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OZET

TUTUN BITKIiSINDE HARPIN ILE INDUKLENEN BiYOTIK
STRESIN GAMA AMINOBUTIRIK ASIT (GABA) YOLUYLA
ILISKIiSININ BELIRLENMESI

DIMLIOGLU, Gizem

Yiiksek Lisans Tezi, Biyoloji Anabilim Dali
Tez Danismani: Dog. Dr. Melike BOR
Temmuz 2014, 56 sayfa

Bitkiler, funguslar, viriisler ve bocekler gibi biyotik stres faktorlerine siirekli
olarak maruz kalmaktadirlar (Thordal-Christensen, 2003). Gram-negatif bakteriler
tarafindan tretilen harpin proteini ¢esitli bitki tiirlerinde savunma yanitlarini aktif
hale getirmektedir (Wei et al., 1992). Harpin ile indiiklenen gen ifadesinin bitkide;
hiicresel iletisimde, sinyal iletiminde ve savunma yanitlarinda yer aldigini
gostermektedir (Livaja et al. 2008). Gamma aminobiitirik asit (GABA), protein
yapisina katilmayan dort karbonlu bir aminoasittir. Bitkilerde azot
depolanmasinda, pH diizenlenmesinde, bitki gelisim ve savunmasinda, 0zmotik
diizenleyici ve sinyal molekiilii olarak gesitli gorevlere sahiptir (Shelp et al.,
1999). Cesitli bitkilerde soguk, kuraklik, tuzluluk gibi abiyotik stres kosullarinda
GABA seviyesindeki degisimler incelenmistir (Kinnersley and Trurano, 2000)

ancak biyotik stres kosullarindaki diizeyleri ¢ok iyi bilinmemektedir.

Bu ¢alismada Tiitiin (Nicotiana tabacum) bitkisinde biyotik stres ile GABA
metabolizmasi iligkisinin  belirlenmesi hedeflenmistir. Bu amagla, tiitiin
bitkilerinde 1uM harpin ile indiiklenen biyotik stres kosullarinda, GABA ve
Glutamat miktarindaki degisimler, Glutamat Dekarboksilaz (GAD) ve Glutamat
Dehidrogenaz (GDH) enzimlerinin aktivite degisimleri, Hidrojen Peroksit (H,0,)
miktarindaki degisimler ve cesitli fizyolojik parametreler incelendi. Glutamat,
GABA ve enzim aktivitelerinde stres grubunda farkli diizeyler belirlendi. Tiitiin
bitkisinde harpin ile indiiklenen biyotik stresin GABA metabolizmasini abiyotik

strese gore daha hizl etkiledigi gozlendi.

Anahtar Sozciikler: GABA, Nicotiana Tabacum, Biyotik Stres.
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ABSTRACT

DETERMINATION OF THE RELATION BETWEEN HARPIN
INDUCED BIOTIC STRESS AND GAMMA AMINO BUTYRIC ACID
(GABA) SHUNT IN TOBACCO PLANT

DIMLIOGLU, Gizem

MSc in Biology
Supervisor: Assoc. Prof. Melike BOR
July 2014, 56 pages

Plants are continuously exposed to biotic stress factors such as fungi,
viruses and herbivors (Thordal-Christensen, 2003). Harpin proteins produced by
gram-negative phytopathogens in order to activate defense responses in various
plant species (Wei et al., 1992). In plants harpin triggers genes’ expression which
are involved in signal transduction, cellular communication and defense responses
(Livaja et al. 2008). Gamma-amino butyric acid (GABA) is a four-carbon non-
protein amino acid. GABA have roles in nitrogen storage, pH regulation, plant
development and defense, also as compatible osmolyte and signal molecule
(Shelp et al., 1999). The accumulation of GABA is increased by the effect of
abiotic stresses such as drought, salt, cold in diverse plant species however,
information about the accumulation of GABA under biotic stress conditions
remained to be unclear.

The aim of this study was to determine the effect of biotic stress which is
induced by harpin on GABA metabolism in Nicotiana tabacum plants. GABA
and glutamate contents, activities of Glutamate dehydrogenase (GDH) and
Glutamate decarboxylase (GAD) enzymes, H,O, contents and physiological
parameters were measured in order to evaluate the effect of biotic stress induced
by 1uM harpin in tobacco plant. Differences on GABA, glutamate and enyzme
activity levels were detected and harpin induced biotic stress affected GABA
metabolisms more rapidly as compared to that of abiotic stressors in tobacco
plants.

Keywords: GABA, Nicotiana tabacum, Biotic Stress.
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1. GIRIS

Tarimsal bitkiler ortam kosullarindaki hizli degisimlere gosterdikleri
duyarlilik nedeniyle iiriin verimi agisindan sahip olduklar1 genetik potansiyeli tam
anlamiyla Kkullanamazlar. Bununla birlikte tarim bitkileri arasinda ozellikle
cevresel streslere verilen yanitlar ve stres kosullari altinda ortalama ve maksimum
verim agisindan belirgin farkliliklar gézlenmektedir. Yiiksek ve diisiik sicaklik,
kuraklik, tuzluluk ve besin maddesi stresleri gibi abiyotik stres faktorlerinin diinya
tarimina tizerindeki etkisi oldukga biiytliktiir ve bu durum, énemli tarim bitkileri
icin %50 den yiiksek diizeylerde ortalama iriin kayiplarina neden olmaktadir
(Wang et al., 2003). Ayrica bitkiler; funguslar, bakteriler, viriisler, nematodlar ve
bocekleri kapsayan ¢ok gesitli zararlilarin saldirilarina kars1 kendilerini korumak
durumundadir (Hammond-Kosack and Jones, 2000). Bitkilerin yasam
cevrelerinde maruz kaldiklar1 her cesit stres, bulunduklar1 ¢evrede yasamlarini
stirdlirebilmeleri ve nesillerini devam ettirebilmeleri i¢in gerekli olan hiicresel ve
molekiiler yanit sistemini uyarmaktadir. Bununla birlikte bu siirecin devreye

girmesi bitkisel gelisim ve iiretimi 6nemli 6l¢iide azaltmaktadir.

Abiotic stresses Biotic stresses
Drought Pathogen
High salinity Wounding:
Cold mechanical,
Heat [ insect, ]
High light herbivory
ROS generation Hormones
Rboh ABA, SA, JA, ET

Kinases
MAP kinases

Transcription factors
MYC, MYB, NAC, ZF, HSF

[ Stress responses ]

Sekil 1.1 Abiyotik ve Biyotik stres sinyal yolaklar: (Fujita et al., 2006).



1.1 Biyotik Stres

Bakteriyal ve viral patojenlerin yani sira biyotrofik ve nekrotrofik funguslari
da iceren biyotik stres faktorleri tarimsal iiretimi kisitlayan onemli etkenler
arasindadir. Evrimsel siirecte bitkiler ve biyotik stres faktorleri arasinda karsilikli
olarak ¢ok ¢esitli etkilesimler ve savunma stratejileri gelismistir. Patojenlerin bitki
savunma sistemlerini etkisiz hale getirmeleri bu stratejilerden biridir. Ornegin,
1999 yilinda dogu Afrika’da, bugday bitkisinde gévde pasina neden olan Puccinia
graminis’in patojeninin yeni nesli, bugday kiiltivarlarinin %70 inde var olan irk-
spesifik diren¢ geni Sr31’e karsi direng gelistirmistir (Pretorius, 2000). 2000
yilinda Puccinia’nin daha agresif bir formu olan Puccinia striiformis yeni nesil
seritli pas patojeni olarak A.B.D de goriilmiistir ve A.B.D nin orta bolgesi
boyunca salgin hastaliklara neden olmustur (Hovmeller et al., 2008). Bu ¢esit
ornekler bitki-patojen  etkilesiminin daha iyl anlasilmasinin  Gnemini

vurgulamaktadir (McIntosh ve Pretorius 2011).

Pseudomonas, Xanthomonas ve Ralstonia genuslari ile yapilan galismalar,
sitoplazmik efektor (patojen tarafindan bitki hiicreleri i¢ine transloke olan protein)
tarafindan yoneltilen biyotrof patojenezis i¢in mevcut modeli olusturmaktadir.
Bakteriler (¢cogunlukla bitkiden uzakta veya bitki yiizeyinde gelismek icin giiglii
yetenekler ile) agiklik (stoma) yoluyla hareket ederler ve apoplasti parazitik
nigleriyle yaralarlar ve bunu flajellin, LPS (lipopolisakkarit) , peptidoglikan ve
uzama faktér TU (EF-Tu) gibi patojen (veya mikrop)-iliskili molekiiler oriintiiler
(PAMP) ile bitkilere aktarirlar. Bu yaygin mikrobiyal ozellikler direk olarak
yiizeyde bulunan oriintii tanima reseptor-benzeri kinazlar tarafindan taninir ve
PAMP-tetiklenen immiinite (PTI) ortaya c¢ikar. Patojenler, yerlesen baskilayici
sitoplazmik efektorler ile PTI nin istesinden gelir. Bitkiler bu efektorlerin bir
veya birkaginin aktivitesini hiicreler icerisindeki diren¢ (R) proteinleri ile tanir.
Patojenler, bir veya daha fazla efektor tarafindan olusturulan Efektorle-tetiklenen
immiinite (ETI) baskilamasin1 efektoriin  yayilmasiyla, efektor kodlayan
genlerdeki mutasyonlar yoluyla tstesinden gelebilir. ETI, tipik olarak lokalize
olan programlanmis hiicre Sliimii (PCD) ve kalitatif diren¢ ile ortaya cikar.
(Schneider and Collmer, 2010).

Nekrotrofik patojenlerin, patojenez stratejilerinde biiyiik ¢esitlilik
tanimlanmaktadir. Bunlardan biri; patojen tip Il yolagi tarafindan salgilanan
pektik enzimlerin, hiicre ceperi ve orta lamelin yapisindaki onemli pektik
polimerlerdeki igsel glikozidik baglar1 parcalayarak doku maserasyonuna ve bitki



hiicresinin dliimiine neden olmasidir. Bitkiler; patojen enzim aktivitesinin tirtinleri
olan oligogalakturonatlara karsi savunma yanitlarin1 aktiflestirerek patojenler
savunma baskilayicilar1 ile birlikte pektik enzimleri etkisiz hale getirirler
(Schneider and Collmer, 2010).

1.1.1 Virulans faktorleri ve Efektorler:

Virulans ve patojen faktorleri ayrimini yapmak bitki patolojisinde uzun bir
tarithe sahiptir. Hastalik fizyolojisinin ve erken molekiiler genetik cagin Onciil
amaci, patojenezis i¢in esansiyel kalitatif patojenik faktorleri tanimlamak ve sonra
patojen biiylimesi ve semptom gelisimine katki saglayan kantitatif patojen
faktorlerini  belirlemektir. Molekiiler genetik araglarin kullanilabilir olmasi,
molekiiler Koch’s varsayimi olan mutant virulans hatalarinin dayanikliligini esas
alan virulans faktorleri ve patojenite ayrimini yapabilmeyi sagladi. Wassenaar &
Gaastra (2001) virulans genlerinin anlagilmasinda, smirin nerede ¢izilmesi
gerektigi sorununun tartisilmasini ele aldiginda, 2001 yilinda 6nerilen alternatif
yaklagim virulans genlerini smiflandirmak olmustu. Onerilen {i¢ smif, virulansa
katkidan ziyade virulansin genel fonksiyonlarina gore olusturulmustur. Iki,
konakg1 ile etkilesimde yer alan faktorleri iireten enzimler veya faktorler icin
dogru virulans gen kodu, enfeksiyon sirasinda patolojik hasardan direk
sorumludur. Ikincisi, dogru virulans genlerin iiriinlerinin yayilmasmda yer alan
faktorleri kodlayan virulans ile iligkili genlerdir ve lglinciisii, virulans yasam
dongiisii genlerinin kodladigi, reaktif oksijen ve fitoaleksinler gibi konake1
savunma toleransini veya konake1 kolonizasyonunu diizenleyen faktorlerdir. Daha
sonralari, Hogenhout ve c¢alisma arkadaslar1 (2009), suan da kullanilan
efektorlerin  genel tanimlamasmi Onermistir. Bu tanimlama PAMP’lar
icermektedir. Efektoriin bu kullanimi, konak¢i hedef ile direk etkilesime giren

patojen molekiilleri kapsama ve tek terim olma avantajia sahiptir (Schneider ve
Collmer, 2010).

1.2 Harpin:

Gram-negatif bitki patojenik bakteri tarafindan iretilen harpin proteinleri
cesitli bitki tiirlerinde ¢ok yonlii fonksiyonlara sahiptir ve son 20 yilda oldukca
dikkat ¢ekmistir (Li et al., 2014). Ik olarak harpin, Erwinia amylovora
bakterisinde yiiksek seviyede ifade olan hrp kiimesini (cluster) tasiyan E.coli
hiicrelerinin sivi kiiltiiriinde kesfedilmistir (Alfano and Collmer, 1997). Harpinler,
Gram-negatif bitki patojenik bakteriler tarafindan iiretilen glisin-zengin, proteaz-



duyarl, 1si-stabil, asidik proteinlerdir, bakterilerin konakg¢is1 olmayan bitkilerde
asir1 duyarlt hiicre 6liimiinii (HCD) indiikler (Peng et al., 2003). Harpin proteini
kodlayan hrpN geni, tiitiin bitkisinde asir1 duyarli yanit (HR) ortaya ¢ikarmak i¢in
E.amylovora dan saglanan hrp gen kiimesinin i¢inde lokalize olmaktadir (Baker et
al., 1993). P.syringae pvs. Phaseolicola ve syringae tiirlerinde yapilan mutasyon
analizleri, konakg¢1t ve konak¢i olmayan bitkilerde, HR ve hastalik meydana
getirebilme yetenegine sahip hrp genlerinin ifadesini ortaya ¢ikarmaktadir. Hrp
genlerinin genis kiimesi farkli bakterilerden klonlanmistir ve asir1 duyarl
reaksiyon olusturmak i¢in; proteine benzer harpin elisitorii, diizenleyici proteinler
ve tip 111 sekresyon sisteminin komponentleri gibi 6zgiin protein triinleri i¢in kod
olan 6-8 transkripsiyon biriminden olustugu belirlenmistir (Ichinose et al. 2001).

Transgenik  bitkilerde ektopik ifadeden veya bitkilere eksternal
uygulamadan sonra, harpin farkli yararli etkileri indiiklemek igin ayri sinyal
yolaklarini aktive eder. Harpin proteine yanitta, salisilik asit (SA) sinyal yolag
patojenlere karsi diren¢ indiiklenmesini saglamak icin aktiflesir. Ayrica harpin
proteine yanitta etilen sinyal yolagindaki iki farkli adim, etilen algilanmasi
yoniinde farklilagir: Ilki bécek zararlilarina kars1 direncin indiiklenmesine neden
olur ve digeri bitki biiyiime gelismesi ile sonuglanir (Li et al., 2014). Harpin ile
indiiklenen savunma yanitlari, sitosolik Ca*? ige-akis1 ve reaktif oksijen tiirlerin
(ROT) seviyelerinde yiikselme ile karakterize edilmektedir. Ayrica iyon kanallari,
HIN1 ve HSR201 gibi HR ile ilgili genlerin ifadesi, PAL (fenil alanin amonyum
liyaz) ve GST (Glutatyon S-transferaz) gibi genel stres ile iligkili genler harpin
uygulamasi ile aktiflesmektedir. Son zamanlarda transkriptom analizleri, harpin
ile indiiklenen gen ifadesinin Arabidopsis de savunma yanitlari, sinyal iletimi,

hiicresel iletisim ve hiicre duvar biyogenezinde yer aldigin1 géstermektedir.

Bircok caligma, harpin ile indiiklenen direngte SA aracili sinyal yolaginin
roliinii belirtmektedir. Harpin uygulamasi, Arabidopsis hiicrelerinin SA alinimin
ayarlar. Ilave olarak son calismalar, harpin-indiiklenen bitki gelisimi ve savunma
yanitlarinda etilen sinyalinin etkisini de belirtmektedir (Chuang et al.,2010).
Arabidopsis veya tiitiin siispansiyon hiicre kiiltiirlerinde harpin; K" disa akis1 gibi
erken yanitlari, bilyime ortaminin alkalinizasyonunu ve plazma membraninda
depolarizasyon ile sonuglanan H'- ATPaz’in inhibisyonunu indiikleyici, ATP
sentezinin hizli inhibisyonunu indiikler (El-Maarouf et al., 2001). Harpin
kodlayan genlerin transformasyonu, Tiitlin, Celtik, Brassica napus ve Pamuk
bitkilerinde hastalik direncini gelistirir (Zhang et al., 2011).



1.3 Bitki immiin Sistemi:

Bitkiler, hastaliga neden olabilen mikroplarca zengin c¢evrelerde yasayan
sesil organizmalardir. Bitkilerin yasamlarini siirdiirebilmeleri i¢in etkili savunma
yanitlari, hizli patojen algilama yetenegine baglidir. Hareket edebilen savunucu
hiicreleri iceren memelilerin somatik adaptif immiin (bagisiklik) sisteminin aksine
bitkilerin immun yanitlari, patojen saldirisinin taninmasi ve bu saldiriya yanit
olarak her bir hiicrenin yetenegine, ayrica enfeksiyon alanindan meydana gelen
sistemik sinyallere baghidir. Bitki savunmasiin ilk hatti, mikroplar arasinda
yiiksek diizeyde korunan patojen veya mikrop iliskili molekiiler Oriintiilerin
(PAMPs veya MAMPSs) taninmasindan sonra aktiflesmektedir (Rivas, 2012).

1.3.1 Hiicre Dis1 ve Hiicre i¢ci Efektor Tanima:

Bitkiler tarafindan taninan patojenle iligkili molekiiler oOriintiiler; ATP
(Adenozin tri fosfat) gibi kiiciik molekiilleri, lipidleri, proteinleri ve
karbonhidratlari igerir ve gok ¢esitlidir. PRR (6riintii tanima reseptorii), hiicre dis1
cevrede PAMP’larin varligim1 taniyan plazma membraninda lokalize olan
reseptorlerdir. PRR genellikle hiicre disi 16sin-zengin tekrar (LRR) domaini ve
hiicre i¢i kinaz domaininden olusur. BAK1 (Brassinosteroid duyarl 1-ilgili kinaz
1), PAMP ile tetiklenen immiinitenin merkezi diizenleyicisidir. Birgok PRR, PTI
sinyal yolagini baglatmak i¢in ilgili protein BAK1 ile etkilesime girer (Dodds and
Rathjen, 2010) (Sekil 1.2).

Bitkilerde patojen duyarli mekanizmalarin ikincisi efektor ile tetiklenen
immiinitedir ve efektdr proteinlerin hiicre i¢i taninmasi temeline dayanir. Taninma
durumlari, ¢ogunlukla niikleotid baglayict (NB) domainler ve LRR (16sin-zengin
tekrar) igeren reseptdr protein simifi tarafindan diizenlenir. Bitki NB-LRR
proteinleri; fungus, oomycetes, viriisler, bakteriler ve bocekleri igeren ¢esitli
patojenlere direng saglar. NB ve LRR domainleri, hayvanlarda dogustan gelen
immiin yanitlardaki PAMP indiikklenmesinde yer alan NOD-benzeri immiin
reseptorlerde (NLR) bulunur (Dodds and Rathjen, 2010).

1.3.2 Bakteriyal ve Okaryotik Efektor Fonksiyonlari:
Bakteriyal efektorler; konak¢1 hedefte degisiklik yapma ve ETI reseptorleri

tarafindan hiicre i¢i taninma yetenegine spesifik, molekiiler veya enzimatik
aktivitelere sahiptir.



Okaryotik efektorler ve fonksiyonlar1 hakkindaki veriler, bakteriyal efektor
verileri ile karsilastirildiginda kisithdir. Fungal ve oomycete patojenler, efektorler
iiretir, endomembran sistem yoluyla salgilarlar ve bilinmeyen mekanizmalar
tarafindan konakg¢1 hiicrelerin igine iletilir. Oomycetes efektorler karakteristik
olarak, bitki hiicrelerine iletim icin gerekli olan igsel motif Arg-X-Leu-Arg
(RXLR, X herhangi bir aminoasiti temsil eder) igerir. Ancak fungal efektor
genlerin tanimlanmasi, genoma ait korunmus motiflerin eksikligi sebebiyle
kisithidir, fakat farkli fungal patojenlerin genom analizleri ile kompleks genomlara
sahip olduklar1 6ngoriilmektedir (Dodds and Rathjen, 2010).

1.3.3 NB-LRR Aktivasyonu:

NB-LRR, genel immiin yanitlarda direk veya indirek patojen sinyalini ileten
korunmus c¢oklu domain aktaricisidir. Cok sayida genetik caligmalar, LRR
domaininin  spesifik tanimayr kontrol ettigini gostermektedir. Efektor
tetiklemesinin yoklugunda, NB-LRR proteinleri baskilanmis konformasyonda
kalir. NB domaini tarafindan niikleotid baglanmasi, tiim bitki NB-LRR
proteinlerin fonksiyonlari i¢in ¢ok 6nemli goriilmektedir ve sinyal aktivasyonu,
baglayici alanda ATP ve ADP nin degisimini gerektirebilir (Dodds and Rathjen,
2010).

Extracellular space

PN

A 4
A
PTI response

Haustorium

- ET| response

Fungus/
ocomycete Plant cell

Sekil 1.2 Bitki immiinitesinin temel prensipleri (Dodss and Rathjen’den 2010)



1.4 Bitki Savunmasinda Yer Alan Sinyal Yolaklari
1.4.1 Bitki Direnc¢ (R) Proteinleri:

Hastalik diren¢ genleri (R), bitki immiin yanitlarinin  spesifik
belirleyicileridir. Immiin sistemde konakg1 direng geni ve patojen avirulans geni
(avr) arasinda allel-spesifik genetik etkilesim yer alir. Bu genetik etkilesim
meydana geldiginde, savunma yanitlari tetiklenir. Bu yanit; hizli Ca ve iyon akisi,
hiicre dis1 oksidatif patlama, enfeksiyon alaninda ve ¢evresinde transkripsiyonel
yeniden programlanma ve bazi durumlarda HR olarak isimlendirilen
programlanmis hiicre oliimi ile karakterize edilmektedir. Bu durumlarin
tamaminin patojen biiyliimesini durdurmaya neden oldugu diisiiniilmektedir.
Spesifik taninma olmadiginda, flajellin ve lipopolisakkaritler gibi PAMP’lar
tarafindan baslatilan bazal savunma yanitlar1 meydana gelir. Bazal savunma yaniti,
R proteininin aracilik ettigi savunma ile onemli Ol¢iide Ortiigmektedir. Bazal
savunma patojen kolonizasyonunu Onlemez fakat yayilma alanini smirlar. R
proteinlerinin  hareketi, bazal savunma  yanitlarin1 = hizlandiric1  ve
kuvvetlendiricidir (Belkhadir et al., 2004). Farkli diren¢ (R) proteinlerinin,
niikleus ve sitoplazma arasinda dinamik bir sekilde yer aldigi belirtilmistir
(Caplan et al., 2008). Ornegin, Arabidopsis RPS4 proteinini ifade eden AvrRps4,
Pseudomonas syringae pv domates DC3000 direng saglar ve ¢esitli patojenlere
kars1 direncin gelistirilmesinde RRSI1-R ile birlikte fonksiyon gosterir.
Fonksiyonel NLS (niiklear lokalizasyon sinyali) iceren RPS4 endomembranlar ve
nukleus arasinda dagitilir. RPS4 niiklear birikimi, AvrRps4 tarafindan aktivasyon

slirecinde immiinitenin tetiklenmesi igin gereklidir (Rivas, 2012).
1.4.2 Kinaz Sinyalizasyonu:

MAPK (mitojen-aktive edici protein kinaz) yolagi, Okaryotlarda ayni
zamanda her yerde bulunan sinyal iletim bilesenleridir ve hiicresel yanitlara hiicre
dis1 reseptorlerden sinyali iletir. MAPK kaskati tipik olarak; MAPK fosforlayan
MAPK kinaz (MAPKK) ve MAPKK fosforlayan MAPK kinaz kinaz (MAPKKK)
modiiler kompleksinden olusur. Bu yolaklar, transkripsiyon faktorleri ve protein
kinazlar gibi ¢esitli substratlarin aktivitelerini diizenler. MAPK kaskatlar1, ETI ve
PTI da yer almaktadir. Arabidopsis thaliana bitkisinde flajellin algilanmasinin
downstream kisminda hareket ettigi varsayllan MAPK kaskati karakterize
edilmistir. Bu MAPK kaskati, MPK3 ve MPK6 nin upstream kisminda MKK4 ve
MKKS5 den olugsmaktadir ve WRKY-tip transkripsiyon faktorlerinin



aktivasyonuna yol agmaktadir. Bu kaskat, savunma genlerinin ifadesi ile son
bulmaktadir. Ayrica aktif MKK4 ve MKKS5, Arabidopsis thaliana bitkisinde
Pseudomonas syringae tarafindan enfeksiyona direng saglar (Dodds and Rathjen,
2010).

1.4.3 Immiinite Bilesenleri

R ve efektor proteinleri niikleus ve sitoplazma arasinda bitki immiin
yanitin diizenlenmesinde esansiyeldir. Iki bdlme arasindaki savunma sinyal
trafigi icin bir iskelet saglar. Immiin bilesenlerinin bu dinamik trafiginin en iyi
karakterize edilen ornekleri Enhanced Disease Susceptibilityl (EDSL),
Phytoalexin Deficient4 (PAD4) ve Senescence-Associated Gene 101 (SAG101)
dir. Bu genler tarafindan bitki immiin diizenleyici kompleksinin bi¢gimlendirilmesi
saglanir. Ayrica bu genlerin ortak aktiviteleri ve karsilikli dengeleyici etkileri,
birgok ¢evresel stres uyaranlarina yanit igin esansiyeldir. EDS1, PAD4 ve
SAG101 birlikte bitki spesifik proteinlerin bir ailesini olusturmaktadir ve
okaryotik lipazlar ile homoloji gostermektedir. EDS1 homodimerleri ¢ogunlukla
sitoplazmada bulunuyor iken, EDS1-PAD4 heterodimerleri hem niikleus hem de
sitoplazmada bulunmaktadir. Niiklear EDS1 havuzu, savunma ile ilgili genleri ve
salisilik asitin transkripsiyonel olarak yeniden programlanmasini yonlendirir.
Onemli olarak, niiklear EDS1 havuzu ile sitoplazmik EDS1 havuzunun dengesi,
tam direng i¢in gereklidir (Rivas, 2012).

1.4.4 Transkripsiyon Faktorleri Ve Diizenleyiciler:

Transkripsiyonel yeniden programlama, Arabidopsis genlerinin yaklasik %
25’inin transkript seviyelerinin degismesi ile patojen enfeksiyonuna yanit olarak
bitki savunmasinin gergeklesmesinde 6nemli bir adimdir. Gen ekspresyonunun bu
dinamik diizenlenmesi, Transkripsiyon faktorleri (TF) ve diizenleyicilerin
iletisimine baglidir. WRKY, ERF, TGA, Whirly ve MYB faktorleri gibi bir¢ok
TF ailesinin {iiyesi, bireysel savunma-ilgili genlerin promotorlarina baglanarak,
onlarin ifadelerini diizenler. Arabidopsis TF AtMYB30 tarafindan VLCFA-ilgili
genlerin transkripsiyonel aktivasyonu, bakteriyal enfeksiyon sirasinda etkili bir
savunma cevab1 ic¢in gereklidir (Rivas, 2012). Tiitlin Nicotiana attenuata
bitkisinde yapilan denemeler, iki WRKY geninin, NaWRKY3 ve NaWRKY®6,
herbivorlara yanitlar1 diizenledigini gostermistir (Rushton et al., 2010). Tiitiin
bitkilerinde tek ERF geni, Tobacco stres-indiiklenen gen 1(Tsi) yiiksek derecede



ifade oldugunda osmotik stres ve patojen atagina direncin arttigi saptanmistir
(Singh et al., 2002).

1.4.5 Hormon Yanitlari:

JA, SA ve ET gibi sinyal molekiillerinin konsantrasyonlari patojen
enfeksiyonundan sonra artar ve savunma igin sinyalizasyonda anahtar rol oynar
(Maldonado-Calderon et al., 2012). Bitki hormonlar1 arasinda JA, birgok
fizyolojik siirecin diizenlenmesinde anahtar rol oynar. Ayrica c¢ok c¢esitli
herbivorlar ve nekrotrofik mikroorganizmalara immiin yanitin aktivasyonunda yer
alan 6nemli hiicresel sinyaldir (Gimenez-lbanez and Solano, 2013). SA, JA ve
ET’in 6nemi, bitki savunmasinin diizenlenmesinde birincil sinyal olarak yer
almalaridir. Konakgida yasamay1 gerektiren patojenler (biyotroflar) yaygin olarak
SA ile diizenlenen savunma yanitlarina daha duyarlidir, ancak konak¢i yasamini
sonlandiran ve konakg¢idan beslenenler (nekrotroflar) ve herbivor boceklere karsi
JA/ET-aracili savunma genellikle etkili olur. SA, JA ve ET sinyal yolaklar
arasindaki crosstalk, bitki immiinitesinin 6nemli diizenleyici mekanizmalari
olarak ortaya cikmaktadir. Ornedin, yaban tip tiitiin bitkisinde (Nicotiana
attenuata), herbivor-tiirevli elisitorler tarafindan JA ve ET artisinin tetiklendigi,
SA artisinin ise engellendigi belirlenmistir ve savunma yanitlar1 SA-JA sinyal
etkilesiminin ayarlanmasi ile gergeklesmistir (Verhage et al., 2010).

1.4.6 Biyotik Stres- Reaktif Oksijen Tiirleri

ROT, patojen ataklarina savunma yanitlar1 olarak bitkilerde hizli olarak
iiretilmektedir (Neill et al., 2002). ROT’larin direk koruyucu etkisine ilave olarak
bitki immiinitesinde sistemik sinyal aginda ikincil mesajc1 olarak da gérev yapar
ve HR tetiklenmesine, fitoaleksin iiretimine, savunma genlerinin ifadesine yol
acar. Asir1 duyarli yanit, enfeksiyonun baglama bdlgesinde patojen etkisini
kisitlamak i¢in bitkinin enfekte hiicrelerinin programlanmis 6liim seklidir. Patojen
ataginin taninmasi sirasinda erken meydana gelen durumlardan biri; hidrojen
peroksit (H20,), siiperoksit (0%), hidroksil radikali (OH) ve tekli oksijen (*O.) ile
tanimlanan ROT’larin birikimidir ve bunlar patojenlere zarar verir (Jindrichova et
al., 2011). H,0O,, fotosentez ve mitokondriyal solunum gibi elektron tasinim
stirecleri sirasinda siiperoksit aracilif ile iiretilir. Patojen atagi sirasinda iiretilen
H20,, hiicre duvar1 proteinlerinin baglantisin1 ve bitki hiicre duvarina baglanan

fenolleri diizenler. Patojenlere karst savunma ve asir1 duyarli yanit sirasinda H,0,
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ve nitrik oksit arasindaki etkilesim programlanmis hiicre 6liimii i¢in esansiyeldir

ve bu iki sinyal arasindaki denge hiicre 6liimiinii diizenler (Neill et al., 2002).
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Sekil 1.3 Hidrojen peroksit tarafindan diizenlenen ve hidrojen peroksit olusumuna neden olan

biyolojik siiregler (Gechev and Hille, 2005)
1.5 GABA ile Tlgili Genel Bilgiler

GABA dort karbonlu, molekiiler agirligir 103.1 dalton olan proteinik yapida
olmayan bir aminoasittir. GABA,; bakteriler, bitkiler, mantarlar ve memeliler gibi
cok cesitli canli gruplarinda sentezlenir (Bown and Shelp, 1997). GABA ilk kez,
1949 yilinda patates (Solanum tuberosum) yumru dokularinda saptanmistir
(Kinnersley and Turano, 2010). Kisa bir siire sonra omurgalilarda da
kesfedilmistir. GABA’nin hayvanlarda kesfedilmesinden sonra GABA’ya
duyulan ilgi hayvanlara dogru yonelmistir. Omurgalilar ile karsilastirildiginda,
bitkilerdeki GABA’nin rolii hala tam olarak belirlenememistir. Hayvanlarda
GABA, beyinde yiiksek seviyede saptanmistir ve temel inhibitor nérotransmitter
olarak karakterize edilmistir. Bitkilerde ise GABA’nin kesfi ile ilgili agirlikl
olarak metabolik fonksiyonu tlizerine odaklanilmistir. Ayrica bu aminoasidin stres
kosullarinda ve C/N metabolizmasina yanitta onemli bir sinyal rolii oldugu
belirlenmistir (Bouché and Fromm; 2004). Farkl streslere (abiyotik ve biyotik)
yanitta Ozellikle siirgiin dokularinda GABA’nin 6nemli derecede hizli birikimi
tespit edilmistir (Fait et al., 2008). Siirgiin dokularnin disinda kok, nodiil, kiiltiire
edilmis bitki hiicreleri, ¢igek ve meyve gibi bitkinin ¢esitli kisitmlarinda GABA
birikimi belirlenmistir ve GABA, bitkilerde serbest aminoasit havuzunun temel
bilesenidir (Shelp et al., 1999). Azot eksikligi, CO, artmasi, 1s1 soku, hipoksiya,
kuraklik, soguk, UV stresi kosullarina bagli olarak GABA birikiminin uyarilmasi
gerceklesmektedir (Shelp et al., 2009). Bitkilerde sitozolik pH diizenlenmesi,
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ROT’larin siipiiriilmesi, oksijen eksiligine kars1 korumada, gecici azot
depolamada ve pestisitlere karsi bitki korunmasimi igeren bir ¢ok siirecte
GABA’nin metabolik fonksiyonu gosterilmistir (Shelp et al., 1999).

1.6 Bitkilerde GABA Metabolizmasi

Bitkilerde ve hayvanlarda iki hiicresel bolmede yer alan GABA
metabolizmasi ili¢ enzimli bir yolakta degerlendirilir. Bu yolaga GABA Shunt
denilmektedir (Sekil 1.4). Sitosolik glutamat dekarboksilaz (GAD, EC 4.1.1.15)
aktivitesiyle GABA temel olarak L-glutamattan sentezlenir (Renault et al., 2010).
Daha sonra GABA transaminaz (GABA-T, EC 2.6.1.19) ile katabolize edilmek
icin mitokondriye tasinir, GABA-T GABA’y1 suksinik semialdehite (SSA)
dontistiirtir (Van Cauwenberghe et al., 2002). Ardindan, SSA mitokondrial
suksinik semi aldehit dehidrogenaz (SSDH, EC 1.2.1.16) ile siiksinata okside
edilir (Busch ve Fromm, 1999). Alternatif olarak, gama hidroksibutirat (GHB)
treten gama hidroksibiitirat dehidrogenazin aktivitesiyle SSA sitosolde
indirgenebilir (Breitkreuz et al., 2003)
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Sekil 1.4 Bitkilerde GABA shunt metabolik yolag1 ve diizenlenmesi (Bouché and Fromm,
2004).
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1.6.1 GABA Metabolizmasinda Yer Alan Enzimler
Glutamat Dekarboksilaz (GAD; EC 4.1.1.15)

Bitkilerde GAD enziminin fonksiyonu ve diizenlenmesi ile ilgili ¢alismalar,
petunya GAD genlerinin klonlanmas1 ve Ca+2—bag1mh kalmodulin (CaM)-
baglayan protein olarak kodlanan enzimin karakterizasyonu ile uyarilmistir
(Bouche and Fromm, 2004). Ayrica GAD enziminin C-ucunda, kalmodulin
baglayan bolgenin sadece bitkilere 6zgli oldugu tespit edilmistir (Shelp et al.,
1999). GAD aktivitesi, glutamat i¢in spesifiktir ve yaklagik pH:5.8 de maksimum
aktivite gosterir, Ayrica GAD aktivitesi; Ca*?-kalmodulin, pH tarafindan
diizenlenir ve sitosolde sinirlidir. Birgok stres tarafindan sitosolik Ca*? seviyesinin
artis1 gergeklesmektedir. Artan sitosolik Ca*? formlar1 kalmodulin (CaM) ile
kompleks olusturur. Olusan bu kompleks (Ca*®/ CaM) fizyolojik pH
degisikliginde GAD’1 aktive eder. GAD’1n aktif hale gelmesi sonucunda GABA
birikimi saglanir. Glutamat dekarboksilaz enziminin (GAD) diizenlenmesi
bitkilerin biiyiimesinde, gelisiminde (Baum et al., 1996) ve meyvelerin
olgunlagmasinda rol oynar (Bouche and Fromm, 2004).

GABA Transaminaz (GABA-T; EC 2.6.1.19)

GABA Transaminaz enzimi, amino asit alicisi olarak a-ketoglutarat
(GABA-TK) veya piriivati (GABA-TP) kullanir. GABA-T, pH: 9.0 -9.5
araliginda optimumdur ve mitokondride lokalize olmaktadir. GABA, GABA
Transaminaz enzimi tarafindan siiksinik semialdehite doniistiiriiliir. Memelilerde
sadece GABA-TK aktivitesinin varligi tespit edilmistir, bitkilerde ise her iki
enzim aktivitesi de saptanmistir. Arabidopsiste, sadece GABA-TP kodlayan
genler izole edilmistir. In vitro calismalarda, rekombinant Arabidopsis GABA-TP,
amin vericisi olarak piriivati kullanir, o-ketoglutaratt kullanmaz (Bouche and
Fromm, 2004).

Suksinik Semialdehit Dehidrogenaz (SSADH; EC 1.2.1.16)
Siiksinik semialdehit dehidrogenaz enzimi, siiksinik semialdehite spesifiktir

ve dzellikle NADH olusturmak igin NAD"*y1 kullanir. SSADH aktivitesi pH: 9.0
ve 10.0 araliginda optimumdur (Shelp et al., 1999). Onemli olarak, hem ATP hem
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de NADH enzimin aktivitesini negatif olarak diizenler. SSADH tarafindan
katalizlenen reaksiyon tiriinleri (siiksinat ve NADH) mitokondriyal solunum

zincirinin substratlaridir ve son iirlin olarak ATP firetilir (Bouche and Fromm,
2004).

Glutamat Dehidrogenaz (GDH; EC 1.4.1.2)

Glutamat dehidrogenaz (GDH) enzimi, 2-okzoglutaratin glutamata
doniistimiinii saglar. Bu reaksiyon omurgalilarda oldugu gibi bitkilerde de
gergeklesir. Daha sonra glutamat, glutamat dekarboksilaz (GAD) enzimi
tarafindan GABA’ya dekarboksillenir (Kathiresan et al., 1997). GABA,
glutamatin  dekarboksillenmesi ile olusturulur ve mitokondride siiksinik

semialdehit yoluyla siiksinata metabolize olur.

1.7 GABA Tasiim

GABA varliginda Arabidopsis’in verimli biiylimesi, bitkilerde GABA
transporterlarinin bulunduguna dair kanit olusturmaktadir. GABA-tasinim eksik
maya mutantlarinin heterolog tamamlanmasi ile glisin, betain ve prolin gibi stresle
iliskili diger bilesenler i¢in daha az verimlilikte olan GABA (Kn=1.7 mM)
tasiyicist AtProT2 (Arabidopsis thaliana prolin transporter 2) tanimlanmistir.
Benzer substrat spesifikligi, AtProT ailesinin diger 3 plazma membraninda
lokalize olan iiyelerinde gozlenmistir (Grallath et al., 2005). ProT ailesinin
tamamina sekans benzerligi temeline dayanan Arabidopsis aminoasit transporter
ailesinin (AtGAT]1) iiyesi, maya (Saccharomyces cerevisiae) ve kurbaga (Xenopus
laevis) oositlerinde fonksiyonel olarak karakterize edilmistir ve plazma membrani
boyunca GABA (Kn= 47 uM) ve diger iliskili bilesenlerin yiiksek afiniteli
tastyicist olarak hareket ettigi bulunmustur (Meyer et al., 2006). Tiitiin (Nicotiana
tabacum) protoplastlarinda, GATI-GFP fliizyonunun gegici ifadesi, plazma
membraninda lokalize oldugunu agiga c¢ikarmistir. Hiicre ici fraksiyon ve
immunoblotting ile yapilan Tiitiin yaprak ve protoplast ¢alismalarinda GABP-
GFP (Arabidopsis APC(aminoasit/ poliamin/ organocation) transporter ailesi)
gecici ifadesi, GABP’nin mitokondride lokalize oldugunu aciga c¢ikarmistir
(Michaeli et al., 2011).
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TRENDS in Plant Science
Sekil 1.5 GABA metabolizmasinin bdlmelendirilmesinin sematik gosterimi (Shelp et al., 2012)
1.8 Bitkilerde GABA Fonksiyonlar1 Ve Onemi
1.8.1 Boceklere Kars1 Savunma

Herbivorlara kars1 kimyasal savunma bitkiler i¢in biiyiik 6nem tagimaktadir.
Protein olmayan aminoasitlerde dahil olmak iizere primer ve sekonder
metabolitler bocek zararlilarina karsi bitki savunmasinda etkilidir. Bugday ve
baklagilleri igeren bitki ailelerinde, bocek herbivorlarina direng ile iligkili protein
olmayan aminoasitlerin yiiksek seviyeleri belirlenmistir (Huang et al., 2011).
GABA seviyeleri genellikle hasar ile indiiklenen Ca*? akisi yoluyla bitki GAD
aktivitesinde artisa neden olan bocek ataklarina yamitta hizli bir sekilde
artmaktadir. GABA aktivitesinde daha ileri diizeyde artiglar, sitosolik pH’in
azalmasma ve vakuollerden asidik soliisyonlarin serbest birakilmasi ile hiicre
bolmelerinin bozulmasina neden olur. Yapilan ¢alismalarda GABA’y1 yiiksek
miktarda ireten transgenik tiitiin bitkilerinin kuzey kok-diigim nematoduna
(Meloidogyne hapla) direng sagladigi belirlenmistir. Bocekler tizerine GABA nin
zararl etkileri, boceklerde periferal sinir sisteminde 6nemli olan GABA-gecitli
klorid kanallarinin inhibisyonundan kaynaklanmaktadir (Huang et al., 2011). Ca*
ve pH tarafindan diizenlenmesi yoluyla GABA’nin hizli birikimi bocek ataklarina
spesifik degildir, fakat su baskini, soguk, kuraklik, 1s1, tuz ve mekanik hasar gibi

abiyotik streslere yanitta da meydana gelmektedir (Kinnersley ve Turano, 2000).
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1.8.2 Streslere Kars1 Koruma

Cevresel streslere yanitta, GABA seviyelerinde artis farkli calismalarda
gorilmektedir (Kinnersley and Turano, 2000). Coleman et al., (2001) GABA
yolagi enzimlerinde yapilan knock out mutasyonlarin Hidrojen peroksite (H20,)
duyarliligi artirdigini belirlemistir. Soya fasulyesi ve esmer piring bitkilerinde
hipoksia kosullarinda yapilan c¢alismalarda GAD aktivitesinde ve GABA
iceriginde onemli derecede artis meydana gelmistir. Domates bitkisinin diisiik O,
olan ortamda depolanmasi, GAD aktivitesinde artis ile sonuglanmistir ve GABA
birikimine yol acan GABA-T aktivitesi azalmistir (Yang et al., 2013). Ayrica
kuraklik, tuz, agir metal ve yiiksek sicaklik stresleri uygulanan Susam (Sesame
indicum) bitkisinde GABA seviyesinin arttig1 tespit edilmistir (Bor et al., 2009).
Yapilan ¢alismalarda, bitkilerde ROT’lar ile Ca*? sinyali arasindaki iligkiyi ortaya
¢ikarmustir. Bitkilerde Ca*? sinyalizasyonu ve GABA arasindaki bir diger baglanti
Arabidopsis bitkisinde tanimlanan glutamat reseptor ailesinin iyelerini

icermesidir. Glutamat reseptor ailesi, bitki hiicrelerine Ca*? girigine aracilik
etmektedir (Bouche et al., 2003).

1.8.3 Uyumlu ozmolit olarak GABA

Arabidopsis bitkisinde (AtProT2) ve Domates bitkisinde (LeProT1) prolin
ve glisin betain gibi stres ile iliskili bilesenleri tasiyan tasiyicilar GABA’y1
tasimaktadir. Yiiksek konsantrasyonlarda (25-200 mM), GABA, tuz stresi
varhiginda donma hasarina karsi izole edilmis tilakoidleri stabilize eder ve korur
(Shelp et al., 1999).

1.8.4 Bitki Gelisiminde GABA

Bilimsel ¢aligmalarin biiyiik ¢ogunlugu, stres ile ilgili ve sinyal yolaklari
tizerine GABA’nin fonksiyonel gorevlerinin yorumlanmasi amacini tagimaktadir.
Bu yaklagimlara ilave olarak metabolit olarak GABA fonksiyonunun ¢oklu rolleri
netlik kazanmistir (Akihiro et al., 2008).

1.8.5 GABA-Meyve Gelisimi
Domates (Solanum lycopersicum) meyvelerinde, diger bitki tiirleri ile

kiyaslandiginda GABA olduk¢a fazla bulunur. Ayrica GABA ve glutamat
domates meyvesinde en bol bulunan aminoasitlerdir. GABA igerigi, moneymaker,
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kyouryoku-toukou ve g¢eri domates meyvelerinde ¢igeklenmeden sonra artar ve
olgun yesil asama sirasinda maksimum seviyeye ulasir. GABA, meyve

gelisiminin erken asamasinda gegici azot deposu olarak gérev yapar (Akihiro et
al., 2008).

1.8.6 Azot Kaynag Olarak Gorevi

Protein sentezinin azalmasi, protein degredasyonunun artmasi, glutamin
sentezinin engellenmesi gibi kosullarda glutamatin GABA’ya doniisiimii artar.
Yapilan ¢aligmalarda, glutamat ve GABA’ ’nin arjinin tiirevli karbon ve azot geri
cevriminde bir ara¢ olarak protein depolama ve hareketi esnasinda iiretildigini
gosterir. Boylece GABA shunt yoluyla glutamik asit metabolizmasi, bitkilerin
azot durumunda dikkate deger 6neme sahip olabilir (Shelp et al., 1999).

1.8.7 GABA’nin Sinyal Molekiilii Olarak Rolii

Bitkilerde GABA’nin rolii hakkinda bilinenler ¢ok azdir (Kinnersley and
Turano 2000). Yapilan ¢aligsmalarda, SSADH geninin susturulmast ile elde edilen
Arabidopsis mutantlarinda GABA shunt’in islevinin bozuldugu ve yiiksek
seviyelerde ROT birikimi sonucu nekrozis, biiylime engellenmesi ve ¢evresel
strese karst asir1 duyarlilik olustugu belirlenmistir (Bouche et al. 2003; Fait et al.
2005). Memelilerde GABA, iyon kanallarinin iletkenliginde degisimler yaratan
norotransmitter inhibitdriidiir (Zhang and Jackson, 1993). GABA, presinaptik
yada postsinaptik memranlarda bulunan spesifik reseptorlere baglanarak sinaptik
transmisyonun inhibe olmasina aracilik etmektedir. GABA reseptorleri kalp,
karaciger, ovaryum, testis gibi uyarilmayan organlarda da ifade olmaktadir
(Calver et al. 2000). Tiim bu bulgular GABA’nin sadece beyinde degil diger
organlarda da sinyal molekiilii olarak rol oynadigi saptanmistir. Benzer bir sekilde
GABA’nin bitkilerde de sinyal yolu ile iligskili bir molekil oldugu
diisiiniilmektedir (Kinnersley ve Turano, 2000; Bouche et al., 2003).

1.9 GABA Reseptorleri

Hiicresel sinyal yolaklarinin aktiflesmesine neden olan ilk durum spesifik
reseptore, hormon gibi ligandin baglanmasidir. Organizmalarin  biiyilik
cogunlugunda GABA sinyal yolaklar aktiflestigi i¢in, bu organizmalarda GABA
reseptorleri bulunmasi gerekmektedir. Memelilerin merkezi sinir sisteminde

GABA temel ndrotransmitter inhibitoriidiir. GABA, presinaptik yada postsinaptik
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memranlarda bulunan spesifik reseptorlere baglanarak sinaptik transmisyonun
inhibe olmasina aracilik etmektedir (Calver et al., 2000). Arabidopsis genomunda,
hayvanlarda bulunan GABA reseptorlerine yiiksek derecede homoloji gosteren
genler bulunmasma ragmen GABA reseptorleri mevcut degildir. Ancak
Arabidopsis genomunda yapilan c¢alismalar, memeli iyonotropik glutamat
reseptorleri (1GluRs) ile sekans ve yapisal homoloji gosteren yeni 20 gen ailesi
(AtGLRs) ortaya c¢ikarmistir. Son veriler, AtGLRs’in bitki hiicrelerine Ca*
girisinin diizenlenmesi ve katyonlarin taginiminda yer aldigini 6ne siirmektedir
(Bouche and Fromm, 2004).

1.10 GABA Shunt ile Tri Karboksilik Asit (TCA) Dongiisii Etkilesimi

GABA shunt ile TCA dongiisiiniin fonksiyonu birbirine baglidir (Studart-
Guimaraes et al., 2007). Ciinkii siiksinik semialdehit; trikarboksilik asit (TCA)
dongiisiinde iki yonlii olarak ve mitokondriyal elektron transport zincirinin
elektron vericisi olarak kullanilmak tizere, SSA dehidrogenaz (SSADH) enzimi
ile suksinata katabolize edilmektedir. GABA shunt hem prokaryotlarda hemde
Okaryotlarda bulunan ve trikarboksilik asit dongiisiinii 2 adimda baskilayan bir
metabolik yolaktir (Bouche ve Fromm., 2004). Son arastirmalar, bitkilerde TCA
dongiisic ve . GABA shunt arasindaki yakin fonksiyonel baglantiyt meydana
cikarmaktadir (Fait et al., 2008). Domates (Solanum lycopersicum) hatlarinda,
artan GABA shunt aktivitesi ile mitokondrial elektron tasima zincirine énemli
oOlglide siiksinat miktarmin ilave edilmesi sonucu siiksinil-CoA ligaz (GABA
shunt tarafindan bypass edilen iki TCA dongiisii enziminden biri) ifadesinin
baskilanmasi gergeklesmektedir (Studart- Guimaraes et al., 2007). Benzer sekilde,
yabani tip patates (Solanum tuberosum) tiiberlerinin 2-oxoglutarat’in (2-
oxoglutarat dehidrogenazin segici inhibitdrleri, GABA shunt tarafindan bypass
edilen ikinci TCA dongiisii enzimi) fosfonat analoglar ile inkiibe edildiginde,

GABA shunt’in aktivitesinde artig gdzlenmistir (Sweetlove et al., 2010).
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TRENDS in Plant Science
Sekil 1.6 Mitokondrial TCA dongiisiiniin sitosolik baskilanmasi. (Sweetlove et al., 2010)
1.11 Azot Metabolizmasi ile GABA Shunt Etkilesimi

Bitkilerde sinyal iletin yollari, gen ifade diizenlenleyicileri, tasiyicilar,
reseptorler gibi kompleks mekanizmalarin koordinasyonu C:N arasindaki
dengenin hassasiyetini, seker seviyesinin diizenlenmesini, azot alinimini ve azot
icerigini igerir. GABA shunt, C:N dengesini i¢ceren azot metabolizmasinin bir
parcas1 olarak goriilmektedir. Cogunlukla inorganik azot, glutamin sentetaz/
glutamat sentaz (GS/ GOGAT) yolag1 yardimiyla glutamat iireterek asimile edilir,
GABA da c¢ogu aminoasitin sentezindeki baslangi¢ noktasidir. GAD seviyeleri
degistirildiginde glutamat seviyeleri ¢cok ciddi sekilde etkilenebilmektedir (Baum
et al., 1996) GAD’1 aktif bir sekilde ifade eden transgenik bitkiler ile yapilan
caligmalarda glutamat seviyesinin azaldigi saptanmistir. Bu bulgu, GABA
sentezinin glutamat igerigine siki bir sekilde bagli oldugunu diisiindiiriir ve 2002
yilinda GABA’nin glutamat iiretimini tamponlama da dominant bir role sahip
oldugu hipotezi ortaya atilmistir (Masclaux-Daubresse et al., 2002). Bu bulgu
gecici azot depo metaboliti olarak GABA’nin rolii oldugunu dogrulamistir (Shelp
et al,, 1999). GABA ve azot metabolizmasindaki giiglii korelasyon bitkilerde
saptanmistir. Arabidopsiste, GABA’nin sinyal ve spesifik fonksiyonunun azot

metabolizmasi ile baglantili oldugu belirlenmistir (Barbosa et al., 2010).
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1.12 Poliamin Degredasyon Yolag: ile GABA Birikimi

GABA sentezi iki farkli yolak tizerinden gergeklesmektedir, ilki GAD
enziminin katalitik etkisi ile glutamatin dekarboksilasyonuyla, ikincisi ise diamin
oksidaz (DAO) ve poliamin oksidaz (PAO) enzimlerinin katalitik etkisi ile
poliamin (PA) degredasyonuyla ger¢eklesmektedir. Bu sebeple GABA ve PA
arasinda yakin etkilesim bulunmaktadir (Sekil 1.7). GABA ayrica DAO’nun
anahtar enzim oldugu poliamin degredasyon reaksiyonundan y-aminobiitiraldehit
araciligiyla da olusabilmektedir. Stres kosullar1 (hipoksiya, tuz stresi, sicak ve
soguk soku, kuraklik, mekanik zedelenme vb.) altinda GAD ve DAO aktiviteleri
GABA olusumu i¢in giiclii bir sekilde uyarilmaktadir. Yapilan son arastirmalar,
hipoksi (oksijen azlig1) kosullarinda Vicia faba (Bakla) ¢imlenmesinde GABA
olusumunun yaklasik %30 ‘unun poliamin degredasyon yolag: ile saglandig
gosterilmistir (Wang et al., 2014).
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Sekil 1.7 Bitkilerde GABA ve PA (Put, Spm ve Spd) i¢gin biyosentez ve degredasyon
yolag1 (Wang et al., 2014).
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1.13 Tiitiin Bitkisi

Titlin bitkisi yeni diinyanin kesfinden sonra Avrupaya getirilmis ve daha
sonra diger iilkelere hizlica yayilmistir (Dewey and Xie, 2013). Tiitlin, Solanaceae
familyasina ait tek yillik otsu bitkidir. N.tabacum L. diinyada tarimsal {iriin olarak
en Onemli ticari degere sahip bitkilerden biridir. Ayrica, sesquiterpenler,
diterpenoidler, alkoloidler, fenoller gibi birgok kullanigli kimyasal bilesenleri
igerir (Chen et al.,, 2012). Titiin {irtinlerini kullanan diinya populasyonunda
tahminen 1.3 milyar kisi vardir (Rabinoff, 2007). N. Tabacum kok ve govdesi,
tiitlin bitkisinde iirlinlin biylik miktarin1 olusturmaktadir. N.tabacum kok ve
govdesinin ¢ok amach kullanimi gilincel bir konudur ve daha fazla ilgi
¢ekmektedir (Chen et al., 2012)

Tiitiin, yaprakl bitkidir ve yliksek biyokiitle verimine sahiptir (hektar basina
yaprak biyokiitlesi 100 ton kadar) ve bircok diger model ve tahil tiirleri ile
karsilastirildiginda yiliksek c¢oziilebilir protein seviyesine sahiptir, bitki {liretim
alan1 icin cazip Ozelliktedir. Bunun yan1 sira Nicotiana tabacum yesil
biyoreaktorler icin temel platformdur. Ayrica, agrobakterium veya viral
indiiksiyon ve stabil niiklear veya kloroplastik genom tabanli ifade yoluyla gecici
ifade gibi 6nemli proteinlerin ifadesinin ¢esitli yollarin1 sunar (Menassa et al.,
2001).

1.14 Hipotez

Yapilan detayli literatiir arastirmasit sonucunda ve daha Onceki
projelerimizden elde ettigimiz bilgiler 15183iInda GABA metabolizmasi ile harpin
ile indiiklenen biyotik stres arasindaki etkilesimi belirlemeyi hedefledik.
Arastirma projemizin hipotezi; GABA metabolizmasi ile biyotik strese verilen
yanitlar arasinda bir iliskinin bulundugu ve bu iliskinin dolayli veya dogrudan

H,0; gibi ROT larin birikimi ile ilgili olmasidir.
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2. MATERYAL VE METOD
2.1 Bitki Materyali Ve Yetistirilmesi

Calismalarda Nicotiana tabacum bitkisi materyal olarak kullanilmustir.
Nicotiana tabacum tohumlar1 10 dakika % 10’luk hipoklorit ¢6zeltisinde tutularak
yiizey sterilizasyonu gerceklestirlmistir. Daha sonra tohumlar steril deiyonize su
(dI-H,0) ile 5’er kez yikanmistir. Tohumlarin sterilizasyon ve ekim islemleri

Niive MN 120 marka steril kabinde yapilmustir.

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 basin¢ kosullarinda Niive marka otoklavda sterilize
edildi. Ortam otoklavlanma isleminden sonra oda sicakligina ulasana kadar
bekletildi. Besin ortami otoklavlanmis kiiltiir kaplarina (Magenta, Sigma) her
birine yaklasik 25’er ml gelecek sekilde bosaltilmistir. Ortam magentalarda
donduktan sonra steril kabinde sterilize edilmis tohumlar her bir magentaya 9-

10’ar tohum olacak sekilde ekilmistir.

Tohumlar, 16 saat 151k/ 8 saat karanlikta 25/23 %C’de nem orant % 70 olan
350 ;,Lmolm'zs'1 151k yogunlugunda c¢imlendirildi. Cimlenme ekim isleminden
sonraki 7. ila 10. giinler arasinda gozlenmistir. Cimlenmeden 1 ay sonra bitkiler
icinde perlit bulunan saksilara aktarildi. Perlit saksilara konulmadan dnce saf su
ile yikanarak 1slatildi. Perlite aktarilan bitkiler 2 oraninda seyreltilmis Hoagland
ile sulanmistir (Hoagland and Arnon, 1950). Perlitte biiyiimeye devam eden
bitkiler kontrol kosullarinda (16 saat 151k/ 8 saat karanlik, 25/23 OC sicaklik, nem
orani % 70, 350 pmolm'zs'1 151k yogunlugu) biiyiitiilmeye devam edilmistir.

2.2 Biyotik Stres Uygulanmasi

Bitkiler yaklasik 4-5 haftalik biiyiikliige ulastiginda stres uygulamasi
gerceklestirilmistir. Biyotik stres uygulamasi, harpin elisitorii (Messenger, EDEN
Bioscience Corporation) ile ticari preparatin (3% w/w) 300 mg/mL™lik stok
cozeltisinden 1 pM konsantrasyon hazirlanarak yapilmistir. Birbirinden bagimsiz
deneme serileri kurulmustur ve bitkiler; kontrol grubu, harpin uygulanan grup ve
dIH,O wuygulanan grup olmak iizere ii¢ gruba ayrilmistir. Kontrol grubuna
uygulama yapilmamustir, harpin uygulamasi stok ¢ozeltiden 1 pM konsantrasyon

hazirlanarak yaprak dokularina infiltrasyon yolu ile gerceklestirilmistir, dIH,O
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uygulamasi yaprak dokularina 1 uM konsantrasyon dIH,O infiltrasyon yapilarak
olusturulmustur. Orneklemeler igin 3. ve 4. yapraklar kullanilmistir ve 7 giinliik
stres uygulamasi siiresince yapilmistir. Orneklemeler: 0. Saat (s), 3.s, 6.s, 12.s,
24.s, 48.s, 5.Giin ve 7.Giin’lerde alinmistir. Ornekler hasat edildikten hemen sonra

s1v1 azotta dondurularak analiz edilinceye kadar -80 OC’de saklanmistir.
2.3 Biiyiime Parametreleri

Nicotiana tabacum bitkisine biyotik stresin etkilerinin belirlenmesi igin
orneklemeler, harpin uygulanan, dIH,O uygulanan ve kontrol grubu olmak iizere
0., 1., 5. ve 7.glinlerde segilen bitkilerden yapilmistir. Bitkilerin kok, govde
uzunlugu ve agirhg Olgilmiistir. Orekler 70 °C’de 72 saat bekletilip

kurutulmustur ve kuru agirliklar kaydedilmistir.
2.3.1 Klorofil Floresans Ol¢iimii

Klorofil fliioresans o6l¢timleri, uygulamanin 0., 1., 5., ve 7. giiniinde
yapilmistir. Fliioresans 6lgtimlerinden once, yaprak iist ylizeyindeki lem?lik alan
20 dakika boyunca yaprak klipsleri kullanilarak karanliga adapte edilmistir. Bir
bitki verim analizi Plant efficient analyser cihazi (Hansatech marka) kullanilarak
yapraklarin 20 doygun 151k demetine maruz birakilmasiyla, degisken olmayan
bazal klorofil fliioresans1 (Fg), maksimum fliioresans uyarilmasi (Fm), degisken

fliioresans (FVv) ve Fv/Fm oranlari belirlenmistir.
2.3.2 Bagil Su Miktar1 (RWC)

Yapraklardaki bagil su miktarini belirlemek i¢in, uygulamanin 0., 1., 5. ve
7. giiniinde 3 farkli bitkinin hasat sonrasi yapraklarinin yas agirliklar1 (YA) tespit
edilmistir. Daha sonra bu yapraklarin turgorlu hale gelmesi i¢in 5 saat deiyonize
suda bekletilmistir. Yapraklarin, fazla suyu alindiktan sonra turgorlu agirliklari
(TA) tespit edilmistir. Bu islemin ardindan, yapraklar 72 saat boyunca 70 oC lik
etlivde kurumasi saglanmigtir. Yapraklar kuru agirliklar (KA) tespit edildikten
sonra RWC degerleri Smart ve Bingham (1972)’1n asagida verilen formiiliine gore

hesaplanmuistir.

RWC % = [(YA-KA)/(TA-KA)]x100
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2.4 Total Protein Miktarlarinin Belirlenmesi

Total protein miktarmi belirlemek i¢in -80 %C’de saklanan yapraklar,
sogutulmus havanda sivi azot yardimiyla, %2 (w/v) polivinilpolipirrolidon
(PVPP) ve 1 mM EDTA igeren 0,05 M sodyum fosfat tamponuyla (pH 7.8)
homojenize edilmistir. Homojenat +4 Cde 14.000 rpm’de 30 dk santrifiij edilmis
ve olusan siipernatant enzim aktivitesinin belirlenmesinde kullanilmistir.
Ekstraksiyon prosediiriiniin timi +4 °C de gergeklestirilmistir. Total protein
miktar1 Bradford (1976)’a goére bovine serum albumine (BSA) standartlar
kullanilarak belirlenmistir. Orneklerin protein miktarlari, 50 plt rnek ve 950 ult
Bradford boyasi igeren 1 ml’lik polistren kiivetlerde 6lgiilmistiir. Kor ise, 50 plt
Na-P tamponu (pH 7.0) ve 950 plt Bradford boyasi ile hazirlanmistir. Ornekler
Shimadzu UV-1600 (Shimadzu, Japan) ile 595 nm dalga boyunda dl¢iilmiistiir.

2.5 Glutamat Dehidrogenaz (GDH) Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

Orneklerdeki glutamat dehidrogenaz (GDH) enzim aktivitesi dlgiimii igin
once Akihiro et al. (2008)’a gore ekstraksiyon gerceklestirildi. Glutamat
dehidrogenaz (GDH) enzim aktivitesini belirlemek i¢in 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 igeren 3,5 ml homojenizasyon tamponuyla (pH 7.8) homojenize
edildi. Homojenatlar +4 °C 10.000 g’de 15 dakika santrifiij edildi. Siipernatantlar,
tuzlarindan arindirilmasi i¢in PD-10 Desalting kolonlarindan gegirildi. Daha sonra
Amicon Ultra marka konsantratorler kullanilarak slipernatantlar konsantre edildi.
Enzim aktivitesini belirlemek i¢in 50 mM (NH,4),SO4, 13 mM a-ketoglutarat, 0,25
mM NADPH ve 1 mM CaCl,, 100 mM Tris-HCI tamponu (pH 8) i¢inde ayr1 ayri
¢oziildii. Reaksiyon karisimi i¢in her bir ¢ozeltiden ve 6rneklerden 200 pl alinarak
okuma yapilmistir. Okumalar kuvartz kiivetlerde 340 nm dalga boyunda 1 dakika
boyunca kore karst yapilmustir.

2.6 Glutamat Dekarboksilaz (GAD) Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

Glutamat dekarboksilaz enzim aktivitesi Ol¢limii icin Bartyzel et al.
(2003)’un yontemi kullanildi. Bu yonteme gore dekarboksilasyon, 0,4 ml hacimde
3 mM L-glutamat, 20 uM pridoksal fosfat (PLP), 50 mM K-fosfat tamponu (pH
5,8) ve 100 pl érnek igeren reaksiyon karisiminda gerceklestirildi. Ornek, 6nce 10
dakika 30°C’de glutamat igermeyen reaksiyon karigmmu ile inkiibe edildi.
Reaksiyon, glutamat eklenmesiyle baslatildi ve 0,5 M HCI’den 0,1 ml eklenerek
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60 dakika sonra durduruldu. Karisimlar 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 ¢oziilerek hazirlandi. Orneklere 1:5 oraninda ninhidrin ¢ozeltisi eklendi
ve 10 dakika 80°C’de inkiibasyon yapildi. Oda sicakliina getirilen Srneklerin,
570 nm’de spektrofotometrede absorbans degerleri belirlendi. Ayni kosullarda
absorbans degerleri bilinen GABA standartlar ile karsilastirilarak orneklerdeki
GABA miktar1 saptandi. GAD aktivitesi enzim birimi olarak dakikada olusan
mmol GABA seklinde hesaplanmustir.

2.7 GABA Miktarimin Belirlenmesi

Orneklerdeki GABA miktar1 HPLC (Shimadzu-VP101, Japan) cihazi ile
belirlenmistir. GABA ekstraksiyonu Baum ve ark.’na (1996) gore, HPLC analizi
ise Bor ve ark.’na (2009) gore yapildi. Bitki 6rnekleri (0,5 g) sivi azotta masere
edildi ve tizerine 1 mL su: kloroform: metanol (3:5:12 v/v/v) soliisyonu
eklendikten sonra 6rnekler 2 dakika siire ile 10.000 rpm 4°C’de santrifiij edildi.
Stipernatant tizerine 100 pl dIH,O, 150 pl Borax tamponu (pH 8) ve 250 pl 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
tamamland1 ve 6rnek filtresinden gecirildikten sonra HPLC kolonuna uygulandi.
HPLC kosullari; enjeksiyon hacmi 20 pl, Kolon Supelco LC18 (250 x 4.6 mm,
5n), akis hiz1 0.5 mL min™, Mobil faz metanol: su (62:38 v/v) ve dedeksiyon 330
nm UV seklinde uygulandi. Orneklerdeki GABA miktar1 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 drnekler 10.000 g de +4 °C 15 dakika
santrifiij edildi. Siipernatantlar alindiktan sonra miktar tayini icin kiivete; 2 ml
dIH,0 (25 °C), 100 ul 6rnek, 500 pl igerisinde sodyum azide (0.02 % w/v) ilave
edilmis tampon (35 mL, pH 8.6) bulunan soliisyon 1, 200 pl soliisyon 2
(NAD/INT) ve 50 ul siispansiyon 3 (diaphorase) ilave edildi. Yaklasik 2 dakika,
492 nm’de spektrofotometrede kore karst okunarak absorbans degeri (Aj)
belirlendi. Daha sonra karigima 50 pl soliisyon 4 (Glutamat dehidrogenaz
soliisyonu) ilave edilerek 10 dakika ayni1 dalga boyundaki absorbans degeri (Ay)
kaydedildi. Glutamat konsantrasyonu asagida verilen formiile gore hesaplanmistir.
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Glutamik Asit icerigi (¢) ;

V (Son hacim)(ml) x MW (Molekiiler Agirlik)
¢(ekstinksiyon katsayisi) x 11k yolu(cm) x 6rnek hacmi (ml)

X AAL — glutamik asit (g/L)

L-Glutamik Asit Miktari ;

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

- x 100 (g/100
Ornek agirhigr (g/L 6rnek hacmi) (8/100g)

2.9 Hidrojen Peroksit Saptanmasi ve Hidrojen Peroksit Iceriginin
Belirlenmesi

Hidrojen peroksit saptanmasi ve kantifikasyonu; 3,3'diaminobenzidine
(DAB) (D5637, Sigma-Aldrich) ile Ramel et al. (2009) ve Daudi et al. (2012)’a
gore yapildi. Son hacim Img/ml olacak sekilde DAB kimyasali, dIH,O iginde
¢oziildii ve KOH ile pH 3.8’e ayarlandi. Daha sonra 0.05 % v/v Tween 20 (pH
3.0) ilave edildi. Kontrol grubu, dIH,0 uygulamasi, harpin uygulamasi yapilan
bitkilerden uygulama yapilan birer yaprak secildi ve boyutlarina uygun petri
kaplarina yerlestirildi. Daha sonra tizerlerine DAB solusyonu eklendi ve 100 rpm
de 4 saat karistirict da bekletildi. Boyama tamamlandiktan sonra i¢indeki DAB
solusyonu bosaltilip, yerine asetik asit: gliserol: etanol (1:1:3) (v/v/v) soliisyonu
eklendi ve sicak su banyosuna aktarilarak 95 °C de 15 dakika bekletildi. Sicak su
banyosundan c¢ikarildiktan sonra ic¢indeki soliisyon bosaltilip, tazelendi ve 30
dakika bekletildi. Yapraklardaki DAB boyama fotograf ¢ekilerek kaydedildi.

Hidrojen peroksit kantifikasyonu i¢in; DAB-boyama yapilan yapraklar sivi
azotta masere edildi ve 0.2 M HCIO, ile homojenize edildi. Daha sonra 12,000 g
de 10 dakika santrifiiy edildi ve Ornekler 450 nm dalga boyunda
spektrofotometrede okunarak, 0.2 M HCIO4-DAB de H,0; igerigi bilinen standart
egri ile karsilastirildi.
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3. BULGULAR
3.1 Fizyolojik Parametreler

Tiitiin (Nicotiana tabacum) bitkisinde biyotik stres etkisi belirlemek igin
harpin uygulanan, mekanik stres etkisini belirlemek i¢in dIH,O uygulanan (mock)
gruplarin ve kontrol grubunun O, 1., 5. ve 7. giinlerdeki genel goriiniimii sekil
3.1°de verildi. Bununla birlikte biiylime verilerinde meydan gelen degisimler
kantitatif olarakta belirlendi. Kok, govde yas ve kuru agirliklarindaki, bagil su
icerigindeki ve fotosentetik verimdeki degisimler de tiim gruplarda deneme siiresi

boyunca kaydedilerek karsilagtirmali olarak incelendi.

1.GUN 5.GUN 7.GUN

KONTROL

MOCK

HARPIN

Sekil 3.1 Nicotiana tabacum bitkisinde kontrol, mock ve harpin uygulamasinin 1, 5 ve 7.

giinlerdeki etkilerinin genel goriiniimii.

3.1.1 Kok ve Govde Yas Agirhklar:

Kontrol, mock ve harpin uygulanan gruplarda kok ve govde yas agirliklart
tartilarak kaydedildi. Sonuglara ait veriler sekiller 3.2 ve 3.3 de verildi. Kok yas
agirliginda; stres uygulamasinin 1. giintinde farkliik gozlenmezken, 5. ve
7.giinlerde kok yas ve kuru agirliklarinda belirgin degisimler kaydedildi. Kok yas

agirliklar stres uygulamasmin 5.glinlinde kontrol grubu ile karsilastirildiginda,
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mock grubunda % 44, harpin uygulanan gruplarda % 6 oraninda artis gosterdi.
Stres uygulamasinin 7. giiniinde ise kok yas agirliklari, mock grubunda, kontrol
grubuna gore % 84, harpin uygulanan grupta ise yaklasik 2 kat artis gosterdi.

10 - m Kontrol Mock ® Harpin
g5
2
S 6
T
5 I
g 4
S I
© 2 I
X
0 .
0. glin 1. giin 5. glin 7.glin

Sekil 3.2 Kontrol, mock, harpin uygulamasinin Nicotiana tabacum’da kok yas agirlig iizerine

etkisi

Govde yas agirligina ait veriler incelendiginde; stres uygulamasinin 1.
glininde kontrol grubu ile mock grubu karsilastirildiginda kayda deger bir
degisiklik gozlenmedi ancak, harpin uygulanan grupta % 40 oraninda bir azalma
belirlendi. Caligmamizda 6zellikle stres uygulamasinin 5. ve 7. gliniinde mock ve
harpin uygulanan gruplarda gévde yas agirliginda azalma belirgin azalma goriildii.
Kontrol gruplan ile karsilastirildiginda mock ve harpin uygulanan gruplarda
govde yas agirhigindaki azalma 5. gilinde sirasiyla % 48 ve % 40, 7.giinde ise % 22
ve % 34 oranlarinda tespit edildi.

m Kontrol Mock ® Harpin
25
T
S 2
=
215 - T
<
I

> 1 [
25
S
Heo} 0,5 7
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0. glin 1. giin 5. giin 7.glin

Sekil 3.3 Kontrol, mock, harpin uygulamasimin Nicotiana tabacum’da gévde yas agirligi

lizerine etkisi.
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3.1.2 Kok ve Govde Kuru Agirhiklan

Kok ve govde kuru agirlik degisimlerine ait veriler sekiller 3.4 ve 3.5’de
verildi. Denemenin 1. ve 5. giinlerinde kontrol, mock ve harpin uygulanan
gruplarin kok kuru agirliginda 6nemli derecede bir farklilik belirlenmedi. Biyotik
stres uygulamasinin 7. gilinlinde kok kuru agirlik degerleri, kontrol grubu ile
karsilastirildiginda mock grubunda % 103 harpin uygulamasi yapilan grupta %
133 artt.

m Kontrol Mock ® Harpin

0,3 - {

0,2 - I I

o

o

KOK KURU AGIRLIGI (g)

0. giin 1. giin 5. glin 7.giin

Sekil 3.4 Nicotiana tabacum bitkisinde kontrol, mock, harpin uygulamasi yapilan gruplarda kok

kuru agirhigindaki degisimler

Govde kuru agirlik sonuglari, stres uygulamasinin 1., 5. ve 7. giinlerinde
benzer degisimler gosterdi. Govde kuru agirlhiklari 0. glin  degeri ile
karsilastirildiginda kontrol, mock, harpin uygulanan gruplarda 1, 5 ve 7. giinlerde
belirgin degisim gosterdi. Mock gruplarinda govde kuru agirliklart 1. giinde %
6,9; S.giinde % 4,4 ve 7.giinde ise % 5,4 oranlarinda azaldi. Harpin uygulanan
grupta ise azalma oranlar1 1. giinde % 14,2; 5. giinde % 10,5 ve 7. giinde ise % 9
olarak kaydedildi.
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m Kontrol Mock ® Harpin
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Sekil 3.5 Nicotiana tabacum bitkisinde kontrol, mock, harpin uygulamasi yapilan gruplarda

govde kuru agirhigindaki degisimler
3.1.3 Bagil Su icerigi (RWC)

Biyotik stres uygulanan tiitiin bitkilerinde bagil su igerigi degisimleri sekil 3.
6’te gosterildi. Deneme siireci boyunda kontrol, mock ve harpin gruplariin bagil
su igerigi degisiminde 6nemli bir farklilik kaydedilmedi. Kontrol grubu ile harpin
uygulamasi yapilan grup karsilastirildiginda RWC degerleri sirasiyla 1. giinde %
4,5;, 5.glinde % 3,2 ve 7. giinde % 6 diizeylerinde azalirken, mock grubunda ise 1.
giinde % 4 azaldi. Bununla birlikte mock gruplarinda RWC kontrol grubu ile
karsilastirildiginda, 5.gtinde % 3,5 ve 7. giinde ise % 2,3 oranlarinda artig gosterdi.

100 ~ B Kontrol = Mock ™ Harpin

I . -

75 A

RWC (%)
vl
o

N
v
1

0. giin 1. glin 5. glin 7.giin

Sekil 3.6 Nicotiana tabacum bitkisinde kontrol, mock, harpin uygulamasi yapilan gruplarda

bagil su igerigindeki degisimler
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3.1.4 Fotosentetik Verim

Fotosentetik verim bitkilerin streslerden etkilenme derecelerini gdsteren
onemli bir parametredir. Tiitiin bitkilerine uygulanan biyotik stresin fotosentetik
verim {lizerine etkisi belirleyebilmek i¢in 0., 1., 5. ve 7. glinlerde Fv/Fm oranlarin1
Olgerek, kaydedildi (Sekil 3.7). Kontrol bitkilerine gore; harpin uygulamasi
yapilan bitkilerde fotosentetik verim 1. giinde %1,4, 5.giinde % 2,7 ve 7. giinde %
5,9 azalma gosterdi. Mock grubunda ise deneme siiresince kontrol grubu ile
karsilastirildiginda Fv/Fm degerleri istatistiksel diizeyde 6nemli olmayan bir artig
goriildi. Bu artis 1. giinde % 1, 5. giinde % 0,1 ve 7. giinde %1,5 diizeyide oldu.

H Kontrol = Mock ® Harpin
0,9 -
T £ I

=
B
S~
>
B

0,6 -

0. glin 1. gilin 5. glin 7.gilin

Sekil 3.7 Nicotiana tabacum bitkisinde kontrol, mock, harpin uygulamasi yapilan gruplarda

fotosentetik verimdeki degisimler
3.2 Enzim Aktiviteleri
3.2.1 Glutamat Dehidrogenaz (GDH) Enzim Aktivitesi

GABA biyosentez yolunda; o-ketoglutarattan glutamat olusumunu
katalizleyen glutamat dehidrogenaz enzim aktivitesindeki degisimler N.tabacum
bitkilerinde kontrol, mock, harpin uygulanan gruplarinda incelendi (Sekil 3.8). En
yiikksek GDH enzim aktivitesi stres uygulamasmin 1. giiniinde mock ve harpin
uygulanan gruplarda gozlendi. Kontrol grubu ile kiyaslandiginda 1. giinde mock
grubunda GDH enzim aktivitesi % 132; harpin uygulanan grupta ise % 125
oraninda artti. GDH aktivitesi 5. ve 7. giinlerde 1.gilin degerlerine gére daha diisiik
diizeyde belirlendi. Ancak bu degerler her iki giinde de harpin uygulanan
gruplarda kontrol gruplarina gére daha yiiksek seviyede kaydedildi. Mock grubu 5.
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ve 7. giinde kontrol grubu ile karsilastirildiginda sirasiyla % 14,42 ve % 14,3
oraninda azaldi; harpin grubunda ise % 33 ve % 19 artti.

1600 -
1400 -
1200 - I

1000 -
m Kontrol

Mock
600 - I I ® Harpin
400 -

800 -

GDH ENZIM AKTIVITESI
(nmol min mg protein-1)

200 -

O .
0. giin 1. glin 5. giin 7.glin

Sekil 3.8 Kontrol, mock, harpin uygulamasinin N.tabacum bitkilerinde GDH enzim aktivitesi
iizerine etkisi

3.2.2 Glutamat Dekarboksilaz (GAD) Enzim Aktivitesi

Calismamizda tiitlin yapraklarinda, biyotik stresin 1., 5. ve 7. giinlinde GAD
enzim aktivitesindeki degisimler de incelendi (Sekil 3.9). Harpin uygulamasi ile
indiiklenen biyotik stresin etkisi ile 1. ve 5. giinlerde GAD enzim aktivitesinde
belirgin artis gbzlendi. Enzim aktivitesi harpin uygulanan grupta kontrol grubuna
gore uygulamanin 1. giiniinde % 124; 5. giinde ise % 130 artmistir. Mock
grubundaki GAD enzim aktivitesi kontrol grubu ile kiyaslandiginda 6zellikle 5. ve
7. giinde diisiik diizeyde bir artis meydana geldi; bu artislar; 1.glinde %38, 5.
giinde % 7,9 ve 7. glinde % 5 diizeyinde kaydedildi.
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Sekil 3.9 Kontrol, mock, harpin uygulamasmin N.tabacum bitkilerinde GAD enzim aktivitesi
tizerine etkisi
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3.3 Diger Biyokimyasal Parametreler

3.4.1 Total Protein Miktarlar1

Kontrol, mock, harpin uygulamasi yapilan tiitiin bitkilerinin yapraklarinda
total protein miktarlar1 belirlendi (Sekil 3.10). Total protein miktar1 0. Giin ile
karsilastirildiginda 1., 5. ve 7. gilinlerde genellikle azaldi. Deneme siiresince
kontrol, mock ve harpin gruplarinin total protein miktarlar1 karsilastirildiginda
belirgin bir farklilik kaydedilmedi.

m Kontrol Mock ® Harpin
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=0
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z =
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Sekil 3.10 N.tabacum bitkilerinde biyotik stresin total protein igerigine etkisi
3.4.2 GABA Miktarinin Belirlenmesi

Nicotiana tabacum bitkisinde GABA miktarlarindaki degisimler kontrol,
mock ve harpin uygulanan gruplarda belirlendi (Sekil 3.11). Kontrol grubu ile
harpin uygulamas1 yapilan grup karsilastirildiginda GABA miktar1 seviyesi
oldukga biiyiik bir farklilik gostermektedir. Harpin ile indiiklenen biyotik stresin
etkisiyle GABA miktari, 1.giinde 175,24 umol g YA ile en yiiksek diizeye ulast:
ve bu deger kontrol grubu degeri ile karsilastirildiginda harpin uygulanan gruptaki
GABA birikiminde 6 katlik bir artis oldugu go6zlendi. Kontrol ve mock
gruplarindaki GABA miktar1 degisimi deneme siiresi boyunca birbirine yakin
seviyelerdedir. Her iki grupta da 0. giinden 7. giine kadar GABA birikiminde artis
goriildii. Ornegin 0. giin kontrol grubunda GABA miktar1 32,82 pmol g YA™
iken, 7. giinde GABA miktar1 yaklasik 2 kat artarak, 66,45 pmol g YA™ diizeyine
ulasti. Benzer sekilde mock grubundaki GABA miktar1 1. giinde 27,79 umol g
YA iken, 7. giinde % 143 artarak 67,6 pmol g YA™ seviyesine ulast (Sekil 3.11).
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Sekil 3.11 N.tabacum bitkilerinde biyotik stresin GABA miktarlar1 tizerine etkisi

3.4.3 Glutamat Miktarinin Belirlenmesi

Calisgmamizda kontrol, mock ve harpin uygulanan tiitiin bitkilerinde
glutamat miktarindaki degisimler belirlendi (Sekil 3.12 ). Kontrol sartlar1 altinda
en yiiksek Glutamat miktar1 13,47 pmol g YA™  ile 0. giinde gbzlendi. Harpin
uygulamasi ile olusan biyotik stresin etkisi deneme siiresince glutamat miktarinda
azalmaya neden oldu. Ozellikle 5. ve 7. ginde kontrol gruplar ile
karsilastirildiginda sirastyla % 39,8 ve % 70 diizeylerinde azalma meydana geldi.
Mock grubunda ise kontrol grubuna gore glutamat miktar degisimleri 6nemli
seviyede farklilik gostermedi. 1. ve 5. gilinlerde sirasiyla % 15,6 ve % 2,2 azalma,
7.giinde ise % 10,7 artma belirlendi ayrica 7. giinde en yiiksek Glutamat miktari
12,49 pmol g YA™ ile mock grubunda gézlendi.

m Kontrol Mock ® Harpin
20 ~

10 ~

Glutamat miktari
(umol g yas agirhik 1)
—

0. giin 1. gin 5. giin 7.glin

Sekil 3.12 N.tabacum bitkilerinde biyotik stresin Glutamat miktarlari {izerine etkisi
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3.4.4 Hidrojen Peroksit (H,0,) Miktarinin Belirlenmesi

Biyotik strese kars1 bitkilerde savunma yanit1 olarak reaktif oksijen tiirleri
iretilmektedir (Bolwell and Wojtaszek, 1997; Bolwell, 1999). Calismamizda
yaprak Orneklerimizde deneme siiresince (0, 1., 5. ve 7. giinlerde) kontrol, mock
ve harpin uygulanan gruplarda DAB boyamast ile yapraklardaki H,O, birkimini
hem gorsel olarak hem de miktar agisindan belirledik. Sonuglara ait veriler
sekiller 3.13 ve 3.14’te goriilmektedir. H,O, miktari, uygulamanin 1. giiniinde
mock ve harpin uygulanan gruplarda benzer seviyelerde gozlendi ancak bu
degerler kontrol diizeylerine gore daha yiiksek seviyedeydi. H,O, birikimi 5.
giinde kontrol grubu ile karsilastirildiginda mock grubunda % 12,5 azalma, harpin
uygulanan grupta ise % 6,25 artig gosterdi. Bununla birlikte deneme siiresi
boyunca H,0, miktarindaki en belirgin degisim 7.giinde gozlendi. H,O, miktar
harpin uygulanan grupta kontrol grubuna gore % 72 oraninda artis gosterirken,
kontrol ve mock gruplarinda ayn1 miktarlarda H,O, birikimi kaydedildi.

m Kontrol @ Mock ®Harpin
0,05 ~

0,04 -

0,03 -

0,02 -
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0. giin 1. glin 5. glin 7.gln

Sekil 3.13 N.tabacum bitkilerinde biyotik stresin H,O, miktarlari tizerine etkisi

Kontrol Mock uygulanan Harpin uygulanan

Sekil 3.14 N.tabacum bitkilerinde 7. glinde kontrol, mock ve harpin uygulanan bitkilerde
H,O; birikiminin DAB boyama ydntemi ile belirlenmesi.
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4. TARTISMA

Bitkiler dogada; viriisler, bakteriler, funguslar, oomycetes, nematodlar ve
herbivorlar1 igeren patojen ve zararlilarin biiyiik ¢ogunlugundan etkilenmektedir
(Glazebrook, 2005). Bu nedenle bitkiler, biyotik streslerin genis ¢ogunluguna
adapte olmak ve yasayabilirligini siirdlirmek icin ¢esitli stratejiler gelistirir (Howe
and Jander, 2008). Patojen ataklarindan korunmak igin gelistirilen en Onemli
stratejilerden biri kimyasal savunma yanitlaridir (Levin, 1976; Swain, 1977,
Wittstock and Gershenzon, 2002). Bu kimyasal toksinlerin ¢ogu, glukosinolatlar,
alkoloidler ve fenolikler gibi bitki sekonder metabolitleridir (Schoonhoven et al.,
2005). Proteinik olmayan aminoasitler de bu siirecte; azot/karbon depolar1 olarak,
primer metabolitlerin katabolizmasi ve biyosentezinde ara bilesenler olarak
hareket ederek 6nemli rol oynar (Rosenthal, 1991). GABA, dort karbonlu protein
yapisina katilmayan bir aminoasittir (Baum et al., 1993; Snedden et al., 1996).
GABA’nin bitkilerde, biiyiime ve gelisme, pH diizenlenmesi, cevresel stres
faktorlerine yanit, boceklere ve hastaliklara karsi direng, azot kaynagi olarak
kullanilmast ve ayrica sinyal molekiilii olarak goérev yaptigr bilinmektedir.
Yapilan bir¢ok calismada yiiksek ve diisiik sicaklik, kuraklik, tuz stresi gibi ¢esitli
abiyotik stres kosullarinda GABA miktarlarinda degisimler saptanmistir ancak

biyotik stres kosullarindaki degisimler ile ilgili kisith bilgi bulunmaktadir.

Calismamizda tiitiin bitkisinde, harpin ile indiiklenen biyotik stres siirecinde,
glutamat, GABA miktarlar1 ve GAD (glutamat dekarboksilaz), GDH (glutamat
dehidrogenaz) enzim aktivitelerindeki degisimleri inceledik. Ayrica GABA ve
oksidatif stres arasindaki etkilesimi belirlemek i¢in deneme siiresince hidrojen
peroksit miktarlarindaki degisimleri de belirledik. Bununla birlikte, fizyolojik
parametrelerle ilgili olarak kok govde yas, kuru agirlik degerlerini, bagil su
icerigini ve fotosentetik verimdeki degisimleri de gozlemledik. Arastirma
projemizin hipotezi daha onceden belirttigimiz gibi; GABA metabolizmasi ile
biyotik strese verilen yanitlar arasinda bir iligkinin bulundugu ve bu iliskinin
dolayli veya dogrudan H,O, gibi ROT’larin birikimi ile ilgili oldugudur. Bu
acidan elde edilen sonuglar1 degerlendirdigimizde, gerek glutamat, GABA
miktarlarindaki degisimler gerekse GDH ve GAD aktivitelerindeki degisimler bu
iliskiyi vurgular niteliktedir. Genel olarak harpin uygulamasinin erken agamasinda
verilen yanitlarin GABA metabolizmasi ile iliskili oldugu diisiiniilmektedir,

bulgularimiz bu diisiincemizi destekler niteliktedir.



36

Harpin uygulamasi yapilan gruplarda kontrol gruplar ile karsilastirildiginda,
govde yas agirliginda azalma, kok yas agirliginda ise artma meydana geldi.
Mekanik stresin etkisini belirledigimiz mock grubunda da benzer bir etki
gorilmektedir. Harpin uygulanan gruplarin kok kuru agirhiginda ve gévde kuru
agirliginda kontrol sartlari ile karsilastirildiginda artma, mock grubunun koék kuru
agirh@inda artma, gévde kuru agirliginda azalma tespit edildi. Pamuk bitkisinde
yapilan bir ¢calismada, harpin uygulamasinin bitki agirlig1 tizerine 6nemli bir etkisi
olmadig1 anlagilmistir (Bednarz et al., 2002), ancak kanola ve domates bitkisinde;
harpin proteini uygulamasinin bitki agirligini artirdigr belirlenmistir (Bishnoi and
Payyavula, 2004).

Bitkilerde patojen ve herbivor etkisi ile savunma siire¢lerinin aktif hale
gelmesi sonucunda yaprak dokularinda fotosentetik kapasitenin azalmasi meydana
gelir (Bilgin et al., 2010). Ayrica oomycetes bitki patojeni olan P.capsici’nin
biber bitkisindeki klorofil seviyesini negatif olarak etkiledigi tespit edilmistir
(Aguirreolea et al.,, 1995). Calismamizda da harpin uygulanan gruplarda
fotosentetik verimde azalma gozlendi. Bu azalma 6zellikler yapraklarda ki hasarin
daha belirgin oldugu kosullarda yani stres uygulamasinin 7. giiniinde daha
belirgin diizeydeydi. Bitkilerin RWC, c¢evresel kosullarin etkisi ile degisim
gosteren bitkinin i¢inde bulundugu ortamdaki su durumunu ortaya koyan énemli
parametrelerden biridir. Calismamizda fotosentetik verime benzer sekilde harpin
uygulamasi yapilan gruplarda bagil su igerigi sonuglarinda da azalma gozlenmistir,

bu degeler yaprak yas agirligi degisimleri ile uyumlu goriilmiistiir.

Bitkilerde, abiyotik ve biyotik stresin g¢esitli formlarinda GABA seviyesinin
arttig1 tespit edilmistir (Shelp et al., 1999). Ayrica, GABA bitkilerde, bakteriyal
fitopatojenlere karsi savunma sinyali olarak salgilandigini 6ne siiren ¢aligmalarda
bulunmaktadir (Chevrot et al., 2006). Ornegin; Cladosporium fulvum enfeksiyonu
sirasinda domates bitkisinin apoplastinda GABA seviyesi artis1 tespit edilmistir
(Solomon ve Oliver, 2001;2002), ve blast fungus ile enfeksiyon sirasinda piring
bitkisinde GABA shunt aktive olmaktadir (Wu et al., 2006). Bu durumlara ilave
olarak, GABA, Agrobacterium tumefaciens de virulansi (Chevrot et al., 2006) ve
bocekler tarafindan indiiklenen herbivor etkisini azaltabilmektedir (Bown et al.,
2006). Benzer olarak calismamizda kontrol gruplarina gore harpin uygulanan
gruplarda GABA seviyesi artmistir. Ozellikle 1.giinde 6 kat artis gdstermistir. Bu
bulgular, GABA’nin bitkiler ile fungus, bakteri ve bocekleri igeren diger
organizmalar arasinda iletisimi diizenliyor olabilecegini gdstermektedir (Shelp et
al., 2006). GABA birikiminin harpin uygulanan gruplarda cok yiiksek seviyede
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olmasi, deneme siiresince yiiksek seviyede kalmasi arastirma hipotezimizi
destekleyen en Onemli bulgulardan biridir. Bununla birlikte abiyotik stres
kosullar altindaki GABA miktarini aragtirdigimiz daha 6nceki ¢alismalarimizdan
(Bor et al. 2009; Akgay et al. 2012) elde ettigimiz bulgularla karsilastirdigimizda
GABA metabolizmas1 ve biyotik stres arasindaki etkilesimin ¢ok daha erken
donemde aktif hale geldigini diisinmekteyiz. Ozellikle 1. giindeki yiiksek
diizeyler GABA’nin biyotik stres kosullarinda sinyal molekiilii olabilecegine
isaret etmektedir. GABA yolunun biyotik stresle aktif hale geldiginin 6nemli
kanitlarindan birisi de mekanik etkiyi gozlemek icin kullandigimiz mock

gruplarinda GABA miktarlarindaki degisimin kontrol diizeylerinde kalmasidir.

Patojenler veya herbivorlar tarafindan olusturulan yaralanma, donma veya
1s1 stresleri, hiicre zarlarini tahrip ederek igeriginin sitosole akmasina neden
olabilir ayrica protonlar: sitosolden vakuole veya apoplasta pompalayan ATPaz
enzimlerini inhibe edebilir. Bu durumda sitosolik pH diiser ve GAD aktivitesi
tetiklenir (Allan et al., 2009). Arabidopsis thaliana’da yapilan bir ¢alismada
GABA biyosentezi ile GAD enziminin aktivitesi ve ilgili genin ifadesi agisindan
belirgin bir iligki goriilmiistiir (Bouche et al., 2004). Bizim ¢alismamizda harpin
uygulamasi ile indiiklenen biyotik stresin etkisiyle GAD aktivitesi kontrol
grubuna gore 1. giinde % 124,5 5.giinde ise % 130’luk artis gosterdi. 1. giin
GABA diizeyleri ile birlikte ele aldigimizda GAD enziminin aktivitesinde
gozlenen bu artiy GABA yolunun aktif hale geldiginin en 6nemli kanitlarindan
biridir. GABA’nin bitkilerdeki en 6nemli sentez yolu olan glutamattan GAD
aktivitesi ile GABA’nin sentezlenmesi, tiitiin bitksinde biyotik stres kosullarinda
aktif halde geldi.

Glutamat dehidrogenaz enzimi (GDH), o- Kketoglutarattan glutamat
olusumunu katalizler. Tiitlin bitkisine uzun stireli tuz stresi uygulanmasi sonucu
GDH enzim aktivitesini azaldigt GABA birikiminin arttig1 tespit edilmistir
(Akcay et al.,, 2012). Bizim calismamizda harpin ile indiiklenen biyotik stres
sonucu deneme stiresince glutamat miktarinda 1.giinden 7. giine kadar azalma
meydana gelmistir. GABA metabolizmasinda GDH enzim aktivitesi ile glutamat
olusumu gergeklesir. Sonuc¢larimizda, Glutamat olusumunda Ozellikle harpin
uygulamsinin 5. ve 7. giiniinde kontrol grubu ile karsilastirildiginda sirastyla %
39,8 ve % 70 azalma meydana geldi. GDH enzim aktivitesindeki azalma ile

glutamat miktarindaki azalma sonuglar1 uyumludur.
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Hidrojen peroksit, siiperoksit ve hidroksil radikali gibi ROT’lar, patojen
atagiin taninmasi sonrasinda meydana gelir (Lamb and Dixon, 1997; Shetty et al.,
2008). Patojen atagi olan bolgenin sinirlandirilmasi i¢in yapraklarda ozellikle
H,0O, birikiminin artmasi onemli savunma yanitlarindan biridir. Biyotik stres
kosullarinda yapraklardaki H,O, birikimini tetikleyen mekanizmalara bitkilerde
cesitlilik gostermektedir, bu yollardan bir kismu SA iliskili olarak rapor
edilmisken poliamin oksidaz aracili veya NADPH oksidaz aracili siireglerde
bildirilmistir (Zhang et al., 2007; Yoda et al. 2009) Uziim bitkisinde yapilan
calismada harpin uygulamasmin erken oksidatif patlamayr tetikledigi
belirlenmistir (Nick and Chang, 2012). Bizim g¢alismamizda harpin uygulanan
gruplarda kontrol grubuna gore H,O, birikiminin daha yiiksek diizeyde oldugu
gozlendi. H,O, birikimi ozellikle harpin uygulamasmin 7. giiniinde kontrol
grubuna gore belirgin diizeylerde birikim gosterdi. Bu sonug¢ 15181 altinda
calismamizda H;O, birikimindeki artisin GABA yolu bilesenleri ile iligkili bir
degisim gosterdigini sOyleyebiliriz. Tiitlin bitkilerinde stresin 7. giiniinde
yapraklarda goriilen H,O, birikimi, patojen etkisini siirlandirmak i¢in verilen

yanitlardan biridir.
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5.SONUCLAR

Caligmamizda tiitiin bitkisinde harpin ile indiiklenen biyotik stresinin etkisi
ile GABA metabolizmas1 arasindaki iliskiyi belirleyebilmek i¢in GABA
metabolizmasi bilesenlerinin degisimlerini inceledik. Harpin uygulamasi ile
gerceklesen biyotik stresin etkisinin 7. giinde en belirgin oldugu tespit edildi.
Ayrica govde yas agirhiginda, harpin uygulanan grupta azalma meydana gelirken
kok yas agirliginda artma belirlenmistir. Bu durum harpin’in yapraklardan koklere
tagimiyor olabilecegini gostermektedir. Glutamat ve GABA miktar1 degisimleri ile
GAD ve GDH enzim aktiviteleri birbirleri ile uyumlu degisimler gostermistir. Bu
durum GABA yolu bilesenlerinin biyotik strese verilen yanitta etkili oldugunu
gostermistir. Hidrojen peroksit, patojen atagi sirasinda erken meydana gelen
reaktif oksijen tiirlerinden biridir. Biyotik stres uygulamasinin ilk giiniinde
hidrojen peroksit miktarindaki ve GABA’da gozlenen artig paralellik
gostermektedir. Diger GABA yolu bilesenlerine ait sonuglarla ile birlikte
degerlendirildigimizde GABA’nin harpin ile indiiklenen stres yanitlarinda Hy0;
birikiminide i¢ine alan siireci tetikleyen bir sinyal molekiilii olarak gérev aldigini

diisiinmekteyiz.
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