelde ayirilmis proteinlerin nitroselliiloz membrana aktarilmasi ve daha sonra membrana
aktarilmis proteinlerin AOX igin spesifik primer ve sekonder antibadileri ile baglanmasi
islemleri gercgeklestirilmis ve son olarak membrandaki antibadi-baglanmis AOX
proteinleri rontgen filmi tlizerine aktarilarak goriintiilenmesi saglanmistir. Blotlama

islemi su yolla gergeklestirilmistir;

1. Elektroforez isleminden sonra jel, transfer tamponu (10 mM CAPS, %20 methanol,
pH 11) igerisinde 30dk bekletilmis ve nitroselliloz membrana aktarim i¢in aktarim
yigmi (sirastyla kaset igerisine, blotlama silingeri, 2 adet 3 mM filtre kagdi, jel,
nitroseliiloz membran, 2 adet 3 mM kagidi, blotlama siingeri) hazirlanmis ve blotlama
kaseti, igerisi transfer tamponu ile doldurulmus Western tankina yerlestirilmis ve tankin
+/- uclart giic kaynagina takildiktan sonra 20 dk boyunca 100V'a ayarlanmis gii¢
kaynagina baglanarak jelden membrana proteinlerin transferi saglanmistir.

2. Transferden sonra kaset agilmig, membran {lizerindeki kontrol proteinlerin bantlar
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bellograf kalem yardimiyla isaretlenmistir.

3. Kontrol protein bantlar1 isaretlenmis nitroselliiloz membran, TBST tamponu ( 1
litresinde 2.42 gr Tris, 8 gr NaCl, 1.2 ml konsantre HCI, 1 ml Tween-20 igeren) ile
hazirlanmis %35 fat-free milk c¢ozeltisi icerisinde oda sartlarinda en az 1 saat inkiibe
edilmistir.

4. Daha sonra membran, TBST tamponu ile bir-iki kez yikanmis ve TBST igerisinde
hazirlanmis olan 1:10000 oranindaki primer antibadi soliisyonu (AOX spesifik antibadi)
ile 22°C’de 1 saat inkiibe edilmistir.

5. Primer antibadi ile inkiibasyondan sonra membranlar 6-7 kez TBST tamponu ile
yikanmuistir.

6. Membran, TBST igerisinde 1:10000 oraninda hazirlanmis olan sekonder antibadi
(Anti-mouse IgG, Horse Radish Peroxidase — Koyun kanindan elde edilmis) soliisyonu
ile 22°C’de 1 saat inkiibe edilmistir.

7. Sekonder antibadi inkiibasyonundan sonra membranlar 6-7 kez TBST tamponu ile
yikanmig ve membrandaki proteinlerin rontgen filminde goriintiilenmesi islemine
gecilmistir.

8. Membran, karanlik odada ECL karigimi ( soliisyon 1: 0.13 mM Luminol, 0.017 mM
p-Coumaric acid, 0.01 M Tris pH 8.5 + soliisyon 2: 0.033 mM H,0,, 0.01M Tris pH
8.5) ile 5dk inkiibe edilmis ve yine karanlik odada membran ve rontgen filmi, rontgen
kaseti icerisinde iist iiste tutularak farkli siirelerde bekletilmek suretiyle en iy1 goriintii
elde edilmeye calisilmistir.

9. Rontgen filmleri 6nce developer soliisyonunda, sonra fixing soliisyonundan ve son
olarak sudan gecirilecek kurumaya birakilmistir.

10. Rontgen filmleri lizerinde goriintiilenen alternatif oksidazin monomer ve dimer
formlarinin verdikleri bantlarin kalinliklarina bakilarak alternatif oksidazin aktivasyon

durumu ile ilgili olarak 6nemli somut deliller sunulmustur.
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3.3. istatistik Analiz

Tez igerisinde sunulan sonuglar, her bir uygulamadan en az iki biyolojik tekrar ve her
bir biyolojik tekrar i¢in en az ii¢ tekerriir yapildiktan sonra elde edilen en az alt1 degerin
ortalamasidir. Mikrodizi analizleri i¢in nihai sonuglar “Pearson’s Chi-square test”
programi kullanilarak, diger analizler i¢in ise “(iki kuyruklu) Student ¢ test” programi
kullanilarak yapilmis ve 0.05 hata seviyesinde onemli bulunan degerler istatistiksel

acidan anlamli olarak kabul edilmistir.



78

4. ARASTIRMA BULGULARI

Bu caligmada, azot kaynagi olarak sadece amonyum veya sadece nitrat igeren besin
¢Ozeltisinde kiiltiire alinmis Tobacco BY-2 hiicrelerinden elde edilen hiicresel ve
alternatif solunuma ait bulgular ile belli bir asamaya kadar azot kaynagi olarak nitrat
igeren hidroponik ortamda yetistirilmis ve daha sonra azot aclhigina birakilarak yeni azot
kaynagi (amonyum veya nitrat) igeren ortama aktarilmis Arabidopsis thaliana
koklerinde yeni azot kaynagina cevapta farkli siirelerde meydana gelen gen ifade
diizeylerinde ve hiicresel redoks durumunda meydana gelen degisimler ile biyokimyasal

sonuglarini gdsteren bulgular, sekiller ve ¢izelgelerle ayrintili olarak sunulmustur.

4.1. Gen Ekspresyon Analizleri ile Elde Edilen Veriler

4.1.1. Biiyiime ortamu ve bitki koklerinde azot kaynaginda meydana gelen

degisimler

Arabidopsis thaliana bitkileri 5.10 biiylime etabina (rozetlerin %50 si olgun-normal
biiyiikliikte) ulasincaya kadar azot kaynagi olarak yalnizca nitrat iceren hidroponik
kiiltiirde yetistirilmislerdir (Sekil 3.2) . Bu asamada bitkiler azot kaynagi bulunmayan
hidroponik kiiltiirlere aktarilmis ve 26 saat siiresince azot aclhifina maruz
birakilmiglardir. Bu zaman dilimi azot agligina birakilmayan bitkilere kiyasla
koklerdeki nitratin yaklasik olarak %80’inin indirgenmesi icin yeterli idi (Sekil 4.1).
Azot aclig1 sonrasinda koklerdeki nitrat konsantrasyonu %20’nin altina diistiigii zaman

(26 saat sonra) bitkiler yeni azot kaynagina cevap vermeye hazir olarak kabul edildi.
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Sekil 4.1. Azot kaynagi olarak nitrat iceren biiylime ortaminda yetistirilmis A. thaliana
koklerinde azot acligini takiben nitrat konsantrasyonunun zamana bagli olarak degisimi.

*Azot acligini takiben 26 saat sonra koklerdeki nitrat konsantrasyonu yaklasik olarak %80 oraninda
azalmis ve boylece yeni azot kaynagina bagimli olduklar: kabul edilmistir.

Azot aclhigini takiben bitkilerin bir kism1 yeni hazirlanmis olan, 1 mM nitrat veya 1 mM
amonyum iceren biiylime ortamima transfer edilmislerdir. Ortam asidifikasyonu
amonyum alimimin normal sonucudur. Ancak koklerde asit-kaynakli stresi minimize
etmek i¢in deney boyunca ortam pH’sim1 5.0 {izerinde tutmak amaciyla besin
¢ozeltisinde kullanilan KH,PO4 tamponunun pH’s1 5.6 olarak ayarlanmigtir. Amonyum
uygulanmis bitki koklerinde nitrat miktar1 nitrat kontrollerine gore %Z20’nin altina
diistiigli zaman bu bitkiler tamamen amonyum bagimli grup olarak kabul edilmistir.
Ortam ve bitki koklerinde zamana bagl olarak (0; 1,5; 8 ve 24. saatlerde) nitrat ve
amonyum konsantrasyonlarinda meydana gelen degisim sekil 4.2 de gosterilmistir. Azot
achigini takiben farkli azot kaynaklari verilen bitkilerde amonyum veya nitrat kokler
tarafindan hizla alinmistir (Sekil 4.2. A, C). Biiylime ortamlarina azot kaynagi ilavesini
takiben 24 saat igerisinde biiylime ortamlarinda nitrat veya amonyum diizeylerinde
(Sekil 4.2. B, D) diisiisler gézlenmis, ancak biiyiime ortamlarindaki azot kaynagi (nitrat

veya amonyum) konsantrasyonu hi¢bir zaman 0,7 mM’ 1n altina diismemistir. Bu durum
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azot kaynagi ilavesinden sonra deney siiresince bitkilerin azot kaynaklarinin
tikenmedigini gostermektedir. Bununla birlikte biiyiime ortamlarindaki pH degerleri
azot kaynagi ilavesini takiben 24 saat siiresince c¢ok kiiciik degisimler gostermis,
amonyum saglanmis biiylime ortaminda maksimum 0.13 birimlik bir azalma ve nitrat
saglanmis bliylime ortaminda maksimum 0.14 birimlik bir artis gézlenmistir ki pH daki

bu kii¢iik degisimler 6nemsiz olarak kabul edilmistir.

Nitrat konsantrasyonu (4 mol / g taze agirlk)
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Sekil 4.2. Hidroponik ortamda yetistirilmis Arabidopsis thaliana bitkilerinin koklerinde (A,C)
ve bliylime ortamindaki (B,D) nitrat ve amonyum konsantrasyonlarinin zamana gore degisimi.
*Kendi i¢inde degerler arasindaki farkliliklar Standard Hata ¢ubuklar1 (+SH) seklinde gosterilmistir.

Her ne kadar azot kaynagi olarak amonyum ve nitrat saglanmis koklerdeki amonyum ve

nitrat konsantrasyonlarinin zamana bagli degisimine bakildiginda azot aglig1 sonrasinda
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verilen yeni azot kaynaginin kokler tarafindan hizla kullanildig1 anlasilsa da durumu
biyokimyasal diizeyde de kontrol etmek i¢cin amonyum ve nitrat saglanmis koklerdeki
nitrat rediiktaz (NR) enzim aktivitesinde meydana gelen degisimler belirlendi. Sekil
4.3’¢ bakildiginda NR enzimi amonyum saglanmis bitkilerde aktivasyon
gostermemekte, bu da 26 saatlik siire icerisinde kok hiicrelerinin kofullarinda
depoladiklar1 nitratin ¢ok biiyiik bir kismini kullandiklarini, bodylece azot aglig

sonrasinda verilen yeni azot kaynagini hizla kullandigin1 gostermektedir.

140
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Nitrat rediiktaz aktivitesi
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0 2 4 6 8
Yeni azot kaynag ilavesinden sonra gegen siire (sa)

Sekil 4.3. Azot kaynaklarina cevapta NR aktivitesinin zamana bagli degisimi.

4.1.2. Mikrodizi analizlerinden elde edilen sonuclar

Yeni bir azot kaynagina kars1 verilen gen ekspresyonundaki ani global degisimleri
analiz etmek icin nitrat veya amonyum ilavesinden 0.5, 1.5 ve 8 saat sonra koklerde
transkriptom diizeyinde meydana gelen degisiklikleri karakterize etmek amaciyla
Affimetriks ATH1 mikrodizileri kullanildi. Elde edilen veriler nitrat ve amonyum
ilavesinden hemen once (0. saat) hasat edilen Orneklerle kiyaslanarak transkriptom

diizeylerinde meydana gelen “-kati degisim” seklinde tanimlandi. Transkript
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yogunlugunda en az 2 kat degisim sergileyen gen dizileri P<0.05 diizeyinde farkli

sekilde ekspresyon gostermis olarak kabul edildi (Benjamin and Hochberg 1995).

Tim zaman dilimleri i¢in ka¢ genin sadece nitrat, sadece amonyum veya nitrat ve
amonyum ile regiile edildikleri Venn diagramlar1 kullanilarak gosterilmistir (Sekil 4.4).
Onceden yapilmis mikrodizi analizlerinden de elde edilen sonuglarla (Wang et al. 2003)
kiyaslandiginda beklendigi gibi nitrat uygulamasi Arabidopsis kok transkriptomunda
hizli ve genis-capl degisimlere imza atti. Azot kaynagi olarak nitrat verilmesinden 0.5
saat sonra yaklasik 250; 1.5 ve 8 saat sonra da 650’ nin {izerinde genin farkli sekilde
ifade olmasi ile Arabidopsis kok transkriptomlarinda hizli ve genis dlgekli degisimler
meydana gelmistir. Azot kaynagi olarak nitrat saglananlara nazaran amonyum
saglananlarda da her zaman diliminde genlerin ifade olma diizeyleri toplamda % 12-18
oranlarinda daha diisiik olmasina ragmen bu grupta da transkriptom diizeylerinde hizl

bir degisim gozlenmistir.

Sekil 4.4°de de ozetle gosterildigi gibi, her zaman diliminde farkli sekilde ifade olunan
genler biliyilkk oranda (% 56-58) amonyum ve nitrat tarafindan ortak regiilasyon
ornekleri sergilemistir (Cizelge 4.1). Diger taraftan tiim resme bakildiginda, sadece
amonyum veya nitrat tarafindan regiile edilen genlerin orani da oldukg¢a yliksek
diizeydedir (Cizelge 4.1). Yine ¢ok sayida genin de amonyum ve nitrata zit regiilasyon
ornekleri sergiledigi (6rnegin amonyum-aktif ve ayn1i zamanda nitratla ifadesi
baskilanmis), belirlendi. Deneysel diizenegin zamansal akisindan dolayr (6rnegin tim
karsilagtirmalar 0. saate gore yapilmustir) “genel inorganik azot” grubundaki genlerin
transkript miktarlarindaki degisimlerin bazilar1 diurnal dongiliye goére diizenlenebilir.
“DIURNAL data mining tool” (Mockler ef al. 2007) ad1 verilen bir program kullanarak
0.5 ve 1.5 saatlerde genel inorganik azot genlerinin %5’i ve 8. saatte de %21’inin
diurnal dongii Ornekleri oldugu sonucuna varildi. Biz sadece amonyum ve nitrat
saglanan bitkilerde molekiiler ve fizyolojik degisiklikleri gozlemlemek amaciyla

amonyuma ve nitrata 6zgii gen setlerine odaklandik.
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NH, e
cevapta ifade
olan genler

NO3- (5]
cevapta ifade
A olan genler

NH, e
cevapta ifade
olan genler

NO3- €
cevapta ifade

olan genler
B

NH," spesifik
gen seti

NH," spesifik
gen seti

NO; spesifik
gen seti

NO; spesifik
gen seti

49 85 87 140

N 03- €
cevapta ifade
olan genler

NH4Jr [§]
cevapta ifade
olan genler C

Inorganik azot ortak
ortak gen seti

Inorganik azot ortak
ortak gen seti

NH," spesifik
gen seti

93

NOj spesifik
gen seti

211

Inorganik azot ortak
ortak gen seti

Sekil 4.4. Azot kaynag ilavesinden 0.5 (A), 1.5 (B), ve 8 (C) saat sonra yalnizca nitrat,
yalnizca amonyum, veya her ikisine cevapta farkli sekilde ifade olan Arabidopsis genlerinin
Venn diyagramlar ile gosterimi.

* Nitrat-spesifik gen seti 0. saatte hasat edilen Orneklere nazaran >2 kat-degisim gdsteren, ancak
amonyum uygulamasinda <1.4 kat degisim gdsteren genleri igerir. Amonyum-spesifik gen seti 0. saatte
hasat edilen orneklere nazaran >2 kat-degisim gosteren, ancak nitrat uygulamasinda <1.4 kat-degisim
gbsteren genleri icerir. Inorganik azot ortak gen seti amonyum veya nitrat uygulamalarinda >2 kat-
degisim gosteren ve ayni1 zamanda alternatif azot kaynagina cevapta > 1.4-kat degisim gosteren genlerdir.
Tim karsilagtirmalar i¢in ayarlanan P degerleri <0.05 dir.
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Genel durum anlagildiktan sonra azot kaynagi olarak amonyum veya nitrat saglanmis
bitkilerde meydana gelen spesifik molekiiler ve fizyolojik degisimleri daha iyi
anlayabilmek icin sadece amonyum veya nitrat tarafindan regiile edilen gen setleri
detayl1 analiz edilmistir. Bu amagla, “amonyum-spesifik” ve “nitrat-spesifik” gen setleri
baskilanma veya ifade olma durumlarina gore alt gruplara ayrildi. Daha sonra bu alt
gruplar, azot kaynagi1 olarak amonyum veya nitrat saglanmis bitki koklerinde meydana
gelecek muhtemel metabolik farkliliklart anlayabilmek icin BioMaps programi
(http://virtualplant.bio.nyu.edu/cgi-bin/vpweb2/) kullanilarak analiz edildi. BioMaps
programi, mikrodizi verilerini kullanarak metabolik yollarda meydana gelen 6nemli
diizeyde temsil olmus fonksiyonel kategorileri istatistiksel olarak analiz etme yoluyla
tanimlamaya yarayan bir programdir. Mikrodizi verilerini kullanarak BioMaps programi
yardimiyla tanimlanan asir1 ifade olmus fonksiyonel gruplar 6zet sekliyle Cizelge 4.1°de
gosterilmistir. Yine tiim uygulamalar ve zamanlarda gozlenen sonuglar Cizelge 4.2,

Cizelge 4.3 ve Cizelge 4.4°de detayl1 bir sekilde sunulmustur.

Cizelge 4.1. Sadece amonyum veya nitrat tarafindan diizenlenen gen setlerinde ¢ok
onemli diizeyde ifade olmus fonksiyonel kategoriler.

Zanam

Araliklar Gozlenen Beklenen
Fonksiyonel kategori* (Saat) Frekans (%) | Frekans (%) | P-degeri
Sadece amonyum taarafindan aktive olan yollar
Bitki defans ve immiin cevabr | 0.5/1.5/8 8.3/4.6/8.8 |0.3/0.3/0.7 |64x10%7.6x10°13x107°
Transkripsiyonal regiilasyon 0.5 25,0 5,6 35x10"
Jasmonik asite cevap 1.5 5,7 0,5 40x103
Strese Cevap 8 18,7 5,5 5.6x 10
Sadece nitrat tarafindan aktive olan yollar
Nikotinamid metabolik prosesi | 0.5/8 5.112.9 0.1/0.1 1.6x 10423 x 107
Pentoz Fosfat Yolu 0.5 3,8 0,1 3.6x10”
Monovalent katyon transportu | 1.5 5.6/4.3 0.5/0.5 95x10%53x107
Potasyum iyon transportu 8 2,9 0,2 7.8x 107
Sitokinine cevap 8 5,0 0,3 7.9x 10°

*Bir grup igerisinde en az ii¢ gen ¢ok dnemli diizeyde farkl regiilasyon 6rnekleri sergilemistir



http://virtualplant.bio.nyu.edu/cgi-bin/vpweb2/
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BioMaps programi sayesinde mikrodizi analizi ile elde edilen veriler analiz edilerek
genel manada katyon transport aktivasyonu, sitokinine cevap ve oksidatif pentoz fosfat
yolu ile NAD(P)H iiretimi olaylar1 nitrat-spesfik cevaplar oldugu belirlenmistir. Diger
taraftan biyotik stres/savunma ve transkripsiyonal regiilasyon kategorilerinin spesifik
olarak amonyuma cevapta aktive oldugu gdézlenmistir. Amonyum veya nitrat tarafindan
ifade olan gen seti (“inorganik azot ortak gen seti”) nitrat transportu, trehaloz
biyosentezi, sitokinine cevap ve pentoz fosfat yollarin1 da igeren pek ¢ok fonksiyonel
kategoride asir1 ifade olma Ornekleri sergilemistir (Cizelge 4.5). BioMaps analiz
sonuglarina gore sitokinine cevap ve pentoz fosfat yollarinin hem sadece nitrata 6zgii,
hem de inorganik azota cevapta aktive olmasi durumu bu cevaplarin ¢gogunlukla nitrat
tarafindan aktive oldugu, ancak sadece nitrata 6zgii aktivasyon sergilemedigini gosterir.
Lipid biyosentezi ve transportu gibi degisik abiyotik stres cevaplari nitrat ve amonyum
her iki azot kaynagina cevapta agag1 yonde regiilasyon drnekleri sergilemistir (Cizelge

43-5).
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BioMaps analizleri ile nitrat ve amonyum saglanmis Arabidopsis koklerindeki
metabolik farkliliklar hakkinda genel bir bakis acist elde edildi. BioMaps verilerinden
elde edilen sonuglar 1s1g8inda nitrat-spesifik ve amonyum-spesifik gen setlerinin
fonksiyonel analizleri daha da derinlestirilerek, mikrodizi verilerini kullanarak ifade
olunan veya baskilanan genlerin hangi biyokimyasal yollarda rol aldiklariyla ilgili
gorsel veri sunan MapMan programi kullanildi (Thimm et al. 2004; Usadel et al. 2005).
Sekil 4.7 ve Sekil 4.8 karsilastirmali olarak incelendiginde azot kaynagi olarak
amonyum ve nitrata cevapla ilgili pek ¢ok metabolik yolda fonksiyonel farkliliklar
belirgindir. Sekil 4.5 ve 6zellikle Sekil 4.6 karsilastirildiginda géze carpan ¢ok 6nemli
olaylardan; oksidatif pentoz fosfat yolunun NADPH {iretimini saglayan iki 6nemli
enzimi, glukoz—6-fosfat dehidrogenaz (At5gl13110) ve 6-fosfoglukonat dehidrogenaz
(At5g41670, Atlg64190) cok hizli bir sekilde nitrat tarafindan ifade olduklar
goriilityor. Diger taraftan ferrodoksin NADP" rediiktazi kodlayan iki gen (At4g05390,
Atl1g30510) ve ferrodoksini kodlayan bir gen (At2g27510) yine nitratla hizli bir
bi¢imde ifade olmustur. Bununla birlikte sitokinin sinyalinde rol oynayan alt1 adet Tip-
A transkripsiyonel cevaptan sorumlu gen (ARR3, ARR4, ARR5, ARR6, ARRS, ARR9)
azot agliginin ardindan nitrat ilavesinden 8 saat sonra c¢ok giiclii bir sekilde ifade
olmuglardir (Sekil 4.7) Nitrat ile ilgili elde ettigimiz sitokinin biyosentezi ve/veya
transportu arasindaki iliski ile ilgili olarak daha once yapilmis calismalarla uyum

gostermektedir. (Walch-Liu et al. 2000; Rahayu et al. 2005).

Bu caligmada elde edilen nitrat-spesifik metabolik regiilasyon cevaplarinin daha once
yapilan ¢ok sayida caligmayla desteklenmesine ragmen (Wang et al. 2000, 2003, 2004;
Scheible et al. 2004; Gifford et al. 2008) amonyum-spesifik metabolik cevaplar
hakkinda yeterli diizeyde bilgi rapor edilmemistir. Amonyum-spesifik gen seti
kullanilarak elde edilen MapMan analiz sonuglarma (Sekil 4.6 ve 4.8) gore azot
acligindan sonra amonyum saglanan bitki koklerinde 1,5 ve 6zellikle 8 saat sonra hiicre
duvarinin modifiye edilmesiyle ilgili bir ¢ok enzimi kodlayan genin ifadeleri
baskilanmistir. Ornegin, azot kaynagi olarak amonyum saglanmasindan 1,5 saat sonra
kontrole (0. saat)  kiyasla poligalakturonaz enzimini kodlayan gen ifadeleri

(At2g43890) >4 kat oraninda baskilanirken poligalakturonaz inhibe edici protein PGIP1
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(At5g06860) >3 kat daha fazla ifade olmustur. NH4  ilavesinden 1.5 ve/veya 8 saat
sonra dort adet ekspansin, dort adet endo-transglikozilaz, bir pektat liyaz ve bir ilave
poligalakturonaz da ayrica en az >1.7 kat baskilanmistir. BioMaps analizi ile daha 6nce
belirlenen transkripsiyonel regiilasyonla fonksiyonel kategorilerin amonyum-saglanan
bitkilerde 0Ozellikle degiskenlik gostermesi durumu MapMan analizleri ile de
desteklendi. Ozellikle WRKY-tip transkripsiyon faktor genlerinden (bu transkripsiyon
faktorlerinin ¢ogunlukla biyotik ve abiyotik strese cevapta rol oynadiklar
bilinmektedir) 7 tanesinin (WRKY 31, 33, 40, 46, 53, 70, ve 75) transkript miktarinda 8

saatin sonunda kontrole (0. saat) kiyasla en az 2 kat artis gézlenmistir.
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WRKY transkripsiyon faktorlerinin yani sira amonyum ve nitrata ¢ok dnemli diizeyde
farkl1 cevaplar sergileyen bagka bir biiylik gen familyas: tanimlandi. Sekil 4.9 da
gosterildigi gibi “nodulin gen familyasi” inorganik azot kaynagina karsi farkli ve
karmasik diizenleme oOrnekleri sergiledi. Bazi genlerin ifadesi sadece nitrat veya
amonyuma cevapta hizli bir sekilde artarken diger bazilarinin ifadesi yine sadece bir
azot kaynagina cevapta baskilanirken diger azot kaynagina cevapta artmigtir. Amonyum
tarafindan indiiklenen {ic nodulin (At4g28040, Atlg21890, At2g39510) ve nitrat
tarafindan indiiklenen iki nodulinden birinin (At1g43650) membran tasiyici proteinleri

olarak islev gordiikleri dnceki bir calismada da gosterilmistir (Ren et al. 2007).
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Sekil 4.9. Nitrat ve amonyuma cevapta nodulin genlerinin ifadelerindeki farkliliklar.
*Her ¢ubuk mikrodizi analizi ile &zellikleri belirlenen genlerin ortalama nisbi transkript miktarlarimi
temsil eder (+ Standart Sapma). 0, 1.5 ve 8 saatlik dlglimler igin n=3, ve 0.5 saatlik 6l¢timler i¢in n=2. 0.
saatte gozlenen transkript miktart 1 olarak alinmis ve buna gore elde edilen nispi verilerle bu sekil
tasarlanmigtir. Bu yiizden bu sekilde farkli genler arasindaki transkript miktarlarmin karsilastiriimasi
saglikli olmayabilir. N= nitrat, A= amonyum

Mikrodizi analizi ile tanimlanan ve farkli sekilde ifade olma Ornekleri sergileyen bir
grup genin ifade diizeylerindeki degisim bagimsiz olarak real time PCR analizleri ile
dogrulandi. Bu baglamda; yalnizca amonyum ile aktivasyon gosteren yedi gen:

Glutamat dehidrogenaz 2 (GDH2; At5g07440), PINOID-baglayic1 protein 1 (PBPI;
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At5g54490), WRKY70 transkripsiyon faktorii (At3g56400), bir nodulin-familyasi
proteini (At2g39510), mio-inositol oksigenaz 4 (MIOX4; At4g26260), bir prolin
oksidaz (At5g38710), ve NAC-igeren transkripsiyon faktorii 47 (NAC47 At3g04070),
bununla birlikte sadece nitrata cevapta giiglii bir sekilde aktivasyon gosteren bir gen
(nitrat rediiktaz 1 [NR; Atlg77760 ], hem nitrat ve hemde amonyum tarafindan ifade
olan (CBL ile etkilesen protein kinaz 13 [CBL13; At2g34180]), ve birde nitrat veya
amonyuma kars1 aktivasyon veya baskilanma gibi herhangi bir cevap sergilemeyen sabit
kontrol (Mitokondriyal ETS’de Kompleks I’ in 76 kDa alt iinitesi [At5g37510])
genlerinin real time PCR analizleri gergeklestirildi. Sekil 4.10 da gosterildigi gibi real
time PCR verileri mikroarray verileri ile onemli diizeyde uyumluluk gostermektedir. Bu

da mikrodizi analizleriyle elde edilen verilerin dogrulugunu onaylamaktadir.

Tiim deneylerde nitrat bitkilere KNO;, amonyum ise (NH4),SO4 formunda saglandi.
Bitki biiyiime ortaminda K ve SO,  zaten var oldugu icin teorik olarak bu iyonlarin
konsantrasyonlarindaki artig bu ¢alismada gézlenen sonuglart dogurabilir. Bu muhtemel
etkinin varligim test etmek ic¢in bitkiler KNO; veya (NH4),SO4 yaninda {igiincii bir
uygulamalt grup olarak 0.5 mM K,SO, saglanmis ortama alindiktan 1.5 saat sonra
yukarida sayilmis 10 genin ekspresyon diizeyleri real time PCR ile belirlenmistir. Sekil
4.10 da gosterildigi gibi K,SO4 saglanmis bitki koklerinde bu genlerin higbirisi 6nemli
ekspresyon ornekleri sergilememistir. Bu durum, gozlenen tiim etkilerin nitrat ve/veya

amonyum tarafindan tesvik edildigini dogrulamaktadir.
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Nitrat iyonunun Arabidopsis ve diger bitkilerde gen ekspresyon oOrneklerini
degistirebilen 6nemli bir molekiil oldugu gosterilmistir (Wang et al. 2004). Boylece
azotla diizenlenen genlerin yalnizca nitrata cevapta yiiksek diizeyde spesifik cevap
vermeleri sasirtict degildir (Sekil 4.4). Amonyum ve nitrat asimilasyonu birbiriyle
ortiistiigi icin bir kez nitrat plastidte amonyuma asimile olunca amonyumla
beslenmeyle amonyum spesifik azot cevabinin iirettigi evrensel bir sinyali nasil verdigi
hakkinda bilinen azdir. Nitratin olmadig1 durumlarda amonyum asimilasyonu ile elde
edilen metabolitlerin (glutamin, glutamat gibi) gen ekspresyonunda degismeleri
tetikleyebilir. Bu hipotezi test etmek i¢in glutamin sentetaz (GS) enziminin inhibitorii
olan methionine sulfoximine (MSX) in amonyum-spesifik genlerin diizenlenmesi
tizerine etkilerini arastirdtk. MSX amonyum asimilasyonunu engeller, ancak
Arabidopsis koklerinde amonyum alimi ve birikimini engellemez (Rawat ef al. 1999).
MSX’in real time PCR analizi yapilan amonyum tarafindan spesifik olarak diizenlenen
yedi genden iigiiniin (GDH2, MIOX4, nodulin At2g39510) ifade diizeyinin 6nemli
Olciide baskilandigi ve diger iic genin de ya etkilenmedigi (NAC47) veya ifadesinin
arttigt (WRKY70, PBP1) gozlemlendi (Sekil 4.11). Burada elde edilen bulgulardan
belki de en ilgin¢ olani glutamat dehidrogenaz (GDH) enzimini kodlayan genin neden
amonyum spesifik aktivasyon Ornegi sergiledigi, ve GS enziminin inhibitdrii olan
MSX’in, ayrica GDH enzimini kodlayan genin (GDH2) ifadesini de engellemesidir. Bu
iki bulgunun sebebinin detayli arastirilmasi azot asimilasyon mekanizmasinda énemli
verilerin elde edilmesinde Oncii olacaktir ancak bu doktora tezinin temel amacim
olusturmamaktadir. Boylece amonyum asimilasyonu ile elde edilen metabolitlerin
amonyum tarafindan spesifik olarak diizenlenen bazi genlerin aktivasyonunda kritik

sinyal molekiilleri oldugu sdylenebilir.
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Sekil 4.11. Glutamin sentetaz’in inhibitérii olan MSX’in amonyumla aktive olan
genlerin ekspresyonlari tizerine etkileri.

*Azot achgma birakilmis bitkilerin biiyiime ortamlarma 1 mM konsantrasyonda amonyum veya
amonyumla birlikte 1 mM konsantrasyonda MSX ilave edilmis ve 1.5 saat sonra amonyumla aktive olan
genlerin aktivasyon diizeylerine bakilmistir. En az ii¢ deneysel ve biyolojik tekrardan elde edilmis veriler
arasindaki farkliliklar +SH seklinde gosterilmistir. Her bir gen i¢in 0. saatte goriilen transkript bollugu 1
olarak alinmis ve uygulamalara cevapta ekspresyon diizeylerindeki degisim 0. saate gore “—kat1” seklinde
ifade edilmistir. Her bir gen igin transkript bollugunda gozlenen degisiklikler kendi icinde
degerlendirilmelidir.

Amonyum alimiyla birlikte plazma membran proton ATPaz lar1 tarafindan protonlarin
ekstrasellular alana pompalanmasi ile ekstrasellular alanin asidifikasyonu gergeklesir
(Bloom et al. 2003). Boylece amonyum-spesifik sinyallerin amonyum alimiyla ilgili
ekstrasellular pH da meydana gelen degisikliklere sebep olabilecegi de miimkiindiir. Bu
yiizden biz elde ettigimiz amonyum-spesifik gen setlerini Lager ef al. (2010) tarafindan
tanimlanan asit-responsif Arabidopsis kok transkriptomu ile karsilastirdik. Amonyum
alimindan 1.5 saat sonra amonyuma spesifik olarak ekspresyonu artan gen setinin,
Lager et al. (2010) tarafindan tanimlanan ve asidik biiylime ortamina transferden 1 saat
sonra ekspresyonu artan gen setinin Snemli diizeyde ortiistigi (P<6.4x10™),
amonyumla aktive olan genlerin %21 inin asidik pH ile de aktive olduklar1 belirlendi. 8
saat gen setlerinin karsilastirilmasi (amonyum ve asidik ortam) daha dramatik sonuclar
gosterdi. Amonyum alimindan 8 saat sonra amonyuma spesifik olarak ekspresyonu
artan gen setinin, Lager et al. (2010) tarafindan tanimlanan ve asidik biiyiime ortamina

transferden 8 saat sonra ekspresyonu artan gen setinin Onemli diizeyde Ortiistiigii
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(P<1.7x10™"%), amonyumla aktive olan genlerin %43 tiniin asidik pH ile de aktive
olduklar1 belirlendi (Sekil 4.12). Diisiik pH ve amonyuma cevapta birbiriyle ortiisen gen
setlerinin BioMaps analizi ile bitki savunma/bagisiklik cevabinda rol oynayan genlerin
6nemli bir diizeyde ifade olduklari (1.5 saat gen seti icin P =4.3x10™* ve 8 saat gen seti
icin P = 4.6x10°®) belirlendi. Ozellikle amonyuma spesifik cevap veren ii¢ gen NAC47,
WRKY70, ve PBP1 asitli ortamda da ayn1 ekspresyon diizeyleri sergilediler. Boylece,
amonyum tarafindan ekspresyon diizeyleri degisen ¢ok sayida genin amonyum

alimindan kaynaklanan pH degisimleri tarafindan diizenlendigi sdylenebilir.

Ammonyuma cevapta pH 4.5’da ifadesi

ifadesi artan gen seti artan gen seti
8 sa 8 sa
48 543

Sekil 4.12. Arabidopsis koklerinde amonyum ve asidik ekstrasellular pH tarafindan
diizenlenen genlerin karsilagtirilmasi.

* Amonyum-spesifik gen seti 0. saatte hasat edilen 6rneklere nazaran >2 kat-artis gosteren, ancak nitrat
uygulamasinda <1.4 kat-degisim gdsteren genleri igerir. pH 4.5 ile ifadesi artan genler, pH 6.0 da ifade
olunan genlere kiyasla >2 kat-artig gosteren genleri igerir. Tiim karsilastirmalar i¢in ayarlanmig P-degeri
<0.05 dir.



106

4.2. Azot Kaynaklarina Cevapta Hiicresel Redoksun Diizenlenmesi ve Reaktif

Oksijen Tiirleri

Azot acligindan sonra farkli azot kaynaklarina cevapta mikrodizi analizinden elde edilen
verilerden metabolit tasiyicilarii kodlayan genler MapMan programi kullanilarak
detayli analiz edildiginde nitrata cevapta bu genlerin ¢ok 6nemli diizeyde ifade olduklar
belirlendi (Sekil 4.13, 4.14). Bes mitokondriyal tasiyict protein (At5g01340,
At5g26200, At5g48970, At5g12860 ve At5g01340) nitrat ilavesini takiben 8§ saat icinde
en az 2 kat daha fazla ifade olmuglardir. Bunlardan en carpict olani; At5gl12860
(OMT1) tarafindan kodlanan, mitokondri ve kloroplastlarda bulunan ve malat-
okzaloasetat mekiginde rol oynayan muhtemel tasiyici proteindir (Catoni et al., 2003;
Igamberdiev and Gardestrom, 2003). Bununla birlikte yine nitrat saglanan bitkilerde
alternatif oksidaz AOX la (At3g22370), ve tip II NAD(P)H dehidrogenaz NDA?2
(At2g29990) genlerinin ifadeleri de >2 kat diizeyinde baskilanmislardir (Sekil 4.13). Bu
durum kok hiicrelerinde mitokondriyal matrikste tiretilen NAD(P)H larin (nitratin nitrite

indirgenmesi i¢in) sitoplazmaya tasindigi ve burada kullandigina isaret etmektedir.
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Sekil 4.14. MapMan programi ile mitokondriyal tasiyici proteinlerin regiilasyon analizi.

*Qlgek iizerindeki degerler log2 déniistiiriilmiis verilerdir. Mavi renk tonlar1 sorumlu genlerin ifade olma
oranlarindaki artigi, kirmizi renk tonlar1 da baskilanma durumlarini gosterir.

Nitrat indirgenmesi bitki kok hiicrelerinde en biiyiik indirgeyici havuzlarindan birisi
olarak kabul edilmektedir. Bu doktora tezi kapsaminda yapilan diger ¢aligmalarda azot
kaynag1 olarak amonyum igeren besin ¢oOzeltisinde kiiltiire alinan Tobacco BY-2
hiicrelerinin nitrat kontrollerine kiyasla hiicresel solunum orani ve alternatif oksidaz
aktivitesinde ve alternatif oksidaz proteininin miktarinda artislar oldugu belirlendi. Bu
bulgular, ¢alismalarin bu béliimiinde elde edilen verilerle birlestirildiginde, mitokondri
matriksinde iretilen indirgeyicilerin (NAD[P]H) biiyiik oranda azot kaynagi olarak
nitrat saglandiginda nitrat asimilasyonu icin kullanildigi, ancak amonyum saglandiginda
bu indirgeyicilerin solunum zincirinde okside olduklart hipotezi ileri siiriilebilir. Bu

durumun daha iyi anlasilabilmesi icin bir seri fizyolojik 6l¢timler gergeklestirildi.

Yesil olmayan dokularda, mitokondriyal solunum zinciri genel olarak reaktif oksijen
tirleri iretiminin temel merkezidir (Moller, 2001). Eger nitrat-saglanan bitkiler
matriksde bulunan indirgeyicilerin 6nemli bir kismini solunum zincirinde okside

etmeden sitosole aktariyor ise nitrat-saglanan bitkilerin amonyum saglanan bitkilere
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nazaran daha az ROT iiretimi sergilemesi beklenir. Bu durumu test etmek i¢in nitrat ve
amonyum saglanmis bitki koklerindeki H,O, diizeyleri belirlendi. Azot acliginin
Arabidopsis koklerinde ROT diizeylerini artirdigir daha 6nce gosterilmistir (Shin et al.
2005). Sekil 4.15°de gosterildigi gibi azot kaynagi olarak nitrat saglanmis bitkilerde
H,0, diizeylerinde 6nemli diisiisler gdzlenmis, ancak amonyum ilave edilen bitkilerde

yiiksek diizeyde kalmis, ancak 1.5 saatten sonra azalmaya baslamistir.

70
__ 60
<
~ 50 *
b0 —_—
< 40 *
£
£ 30
S 0
T 20 —&— Amonyum

10 - —&— Nitrat

0

0 5 10 15 20 25

Yeni Azot kaynagi ilavesinden sonra gegen siire (sa)

Sekil 4.15. Arabidopsis koklerinde farkli azot kaynaklarina cevapta zamana bagl olarak
H,0, diizeyinde meydana gelen degisiklikler.

*ki farkl1 zamanda elde edilen veriler birlestirilmistir (n=6). Her veri igin kendi i¢indeki farklilasmalar +
Standard Hata seklinde sunulmustur. * ile igaretlenmis degerler P<0.05 diizeyinde kontrol grubuna (0.
saat) gore onemli farkliliklar: gosterir.

Azot kaynagi olarak amonyum ve nitrat saglanan bitki koklerinde indirgeyici mekiginde
ve ROT iretimindeki farkliliklar1 belirledikten sonra koklerdeki dort biiyiik redoks
metabolit havuzlarinin: NADH, NADPH, glutatyon ve askorbat oksidasyon
durumlarindaki fizyolojik degisimler arastirildi. Sekil 4.16’da gosterildigi gibi NAD(H)
ve NADP(H) miktarlarinda ve oksidasyon durumlarinda amonyum veya nitrata cevapta
onemli bir degisim gozlenmemistir. Ancak amonyum ve nitrat uygulamasindan 8 saat
sonra NAD" konsantrasyonlarinda P<0.5 diizeyinde istatistiksel olarak bir artis gozlense
de NADH konsantrasyonunda herhangi bir degisiklik gézlenmemesi bu degisiklige bir

anlam yiiklemez.
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Sekil 4.16. Arabidopsis koklerinde farkli azot kaynaklarina cevapta hiicresel indirgeyici
metabolitler NAD(H) ve NADP(H) oksidasyon durumlart.

*Panel A, zamana bagli olarak NAD(H) ve NADP(H) konsantrasyonlarini, panel B ise bu metabolitlerin
oranlarmi gostermektedir. Her veri i¢in kendi igindeki farklilasmalar + Standard Hata seklinde
sunulmustur. * ile isaretlenmis degerler P<0.05 diizeyinde kontrol grubuna (0. saat) gore Onemli
farkliliklar1 gosterir.
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Azot agligindan sonra farkli azot kaynaklarina cevapta Arabidopsis koklerinde askorbat
(Sekil 4.17) ve glutatyon (Sekil 4.18) miktarinda ve oksidasyon durumlarinda énemli
degisiklikler gbzlenmemistir. Ancak sekiller incelendiginde rahatga gbzlenebilecegi gibi
azot kaynagi olarak amonyum saglanan bitki koklerinde okside olmus askorbat
(dehidroaskorbat) ve okside olmus glutatyon (GSSG) miktarlar istatistiksel olarak

Onemsiz bulunsa da nitrat grubuna nazaran genel anlamda yliksek olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.17. Arabidopsis koklerinde farkli azot kaynaklarina cevapta askorbat oksidasyon
durumu ve konsantrasyonlart.

*Panel A indirgenmis askorbat (ASC) konsantrasyonunu, panel B toplam askorbat (ASC+
dehidroaskorbat [DHA]) konsantrasyonunu ve panel C indirgenmis askorbat formunun askorbat
havuzunda bulunma yiizdesini gostermektedir. Sekilde sunulan veriler farkli zamanlarda yapilmis g
deneyin ortalamasi olarak degerlendirilmistir. Her veri i¢in kendi i¢indeki farklilagmalar + Standard Hata
seklinde sunulmustur.

10
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Sekil 4.18. Arabidopsis koklerinde farkli azot kaynaklarina cevapta glutatyon
oksidasyon durumu ve konsantrasyonlart.

*Panel A indirgenmis glutatyon (GSH) konsantrasyonunu, panel yiikseltgenmis glutatyon (GSSG)
konsantrasyonunu, ve panel C indirgenmis glutatyon formunun askorbat havuzunda bulunma yiizdesini
gostermektedir. Sekilde sunulan veriler farkli zamanlarda yapilmis {i¢ deneyin ortalamasi olarak
degerlendirilmistir. Her veri i¢in kendi i¢indeki farklilagmalar + Standard Hata seklinde sunulmustur.

Amonyum ve nitrat saglanan bitki koklerinde ii¢ Oonemli redoks metaboliti olan
NAD(P)H, askorbat ve glutatyon oksidasyon durumlarinda 6nemli degisikliklerin
olmamasi net olarak redoks durumunda bir degisiklik olmadigini tek basina gosteremez.
Amonyumla beslenme durumunda hiicresel ve alternatif solunum hizinin arttig1
(sonuglar bu boliimiin sonunda verilmistir) géz 6niine alininca iiretilen indirgeyicilerin
mitokondriyal ETS de yiikseltgendigi, ve solunum hizindaki artigla birlikte ROT
tretiminin arttig1 diisiincesi durumu daha agik hale getiriyor. Bitkilerin sadece kendi
dokularinda bulunan azot kaynaklarini tiiketecek kadar azot agligina biraktiktan ve
sonraki azot kaynaklar1 eklenmesi ile birlikte belirlenen zamanlarda 6l¢iimleri yapilan
bu ii¢ biliylik ve 6nemli metabolit havuzlarin nitrat ve amonyum uygulamasinda ¢ok

onemli degisiklikler gostermemesi mevcut kapasitenin bitkinin maruz kaldig: kisa siireli
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ve asirt olmayan stres durumunu yiikseltgenen ve indirgenen molekiil miktarlarinda
kendi i¢inde degisimle bertaraf edebilecegini gosterebilir. Hiicrede iiretilen ROT’larin
bertaraf edilmesinde her ne kadar da enzimatik yapida olmayan antioksidanlarin
(askorbat-glutatyon) oksidasyon diizeylerinde goriilen farkliliklar istatistiksel olarak
anlamli bulunmasa da ROT detoksifikasyonunda gorevli antioksidan enzimlerin

aktivitelerinin tayini ile birlikte mevcut sonuglar daha iyi harmanlanabilir.

Antioksidan enzimlerden askorbat peroksidaz (AP) ve glutatyon rediiktaz (GR) enzim
aktivitelerindeki degisimlere (Sekil 4.19) bakildiginda, AP enzim aktivitesinin kontrole
(0. saat) nazaran yeni azot kaynagi olarak amonyum uygulanmasindan 1.5 ve 8§ saat
sonra da istatistiksel olarak onemli diizeyde yiiksek aktivasyon durumu sergiledigi
belirlendi. Yine GR enzim aktivitesi 1.5 saat i¢erisinde istatistiksel olarak 6énemli artis
gOstermis, ancak 8 saat sonra enzim aktivitesinde azalma ve kontrole kiyasla dnemli bir

degisiklik gézlenmemistir.

Azot kaynag olarak nitrat saglanan bitki koklerinde AP enzim aktivitesinin kontrole (0.
saat) kiyasla diistiigli, 8. saatte enzim aktivitesindeki diisiisiin istatistiksel olarak énemli
diizeyde oldugu belirlendi. Yine GR aktivitesi kontrole kiyasla azalma gostermis, bu
azalma ilk 1.5 saatlik zaman diliminde istatistiksel olarak 6nemli bulunmus, ancak 8.
saatin sonunda meydana gelen azalma istatistiksel olarak dnemli bulunmamistir (Sekil

4.19).
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Sekil 4.19. Arabidopsis koklerinde farkli azot kaynaklarina cevapta Askorbat
Peroksidaz (AP) ve Glutatyon rediiktaz (GR) aktivitelerinin zamana bagli degisimi.

*Sekilde sunulan veriler farkli zamanlarda yapilmus {ic deneyin ortalamasi olarak degerlendirilmistir. Her
veri icin kendi i¢indeki farklilagmalar = Standard Hata seklinde sunulmustur. * ile isaretlenmis degerler
P<0.05 diizeyinde kontrol grubuna (0. saat) gore dnemli farkliliklar1 gosterir.



115

Antioksidan enzimlerden KAT, POD ve SOD enzim aktiviteleri; azot kaynagi olarak
amonyum saglanan bitki koklerinde 1.5 saatlik zaman igerisinde artig gostermis, ancak 8
saatin sonunda genel olarak bu {i¢ enzimin aktivitesindeki diisiisle birlikte meydana
gelen degisiklikler kontrole kiyasla istatistiksel olarak anlamsiz bulunmustur (Sekil
4.20). Elde edilen fizyolojik bulgulara bakildiginda genel olarak redoks homeostazisi
amonyum ve nitrat saglanmis bitkilerde etkili bir sekilde siirdiiriildiigii sonucuna

varilmistir.
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Sekil 4.20. Arabidopsis koklerinde farkli azot kaynaklarina cevapta [A] Katalaz (KAT), [B]
Stiperoksid dismutaz (SOD), ve [C] Guaiakol peroksidaz (POD) aktivitelerinin zamana (saat)
bagli degisimi.

*Sekilde sunulan veriler farkli zamanlarda yapilmus {ic deneyin ortalamasi olarak degerlendirilmistir. Her
veri i¢in kendi i¢indeki farklilagmalar = Standard Hata seklinde sunulmustur. * ile isaretlenmis degerler
P<0.05 diizeyinde kontrol grubuna (0. saat) gore 6nemli farkliliklar1 gosterir.
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Yeni azot kaynagia cevapta 1,5 saatlik siire icerisinde kontrole nazaran antioksidan
enzim aktivitelerinde artis olmus ve 8 saat i¢erisinde antioksidan enzim aktivitelerindeki
diisiis redoks homeostazisinin saglandiginin kanit1 olarak algilanmalidir. Her ne kadar
da ROT olusumu ilk 1,5 saatlik siire icerisinde 6zellikle amonyum uygulanan grupta
nitratin tersine artis gergeklesmesi ile birlikte antioksidan enzim aktivitelerinde artis
goriilse de antioksidan enzim aktivitelerinde artis olmasina ragmen ROT {iretimindeki
bu artig proteinlerin oksidasyonu veya lipidlerin peroksidasyonu gibi ileri fizyolojik
etkiler saglayabilir. Bu durumu anlamak Arabidopsis koklerinde farkli azot
kaynaklaria cevapta protein karbonilizasyonu ve lipid peroksidasyonu diizeylerine de

bakildi.

Protein karbonilasyonunda azot kaynaklarina cevapta amonyum ilavesinden sonra
kademeli bir artis gézlendi ve bu artis 8 saatin sonunda istatistiksel olarak anlamli
bulundu. Ortama nitrat ilave edildiginde karbonil gruplarinin miktar1 azalmis ancak bu

azalma istatistiksel olarak anlamli bulunmamuistir (Sekil 4.21).
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Sekil 4.21. Arabidopsis koklerinde azot aghigi ve sonrasinda farkli azot kaynaklarina verilen
cevapta zamana bagli olarak protein karbonilasyonun durumundaki  degisim.
* P<0.05 diizeyinde 6nemli degisimleri ifade eder.
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Azot a¢lhigina birakilan Arabidopsis koklerinde MDA konsantrasyonunda her ne kadar
amonyuma cevapta nitrata nazaran artig belirlense de gruplarin birbirleri ve kontrolle

aralarindaki farkliliklar istatistiksel olarak 6nemli bulunmamistir (Sekil 4.22).
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Sekil 4.22. Arabidopsis koklerinde azot aclig1 ve sonrasinda farkli azot kaynaklarina
verilen cevapta zamana bagl olarak malondialdehit bilesiklerinin miktarindaki degisim.
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4.3. Azot Kaynaklarina Cevapta Alternatif Oksidazin Redoks Yanitlari

Azot kaynagi olarak nitrat ve amonyum her ikisini de igeren MS besi yeri ¢ozeltisinde
normal olarak yetistirilen stok Tobacco BY-2 hiicre ¢o6zeltisinden esit miktarda
(yaklasik 5 ml) hiicreler alinarak, azot kaynagi olarak 1 mM konsantrasyonda yalnizca
amonyum veya yalnizca nitrat iceren besin ¢ozeltilerinde (50 ml) dort glin boyunca
inkiibe edilmistir. 4 gilin inkiibasyondan sonra, azot kaynagi olarak amonyum bulunan
kiiltiirde yetistirilen hiicrelerin miktar1 ortalama 170 (+16) mg/ml iken azot kaynagi
olarak nitrat igeren besin ¢ozeltisinde yetistirilen hiicrelerin miktarlari ortalama 230

(x12) mg/ml idi.

Azot kaynagi olarak amonyum veya nitrat iceren besi yerinde kiiltlire alinan hiicrelerin
formasyonlarinda bir degisiklik olup olmadigini gézlemlemek amaciyla bu hiicre
kiiltiirlerinden alinan hiicreler mikroskop altinda incelendi. Hiicre formasyonlari
birbirleriyle karsilastirildiginda 6nemli anatomik degisiklikler oldugu goézlemlendi.
Ornegin MS ortaminda kiiltiire alman hiicreler azot kaynag1 olarak amonyum ve nitrat
igeren gruplara kiyasla genel manada daha biiyiik (yaklasik olarak 150-400 pm), boyuna
bliylime gosteren ve daha genis hiicreler iken, amonyum iceren ortamda kiiltiire alinan
hiicrelerin daha ¢ok eni boyuna yakin (yaklasik olarak 100-150 um), ve nitrat iceren
ortamda kiiltiire alian hiicrelerin genel anlamda boyuna biiyliime gostermis (150-250
pum) hiicreler seklinde farklilastigi gozlemlendi. Genel mikroskopik inceleme ile dikkate
carpan Onemli bir farklihik da MS ortaminda kiiltiire alinan hiicrelerin ¢ogunlukla
bagimsiz, ancak amonyum ve 6zellikle nitrat i¢eren ortamlarda kiiltiire alinan hiicrelerin
birbirleriyle baglantili bir goriiniim sergilemeleri durumu idi. MS ortami (ticari olarak
saglanan bu besi yerinin tam igerigi patentli oldugu i¢in mineral oranlari hakkinda,
bizim bilgimize gore, ulasilabilecek veriler eksik olacaktir) ile bizim azot uygulamalari
icin kullandigimiz ve Somerville ve Ogren (1982) tarafindan Onerilen besi yerinin
mineral icerikleri genel manada birbirlerinden farklilik gostermektedir. Dolayisiyla MS
ortaminda hiicrelerin gosterdigi formasyonel degisikliklerin digerleri ile karsilastirilmasi
¢ok saglikli olmasa da nitrat ve amonyumun hiicresel formasyon iizerine etkileri,

birbirleriyle kiyaslandiginda, géze ¢carpmaktadir.
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Farkl1 azot kaynaklarmin hiicre formasyonu (ve dolayisiyla buna sebep olan fizyolojik,
biyokimyasal ve genetik faktorler) lizerine etkileri bu tezin kapsami disindadir.
Milyarlarca hiicrenin bulundugu bir hiicre Kkiiltiirinden alinmis mikroskopik
orneklemelerle genelleme yapilmasi elbette dogru degildir. Ancak farkli zamanlarda
kiiltiire alinmig hiicrelerin mikroskopik incelemesi ile genel kamiya vardigimiz ve
asagida gosterilen (Sekil 4.23) bu model goriintiiler, Arabidopsis koklerinin farkli azot
kaynaklarina cevapta elde edilen mikrodizi analiz sonuglariyla ilgili olarak, amonyumun
hiicre duvarinin modifiye edilmesinde rol oynayan ¢ok sayida enzimi kodlayan genlerin

ifadelerinin baskilanmasi (Sekil 4.6 ve 4.8) bulgularin1 destekler niteliktedir.
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¢

NH, ortaminda kiiltiire alinan hiicrelerin genel mikroskobik goriintiisii.

NOj; ortaminda kiiltiire alinan hiicrelerin genel mikroskobik goriintiisii.

Sekil 4.23. MS ortaminda ve azot kaynagi olarak nitrat veya amonyum igeren Somerville ve
Ogren besi yerinde 4 giin inkiibasyondan sonra Nicotiana tabacum cv. BY-2 hiicrelerin genel
goriintileri.
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Azot kaynagi olarak amonyum veya nitrat iceren besi yeri ¢ozeltilerinde kiiltiire alinmis
olan Tobacco BY-2 hiicrelerinin 4 giinliilk bir inkiibasyondan sonra hiicresel ve
alternatif yolla O, tiiketim hizlar1 6l¢iildii. Cok sayida tekrarli Ol¢limler ve farkl
biyolojik replikatlar kullanarak elde edilmis verilere gore azot kaynagi olarak amonyum
uygulanmis olan hiicrelerin hiicresel solunum hizlarinin (Sekil 4.24.a) nitrat
kontrollerine kiyasla ¢ok Onemli diizeyde yliksek oldugu belirlendi. Buna ilaveten
hiicrelerin bulundugu oksijen elektrotuna KCN ilave edildiginde yine alternatif yollarla
oksijen tiiketim hizinin nitrat kontrollerine gore oldukg¢a yiiksek diizeyde oldugu
belirlendi (Sekil 4.24.b). Sekil 4.24.b’de karsilastirmali sonuglarla elde edilen verilere
gore alternatif yolla oksijen tiiketiminin amonyumla beslenmede toplam hiicresel
solunumla tiiketilenin yaklasik olarak %39’u iken nitratla beslenmede alternatif yolla
oksijen tiikketiminin toplam hiicresel solunumla tiiketilenin yaklasik %17’si oldugu
belirlendi (Sekil 4.24.b alternatif solunum paneli). Amonyum igeren besi yerinde
kiiltiire alinan hiicrelerin sayisinin az olmasi temelde artan solunum hizi ve bununla

birlikte alternatif oksidazin aktivasyonu ile alakali olabilir.
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Sekil 4.24. Amonyuma cevapta Nicotiana tabacum cv. BY-2 hiicrelerinin hiicresel ve
alternatif solunum yollarinda meydana gelen degisimler.

* (A) Tobacco BY-2 hiicrelerinin solunum hizinda meydana gelen degisiklikler. Solunum hizlarinda
meydana gelen degisiklikler gr hiicre basina dakikada tiiketilen nmol O, seklinde sunulmustur. Alternatif
yolla oksijen tiikketim hizin1 belirlemek ig¢in hiicrelerin bulundugu oksijen elektrotuna solunum
inhibitorlerinden 6nce sitokrom oksidazin inhibitdrii olan [ImM] potasyum siyanid (KCN) ve daha sonra
alternatif oksidazin inhibitérii olan [0.1 mM] n-propyl gallate (NPG) ilave edilmistir. (B) hiicrelerin total
solunum ve alternatif solunum kapasiteleri. Alternatif yolla oksijen tiiketiminin toplam hiicresel oksijen
tilketimine oran1 da ayrica mini grafikte verilmistir.
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Amonyum ve nitrata verilen cevapta hiicresel ve alternatif yolla oksijen tiiketim
hizlarindaki farkliliklar belirlendikten sonra, artan alternatif respirasyon hizinin
alternatif oksidaz (AOX) proteininin miktarindaki bir artigla paralel olup olmadigini
belirlemek amaciyla alternatif oksidaz proteininin immiinoblot analizi yapildi. Elde
edilen blotlama goriintiilerine bakildiginda, azot kaynag: olarak amonyum igeren besi
yerinde kiiltiire alinmis olan hiicrelerin 6zellikle indirgenmis AOX (aktif formu), ve

goriinen o ki toplam AOX miktarlarinda artis oldugu belirlendi (Sekil 4.25).
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Sekil 4.25. Nicotiana tabacum cv. BY-2 hiicrelerinde Alternatif oksidaz proteininin

western analizi.

* 4 giin boyunca inkiibe edilmis hiicrelerden saflastirilan 20ug hiicresel protein énce jelde yiiriitiilmiis,
nitrosellilloz membrana aktarilmig ve son olarak ta rontgen film kagidinda goriintiilenmistir. Kontrol
olarak 20ug patates yaprak mitokondriyal protein kullanilmistir. Yine kontrol olarak mitokondriyal ETS
de rol oynayan Kompleks 1 in alt iinitesi olan NADH dehidrogenaz-9 proteinide blotlandi.
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5. TARTISMA ve SONUC

Bu calismada temel hedef bitkiler tarafindan kullanilan en yaygin iki azot formu olan
nitrat ve amonyumun fizyolojik ve molekiiler etkilerini ayirt etmekti. Bu amacla bitki
molekiiler biyoloji ve fizyolojisi ¢alismalarinda model organizma olarak kullanilmakta
olan Arabidopsis thaliana ve Nicotiana tabacum cv. Bright-Yellow 2 tiirleri tercih

edilmistir.

Azot kaynaklarindaki degisime cevapta Arabidopsis thaliana koklerinde bu bitkiye ait
genom DNA baz dizilerini iceren genlerin ekspresyon zamanlari, miktarlar1 ve
profillerini belirlemek i¢in mikrodizi analizleri yapilmis, elde edilen veriler farkli analiz
programlar1 kullanilarak degerlendirilmis, ve farkli azot kaynaklarina 6nemli derecede
farkli ekspresyon ornekleri sergileyen birka¢ genin real time PCR analizleri yapilarak
mikrodizi verilerinin giivenilirligi test edilmistir. Elde edilen molekiiler veriler 1s181nda
bitki koklerinde meydana gelecek muhtemel redoks degisimlerini belirlemek amaciyla
baz1 metabolitlerin tayini ve muhtemel redoks dengesizliginden kaynaklanacak reaktif
oksijen tiirlerinin asir1 salinimindan dogacak oksidatif stres ve muhtemel sonuglarini

gosteren bazi1 biyokimyasal testler gerceklestirilmistir.

Farkli azot kaynaklarina cevapta bir bitkide hormon salinimindan iyon dengesine ve
bircok metabolik yol dahil organlar arasinda interaksiyon oldugu goz Oniinde
bulundurulunca, organ veya doku etkilerinden bagimsiz olarak tek bir hiicrenin hiicresel
ve alternatif solunum yollarinda amonyum veya nitrat ile meydana gelecek degisimleri
belirlemek amaciyla Nicotiana tabacum cv. Bright-Yellow 2 kiiltivarindan elde edilen
hiicre kiiltiirleri kullanilmistir. Mitokondriyal sitokrom yolu ve alternatif yollarla
oksijen tiiketiminde meydana gelen degisimler arastirilmis ve bu iki farkli deneysel
diizenekten elde edilen verilerin birbirlerini destekleyici nitelikte olduklar
belirlenmistir. Asagida bu arastirmalardan elde edilen sonuglarin yorumlanmasi ve diger

arastiricilarin sonuclari ile karsilastirilmali degerlendirmeleri yapilmastir.
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Farkh inorganik azot formlarina verilen bitkisel cevabin diseksiyonu

Mikrodizi analizleri ile elde edilen bulgulardan Arabidopsis koklerinde nitrat ve
amonyumla beslenmenin ¢ok sayida benzer cevabi dogurdugu ortaya g¢ikmaktadir.
Ornegin nitrat ile aktive olan trehaloz biyosentezi, glikoliz ve sukroz pargalanmasi gibi
cok sayida metabolik prosesin amonyum ile de aktive oldugu dnceki ¢alismalarla da
gosterilmistir (Wang et al. 2003; Scheible et al. 2004). Boylece bu proseslerin baglh
basina nitratla degil, azotla aktive olduklar1 sonucu ortaya ¢ikar. Ancak bu calismada
cok sayida gen ve biyokimyasal yollarinda yalmizca nitrat veya amonyumla
diizenlendigi de gosterilmistir. Uzun donemli amonyum veya nitratla beslenmenin bitki
bliylimesi tlizerine etkileri ile ilgili yapilmis ¢ok sayida ¢alisma vardir. Bu calismalarla

sonuclarimizi kiyaslamak bilgi verici olacaktir.

Zhu et al. (2006) piring bitkilerine azot kaynagi olarak 3 mM nitrat veya 3 mM
amonyum verip 24, 48, ve 72 saat sonra yaprak transkriptomlarini ¢aligmak amaciyla
cDNA mikrodizi analizi yaptilar. Amonyum ve/veya nitrat ilavesi iizerine kontrole
kiyasla (Tp) 198 genin >2-kat degisim gosterdigini belirlediler. Tiim gen listesi
makalelerinde verilmemis olsa da Zhu et al. (2006) spesifik olarak amonyumla
beslenme ile siilfiir metabolizmasinin aktivasyonu arasinda dogru orant1 oldugunu isaret
ettiler. Bizim data setlerimizde {i¢ siilfat tasiyicisi farkli regiilasyon ornekleri sergilese
de bu tastyicilarin ya nitrat-spesifik cevap ya da genel inorganik azot cevabi verdikleri
gbzlendi. Lopes and Araus (2008) 11 mM konsantrasyonda nitrat, amonyum, veya
amonyum nitrat saglanmig arpa fidelerinde 48 saat sonra transkript diizeylerini
karsilastirmak icin Affymetrix gen cipler1 kullandi. Cok az sayida genin farkh
regiilasyon ornekleri sergiledigini rapor ettiler ki bu ¢ok sasirticidir. Ayn1 arastirmacilar
P<0.01 O©nem diizeyinde 2-kat degisim esigini kullanarak bir genin (bir
glukosiltransferaz) spesifik olarak amonyum ile aktive oldugunu (veya nitratla
baskilandigi) ve iki genin (bir reseptor kinaz ve bir triptofan dekarboksilaz) spesifik
olarak nitratla aktive oldugunu (veya amonyumla baskilandigini) rapor ettiler. Bu
genlerle ilgili Arabidopsis homologlarinin hi¢ birisi bizim verilerimizde benzer

regiilasyon Ornekleri sergilemedi. Hoffmann et al. (2007) Arabidopsis fidelerini 15 giin
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boyunca siirekli olarak 4 mM amonyum veya 4 mM nitrat i¢eren hidroponik ortamda
yetistirdiler ve bir seri mikrodizi analizi gergeklestirdiler. Crawford and Forde (2002) ve
Hoffman et al. (2007) azot kaynagi olarak amonyum bulunan ortamda yetistirilen
Arabidopsis bitkilerinde nitratla beslenenlere nazaran biiylime durumlarinda oldukga
farkli gelisimsel durumlar gozlediklerini rapor ettiler ki bu beklenen bir durumdur.
Buna karsin bu arastirmacilar, yalnizca amonyum ve nitratla beslenen Arabidopsis
bitkileri arasinda yalnizca iki genin (bir PEP karboksikinaz [At4g37870] ve bir karbonik
anhidraz [At3g01500]) farkli sekilde ifade ornekleri sergiledigini ( >2-kat degisim,
P<0.05) bildirdiler. Ayni arastirmacilar nothern blotlama ile amonyum saglanmis
bitkilerde -oksidasyon ile ilgili ¢ok sayida enzimi kodlayan genlerin ifadesinin arttigini
rapor ettiler. Incelenen genlerin hicbirisi bizim veri setlerimizde farkl1 bir sekilde regiile
edilmedi. Ozetle, bizim calismalarimzla bu calismalarin sonuglari arasinda genis
diizeyde fonksiyonel ortiisme oldugu séylenemez. Bunun sebebi deneylerde kullanilan
bitki tiirlerinin, analiz edilen organlarin ve deneysel uygulama zamanlar1 (6rnegin,
primer ve sekonder etkileri karsilastirmak gibi) gibi farkli parametrelerden dolay1

sonuglar arasinda ¢ok fazla benzerligin bulunmamasi olabilir.

Koklerde nitrat ve amonyumun etkileri {izerine odakli son zamanlarda yiiriitiilmiis iki
onemli c¢aligma bizim elde ettigimiz sonuglarla bazi benzerlikler gostermektedir.
Fizames et al. (2004) azot kaynagi olarak siirekli ImM nitrat veya ImM amonyum
kullanilmis ortamlarda Arabidopsis bitkilerini biyltliip kok transkriptomundaki
degisimleri izlemek icin seri gen ekspresyon analizleri (SAGE) kullandi. Analiz edilen
4000 genden (Arabidopsis’'de toplam genlerin yaklasik %15’ini temsil eder) 270’inin
nitrat ve amonyum nitrat gruplarinda farkli transkriptom bollugu sergiledigi rapor
edildi. Bu 270 gen bizim nitrat ve amonyum spesifik gen setimizle kapsamli diizeyde
bir ortlisme gostermemesine ragmen ¢ok sayida bireysel genin aktivasyon diizeylerinin
ortiistiigii gozlendi. Ozellikle, her iki data setinde de GDH?2 spesifik olarak amonyumla
aktive olurken NR1 ve bir glukoz-6-fosfat dehidrogenaz (At1g24280) spesifik olarak
nitratla aktive oldu. Ruffel et al. (2008) tarafindan Medicago truncatula koklerinde
farkli azot formlarinin sistemik sinyal rolleri {izerine odakl1 bir ¢caligma gergeklestirildi.

Amonyum-saglanmis koklerin transkriptomu direkt olarak nitrat-saglanmis kok
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transkriptomlar: ile karsilagtirnlmamis olsa da Ruffel ef al. (2008) tarafindan yapilan
indirekt karsilagtirmalar oksidatif pentoz fosfat yolunun nitrat-saglanmis bitkilerde

spesifik olarak hizlandig1 rapor edildi ki biz de bu sonucu gozlemledik.

Farkli inorganik azot formlarinin analizinde durumu karmasik hale getiren potansiyel
bir faktér de Arabidopsis’de amonyum asimilasyonu ve nitrat indirgenmesi ve
asimilasyonunun ayni organda ger¢ceklesmeme potansiyeli durumudur. Topraktan alinan
amonyumun, kokten govdeye tasinimu ile ilgili bazi raporlar bulunsa da (Schjoerring et
al. 2002) genellikle direkt olarak koklerde asimile edildigi kabul edilir (Bloom 1997).
Nitrat indirgenmesi ve asimilasyonu da bitki tiirline ve c¢evresel sartlara bagli olarak
olduk¢a degiskenlik gosterir. Arabidopsis’de pek ¢ok cevresel sartlar altinda nitrat
indirgenmesi ve asimilasyonu i¢in esas alanlar yapraklar olsa da bizim caligmalarimizda
onemli diizeyde nitrat indirgenmesi ve asimilasyonunun koklerde gerceklestigini
gosteren bulgular elde edildi. Nitrat saglanmis koklerde nitrat rediiktaz (Atlg77760),
nitrit rediiktaz (At2g15620), ve NADH-GOGAT (At5g53460) transkript miktarlarinda
artiglar gozlendi. Bu da nitrat indirgenmesinin koklerde gergeklestigi sonucunu kuvvetle
desteklemektedir. Benzer sekilde amonyum ve nitratla diizenlenen gen setlerinin (her
bir azot kaynag: ilavesinden 0,5 saat sonra bile) genis bir sekilde Ortiigmesi de ortak
sinyal yolunun oldugunu gostermektedir. Nitrat ve amonyumla beslenmede ortak
herhangi potansiyel bir sinyal, nitrat indirgenmesinin ve asimilasyonunun koklerde
gerceklestigi sonucuna delil olarak gosterilebilir. Son olarak diisiik 151k sartlart ve
dokuda diisiik nitrat diizeyleri nitratin koklerde direkt indirgenmesi/asimilasyonunu
tesvik eder, ve bizim deneysel diizenegimiz nispeten diisiik 1s1kta (100 pmol m?sn™)
gerceklestirildi ve azot-kisitlandirilmig bitkiler kullanildi. Sonug¢ olarak, bu bulgular
nitrat ve amonyum her ikisinin de asimilasyonunun bizim azot-kisith Arabidopsis
bitkilerimizde koklerde gergeklestigini (nitratin bir kismi yapraklara tasinsa bile)
gosterir. Bu bulgu Bloom’un (1997) azotun kisithh bulundugu durumlarda koklerde
biliylimeyi desteklemek i¢in azot asimilasyonunun koklerde gergeklesecegi hipotezini

desteklemektedir.
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Nitrat spesifik cevap indirgeyici muadillerin dagilim ve iiretimiyle yakindan

alakahdir.

Arabidopsis koklerine inorganik azot provizyonunu takiben sekiz saatlik siirede 335
genin ekspresyonu spesifik olarak nitrat tarafindan degistirildi. Bu genlerin ¢ogunun
daha once nitrat-saglanmis bitkilerle yapilmis mikrodizi analizleri ile tanimlanmis
olmasina ragmen (Wang et al. 2000; Wang et al. 2003; Scheible et al. 2004; Wang et al.
2004; Gifford et al. 2008), bu ¢alismayla artik bu genlerin ¢ogunun nitrat-spesifik mi,
amonyum-spesifik mi yoksa ortamda N varligina baghh olarak m1 degiskenlik

gosterdigini gédrmek miimkiindiir.

Nitrat-spesifik gen seti icerisinde nitratin indirgenmesi i¢in gerekli enerjinin yiiksek
oldugunu da hesaba katarsak indirgeyici iiretimi ve dagitiminda rol oynayan genlerin
asir1 ifade olmalar sasirtict bir sonug degildir (Sekil 4.14). Mitokondriyal indirgeyici
mekiklerin (6rnegin OMT1) yukar1 yonde diizenlenmesi (bu proteinleri kodlayan
genlerin ifade diizeylerinin artmasi), alternatif oksidazlarin ve tip II NAD(P)H
dehidrogenazlarin asagi yonde diizenlenmesi (gen ifadelerinin baskilanmasi)
durumlarina bakildiginda nitrat indirgenmesi ic¢in gerekli NADH’in kismen
mitokondriyal matriksten indirgeyici transportu i¢in sitoplazmaya tasindigi (Kromer
1995; Escobar et al. 2006) anlasilabilir. Indirgeyiciler mitokondriden sitosolde bulunan
bu yeni sitosolik havuza (nitrat rediiktaz) tasindigi i¢cin meydana gelen H,O,
diizeylerinde neredeyse anlik bir diisiislin ger¢eklesmesinin (Sekil 4.15) sebebi solunum
zincirine H' pompalayan NADH larin miktarnin azalmasi olabilir. Bu hipotez,
Nicotiana tabacum cv. BY-2 hiicreleri kullanarak farkli azot kaynaklarina cevapta elde
ettigimiz ve nitrat saglanan hiicrelerde amonyum saglananlara nazaran diisiik solunum
oraninin gdzlenmesi bulgusuyla desteklenmektedir. Bir kez nitrat sitosolde nitrite
indirgenince nitritin plastidlerde amonyuma indirgenmesi i¢in ilave indirgeyicilere
ihtiyag vardir (Sekil 1.3). Nitrit rediiktaz aktivitesi icin gerekli indirgenmis
ferrodoksinin oksidatif pentoz fosfat yolu ve/veya ferrodoksin:NADPH rediiktaz

yoluyla saglandig1 diisiiniilmektedir, ve bu yollarin her ikisinin de bu calismada
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yalnizca nitrat tarafindan aktive olduklar1 belirlenmistir (ayrica Ruffel ef al. (2008) ve

Campbell (2008)’1 de inceleyebilirsiniz).

Amonyum kaynakh gen ekspresyonlarindaki degisimler bircok sinyal molekiil

tarafindan kontrol edilir.

Nitrat veya amonyumla beslenme ile ilgili gen ekspresyon Orneklerini tanimlamaya
ilaveten bu caligmayla elde edilen veriler ayrica bu farkliliklarin altinda yatan farkli
sinyal mekanizmalarina da 1s1k tutmustur (Sekil 5.1). Asagida tartisildigi gibi, bu
caligmada farkli sekilde ifade olan genler arasinda ii¢ genel diizenleyici sinif
tanimlanmistir:  amonyum-spesifik diizenleme, nitrat-spesifik diizenleme, ve genel
inorganik azot diizenleme genleri (Sekil 4.4 ve Tamamlayict cizelgeler 1,2,3).
Amonyum ve nitrat metabolizmasinin bir noktadan sonra ortiismesinden dolay1 nitrat
bir kez amonyuma indirgenince, temelde nitrat-spesifik gen setini diizenleyici anahtar
sinyali muhtemelen bagli basina nitrat (veya nitrit) iyonudur. Wang et al. (2004) nitrat
rediiktaz enzimini kodlayan geni baskilanmis Arabidopsis mutanti kullanarak yakin
zamanda tanimlanmis olan (Ho er al. 2009) CHLI1 reseptoriinii de iceren ve
ekspresyonunun nitrat iyonu ile spesifik olarak diizenlendigi varsayilan bir gen takimi
tanimland1. Bizim nitrat-spesifik gen setimizde genlerin yaridan fazlasi (1.5 saat) Wang
et al. (2004) tarafindan da tanimland1 ki bu da nitrat iyonunun bu grup genleri
diizenleyen kritik bir sinyal oldugunu gosterir. Elde ettigimiz verilerde amonyum ve
nitrat her ikisiyle birden koordineli olarak diizenlenen ¢ok sayida gen takimlarinin
amonyum asimilasyonu ile olusan bir metabolite, glutamat ve/veya glutamine cevap
verdigi belirlendi. Son zamanlarda yapilmis bir mikrodizi analizi agik bir sekilde
glutamat ve glutaminin gen ekspresyonunu diizenleyen Onemli diizenleyiciler

olduklarini gostermistir (Gutierrez et al. 2008).

Mikrodizi verilerine dayanarak yaptigimiz genis kapsamli calismada, amonyum-spesifik
gen setinde her biri bir gen-alt grubunu diizenleyen iki farklt amonyum-ilgili sinyal
yollar1 tanimladik (Sekil 5.1). Lager et al. (2010) tarafindan yayimnlanan verilerle

kargilastirildiginda amonyumun kok hiicrelerine transportu ile meydana gelen
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ekstrasellular pH daki bir diisiisiin WRKY 70, PBP1, ve NAC47 yide igeren ¢ok sayida
amonyum-spesifik genlerin ekspresyonunu aktive ettigi belirlendi. Deney siiresince
bliylime ortamindaki pH degisimi minimal diizeyde idi, ancak toprak suyu, rizosfer, ve
kok korteksinin apoplasti arasinda 6nemli diizeyde pH gradientlerinden kaynakli yliksek
derecede lokalize olmus pH bolgeleri bitki koklerinde tipiktir (Felle 2001).
Ekstrasellular asidifikasyonun amonyumla beslenmenin kacinilmaz bir sonucu oldugu
hem kontrollii kiiltiir sartlarinda (Escobar et al. 2006), ve hem de tarla sartlarinda (Ruan
et al. 2000) destekleyici delillerle rapor edilmistir. Amonyum-ilgili pH sinyali bu
doktora tezinin ana konusu degildir ancak karsilagtirmali bir yaklagim sergilendiginde

amonyum spesifik genlerin ¢ogunun ortamin pH degisimine de cevap verdigi ortaya

cikmaktadir.
@monyum-spesiﬁk regiilasyoh Genel in"(;rganik azot Nitrat-spesifik
é X h regulasyonu regiillasyon
(21’2'= 3(2%33 (6rn., GGPDH
(6rn., WRKY70/| (6rn., Nodulin t2g34180) At5¢13110)
AB3g56400) || At2g39510)
\§ \ J\ \
Ekstrasellular Glutamat/ NO5
asidifikasyon glutamin reseptori
Amonyum Nitrat

Sekil 5.1. Arabidopsis koklerinde inorganik azot sinyali {izerine bir model. Amonyum
ve nitratla beslenmeden dogan sinyaller kirmizi ile yazilmistir.
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Amonyumla aktive olan bazi genlerin (6rnegin GDH2, MIOX4, nodulin At2g39510)
glutamat/glutamin tarafindan diizenlendigi belirlendi (MSX hassasiyeti ile gosterildigi
gibi). Ancak, bu genlerin ifadesinin nitrat ilavesiyle artmamasi nitrat iyonunun bu
genlerin ekspresyonunu negatif yonde etkileyen bir diizenleyicinin aktivasyonuna
liderlik edebildigini veya nitrat (veya nitrit) iyonunun kendisinin bagli basima bu
genlerin ilavesini baskilayan bir faktoér olabilecegine isaret eder. Bu diizenleyici
Ozelligin destekleyici bir ornegi tamamlayict c¢izelge 3 de “zit regiilasyon” diye
adlandirdigimiz nitratla baskilanan ve amonyumla aktive olan kiigiik bir grupla
gosterilmistir  (Atlg21890, At2g43500, At3g22930, At5g38910). Amonyumla
beslenmeden dogan glutamat/glutamin sinyali ve pH sinyali Goodchild and Givan
(1990) tarafindan Acer pseudoplatanus hiicre Kkiiltiirlerinde c¢alisildi. Glutamat
dehidrogenaz enzim aktivitesinde amonyum kaynakli artiglarin ortamin pH sindaki
degisiklikten bagimsiz oldugu, ancak aminoasit ve organik asit havuzlarindaki
degismelerin ortamdaki inorganik azot kaynagina degil ortam pH sina bagli oldugu
sonucu rapor edilmistir. Sonug¢ olarak, bu bulgular inorganik azotun ¢ok yonlii internal
ve eksternal sinyal girdilerinin etkilesimiyle bitki gen ekspresyonunu diizenledigini

gostermektedir (Sekil 5.1).

Amonyum spesifik cevap temelde biyotik stres ve bitki defansi ile ilgilidir.

Nitratla kiyaslandiginda bitki gen ekspresyon ve metabolizmasinin amonyum-spesifik
regiilasyonu hakkinda bilinen kismen azdir. Amonyumla beslenmenin 1yi karakterize
edilen fizyolojik bir 6zelligi intrasellular amonyum konsantrasyonunun yiiksek oldugu
durumlarda amonyum asimilasyonu i¢in bir alternatif rota saglayan glutamat
dehidrogenaz aktivitesindeki giiclii artistir (Goodchild and Givan 1990; Frechilla et al.
2002; Skopelitis et al. 2006). Buna paralel olarak bizde amonyum-saglanmig bitki
koklerinde GDH2 geninin ifadesinde hizli ve devamli bir artis gézlemledik. GDH enzim
aktivitesinin yalnizca yliksek amonyum konsantrasyonlarina cevapta degil gesitli stres

sartlar1 altinda da arttig1 rapor edilmistir (Moller 2001).
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Nodulin gen familyasinin bir ¢ok {iyesinin yiiksek amonyum-spesifik cevaplar verdigi
belirlendi. Bunlardan iki genin ifadesi spesifik olarak amonyumla artarken (At4g28040
ve At2g39510) iki gen de amonyum ve nitrat tarafindan zit regiilasyon ornekleri
sergiledi (At2g16660 and Atlg21890) (Sekil 4.9). Nodulinler ilk olarak simbiyotik azot
fiksasyonu ile ilgili kok nodiillerinde ilgili genler eksprese olduklari i¢in legiimlerde
karakterize edildi (Pawlowski 1997). Bu yoéniiyle ¢alismamizda nodulinlerin azotla
diizenlenmesi sonucu sasirtici olmamali. Bu genlerin bazilariin farkli azot kaynaklarina
yiiksek derecede spesifik ekspresyon orneklerini diisiiniince, bazi nodulinlerin farkl
inorganik azot formlarina koklerin verdigi cevapta tali bir rol oynayabilecegi ihtimali
g0z ardi edilmemelidir. Bu ¢aligmada elde edilen verilerle ile ileri siiriilen bu hipotez

detayl arastirmaya ihtiya¢ duymaktadir.

Gen ekspresyon analizleri ile elde ettigimiz veriler ilging bir sekilde Arabidopsis
koklerinde amonyumla beslenmeye verilen koordineli dominant-spesifik cevabin biotik
stres/bitki savunma cevabi seklinde olduguna isaret ediyor. Bu amonyum ilgili savunma
cevabr ¢ok kademeli olarak aciga cikiyor. Oncelikle kitinazlar, PGIP1, ve degisik
hastaliklara kars1 dayanim proteinleri gibi direkt veya indirekt antimikrobiyal aktivite
ile ilgili proteinleri kodlayan genler amonyumla spesifik olarak aktive olmuslardir.
Bununla birlikte daha once bildirilen raporlarda bitki savunma cevaplarinin
diizenlenmesiyle 1ilgili olduklar1 rapor edilmis olan (Pandey and Somssich 2009)
WRKY transkripsiyon faktorleri WRKY33, WRKY40, WRKY53, ve WRKY70
amonyuma spesifik aktivasyon ornekleri sergilemistir. Yine amonyuma cevapta hiicre
duvar1 modifikasyonunda rol alan genlerin (poligalakturonazlar, ekspansinler, ve endo-
transglikosilazlar) ifadelerinin koordineli bir sekilde baskilandigin1 gozlemledik. Yakin
gecmiste yayinlanmis Onemli makaleler ile hiicre duvart modifikasyonunun artan
patojen hassasiyeti ile ilgili oldugu rapor edilmistir (Cantu et al. 2008; Ding et al.
2008). Bu yoniiyle bu diizenleme 6rnegi bir savunma/biyotik stres cevabi ile yliksek
derecede ilgilidir. Ancak, Arabidopsis koklerinin amonyuma cevapta neden patojen-
ilgili transkripsiyonel cevaplart dogurdugu sorusuna cevap vermek oldukca zordur.
Amonyum ile ifadesi artan patojene cevap genlerinin asidik ekstrasellular pH da artisla

da ifadelerinin artmasi ekstrasellular pH da amonyum-kaynakli degisimlerin savunma-
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ilgili genlerin aktivasyonunda onemli bir rol oynadigi sonucunu agik¢a ortaya

koymaktadir (Lager et al. 2010).

Biyotik stres cevaplari ¢ogunlukla ROT diizeylerinde artisla iliskilendirilir (Torres and
Dangl 2005), ciinkii bir bolgede redoks dengesinde bozulmayla birlikte olusumlari
hizlanan bu reaktif bilesikler, lipidler, proteinler ve niikleik asitler dahil ¢ok sayida
biyomolekiillerin yapisin1 etkilemek suretiyle redoks dengesizliginin kapsaminin
genislemesine ve bOylece metabolizma diizeyinde geri doniisiimsiiz negatif etkilere
sebep olabilme potansiyeline sahiptirler. Esasen bir¢ok metabolik yolda yan iirin ve
hatta programli hiicre 6liimii gibi degisik cevaplarda gerekli olan bu reaktif bilesiklerin
toksik etkilerinden dolay1 bitkiler ROT seviyesindeki degisimleri antioksidan enzimler
(6zellikle katalaz, peroksidaz, siiperoksit dismutaz, askorbat peroksidaz ve glutatyon
rediiktaz gibi) ve enzimatik yapida olmayan antioksidanlar (6zellikle askorbat/glutatyon
havuzu) ile belli bir dengede tutmak seklinde karmasik bir diizen gelistirmislerdir.
Amonyuma cevapta azot agligina birakilmis kontrollerine kiyasla yukarida tartistigimiz
transkripsiyonel diizeyde gozlenen savunma/biyotik stres cevabin post-translasyonal
etkilerinin olup olmadiklarin1 belirlemek icin Oncelikle muhtemel biyokimyasal
cevaplari stimiile edecek olan ROT miktar1 hakkinda bir fikir elde etmek istedik. Azot
acligma birakilmis bitki koklerinde artan H,O, miktarinda nitrat uygulamasiyla birlikte
ilk yarim saatte bile keskin bir diisiis var iken amonyuma cevapta ilk 1.5 saatte artis
ancak daha sonra lineer bir azalma gozlemledik (Sekil 4.15). Bu bulgu tek basma gen
ekspresyon verileri ile birlikte kullanildiginda verilen stres cevabin yalnizca
transkripsiyonel diizeyde oldugu, fizyolojik etkilerinin olmadigi sonucuna varilabilir.
Fakat amonyumla nitrat gruplar1 birbirleri ile karsilastirildiginda ilk sekiz saatte
amonyum grubunda H,O; miktarinin 6nemli diizeyde yiiksek oldugu agiktir.
Amonyuma cevapta H,O, konsantrasyonunda farkl: siirelerde farkli oranlarda meydana
gelen bu degisimin fizyolojik menseinin ilk olarak indirgeyici gereksiniminden dogacak

olan indirgeyici miktarlar1 veya oranlarindan kaynaklanabilir.

Yukarida da tartisildigi gibi azot kaynagi olarak nitrat verildiginde mitokondriyal

tagiyict proteinleri kodlayan genlerin ifadelerinde kontrole (0. saat) kiyasla artis
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belirlendi (Sekil 4.14). Bu durum, mitokondriden Krebs dongiisiinde {iretilen
indirgeyicilerin bir kismimin nitratin indirgenmesi i¢in kullanildigina isaret eder.
Amonyum ve nitrat asimilasyonun indirgeyici gereksinimleri birbirlerinden onemli
diizeyde farkli oldugu (Sekil 1.3) i¢cin amonyuma cevapta nitratla beslenenlere kiyasla
indirgeyici oraninda veya elektron transport sisteminde kullanilmasi ile hiicresel ve
hatta alternatif yolla oksijen tiiketiminde meydana gelecek bir artis (farkli azot
kaynaklarina cevapta hiicresel ve alternatif solunum yollariin daha hizli calistig
Escobar et al. (2006) tarafindan rapor edilmistir.) ile dogacak muhtemel redoks
dengesizligini tetikleyen ana neden olabilir. Bu sebeple amonyum ve nitrata cevapta
koklerde redoks metabolitlerinde (NAD, NADH, NADP, NADPH) meydana gelecek
oransal degisimler belirlendi (Sekil 4.16). Bu onemli redoks metabolitlerinin oransal
degisimlerinde ve miktarlarinda farkliliklar gozlense de 6zellikle NADH ve NADPH
konsantrasyonlarinda farkli azot kaynaklarmma cevapta Onemli bir degisiklik
belirlenemedi. Ancak NAD(P)H oksidasyon durumunda herhangi bir degisikligin
goriilmemesi tek basina bir redoks diizensizligi olmadigini gostermez, bu durum krebsle
iiretilen indirgeyicilerin amonyuma cevapta kuvvetle muhtemel mitokondriyal ETS’de
kullan1ldig1 ve artan solunum hiziyla birlikte (yesil olmayan dokularda mitokondrilerin
ROT iiretiminin en yogun gerceklestigi organeller oldugu (Moller 2001) diisiiniiliince)

ROT iiretiminin artmasi hipotezini destekler.

Yeni bir azot kaynagina cevapta H,O, diizeylerinde meydana gelen degisim antioksidan
sistemi de harekete gecirmeli. Boylece farkli azot kaynaklarina cevapta en onemli
redoks indirgeyici havuzlardan birisi ve Onemli redoks metabolitleri olan
askorbat/glutatyon oksidasyon durumlarini arastirdik (Sekil 4.17 ve 4.18). Genel
manada Ozellikle indirgenmis askorbat ve indirgenmis glutatyon yiizdelerine
bakildiginda askorbat/glutatyon oksidasyon durumunun amonyum saglananlarda nitrat
saglananlara kiyasla daha yiiksek oldugu belirlendi. Her ne kadar bu artislar istatistiksel
olarak 6nemli bulunmasa da her iki durumda da bu metabolitlerin amonyum saglanan
grupta daha yiiksek diizeyde okside olduklari, verilerdeki lineer farkliliga bakilinca,
anlasiliyor. Nitekim Dominguez-Valdivia et al. (2008) 1.5 ve 3 mM konsantrasyonlarda
amonyum ve nitrata cevapta amonyum tolerant olan bezelye, ve hassas olan 1spanak,

tiirlerinin amonyumla beslendiginde biiylimelerindeki dramatik azalmaya (i1spanakta
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%77-93; ve bezelyede <%?20) ragmen kdoklerinde ve yapraklarinda bu non-enzimatik
antioksidanlarin oksidasyon durumlarinda ve toplam miktarlarinda énemli bir degisiklik

gozlemlemedigini bildirmistir.

Amonyuma cevapta H,O, konsantrasyonunda ilk 1.5 saatteki artis ve daha sonra
kademeli azalma (ancak ilk 8 saatte nitrat grubundan onemli diizeyde yiiksek H,O,
icerigine sahip oldugu not edilmeli) ve istatistiksel olarak Onemsiz olsa da grafiklere
bakilinca askorbat/glutatyon oksidasyon durumundaki artis enzimatik antioksidanlarla
da (Ozellikle askorbat peroksidaz ve glutatyon rediiktaz enzimleri) desteklenmeli.
Ayrica her ne kadar da bu metabolitlerin (indirgenmis ve yiikseltgenmis)
konsantrasyonlarinda 6nemli bir farklilik gézlenemese de askorbat/glutatyon havuzunda
rol alan enzim aktivitelerindeki degisiklikler bu ROT detoksifiye edici havuzun farkl
azot kaynaklarina nasil cevap verdigi hakkinda bilgilerimizi genisletecektir. Bu niyetle
gerceklestirdigimiz enzimatik olglimlere bakildiginda AP aktivitesinin 1.5 ve 8 saatte
de, GR enzim aktivitesinin ise ilk 1.5 saatte kontrole (ve nitrat grubuna) kiyasla 6nemli
diizeyde yiiksek oldugunu belirledik (Sekil 4.19). Amonyuma cevapta GR ve AP enzim
aktivitelerindeki artislar Guo et al. (2006) ve Dominguez-Valdivia et al. (2008)
tarafindan da rapor edilmistir. Bu durum askorbat/glutatyon havuzunun amonyuma

cevapta ROT detoksifikasyonunda aktif rol oynadigini1 gosterir.

Diger antioksidan enzimlerden katalaz (CAT), guaiakol peroksidaz (POD) ve
siiperoksid dismutaz (SOD) aktivitelerinde de amonyuma cevapta ilk 1.5 saatte artig
gozlenmis, fakat 8 saatin sonunda enzimatik aktivitelerde diisiisle birlikte kontrole ve
nitrat grubuna kiyasla 6nemli bir degisiklik olmadigr belirlenmistir (Sekil 4.20). Wang
et al. (2010) da amonyuma cevapta Hydrilla verticillata koklerinde ROT artisina
ilaveten bu enzim aktivitelerinde de artis oldugunu rapor etmistir. ROT
konsantrasyonunda meydana gelen degisimle birlikte antioksidan sistemde meydana
gelen bu diizenlemeler genel manada amonyum-saglanmis bitkilerin hiicresel redoks
parametrelerinde siireksiz degisimlere maruz kaldigin1 gosterir ki bu da mikrodizi

verileriyle elde ettigimiz savunma-ilgili sinyal sonuc¢larimizla da desteklenmektedir.
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Azot kaynaklarina cevapta indirgeyici konsantrasyonlar1 ve oranlarinda herhangi bir
degisiklik olmamasi (solunum hizindaki degisikliklerle bu durum bertaraf edilebilir),
amonyuma cevapta gozlenen yiikksek ROT iiretimi ve ROT konsantrasyonunun
(muhtemel solunum hizi artisindan kaynaklanabilir) zamanla diismesine paralel olarak
antioksidan sistemde aktivasyon ve yavaslama verileri amonyum-saglanmis bitkilerin
hiicresel redoks parametrelerinde siireksiz degisimlere maruz kaldigim1 ve amonyum
toksisitesinin  temelini  olusturacak olan bu degisimlerin artan amonyum
konsantrasyonlar1 ile birlikte hiicrelerin kontrol edemeyecegi bir diizeye ulasmasi ile
birlikte Oliimle sonuglanabilecek genis kapsamli metabolik bozukluklara sebep

olabilecegini gosterir.

Her ne kadar da asir1 ROT {iretimi antioksidan mekanizmalarla kontrol altina
alinabilmis olsa da bu esnada ROT iiretimi ile birlikte hiicreler i¢in ¢ok 6nemli olan
ancak cok kararli bir yapiya sahip olmayan lipid ve proteinlerin oksidasyon
durumlarinin zamana gore degisimi, bitkinin amonyuma cevapta maruz kaldig1 goriilen
redoks parametrelerindeki stireksiz degisimlerden etkilenip etkilenmedigi hakkinda
onemli veriler sunabilir. Bu nedenle, azot kaynagina cevapta lipidlerin oksidasyonu ile
olusan yan f{rlinler olan malondialdehid miktarlar1 ve proteinlerin oksidasyon
durumlarindaki degisimlere bakildi. Azot kaynaklarina cevapta lipidlerin oksidasyon
iriinii olan MDA bilesiklerinin miktarlarinda 6nemli bir farklilik gézlemlendi (Sekil
4.22). Ancak, amonyumla beslenen Arabidopsis koklerinde protein karbonilasyon
durumunun kademeli olarak arttii, bu artisin 8. saatte hem kontrol ve hem de nitrat
grubuna kiyasla istatistiksel manada daha yiiksek oldugu belirlendi (Sekil 4.21). Her ne
kadar genel manada antioksidan enzim aktiviteleri ile ilgili olarak biyokimyasal
verilerimiz birbirleriyle Ortiismiiyor olsa da (bu durum farkli bitki tiirleri ve farkli
konsantrasyonlar ve biiylime ortamlar1 kullanilmasindan kaynaklanabilir) Dominguez-
Valdivia et al. (2008) amonyumun antioksidan metabolizmada 6nemli degisimlere
sebep olmadigint ancak protein karbonilasyonundaki artigin amonyum toksisitesinin ana
kaynagi oldugunu ileri stirmiistiir. Ancak bizim verilerimize bakildiginda goriinen o ki

amonyuma cevapta artan ROT iiretiminin detoksifiye edilmesi esnasinda bazi proteinler
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okside olmustur. Ancak cok kiiciik de olsa protein karbonilasyonundaki kademeli artisin

sebebi Arabidopsis’te gergeklestirilecek daha detayli calismalarla agiklanabilir.

Amonyum toksisitesinin ana sebebini doguran temel sonu¢ solunum hizinda ve
alternatif  yollarin  aktivasyonunda meydana  getirebilecegi = kapsamh

degisikliklerdir.

Aerobik organizmalarda glikoliz, trikarboksilik asit dongiisli ve mitokondriyal elektron
transport sistemi biyoenerjetik ve karbon metabolizmasinin temelini olusturur.
Solunum biitiin bitkilerde biiyliime, hayatin devami ve karbon dengesi i¢in en temel
6gedir. Solunum enzimlerinin biiyiik ¢cogunlugu tiim organizmalarda ayni olsa da bitki
solunum sistemi, diger c¢ogu organizmalarda bulunmayan metabolik bir ag ile
kusatilmistir. Bitkilerde solunum metabolizmasinin degisken dogasi ATP iiretiminin
yant sira ¢ok degisik ve Onemli biyosentetik role de sahip oldugunu gosterir. Sessil
yasamlarindan dolay1 bitkiler degisen ortam sartlarina adaptasyon saglamak, cesitli
biyotik ve abiyotik streslere karsi dayanmak durumlariyla stirekli karsi karsiyadirlar.
Solunum metabolizmas1 bitkilerin yaralanma, disiik sicaklik, diisiik oksijen, UV
1sinlar, agir metal, tuzluluk ve su stresi, besin acligi, oksidatif stres ve patojen
enfeksiyonu gibi degisik stres tiplerine kars1 biyokimyasal diizeyde aklimasyon
kazanmasinda hayati 6neme sahiptir (Plaxton 1996; Givan 1999; Siedow and Umbach
2000; Moller 2001; Tiwari et al. 2002; Millenaar and Lambers 2003;Vance et al. 2003;
Ribas-Carbo ef al. 2005; McDonald andVanlerberghe 2006).

Bu doktora tezi kapsaminda yapilan c¢aligmalarda amonyum ve nitrata cevapta
organizma diizeyinde gbzlenen molekiiler ve fizyolojik farkliliklar Arabidopsis thaliana
koklerinde detayli analiz edildi. Mikrodizi verilerinden elde edilen sonuglara
bakildiginda, nitratla beslenmede Arabidopsis koklerinde alternatif oksidazlar ve tip 11
NAD(P)H dehidrogenazlar1 kodlayan genlerin ifadelerinin baskilandigi goriiliiyor.
Nitekim bu veriler artilariyla beraber Kromer (1995) ve Escobar ef al. (2006) tarafindan
da desteklenmistir. Yine mitokondriyal indirgeyici mekikleri kodlayan genlerin

ifadelerinde nitrata cevapta 6nemli artiglar belirledik. Bu durum krebsle sentezlenen
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indirgeyicilerin nitrat indirgenmesi i¢in kismen sitosole tasindigin1 gdsteriyor.
Dolayisiyla azot kaynagi olarak amonyum alindiginda bu indirgeyiciler mitokondriyal
elektron transport sisteminde yiikseltgenmelidirler. Bu durumu, organ ve/veya dokulara
ait etkilesimden bagimsiz olarak belirlemek i¢in biz Nicotiana tabacum Cv. Bright-
Yellow 2 hiicre Kkiiltlirlerini kullandik. Amonyuma cevapta bu hiicrelerin nitratla
beslenenlere kiyasla hem sitokrom yoluyla ve hem de alternatif yolla oksijen
tilketimlerinin yiiksek oldugunu gozlemledik (Sekil 4.24a,b). Yine bu hiicreler
kullanilarak yapilan immunoblot analizleri ile alternatif oksidaz proteininin hem
miktarinda ve hem de indirgenmis (aktif olan formu) formunda belirgin artislar
kaydedilmistir (Sekil 4.25). Amonyumla beslenmede artan solunum hizi ve alternatif
yollarin aktivasyonu bir¢ok calismayla da rapor edilmistir (Britto and Kronzucker 2002;
Escobar et al. 2006; Hoffman et al. 2007; Rasmusson et al. 2009).
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Bu doktora tezi ile elde edilen sonuglar1 birka¢ madde ile su sekilde 6zetleyebiliriz:

1. Ortamda nispeten diisiik konsantrasyonlarda bulundugunda amonyum ve nitrat her
ikisi de ¢ok biiyiik bir ihtimalle koklerde asimile edilirler.
2. Amonyum toksisitesinin asil sebebi indirgeyici gereksiniminden dogan farkliliktan
kaynaklanan hiicresel ve alternatif solunum yollarmin asir1 aktivasyonudur.
Mitokondrilerin bitkinin yesil olmayan kisimlarinda ROT iiretiminin en ¢ok ve hizl
gerceklestigi bolgeler oldugu diisiiniiliince solunum hizindaki artigla birlikte yiikselen
ROT konsantrasyonlar1 organizmayi Oliime siiriikleyebilecek c¢ok yonlii metabolik
bozukluklara sebep olabilir.
3. Inorganik azot ¢ok yonlii internal ve eksternal sinyal girdilerinin etkilesimiyle bitki
gen ekspresyonunu diizenler.
4. Nitrata 6zgii gen ifadelerindeki degisim oncelikli olarak nitrat iyonu tarafindan
kontrol edilir.
5. Amonyum spesifik gen ifadelerindeki degisim ii¢ farkli sinyal tarafindan diizenlenir:
a) amonyumun alimiyla alakali olan ekstrasellular pH degisimleri;
b) amonyumun asimilasyonu ile elde edilen metabolitler;

¢) nitrat iyonunun yoklugu.
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