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ÖZET 

AĞIR METAL STRESİ İLE GAMMA-AMİNO BÜTİRİK ASİT 

(GABA) ETKİLEŞİMİNİN İNCELENMESİ 

AKCAN DAŞ, Zeycan 

Yüksek Lisans Tezi, Biyoloji Anabilim Dalı 
Tez Danışmanı: Doç. Dr. Melike BOR 

Aralık 2014, 79 sayfa 

Ağır metaller, bitkilerde enzimlerin inaktive olmasıyla hücresel/moleküler 

seviyede pek çok fizyolojik süreci hasara uğratarak fitotoksisiteye neden 

olmaktadır (Pagliano et al., 2006). γ-Aminobütirik asit (GABA), bakteriler, 

bitkiler ve omurgalılarda bulunan dört korbonlu proteinik yapıda olmayan bir 

amino asittir (Steward et al., 1949). Bitkilerde, GABA için sinyalizasyon, 

böceklere karşı savunma, hücrelere öncülük etme gibi birden fazla roller 

önerilmiştir (Kinnersley ve Turano, 2000; Bouche et al., 2003). Çeşitli 

araştırmalarda, abiyotik stres koşullarında GABA seviyesindeki değişimler 

incelenmiştir (Kinnersley and Trurano, 2000) fakat ağır metal stresi 

koşullarındaki GABA düzeyleri ve değişimlerini içeren çalışmalar fazla 

bulunmamaktadır. 

Bu çalışmada Tütün (Nicotiana tabacum) bitkisinde ağır metal stresi ile 

GABA metabolizması ilişkisinin belirlenmesi hedeflenmiştir. Bu amaçla, tütün 

bitkileri farklı konsantrasyonlarda  çinko sülfat (ZnSO4) ile indüklenen ağır metal 

stres koşullarında, GABA ve Glutamat miktarındaki değişimler, Glutamat 

Dekarboksilaz (GAD)  ve Glutamat Dehidrogenaz (GDH) enzimlerindeki aktivite 

değişimleri ve çeşitli fizyolojik parametreler incelendi. GABA, Glutamat 

miktarları ve enzim aktiviteleri stres gruplarında farklı düzeylerde belirlendi. 

Tütün bitkisinde, ZnSO4 ile indüklenen abiyotik stresin GABA metabolizmasını 

ve bitkilerin strese alışma süreçlerini etkilediği saptandı.  

Anahtar Sözcükler: GABA,  Nicotiana Tabacum,  Abiyotik Stres, Ağır 

Metal Stresi. 
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ABSTRACT 

EXAMİNATİON OF THE İNTERACTİON BETWEEN HEAVY 
METAL STRESS AND GAMMA-AMİNO BUTYRIC ACID (GABA)  

 

AKCAN DAŞ, Zeycan  

MSc in Biology 
Supervisor: Assoc. Prof. Melike BOR 

December 2014, 79 pages 

Heavy metals phytotoxicity may effect from interchange of unlimited 

physiological processes caused at cellular/molecular level by inactivating 

enzymes, blocking functional groups of metabolically significant molecules 

(Pagliano et al ., 2006; La Rocca et al., 2009). γ- Aminobutyrıc acid is a four-

carbon non-protein amino acid founded from bacteria to plants and vertebrates 

(Steward et al., 1949).  In plants, multiple roles have been proposed for GABA 

such as to signalization, defense against insects and lead the cells (Kinnersley ve 

Turano, 2000; Bouche et al., 2003; Bouche ve Fromm, 2004). In various research, 

change in the level of GABA is examined  by the effect of abiotic stress 

(Kinnersley and Trurano, 2000) but there is not much research involving GABA 

levels and changes in heavy metal stress.  

            The aim of this study was examination of the interaction between heavy 

metal stress and gamma-amino butyric acid (GABA) ın Nicotiana tabacum plants. 

GABA and glutamate contents, activities of Glutamate dehydrogenase (GDH) and 

Glutamate decarboxylase (GAD) enzymes and physiological parameters were 

measured in order to evaluate the effect of heavy metal stres induced by different 

concentration zinc sulphate in tobacco plant. Amount of GABA and Glutamate 

and enzyme activity was determined at different levels of stress groups. In tabacco 

plants, the GABA metabolism and acclimatization of the plants to stress were 

found to be affected of abiotic stress induced by zinc sulphate.  

           Keywords: GABA, Nicotiana tabacum, Abiotic Stress, Heavy Metal 

Stress. 
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1. GİRİŞ 

Tütün (Nicotiana tabaccum), dünyada ticari ve ekonomik anlamda en önemli 

tarımsal bitkilerden biridir (The Editorial Committee of the Administration 

Bureau of Flora of China 2005; Hu and Mao, 2006). Özellikle sigara 

endüstrisinde kullanılan tütün (N. tabaccum); seskiterpenler (Feng et al., 2009, 

2010), diterpenoidler (Inger et al., 1979; Shinozaki et al., 1996; Petterson et al., 

1993), alkoloidler (Wei et al., 2005; Braumann et al., 1990), fenoller (Veneecke et 

al., 1997) ve benzerleri gibi çok sayıda kullanışlı kimyasal bileşenler içermektedir. 

Ayrıca, tütünün kök ve gövdeleri organik gübre olarak ta kullanılmaktadır. Tütün, 

yüksek biokütleye sahip ve diğer model bitkilere ve ürünlere göre yüksek 

miktarlarda çözünmüş protein içeriğine sahip yapraklı bir bitkidir (Reynald et al., 

2010). Tütün ülkemizde özellikle Ege Bölgesi’nde yaygın olarak üretimi yapılan 

ve ekonomik anlamda önem teşkil eden bir bitkidir. Tütün yetiştirildiği bölge 

özellikleri bakımından, iklim koşulları ve küresel ısınmanın yarattığı birçok 

biyotik ve abiyotik strese maruz kalmaktadır. Tez projemiz kapsamında tütünde 

(N. tabaccum) kontrol grupları ve çeşitli konsantrasyonlarda ağır metal stresi 

uygulanmış stres grupları arasındaki GABA-stres ilişkisi incelenmiştir. Son 

yıllarda yapılan çalışmalarda bitkilerde ağır metal stresine tolerans ile GABA 

metabolizması arasında bir ilişki olduğu saptanmıştır (Heinz et al., 2009). 

Gama-aminobutirik asit (GABA) prokaryotlarda ve ökaryotlarda bulunan, dört 

karbonlu ve moleküler ağırlığı 103.1 dalton olan (Bown et al., 1997), serbest 

amino asit havuzunun önemli bileşeni ve protein yapısında bulunmayan bir amino 

asittir (Akama ve Takaima, 2007). Yapısında α-karbonundan farklı olarak γ-

karbonu bulundurmaktadır. GABA, sadece hayvanlarda değil bakterilerde, 

mantarlarda ve bitkilerde GABA shunt olarak bilinen bir yolağında 

sentezlenmektedir (Bouche et al., 2004; Shelp et al., 2012a). GABA shunt, 

glutamat  dekarboksilaz (GAD), GABA-transaminaz (GABA-T) ve süksinik-

semialdehit dehidrogenaz (SSADH) enzimlerinin katalizlediği üç önemli 

reaksiyonu içeren bir yolağıdır (Snedden et al., 2001). Bu yolağı, sitozolde 

glutamatın dekarboksilasyonu sonucu GABA ve karbondioksit (CO2) üretilmesi 

ile başlamaktadır. GABA henüz tanımlanmamış bir taşıyıcı tarafından 

mitokondriye taşınarak süksinik-semialdehite (SSA) dönüştürülmektedir. Çeşitli 
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çalışmalar göstermektedir; sitozolik pH düzenlenmesi (Vance et al., 1991), reaktif 

oksijen türlerinin (ROS) süpürülmesi (Shi et al., 2010), oksijen eksikliğine karşı 

koruma (Ott et al., 2009), pestisitlere karşı bitki savunması (Ramputh et al., 1996) 

gibi süreçlerde  GABA’nın metabolik fonksiyonları olduğu saptanmıştır.  

Bitkiler yaşadıkları ortamda abiyotik ve biyotik olarak çeşitli çevresel 

faktörlere maruz kalmaktadırlar. Biyotik faktörler, bitkilerin çevresindeki diğer 

canlı organizmalarla etkileşim halinde olması sonucu ortaya çıkar. Abiyotik 

faktörler ise bitkilerin bulundukları ortamlardaki ışık miktarı ve yoğunluğunun, 

CO2, O2, su, mineral madde miktarı, nem miktarı gibi çeşitli kimyasal ve fiziksel 

etmeni içermektedir. Bu çevresel faktörlerin herhangi birinin azlığı yada fazlalığı 

bitkilerin stres faktörlerine maruz kalmaları anlamına gelir (Schulze et al., 2005). 

Abiyotik stresler; tuzluluk, yüksek sıcaklık, UV, soğuk stresi, kuraklık, ışık, besin 

azlığı yada fazlalığı, kirlilik ve ağır metaller  gibi unsurları tek başlarına yada 

birlikte oluşturdukları etkiler olarak tanımlanmaktadır (Cho et al., 2006). Bu stres 

faktörlerinin hepsi bitkilerin büyüme ve gelişim süreçlerinde olumsuz etki 

etmektedir. Bitkiler çeşitli çevresel streslere maruz kaldıklarında oksidatif hasar 

meydana gelir ve farklı tipte fizyolojik yanıtın oluşumu söz konusudur. 

Günümüzde, bu çevresel stresler arasından en dikkat çekeni, özellikle toprak 

kirlenmesine neden olan,  hem bitkiler hemde hayvanlar için olumsuz etkilere 

neden olan ağır metal stresidir. Dünya üzerindeki çok sayıdaki tarımsal topraklar 

az konsantrasyonlarda da olsa kadmiyum (Cd), bakır (Cu), nikel (Ni), çinko (Zn), 

kobalt (Co), krom (Cr), kurşun (Pb) ve arsenik (As) gibi ağır metal toksisitesine 

maruz kalmaktadır. Bu toprakların ağır metal toksisitesine maruz kalmasının en 

önemli nedenleri; uzun süreli fosfotik gübreler, lağım sularının kullanılması, 

endüstriyel atıklar ve uygun olmayan sulama yöntemlerinin kullanılmasıdır (Bell 

et al., 2001; Schwartz et al., 2001;Passariello et al., 2002). 
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1.1 Ağır Metal Stresi 

Kimyasal açıdan, “Ağır Metal” terimi tam anlamıyla atomik kütlesi 20’nin ve 

özgül ağırlığı 5’in üzerinde olan metallerin değişimlerini ifade etmektedir. 

Biyolojide ise, “Ağır” terimi çok düşük konsantrasyonlarda bile hem bitkiler hem 

de hayvanlar için toksik etki yaratan bir grup metalleri ve ayrıca metalloidleri 

ifade eder (Nicoletta ve Flavia, 2011). 90 adet ağır metalden 50 tanesi doğada 

kendiliğinden oluşmaktadır (R.C. Weast, 1984) fakat bunların hepsi biyolojik 

öneme sahip değildir. Fizyolojik koşullar altında çözünebilen sadece 17 ağır metal, 

yaşayan hücreler için kullanıma uygundur ve bu ağır metaller organizmalar ve 

ekosistem için önemlidir (Goldbold ve Huttermann, 1985; Nies, 1999). As, 

kadmiyum (Cd), civa (Hg), Pb yada selenyum (Se) gibi bir takım ağır metallerin 

bitkilerde bilinen herhangi bir fizyolojik fonksiyonları yoktur (Nicoletta ve Flavia, 

2011). Kobalt (Co), bakır (Cu), demir (Fe), mangan (Mn), molibden (Mo), nikel 

(Ni) ve çinko (Zn) gibi diğer ağır metaller ise bitkilerin büyüme ve gelişmesini 

içeren proteinlerin büyük çoğunluğunun fonksiyonel aktivitesinde kritik olan 

esansiyel mikronütrientlerdir. Ancak, yüksek konsantrasyonlarda, bu metal 

iyonları bitkiler için zararlı olabilir. Ayrıca esansiyel olmayan diğer metaller, 

kurşun, kadmiyum ve civa  iyonlarına maruz kalmak bitkiler için toksik 

olabilmektedir. Enzimlerin inaktif edilmesi, önemli metabolik moleküllerin 

fonksiyonlarının bloke olması, gerekli elementlerin yer değiştirmesi ve membran 

bütünlüğünün bozulmasından dolayı, ağır metal fitotoksisitesi hücresel/moleküler 

seviyede bir çok sürecin değişmesine neden olmaktadır. Ağır metal 

zehirlenmesinin en yaygın sonucu; özellikle kloroplast membranlarında görülen 

elektron taşınım aktivitesinin engellenmesinden dolayı oluşan reaktif oksijen 

türlerinin (ROS) üretiminin artmasıdır (Pagliano et al., 2006; La Rocca et al., 

2009). Haber-weiss reaksiyonu boyunca çeşitli ağır metaller aracılığı ile direkt 

olarak ROS üretimi gerçekleşmektedir yada ağır metal stresi sonucu oksidatif 

stresteki bitkilerde ROS oluşumu söz konusudur ve üretim miktarında artış 

gözlenmektedir (Wojtaszek, 1997; Mithofer et al., 2004).ROS’lardaki bu artış, 

hücrelerin “lipid peroksidasyonuna, biyolojik makromolekül bozulmasına, 

membran ayrılmasına, iyon sızıntısına ve DNA-iplik ayrılmasına” neden olan 

oksidatif strese maruz kalmasını sağlar (Pagliano et al., 2006; La Rocca et al., 

2009). Ayrıca bitkiler, ROS’ların antioksidant sistemleri ile etkileşimini 
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(Srivastava et al., 2004), elektron taşıma zincirinin bozulması (Qadir et al., 2004) 

ve esansiyel elementlerin metabolizmasının bozulması gibi indirekt mekanizmalar 

da içermektedir (Dong et al.,2006). Ağır metallerin lipogenaz (LOX) aktivitesini 

arttırdığı düşünülmektedir. Bu nedenle de ağır metallerin lipid peroksidasyonunun 

indüklenmesine neden olur. Bir çok enzim doğru biçimde çalışabilmek için ağır 

metallerin her iki grubundaki iyonlara kofaktör olarak ihtiyaç duymaktadır. 

(örneğin; hem, biotin, Flavin adenin dinükleotid (FAD), Nikotinamid adenin 

dinükleotid (NAD), Koenzim A). Ribuloz-1,5bifosfat karboksilaz/oksigenaz 

(RuBisCO)daki Mg+2 katyonunun diğer Co+2, Ni+2 ve Zn+2 gibi iki değerli 

katyonlarla yer değiştirmesi RuBisCO enziminin aktivitesinin azalmasına neden 

olmaktadır (Wildner et al., 1979; Van Assche et al., 1986). Protein tiyol 

gruplarının çapraz bağlanması ve bu grupların oksidasyonu, H+ATPaz gibi 

anahtar membran proteinlerinin inhibe olması yada membran proteinlerinin 

akışkanlığının ve kompozisyonunun değişmesi gibi çeşitli mekanizmaların ağır 

metal toksisitesi ile oluşması sonucu membran hasarı meydana gelmektedir 

(Hossain et al., 2009). Bitkilerde ağır metal stresine yanıt olarak, metilglioksal 

(MG)’nin sitotoksik yerleşip biriktiği bulunmuştur. Bu birikim; glioksalaz 

sistemin bozulmasına neden olmaktadır (Hossain et al., 2009; Hossain et al., 

2011). 

Bitkiler, çevresel ağır metal toksisitesine karşı mücadele edebilmek için 

potansiyel mekanizmalar geliştirmektedir. Bitkiler, toksik metaller için yüksek 

afinite gösteren düşük moleküler ağırlıklı tiyoller üretmektedir (Bricker et al., 

2001). Düşük moleküler ağırlığa sahip biyolojik tiyollerin en önemlileri Glutatyon 

(GSH) ve Sisteindir. GSH; γ-glutamat-sistein-glisin formule edilen yapısında 

sülfür içeren tri-peptid tiyollerdendir. GSH sentezi 2 ATP-bağımlı enzim 

tarafından katalizlenmektedir. Bunlar; γ-glutamilsistein sentaz1 (GSH1) ve 

glutatyon sentetaz (GSH2)’dir. Ayrıca GSH, fitoşelatin sentezi için bir substrat ve 

kadmium ve nikel gibi ağır metal detoksifikasyonu için önemlidir (Freeman et al., 

2004) (Şekil 1.). 
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Şekil 1.1 Ağır metal stresi altında bitkilerde oluşan GSH-bağımlı detoksifikasyon süreci. (Yadav, 

2010). 

     Ağır metal homeostazisi ve detoksifikasyon sistemlerinin önemli 

komponentleri: membranda bulunan ağır metal transporterları, az sayıda bulunan 

esansiyel metallerin etkin bir şekilde dağıtımını sağlayan hücre içindeki  metal 

şaperonlar ve şelatlama sürecidir. 

    Bitkilerde ağır metallerin toksik etkileri: 

a) Demir ve Bakır gibi geçiş metallerine özgü olan Fenton reaksiyonu ve 

bitki oksidasyon sistemi tarafından reaktif oksijen türlerinin üretimi, 

b) Redoks- reaktif olmayan Civa ve Kadmiyum gibi ağır metaller için, 

biyomoleküllerde fonksiyonel grupların bloke edilmesi, 

c) Biyomoleküllerdeki, esansiyel metal iyonlarının yerinden çıkarılarak, ağır 

metallerin farklı çeşitlerinin oluşturulmasıdır (Schûtzendûbel and Polle, 

2002). 
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1.1.1 Bitkilerde Çeşitli Ağır Metallerin Toksik Etkileri 

Ağır metaller, tarım topraklarının kontaminasyonu ve olumsuz ekolojik 

etkileri nedeniyle, çevresel bir tehdit haline gelmiştir.  

Çinko (Zn): Bitkiler için esansiyel nütrienttir. Kontamine olmuş topraklarda 

bulunan çinko seviyesinin çok yüksek miktarda olması bitkiler için toksik 

olabilmektedir. Toprakta çinkonun yüksek seviyede bulunması birçok bitkinin 

metabolik fonksiyonunu engellemektedir. Sonuç olarak büyümenin engellenmesi 

ve senesens meydana gelmektedir. Çinko toksisitesi bitkilerde, kök ve meristemin 

büyümesini sınırlar (Choi et al., 1996; Ebbs and Kochian, 1997;Fontes and Cox, 

1998). Yüksek konsantrasyonlarda Zn içeren topraklarda yetiştirilen bitkilerin 

gemç yapraklarında klorizis meydana geldiği saptanmıştır (Ebbs and 

Kochian,1997). Zn konsantrasyonunun artması bitki sürgünlerinde bakır (Cu) ve 

mangan (Mn)’ın eksikliğine neden olmaktadır. Bir diğer Zn toksisitesinin etkisi 

ise fosfor eksikliğinden dolayı oluşan morumsu-kırmızımsı yaprak görüntüsüdür 

(Lee et al., 1996). 

Kadmiyum (Cd): Tarım topraklarında Cd, 100 mg/kg’dan fazla olduğunda 

toksiktir (Salt et al., 1995). Ancak bu eşik değeri insan aktiviteleri sebebiyle 

aşılmaktadır. Yüksek seviyelerde Cd’ye maruz kalan bitkilerde, fotosentez, su 

alınımı ve nütrient alınımı azalır. Yüksek düzeyde Cd içeren toprakta yetişen 

bitkilerde, büyümenin inhibisyonu, klorozis in belirtileri ve kök ucunun kararması 

ve sonuçta ölüm gözlenir (Wójcik and Tukiendorf, 2004; Mohanpuria et al., 2007). 

Civa (Hg): Civa farklı formlara (HgS, Hg+2 , Hg0 ve metil-Hg) sahip 

benzersiz bir metaldir. Bunarağmen, tarımsal topraklarda civanın Hg+2 formu 

yaygın olarak bulunmaktadır. (Han et al., 2006). Civanın yüksek seviyeleri, bitki 

hücreleri için güçlü fitotoksiktir. Toksik düzeyde civa bitkilerde görülebilir 

hasarlara ve fizyolojik düzensizliklere neden olmaktadır. Civanın yüksek 

seviyeleri, ROS türlerinin üretimi ile oksidatif stresin ortaya çıkması ve 

mitokondriyal aktivitenin azalmasına  neden olur. 
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Kobalt (Co): Bitkiler, topraktan kobaltı (Co) az miktarda alarak 

biriktirebilmektedirler. Bitkilerde kobaltın alınımı ve dağıtımı türe bağlı olarak ve 

farklı mekanizmalar tarafından kontrol edilmektedir (Kukier et al., 2004; Li et al., 

2004; Bakkaus et al., 2005). Yüksek konsantrasyonlardaki kobaltın fitotoksik 

etkisi üzerine yapılan çalışmalar sınırlıdır. Kobaltın fitotoksik etkisi için arpa 

(Hordeum vulgare L.) ve domates (Lycopersicon esculentum L.) ile yapılan 

çalışmalar sonucunda;  biyokütle ve sürgün büyümesinde inhibisyon saptanmıştır 

(Li et al., 2009).  

Arsenat (As): Fosforun (P) analoğudur ve bitkilerin kök plazma 

membranında alınımı ve taşınımı benzerdir (Meharg and Macnair, 1992). 

Arsenata tolerans gösteren çok sayıda bitki türü tanımlanmıştır (Meharg, 1994; 

Sharples et al., 2000). Bitkilerde arsenata tolerans tek bir gen tarafından  P/As 

transportunun baskılanması ile gerçekleştiği saptanmıştır (Meharg and Macnair, 

1992). Bu baskılanma mekanizması sayesinde, bitkiler tarafından hücre içine 

alınan arsenatın kolayca detoksifiye edildiği belirlenmiştir (Meharg, 1994). 

1.1.2 Ağır Metal Alınımı Ve Taşınımı 

Son yıllarda yapılan çalışmalar sonucunda, esansiyel ve esansiyel olmayan 

ağır metal iyonlarının bitki hücresi içerisine alınım süreçlerinin moleküler 

seviyede anlaşılması söz konusudur. Bitki hücrelerinde, ağır metal iyonlarının 

alınımı ve metal homoestasisinin devamlılığı özel taşıyıcılar ve metal pompaları 

aracılığı gerçekleşmektedir (Pilon et al., 2009). Bu taşıyıcılar ve pompalar tipik 

olarak membran proteinleridir, farklı bitki metal taşıyıcı ailelerinin üyeleridir. 

Metal taşıyıcı ve pompalar, dokusal düzeyde (metal iyonlarının mezofilden 

epidermal hücrelere taşınımı gibi) ya da organ düzeyinde (metal iyonlarının 

köklerde sürgünlere taşınımı gibi) rol oynamaktadırlar (Krämer et al., 2007; 

Maestri et al., 2010). Özellikle yapılan çalışmalar sonucunda; Zn-düzenleyici 

taşıyıcıların (ZRT), Fe-düzenleyici taşıyıcıların (IRT) yada benzeri proteinlerin 

(ZIP) ve katyon difüzyonunu kolaylaştıran protein ailesinin (CDF) transkript 

seviyesindeki artış ile metal iyonlarının yüksek miktarlarda biriktirilmesi (Pence 

et al., 2000; Lombi et al., 2002) yada metal iyonlarına karşı tolerans oluşturulma 

süreçleri arasında bir ilişki olduğu saptanmıştır (Van der Zaal et al., 1999; 



 
 

 

8 

Assunção et al., 2001; Persans et al., 2001). Tüm ağır metal pompalarının, Ağır 

Metal ATPaz (HMA), bakteriler, bitkiler ve hayvanlarda önemli sekans 

benzerlikleri taşıdığı saptanmıştır (Palmgren ve Axelsen, 1998).  

HMA taşıyıcıları, P1B-ATPaz ilesinin bir üyesidir ve serbest metal 

iyonlarının sitoplazmadan plazma membranı boyunca, köklerden sürgünlere 

doğru taşınımını sağlamaktadır (Takahashi et al., 2012). Ayrıca son zamanlarda 

yapılan çalışmalar sonucunda AtHMA4’ün çinko (Zn+2) ve kadmiyum (Cd+2)’a 

yönelik şelatlama aktivitesi gösterdiği saptanmıştır (Bækgaard et al., 2010).  

ZIP gen ailesine ait metal taşıyıcıları, kadmiyum, demir, mangan ve çinko 

gibi çaşitli katyonların taşınımını ve biriktirilmesini sağlamaktadır (Guerinot, 

2000). Ayrıca bu taşıyıcılar kadmiyum yanıtlarını ve nikel toleransını da 

sağlamaktadır (Nishida et al., 2011). Bu taşıyıcılar arasında ilk izole edilen 

Arabidopsis IRT1 (demir-düzenleyici taşıyıcı)’dır. IRT1, topraktan yüksek 

afiniteli demir iyonlarının taşınımından sorumlu temel taşıyıcıdır (Eide et al., 

1996). Metal taşıyıcıları arasındaki bir diğer taşıyıcı ise, çinkonun (Zn) alınımını 

ve taşınımını gerçekleştiren Zn-taşıyıcısıdır (ZNT). A.thaliana ile yapılan 

çalışmalarda ZNT genlerinin yüksek oranda ifade edilmesi sonucu köklerde 

yoğun düzeylerde Zn iyonlarının biriktirldiği saptanmıştır (Milner et al., 2012). 

Ayrıca bitkilerde, Fe taşınımından sorumlu, Nramp (Natural resistance associated 

macrophage proteins, TC 2.A.55) gen ailesi ile homoloji gösteren bir taşıyıcı 

tanımlanmıştır (Thomine et al.,2000). Arabidopsis Nramp genlerinin bitkilerde 

multispesifik metal transport sistemini kodladığı ve bu sistemle Fe, Mn ve Cd 

taşınabildiği bulunmuştur (Şekil 2.). 
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Şekil 1.2 Bitkilerde günümüze kadar tanımlanan olası taşıyıların şematik gösterimi (Hall and 
Williams , 2003). 

1.1.3 Şelatlama 

Metal iyonları hücreye girdikten sonra, şelatörler ve şaperonlar ile etkileşime 

girerek taşınmaktadırlar. Şaperonlar, özellikle organellere ve metal-gereksinimli 

proteinlere metal iyonu iletirler. Şelatörler ise sitosolik metal konsantrasyonlarının 

korunabilmesi için metal detoksifikasyonuna katkı sağlarlar. Bitkilerde çeşitli 

metal-şelatörler bulunmaktadır. Metal- şelatörler; fitoşelatinleri, metalotioneinler 

ve organik asit ve aminoasitleri içermektedir (Clemens, 2001). Bitki hücrelerinde, 

ağır-metal bağlayıcı ligandlar arasında fitoşelatinler (PC’ler) ve metalotioneinler 

(MT’ler) en iyi tanımlanmış olanlardır (Cobbett and Goldsbrough, 2002). 
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1.1.3.1 Fitoşelatinler 

Fitoşelatinler, küçük, metal-bağlama özelliğine sahip, sistein-zengin 

polipeptid içeren yapılardır. Fitoşelatinler sadece bitkilerde değil funguslarda ve 

diğer organizmalarda da bulunmaktadır (Grill et al., 1985; Gekeler et al., 1988; 

Piechalak et al., 2002). Bitkiler, sülfür-hidril (-SH) içeren peptidlerin 

sentezlenmesi aracılığı ile yüksek konsantrasyonlardaki ağır metal iyonlarına 

yanıt vermektedir. Peptidlerin genel yapısı [(γ-L-glutamin-L- sistein)n –glisin] 

şeklindedir (Rauser, 1990). Bu peptidler, yapısı ve metal-bağlayıcı özelliği 

nedeniyle Sınıf III metalotioneinler olarak sınıflandırılmaktadır fakat bunlar 

Fitoşelatinler (PC’ler) olarak isimlendirilmektedir (Grill et al., 1985; Kägi, 1993). 

Fitoşelatinler, PC sentaz enzimi (EC. 2.3.2.15) tarafından glutatyon (GSH)’dan 

direkt enzimatik olarak sentezlenmektedir (Grill et al., 1989; Cobbett, 2000) 

(Şekil 1.3). Bitkilerde, glutatyon iki adımda enzimatik olarak sentezlenir. İlk 

adımda γ-glutaminsistein sentaz (GCS), γ-glutamin-sistein oluşumunu katalizlenir, 

ikinci adımda ise;  GSH sentaz (GS), glisin rezidülerinin eklenmesi ile GSH 

üretimini katalizler (Cobbett et al., 1998). Fitoşelatinler (PC’ler), toksik metal 

iyonları ile sitosolde kompleksler oluştururlar ve sonra metal iyonlarını vakuollere 

taşırlar (Salt and Rauser, 1995). Bu sayede bitkiler, ağır metallerin zararlı 

etkilerinden korunmuş olurlar.  

 

Şekil 1.3 Fitoşelatin biyosentez yolağı (Rauser, 1990). 
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1.1.3.2 Metalotioninler 

Metalotioneinler (MT’ler), düşük moleküler ağırlıklı, metal 

detoksifikasyonunda oldukça önemli, sisteince zengin metal-bağlayıcı proteinlerin 

oluşturduğu bir ailedir (Robinson et al., 1993). Metalotioneinler, reaktif oksijen 

türlerinin (ROS) seviyelerini kontrol altında tutma yeteneğine sahiptirler. Bu 

sayede, hem diğer abiyotik streslere karşı toleransı sağlarlar hemde. metal 

iyonlarının biriktirilmesini gerçekleştirirler (Xue et al., 2009; Yang et al., 2009). 

Metalotioneinlerin genel anlamda fizyolojik görevleri; 

a) Esansiyel geçiş metallerinin homeostazisinin sürdürülmesine katılmak, 

b) Civa ve kadmiyum gibi toksik metallerini ayrı tutma, 

c) Hücre içi oksidatif hasara karşı korumadır.  

Metalotioneinler, memelilerde Cd+2 ve Zn+2’ye toleransta ve ağır metal 

homeostazisinde (Masters et al., 1994); mayalarda ise Cu  ve Cd+2’ye toleransta 

görev  almaktadır (Hamer et al., 1985; Yu et al., 1994). Metalotioneinler, 

bitkilerde ilk defa buğdayda Zn+2 bağlamada tanımlanmıştır (Lane et al., 1987). 

Daha sonra 50’den fazla MT-benzeri sekanslar bitkilerde bulunmuştur (Rauser, 

1999). 

1.1.3.3 Organik Asitler Ve Amino Asitler 

Doğal habitatlarında metal–tolerant bitkilerin çeşitli ekotiplerinde organik 

asitlerin farklı konsantrasyonlarda bulunması bu asitlerin, hücresel şelatörler 

olabileceğini düşündürmüştür (Rauser, 1999). Düşük moleküler ağırlıklı organik 

asitler, toprakta bulunan bitki büyümesi için gerekli olan demir (Fe), fosfor (P) ve 

diğer metallerin kök hücrelerine girmesinde önemli rol oynar (Römheld and 

Awad, 2000; Yang and Crowley, 2000). Çeşitli bitki türleri, bitki büyümesini 

sınırlandırıcı etkiye sahip alüminyumun toksik seviyelerini (Al+3) içeren 

topraklarda büyümeyi sağlamak için çeşitli mekanizmalar geliştirmiştir. Bazı 

bitkiler ise rizosferde alüminyumu şelatlayıp organik asitleri serbest bırakarak 

alüminyumu detoksifiye etmektedirler (Ma et al., 2001). Sitrat, oksalat, malat gibi 
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organik asitler tarafından hücredışı şelatlama alüminyum toleransında oldukça 

önemlidir. Malat, buğday bitkisinin Al-tolerant kültivarlarının köklerinden serbest 

bırakılır; sitrat, mısır ve soya fasulyesinin Al-tolerant kültivarlarının köklerinden; 

okzalat ise karabuğday bitkisinin köklerinden serbest bırakılmaktadır (Delhaize et 

al., 1993; Pellet et al., 1995; Ma et al., 1997a; Yang et al., 2001; Ma et al., 1997b; 

Ma ve Miyasaka, 1998). Özellikle histidin ve prolin gibi bazı aminoasitlerin, bitki 

hücrelerinde ve ksilem özsuyunda metal iyonlarının şelatlanmasında görev aldığı 

saptanmıştır (Rai, 2002). Ayrıca, araştırmalar sonucunda birçok bitkinin ağır 

metale maruz kaldığında prolin biriktirdiği belirlenmiştir (Alia and Saradhi, 1991; 

Basi ve Sharma 1993a,b; Costa and Morel 1994; Talanova et al., 2000) (Şekil 1.4). 

 

 

Şekil 1.4 Bitkilerde ağır metallerin vakuoller ayrılması (Yang and Chu, 2011). 

 

1.1.4 Bitkilerde Ağır Metal Toksisitesinden Oluşan Oksitadif Stres 

Bitkiler farklı metabolik süreçler boyunca reaktif oksijen türleri (ROS) 

üretirler. Ağır metaller,  bitkilerde O2
-, OH- ve H2O2, tekli oksijen (O2) gibi 

ROS’ların oluşumunda direkt ve indirekt olarak hasara neden olur (Laspina et al., 

2005; Ferreira et al., 2010). Bitki hücrelerinde; klorofil, mitokondri ve 

peroksizomlar gibi yüksek oksitleyici aktiviteye sahip olan organeller, üretilen 

ROS’ların en önemli depo yerleridir (Hossain et al., 2011; Apel et al., 2004; 
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Mittler et al., 2004; Mhamdi et al., 2010). ROS’ların yüksek seviyeleri hücresel 

yapılar ve lipid, protein ve DNA benzeri makro moleküller için zararlıdır. Ağır 

metal stresine maruz kalınması sonucu oksidatif hasarın meydana geldiği bir çok 

araştırmada saptanmıştır (De Vos et al., 1992; Gallego et al., 1999). Fotosistem II 

(PS II) reaksiyon merkezinde, Ca+2 ve Mn+2’nin ağır metal kadmiyum (Cd) ile yer 

değiştirmesi PS II’nin su oksitleyici sistemini etkilemektedir. PS II’nin 

reaksiyonunun bu şekilde engellenmesi, klorofil II’de elektron transportunun 

bozulmasına neden olmaktadır (Baszynski et al., 1980; Krantev et al., 2008). 

Ağır metal etkisi, fotosentezin karboksilasyon fazında görülmektedir. Ağır 

metaller en çok CO2 fiksasyonundaki iki enzime etki ederler. Bunlar; Ribuloz-1, 

5-bifosfat karboksilaz/oksigenaz (RuBisCO) ve Fosfoenol pirüvat karboksilaz 

(PEPC) enzimleridir. Bu durum; yapısal hasarlara ve karboksilasyon 

reaksiyonunun önemli kofaktörü olan Ca+2 iyonlarının yerine Mg+2 iyonlarının 

kullanılması sonucu RuBisCO’nun aktivitesini düşürmektedir (Krantev et al., 

2008; Siedlecka et al., 1998). Peroksizomlardaki Ksantin oksidaz; O2
- ve glikolat 

oksidaz, Flavin oksidaz ve β-oksidasyon ürünü H2O2’yi meydana getirmektedir 

(Corpas et al., 2001; del Rio et al., 2006). Peroksizomal değişkenlikten dolayı 

oluşan ROS artışı, ağır metallerin etkisi sonucu meydana gelmektedir (Sharma et 

al., 2008; Rodriguez-Serrano et al., 2009). Cd stresi, yaprak peroksizomlarında 

H2O2’nin hızlı bir şekilde indüklenmesini sağlar (Romero-Puertas et al., 2004). 

Bitki mitokondrileri, ROS üretiminin gerçekleştiği önemli kaynak yerleridir. Ağır 

metallerin oluşturduğu stres sonucu mitokondriyal fonksiyonların düştüğü 

saptanmıştır (Tan et al., 2010; Heyno et al., 2008). Buğday, Vicia faba, 

Arabidopsis ve bezelyede yapılan sırasıyla Ni, Pb, Cu ve Cd streslerine yanıt 

olarak  NADPH oksidaz nedeniyle oksidatif stresin oluştuğu saptanmıştır (Hao et 

al., 2006; Remans et al., 2010).  

1.2 Bitkilerde GABA Metabolizması 

Gama-aminobutirik asit (GABA), protein yapısında olmayan, moleküler 

ağırlığı 103.1 dalton olan (Bown et al., 1997), dört karbonlu, serbest amino asit 

havuzunun önemli bileşenlerinden olan bir amino asittir (Akama ve Takaima, 

2007). Yapısında α-karbonundan farklı olarak γ-karbonu bulundurmaktadır. 
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GABA hemen hemen tüm prokaryotik ve ökaryotik organizmalarda 

bulunmaktadır. GABA ilk olarak, 1949 yılında patates (Solanum tuberosum) 

yumru dokularında saptanmıştır (Steward et al., 1949). Kısa bir süre sonra 

omurgalılarda da keşfedilmiştir. GABA’nın hayvanlarda keşfedilmesinden sonra 

ilginç olarak GABA’ya duyulan ilgi hayvanlara doğru kaymıştır (Bouche ve 

Fromm, 2004). Çünkü GABA, beyinde yüksek seviyelerde saptanmış ve 

nörotransmisyonda temel rol alarak merkezi sinir sisteminde nörotransmitterlerin 

en önemli inhibitörü olarak görev aldığı belirlenmiştir. 

Memelilerin merkezi sinir sisteminde, GABA temel nörotransmitter 

inhibitörüdür. GABA, presinaptik yada postsinaptik memranlarda bulunan 

spesifik reseptörlere bağlanarak sinaptik transmisyonun inhibe olmasına aracılık 

etmektedir. Beyin hücrelerinde 2 tip reseptör bulunmaktadır;  ilk grup ligand-

kapılı reseptörler olan iyonotropik reseptörler (GABAA ve GABAC reseptörleri) 

ve ikinci grup ise G proteinlerine bağlı olan metabotropik reseptörler (GABAB 

reseptörleri). Ayrıca GABA reseptörleri kalp, karaciğer, ovaryum, testis gibi 

uyarılmayan organlarda da eksprese olmaktadır (Calver et al. 2000). Tüm bu 

bulgular GABA’nın sadece beyinde değil diğer organlarda da sinyal molekülü 

olarak rol oynadığı saptanmıştır. GABA’nın olgun nöronlardaki nörotransmitter 

fonksiyonu; sinir sisteminin gelişimini de içermektedir. Örneğin; nöronal göç, 

proliferasyon, farklılaşma. Tüm bu etkiler GABA reseptörlerinin aktive olması ile 

gerçekleşmektedir. GABA reseptörleri olgunlaşmamış beyindeki membranların 

depolarizasyonunu da uyarmaktadır. Sonuç olarak, memeli beyninde GABA nöral 

transmisyonunda ve gelişimimde temel rol oynar ve bu rolünü de spesifik 

reseptörlere ve transporterlara bağlanarak gerçekleştirir. 

Bitkiler ise hareket edememe özelliklerinden dolayı çevresel stresi azaltmak 

için kimyasal yanıtlar oluştururlar. GABA’nın da bulunduğu birçok mekanizma 

bitkilerde bu yanıtların oluşmasını sağlamaktadır (Shelp et al., 1999, Snedden ve 

Fromm 1999; Kinnersley ve Turano 2000). Omurgalılarla karşılaştırıldığında, 

bitkilerdeki GABA’nın rolü hala tam olarak belirlenememiştir. Hayvanlardaki 

temel inhibitör nörotransmitter gibi karakterize edilmesinden farklı olarak, 

bitkilerde GABA’nın keşfi ağırlıklı olarak metabolik fonksiyon üzerine 

odaklanmıştır. Bunarağmen, yakın zamanlarda bu aminoasitin stres koşullarına ve 
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C/N metabolizmasına karşı yanıtta önemli derecede sinyal rolü taşıdığı 

gösterilmiştir (Bouché ve Fromm, 2004). GABA’nın, özellikle sürgün 

dokularında dikkate değer biçimde ve hızlıca birikmesi çeşitli streslere karşı 

yanıtlarda rol oynadığı üzerinde düşünülmesini sağlamıştır. GABA,  çeşitli 

stresler (azot eksikliği, hipoksiya, kuraklık, soğuk, UV stresi, ısı şoku, CO2 

artması) altında; sürgün, kök, nodül, çiçek ve meyve gibi bitkilerin çeşitli 

kısımlarında birikim gösterdiği saptanılmıştır (Sulieman ve Schulze, 2010; Serraj 

et al., 1998; Shelp et al., 2009) (Şekil 1.5). 

 

Şekil 1.5 Çeşitli stresler altında farklı bitki dokularında GABA birikimi (Sulieman et al., 2011). 

Bitkilerde GABA için sinyalizasyon, hücrelere öncülük etme, böceklere karşı 

savunma, pH düzenlenmesi, redoks düzenlenmesi, enerji ayarlanması, stres 

yanıtları, karbon ve azot metabolizmalarında görev alması gibi birden fazla roller 

önerilmiştir (Satya Narayan ve Nair, 1990; Kinnersley ve Turano, 2000; Bouche 

et al., 2003; Bouche ve Fromm, 2004; Fait et al., 2005).  Stres yanıtlarında 

GABA’nın arabulucu rolü olduğu da öne sürülmüstür. Çünkü stres koşullarına 

(mekanik yaralanma, tuz, sıcak, soğuk, kuraklık…vb.) maruz kalan bitki 

dokularında GABA’nın biriktiği saptanmıştır (Şekil 1.6), (Kinnersley and Turano, 

2000). Fakat, stres yada stres olmayan koşullarda, GABA karbon ve azot 

metabolizmasında ve TCA döngüsünde  ayrılmaz bir parça olarak ta fonksiyon 

göstermektedir (Fait et al., 2007). 
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Şekil 1.6 Bitki stres yanıtlarında GABA’nın rolü (Turano and Kinnersly, 2000). 

1.2.1 GABA Yolu 

Klasik tanımlamalara göre GABA yolu; sırasıyla Glutamat dekarboksilaz 

(GAD, EC 4.1.1.15), GABA transaminaz (GABA-T; EC 2.6.1.19) ve Süksinik 

semialdehit dehidrogenaz (SSADH; EC 1.2.1.16) enzimlerinin görev aldığı üç 

temel reaksiyondan meydana gelen bir yolaktır. Bitkilerde, glutamatın GAD 

tarafından sitozolik dekarboksilasyonu sonucu GABA meydana gelmektedir ve bu 

reaksiyon Ca+2/kalmodulin tarafından kontrol edilmektedir (Snedden ve Fromm, 

2001). GABA-T, pirüvatı yada 2-okzoglutaratı (2OG) amino akseptörü olarak 

kullanarak GABA’nın Süksinik semialdehite (SSA) dönüşümünü 

katalizlemektedir. Pirüvatın kullanılması alanin (Ala) oluşumu, 2-okzoglutaratın 

(2OG) kullanılması ile de Glu oluşumu meydana gelmektedir ve böylece anlamsız 

bir döngünün oluşması söz konusudur. GABA’nın transaminasyonu ile Glu’nun 

bir kısmının döngüye yeniden dahil edilmesi sayesinde GABA shunt içine 

feedback yapılmış olunur (Fernie, 2001; Geigenberger ve Stitt, 2003). SSA 

oluşumu meydana geldikten sonra SSA, mitokondrial suksinik semi aldehit 

dehidrogenaz (SSADH, EC 1.2.1.16) ile süksinata okside edilir (Busch ve Fromm, 

1999). Alternatif olarak, gama hidroksibutirat (GHB) üreten gama hidroksibütirat 

dehidrogenazın aktivitesiyle SSA sitosolde indirgenebilir (Breitkreuz et al., 2003) 

(Şekil 1.7).  
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Şekil 1.7  Gama-aminobutirik asit (GABA) yolunun şematik gösterimi (Shelp et al., 1999). 

1.2.1.1 Glutamat Dekarboksilaz (GAD; EC 4.1.1.15)  

Glutamat dekarboksilaz (GAD) aktivitesi sitozolle sınırlı olan, L-glutamat için 

spesifik olan, pH ∼5.8’de maksimum aktiviteye sahip olan (Barry et al., 1999) ve 

pH ve Ca+2/kalmodulin (CaM) tarafından düzenlenen bir enzimdir. Çeşitli stres 

koşulları altında bazı bitki türlerinde GAD’ın proton-tüketici reaksiyonunun 

sitozolik asidosis tarafından sınırlandırıldığına inanılmaktadır (Shelp et al., 2011). 

Glu konsantrasyonu, Ca+2/kalmodulin (CaM) ve H+ tarafından GAD aktivitesinin 

artması, GABA birikimi için gereklidir (Şekil 1.8), (Shelp et al., 2012a). Protein 

sentezinin azalması, protein degredasyonunun artması yada glutamin sentezinin 

sınırlandırılması gibi uzun süreçli koşullar altında, sitozolik GAD’ın bulunduğu 

yerde substrat seviyesinin artması sonucu GABA düzeyinde de bir artma olduğu 

saptanmıştır (Shelp et al., 1999). Bu sonuçlar gösternektedir ki GAD, GABA 

birikiminin artması için gerekli olan temel faktördür. GAD genleri bir çok bitki 

türünde tanımlanmıştır. Tütünde (Mclean et al., 2003), çamda (Molina-Rueda et 

al., 2010), pirinçte (Liu et al., 2004; Akama ve Takaiwa, 2007), domateste 

(Kisaka et al., 2006), Panax ginseng (Lee et al., 2010), petunyada (Yuan ve Vogel, 
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1998) ve Arabidopsis thaliana (Shelp et al., 1999). Arabidopsis’te 5 tane GAD 

geni saptanmıştır. GAD izoformlarından ikisi (GAD1 ve GAD2) farklı organlarda 

tanımlanmıştır: GAD1 kökte bulunurken, GAD2 tüm organlarda saptanmıştır (Zik 

et al., 1998; Turano ve Fang; 1998). Bu sonuçlar doğrultusunda farklı GAD 

izoformlarının özel fonksiyonlarda olduğu ve dokuya bağımlı bir yolakta ifade 

olduğu düşünülmektedir. 

L-Glutamat + H+                 GABA + CO2 

Şekil 1.8 GAD enzim aktivitesi aracılığı ile glutamattan GABA oluşumunun şematik 

gösterimi. 

1.2.1.2 GABA Transaminaz (GABA-T; EC 2.6.1.19) 

GABA transaminaz (GABA-T; EC 2.6.1.19), amino akseptörü olarak ya α-

ketoglutaratı (GABA-TK) yada pirüvatı (GABA-TP) kullanarak, GABA’nın 

süksinik semialdehite dönüşümünü katalizlemektedir (Şekil 1.9) ve bu reaksiyon 

sonucunda alanin veya glutamat oluşmaktadır (Bouche and Fromm 2004). 

GABA-T’nin, soyafasülyesinde yapılan çalışmalar sonucunda mitokondride 

lokalize olduğu saptanmıştır ayrıca Arabidopsis ile yapılan çalışmalar sonucunda 

ise GABA-T’nin aktivitesinin pH 9.0 ile 9.5 arasında gerçekleştiği ve GABA’ya 

spesifik olduğu saptanmıştır (Clark et al., 2009). İn vitro çalışmalar sonucunda 

rekombinant Arabidopsis GABA-TP’nin  pirüvatı kullanıp, α-ketoglutaratı 

kullanmadığı saptanmıştır (Cauwenberghe et al., 2002). Bitkilerde, spesifik 

fonksiyonlara sahip GABA-T’nin farklı türleri aracılığı ile GABA-T’nin 

transaminasyonu meydana gelmektedir. 

GABA + pirüvat (veya α-ketoglutarat)                 Süksinik semialdehit + Ala 

Şekil 1.9 GABA’nın GABA-T tarafından Süksinik semialdehite katalizlanmesinin şematik 

gösterimi. 
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1.2.1.3 Süksinik Semialdehit Dehidrogenaz (SSADH; EC 1.2.1.16) 

Süksinik semialdehit dehidrogenaz (SSADH; EC 1.2.1.16) patates yumruları 

ve Arabidopsis hücre kültürleri ile yapılan çalışmalarda mitokondride lokalize 

olduğu saptanmıştır (Breitkreuz ve Shelp, 1995). SSADH enzimi, Süksinik 

semialdehitin Süksinata dönüşümünü katalizlamaktedir (Şekil 1.10). Arabidopsis 

SSADH’ın aktivitesinin optimum pH 9.0 ile 10.0 arasında olduğu ve bu enzimin 

tersinir olmadığı saptanmıştır. Ayrıca SSADH’ın yüksek düzeyde SSA ve NAD’a 

spesifik olduğu ve bu enzimin NADH’ın NAD’a dönüşüm oranı tarafından regüle 

edildiği saptanmıştır (Shelp, 2011). SSADH özellikle hem ATP hem de NADH 

enzim aktivitesini negatif olarak düzenlemektedir.    

Süksinik semialdehit + NAD +H2O                Süksinat + NADH 

Şekil 1.10 Süksinik semialdehitin SSADH tarafından Süksinata dönüşümünün şematik 

gösterimi. 

1.2.1.4 Glutamat Dehidrogenaz (GDH; EC 1.4.1.2) 

Hayvanlarda olduğu gibi bitklerde de GABA, 2-okzoglutarattan (2-OG) 

sentezlenmektedir. 2-OG, glutamat dehidrogenaz enzimi (GDH) aracılığı ile 

glutamata dönüştürülür (Şekil 1.11). Kofaktör NAD(P)H varlığında α-

ketoglutaratın indirgeyici aminasyonunu gerçekleştirerek GDH enzimi, glutamat 

oluşumunu sağlayar (Turano et al.,  1996). Bu nedenle, GDH enzimi kofaktör 

tercihine ve hücre içi lokalizasyonuna göre çeşitli izoformlara sahiptir. GDH 

izoformları gelişimsel ve çevresel koşullar nedeni ile farklı bitki dokularında 

farklı seviyelerde bulunabilmektedir (Turano et al.,  1996). McKeinze ve Lees 

(1981)’in yaptıkları çalışmada, tohum ve kökten ekstrakte edilen GDH enziminin 

mitokondride lokalize olduğu belirlenmiştir. Çimlenen soya fasülyesi 

tohumlarında yapılan çalışmada üç farklı GDH izoformu (GDH1, GDH2, GDH3) 

tespit edilmiştir (Turano et al., 1996). GDH1 ve GDH2 kotiledonlardan, GDH3 

ise hipokotillerden ve köklerden elde edilen protein ekstraklarında saptanmıştır 

(Turano et al.,  1996). GDH’ın bu farklı izoformları farklı genler tarafından 

kodlanmaktadır. Arabidopsis (Cammaerts ve Jacobs, 1983) ve mısırda (Pryor, 

1979; Goodman et al., 1980; Sakakibara et al., 1995) yapılan moleküler ve 
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genetik çalışmaların sonucunda GDH izoformlarının iki farklı polipeptitten 

oluştuğu ve iki farklı lokus tarafından kodlandığı saptanmıştır. 

2-OG + NH4
+ + NADH                    Glu + NAD+ + H2O 

Şekil 1.11 2-okzoglutarattan (2-OG) GDH aracılığı ile Glutamat oluşumunun şematik 

gösterimi. 

1.2.2 Gaba Yolunun Düzenlenmesi 

1.2.2.1 GAD Aktivitesi Yoluyla Düzenlenmesi 

GAD, sitosolik bir enzimdir ve sitosolik asidosisin sonucunda stresle uyarılan 

GABA sentezinde yer alır ( Snedden et al., 1992). E.coli de hücresel pH’ı kontrol 

eden GAD’ın aktivitesinin 3.8 gibi düşük pH’larda uyarıldığı saptanmıştır 

(Shukuya ve Schwert, 1960; Castanie-Cornet et al., 1999). Yapılan çalışmalarda 

bitki GAD’larının da mikroorganizmalarda olduğu gibi hücresel asiditenin 

düşmesi ile fonksiyon gösterdiği saptanmıştır ( Davies, 1980; Satya Narayan ve 

Nair, 1990; Snedden et al., 1992; Crawford et al., 1994). GAD aktivitesinin 

aktivasyonu ve GABA birikimi için birçok model önerilmiştir. Bu modellerin 

çoğu GAD’ın uyarılması için farklı görüşler belirtilmiştir. Bunlardan bir tanesi; 

GAD’ın uyarılmasının başlıca Ca+2/ CaM yolu ile meydana geldiğini, bir başkası 

ise; pH değişmesi ile GAD’ın uyarıldığını düşünmektedir (Snedden ve Fromm, 

1999; Shelp et al., 1999). Her iki modelde de en az derecede de olsa GAD 

aktivitesi artmaktadır, buna bağlı olarak da GABA birikimi saptanmıştır. 

GABA’nın hücresel birikime bağlı düzenlenmesi doğal ve birçok strese karşı 

oluşabilmektedir. Sitosolik Ca+2 seviyesinin artışı birçok stres tarafından 

gerçekleşmektedir (Sanders et al., 1999). Artan sitosolik Ca+2 formları CaM ile 

kompleks oluşturur. Oluşan bu kompleks (Ca+2/ CaM) fizyolojik pH 

değişikliğinde GAD’ı aktive eder. GAD’ın aktif hale gelmesi sonucunda GABA 

birikimi sağlanır (Roberts et al., 1984; Aurisano et al., 1995).  

Ayrıca erken prekürsör-ürün ilişkisi; süksinatın, α-ketoglutarattan ziyade 

GABA shunt yoluyla birincil olarak türetildiğini belirtir. Böylece, glutamin 

sentetaz yoluyla NH3 (amonyak) fotorespirasyon sisteminin döngüsü, GAD 
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tarafından kullanıldığı için glutamatın kullanılabilirliğini arttırması yoluyla 

aminoasetonitril tarafından kısıtlanır (Shelp et al., 1992; Cholewa et al., 1997). 

Benzer şekilde, arttırılmış GABA seviyesi, protein degredasyonunun artması veya 

protein sentezinin azalması, glutamin sentezinin sınırlanması gibi uzun süreli 

koşullar altında meydana gelir. Bu GABA seviyesindeki artışlar muhtemelen, 

sitosolik GAD’ın çevresindeki substratda meydana gelen artışlar tarafından 

oluşmaktadır. Artan GAD aktivitesi muhtemelen GABA birikiminin teşvik 

edilmesinde önemli bir faktör olmasına rağmen, GABA-T ve SSADH tarafından 

azaltılmış katabolizması da ihmal edilemez (Shelp et al., 1995; Cauwenberghe ve 

Shelp). 

1.2.2.2 Hücre içi ve Hücre dışı Taşınım ile Düzenlenmesi 

Gelişmiş soya fasulyesi kotiledonlarından hazırlanan preparatlar ile yapılan 

çalışmalar sonucu GABA yolu enzimlerinin hücreiçi bölümlerde lokalize olduğu 

saptanmıştır (Shelp et al., 1995). GABA yolunun önemli enzimlerinden ikisi olan 

GABA-T ve SSADH mitokondride lokalize olmakta iken, GAD sadece sitosolde 

bulunmaktadır. Böylece, oluşan GABA’nın sitosolden mitokondri 

membranlarındaki matriks içine doğru taşınımı saptanmıştır. 

GABA-taşıyıcısı eksik maya mutantlarının heterolog tamamlanması ile 

GABA’yı taşıyan AtProT2 (Arabidopsis thaliana prolin taşıyıcısı 2) 

tanımlanmıştır. Bu taşıyıcının; glisin, betain ve prolin gibi diğer stresle ilgili 

bileşenler için daha az etkili olduğu belirlenmiştir. Özellikle, benzer substrat 

spesifikliği, AtProT ailesinin diğer 3 plazma membranında lokalize olan 

üyelerinde gözlenmiştir (Grallath et al., 2005). Arabidopsis aminoasit taşıyıcı 

ailesinin (AtGAT1) üyeleri; mayada (Saccharomyces cerevisiae) ve kurbağa 

(Xenopus laevis) oositlerinde fonksiyonel olarak karakterize edilmiştir ve bu 

taşıyıcıların  proton ile çalıştığı bulunmuştur. Ayrıca GABA (Km= 47 µM) ve 

plazma membranı boyunca diğer taşıyıcılar, ilgili bileşenler için yüksek afiniteli 

taşıyıcı olarak hareket ederler (Meyer et al., 2006). Tütün (Nicotiana tabacum) 

protoplastlarında, GAT1-GFP füzyonunun geçici ifadesi, plazma membranında 

lokalize olduğunu ortaya koymuştur. Daha yakın zamanlarda, Arabidopsis 

aminoasit/ poliamin/ organocation (APC) taşıyıcı ailesinin (GABP, GABA 
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permeaz) üyeleri, mikroorganizmalarda sekans homolojisi analizi ile tespit 

edilmiş ve tanımlanmıştır fakat GABA-taşıyıcı-eksik maya mutantlarında prolin 

taşıyıcısı tanımlanamamıştır (Michaeli et al., 2011). Daha önemlisi, GABP, izole 

edilmiş mitokondri tarafından [3H] GABA’nın alınımına aracılık ettiği 

gösterilmiştir. Hücre içi fraksiyon ve immunoblotlama ile yapılan tütün yaprak ve 

protoplast çalışmalarında GABP-GFP’nin geçici ifadesi, GABP’nin mitokondride 

lokalize olduğunu açıklığa kavuşturmuştur. Ancak protein için hedefleme bilgileri 

olarak karakterize edilememiştir. İlginç olarak GABA alınımı, gabp 

mutantlarından izole edilen mitokondrilerde tamamen tespit edilememiştir ve 

GABA için taşıyıcı etkinliği belirlenememiştir. Bu nedenle, geniş substrat 

spesifikliği ile diğer taşıyıcılar mitokondri içine GABA’nın alınımına katkı 

sağlamaktadır (Şekil 1.12).  

 

 

Şekil 1.12 Biyotik ve Abiyotik streslerde, hücreiçi ve hücredışı taşınımı tarafından GABA 

seviyesininin düzenlenmesi (Shelp et al., 1999). 
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1.2.3 Bitkilerde GABA İçin Öngörülen Roller 

1.2.3.1 Krebs Döngüsünün By-pass Edilmesi 

α-ketoglutarat gibi glutamat C’nu krebs dögüsüne girdiği zaman süksinat 

oluşabilmesi için NAD gereklidir (Bown ve Shelp, 1997). Alternatif olarak, 

süksinat gibi glutamat C’nu GABA shunt yolağı ile giriş yapabilmektedir ve 

dehidrogenaz yada transamina reaksiyonları ve Krebs döngüsünün α-ketoglutaratı 

tarafından by-pass edilmektedir. Bu nedenle, hipoksiya gibi belirli koşullar 

boyunca respirasyon azalmaktadır ve NAD/NADH oranında da sonuç olarak bir 

azalma meydana gelmektedir, NAD-bağımlı SSADH reaksiyonu ve Krebs 

döngüsündeki karbonun girişi sınırlandırılmakta ve böylece GABA birikimi 

oluşmaktadır. GABA shunt aracılığı ile glutamatın süksinata dönüşüm 

mekanizması (1 NADH) enerjik olarak Krebs döngüsü aracılığı ile süksinat 

oluşumuna (1 NADH + 1 ATP) göre daha olumludur. Glutamat dehidrogenaz, 

Krebs döngüsü içine temel giriş noktası sağlamaktadır ve böylece eklemeli 

NADH üretimi söz konusudur. Bu nedenle de GABA shunt daha olumlu bir 

yolaktır.  

1.2.3.2 Azot Depolamada 

Glutamin sentezinin sınırlandırıldığı, protein sentezinin azalması ve protein 

degredasyonunun artması gibi koşullar altında glutamatın GABA’ya dönüşümü 

artmaktadır (Satyanarayan ve Nair, 1990; Scott-Taggart et al., 1999). Gelişme 

sürecinde, soya fasülyelerinde glutamatın GABA’ya metabolize edilmesinde hızlı 

bir artış saptanmıştır (Micallef ve Shelp, 1989). Ayrıca, glutamatın GABA shunta 

doğru akış süreci ile glutamatın direkt olarak proteinlerle birleşmesi süreci 

kıyaslanabilmektedir (Tuin ve Shelp, 1996). Kanıtlar göstremektedir ki glutamat 

ve GABA, protein depolama ve mobilizasyon süreçleri boyunca üretilmektedir 

(Micallef ve Shelp, 1989). Bu nedenle, GABA shunt aracılı glutamik asit 

metabolizmasının bitkilerdeki azot ekonomisinde önemli bir yeri vardır.  
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İzole edilen vakuollerle yapılan çalışmalar sonucunda, glutamat, GABA ve 

alaninin %50’sinin vakuol içinde lokalize olduğu belirlenmiştir. (U-14C) ile 

işaretlenmiş glutamatla yapılan çalışmalarda, yeni sentezlenen 14C-GABA’nın 

önceden sentezlenen işaretlenmemiş GABA ile dengeli olmadığı saptanmıştır 

(Chung et al., 1992). Bu sonuçlar göstermektedir ki, GABA’nın üretilmesinin ve 

birikiminin lokalizasyonun benzer olduğu ve GABA’nın organeller içinde tek 

başına biriktiği saptanmıştır. 

1.2.3.3 Uyumlu Osmolit Olarak GABA  

Arabidopsis’teki AtProT2 (Breitkreuz et al., 1999) ve domatesteki LeProT1 

(Schwacke et al., 1999) taşıyıcıları su stresi tarafından uyarılırlar ve prolin, glisin 

betain gibi diğer stres-iliskili bileşenlerin taşınımının dışında bu taşıyıcılar 

GABA’nın da taşınımını yaparlar (Breitkreuz et al., 1999; Fischer et al., 1998). 

Bu bulunanlar göstermektedir ki GABA uyumlu bir osmolittir (Yancey, 1994). 

Bütün üç bileşenler nötral pH’ta çift kutupludur, suda çözünme oranı yüksektir, 

düşük mM  konsantrasyonlarda bile birikme özelliği gösterir ve hücrelerde toksik 

etki göstermezler. 25-200 mM gibi yüksek konsantrasyonlarda, tuz ve soğuk 

stresine maruz kalmış tilakoidlerin izole edilemesi ile prolinin aşırı kryoprotektan 

özelliği sayesinde GABA’nın stabil kaldığı ve korunduğu saptanmıştır (Heber et 

al, 1971). Ayrıca, aynı konsantrasyonlarda (16 mM) bulunan prolinin ve glisin 

betainin bulunması, GABA’nın in vitro hidroksil-radikal-süpürücü aktiviteye 

sahip olmasını sağlamaktadır (Smirnoff ve Cumbes, 1989).  Belkide GABA; 

glisin betain sentezinde bulunan aldehit dehidrogenaz tarafından γ-

aminobbutiraldehit’ten (poliamain katabolik yolağının ürünü) sentezleniyor 

olabilir (Trossat et al., 1997). Fakat poliamin aracılı akış henüz bilinmemektedir. 

1.2.3.4 Bitki Gelişiminde 

GAD, Ca+2/kalmodulin bağlama domaini içeren (Baum et al., 1993;  Baum et 

al., 1996), suda çözünebilen, tüm bitki dokularında bulunan ve gelişimsel süreçte 

transkripsiyon ve posttranskripsiyonel süreçlerle düzenlenen bir proteindir 

(Schwacke et al., 1999). Kalmodulin bağlama domaini çıkarılmış mutant GAD 

eksprese eden transgenik tütün bitkilerinde, yüksek GABA seviyeleri, düşük 
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glutamik asit seviyeleri ve daha az gövde uzaması belirlenmiştir (Baum et al., 

1996). Büyüme inhibisyonunun düşük glutamik asit seviyelerinde kaynaklandığı 

düşünülmesine rağmen, yüksek GABA konsantrasyonları sonucunda Stellaria 

bitkisinde gövde uzamasının inhibe edildiği saptanmıştır (Kathiresan et al., 1998). 

Mekanik manipulasyonlar sonucunda kısa süreli olarak sitosolik Ca+2’nın (Knight 

et al., 1991) ve GABA konsantrasyonunun (Ramputh ve Bown, 1996) arttığı, 

bunlara bağlı olarak da gövde uzamasının engellendiği saptanmıştır (Jones ve 

Mitchell, 1989). Gövde uzaması çalışmalarında, manipülasyonlara karşı 

oluşturulamn yanıtların Ca+2 şelatörleri ve kalmodulin antagonistleri tarafından 

bloke edildiği belirlenmiştir. 

1.2.3.5 Bitki Savunmasında  

Hayvanlarda GABA, inhibitör nörotransmitterdır. Böcekler ve diğer 

omurgasızlar tarafından uyarılan fagositoz aktivitesi, vakuolar bölümlenmeyi 

tahrip etmekte, sitosolde H+ seviyelerinin artmasını sağlamakta ve GABA 

sentezini uyarmaktadır. GABA’nın alınımı sonucunda oluşan bu hipoteze göre, 

normal büyüme ve gelişmenin engellendiği belirlenmiştir (Ramputh ve Bown, 

1996). ∼2 dakika boyunca mekanik hasara maruz kalma ile oluşan fagositoz 

aktivitesi sonucunda, soya fasülyesinin yaş ağırlığında ∼2 µmolg-1 GABA 

seviyesinde artış meydana geldiği saptanmıştır. GABA’nın bu seviyeleri, 

Choristoneura rosaceana’nın larvalarının sentetik diyetinde tanımlanmıştır. 

Ayrıca, GABA yı yüksek seviyelerde üreten transgenik tütün bitkilerine, 

nematodların bir türü olan Meloidogyne hapla’ya karşı direnç kazandırır (McLean 

et al., 2003). Böceklerde GABA nın zararlı etkisi, periferal sinir sisteminde 

önemli olan GABA-girişli klorür kanallarının inhibisyonundan 

kaynaklanmaktadır (Hosie et al., 1997). Ca+2 ve pH tarafından düzenlenen GABA 

nın hızlı birikimi sadece böcek saldırılarına özgü değildir, ayrıca soğuk, kuraklık, 

ısı, tuz ve mekanik hasar gibi abiyotik streslere yanıtta meydana gelmektedir 

( Kinnersley and Turano, 2000).  
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1.2.3.6 Bitkilerde Sinyal Molekülü Olarak GABA 

Kuraklık, sıcaklık, tuz, anoksi koşullar, soğuk ve asidozis gibi bir takım stres 

koşullarına maruz kalan bitki dokularında hızlı şekilde GABA birikimi olduğu 

saptanmıştır (reviewed by Snedden and Fromm 1999; Kinnersley and Turano 

2000). SSADH geni çıkarılmış Arabidopsis mutantları ile yapılan çalışmalarda 

GABA shunt yolağının bozulduğu, yüksek düzeylerde ROS birikiminin olduğu ve 

nekrozis, büyümenin inhibisyonu ve çevresel streslere karşı duyarlılığın arttığı 

saptanmıştır (Bouche et al. 2003; Fait et al. 2005).  Omurgalılarla 

karşılaştırıldığında, bitkilerdeki GABA’nın rolü hala tam olarak belirlenememiştir. 

Hayvanlardaki temel inhibitör nörotransmitter gibi karakterize edilmesinden farklı 

olarak, bitkilerde GABA’nın keşfi ağırlıklı olarak metabolik fonksiyon üzerine 

odaklanmıştır. Bunarağmen, yakın zamanlarda bu aminoasitin stres koşullarına ve 

C/N metabolizmasına karşı yanıtta önemli derecede sinyal rolü taşıdığı 

gösterilmiştir (Bouché ve Fromm, 2004). 

1.2.4 GABA Yolunun Diğer Metabolik Yollarla İlişkisi 

1.2.4.1 Azot Metabolizması ile GABA Yolunun Etkileşimi 

Bitkiler, gen ifadesini düzenleyen yapıların, sensörlerin,taşıyıcıların ve 

reseptörlerin bulunduğu karmaşık bir sisteme sahiptir (Snead, 2000). Spesifik 

olarak bu kompleks mekanizmaların koordinasyonu C:N arasındaki dengenin 

hassasiyetini, şeker seviyesinin düzenlenmesini, azot alınımını ve azot içeriğini 

içermektedir. GABA shunt, C:N dengesini içeren azot metabolizmasının bir 

parçası olarak görülmektedir fakat bu görüş hakkında yeteri kadar bilgi 

bulunmamaktadır. Genellikle inorganik azot glutamin sentetaz/ glutamat sentaz 

(GS/ GOGAT) yolağı yardımıyla glutamat üreterek asimile edilir, GABA da çoğu 

aminoasitin sentezindeki başlangıç noktasıdır. GAD seviyelerinde meydana gelen 

harhangi bir değişim sonucunda eş zamanlı olarak glutamat seviyelerinde de 

değişiklik olduğu belirlenmiştir (Baum et al., 1996). Ayrıca, GABA sentezinin 

glutamat düzeyleri ile güçlü şekilde bağımlı olduğu düşünülmüştür ve Masclaux-

Daubresse ve ark. (2002) GABA’nın glutamat üretimini tamponlama da baskın bir 

role sahip olduğu hipotezini ortaya atmıştır. Böylece, GABA’nın geçeci azot depo 
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metabolitleri olarak görev aldığı düşüncesi doğrulanmıştır (Shelp et al., 1999). 

Bitkilerde, GABA ve azot metabolizmasının yakın bir ilişki içinde olduğu 

düşünülmüştür. Bu düşünceye bağlı olarak Arabidopsiste yapılan çalışmalar 

sonucunda, GABA  sinyalinin ve spesifik fonksiyonunun azot metabolizması ile 

bağlantılı olduğu saptanmıştır (Barbosa et al., 2010). Arabidopsis fideleri ile 

yapılan çalışmada ise, dışarıdan uygulanan GABA’nın azot metabolizmasını ve 

alınımını etkilediği saptanmıştır. Ayrıca buna ek olarak, nitrat redüktaz, glutamat 

sentaz, fosfoenolpürivat karboksilaz ve azot-karbon metabolizmasına katılan diğer 

enzimlerin aktivitelerinin de dışarıdan uygulanan GABA ile düzenlendiği 

bulunmuştur. 

1.2.4.2 Solunum ile GABA Yolunun Etkileşimi 

Son zamanlarda yapılan çalışmalarda, bitkilerde GABA yolu karbon 

metabolizmasında temel rol oynadığı (Fait et al., 2008) ve GABA yolu ile 

Trikarboksilik asit (TCA) döngüsünün fonksiyonunun birbirleri ile bağlantılı 

olduğu saptanmıştır (Studart-Guimaraes et al., 2007). GABA yolu TCA 

döngüsünü iki adımda bypass ettiği bilinmektedir (Bouche ve Fromm., 2003) 

(Şekil 8.). TCA döngüsünde bulunan enzimlerin aktivitelerinin inhibe edilmesi ile 

oluşturulan antisense bitki ve mutantlar ile yapılan çalışmalar sonucunda süksinat 

üretiminin arttığı ve buna bağlı olarak ta GABA yolunun aktivitesinin değiştiği 

saptanmıştır (Lemaitre, 2007). TCA döngüsü-GABA yolu etkileşiminden başka 

karmaşık bir durum ise; 2-OG-süksinat reaksiyonunun bypass edilmesi için birden 

fazla olasılığın bulunmasıdır. GABA yolu tarafından gerçekleştirilen 2-OG nin 

sitosolik dönüşümü ile şekillenen glutamin ve sonraki metabolizmalar, 

Mitokondride GABA-T’ın etkinliği, SSA ya 2OG’nin direkt 

dekarboksilasyonudur (Green et al., 2000).  

Bu bypassın direk yolu ile ilgili izotop etiketleme çalışmalarında, GABA yolu 

mitokondrinin süksinat gereksinimini önemli bir oranda sağlayabileceğini 

düşündürmektedir (Studart-Guimaraes et al., 2007).  
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Şekil 1.13 GABA ile TCA döngüsünün bağlantısının gösterim şeması. (Bouche et al., 2003) 

1.2.4.3 Poliamin Degredasyon Yolağı ile GABA İlişkisi 

Son yıllarda yapılan çalışmalda, glutamat dekarboksilaz (GAD, EC 4.1.1.15) 

ve diamin oksidaz (DAO, EC 1.4.3.6) enzimlerinin GABA sentezi için hız-

sınırlayıcı enzimler olduğu belirlenmiştir. Bitki hücrelerinde GABA, GAD 

tarafından katalizlenen Glu’nun dekarboksilazyonu aracılığı ile sentezlenmektedir. 

Ayrıca, GABA;  DAO’nun anahtar enzim olarak görev aldığı  poliamin 

degredasyon reaksiyonundan, γ-aminobütiraldehit aracılığıyla da oluşabilmektedir 

(Wakte, Kad, Zanan, and Nadaf, 2011). Stress koşulları (hipoksiya, tuz stresi, 

sıcak ve soğuk şoku, kuraklık, mekanik zedelenme vb.) altında GAD ve DAO 

aktiviteleri GABA oluşumu için güçlü bir şekilde uyarılmaktadır (Bouche, 

Lacombe, and Fromm, 2003; Youn, Park, Jang, and Rhee, 2011). Son zamanlarda 

yapılan çalışmalarda, GABA’nın birikimi için GABA shunt yol ağı üzerinde 

yoğunlaşılması nedeniyle, poliamin degredasyonu üzerine yapılan çalışmalar 

kısıtlıdır. 
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1.3 Hipotez 

Yapılan daha önceki çalışmalarımızdan elde ettiğimiz bulgular doğrultusunda ve 

detaylı literatür araştırması sonucunda çinko sülfat (ZnSO4) ile indüklenen ağır 

metal stresi ile gamma-amino bütirik asit (GABA) arasında bir etkileşimin 

olduğunu belirlemeyi hedefledik. Çalışma projemizin hipotezi; ağır metal stresi 

ile GABA arasında etkileşimin olduğu ve bu etkileşimin doğrudan yada dolaylı 

olarak GAD ve GDH enzim aktivitelerinin etkilediği, GABA ve glutamat 

seviyelerinin değiştiği olmasıdır.  
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         2. MATERYAL VE METOD 

  2.1 Bitki Materyali ve Yetiştirilmesi 

 

Çalışmalarda Nicotiana tabacum bitkisi materyal olarak kullanılmıştır. 

Nicotiana tabacum tohumları 10 dakika % 10’luk hipoklorit çözeltisinde tutularak 

yüzey sterilizasyonu yapıldı. Daha sonra tohumlar steril deiyonize su (dI-H2O) ile 

5’er kez yıkandı. Tohumların sterilizasyon ve ekim işlemleri Nüve MN 120 marka 

steril kabinde yapıldı. 

Tohumlar Murashinge-Skoog (MS) ortamında çimlendirilmiştir. Besin 

ortamının pH’ı 5.8 olarak ayarlandıktan sonra sükroz ve agar ilave edildi. Besin 

ortamı 121 0C’de 1,4 atm basınç koşullarında Nüve marka otoklavda sterilize 

edildi. Ortam otoklavlanma işleminden sonra oda sıcaklığına ulaşana kadar 

bekletildi. Besin ortamı otoklavlanmış kültür kaplarına (Magenta, Sigma) her 

birine yaklaşık 25’er ml gelecek şekilde boşaltıldı. Ortam magentalarda 

donduktan sonra steril kabinde sterilize edilmiş tohumlar her bir magentaya 9-

10’ar tohum olacak şekilde ekildi. 

Tohumlar, 16 saat ışık/ 8 saat karanlıkta 25/23 0C’de nem oranı % 70 olan 350 

µmolm-2s-1 ışık yoğunluğunda çimlendirildi. Çimlenme ekim işleminden sonraki 7. 

ila 10. günler arasında gözlendi. Çimlenmeden 1 ay sonra bitkiler içinde perlit 

bulunan saksılara aktarıldı. Perlit saksılara konulmadan önce saf su ile yıkanarak 

ıslatıldı. Perlite aktarılan bitkiler ½ oranında seyreltilmiş Hoagland ile sulandı 

(Hoagland and Arnon, 1950). Perlitte büyümeye devam eden bitkiler kontrol 

koşullarında (16 saat ışık/ 8 saat karanlık, 25/23 0C sıcaklık, nem oranı % 70,  350 

µmolm-2s-1 ışık yoğunluğu) büyütülmeye devam edildi. 

2.2 Ağır Metal Stresi (ZnSO4) Uygulanması  

 

Bitkiler yaklaşık 4-5 haftalık büyüklüğe ulaştığında stres uygulaması 

gerçekleştirildi. Ağır metal stresi uygulaması 3 farklı grup hazırlanarak yapıldı (0, 

10 ve 100 µM). Birbirinden bağımsız deneme serileri kuruldu ve bitkiler; kontrol 

grubu (0 µM ZnSO4), 10 µM ZnSO4 grubu ve 100 µM ZnSO4 ağır metal stresi 
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uygulanan grup olmak üzere üç gruba ayrıldı.. Bitkiler belirlenen 

konsantrasyonlarda ZnSO4 içeren Hoagland solüsyonu ile günlük olarak 

sulanmıştır ve sulama işlemi örnekler hasat edilinceye kadar devam edildi. 

Örneklemeler için 3. ve 4. yapraklar kullanıldı Örneklemeler: 0., 7., 14. ve 21. 

günlerde alındı. Örnekler hasat edildikten hemen sonra sıvı azotta dondurularak 

analiz edilinceye kadar -80 0C’de saklanmıştır. 

2.3 Büyüme Parametreleri 

 

Nicotiana tabacum bitkisine biyotik stresin etkilerinin belirlenmesi için 

örneklemeler, harpin uygulanan, dIH2O uygulanan ve kontrol grubu olmak üzere 

0., 7., 14., ve 21. günlerde seçilen bitkilerden yapılmıştır. Her gruptan deneme 

serisi başına 5’er bitki kullanıldı. Bitkilerin kök, gövde uzunluğu ve ağırlığı 

ölçüldü. Örnekler 70 0C’de 72 saat bekletilip kurutulmuştur ve kuru ağırlıklar 

kaydedildi. 

2.3.1 Klorofil Floresans Ölçümü   

Klorofil flüoresans ölçümleri, uygulamanın 0., 7., 14., ve 21. gününde yapıldı. 

Flüoresans ölçümlerinden önce, yaprak üst yüzeyindeki 1cm2’lik alan 20 dakika 

boyunca yaprak klipsleri kullanılarak karanlığa adapte edildi. Bir bitki verim 

analizi Plant efficient analyser cihazı (Hansatech marka) kullanılarak yaprakların 

20 doygun ışık demetine maruz bırakılmasıyla, değişken olmayan bazal klorofil 

flüoresansı (F0), maksimum flüoresans uyarılması (Fm), değişken flüoresans (Fv) 

ve Fv/Fm oranları belirlendi. 

2.4 Total Protein Miktarlarının Belirlenmesi  

 

Total protein miktarını belirlemek için -80 0C’de saklanan yapraklar, 

soğutulmuş havanda sıvı azot yardımıyla, %2 (w/v) polivinilpolipirrolidon 

(PVPP) ve 1 mM EDTA içeren 0,05 M sodyum fosfat tamponuyla (pH 7.8) 

homojenize edildi. Homojenat +4 0C’de 14.000 rpm’de 30 dk santrifüj edilmiş ve 

oluşan süpernatant enzim aktivitesinin belirlenmesinde kullanıldı. Ekstraksiyon 

işleminin tamamı +4 0C’de gerçekleştirildi. Total protein miktarı Bradford 
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(1976)’a göre bovine serum albumine (BSA) standartları kullanılarak belirlendi. 

Örneklerin protein miktarları, 50 µlt örnek ve 950 µlt Bradford boyası içeren 1 

ml’lik polistren küvetlerde ölçüldü. Kör ise, 50 µlt Na-P tamponu (pH 7.0) ve 950 

µlt Bradford boyası ile hazırlandı. Örnekler Shimadzu UV-1600 (Shimadzu, 

Japan) ile 595 nm dalga boyunda ölçüldü. 

2.5 Glutamat Dehidrogenaz (GDH) Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi  

 Örneklerdeki glutamat dehidrogenaz (GDH) enzim aktivitesi ölçümü için 

önce Akihiro et al. (2008)’a göre ekstraksiyon gerçekleştirildi. Glutamat 

dehidrogenaz (GDH) enzim aktivitesini belirlemek için 1 g örnek 5 mM EDTA, 

0,1 mM Tris-HCl, 10 mM ditiotreitol (DTT), 1 mM piridoksal-5-fosfat hidrat ve 

1/100 PVPP içeren 3,5 ml homojenizasyon tamponuyla (pH 7.8) homojenize 

edildi. Homojenatlar +4 0C 10.000 g’de 15 dakika santrifüj edildi. Süpernatantlar, 

tuzlarından arındırılması için PD-10 Desalting kolonlarından geçirildi. Daha sonra 

Amicon Ultra marka konsantratörler kullanılarak süpernatantlar konsantre edildi. 

Enzim aktivitesini belirlemek için 50 mM (NH4)2SO4, 13 mM α-ketoglutarat, 0,25 

mM NADPH ve 1 mM CaCl2, 100 mM Tris-HCl tamponu (pH 8) içinde ayrı ayrı 

çözüldü. Reaksiyon karışımı için her bir çözeltiden ve örneklerden 200 µl alınarak 

340 nm dalga boyunda absorbans değerleri saptandı.  

2.6 Glutamat Dekarboksilaz (GAD) Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi  

Glutamat dekarboksilaz enzim aktivitesi ölçümü için Bartyzel et al. (2003)’un 

yöntemi kullanıldı. Bu yönteme göre dekarboksilasyon, 0,4 ml hacimde 3 mM L-

glutamat, 20 µM pridoksal fosfat (PLP), 50 mM K-fosfat tamponu (pH 5,8) ve 

100 µl örnek içeren reaksiyon karışımında gerçekleştirildi. Örnek, önce 10 dakika 

300C’de glutamat içermeyen reaksiyon karışımı ile inkübe edildi. Reaksiyon, 

glutamat eklenmesiyle başlatıldı ve 0,5 M HCl’den 0,1 ml eklenerek 60 dakika 

sonra durduruldu. Karışımlar 10 dakika 12.500 g’de santrifüj edildi. Santrifüj 

sonrasında örnekler ninhidrin reaktifi ile türevlendirilerek, reaksiyon sonucu 

oluşan GABA miktarları belirlendi. Ninhidrin çözeltisi 0,35 % (w/v) etanolde 

çözülerek hazırlandı. Örneklere 1:5 oranında ninhidrin çözeltisi eklendi ve 10 

dakika 800C’de inkübasyon yapıldı. Oda sıcaklığına getirilen örneklerin, 570 
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nm’de spektrofotometrede absorbans değerleri belirlendi. Aynı koşullarda 

absorbans değerleri bilinen GABA standartları ile karşılaştırılarak örneklerdeki 

GABA miktarı saptandı. GAD aktivitesi enzim birimi olarak dakikada oluşan 

mmol GABA şeklinde hesaplandı. 

2.7 GABA Miktarının Belirlenmesi 

Örneklerdeki GABA miktarı HPLC (Shimadzu-VP101, Japan) cihazı ile 

belirlendi. GABA ekstraksiyonu Baum ve ark.’na (1996) göre, HPLC analizi ise 

Bor ve ark.’na (2009) göre yapıldı. Bitki örnekleri (0,5 g) sıvı azotta masere edildi 

ve üzerine 1 mL su: kloroform: metanol (3:5:12 v/v/v) solüsyonu eklendikten 

sonra örnekler 2 dakika süre ile 10.000 rpm 40C’de santrifüj edildi. Süpernatant 

üzerine 100 µl dIH2O, 150 µl Borax tamponu (pH 8) ve 250 µl 2-

hydroxynaphthaldehyde (HN) (0,3 % w/v) eklendi. Karışım 20 dakika süre ile 

800C’lik sıcak su banyosunda bekletildikten sonra hacmi metanol ile 1 mL’ye 

tamamlandı ve örnek filtresinden geçirildikten sonra HPLC kolonuna uygulandı. 

HPLC koşulları; enjeksiyon hacmi 20 µl, Kolon Supelco LC18 (250 × 4.6 mm, 

5µ), akış hızı 0.5 mL min-1, Mobil faz metanol: su (62:38 v/v) ve dedeksiyon 330 

nm UV şeklinde uygulandı. Örneklerdeki GABA miktarı aynı koşullarda 

yürütülen standartlarla karşılaştırılarak belirlendi. 

2.8 Glutamat Miktarının Belirlenmesi   

Glutamat miktarının belirlenmesi için ekstraksiyon Akihiro et al. (2008)’a 

göre gerçekleştirildi. Ekstraksiyon sonrası örnekler 10.000 g de +4 0C 15 dakika 

santrifüj edildi.  Süpernatantlar alındıktan sonra miktar tayini için küvete; 2 ml 

dIH2O (25 0C), 100 µl örnek, 500 µl içerisinde sodyum azide (0.02 % w/v) ilave 

edilmiş tampon (35 mL, pH 8.6) bulunan solüsyon 1, 200 µl solüsyon 2 

(NAD+/INT) ve 50 µl süspansiyon 3 (diaphorase) ilave edildi. Yaklaşık 2 dakika, 

492 nm’de spektrofotometrede köre karşı okunarak absorbans değeri (A1) 

belirlendi. Daha sonra karışıma 50 µl solüsyon 4 (Glutamat dehidrogenaz 

solüsyonu) ilave edilerek 10 dakika aynı dalga boyundaki absorbans değeri (A2) 

kaydedilip, hesaplama (∆A = A2 - A1) yapıldı. Glutamat konsantrasyonu aşağıda 

verilen formüle göre hesaplanmıştır. 
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Glutamik Asit içeriği (c) ;                                                                              

V (Son hacim)(ml) × MW (Moleküler Ağırlık)
ɛ(ekstinksiyon katsayısı) × ışık yolu(cm) × örnek hacmi (ml)

   × ΔAL − glutamik asit (g/L) 

L-Glutamik Asit Miktarı ; 

cL-glutamik asit (g/L örnek hacmi) 
Örnek ağırlığı (g/L örnek hacmi)

   × 100 (g/100g) 
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3. BULGULAR 

3.1 Büyüme Parametreleri ve Fotosentez Verimi 

Ağır metal stresinin tütün (Nicotiana tabacum) bitkisi üzerindeki etkilerini 

belirlemek için 0, 10 ve 100 µM ZnSO4 uygulanan gruplarda çeşitli büyüme 

parametreleri ve fotosentez verimindeki değişim 0, 7, 14 ve 21. günlerde 

belirlendi. Kök, gövde yaş ve kuru ağırlıklarındaki ve fotosentetik verimdeki 

değişimler tüm gruplarda deneme süresi boyunca kaydedilerek karşılaştırmalı 

olarak incelendi. 

3.1.1 Kök ve Gövde Yaş Ağırlıkları 

Kontrol (0 µM), 10 µM ve 100 µM ZnSO4 uygulanan gruplarda kök ve 

gövde yaş ağırlıkları tartılarak kaydedildi. Sonuçlara ait veriler şekiller 3.1 ve 3.2 

de verildi. Kök yaş ağırlığında stres uygulamasının 7., 14. ve 21. günlerde belirgin 

değişimler kaydedildi. 7. günde kontrol grubu ile karşılaştırıldığında, 10 µM 

ZnSO4 uygulanan grupta % 16, 100 µM ZnSO4 grubunda ise % 32 oranında bir 

azalış saptandı. Stres uygulamasının 14. gününde ise kök yaş ağırlıkları kontrol 

grubuna göre, 10 µM ZnSO4 uygulanan grupta % 52, 100 µM ZnSO4 grubunda 

ise % 76 oranında bir azalış belirlendi. Stres uygulamasının 21. gününde ise kök 

yaş ağırlıkları kontrol grubu ile karşılaştırıldığında, 10 µM ZnSO4 uygulanan 

grupta % 79, 100 µM ZnSO4 grubunda ise % 76 oranında bir azalış saptandı.  
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 Şekil 3.1 Kontrol, 10 µM ve 100 µM ZnSO4 uygulamasının Nicotiana tabacum’da kök yaş 

ağırlığı üzerine etkisi. 

Gövde yaş ağırlığına ait verilere bakıldığında; stres uygulamasının 

7. gününde kontrol grubu ile karşılaştırıldığında 10 µM ZnSO4 uygulanan 

grupta % 27, 100 µM ZnSO4 grubunda ise % 42 oranında azalma saptandı. 

Stres uygulamasının 14. gününde ise kontrol grubuna göre, 10 µM ZnSO4 

uygulanan grupta % 45, 100 µM ZnSO4 grubunda ise % 47 oranında bir 

azalış saptandı. Stres uygulamasının 21. gününde ise kontrol grubu ile 

karşılaştırıldığında, 10 µM ZnSO4 uygulanan grupta % 52, 100 µM ZnSO4 

grubunda ise % 53 oranında bir azalma belirlendi. 

 

 Şekil 3.2 Kontrol, 10 µM ve 100 µM ZnSO4 uygulamasının Nicotiana tabacum’da gövde 

yaş ağırlığı üzerine etkisi. 
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3.1.2 Kök ve Gövde Kuru Ağırlıkları 

Kök ve gövde kuru ağırlık değişimlerine ait veriler şekiller 3.3 ve 3.4’de 

verildi. Denemenin 7. gününde kök kuru ağırlık değerleri kontrol grubu ile 

karşılaştırıldığında, 10 µM ve 100 µM ZnSO4 uygulanan gruplarda sırası ile % 55 

ve % 56 oranlarında azalma belirlendi. Denemenin 14. gününde ise kontrol 

grubuna göre kök kuru ağırlık verilerinde 10 µM ZnSO4 uygulanan grupta % 55, 

100 µM ZnSO4 grubunda ise % 70 oranında bir azalma saptandı. Denemenin 21. 

gününde kontrol grubu ile karşılaştırıldığında, 10 µM ve 100 µM ZnSO4 

uygulanan her iki grupta ise % 75 oranında bir azalma belirlendi. 

 

Şekil 3.3 Nicotiana tabacum bitkisinde kontrol, 10 µM ve 100 µM ZnSO4 uygulaması 

yapılan gruplarda kök kuru ağırlığındaki değişimler. 

Gövde kuru ağırlık sonuçlarında, stres uygulamasının 7., 14. ve 21. 

günlerinde belirgin değişimler kaydedildi. 10 µM ZnSO4 uygulanan 

grubun gövde kuru ağırlık değişimi; 7. günde % 57; 14. günde % 48; 21. 

günde ise % 70 azalış olarak belirlendi. 100 µM ZnSO4 uygulanan grupta 

gövde kuru ağırlık azalış oranları ise, 7. günde % 73; 14. günde % 48; 21. 

günde ise % 68 olarak kaydedildi. 
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Şekil 3.4 Nicotiana tabacum bitkisinde kontrol, 10 µM ve 100 µM ZnSO4 uygulaması 

yapılan gruplarda gövde kuru ağırlığındaki değişimler. 

3.1.3 Fotosentez Verimi 

Bitkilerin çeşitli streslerden etkilenme derecelerini gösteren en önemli 

parametre fotosentetik verimdir. Tütün bitkilerine uygulanan ağır metal stresinin 

fotosentetik verim üzerine etkisini belirleyebilmek için, stres uygulamasının 0., 7., 

14. ve 21. günlerinde bitkilerin Fv/Fm oranları ölçülerek, kaydedildi (Şekil 3.5). 

Kontrol bitkilerine göre 10 µM ZnSO4 uygulanan bitkilerde fotosentetik verim 7. 

günde % 4, 14. günde % 3 ve 21. günde ise % 6 oranında azalma belirlendi. 100 

µM ZnSO4 uygulanan grupta ise deneme süresi boyunca kontrol grubu ile 

karşılaştırıldığında fotosentetik verim 7. günde % 5, 14. günde % 4 ve 21. 

günde % 7 oranında azalma saptandı. 
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Şekil 3.5 Nicotiana tabacum bitkisinde kontrol, 10 µM ve 100 µM ZnSO4 uygulaması 

yapılan gruplarda fotosentetik verimdeki değişimler. 

3.2. Enzim Aktivitesi Analizleri 

 3.2.1 Glutamat Dehidrogenaz (GDH) Enzim Aktivitesi 

    GABA biyosentez yolunda; glutamat oluşumu için α-ketoglutaratı 

katalizleyen glutamat dehidrogenaz enzim aktivitesindeki değişimler 

N.tabacum (tütün) bitkilerinde kontrol, 10 µM ve 100 µM ZnSO4 

uygulanan gruplarda incelendi ( Şekil 3.6). 14. ve 21. günlerde 10 µM 

ZnSO4 uygulanan gruplarda en yüksek GDH aktivitesi belirlendi. Kontrol 

grubu ile kıyaslandığında 10 µM ZnSO4 uygulanan gruplarda 7. Günde % 

15 oranında azalma belirlenirken, 14. günde % 437 ve 21. günde ise % 160 

oranlarında artış gözlendi. 100 µM ZnSO4 uygulanan gruplarda ise kontrol 

grubu ile kıyaslandığında, 7. günde  % 33, 14. günde % 142 ve 21. günde 

ise % 6 oranında artma kaydedildi. 
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Şekil 3.6 Nicotiana tabacum bitkisinde kontrol, 10 µM ve 100 µM ZnSO4 

uygulamalarının GDH enzim aktivitesi üzerine etkisi. 

    3.2.2 Glutamat Dekarboksilaz (GAD) Enzim Aktivitesi 

    10 µM ve 100 µM ZnSO4 uygulanan tütün bitkilerinde, 7., 14. ve 21. 

günlerde stresin etkilerinin belirlenebilmesi için GAD enzim 

aktivitesindeki değişimler de incelendi ( Şekil 3.7). En yüksek  GAD 

aktivitesi 14. ve 21. günlerde 10 µM ZnSO4 uygulanan gruplarda saptandı. 

Ayrıca, 100 µM ZnSO4 uygulanan gruplarda ise 7. gün, 14. ve 21. 

günlerde kademeli bir artış saptandı. Kontrol grubu ile kıyaslandığında, 10 

µM ZnSO4 uygulanan grupta 7. günde % 53, 14. ve 21. günde sırasıyla % 

336 ve % 226 düzeyinde artma belirlendi. 100 µM ZnSO4 uygulanan 

grupta ise, 7., 14. ve 21. günlerde sırasıyla % 6, % 73 ve % 122 

oranlarında artış belirlendi. 
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Şekil 3.7 Nicotiana tabacum bitkisinde kontrol, 10 µM ve 100 µM ZnSO4 

uygulamalarının GAD enzim aktivitesi üzerine etkisi. 

    3.3 GABA ve Glutamat Miktarlarının Analizi 

    3.3.1 GABA Miktarının Belirlenmesi 

    Nicotiana tabacum bitkisinde GABA miktarlarındaki değişimler kontrol, 

10 µM ve 100 µM ZnSO4 uygulanan gruplarda belirlendi (Şekil 3.8). 

Kontrol grubu ile karşılaştırıldığında en belirgin artışlar 7. ve 14. günlerde 

10 µM ZnSO4 uygulanan gruplarda sırası ile 63,42 ve 119,48 µmol g YA-1  

ile en yüksek düzey kaydedildi. Kontrol grubu ile 10 µM ZnSO4 

uygulanan grup karşılaştırıldığında GABA miktarı seviyesi büyük oranda 

farklılık göstermektedir. 10 µM ZnSO4 uygulanan grupta GABA miktarı 

sevileri; 7. günde 63,42 µmol g YA-1 , 14. günde 119,48 µmol g YA-1  ve 

21. günde ise 43,31 µmol g YA-1’e ulaştı. 100 µM ZnSO4 uygulanan 

grupta ise GABA seviyeleri; 7. günde 56,22 µmol g YA-1, 14. günde 33,07 

µmol g YA-1 ve 21. günde 17,68 µmol g YA-1’e ulaştı (Şekil 3.8). 
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Şekil 3.8 N.tabacum bitkilerinde ağır metal ZnSO4  stresinin GABA miktarları üzerine 

etkisi. 

    3.3.2 Glutamat Miktarının Belirlenmesi 

    Çalışmamızda, kontrol, 10 µM ve 100 µM ZnSO4 uygulanan tütün 

bitkilerinde glutamat miktarındaki değişimler belirlendi ( Şekil 3.9). Kontrol 

şartları altında en yüksek Glutamat miktarı 12,392 µmol g YA-1 ile 21. gün 100 

µM ZnSO4 uygulanan grupta gözlendi. 100 µM ZnSO4 uygulaması ile oluşan 

stresin etkisi deneme süresince glutamat miktarlarında azalmaya neden oldu. 

Özellikle 7. ve 21. günlerde kontrol grupları ile karşılaştırıldığında sırasıyla % 14 

ve % 17 oranlarında azalma meydana geldi. 10 µM ZnSO4 uygulanan grupta ise 7. 

ve 14. günlerde kontrol grupları ile karşılaştırıldığında sırasıyla % 12 ve % 25 

azalma; 21. günde ise % 6 düzeyinde artma belirlendi.  
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Şekil 3.9 N.tabacum bitkilerinde ağır metal ZnSO4  stresinin Glutamat miktarları üzerine 

etkisi. 
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4. TARTIŞMA 

Bitkiler yaşamlarını sürdürdükleri ortamlarda yüksek ve düşük sıcaklık, 

kuraklık, tuz, UV ve ağır metal gibi çeşitli abiyotik streslere maruz kalırlar. Bu 

streslerle mücadele edebilmek ve hayatlarını sürdürebilmek için çok çeşitli ve 

kompleks yanıt sistemleri geliştirmişlerdir (Cheong et al., 2002; Debnath et al., 

2011). Farklı çevresel streslere karşı bitkilerin geliştirdiği yanıtlar oksin, sitokinin, 

absisik asit, 3-indol asetik asit ve brassinosteroidleri içeren çeşitli hormonlar 

tarafından düzenlenmektedir (Bajguz and Hayat, 2009). Stres koşulları altında 

bitkilerde fizyolojik ve biyokimyasal süreçlerde çok çeşitli hasarlar meydana 

gelmektedir. Bu hasarların giderilmesi için gerekli savunma sistemlerinin aktif 

hale gelmesi bitkilerin stres koşullarında yaşamsal faaliyetlerini yürütebilmeleri 

için gereklidir. Günümüze kadar belirlenen çeşitli savunma yollarının arasında 

sinyal iletim süreçlerinin aktivasyonu, antioksidan enzim veya enzim olmayan 

moleküllerin sentezlenmesi, çeşitli ozmotik düzenleyici bileşiklerin sentezlenmesi 

ve protein yapısına katılmayan GABA gibi aminoasit yapısındaki moleküllerin 

birikimi sayılabilir.  

GABA, ilk olarak yarım yüzyıl önce patates (Solanum tuberosum) 

yumrularında keşfedilmiştir (Dent et al., 1947). Yapılan araştırmalar sonucunda, 

bitkilerde GABA’nın abiyotik ve biyotik streslere yanıt olarak yüksek düzeylerde 

ve hızlı şekilde üretildiği saptanmıştır (Shelp et al., 1999; Kinnersly and Turano, 

2000). GABA’nın bitkilerde stres ile ilişkili olarak önemli bir role sahip olduğu 

kabul edilmiştir (Xu et al., 2012). GABA, yapısında dört karbon bulunduran, 

protein yapısında olmayan serbest amino asit havuzunun önemli bir bileşenidir 

(Shelp et al., 1999). Bitkilerde GABA’nın, sitozolik pH’ın düzenlenmesi, TCA 

döngüsüne karbon iletilmesi, azot metabolizmasına katılması, böcek saldırılarının 

engellemesi, oksidatif strese karşı savunma, sinyalizasyon ve ozmoregülasyon 

gibi çeşitli fizyolojik yanıtların oluşmasında görev aldığı bilinmektedir. Çeşitli 

çalışmalarda GABA’nın kuraklık, tuz, sıcaklık vb. gibi birçok abiyotik stres 

koşullarında GABA düzeylerindeki değişimler belirlenmiştir fakat çinko sülfatın 

tetiklediği ağır metal stresi altındaki değişimleri belirleyen çalışmalar oldukça az 

sayıdadır. 
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Araştırma projemizin hipotezine göre, bitkilerde kuraklık, tuz vb. abiyotik 

streslerde olduğu gibi ağır metal stresine verilen yanıtlarda da GABA yolunun 

önemli bir role sahiptir. Bu rolün aydınlatılabilmesi için çalışmamızda Nicotiana 

tabacum (tütün) bitkisine, farklı konsantrasyonlarda (0, 10 ve 100 µM), ZnSO4 

uygulaması yapılarak indüklenen ağır metal stresi sürecinde, GABA ve Glutamat 

miktarları ile GAD (glutamat dekarboksilaz), GDH (glutamat dehidrogenaz) 

enzim aktivitelerindeki değişimler incelendi. Stres etkilerinin belirlenmesi için 

kök-gövde yaş ve kuru ağırlık değerleri ve fotosentetik verimdeki değişimler gibi 

çeşitli fizyolojik parametrelere de bakılmıştır. Genel olarak farklı 

konsantrasyonlardaki ZnSO4 uygulamasına karşı oluşturulan yanıtların GABA 

metabolizması ile ilişkili olduğu düşünülmektedir, bu projemizde elde ettiğimiz 

bulgular hipotezimizi destekler niteliktedir. 

 Yüksek metal konsantrasyonları oksidatif stresi tetiklemektedir (Smeets et 

al., 2005). Ağır metallerin tetiklediği oksidatif stres sonucu bitkilerde reaktif 

oksijen türleri (ROS) oluşmaktadır. ROS’ların lipidleri, proteinleri ve pigmentleri 

etkilediği ve membran hasarları ile enzimlerin inaktivasyonuna neden olduğu 

tespit edilmiştir (Scandalios, 2005). Artan kobalt konsantrasyonlarda, peroksidaz 

ve katalaz gibi enzimlerin aktivitelerinin arttığı ve bu nedenle katabolizmada bir 

artış meydana geldiği saptanmıştır (Nadia and Nagwa, 2013). 1987 yılında 

domates bitkisinde yapılan bir çalışmada kobalt stresine bağlı olarak bitki 

ağırlıklarında azalma tespit edilmiştir (Sablina and Yagodin, 1987). Bu çalışmada, 

ağır metal stresi olarak değişik konsantrasyonlarda (0, 10 µM ve 100 µM) ZnSO4 

uygulanan gruplarda kontrol grupları ile karşılaştırıldığında, stresin devam ettiği 

tüm günlerde kök kuru ağırlık ve gövde kuru ağırlıklarında azalma saptanmıştır. 

Stresin uygulandığı grupların kök yaş ağırlık ve gövde yaş ağırlıklarının, tüm stres 

günlerinde azaldığı tespit edilmiştir. Cherif ve arkadaşlarının yaptıkları çalışmada, 

çinko (Zn) uygulanan domates bitkilerinde ağırlığın azaldığı ve bitkilerde nekroz 

ile klorozisin meydana geldiği belirlenmiştir (Cherif et al., 2011). Benzer şekilde, 

kobalt stresi uygulanan tatlı biber (Capsicum annuum L.) bitkisi ile yapılan  

araştırmada, 5ppm kobalt stresinde kök ve gövde gelişiminin arttığı 7,5 ve 10 ppm 

kobalt stresinde ise büyüme parametrelerinde azalma meydana geldiği 

saptanmıştır (Nadia and Nagwa, 2013). Nadia ve arkadaşlarının kobalt stresi ile 

yaptıkları bir başka çalışmada ise, börülce bitkisinde artan kobalt 
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konsantrasyonları ile bitkilerin kök ve gövdelerinde, yaş ve kuru ağırlıklarının 

azaldığı tespit edilmiştir (Nadia et al., 2013). Çinko (Zn) ile yapılan bir çalışmada 

ise, Zn’nin yüksek konsantrasyonlarına (450 ve 900 mgkg-1) maruz kalan fasulye 

bitkilerinde sürgün ve kök gelişiminin azaldığı tespit edilmiştir (Anrade et al., 

2009; Chen et al., 2004).  

Bitkilerde ağır metaller, fotosentetik aparat ile etkileşime girerek foto-

oksidatif hasarı da içeren çeşitli toksik etkilere sebep olmaktadır. Bakır (Cu), 

kadmiyum (Cd), kurşun (Pb) ve çinko (Zn) gibi ağır metallerin artan 

konsantrasyonlarının bitkilerde fotosentetik süreçleri etkilediği bilinmektedir 

(Ralph and Burchett, 1998). Ayrıca ağır metaller bitkilerde, kloroplast membran 

fonksiyonlarını ve elektron taşıma zincirinin elemanlarını değiştirmektedir 

(Mysliwa-Kurdziel and Strzalka, 2002; Malec et al., 2008; Ventrella et al., 2011). 

Gri hindistan ağacı (Avicennia marina (Forsk.)) ile yapılan çalışmada çinko ve 

bakır stresinde, yaprak dokularında fotosentetik pigmentlerde azalma saptanmıştır. 

Fotosentetik pigmentlerdeki bu azalışın, artan konsantrasyonlardaki ağır metal 

stresi aracılığı ile peroksidaz aktivitesinin de artmasına bağlanmaktadır 

(MacFarlane and Burchhett, 2001). Kadmiyum stresine maruz kalan bitkilerle 

yapılan çalışmalarda, oksidatif stresin tetiklenerek fotosentetik elektron taşınımı 

ve fotosistem II (PS II)’nin aktivitesinin engellendiği tespit edilmiştir (McCarthy 

et al., 2001; Romero-Puertas et al., 2004). Tütün bitkisi ile yapılan bir çalışmada, 

kadmiyum stresi altındaki bitkilerde kök-gövde kuru ağırlıklarında ve fotosentetik 

pigment içeriklerin de azalma saptanmıştır (Dguimi et al., 2009). Yaptığımız 

çalışmada da, ZnSO4 ile indüklenen ağır metal stresi sonucu uygulamanın 

yapıldığı tüm günlerde, fotosentetik kapasitede azalma gözlenmiştir. Azalmanın 

en belirgin ölçüldüğü grup, stresin en yoğun olduğu 21. gündeki 100 µM ZnSO4 

uygulamasına maruz kalan bitkilerdir. Benzer şekilde, domates bitkisinde Zn ve 

kadmiyum uygulaması altında klorofil a, klorofil b ve karotenoid gibi fotosentetik 

pigmentlerin seviyelerinde azalma meydana geldiği belirlenmiştir. Tüm bu 

sonuçlar göstermektedir ki ağır metal stresi altında bitkilerde klorofil ve 

karotenoid pigmentlerinin düzeylerinin azalması sonucu fotosentez verimi de 

azalmaktadır (Cherif et al., 2011). 
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Tuz, kuraklık, yüksek ve düşük sıcaklık, mekanik hasar gibi çeşitli 

streslere maruz kalan bitkilerin dokularında GABA miktarının arttığı tespit 

edilmiştir (Kinnersley and Turano, 2000). Ayrıca biyotik stres olarak tütün 

mozaik virüsü (TMV) ile enfekte edilen domates bitkilerinde GABA’nın yavaş ve 

düşük miktarlarda biriktiği saptanmıştır (Cooper and Selman, 1974). Hipoksi 

stresi altında çimlenen kahverengi pirinç (Komatsuzaki et al., 2007), 

soyafasülyesi (Guo et al., 2011) ve Setaria italica (Bai te al., 2009) ile yapılan 

çalışmada GABA düzeyi ile GAD enzim aktivitesinin önemli miktarlarda arttığı 

tespit edilmiştir. GABA’nın sinyalizasyonda metabolik bir role sahip olduğunu 

belirten bir çok çalışma mevcuttur (Fait et al., 2007). Örneğin; sitozolik pH’ın 

düzenlenmesi (Vance and Heichel, 1991), ROS’ların süpürülmesi (Shi et al., 

2010), oksijen eksikliğine karşı korumada (Ott et al., 2009) GABA’nın metabolik 

fonksiyonunun olduğu saptanmıştır. Ağır metal stresi altında da bitkilerde, GABA 

düzeylerinin arttığını tespit eden bir çok çalışma bulunmaktadır. Ağır metal stresi 

olarak selenyum uygulanan susam bitkisinde GABA seviyesinin artış gösterdiği 

tespit edilmiştir (Bor vd., 2009). Başka bir çalışmada ise, artan bakır 

konsantrasyonlarına karşı Elsholtzia splendens bitkisinde GABA ve histidin 

seviyelerinde artma, aspartat (Asp) ve glutamat (Glu) seviyelerind ise kayda değer 

bir azalma saptanmıştır (Yang et al., 2005). Bu çalışmayı destekler biçimde olan 

başka bir çalışmada ise, Zn stresine karşı toleransın artmasının GABA ve aspartat 

arasındaki ilişki olduğu belirtilmiştir (Pavlikova et al., 2014). Kadmiyumun toksik 

konsantrasyonlarında, aminoasit metabolizmasının etkilendiği, S. nigrum 

bitkisinde aminoasit birikiminin olduğu ve GABA miktarının arttığı tespit 

edilmiştir (Xu et al., 2012). Benzer olarak yaptığımız çalışmada, 10 µM ZnSO4  

uygulanan grupta GABA miktarında artma belirlenmiştir. Özellikle GABA 

miktarındaki en yüksek artışın, stresin 14. gününde meydana geldiği gözlenmiştir. 

100 µM ZnSO4  uygulanan grupta ise GABA miktarında, 7. günde artma 14. Ve 

21. günlerde ise azalma saptanmıştır. Androde ve arkadaşlarının yaptıkları 

çalışmada, bakır stresi altındaki mikoriza bakla bitkisinde yüksek GABA 

içeriğinin olduğu tespit edilmiştir (Andrade et al., 2010). Abiyotik streslerden biri 

olan düşük sıcaklık stresinde buğday ve arpada yapılan çalışmalarda, aminoasit 

havuzunda artış olduğu ve GABA yolu ile ilişkili genlerinin ifadesinin uyarıldığı 

saptanmıştır (Mazzucotelli et al., 2006). Abiyotik streslerde GABA seviyelerinin 

arttığını belirten çok sayıda çalışma bulunmaktadır. Örneğin; yüksek sıcaklıkta 
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buğday bitkisinde GABA seviyesinin arttığı (Youn et al., 2011), ışık stresi 

altındaki Arabidopsis bitkilerinde GABA shunt yolağının aktif olduğu (Allan and 

Shelp, 2006), hipoksi stresi aldındaki Vicia faba L. bitkisinde uygulamanın 3. ve 5. 

günlerinde GABA içeriğinde artma meydana geldiği (Yang et al., 2013) 

saptanmıştır. Bitkilerde, putresinin GABA’ya yıkımı ve bu sürecin düzenlenmesi 

abiyotik strese karşı yanıtların oluşmasını sağlamaktadır. GABA yolunun 

görevinin, çevresel streslere karşı bitkilerde ROS birikimine bağlı hücre 

ölümünün engellenmesi olabileceği düşünülmektedir (Coleman et al., 2001). Tüm 

bu çalışmalar göstermektedir ki, GABA metabolizması, bitkilerin abiyotik strese 

karşı uyum sağlayabilmeleri açısından anahtar bir rol oynamaktadır.  

GABA’nın hücresel birikime bağlı düzenlenmesi birçok strese karşı 

oluşabilmektedir (Sanders et al., 1999). Sitozolik pH değişikliği GAD’ın aktif 

hale gelmesini ve buna bağlı olarak GABA birikimini sağlamaktadır (Roberts et 

al., 1984; Aurisano et al., 1995). Bouche ve arkadaşlarının yaptıkları çalışmada, 

Arabidopsis thaliana’da GAD enzim aktivitesinin GABA biyosentezi arasında bir 

ilişki olduğu saptanmıştır (Bouche et al., 2004). Hipoksi stresi altında kavun 

bitkisinde GAD aktivitesinin önemli derecede düştüğü saptanmıştır (Wang et al., 

2014). Farklı olarak 5 buğday kültüründe yapılan tuz ve osmotik stres 

çalışmasında GABA ve GAD-mRNA düzeylerinde artma tespit edilmiştir (AL-

Quraan et al., 2013). Çalışmamızda ise, ZnSO4 ile indüklenen ağır metal stresinin 

etkisiyle GAD aktivitesi kontrol grubu ile karşılaştırıldığında, 10 µM ZnSO4 

uygulanan gruplarda stresin uygulandığı tüm günlerde artış meydana gelmiştir. En 

yüksek GAD aktivitesi, 14. Günde %336 oranında saptanmıştır. 100 µM ZnSO4  

uygulanan gruplarda da stresin uygulandığı tüm günlerde artış meydana gelmiştir. 

Fakat 100 µM ZnSO4  uygulanan gruplarda en yüksek GAD aktivitesi stresin en 

yoğun olduğu 21. günde %122 oranında tespit edilmiştir. Benzer bir şekilde, Yang 

ve arkadaşlarının Vicia faba L. bitkisinde yaptıkları çalışmada hipoksi stresi 

altında GAD aktivitesinin arttığı belirlenmiştir (Yang et al., 2013).  
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Bitkilerde glutamat, amino asit metaboliaması içinde merkezi bir yere 

sahiptir. Glutamat, α-ketoglutarattan glutamat dehidrogenaz enzimi (GDH) 

aracılığı ile oluşmaktadır. Abiyotik stres koşullarında GABA miktarındaki 

değişimleri, GAD ve GDH enzim aktivitelerindeki değişimlerini araştırdığımız 

daha önceki çalışmamızda, tütün bitkisinde tuz stresi altında GDH enzim 

aktivitesinin azaldığı GABA birikiminin arttığı saptanmıştır (Akçay vd., 2012). 

Ayrıca, GDH aktivitesinin yaşlanma ve çeşitli stres koşulları altında arttığı uzun 

yıllardır yapılan çalışmalar sonucu bilinmektedir (Forde and Lea, 2007).  

Çalışmamızda, GDH enzim aktivitesinde 10 µM ZnSO4  uygulanan gruplarda 7. 

günde azalma, 14. Ve 21. günlerde ise artma belirlenmiştir. 100 µM ZnSO4  

uygulanan gruplarda ise stresin uygulandığı tüm günlerde GDH enzim 

aktivitesinde artma saptanmıştır. GABA metabolizmasında glutamat, GDH 

enziminin katalizi ile meydana gelmektedir. Sonuçlarımızda, glutamat 

oluşumunda özellikle 10 µM ZnSO4  uygulanan gruplarda  7. ve 14. günlerde 

kontrol grubu ile karşılaştırıldığında sırasıyla %12 ve %25 azalma saptanmıştır. 

Sonuçlarımızı destekler nitelikte olan Yang ve arkadaşlarının yaptığı çalışmada 

ise, Elsholtzia splendens bitkisinde artan bakır konsantrasyonlarına bağlı olarak 

glutamat miktarında azalma tespit edilmiştir. Bu durumun, bakır stresine bağlı 

olarak artan GABA sentezinin olabileceği düşünülmektedir (Yang et al., 2005). 
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   5. SONUÇLAR 

Tez projemizde tütün (N. tabacum) bitkisinde ZnSO4 ile indüklenen ağır 

metal stresi ile GABA metabolizması arasındaki etkileşimi belirleyebilmek için 

GABA metabolizması bileşenlerinin (GABA ve gultamat miktarı ile GAD ve 

GDH enzimlerinin aktivitesi) değişimlerini inceledik. ZnSO4 uygulaması ile 

indüklenen ağır metal stresinin etkisi 14.  ve 21. günlerde en belirgin olduğu tespit 

edildi. Ayrıca gövde-kök yaş ağırlık ile gövde-kök kuru ağırlıklarında kontrol 

grupları ile karşılaştırıldığında azalma tespit edilmiştir. Yapılan tüm çalışmalarda 

olduğu gibi tez projemizin sonuçlarında da, Glutamat ve GABA miktarı 

değişimleri ile GAD ve GDH enzim aktivitelerinin değişimleri birbirleri ile 

uyumlu olduğunu göstermiştir. Bu bulgular sonucunda, GABA yolu bileşenlerinin 

ZnSO4 ile indüklenen ağır metal stresine oluşturulan yanıtta etkili olduğunu 

göstermiştir.  
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