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OZET

AGIR METAL STRESI ILE GAMMA-AMINO BUTIRIK ASIT
(GABA) ETKILESIMININ INCELENMESI

AKCAN DAS, Zeycan

Yiiksek Lisans Tezi, Biyoloji Anabilim Dali
Tez Danmismani: Dog. Dr. Melike BOR
Aralik 2014, 79 sayfa

Agir metaller, bitkilerde enzimlerin inaktive olmasiyla hiicresel/molekiiler
seviyede pek c¢ok fizyolojik siireci hasara ugratarak fitotoksisiteye neden
olmaktadir (Pagliano et al., 2006). y-Aminobtirik asit (GABA), bakteriler,
bitkiler ve omurgalilarda bulunan dort korbonlu proteinik yapida olmayan bir
amino asittir (Steward et al., 1949). Bitkilerde, GABA icin sinyalizasyon,
boceklere karsi savunma, hicrelere onculik etme gibi birden fazla roller
onerilmistir (Kinnersley ve Turano, 2000; Bouche et al., 2003). Cesitli
aragtirmalarda, abiyotik stres kosullarinda GABA seviyesindeki degisimler
incelenmistir (Kinnersley and Trurano, 2000) fakat agir metal stresi
kosullarindaki GABA diizeyleri ve degisimlerini igeren ¢alismalar fazla

bulunmamaktadir.

Bu ¢alismada Tiitiin (Nicotiana tabacum) bitkisinde agir metal stresi ile
GABA metabolizmasi iliskisinin belirlenmesi hedeflenmistir. Bu amagla, tiitiin
bitkileri farkli konsantrasyonlarda ¢inko siilfat (ZnSQO,) ile indiiklenen agir metal
stres kosullarinda, GABA ve Glutamat miktarindaki degisimler, Glutamat
Dekarboksilaz (GAD) ve Glutamat Dehidrogenaz (GDH) enzimlerindeki aktivite
degisimleri ve g¢esitli fizyolojik parametreler incelendi. GABA, Glutamat
miktarlart ve enzim aktiviteleri stres gruplarinda farkli diizeylerde belirlendi.
Tutln bitkisinde, ZnSO, ile induklenen abiyotik stresin GABA metabolizmasini

ve bitkilerin strese aligsma siireclerini etkiledigi saptandi.

Anahtar Sozcukler: GABA, Nicotiana Tabacum, Abiyotik Stres, Agir
Metal Stresi.
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ABSTRACT

EXAMINATION OF THE INTERACTION BETWEEN HEAVY
METAL STRESS AND GAMMA-AMINO BUTYRIC ACID (GABA)

AKCAN DAS, 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). y- Aminobutyric 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) in 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. GIRIS

Tdtun (Nicotiana tabaccum), diinyada ticari ve ekonomik anlamda en 6nemli
tarimsal bitkilerden biridir (The Editorial Committee of the Administration
Bureau of Flora of China 2005, Hu and Mao, 2006). Ozellikle sigara
endistrisinde kullanilan tiitiin (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 ¢ok sayida kullanish kimyasal bilesenler icermektedir.
Ayrica, tiitiinlin kok ve govdeleri organik giibre olarak ta kullanilmaktadir. Tiitiin,
yiiksek biokiitleye sahip ve diger model bitkilere ve uUrinlere gore yiksek
miktarlarda ¢oziinmiis protein icerigine sahip yaprakli bir bitkidir (Reynald et al.,
2010). Titiin tlkemizde 6zellikle Ege Bolgesi’nde yaygin olarak iiretimi yapilan
ve ekonomik anlamda 6nem tegkil eden bir bitkidir. Tiitiin yetistirildigi bolge
ozellikleri bakimindan, iklim kosullar1 ve kiiresel 1sinmanin yarattigi bir¢ok
biyotik ve abiyotik strese maruz kalmaktadir. Tez projemiz kapsaminda tiitiinde
(N. tabaccum) kontrol gruplari ve cesitli konsantrasyonlarda agir metal stresi
uygulanmis stres gruplar1 arasindaki GABA-stres iliskisi incelenmistir. Son
yillarda yapilan caligmalarda bitkilerde agir metal stresine tolerans ile GABA

metabolizmasi arasinda bir iliski oldugu saptanmistir (Heinz et al., 2009).

Gama-aminobutirik asit (GABA) prokaryotlarda ve 6karyotlarda bulunan, dért
karbonlu ve molekiiler agirligt 103.1 dalton olan (Bown et al., 1997), serbest
amino asit havuzunun 6nemli bileseni ve protein yapisinda bulunmayan bir amino
asittir (Akama ve Takaima, 2007). Yapisinda a-karbonundan farkli olarak vy-
karbonu bulundurmaktadir. GABA, sadece hayvanlarda degil bakterilerde,
mantarlarda ve Dbitkilerde GABA shunt olarak bilinen bir yolaginda
sentezlenmektedir (Bouche et al., 2004; Shelp et al., 2012a). GABA shunt,
glutamat dekarboksilaz (GAD), GABA-transaminaz (GABA-T) ve suksinik-
semialdehit dehidrogenaz (SSADH) enzimlerinin katalizledigi {i¢ Onemli
reaksiyonu igeren bir yolagidir (Snedden et al., 2001). Bu yolagi, sitozolde
glutamatin dekarboksilasyonu sonucu GABA ve karbondioksit (CO;) Uretilmesi
ile baglamaktadir. GABA heniliz tanimlanmamis bir tasiyict tarafindan

mitokondriye tasiarak siiksinik-semialdehite (SSA) doniistiiriilmektedir. Cesitli



calismalar gostermektedir; sitozolik pH diizenlenmesi (Vance et al., 1991), reaktif
oksijen tarlerinin (ROS) siipiiriilmesi (Shi et al., 2010), oksijen eksikligine kars1
koruma (Ott et al., 2009), pestisitlere kars1 bitki savunmasi (Ramputh et al., 1996)

gibi siireglerde GABA’nin metabolik fonksiyonlar1 oldugu saptanmistir.

Bitkiler yasadiklar1 ortamda abiyotik ve biyotik olarak cesitli ¢evresel
faktorlere maruz kalmaktadirlar. Biyotik faktorler, bitkilerin ¢evresindeki diger
canli organizmalarla etkilesim halinde olmasi sonucu ortaya ¢ikar. Abiyotik
faktorler ise bitkilerin bulunduklar1 ortamlardaki 11k miktar1 ve yogunlugunun,
CO; O3, su, mineral madde miktari, nem miktar1 gibi ¢esitli kimyasal ve fiziksel
etmeni icermektedir. Bu ¢evresel faktorlerin herhangi birinin azlig1 yada fazlalig
bitkilerin stres faktorlerine maruz kalmalar1 anlamina gelir (Schulze et al., 2005).
Abiyotik stresler; tuzluluk, yiiksek sicaklik, UV, soguk stresi, kuraklik, 151k, besin
azlig1 yada fazlaligi, kirlilik ve agir metaller gibi unsurlar1 tek baslarina yada
birlikte olusturduklari etkiler olarak tanimlanmaktadir (Cho et al., 2006). Bu stres
faktorlerinin hepsi bitkilerin biiylime ve gelisim siireclerinde olumsuz etki
etmektedir. Bitkiler ¢esitli ¢evresel streslere maruz kaldiklarinda oksidatif hasar
meydana gelir ve farkli tipte fizyolojik yamitin olusumu séz konusudur.
Gunlimuzde, bu gevresel stresler arasindan en dikkat c¢ekeni, ozellikle toprak
kirlenmesine neden olan, hem bitkiler hemde hayvanlar i¢in olumsuz etkilere
neden olan agir metal stresidir. Diinya iizerindeki ¢ok sayidaki tarimsal topraklar
az konsantrasyonlarda da olsa kadmiyum (Cd), bakir (Cu), nikel (Ni), ¢inko (Zn),
kobalt (Co), krom (Cr), kursun (Pb) ve arsenik (As) gibi agir metal toksisitesine
maruz kalmaktadir. Bu topraklarin agir metal toksisitesine maruz kalmasinin en
onemli nedenleri; uzun sureli fosfotik glbreler, lagim sularinin kullanilmasi,
endiistriyel atiklar ve uygun olmayan sulama yontemlerinin kullanilmasidir (Bell

et al., 2001; Schwartz et al., 2001;Passariello et al., 2002).



1.1 Agir Metal Stresi

Kimyasal a¢idan, “Agir Metal” terimi tam anlamiyla atomik kiitlesi 20’nin ve
Ozgiill agirligt 5’in iizerinde olan metallerin degisimlerini ifade etmektedir.
Biyolojide ise, “Agir” terimi ¢ok diisiik konsantrasyonlarda bile hem bitkiler hem
de hayvanlar igin toksik etki yaratan bir grup metalleri ve ayrica metalloidleri
ifade eder (Nicoletta ve Flavia, 2011). 90 adet agir metalden 50 tanesi dogada
kendiliginden olusmaktadir (R.C. Weast, 1984) fakat bunlarin hepsi biyolojik
Ooneme sahip degildir. Fizyolojik kosullar altinda ¢6ziinebilen sadece 17 agir metal,
yasayan hiicreler i¢in kullanima uygundur ve bu agir metaller organizmalar ve
ekosistem icin onemlidir (Goldbold ve Huttermann, 1985; Nies, 1999). As,
kadmiyum (Cd), civa (Hg), Pb yada selenyum (Se) gibi bir takim agir metallerin
bitkilerde bilinen herhangi bir fizyolojik fonksiyonlar1 yoktur (Nicoletta ve Flavia,
2011). Kobalt (Co), bakir (Cu), demir (Fe), mangan (Mn), molibden (Mo), nikel
(Ni) ve g¢inko (Zn) gibi diger agir metaller ise bitkilerin biiyiime ve gelismesini
igeren proteinlerin biliyiik ¢ogunlugunun fonksiyonel aktivitesinde kritik olan
esansiyel mikronatrientlerdir. Ancak, yuksek konsantrasyonlarda, bu metal
iyonlar1 bitkiler i¢in zararli olabilir. Ayrica esansiyel olmayan diger metaller,
kursun, kadmiyum ve civa iyonlarma maruz kalmak bitkiler i¢in toksik
olabilmektedir. Enzimlerin inaktif edilmesi, 6nemli metabolik molekillerin
fonksiyonlarinin bloke olmasi, gerekli elementlerin yer degistirmesi ve membran
biitiinligiiniin bozulmasindan dolay1, agir metal fitotoksisitesi hicresel/molekiler
seviyede bir ¢ok siirecin degismesine neden olmaktadir. Agir metal
zehirlenmesinin en yaygin sonucu; Ozellikle kloroplast membranlarinda goriilen
elektron tasmim aktivitesinin engellenmesinden dolayr olusan reaktif oksijen
tiirlerinin (ROS) iiretiminin artmasidir (Pagliano et al., 2006; La Rocca et al.,
2009). Haber-weiss reaksiyonu boyunca gesitli agir metaller araciligi ile direkt
olarak ROS iiretimi gergeklesmektedir yada agir metal stresi sonucu oksidatif
stresteki bitkilerde ROS olusumu s6z konusudur ve iiretim miktarinda artig
gozlenmektedir (Wojtaszek, 1997; Mithofer et al., 2004).ROS’lardaki bu artis,
hiicrelerin  “lipid peroksidasyonuna, biyolojik makromolekiil bozulmasina,
membran ayrilmasina, iyon sizintisina ve DNA-iplik ayrilmasina” neden olan
oksidatif strese maruz kalmasini saglar (Pagliano et al., 2006; La Rocca et al.,

2009). Ayrica bitkiler, ROS’larin antioksidant sistemleri ile etkilesimini



(Srivastava et al., 2004), elektron tagima zincirinin bozulmasi (Qadir et al., 2004)
ve esansiyel elementlerin metabolizmasinin bozulmasi gibi indirekt mekanizmalar
da icermektedir (Dong et al.,2006). Agir metallerin lipogenaz (LOX) aktivitesini
arttirdigr diisiiniilmektedir. Bu nedenle de agir metallerin lipid peroksidasyonunun
indiklenmesine neden olur. Bir ¢ok enzim dogru bigimde ¢alisabilmek igin agir
metallerin her iki grubundaki iyonlara kofaktdr olarak ihtiya¢ duymaktadir.
(6rnegin; hem, biotin, Flavin adenin diniikleotid (FAD), Nikotinamid adenin
dintikleotid (NAD), Koenzim A). Ribuloz-1,5bifosfat karboksilaz/oksigenaz
(RuBisCO)daki Mg*® katyonunun diger Co™, Ni*? ve Zn*? gibi iki degerli
katyonlarla yer degistirmesi RuBisCO enziminin aktivitesinin azalmasina neden
olmaktadir (Wildner et al., 1979; Van Assche et al., 1986). Protein tiyol
gruplarmin ¢apraz baglanmasi ve bu gruplarin oksidasyonu, H'ATPaz gibi
anahtar membran proteinlerinin inhibe olmasi yada membran proteinlerinin
akigkanliginin ve kompozisyonunun degismesi gibi ¢esitli mekanizmalarin agir
metal toksisitesi ile olusmasi sonucu membran hasart meydana gelmektedir
(Hossain et al., 2009). Bitkilerde agir metal stresine yanit olarak, metilglioksal
(MG)’nin sitotoksik yerlesip biriktigi bulunmustur. Bu birikim; glioksalaz
sistemin bozulmasma neden olmaktadir (Hossain et al., 2009; Hossain et al.,
2011).

Bitkiler, ¢evresel agir metal toksisitesine karst miicadele edebilmek igin
potansiyel mekanizmalar gelistirmektedir. Bitkiler, toksik metaller i¢in yiiksek
afinite gosteren digiik molekiiler agirlikli tiyoller iiretmektedir (Bricker et al.,
2001). Diisiik molekiiler agirliga sahip biyolojik tiyollerin en 6nemlileri Glutatyon
(GSH) ve Sisteindir. GSH; y-glutamat-sistein-glisin formule edilen yapisinda
stlfar iceren tri-peptid tiyollerdendir. GSH sentezi 2 ATP-bagimli enzim
tarafindan katalizlenmektedir. Bunlar; y-glutamilsistein sentazl (GSH1) ve
glutatyon sentetaz (GSH2) dir. Ayrica GSH, fitoselatin sentezi i¢in bir substrat ve
kadmium ve nikel gibi agir metal detoksifikasyonu i¢in 6nemlidir (Freeman et al.,

2004) (Sekil 1.).
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Sekil 1.1 Agir metal stresi altinda bitkilerde olusan GSH-bagimli detoksifikasyon siireci. (Yadav,
2010).

Agir metal homeostazisi ve detoksifikasyon sistemlerinin  Onemli
komponentleri: membranda bulunan agir metal transporterlari, az sayida bulunan
esansiyel metallerin etkin bir sekilde dagitimini saglayan hiicre i¢indeki metal

saperonlar ve selatlama siirecidir.
Bitkilerde agir metallerin toksik etkileri:

a) Demir ve Bakir gibi ge¢is metallerine 6zgii olan Fenton reaksiyonu ve

bitki oksidasyon sistemi tarafindan reaktif oksijen tiirlerinin {iretimi,

b) Redoks- reaktif olmayan Civa ve Kadmiyum gibi agir metaller igin,

biyomolekiillerde fonksiyonel gruplarin bloke edilmesi,

c) Biyomolekiillerdeki, esansiyel metal iyonlarinin yerinden ¢ikarilarak, agir
metallerin farkli g¢esitlerinin olusturulmasidir (Schdtzenddbel and Polle,
2002).



1.1.1 Bitkilerde Cesitli Agir Metallerin Toksik Etkileri

Agir metaller, tarim topraklarinin kontaminasyonu ve olumsuz ekolojik

etkileri nedeniyle, ¢evresel bir tehdit haline gelmistir.

Cinko (Zn): Bitkiler i¢in esansiyel niitrienttir. Kontamine olmus topraklarda
bulunan ¢inko seviyesinin ¢ok yiiksek miktarda olmast bitkiler i¢in toksik
olabilmektedir. Toprakta ¢inkonun yiliksek seviyede bulunmasi bir¢ok bitkinin
metabolik fonksiyonunu engellemektedir. Sonu¢ olarak biyimenin engellenmesi
ve senesens meydana gelmektedir. Cinko toksisitesi bitkilerde, kok ve meristemin
biiylimesini sinirlar (Choi et al., 1996; Ebbs and Kochian, 1997;Fontes and Cox,
1998). Yiiksek konsantrasyonlarda Zn igeren topraklarda yetistirilen bitkilerin
gem¢ yapraklarinda Kklorizis meydana geldigi saptanmustir (Ebbs and
Kochian,1997). Zn konsantrasyonunun artmasi bitki siirgiinlerinde bakir (Cu) ve
mangan (Mn)’1in eksikligine neden olmaktadir. Bir diger Zn toksisitesinin etkisi
ise fosfor eksikliginden dolayr olusan morumsu-kirmizimsi yaprak goriintiisiidiir

(Lee et al., 1996).

Kadmiyum (Cd): Tarim topraklarinda Cd, 100 mg/kg’dan fazla oldugunda

toksiktir (Salt et al., 1995). Ancak bu esik degeri insan aktiviteleri sebebiyle
astlmaktadir. Yiiksek seviyelerde Cd’ye maruz kalan bitkilerde, fotosentez, su
alinimi ve niitrient alinimi azalir. Yiiksek diizeyde Cd iceren toprakta yetisen
bitkilerde, biiyiimenin inhibisyonu, klorozis in belirtileri ve kok ucunun kararmasi

ve sonugta 6lim gozlenir (Wdjcik and Tukiendorf, 2004; Mohanpuria et al., 2007).

Civa_(Hq): Civa farkli formlara (HgS, Hg , Hg® ve metil-Hg) sahip
benzersiz bir metaldir. Bunaragmen, tarimsal topraklarda civanin Hg+2 formu
yaygin olarak bulunmaktadir. (Han et al., 2006). Civanin yiiksek seviyeleri, bitki
hicreleri icin guclt fitotoksiktir. Toksik dlzeyde civa bitkilerde gorulebilir
hasarlara ve fizyolojik diizensizliklere neden olmaktadir. Civanin yiiksek
seviyeleri, ROS tiirlerinin iiretimi ile oksidatif stresin ortaya ¢ikmast ve

mitokondriyal aktivitenin azalmasina neden olur.



Kobalt (Co): Bitkiler, topraktan kobalti (Co) az miktarda alarak

biriktirebilmektedirler. Bitkilerde kobaltin alinimi1 ve dagitimu tiire bagl olarak ve
farkli mekanizmalar tarafindan kontrol edilmektedir (Kukier et al., 2004; Li et al.,
2004; Bakkaus et al., 2005). Yiksek konsantrasyonlardaki kobaltin fitotoksik
etkisi ilizerine yapilan calismalar sinirlidir. Kobaltin fitotoksik etkisi i¢in arpa
(Hordeum vulgare L.) ve domates (Lycopersicon esculentum L.) ile yapilan
caligmalar sonucunda; biyokiitle ve siirgiin biiyiimesinde inhibisyon saptanmistir

(Li et al., 2009).

Arsenat (As): Fosforun (P) analogudur ve bitkilerin kdk plazma

membraninda alinimi ve tasinimi benzerdir (Meharg and Macnair, 1992).
Arsenata tolerans gosteren ¢ok sayida bitki tiirli tanimlanmistir (Meharg, 1994;
Sharples et al., 2000). Bitkilerde arsenata tolerans tek bir gen tarafindan P/As
transportunun baskilanmasi ile gerceklestigi saptanmistir (Meharg and Macnair,
1992). Bu baskilanma mekanizmasi sayesinde, bitkiler tarafindan hiicre igine

alinan arsenatin kolayca detoksifiye edildigi belirlenmistir (Meharg, 1994).

1.1.2 Agir Metal Alinimi Ve Tasimimi

Son yillarda yapilan ¢alismalar sonucunda, esansiyel ve esansiyel olmayan
agir metal iyonlarimin bitki hiicresi igerisine alinim siireglerinin molekiiler
seviyede anlasilmasi s6z konusudur. Bitki hiicrelerinde, agir metal iyonlarinin
alinim1 ve metal homoestasisinin devamliligi 6zel tasiyicilar ve metal pompalari
aracilig1 gerceklesmektedir (Pilon et al., 2009). Bu tasiyicilar ve pompalar tipik
olarak membran proteinleridir, farkli bitki metal tasiyici ailelerinin iiyeleridir.
Metal tasiyict ve pompalar, dokusal diizeyde (metal iyonlarinin mezofilden
epidermal hiicrelere tasinimi gibi) ya da organ diizeyinde (metal iyonlarinin
koklerde siirgiinlere taginimi gibi) rol oynamaktadirlar (Krdmer et al., 2007;
Maestri et al., 2010). Ozellikle yapilan calismalar sonucunda; Zn-diizenleyici
tastyicilarin (ZRT), Fe-diizenleyici tasiyicilarin (IRT) yada benzeri proteinlerin
(ZIP) ve katyon difiizyonunu kolaylastiran protein ailesinin (CDF) transkript
seviyesindeki artig ile metal iyonlarinin yiiksek miktarlarda biriktirilmesi (Pence
et al., 2000; Lombi et al., 2002) yada metal iyonlarina karsi tolerans olusturulma

strecleri arasinda bir iliski oldugu saptanmistir (Van der Zaal et al.,, 1999;



Assungdo et al., 2001; Persans et al., 2001). Tiim agir metal pompalarinin, Agir
Metal ATPaz (HMA), bakteriler, bitkiler ve hayvanlarda ©6nemli sekans

benzerlikleri tasidig1 saptanmistir (Palmgren ve Axelsen, 1998).

HMA tasiyicilari, P1B-ATPaz ilesinin bir (Gyesidir ve serbest metal
iyonlarinin sitoplazmadan plazma membran1 boyunca, koklerden siirgiinlere
dogru taginimini saglamaktadir (Takahashi et al., 2012). Ayrica son zamanlarda
yapilan calismalar sonucunda AtHMA4iin ¢inko (Zn*?) ve kadmiyum (Cd*?)’a
yonelik selatlama aktivitesi gosterdigi saptanmistir (Baekgaard et al., 2010).

ZIP gen ailesine ait metal tasiyicilari, kadmiyum, demir, mangan ve ¢inko
gibi ¢asitli katyonlarin tasmimini ve biriktirilmesini saglamaktadir (Guerinot,
2000). Ayrica bu tasiyicilar kadmiyum yanitlarimi ve nikel toleransimi da
saglamaktadir (Nishida et al., 2011). Bu tasiyicilar arasinda ilk izole edilen
Arabidopsis IRT1 (demir-diizenleyici tasiyici)’dir. IRT1, topraktan yiksek
afiniteli demir iyonlarinin tasinimindan sorumlu temel tasiyicidir (Eide et al.,
1996). Metal tasiyicilar arasindaki bir diger tasiyici ise, ¢inkonun (Zn) alinimini
ve tasmimini gerc¢eklestiren Zn-tasiyicisidir (ZNT). A.thaliana ile yapilan
caligmalarda ZNT genlerinin yiiksek oranda ifade edilmesi sonucu koklerde
yogun diizeylerde Zn iyonlarinin biriktirldigi saptanmistir (Milner et al., 2012).
Ayrica bitkilerde, Fe tasinimindan sorumlu, Nramp (Natural resistance associated
macrophage proteins, TC 2.A.55) gen ailesi ile homoloji gisteren bir tasiyici
tanimlanmistir (Thomine et al.,2000). Arabidopsis Nramp genlerinin bitkilerde
multispesifik metal transport sistemini kodladig1 ve bu sistemle Fe, Mn ve Cd

tagiabildigi bulunmustur (Sekil 2.).
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Sekil 1.2 Bitkilerde giiniimiize kadar tanimlanan olas1 tasiyilarin sematik gosterimi (Hall and
Williams , 2003).

1.1.3 Selatlama

Metal iyonlar1 hiicreye girdikten sonra, selatorler ve saperonlar ile etkilesime
girerek tasinmaktadirlar. Saperonlar, 6zellikle organellere ve metal-gereksinimli
proteinlere metal iyonu iletirler. Selatorler ise sitosolik metal konsantrasyonlarinin
korunabilmesi i¢in metal detoksifikasyonuna katki saglarlar. Bitkilerde ¢esitli
metal-gelatorler bulunmaktadir. Metal- selatorler; fitoselatinleri, metalotioneinler
ve organik asit ve aminoasitleri icermektedir (Clemens, 2001). Bitki hticrelerinde,
agir-metal baglayici ligandlar arasinda fitoselatinler (PC’ler) ve metalotioneinler

(MT’ler) en iyi tanimlanmig olanlardir (Cobbett and Goldsbrough, 2002).
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1.1.3.1 Fitoselatinler

Fitoselatinler, kiigiik, metal-baglama 06zelligine sahip, sistein-zengin
polipeptid iceren yapilardir. Fitoselatinler sadece bitkilerde degil funguslarda ve
diger organizmalarda da bulunmaktadir (Grill et al., 1985; Gekeler et al., 1988;
Piechalak et al.,, 2002). Bitkiler, sulfur-hidril (-SH) iceren peptidlerin
sentezlenmesi araciligi ile yiiksek konsantrasyonlardaki agir metal iyonlarina
yanit vermektedir. Peptidlerin genel yapisi [(y-L-glutamin-L- sistein), —glisin]
seklindedir (Rauser, 1990). Bu peptidler, yapisi ve metal-baglayic1 6zelligi
nedeniyle Sinif III metalotioneinler olarak simiflandirilmaktadir fakat bunlar
Fitoselatinler (PC’ler) olarak isimlendirilmektedir (Grill et al., 1985; Ké&gi, 1993).
Fitoselatinler, PC sentaz enzimi (EC. 2.3.2.15) tarafindan glutatyon (GSH)’dan
direkt enzimatik olarak sentezlenmektedir (Grill et al., 1989; Cobbett, 2000)
(Sekil 1.3). Bitkilerde, glutatyon iki adimda enzimatik olarak sentezlenir. Ilk
adimda y-glutaminsistein sentaz (GCS), y-glutamin-sistein olusumunu katalizlenir,
ikinci adimda ise; GSH sentaz (GS), glisin rezidiilerinin eklenmesi ile GSH
uretimini katalizler (Cobbett et al., 1998). Fitoselatinler (PC’ler), toksik metal
iyonlari ile sitosolde kompleksler olustururlar ve sonra metal iyonlarini vakuollere
tagirlar (Salt and Rauser, 1995). Bu sayede bitkiler, agir metallerin zararl

etkilerinden korunmus olurlar.

Glu+Cys

GCS | GSHI, CAD2/RMLI

Y
YGlu-Cys

GS GSH2 . Glu
v

GSH

PCS 1 AtPCSI. AtPCS2. TaPCS]
@ HM
PC

Sekil 1.3 Fitoselatin biyosentez yolagi (Rauser, 1990).
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1.1.3.2 Metalotioninler

Metalotioneinler ~ (MT’ler),  diisik  molekiiler  agirhikli,  metal
detoksifikasyonunda oldukca 6nemli, sisteince zengin metal-baglayici proteinlerin
olusturdugu bir ailedir (Robinson et al., 1993). Metalotioneinler, reaktif oksijen
tirlerinin (ROS) seviyelerini kontrol altinda tutma yetenegine sahiptirler. Bu
sayede, hem diger abiyotik streslere karsi toleransi saglarlar hemde. metal
iyonlarinin biriktirilmesini gerceklestirirler (Xue et al., 2009; Yang et al., 2009).

Metalotioneinlerin genel anlamda fizyolojik gorevleri;
a) Esansiyel gecis metallerinin homeostazisinin siirdiiriilmesine katilmak,
b) Civa ve kadmiyum gibi toksik metallerini ayr1 tutma,

€) Hiicre i¢i oksidatif hasara kars1 korumadir.

Metalotioneinler, memelilerde Cd™ ve zn*?’

ye toleransta ve agir metal
homeostazisinde (Masters et al., 1994); mayalarda ise Cu ve Cd*?’ye toleransta
gorev  almaktadir (Hamer et al., 1985; Yu et al., 1994). Metalotioneinler,
bitkilerde ilk defa bugdayda Zn*? baglamada tanimlanmistir (Lane et al., 1987).
Daha sonra 50’den fazla MT-benzeri sekanslar bitkilerde bulunmustur (Rauser,

1999).
1.1.3.3 Organik Asitler Ve Amino Asitler

Dogal habitatlarinda metal—tolerant bitkilerin ¢esitli ekotiplerinde organik
asitlerin farkli konsantrasyonlarda bulunmasi bu asitlerin, hiicresel selatorler
olabilecegini disiindiirmiistiir (Rauser, 1999). Diisiik molekiiler agirlikli organik
asitler, toprakta bulunan bitki biyumesi icin gerekli olan demir (Fe), fosfor (P) ve
diger metallerin kok hiicrelerine girmesinde 6nemli rol oynar (R6mheld and
Awad, 2000; Yang and Crowley, 2000). Cesitli bitki tiirleri, bitki biiylimesini
sinirlandirict  etkiye sahip alliminyumun toksik seviyelerini (A1+3) iceren
topraklarda biiylimeyi saglamak i¢in cesitli mekanizmalar gelistirmistir. Bazi
bitkiler ise rizosferde aliiminyumu selatlayip organik asitleri serbest birakarak

aliminyumu detoksifiye etmektedirler (Ma et al., 2001). Sitrat, oksalat, malat gibi
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organik asitler tarafindan hiicredist selatlama aliiminyum toleransinda oldukga
onemlidir. Malat, bugday bitkisinin Al-tolerant kiiltivarlarinin kklerinden serbest
birakilir; sitrat, misir ve soya fasulyesinin Al-tolerant kiiltivarlarinin koklerinden;
okzalat ise karabugday bitkisinin koklerinden serbest birakilmaktadir (Delhaize et
al., 1993; Pellet et al., 1995; Ma et al., 1997a; Yang et al., 2001; Ma et al., 1997b;
Ma ve Miyasaka, 1998). Ozellikle histidin ve prolin gibi bazi aminoasitlerin, bitki
hlcrelerinde ve ksilem 6zsuyunda metal iyonlarinin selatlanmasinda gérev aldigi
saptanmistir (Rai, 2002). Ayrica, arastirmalar sonucunda bir¢ok bitkinin agir
metale maruz kaldiginda prolin biriktirdigi belirlenmistir (Alia and Saradhi, 1991;
Basi ve Sharma 1993a,b; Costa and Morel 1994; Talanova et al., 2000) (Sekil 1.4).
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Sekil 1.4 Bitkilerde agir metallerin vakuoller ayrilmasi (Yang and Chu, 2011).

1.1.4 Bitkilerde Agir Metal Toksisitesinden Olusan Oksitadif Stres

Bitkiler farkli metabolik siiregler boyunca reaktif oksijen turleri (ROS)
tretirler. Agir metaller, bitkilerde O,, OH ve H,0,, tekli oksijen (O,) gibi
ROS’larin olusumunda direkt ve indirekt olarak hasara neden olur (Laspina et al.,
2005; Ferreira et al.,, 2010). Bitki hucrelerinde; klorofil, mitokondri ve
peroksizomlar gibi yuksek oksitleyici aktiviteye sahip olan organeller, Uretilen

ROS’larin en 6nemli depo yerleridir (Hossain et al., 2011; Apel et al., 2004;
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Mittler et al., 2004; Mhamdi et al., 2010). ROS’larin yiiksek seviyeleri hiicresel
yapilar ve lipid, protein ve DNA benzeri makro molekiiller i¢in zararlidir. Agir
metal stresine maruz kalinmasi sonucu oksidatif hasarin meydana geldigi bir ¢cok
arastirmada saptanmistir (De Vos et al., 1992; Gallego et al., 1999). Fotosistem 11
(PS 11) reaksiyon merkezinde, Ca*® ve Mn*#nin agir metal kadmiyum (Cd) ile yer
degistirmesi PS II’'nin su oksitleyici sistemini etkilemektedir. PS II’'nin
reaksiyonunun bu sekilde engellenmesi, klorofil II’de elektron transportunun

bozulmasina neden olmaktadir (Baszynski et al., 1980; Krantev et al., 2008).

Agir metal etkisi, fotosentezin karboksilasyon fazinda goriilmektedir. Agir
metaller en ¢cok CO, fiksasyonundaki iki enzime etki ederler. Bunlar; Ribuloz-1,
5-bifosfat karboksilaz/oksigenaz (RuBisCO) ve Fosfoenol pirtivat karboksilaz
(PEPC) enzimleridir. Bu durum; yapisal hasarlara ve karboksilasyon
reaksiyonunun onemli kofaktérii olan Ca™® iyonlarimin yerine Mg iyonlarinin
kullanilmast sonucu RuBisCO’nun aktivitesini diistirmektedir (Krantev et al.,
2008; Siedlecka et al., 1998). Peroksizomlardaki Ksantin oksidaz; O, ve glikolat
oksidaz, Flavin oksidaz ve B-oksidasyon Urini H,O,’yi meydana getirmektedir
(Corpas et al., 2001; del Rio et al., 2006). Peroksizomal degiskenlikten dolay1
olusan ROS artis1, agir metallerin etkisi sonucu meydana gelmektedir (Sharma et
al., 2008; Rodriguez-Serrano et al., 2009). Cd stresi, yaprak peroksizomlarinda
H202’nin hizli bir sekilde indiiklenmesini saglar (Romero-Puertas et al., 2004).
Bitki mitokondrileri, ROS iiretiminin ger¢eklestigi onemli kaynak yerleridir. Agir
metallerin olusturdugu stres sonucu mitokondriyal fonksiyonlarin diistiigi
saptanmistir (Tan et al., 2010; Heyno et al., 2008). Bugday, Vicia faba,
Arabidopsis ve bezelyede yapilan sirasiyla Ni, Pb, Cu ve Cd streslerine yanit
olarak NADPH oksidaz nedeniyle oksidatif stresin olustugu saptanmistir (Hao et
al., 2006; Remans et al., 2010).

1.2 Bitkilerde GABA Metabolizmasi

Gama-aminobutirik asit (GABA), protein yapisinda olmayan, molekiiler
agirligi 103.1 dalton olan (Bown et al., 1997), dort karbonlu, serbest amino asit
havuzunun 6nemli bilesenlerinden olan bir amino asittir (Akama ve Takaima,

2007). Yapisinda a-karbonundan farkli olarak vy-karbonu bulundurmaktadir.
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GABA hemen hemen tum prokaryotik ve Okaryotik organizmalarda
bulunmaktadir. GABA ilk olarak, 1949 yilinda patates (Solanum tuberosum)
yumru dokularinda saptanmistir (Steward et al., 1949). Kisa bir siire sonra
omurgalilarda da kesfedilmistir. GABA’nin hayvanlarda kesfedilmesinden sonra
ilging olarak GABA’ya duyulan ilgi hayvanlara dogru kaymistir (Bouche ve
Fromm, 2004). Ciinkii GABA, beyinde yiiksek seviyelerde saptanmis ve
nérotransmisyonda temel rol alarak merkezi sinir sisteminde ndrotransmitterlerin

en 6nemli inhibitdrii olarak gorev aldig: belirlenmistir.

Memelilerin  merkezi sinir sisteminde, GABA temel norotransmitter
inhibitoradidr. GABA, presinaptik yada postsinaptik memranlarda bulunan
spesifik reseptorlere baglanarak sinaptik transmisyonun inhibe olmasina aracilik
etmektedir. Beyin hiicrelerinde 2 tip reseptér bulunmaktadir; ilk grup ligand-
kapili reseptorler olan iyonotropik reseptorler (GABAA ve GABAc reseptorleri)
ve ikinci grup ise G proteinlerine bagli olan metabotropik reseptorler (GABAg
reseptorleri). Ayrica GABA reseptorleri kalp, karaciger, ovaryum, testis gibi
uyarilmayan organlarda da eksprese olmaktadir (Calver et al. 2000). Tiim bu
bulgular GABA’nin sadece beyinde degil diger organlarda da sinyal molektlu
olarak rol oynadig saptanmistir. GABA’nin olgun néronlardaki nérotransmitter
fonksiyonu; sinir sisteminin gelisimini de igermektedir. Ornegin; néronal gdg,
proliferasyon, farklilasma. Tiim bu etkiler GABA reseptorlerinin aktive olmasi ile
gerceklesmektedir. GABA reseptorleri olgunlasmamis beyindeki membranlarin
depolarizasyonunu da uyarmaktadir. Sonug olarak, memeli beyninde GABA noral
transmisyonunda ve gelisimimde temel rol oynar ve bu roliinii de spesifik

reseptorlere ve transporterlara baglanarak gerceklestirir.

Bitkiler ise hareket edememe 6zelliklerinden dolay1 ¢evresel stresi azaltmak
icin kimyasal yanitlar olustururlar. GABA’nin da bulundugu bir¢cok mekanizma
bitkilerde bu yanitlarin olusmasini saglamaktadir (Shelp et al., 1999, Snedden ve
Fromm 1999; Kinnersley ve Turano 2000). Omurgalilarla karsilastirildiginda,
bitkilerdeki GABA’nin rolii hala tam olarak belirlenememistir. Hayvanlardaki
temel inhibitdr nérotransmitter gibi karakterize edilmesinden farkli olarak,
bitkilerde GABA’nin kesfi agirhikli olarak metabolik fonksiyon Uzerine

odaklanmistir. Bunaragmen, yakin zamanlarda bu aminoasitin stres kosullarina ve
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C/N metabolizmasina karst yanitta Onemli derecede sinyal rolii tasidig
gosterilmisgtir  (Bouché ve Fromm, 2004). GABA’nin, 6zellikle siirgiin
dokularinda dikkate deger bi¢imde ve hizlica birikmesi ¢esitli streslere karsi
yanitlarda rol oynadigi iizerinde diisliniilmesini saglamistir. GABA, ¢esitli
stresler (azot eksikligi, hipoksiya, kuraklik, soguk, UV stresi, 1s1 soku, CO;
artmasi) altinda; siirgiin, kok, nodiil, ¢icek ve meyve gibi bitkilerin ¢esitli
kisimlarinda birikim gosterdigi saptanilmistir (Sulieman ve Schulze, 2010; Serraj

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

Stress/treatment Organ/tissue Reference
Water deficit Modules, xylem Serraj, et al.'
Water logging Xylem, root, nodules Puiatti and Sodek*
Hypoxia (N, exposure) Leaves, nodules, root Serraj, et al.'*
Salt stress Roots Xing, et al.*?
Cold stress Leaves Wallace, et al *?
Mechanical damage Leaves Wallace, et al.*®
M stress Xylem, root, nodules Lima and Sodek*4
Xylem Antunes, et al.*

Sekil 1.5 Cesitli stresler altinda farkli bitki dokularinda GABA birikimi (Sulieman et al., 2011).

Bitkilerde GABA i¢in sinyalizasyon, hiicrelere dnciilikk etme, boceklere karsi
savunma, pH dilizenlenmesi, redoks diizenlenmesi, enerji ayarlanmasi, stres
yanitlari, karbon ve azot metabolizmalarinda gérev almasi gibi birden fazla roller
onerilmistir (Satya Narayan ve Nair, 1990; Kinnersley ve Turano, 2000; Bouche
et al., 2003; Bouche ve Fromm, 2004; Fait et al., 2005). Stres yanitlarinda
GABA’nin arabulucu rolii oldugu da 6ne siirilmiistiir. Ciinkii stres kosullarina
(mekanik yaralanma, tuz, sicak, soguk, kuraklik...vb.) maruz kalan bitki
dokularinda GABA nin biriktigi saptanmistir (Sekil 1.6), (Kinnersley and Turano,
2000). Fakat, stres yada stres olmayan kosullarda, GABA karbon ve azot
metabolizmasinda ve TCA dongiisiinde ayrilmaz bir parga olarak ta fonksiyon
gostermektedir (Fait et al., 2007).
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Sekil 1.6 Bitki stres yanitlarinda GABA’nin rolii (Turano and Kinnersly, 2000).

1.2.1 GABA Yolu

Klasik tanimlamalara gore GABA yolu; sirasiyla Glutamat dekarboksilaz
(GAD, EC 4.1.1.15), GABA transaminaz (GABA-T; EC 2.6.1.19) ve Siksinik
semialdehit dehidrogenaz (SSADH; EC 1.2.1.16) enzimlerinin gorev aldig1 ii¢
temel reaksiyondan meydana gelen bir yolaktir. Bitkilerde, glutamatin GAD
tarafindan sitozolik dekarboksilasyonu sonucu GABA meydana gelmektedir ve bu
reaksiyon Ca*?/kalmodulin tarafindan kontrol edilmektedir (Snedden ve Fromm,
2001). GABA-T, piriivatt yada 2-okzoglutarati (20G) amino akseptorii olarak
kullanarak ~ GABA’nin  Siiksinik ~ semialdehite =~ (SSA)  doniistimiini
katalizlemektedir. Piriivatin kullanilmasi alanin (Ala) olusumu, 2-okzoglutaratin
(20G) kullanilmasi ile de Glu olusumu meydana gelmektedir ve boylece anlamsiz
bir dongiiniin olugmasi s6z konusudur. GABA’nin transaminasyonu ile Glu’nun
bir kisminin dongiliye yeniden dahil edilmesi sayesinde GABA shunt igine
feedback yapilmis olunur (Fernie, 2001; Geigenberger ve Stitt, 2003). SSA
olusumu meydana geldikten sonra SSA, mitokondrial suksinik semi aldehit
dehidrogenaz (SSADH, EC 1.2.1.16) ile siiksinata okside edilir (Busch ve Fromm,
1999). Alternatif olarak, gama hidroksibutirat (GHB) Ureten gama hidroksibutirat
dehidrogenazin aktivitesiyle SSA sitosolde indirgenebilir (Breitkreuz et al., 2003)
(Sekil 1.7).
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Sekil 1.7 Gama-aminobutirik asit (GABA) yolunun sematik gosterimi (Shelp et al., 1999).
1.2.1.1 Glutamat Dekarboksilaz (GAD; EC 4.1.1.15)

Glutamat dekarboksilaz (GAD) aktivitesi sitozolle sinirlt olan, L-glutamat igin
spesifik olan, pH ~5.8’de maksimum aktiviteye sahip olan (Barry et al., 1999) ve
pH ve Ca?/kalmodulin (CaM) tarafindan diizenlenen bir enzimdir. Cesitli stres
kosullar1 altinda bazi bitki tiirlerinde GAD’in proton-tiiketici reaksiyonunun
sitozolik asidosis tarafindan sinirlandirildigina inanilmaktadir (Shelp et al., 2011).
Glu konsantrasyonu, Ca*%/kalmodulin (CaM) ve H* tarafindan GAD aktivitesinin
artmasi, GABA birikimi i¢in gereklidir (Sekil 1.8), (Shelp et al., 2012a). Protein
sentezinin azalmasi, protein degredasyonunun artmasi yada glutamin sentezinin
sinirlandirilmasi gibi uzun siirecli kosullar altinda, sitozolik GAD’1n bulundugu
yerde substrat seviyesinin artmasi sonucu GABA diizeyinde de bir artma oldugu
saptanmistir (Shelp et al., 1999). Bu sonuclar gosternektedir ki GAD, GABA
birikiminin artmasi i¢in gerekli olan temel faktordiir. GAD genleri bir ¢ok bitki
tirtinde tanimlanmistir. Tiitlinde (Mclean et al., 2003), ¢camda (Molina-Rueda et
al., 2010), piringte (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 saptanmistir. GAD izoformlarindan ikisi (GAD1 ve GAD?2) farkli organlarda
tanimlanmistir: GAD1 kokte bulunurken, GAD2 tiim organlarda saptanmistir (Zik
et al.,, 1998; Turano ve Fang; 1998). Bu sonuglar dogrultusunda farkli GAD
izoformlarinin 6zel fonksiyonlarda oldugu ve dokuya bagimli bir yolakta ifade

oldugu diisiiniilmektedir.

L-Glutamat + H" ——» GABA + CO,

Sekil 1.8 GAD enzim aktivitesi araciligi ile glutamattan GABA olusumunun sematik

gosterimi.
1.2.1.2 GABA Transaminaz (GABA-T; EC 2.6.1.19)

GABA transaminaz (GABA-T; EC 2.6.1.19), amino akseptorii olarak ya o-
ketoglutaratt (GABA-TK) yada piriivati (GABA-TP) kullanarak, GABA’nin
stiiksinik semialdehite doniisiimiinii katalizlemektedir (Sekil 1.9) ve bu reaksiyon
sonucunda alanin veya glutamat olusmaktadir (Bouche and Fromm 2004).
GABA-T nin, soyafasiilyesinde yapilan ¢alismalar sonucunda mitokondride
lokalize oldugu saptanmistir ayrica Arabidopsis ile yapilan ¢aligmalar sonucunda
ise GABA-T’nin aktivitesinin pH 9.0 ile 9.5 arasinda gerceklestigi ve GABA’ya
spesifik oldugu saptanmustir (Clark et al., 2009). In vitro ¢aligmalar sonucunda
rekombinant Arabidopsis GABA-TP’nin  piriivatt kullanip, a-ketoglutarati
kullanmadig1 saptanmistir (Cauwenberghe et al., 2002). Bitkilerde, spesifik
fonksiyonlara sahip GABA-T’nin farkli tiirleri araciligt ile GABA-T’nin

transaminasyonu meydana gelmektedir.

GABA + piriivat (veya a-ketoglutarat) ——— Suksinik semialdehit + Ala

Sekil 1.9 GABA’nin GABA-T tarafindan Siiksinik semialdehite katalizlanmesinin sematik

gosterimi.
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1.2.1.3 Suksinik Semialdehit Dehidrogenaz (SSADH; EC 1.2.1.16)

Siiksinik semialdehit dehidrogenaz (SSADH; EC 1.2.1.16) patates yumrulari
ve Arabidopsis hiicre kiiltiirleri ile yapilan ¢alismalarda mitokondride lokalize
oldugu saptanmistir (Breitkreuz ve Shelp, 1995). SSADH enzimi, Siksinik
semialdehitin Siiksinata doniistimiini katalizlamaktedir (Sekil 1.10). Arabidopsis
SSADH’1n aktivitesinin optimum pH 9.0 ile 10.0 arasinda oldugu ve bu enzimin
tersinir olmadig1 saptanmistir. Ayrica SSADH’ 1n yiiksek diizeyde SSA ve NAD’a
spesifik oldugu ve bu enzimin NADH’1in NAD’a doniisiim orani tarafindan regiile
edildigi saptanmistir (Shelp, 2011). SSADH o6zellikle hem ATP hem de NADH

enzim aktivitesini negatif olarak diizenlemektedir.

Suksinik semialdehit + NAD +H,O0 — Siiksinat + NADH

Sekil 1.10 Siiksinik semialdehitin SSADH tarafindan Siiksinata doniisiimiiniin sematik

gosterimi.

1.2.1.4 Glutamat Dehidrogenaz (GDH; EC 1.4.1.2)

Hayvanlarda oldugu gibi bitklerde de GABA, 2-okzoglutarattan (2-OG)
sentezlenmektedir. 2-OG, glutamat dehidrogenaz enzimi (GDH) araciligi ile
glutamata dontstirilir (Sekil 1.11). Kofaktéor NAD(P)H varliginda o-
ketoglutaratin indirgeyici aminasyonunu gerceklestirerek GDH enzimi, glutamat
olusumunu saglayar (Turano et al., 1996). Bu nedenle, GDH enzimi kofaktor
tercihine ve hiicre i¢i lokalizasyonuna gore cesitli izoformlara sahiptir. GDH
izoformlar1 gelisimsel ve ¢evresel kosullar nedeni ile farkli bitki dokularinda
farkli seviyelerde bulunabilmektedir (Turano et al., 1996). McKeinze ve Lees
(1981)’in yaptiklar1 ¢alismada, tohum ve kokten ekstrakte edilen GDH enziminin
mitokondride lokalize oldugu belirlenmistir. Cimlenen soya fasiilyesi
tohumlarinda yapilan ¢alismada ii¢ farklit GDH izoformu (GDH1, GDH2, GDH3)
tespit edilmistir (Turano et al., 1996). GDH1 ve GDH2 kotiledonlardan, GDH3
ise hipokotillerden ve koklerden elde edilen protein ekstraklarinda saptanmistir
(Turano et al., 1996). GDH’mn bu farkli izoformlar1 farkli genler tarafindan
kodlanmaktadir. Arabidopsis (Cammaerts ve Jacobs, 1983) ve musirda (Pryor,
1979; Goodman et al., 1980; Sakakibara et al., 1995) yapilan molekiiler ve
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genetik caligmalarin sonucunda GDH izoformlarinin iki farkli polipeptitten

olustugu ve iki farkli lokus tarafindan kodlandig1 saptanmistir.

2-OG + NH;" + NADH «— Glu + NAD" + H,0

Sekil 1.11 2-okzoglutarattan (2-OG) GDH araciligi ile Glutamat olusumunun sematik

gosterimi.

1.2.2 Gaba Yolunun Duzenlenmesi

1.2.2.1 GAD Aktivitesi Yoluyla Diizenlenmesi

GAD, sitosolik bir enzimdir ve sitosolik asidosisin sonucunda stresle uyarilan
GABA sentezinde yer alir ( Snedden et al., 1992). E.coli de hiicresel pH’1 kontrol
eden GAD’in aktivitesinin 3.8 gibi diisiik pH’larda uyarildigi saptanmistir
(Shukuya ve Schwert, 1960; Castanie-Cornet et al., 1999). Yapilan ¢alismalarda
bitki GAD’larmin da mikroorganizmalarda oldugu gibi hiicresel asiditenin
diismesi ile fonksiyon gosterdigi saptanmistir ( Davies, 1980; Satya Narayan ve
Nair, 1990; Snedden et al., 1992; Crawford et al., 1994). GAD aktivitesinin
aktivasyonu ve GABA birikimi icin birgok model 6nerilmistir. Bu modellerin
¢ogu GAD’in uyarilmasi i¢in farkli goriisler belirtilmistir. Bunlardan bir tanesi;
GAD’m uyarilmasmin baslhca Ca*?/ CaM yolu ile meydana geldigini, bir baskas
ise; pH degismesi ile GAD’in uyarildigimi diisiinmektedir (Snedden ve Fromm,
1999; Shelp et al., 1999). Her iki modelde de en az derecede de olsa GAD
aktivitesi artmaktadir, buna bagli olarak da GABA birikimi saptanmigtir.
GABA’nin hiicresel birikime bagli diizenlenmesi dogal ve bircok strese karsi
olusabilmektedir. Sitosolik Ca™ seviyesinin artisi birgok stres tarafindan
gerceklesmektedir (Sanders et al., 1999). Artan sitosolik Ca*? formlar1 CaM ile
kompleks olusturur. Olusan bu kompleks (Ca*®/ CaM) fizyolojik pH
degisikliginde GAD’1 aktive eder. GAD’n aktif hale gelmesi sonucunda GABA
birikimi saglanir (Roberts et al., 1984; Aurisano et al., 1995).

Ayrica erken prekiirsor-iiriin iliskisi; siiksinatin, o-ketoglutarattan ziyade
GABA shunt yoluyla birincil olarak tiiretildigini belirtir. Bdylece, glutamin

sentetaz yoluyla NH; (amonyak) fotorespirasyon sisteminin déngisu, GAD
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tarafindan kullanildig1 i¢in glutamatin kullanilabilirligini arttirmasi yoluyla
aminoasetonitril tarafindan kisitlanir (Shelp et al., 1992; Cholewa et al., 1997).
Benzer sekilde, arttirilmis GABA seviyesi, protein degredasyonunun artmasi veya
protein sentezinin azalmasi, glutamin sentezinin smirlanmasi gibi uzun siireli
kosullar altinda meydana gelir. Bu GABA seviyesindeki artiglar muhtemelen,
sitosolik GAD’in c¢evresindeki substratda meydana gelen artislar tarafindan
olusmaktadir. Artan GAD aktivitesi muhtemelen GABA birikiminin tesvik
edilmesinde 6nemli bir faktor olmasina ragmen, GABA-T ve SSADH tarafindan

azaltilmis katabolizmasi da ihmal edilemez (Shelp et al., 1995; Cauwenberghe ve
Shelp).

1.2.2.2 Hiicre ici ve Hiicre dis1 Tasimim ile Diizenlenmesi

Gelismis soya fasulyesi kotiledonlarindan hazirlanan preparatlar ile yapilan
calismalar sonucu GABA yolu enzimlerinin hiicrei¢i boliimlerde lokalize oldugu
saptanmistir (Shelp et al., 1995). GABA yolunun 6nemli enzimlerinden ikisi olan
GABA-T ve SSADH mitokondride lokalize olmakta iken, GAD sadece sitosolde
bulunmaktadir.  Bdylece, olusan GABA’nin  sitosolden = mitokondri

membranlarindaki matriks i¢ine dogru taginimi saptanmistir.

GABA-tasiyicist eksik maya mutantlarinin  heterolog tamamlanmasi ile
GABA’y1 tasiyan AtProT2 (Arabidopsis thaliana prolin tasiyicist  2)
tanimlanmistir. Bu tasiyicinin; glisin, betain ve prolin gibi diger stresle ilgili
bilesenler icin daha az etkili oldugu belirlenmistir. Ozellikle, benzer substrat
spesifikligi, AtProT ailesinin diger 3 plazma membraninda lokalize olan
tiyelerinde gézlenmistir (Grallath et al., 2005). Arabidopsis aminoasit tasiyici
ailesinin (AtGAT1) dyeleri; mayada (Saccharomyces cerevisiae) ve kurbaga
(Xenopus laevis) oositlerinde fonksiyonel olarak karakterize edilmistir ve bu
tagiyicilarin  proton ile ¢alistigt bulunmustur. Ayrica GABA (Km= 47 uM) ve
plazma membrani boyunca diger tasiyicilar, ilgili bilesenler icin yiiksek afiniteli
tasiyici olarak hareket ederler (Meyer et al., 2006). Tutlin (Nicotiana tabacum)
protoplastlarinda, GAT1-GFP flizyonunun gegici ifadesi, plazma membraninda
lokalize oldugunu ortaya koymustur. Daha yakin zamanlarda, Arabidopsis
aminoasit/ poliamin/ organocation (APC) tasiyic1 ailesinin (GABP, GABA
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permeaz) (lyeleri, mikroorganizmalarda sekans homolojisi analizi ile tespit
edilmis ve tanimlanmistir fakat GABA-tasiyici-eksik maya mutantlarinda prolin
tastyicisi tanimlanamamistir (Michaeli et al., 2011). Daha 6nemlisi, GABP, izole
edilmis mitokondri tarafindan [3H] GABA’nin alinnmina aracilik ettigi
gosterilmistir. Hiicre i¢i fraksiyon ve immunoblotlama ile yapilan tiitiin yaprak ve
protoplast ¢alismalarinda GABP-GFP’nin gegici ifadesi, GABP’nin mitokondride
lokalize oldugunu ag¢ikliga kavusturmustur. Ancak protein i¢in hedefleme bilgileri
olarak karakterize edilememistir. Ilging olarak GABA alimmi, gabp
mutantlarindan izole edilen mitokondrilerde tamamen tespit edilememistir ve
GABA igin tasiyict etkinligi belirlenememistir. Bu nedenle, genis substrat
spesifikligi ile diger tasiyicilar mitokondri igine GABA’nin alinimina katki
saglamaktadir (Sekil 1.12).
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Sekil 1.12 Biyotik ve Abiyotik streslerde, hiicrei¢i ve hiicredisi taginimi tarafindan GABA

seviyesininin diizenlenmesi (Shelp et al., 1999).
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1.2.3 Bitkilerde GABA i¢in Ongériilen Roller

1.2.3.1 Krebs DOngusiuniin By-pass Edilmesi

a-ketoglutarat gibi glutamat C’nu krebs dogiisiine girdigi zaman siiksinat
olusabilmesi i¢in NAD gereklidir (Bown ve Shelp, 1997). Alternatif olarak,
stiksinat gibi glutamat C’nu GABA shunt yolag: ile giris yapabilmektedir ve
dehidrogenaz yada transamina reaksiyonlar1 ve Krebs dongiisiiniin a-ketoglutarati
tarafindan by-pass edilmektedir. Bu nedenle, hipoksiya gibi belirli kosullar
boyunca respirasyon azalmaktadir ve NAD/NADH oraninda da sonug olarak bir
azalma meydana gelmektedir, NAD-bagimli SSADH reaksiyonu ve Krebs
dongiisiindeki karbonun girisi sinirlandirilmakta ve boylece GABA birikimi
olusmaktadir. GABA shunt aracili@i ile glutamatin siiksinata doniisiim
mekanizmas1 (1 NADH) enerjik olarak Krebs dongiisii aracilii ile siiksinat
olusumuna (I NADH + 1 ATP) gore daha olumludur. Glutamat dehidrogenaz,
Krebs dongiisii icine temel giris noktas1 saglamaktadir ve boylece eklemeli
NADH uretimi s6z konusudur. Bu nedenle de GABA shunt daha olumlu bir
yolaktir.

1.2.3.2 Azot Depolamada

Glutamin sentezinin sinirlandirildigi, protein sentezinin azalmasi ve protein
degredasyonunun artmasi gibi kosullar altinda glutamatin GABA’ya doniisiimii
artmaktadir (Satyanarayan ve Nair, 1990; Scott-Taggart et al., 1999). Gelisme
siirecinde, soya fasiilyelerinde glutamatin GABA’ya metabolize edilmesinde hizl
bir artig saptanmistir (Micallef ve Shelp, 1989). Ayrica, glutamatin GABA shunta
dogru akis stireci ile glutamatin direkt olarak proteinlerle birlesmesi siireci
kiyaslanabilmektedir (Tuin ve Shelp, 1996). Kanitlar gostremektedir ki glutamat
ve GABA, protein depolama ve mobilizasyon sirecleri boyunca uretilmektedir
(Micallef ve Shelp, 1989). Bu nedenle, GABA shunt aracili glutamik asit

metabolizmasinin bitkilerdeki azot ekonomisinde 6nemli bir yeri vardir.
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Izole edilen vakuollerle yapilan ¢alismalar sonucunda, glutamat, GABA ve
alaninin %350’sinin vakuol iginde lokalize oldugu belirlenmistir. (U-14C) ile
isaretlenmis glutamatla yapilan ¢alismalarda, yeni sentezlenen 14C-GABA’nin
onceden sentezlenen isaretlenmemis GABA ile dengeli olmadigi saptanmistir
(Chung et al., 1992). Bu sonuglar gostermektedir ki, GABA’nin iiretilmesinin ve
birikiminin lokalizasyonun benzer oldugu ve GABA’nin organeller i¢inde tek

basina biriktigi saptanmistir.

1.2.3.3 Uyumlu Osmolit Olarak GABA

Arabidopsis’teki AtProT2 (Breitkreuz et al., 1999) ve domatesteki LeProT1
(Schwacke et al., 1999) tasiyicilart su stresi tarafindan uyarilirlar ve prolin, glisin
betain gibi diger stres-iliskili bilesenlerin tasmiminin disinda bu tasiyicilar
GABA’nin da tasiimini yaparlar (Breitkreuz et al., 1999; Fischer et al., 1998).
Bu bulunanlar gostermektedir ki GABA uyumlu bir osmolittir (Yancey, 1994).
Biitiin ii¢ bilesenler notral pH’ta c¢ift kutupludur, suda ¢oziinme orani yiiksektir,
diisik mM konsantrasyonlarda bile birikme 6zelligi gosterir ve hiicrelerde toksik
etki gostermezler. 25-200 mM gibi yiiksek konsantrasyonlarda, tuz ve soguk
stresine maruz kalmis tilakoidlerin izole edilemesi ile prolinin asir1 kryoprotektan
ozelligi sayesinde GABA nin stabil kaldig1 ve korundugu saptanmistir (Heber et
al, 1971). Ayrica, ayn1 konsantrasyonlarda (16 mM) bulunan prolinin ve glisin
betainin bulunmasi, GABA’nin in vitro hidroksil-radikal-stplriici aktiviteye
sahip olmasini saglamaktadir (Smirnoff ve Cumbes, 1989). Belkide GABA;
glisin betain sentezinde bulunan aldehit dehidrogenaz tarafindan vy-
aminobbutiraldehit’ten (poliamain katabolik yolaginin {iriinii) sentezleniyor

olabilir (Trossat et al., 1997). Fakat poliamin aracil1 akis heniiz bilinmemektedir.

1.2.3.4 Bitki Gelisiminde

GAD, Ca*¥/kalmodulin baglama domaini igeren (Baum et al., 1993; Baum et
al., 1996), suda coziinebilen, tiim bitki dokularinda bulunan ve gelisimsel siiregte
transkripsiyon ve posttranskripsiyonel sureclerle dizenlenen bir proteindir
(Schwacke et al., 1999). Kalmodulin baglama domaini ¢ikarilmis mutant GAD
eksprese eden transgenik tiitiin bitkilerinde, yiliksek GABA seviyeleri, diisiik
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glutamik asit seviyeleri ve daha az gdvde uzamasi belirlenmistir (Baum et al.,
1996). Biiylime inhibisyonunun diisiik glutamik asit seviyelerinde kaynaklandigi
diistiniilmesine ragmen, yiiksek GABA konsantrasyonlart sonucunda Stellaria
bitkisinde govde uzamasinin inhibe edildigi saptanmistir (Kathiresan et al., 1998).
Mekanik manipulasyonlar sonucunda kisa siireli olarak sitosolik Ca**’nin (Knight
et al.,, 1991) ve GABA konsantrasyonunun (Ramputh ve Bown, 1996) arttig1,
bunlara bagli olarak da govde uzamasmin engellendigi saptanmistir (Jones ve
Mitchell, 1989). Govde uzamasi c¢alismalarinda, manipiilasyonlara Kkarsi
olusturulamn yanitlarin Ca*? selatdrleri ve kalmodulin antagonistleri tarafindan

bloke edildigi belirlenmistir.

1.2.3.5 Bitki Savunmasinda

Hayvanlarda GABA, inhibitér norotransmitterdir. Bocekler ve diger
omurgasizlar tarafindan uyarilan fagositoz aktivitesi, vakuolar bdélumlenmeyi
tahrip etmekte, sitosolde H' seviyelerinin artmasim saglamakta ve GABA
sentezini uyarmaktadir. GABA’nin alinimi1 sonucunda olusan bu hipoteze gore,
normal biiyiime ve gelismenin engellendigi belirlenmistir (Ramputh ve Bown,
1996). ~2 dakika boyunca mekanik hasara maruz kalma ile olusan fagositoz
aktivitesi sonucunda, soya fasiilyesinin yas agirliginda ~2 umolg? GABA
seviyesinde arttis meydana geldigi saptanmistir. GABA’nin bu seviyeleri,
Choristoneura rosaceana’nin larvalarinin sentetik diyetinde tanimlanmigtir.
Ayrica, GABA y1 yliksek seviyelerde iireten transgenik tiitiin bitkilerine,
nematodlarin bir tiirii olan Meloidogyne hapla’ya karsi direng kazandirir (McLean
et al., 2003). Boceklerde GABA nin zararli etkisi, periferal sinir sisteminde
6nemli olan GABA-girisli  kloriir ~ kanallarinin  inhibisyonundan
kaynaklanmaktadir (Hosie et al., 1997). Ca** ve pH tarafindan diizenlenen GABA
nin hizli birikimi sadece bocek saldirilarina 6zgii degildir, ayrica soguk, kuraklik,
151, tuz ve mekanik hasar gibi abiyotik streslere yanitta meydana gelmektedir

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

Kuraklik, sicaklik, tuz, anoksi kosullar, soguk ve asidozis gibi bir takim stres
kosullarina maruz kalan bitki dokularinda hizli sekilde GABA birikimi oldugu
saptanmistir (reviewed by Snedden and Fromm 1999; Kinnersley and Turano
2000). SSADH geni cikarilmis Arabidopsis mutantlar1 ile yapilan ¢alismalarda
GABA shunt yolaginin bozuldugu, yiiksek diizeylerde ROS birikiminin oldugu ve
nekrozis, biiyiimenin inhibisyonu ve cevresel streslere karst duyarliligin arttigi
saptanmistir (Bouche et al. 2003; Fait et al. 2005). Omurgalilarla
karsilastirildiginda, bitkilerdeki GABA nin rolii hala tam olarak belirlenememistir.
Hayvanlardaki temel inhibitor ndrotransmitter gibi karakterize edilmesinden farkli
olarak, bitkilerde GABA’nin kesfi agirlikli olarak metabolik fonksiyon {izerine
odaklanmistir. Bunaragmen, yakin zamanlarda bu aminoasitin stres kosullarina ve
C/N metabolizmasmna karst yanitta Onemli derecede sinyal rolii tasidigi

gosterilmistir (Bouché ve Fromm, 2004).

1.2.4 GABA Yolunun Diger Metabolik Yollarla iliskisi

1.2.4.1 Azot Metabolizmasi ile GABA Yolunun Etkilesimi

Bitkiler, gen ifadesini diizenleyen yapilarin, sensorlerin,tasiyicilarin ve
reseptorlerin bulundugu karmasik bir sisteme sahiptir (Snead, 2000). Spesifik
olarak bu kompleks mekanizmalarin koordinasyonu C:N arasindaki dengenin
hassasiyetini, seker seviyesinin diizenlenmesini, azot alinimini ve azot igerigini
icermektedir. GABA shunt, C:N dengesini igeren azot metabolizmasinin bir
pargast olarak goriilmektedir fakat bu gorlis hakkinda yeteri kadar bilgi
bulunmamaktadir. Genellikle inorganik azot glutamin sentetaz/ glutamat sentaz
(GS/ GOGAT) yolag1 yardimiyla glutamat iireterek asimile edilir, GABA da ¢ogu
aminoasitin sentezindeki baslangi¢ noktasidir. GAD seviyelerinde meydana gelen
harhangi bir degisim sonucunda es zamanli olarak glutamat seviyelerinde de
degisiklik oldugu belirlenmistir (Baum et al., 1996). Ayrica, GABA sentezinin
glutamat diizeyleri ile giiclii sekilde bagimli oldugu diisiiniilmiistiir ve Masclaux-
Daubresse ve ark. (2002) GABA’nin glutamat iiretimini tamponlama da baskin bir

role sahip oldugu hipotezini ortaya atmistir. Boylece, GABA’nin gegeci azot depo
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metabolitleri olarak gorev aldigi diislincesi dogrulanmistir (Shelp et al., 1999).
Bitkilerde, GABA ve azot metabolizmasinin yakin bir iligki i¢inde oldugu
distintilmistir. Bu diisiinceye bagli olarak Arabidopsiste yapilan c¢alismalar
sonucunda, GABA sinyalinin ve spesifik fonksiyonunun azot metabolizmasi ile
baglantili oldugu saptanmistir (Barbosa et al., 2010). Arabidopsis fideleri ile
yapilan ¢aligmada ise, disaridan uygulanan GABA’nin azot metabolizmasini ve
almimmini etkiledigi saptanmistir. Ayrica buna ek olarak, nitrat rediiktaz, glutamat
sentaz, fosfoenolpirivat karboksilaz ve azot-karbon metabolizmasina katilan diger
enzimlerin aktivitelerinin de disaridan uygulanan GABA ile diizenlendigi

bulunmustur.

1.2.4.2 Solunum ile GABA Yolunun Etkilesimi

Son zamanlarda yapilan ¢alismalarda, bitkilerde GABA yolu karbon
metabolizmasinda temel rol oynadig:i (Fait et al., 2008) ve GABA yolu ile
Trikarboksilik asit (TCA) dongiisiiniin fonksiyonunun birbirleri ile baglantili
oldugu saptanmistir (Studart-Guimaraes et al., 2007). GABA yolu TCA
dongiisiinii iki adimda bypass ettigi bilinmektedir (Bouche ve Fromm., 2003)
(Sekil 8.). TCA dongiisiinde bulunan enzimlerin aktivitelerinin inhibe edilmesi ile
olusturulan antisense bitki ve mutantlar ile yapilan ¢aligmalar sonucunda siiksinat
liretiminin arttig1 ve buna bagli olarak ta GABA yolunun aktivitesinin degistigi
saptanmistir (Lemaitre, 2007). TCA dongiisii-GABA yolu etkilesiminden bagka
karmasik bir durum ise; 2-OG-suiksinat reaksiyonunun bypass edilmesi icin birden
fazla olasiligin bulunmasidir. GABA yolu tarafindan gergeklestirilen 2-OG nin
sitosolik doniisimii ile sekillenen glutamin ve sonraki metabolizmalar,

Mitokondride =~ GABA-T’mm  etkinligi, SSA ya  20G’nin  direkt
dekarboksilasyonudur (Green et al., 2000).

Bu bypassin direk yolu ile ilgili izotop etiketleme ¢aligmalarinda, GABA yolu
mitokondrinin siiksinat gereksinimini Onemli bir oranda saglayabilecegini

diistindiirmektedir (Studart-Guimaraes et al., 2007).
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Sekil 1.13 GABA ile TCA dongiisiiniin baglantisinin gosterim semast. (Bouche et al., 2003)

1.2.4.3 Poliamin Degredasyon Yolagi ile GABA iliskisi

Son yillarda yapilan calismalda, glutamat dekarboksilaz (GAD, EC 4.1.1.15)
ve diamin oksidaz (DAO, EC 1.4.3.6) enzimlerinin GABA sentezi i¢in hiz-
siirlayict enzimler oldugu belirlenmistir. Bitki hiicrelerinde GABA, GAD
tarafindan katalizlenen Glu'nun dekarboksilazyonu araciligi ile sentezlenmektedir.
Ayrica, GABA; DAO’nun anahtar enzim olarak gorev aldigt  poliamin
degredasyon reaksiyonundan, y-aminobiitiraldehit araciligiyla da olusabilmektedir
(Wakte, Kad, Zanan, and Nadaf, 2011). Stress kosullar1 (hipoksiya, tuz stresi,
sicak ve soguk soku, kuraklik, mekanik zedelenme vb.) altinda GAD ve DAO
aktiviteleri GABA olusumu icin giiclii bir sekilde uyarilmaktadir (Bouche,
Lacombe, and Fromm, 2003; Youn, Park, Jang, and Rhee, 2011). Son zamanlarda
yapilan ¢alismalarda, GABA’nin birikimi i¢cin GABA shunt yol ag1 iizerinde
yogunlasilmasi nedeniyle, poliamin degredasyonu iizerine yapilan c¢aligmalar

kasitlidir.
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1.3 Hipotez

Yapilan daha 6nceki ¢alismalarimizdan elde ettigimiz bulgular dogrultusunda ve
detayl literatiir arastirmas1 sonucunda ¢inko siilfat (ZnSQO,) ile indiiklenen agir
metal stresi ile gamma-amino biitirik asit (GABA) arasinda bir etkilesimin
oldugunu belirlemeyi hedefledik. Calisma projemizin hipotezi; agir metal stresi
ile GABA arasinda etkilesimin oldugu ve bu etkilesimin dogrudan yada dolaylh
olarak GAD ve GDH enzim aktivitelerinin etkiledigi, GABA ve glutamat

seviyelerinin degistigi olmasidir.
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2. MATERYAL VE METOD

2.1 Bitki Materyali ve Yetistirilmesi

Calismalarda Nicotiana tabacum bitkisi materyal olarak kullanilmistir.
Nicotiana tabacum tohumlar1 10 dakika % 10’luk hipoklorit ¢6zeltisinde tutularak
yuzey sterilizasyonu yapildi. Daha sonra tohumlar steril deiyonize su (dI-H;0) ile
5’er kez yikandi. Tohumlarin sterilizasyon ve ekim igslemleri Niive MN 120 marka

steril kabinde yapildi.

Tohumlar Murashinge-Skoog (MS) ortaminda ¢imlendirilmistir. Besin
ortaminin pH’1 5.8 olarak ayarlandiktan sonra siikroz ve agar ilave edildi. Besin
ortami 121 °C’de 1,4 atm basing kosullarinda Niive marka otoklavda sterilize
edildi. Ortam otoklavlanma isleminden sonra oda sicakligina ulasana kadar
bekletildi. Besin ortami otoklavlanmig kiiltiir kaplarina (Magenta, Sigma) her
birine yaklagitk 25’er ml gelecek sekilde bosaltildi. Ortam magentalarda
donduktan sonra steril kabinde sterilize edilmis tohumlar her bir magentaya 9-

10’ar tohum olacak sekilde ekildi.

Tohumlar, 16 saat 151k/ 8 saat karanlikta 25/23 %C’de nem oran1 % 70 olan 350
pmolm?s?isik yogunlugunda ¢imlendirildi. Cimlenme ekim isleminden sonraki 7.
ila 10. giinler arasinda gozlendi. Cimlenmeden 1 ay sonra bitkiler icinde perlit
bulunan saksilara aktarildi. Perlit saksilara konulmadan 6nce saf su ile yikanarak
islatildi. Perlite aktarilan bitkiler 42 oraninda seyreltilmis Hoagland ile sulandi
(Hoagland and Arnon, 1950). Perlitte buyumeye devam eden bitkiler kontrol
kosullarinda (16 saat 151k/ 8 saat karanlik, 25/23 °C sicaklik, nem oran1 % 70, 350

umolm?s?isik yogunlugu) biyutilmeye devam edildi.
2.2 Agir Metal Stresi (ZnSO,4) Uygulanmasi

Bitkiler yaklasik 4-5 haftalik biyiikliige ulastiginda stres uygulamasi
gerceklestirildi. Agir metal stresi uygulamasi 3 farkli grup hazirlanarak yapildi (0,
10 ve 100 uM). Birbirinden bagimsiz deneme serileri kuruldu ve bitkiler; kontrol
grubu (0 UM ZnSQy), 10 UM ZnSO,4 grubu ve 100 uM ZnSO,4 agir metal stresi
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uygulanan grup olmak tizere 1{i¢ gruba ayrildi.. Bitkiler belirlenen
konsantrasyonlarda ZnSO, iceren Hoagland solisyonu ile gunluk olarak
sulanmigtir ve sulama islemi ornekler hasat edilinceye kadar devam edildi.
Orneklemeler igin 3. ve 4. yapraklar kullanildi Orneklemeler: 0., 7., 14. ve 21.
gunlerde alindi. Ornekler hasat edildikten hemen sonra sivi azotta dondurularak

analiz edilinceye kadar -80 °C’de saklanmustir.

2.3 Blyume Parametreleri

Nicotiana tabacum bitkisine biyotik stresin etkilerinin belirlenmesi igin
orneklemeler, harpin uygulanan, diH,O uygulanan ve kontrol grubu olmak Uzere
0., 7., 14., ve 21. giinlerde segilen bitkilerden yapilmistir. Her gruptan deneme
serisi basina 5’er bitki kullanildi. Bitkilerin kok, govde uzunlugu ve agirhigi
olciildii. Ornekler 70 °C’de 72 saat bekletilip kurutulmustur ve kuru agirliklar
kaydedildi.

2.3.1 Klorofil Floresans Ol¢imii

Klorofil flioresans 6l¢iimleri, uygulamanin 0., 7., 14., ve 21. giiniinde yapildi.
Flioresans 6lciimlerinden 6nce, yaprak st yiizeyindeki 1cm?lik alan 20 dakika
boyunca yaprak klipsleri kullanilarak karanliga adapte edildi. Bir bitki verim
analizi Plant efficient analyser cihazi (Hansatech marka) kullanilarak yapraklarin
20 doygun 151k demetine maruz birakilmasiyla, degisken olmayan bazal klorofil
fliioresansi (Fp), maksimum fliioresans uyarilmasi (Fm), degisken fliioresans (FVv)

ve Fv/FEm oranlari belirlendi.

2.4 Total Protein Miktarlarimin Belirlenmesi

Total protein miktarii belirlemek icin -80 °C’de saklanan yapraklar,
sogutulmus havanda sivi azot yardimiyla, %2 (w/v) polivinilpolipirrolidon
(PVPP) ve 1 mM EDTA iceren 0,05 M sodyum fosfat tamponuyla (pH 7.8)
homojenize edildi. Homojenat +4 °C’de 14.000 rpm’de 30 dk santrifiij edilmis ve
olusan siipernatant enzim aktivitesinin belirlenmesinde kullanildi. Ekstraksiyon

isleminin tamami +4 °C’de gerceklestirildi. Total protein miktart Bradford
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(1976)’a gore bovine serum albumine (BSA) standartlar1 kullanilarak belirlendi.
Orneklerin protein miktarlari, 50 plt 6rnek ve 950 plt Bradford boyasi iceren 1
ml’lik polistren kuvetlerde 6l¢ildi. Kor ise, 50 plt Na-P tamponu (pH 7.0) ve 950
ult Bradford boyasi ile hazirlandi. Ornekler Shimadzu UV-1600 (Shimadzu,
Japan) ile 595 nm dalga boyunda 6l¢uldu.

2.5 Glutamat Dehidrogenaz (GDH) Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

Orneklerdeki glutamat dehidrogenaz (GDH) enzim aktivitesi 6lcimi igin
once Akihiro et al. (2008)’a gore ekstraksiyon gerceklestirildi. Glutamat
dehidrogenaz (GDH) enzim aktivitesini belirlemek igin 1 g 6rnek 5 mM EDTA,
0,1 mM Tris-HCI, 10 mM ditiotreitol (DTT), 1 mM piridoksal-5-fosfat hidrat ve
1/100 PVPP iceren 3,5 ml homojenizasyon tamponuyla (pH 7.8) homojenize
edildi. Homojenatlar +4 °C 10.000 g’de 15 dakika santrifuj edildi. Stpernatantlar,
tuzlarindan arindirilmasi i¢in PD-10 Desalting kolonlarindan gegirildi. Daha sonra
Amicon Ultra marka konsantratdrler kullanilarak slipernatantlar konsantre edildi.
Enzim aktivitesini belirlemek icin 50 mM (NH,;).SO,, 13 mM a-ketoglutarat, 0,25
mM NADPH ve 1 mM CaCl,, 100 mM Tris-HCI tamponu (pH 8) iginde ayr1 ayr1
¢oziildii. Reaksiyon karisimi i¢in her bir ¢ézeltiden ve drneklerden 200 ul alinarak

340 nm dalga boyunda absorbans degerleri saptandi.
2.6 Glutamat Dekarboksilaz (GAD) Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

Glutamat dekarboksilaz enzim aktivitesi 6lcumu icin Bartyzel et al. (2003)’un
yontemi kullanildi. Bu yonteme gore dekarboksilasyon, 0,4 ml hacimde 3 mM L-
glutamat, 20 pM pridoksal fosfat (PLP), 50 mM K-fosfat tamponu (pH 5,8) ve
100 pl drnek igeren reaksiyon karisiminda gerceklestirildi. Ornek, dnce 10 dakika
30°C’de glutamat icermeyen reaksiyon karigimi ile inkiibe edildi. Reaksiyon,
glutamat eklenmesiyle baslatildi ve 0,5 M HCI’den 0,1 ml eklenerek 60 dakika
sonra durduruldu. Karigimlar 10 dakika 12.500 g’de santrifiij edildi. Santrifiij
sonrasinda Ornekler ninhidrin reaktifi ile tiirevlendirilerek, reaksiyon sonucu
olusan GABA miktarlar1 belirlendi. Ninhidrin ¢ozeltisi 0,35 % (w/v) etanolde
cOzilerek hazirlandi. Orneklere 1:5 oraninda ninhidrin ¢dzeltisi eklendi ve 10

dakika 80°C’de inkiibasyon yapildi. Oda sicakhigina getirilen érneklerin, 570
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nm’de spektrofotometrede absorbans degerleri belirlendi. Ayni1 kosullarda
absorbans degerleri bilinen GABA standartlar ile karsilastirilarak 6rneklerdeki
GABA miktar1 saptandi. GAD aktivitesi enzim birimi olarak dakikada olusan
mmol GABA seklinde hesaplandi.

2.7 GABA Miktarmin Belirlenmesi

Ormneklerdeki GABA miktar1 HPLC (Shimadzu-VP101, Japan) cihaz1 ile
belirlendi. GABA ekstraksiyonu Baum ve ark.’na (1996) goére, HPLC analizi ise
Bor ve ark.’na (2009) gore yapildi. Bitki 6rnekleri (0,5 g) sivi azotta masere edildi
ve Uzerine 1 mL su: kloroform: metanol (3:5:12 v/v/v) solisyonu eklendikten
sonra ornekler 2 dakika siire ile 10.000 rpm 4°C’de santrifiij edildi. Stipernatant
uzerine 100 pl dIH,O, 150 pl Borax tamponu (pH 8) ve 250 ul 2-
hydroxynaphthaldehyde (HN) (0,3 % w/v) eklendi. Karisim 20 dakika siire ile
80°C’lik sicak su banyosunda bekletildikten sonra hacmi metanol ile 1 mL’ye
tamamlandi ve ornek filtresinden gegirildikten sonra HPLC kolonuna uygulandi.
HPLC kosullar1; enjeksiyon hacmi 20 pl, Kolon Supelco LC18 (250 x 4.6 mm,
5u), akis hizi 0.5 mL min™, Mobil faz metanol: su (62:38 v/v) ve dedeksiyon 330
nm UV seklinde uygulandi. Orneklerdeki GABA miktart aym kosullarda

yiiriitiilen standartlarla karsilastirilarak belirlendi.
2.8 Glutamat Miktarinin Belirlenmesi

Glutamat miktarinin belirlenmesi i¢in ekstraksiyon Akihiro et al. (2008)’a
gore gerceklestirildi. Ekstraksiyon sonrasi 6rnekler 10.000 g de +4 °C 15 dakika
santrifiij edildi. Siipernatantlar alindiktan sonra miktar tayini i¢in kiivete; 2 ml
dIH,0 (25 °C), 100 pl érnek, 500 pl icerisinde sodyum azide (0.02 % w/v) ilave
edilmis tampon (35 mL, pH 8.6) bulunan solisyon 1, 200 pl solisyon 2
(NAD'/INT) ve 50 ul siispansiyon 3 (diaphorase) ilave edildi. Yaklasik 2 dakika,
492 nm’de spektrofotometrede kore karsi okunarak absorbans degeri (Aj)
belirlendi. Daha sonra karigima 50 pl soliisyon 4 (Glutamat dehidrogenaz
soliisyonu) ilave edilerek 10 dakika ayni dalga boyundaki absorbans degeri (A»)
kaydedilip, hesaplama (AA = Az - A1) yapildi. Glutamat konsantrasyonu asagida

verilen formiile gore hesaplanmistir.
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Glutamik Asit icerigi (c) ;

V (Son hacim)(ml) x MW (Molekiiler Agirlik)
e(ekstinksiyon katsayisi) x 151k yolu(cm) x érnek hacmi (ml)

X AAL — glutamik asit (g/L)

L-Glutamik Asit Miktari ;

cL-glutamik asit (g/L 6rnek hacmi)
Ornek agirhig1 (g/L 6rnek hacmi)

x 100 (g/100g)
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3. BULGULAR

3.1 Buyume Parametreleri ve Fotosentez Verimi

Agir metal stresinin tiitiin (Nicotiana tabacum) bitkisi tzerindeki etkilerini
belirlemek icin 0, 10 ve 100 uM ZnSO,4 uygulanan gruplarda gesitli biiyiime
parametreleri ve fotosentez verimindeki degisim 0, 7, 14 ve 21. giinlerde
belirlendi. Kok, govde yas ve kuru agirliklarindaki ve fotosentetik verimdeki
degisimler tim gruplarda deneme siiresi boyunca kaydedilerek karsilastirmali

olarak incelendi.

3.1.1 Kok ve Govde Yas Agirhiklar

Kontrol (0 uM), 10 uM ve 100 pM ZnSO, uygulanan gruplarda kok ve
govde yas agirliklar tartilarak kaydedildi. Sonuglara ait veriler sekiller 3.1 ve 3.2
de verildi. Kok yas agirhi@inda stres uygulamasiin 7., 14. ve 21. glinlerde belirgin
degisimler kaydedildi. 7. giinde kontrol grubu ile karsilastirildiginda, 10 uM
ZnSO4 uygulanan grupta % 16, 100 uM ZnSO, grubunda ise % 32 oraninda bir
azalig saptandi. Stres uygulamasinin 14. giiniinde ise kok yas agirliklar1 kontrol
grubuna gore, 10 uM ZnSQO, uygulanan grupta % 52, 100 UM ZnSO, grubunda
ise % 76 oraninda bir azalis belirlendi. Stres uygulamasinin 21. giiniinde ise kok
yas agirliklart kontrol grubu ile karsilagtirildiginda, 10 uM ZnSO4 uygulanan
grupta % 79, 100 uM ZnSO, grubunda ise % 76 oraninda bir azalis saptandi.
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Sekil 3.1 Kontrol, 10 pM ve 100 pM ZnSO, uygulamasimin Nicotiana tabacum’da kok yas

agirhig tizerine etkisi.

Govde yas agirhigina ait verilere bakildiginda; stres uygulamasinin
7. gununde kontrol grubu ile karsilastirildiginda 10 uM ZnSO,4 uygulanan
grupta % 27, 100 pM ZnSO, grubunda ise % 42 oraninda azalma saptandi.
Stres uygulamasinin 14. giiniinde ise kontrol grubuna goére, 10 uM ZnSO4
uygulanan grupta % 45, 100 pM ZnSO, grubunda ise % 47 oraninda bir
azalis saptandi. Stres uygulamasmin 21. giiniinde ise kontrol grubu ile
karsilastirildiginda, 10 uM ZnSO,4 uygulanan grupta % 52, 100 uM ZnSQO4

grubunda ise % 53 oraninda bir azalma belirlendi.
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Sekil 3.2 Kontrol, 10 uM ve 100 pM ZnSO, uygulamasinin Nicotiana tabacum’da gévde

yas agirligi lizerine etkisi.
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3.1.2 Kok ve Govde Kuru Agirhiklar:

Kok ve govde kuru agirlik degisimlerine ait veriler sekiller 3.3 ve 3.4’de
verildi. Denemenin 7. giiniinde kok kuru agirlik degerleri kontrol grubu ile
karsilastirildiginda, 10 uM ve 100 uM ZnSO4 uygulanan gruplarda sirasi ile % 55
ve % 56 oranlarinda azalma belirlendi. Denemenin 14. giliniinde ise kontrol
grubuna gore kok kuru agirlik verilerinde 10 uM ZnSO,4 uygulanan grupta % 55,
100 uM ZnSO, grubunda ise % 70 oraninda bir azalma saptandi. Denemenin 21.
giinlinde kontrol grubu ile karsilastirildiginda, 10 uM ve 100 puM ZnSOq4

uygulanan her iki grupta ise % 75 oraninda bir azalma belirlendi.
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Sekil 3.3 Nicotiana tabacum bitkisinde kontrol, 10 pM ve 100 pM ZnSO, uygulamasi
yapilan gruplarda kok kuru agirligindaki degisimler.

Govde kuru agirlik sonuglarinda, stres uygulamasinin 7., 14. ve 21.
giinlerinde belirgin degisimler kaydedildi. 10 pM ZnSO, uygulanan
grubun govde kuru agirlik degisimi; 7. giinde % 57; 14. glinde % 48; 21.
giinde ise % 70 azalis olarak belirlendi. 100 uM ZnSO4 uygulanan grupta
govde kuru agirlik azalis oranlar ise, 7. glinde % 73; 14. glinde % 48; 21.
glinde ise % 68 olarak kaydedildi.
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Sekil 3.4 Nicotiana tabacum bitkisinde kontrol, 10 uM ve 100 uM ZnSO, uygulamasi

yapilan gruplarda gévde kuru agirligindaki degisimler.
3.1.3 Fotosentez Verimi

Bitkilerin ¢esitli streslerden etkilenme derecelerini gosteren en Onemli
parametre fotosentetik verimdir. Tiitlin bitkilerine uygulanan agir metal stresinin
fotosentetik verim iizerine etkisini belirleyebilmek i¢in, stres uygulamasinin 0., 7.,
14. ve 21. giinlerinde bitkilerin Fv/Fm oranlan 6lgiilerek, kaydedildi (Sekil 3.5).
Kontrol bitkilerine gore 10 uM ZnSO, uygulanan bitkilerde fotosentetik verim 7.
giinde % 4, 14. giinde % 3 ve 21. giinde ise % 6 oraninda azalma belirlendi. 100
UM ZnSO, uygulanan grupta ise deneme siresi boyunca kontrol grubu ile
karsilastirildiginda fotosentetik verim 7. giinde % 5, 14. giinde % 4 ve 21.

giinde % 7 oraninda azalma saptandi.
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Sekil 3.5 Nicotiana tabacum bitkisinde kontrol, 10 puM ve 100 uM ZnSO, uygulamasi

yapilan gruplarda fotosentetik verimdeki degisimler.

3.2. Enzim Aktivitesi Analizleri

3.2.1 Glutamat Dehidrogenaz (GDH) Enzim Aktivitesi

GABA biyosentez yolunda; glutamat olusumu icin a-ketoglutarati
katalizleyen glutamat dehidrogenaz enzim aktivitesindeki degisimler
N.tabacum (tGtun) bitkilerinde kontrol, 10 pM ve 100 pM ZnSO,
uygulanan gruplarda incelendi ( Sekil 3.6). 14. ve 21. giinlerde 10 pM
ZnS0O4 uygulanan gruplarda en yiksek GDH aktivitesi belirlendi. Kontrol
grubu ile kiyaslandiginda 10 uM ZnSO,4 uygulanan gruplarda 7. Gunde %
15 oraninda azalma belirlenirken, 14. giinde % 437 ve 21. glinde ise % 160
oranlarinda artis gozlendi. 100 uM ZnSO, uygulanan gruplarda ise kontrol
grubu ile kiyaslandiginda, 7. giinde % 33, 14. giinde % 142 ve 21. giinde

ise % 6 oraninda artma kaydedildi.
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Sekil 3.6 Nicotiana tabacum bitkisinde kontrol, 10 pM ve 100 pM ZnSO,

uygulamalarinin GDH enzim aktivitesi Uzerine etkisi.

3.2.2 Glutamat Dekarboksilaz (GAD) Enzim Aktivitesi

10 M ve 100 puM ZnSO, uygulanan tatln bitkilerinde, 7., 14. ve 21.
glnlerde stresin  etkilerinin  belirlenebilmesi i¢cin  GAD enzim
aktivitesindeki degisimler de incelendi ( Sekil 3.7). En yiksek GAD
aktivitesi 14. ve 21. giinlerde 10 uM ZnSO,4 uygulanan gruplarda saptandi.
Ayrica, 100 uM ZnSO, uygulanan gruplarda ise 7. gun, 14. ve 21.
giinlerde kademeli bir artig saptandi. Kontrol grubu ile kiyaslandiginda, 10
MM ZnSO,4uygulanan grupta 7. giinde % 53, 14. ve 21. giinde sirasiyla %
336 ve % 226 dizeyinde artma belirlendi. 100 uM ZnSO, uygulanan
grupta ise, 7., 14. ve 21. giinlerde sirasiyla % 6, % 73 ve % 122

oranlarinda artis belirlendi.
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Sekil 3.7 Nicotiana tabacum bitkisinde kontrol, 10 uM ve 100 pM ZnSO,

uygulamalarinin GAD enzim aktivitesi iizerine etkisi.

3.3 GABA ve Glutamat Miktarlarinin Analizi
3.3.1 GABA Miktarinin Belirlenmesi

Nicotiana tabacum bitkisinde GABA miktarlarindaki degisimler kontrol,
10 pM ve 100 pM ZnSO,4 uygulanan gruplarda belirlendi (Sekil 3.8).
Kontrol grubu ile karsilastirildiginda en belirgin artislar 7. ve 14. giinlerde
10 uM ZnSO4uygulanan gruplarda sirasi ile 63,42 ve 119,48 umol g YA?
ile en yiksek dizey kaydedildi. Kontrol grubu ile 10 pM ZnSO,
uygulanan grup karsilagtirildiginda GABA miktar1 seviyesi biiyiilk oranda
farklilik gostermektedir. 10 uM ZnSO,4 uygulanan grupta GABA miktari
sevileri; 7. giinde 63,42 umol g YA™, 14. giinde 119,48 pmol g YA™ ve
21. giinde ise 43,31 pmol g YA™e ulasti. 100 pM ZnSO, uygulanan
grupta ise GABA seviyeleri; 7. giinde 56,22 umol g YA™, 14. giinde 33,07
umol g YA™ ve 21. giinde 17,68 umol g YA™¢ ulast: (Sekil 3.8).
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Sekil 3.8 N.tabacum bitkilerinde agir metal ZnSO, stresinin GABA miktarlar1 {izerine

etkisi.
3.3.2 Glutamat Miktarinin Belirlenmesi

Calismamizda, kontrol, 10 uM ve 100 uM ZnSO, uygulanan titin
bitkilerinde glutamat miktarindaki degisimler belirlendi ( Sekil 3.9). Kontrol
sartlar1 altinda en yiiksek Glutamat miktar1 12,392 pmol g YA™ ile 21. giin 100
MM ZnSO, uygulanan grupta gozlendi. 100 pM ZnSO, uygulamasi ile olusan
stresin etkisi deneme siiresince glutamat miktarlarinda azalmaya neden oldu.
Ozellikle 7. ve 21. giinlerde kontrol gruplari ile karsilastirildiginda sirasiyla % 14
ve % 17 oranlarinda azalma meydana geldi. 10 uM ZnSO,4 uygulanan grupta ise 7.
ve 14. giinlerde kontrol gruplan ile karsilastirildiginda sirasiyla % 12 ve % 25
azalma; 21. giinde ise % 6 diizeyinde artma belirlendi.
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Sekil 3.9 N.tabacum bitkilerinde agir metal ZnSO, stresinin Glutamat miktarlar1 iizerine
etkisi.
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4. TARTISMA

Bitkiler yasamlarini siirdiirdiikleri ortamlarda yiiksek ve diistik sicaklik,
kuraklik, tuz, UV ve agir metal gibi cesitli abiyotik streslere maruz kalirlar. Bu
streslerle micadele edebilmek ve hayatlarmi siirdiirebilmek igin ¢ok cgesitli ve
kompleks yanit sistemleri gelistirmislerdir (Cheong et al., 2002; Debnath et al.,
2011). Farkli ¢evresel streslere karsi bitkilerin gelistirdigi yanitlar oksin, sitokinin,
absisik asit, 3-indol asetik asit ve brassinosteroidleri igeren gesitli hormonlar
tarafindan diizenlenmektedir (Bajguz and Hayat, 2009). Stres kosullar1 altinda
bitkilerde fizyolojik ve biyokimyasal siireglerde cok c¢esitli hasarlar meydana
gelmektedir. Bu hasarlarin giderilmesi i¢in gerekli savunma sistemlerinin aktif
hale gelmesi bitkilerin stres kosullarinda yasamsal faaliyetlerini yiiriitebilmeleri
icin gereklidir. Giiniimiize kadar belirlenen ¢esitli savunma yollarinin arasinda
sinyal iletim sdreclerinin aktivasyonu, antioksidan enzim veya enzim olmayan
molekiillerin sentezlenmesi, ¢esitli ozmotik diizenleyici bilesiklerin sentezlenmesi
ve protein yapisina katilmayan GABA gibi aminoasit yapisindaki molekiillerin

birikimi sayilabilir.

GABA, ilk olarak yarim vyiizyll once patates (Solanum tuberosum)
yumrularinda kesfedilmistir (Dent et al., 1947). Yapilan arastirmalar sonucunda,
bitkilerde GABA’nin abiyotik ve biyotik streslere yanit olarak yiiksek diizeylerde
ve hizli sekilde iiretildigi saptanmistir (Shelp et al., 1999; Kinnersly and Turano,
2000). GABA’nin bitkilerde stres ile iligkili olarak onemli bir role sahip oldugu
kabul edilmistir (Xu et al., 2012). GABA, yapisinda dort karbon bulunduran,
protein yapisinda olmayan serbest amino asit havuzunun 6nemli bir bilesenidir
(Shelp et al., 1999). Bitkilerde GABA’nin, sitozolik pH’in diizenlenmesi, TCA
dongiisiine karbon iletilmesi, azot metabolizmasina katilmasi, bécek saldirilarinin
engellemesi, oksidatif strese karsi savunma, sinyalizasyon ve ozmoregiilasyon
gibi cesitli fizyolojik yanitlarin olusmasinda gorev aldigi bilinmektedir. Cesitli
calismalarda GABA’nin kuraklik, tuz, sicaklik vb. gibi birgok abiyotik stres
kosullarinda GABA diizeylerindeki degisimler belirlenmistir fakat ¢inko siilfatin
tetikledigi agir metal stresi altindaki degisimleri belirleyen ¢alismalar oldukga az

sayidadir.
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Arastirma projemizin hipotezine gore, bitkilerde kuraklik, tuz vb. abiyotik
streslerde oldugu gibi agir metal stresine verilen yanitlarda da GABA yolunun
onemli bir role sahiptir. Bu roliin aydinlatilabilmesi i¢in ¢alismamizda Nicotiana
tabacum (tiitiin) bitkisine, farkli konsantrasyonlarda (0, 10 ve 100 uM), ZnSO,
uygulamasi yapilarak indiiklenen agir metal stresi siirecinde, GABA ve Glutamat
miktarlar1 ile GAD (glutamat dekarboksilaz), GDH (glutamat dehidrogenaz)
enzim aktivitelerindeki degisimler incelendi. Stres etkilerinin belirlenmesi igin
kok-govde yas ve kuru agirlik degerleri ve fotosentetik verimdeki degisimler gibi
cesitli  fizyolojik parametrelere de bakilmistir. Genel olarak farkli
konsantrasyonlardaki ZnSO, uygulamasina karsi olusturulan yanitlarin GABA
metabolizmasi ile iligkili oldugu diisiiniilmektedir, bu projemizde elde ettigimiz

bulgular hipotezimizi destekler niteliktedir.

Yiiksek metal konsantrasyonlari oksidatif stresi tetiklemektedir (Smeets et
al., 2005). Agir metallerin tetikledigi oksidatif stres sonucu bitkilerde reaktif
oksijen tirleri (ROS) olusmaktadir. ROS’larin lipidleri, proteinleri ve pigmentleri
etkiledigi ve membran hasarlar1 ile enzimlerin inaktivasyonuna neden oldugu
tespit edilmistir (Scandalios, 2005). Artan kobalt konsantrasyonlarda, peroksidaz
ve katalaz gibi enzimlerin aktivitelerinin arttig1 ve bu nedenle katabolizmada bir
artis meydana geldigi saptanmistir (Nadia and Nagwa, 2013). 1987 yilinda
domates bitkisinde yapilan bir calismada kobalt stresine bagli olarak bitki
agirliklarinda azalma tespit edilmistir (Sablina and Yagodin, 1987). Bu ¢alismada,
agir metal stresi olarak degisik konsantrasyonlarda (0, 10 uM ve 100 pM) ZnSO4
uygulanan gruplarda kontrol gruplar ile karsilastirildiginda, stresin devam ettigi
tiim giinlerde kok kuru agirlik ve gévde kuru agirliklarinda azalma saptanmistir.
Stresin uygulandigi gruplarin kok yas agirlik ve govde yas agirliklarinin, tiim stres
giinlerinde azaldig1 tespit edilmistir. Cherif ve arkadaslarinin yaptiklari ¢alismada,
¢inko (Zn) uygulanan domates bitkilerinde agirligin azaldig1 ve bitkilerde nekroz
ile klorozisin meydana geldigi belirlenmistir (Cherif et al., 2011). Benzer sekilde,
kobalt stresi uygulanan tatli biber (Capsicum annuum L.) bitkisi ile yapilan
aragtirmada, Sppm kobalt stresinde kok ve govde gelisiminin arttig1 7,5 ve 10 ppm
kobalt stresinde ise bilyime parametrelerinde azalma meydana geldigi
saptanmistir (Nadia and Nagwa, 2013). Nadia ve arkadaslarinin kobalt stresi ile
yaptiklar1  bir bagka c¢alismada ise, boriilce bitkisinde artan kobalt
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konsantrasyonlari ile bitkilerin kok ve govdelerinde, yas ve kuru agirliklarinin
azaldig1 tespit edilmistir (Nadia et al., 2013). Cinko (Zn) ile yapilan bir ¢alismada
ise, Zn’nin yiiksek konsantrasyonlarma (450 ve 900 mgkg™) maruz kalan fasulye
bitkilerinde siirglin ve kok gelisiminin azaldig1 tespit edilmistir (Anrade et al.,

2009; Chen et al., 2004).

Bitkilerde agir metaller, fotosentetik aparat ile etkilesime girerek foto-
oksidatif hasar1 da iceren cesitli toksik etkilere sebep olmaktadir. Bakir (Cu),
kadmiyum (Cd), kursun (Pb) ve ¢inko (Zn) gibi agir metallerin artan
konsantrasyonlarinin bitkilerde fotosentetik siiregleri etkiledigi bilinmektedir
(Ralph and Burchett, 1998). Ayrica agir metaller bitkilerde, kloroplast membran
fonksiyonlarin1 ve elektron tasima zincirinin elemanlarii degistirmektedir
(Mysliwa-Kurdziel and Strzalka, 2002; Malec et al., 2008; Ventrella et al., 2011).
Gri hindistan agaci (Avicennia marina (Forsk.)) ile yapilan ¢alismada ¢inko ve
bakir stresinde, yaprak dokularinda fotosentetik pigmentlerde azalma saptanmaistir.
Fotosentetik pigmentlerdeki bu azaligin, artan konsantrasyonlardaki agir metal
stresi araciligi ile peroksidaz aktivitesinin de artmasina baglanmaktadir
(MacFarlane and Burchhett, 2001). Kadmiyum stresine maruz kalan bitkilerle
yapilan caligmalarda, oksidatif stresin tetiklenerek fotosentetik elektron tasinimi
ve fotosistem II (PS II)’nin aktivitesinin engellendigi tespit edilmistir (McCarthy
et al., 2001; Romero-Puertas et al., 2004). Tiitiin bitkisi ile yapilan bir ¢alismada,
kadmiyum stresi altindaki bitkilerde kok-govde kuru agirliklarinda ve fotosentetik
pigment iceriklerin de azalma saptanmistir (Dguimi et al., 2009). Yaptigimiz
calismada da, ZnSO, ile indiiklenen agir metal stresi sonucu uygulamanin
yapildig1 tiim giinlerde, fotosentetik kapasitede azalma gozlenmistir. Azalmanin
en belirgin Ol¢iildiigli grup, stresin en yogun oldugu 21. giindeki 100 uM ZnSO,
uygulamasina maruz kalan bitkilerdir. Benzer sekilde, domates bitkisinde Zn ve
kadmiyum uygulamasi altinda klorofil a, klorofil b ve karotenoid gibi fotosentetik
pigmentlerin seviyelerinde azalma meydana geldigi belirlenmistir. Tim bu
sonuglar gostermektedir ki agir metal stresi altinda bitkilerde klorofil ve
karotenoid pigmentlerinin diizeylerinin azalmasi sonucu fotosentez verimi de

azalmaktadir (Cherif et al., 2011).
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Tuz, kuraklik, yiiksek ve diisiik sicaklik, mekanik hasar gibi c¢esitli
streslere maruz kalan bitkilerin dokularinda GABA miktarinin arttig1 tespit
edilmistir (Kinnersley and Turano, 2000). Ayrica biyotik stres olarak tiitiin
mozaik virtisu (TMV) ile enfekte edilen domates bitkilerinde GABA’nin yavas ve
diistik miktarlarda biriktigi saptanmistir (Cooper and Selman, 1974). Hipoksi
stresi altinda ¢imlenen kahverengi piring (Komatsuzaki et al.,, 2007),
soyafasulyesi (Guo et al., 2011) ve Setaria italica (Bai te al., 2009) ile yapilan
calismada GABA diizeyi ile GAD enzim aktivitesinin énemli miktarlarda arttig
tespit edilmistir. GABA’nin sinyalizasyonda metabolik bir role sahip oldugunu
belirten bir ¢cok ¢alisma mevcuttur (Fait et al., 2007). Ornegin; sitozolik pH’1n
dizenlenmesi (Vance and Heichel, 1991), ROS’larin siipiiriilmesi (Shi et al.,
2010), oksijen eksikligine kars1 korumada (Ott et al., 2009) GABA’ ’nin metabolik
fonksiyonunun oldugu saptanmistir. Agir metal stresi altinda da bitkilerde, GABA
diizeylerinin arttigin1 tespit eden bir ¢cok calisma bulunmaktadir. Agir metal stresi
olarak selenyum uygulanan susam bitkisinde GABA seviyesinin artig gosterdigi
tespit edilmistir (Bor vd., 2009). Baska bir c¢alismada ise, artan bakir
konsantrasyonlarina karst Elsholtzia splendens bitkisinde GABA ve histidin
seviyelerinde artma, aspartat (Asp) ve glutamat (Glu) seviyelerind ise kayda deger
bir azalma saptanmistir (Yang et al., 2005). Bu calismay1 destekler bi¢imde olan
bagka bir ¢caligmada ise, Zn stresine karsi toleransin artmasinin GABA ve aspartat
arasindaki iliski oldugu belirtilmistir (Pavlikova et al., 2014). Kadmiyumun toksik
konsantrasyonlarinda, aminoasit metabolizmasinin etkilendigi, S. nigrum
bitkisinde aminoasit birikiminin oldugu ve GABA miktarinin arttig1 tespit
edilmistir (Xu et al., 2012). Benzer olarak yaptigimiz ¢alismada, 10 uM ZnSO,
uygulanan grupta GABA miktarinda artma belirlenmistir. Ozellikle GABA
miktarindaki en yliksek artigin, stresin 14. giiniinde meydana geldigi gézlenmistir.
100 pM ZnSO, uygulanan grupta ise GABA miktarinda, 7. glinde artma 14. Ve
21. giinlerde ise azalma saptanmistir. Androde ve arkadaslariin yaptiklar
caligmada, bakir stresi altindaki mikoriza bakla bitkisinde yiiksek GABA
iceriginin oldugu tespit edilmistir (Andrade et al., 2010). Abiyotik streslerden biri
olan diisiik sicaklik stresinde bugday ve arpada yapilan caligmalarda, aminoasit
havuzunda artis oldugu ve GABA vyolu ile iligkili genlerinin ifadesinin uyarildigi
saptanmistir (Mazzucotelli et al., 2006). Abiyotik streslerde GABA seviyelerinin
arttigmi belirten ¢ok sayida galisma bulunmaktadir. Ornegin; yiiksek sicaklikta
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bugday bitkisinde GABA seviyesinin arttigi (Youn et al.,, 2011), 1sik stresi
altindaki Arabidopsis bitkilerinde GABA shunt yolagimin aktif oldugu (Allan and
Shelp, 2006), hipoksi stresi aldindaki Vicia faba L. bitkisinde uygulamanin 3. ve 5.
giinlerinde GABA igeriginde artma meydana geldigi (Yang et al.,, 2013)
saptanmistir. Bitkilerde, putresinin GABA’ya yikimi1 ve bu siirecin diizenlenmesi
abiyotik strese karsi yanitlarin olugmasimi saglamaktadir. GABA yolunun
gorevinin, cevresel streslere kars1 bitkilerde ROS birikimine bagli hiicre
Oliimiiniin engellenmesi olabilecegi diisiiniilmektedir (Coleman et al., 2001). Tim
bu caligmalar gostermektedir ki, GABA metabolizmasi, bitkilerin abiyotik strese

kars1 uyum saglayabilmeleri agisindan anahtar bir rol oynamaktadir.

GABA’nin hiicresel birikime bagli diizenlenmesi birgok strese karsi
olusabilmektedir (Sanders et al., 1999). Sitozolik pH degisikligi GAD’1in aktif
hale gelmesini ve buna bagli olarak GABA birikimini saglamaktadir (Roberts et
al., 1984; Aurisano et al., 1995). Bouche ve arkadaglarinin yaptiklar1 ¢alismada,
Arabidopsis thaliana’da GAD enzim aktivitesinin GABA biyosentezi arasinda bir
iliski oldugu saptanmistir (Bouche et al., 2004). Hipoksi stresi altinda kavun
bitkisinde GAD aktivitesinin 6nemli derecede diistiigii saptanmistir (Wang et al.,
2014). Farkli olarak 5 bugday kiiltiiriinde yapilan tuz ve osmotik stres
calismasinda GABA ve GAD-mRNA diizeylerinde artma tespit edilmistir (AL-
Quraan et al., 2013). Calismamizda ise, ZnSQO, ile indiiklenen agir metal stresinin
etkisiyle GAD aktivitesi kontrol grubu ile karsilastirildiginda, 10 uM ZnSO4
uygulanan gruplarda stresin uygulandig tiim gilinlerde artis meydana gelmistir. En
yiksek GAD aktivitesi, 14. Giinde %336 oraninda saptanmistir. 100 uM ZnSO4
uygulanan gruplarda da stresin uygulandigi tiim giinlerde artis meydana gelmistir.
Fakat 100 uM ZnSO, uygulanan gruplarda en yiuksek GAD aktivitesi stresin en
yogun oldugu 21. giinde %122 oraninda tespit edilmistir. Benzer bir sekilde, Yang
ve arkadaglarinin Vicia faba L. bitkisinde yaptiklari c¢alismada hipoksi stresi

altinda GAD aktivitesinin arttig1 belirlenmistir (Yang et al., 2013).
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Bitkilerde glutamat, amino asit metaboliamasi i¢inde merkezi bir yere
sahiptir. Glutamat, o-ketoglutarattan glutamat dehidrogenaz enzimi (GDH)
araciligr ile olugmaktadir. Abiyotik stres kosullarinda GABA miktarindaki
degisimleri, GAD ve GDH enzim aktivitelerindeki degisimlerini arastirdigimiz
daha oOnceki calismamizda, tiitiin bitkisinde tuz stresi altinda GDH enzim
aktivitesinin azaldigt GABA birikiminin arttig1 saptanmistir (Akgay vd., 2012).
Ayrica, GDH aktivitesinin yaslanma ve ¢esitli stres kosullar1 altinda arttig1 uzun
yillardir yapilan c¢alismalar sonucu bilinmektedir (Forde and Lea, 2007).
Calismamizda, GDH enzim aktivitesinde 10 uM ZnSO, uygulanan gruplarda 7.
giinde azalma, 14. Ve 21. giinlerde ise artma belirlenmistir. 100 pM ZnSO4
uygulanan gruplarda ise stresin uygulandigi tim giinlerde GDH enzim
aktivitesinde artma saptanmistir. GABA metabolizmasinda glutamat, GDH
enziminin katalizi ile meydana gelmektedir. Sonuc¢larimizda, glutamat
olusumunda 6zellikle 10 uM ZnSO, uygulanan gruplarda 7. ve 14. glnlerde
kontrol grubu ile karsilastirildiginda sirasiyla %12 ve %25 azalma saptanmistir.
Sonucglarimizi destekler nitelikte olan Yang ve arkadaslarimin yaptigi ¢alismada
ise, Elsholtzia splendens bitkisinde artan bakir konsantrasyonlarina bagli olarak
glutamat miktarinda azalma tespit edilmistir. Bu durumun, bakir stresine bagh

olarak artan GABA sentezinin olabilecegi diisiiniilmektedir (Yang et al., 2005).
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5. SONUCLAR

Tez projemizde tutin (N. tabacum) bitkisinde ZnSQ, ile indiiklenen agir
metal stresi ile GABA metabolizmasi arasindaki etkilesimi belirleyebilmek igin
GABA metabolizmasi bilesenlerinin (GABA ve gultamat miktar1 ile GAD ve
GDH enzimlerinin aktivitesi) degisimlerini inceledik. ZnSO, uygulamasi ile
indlklenen agir metal stresinin etkisi 14. ve 21. glnlerde en belirgin oldugu tespit
edildi. Ayrica govde-kok yas agirlik ile govde-kok kuru agirliklarinda kontrol
gruplar ile karsilastirildiginda azalma tespit edilmistir. Yapilan tiim c¢aligmalarda
oldugu gibi tez projemizin sonuclarinda da, Glutamat ve GABA miktari
degisimleri ile GAD ve GDH enzim aktivitelerinin degisimleri birbirleri ile
uyumlu oldugunu gdstermistir. Bu bulgular sonucunda, GABA yolu bilesenlerinin
ZnSQO, ile indiiklenen agir metal stresine olusturulan yanitta etkili oldugunu

gostermistir.
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