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ÖZET 

TÜTÜN BİTK İSİNDE GABA-STRES İL İŞKİSİNİN BELİRLENMESİ 

AKÇAY, Neşe 

Yüksek Lisans Tezi, Biyoloji Bölümü 

Tez Yöneticisi: Doç. Dr. Melike BOR 

Kasım 2010, 71 sayfa 

Bakteriler, mantarlar, memeliler, bitkiler gibi canlılarda bulunan Gamma 

aminobütirik asit (GABA) hayvanlarda merkezi sinir sisteminde 

nörotransmiter inhibitörü olarak görev almaktadır. Glutamat dekarboksilaz 

(GAD), semialdehit dehidrogenaz (SSADH) ve GABA-transaminaz 

enzimlerinin GABA’nın metabolizmasında rol aldığı tespit edilmiştir 

(Kinnersley ve Turano, 2000). Farklı stres koşulları altında çeşitli bitkilerde 

GABA miktarlarındaki değişimler incelenmiştir ancak aynı bitki sisteminde, 

aynı stres koşullarında ve zamana bağlı GABA miktarındaki değişimler 

bilinmemektedir.  

Tez projesi kapsamında, tütün (Nicotiana sylvestris) CMSII mutantı ile 

yabani çeşit arasındaki GABA- stres ilişkisinin belirlenmesi hedeflenmiştir. 

Nicotiana sylvestris CMSII mutantı mitokondrial bir mutasyon taşımaktadır; 

solunum kompleksi I’in NAD7 altbirimini kodlayan nad7 genine sahip 

değildir. Buna bağlı olarak, CMSII mutantı yabani çeşit ile karşılaştırıldığında 

daha düşük asimilasyon oranlarına sahiptir ancak biyotik ve abiyotik stres 

koşullarına toleranslıdır (Dutilleul ve ark, 2003). Çimlenme sonrasında fideler 

yaklaşık 3 haftalık dönemde iken kuraklık stresi uygulanacaktır. Kuraklık ve 

tuz stresi koşullarına maruz bırakılan CMSII ve yabani tütün fidelerinde 

GABA yolağının çeşitli basamakları incelendi.  

Anahtar sözcükler: GABA, Tütün, Kuraklık stresi, Tuz stresi. 
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ABSTRACT 

INVESTIGATION OF GABA-STRESS RELATION IN TOBACCO PL ANT  

AKÇAY, Neşe 

Master in Biology Department 

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Melike BOR 

November 2010, 71 pages  

Gamma-amino butyric acid (GABA) has been determined in different 

organisms like bacteria, fungi, mammalians and plants which is a 

neurotransmitter inhibitor of central nerve system. Glutamate decarboxylase 

(GAD), semialdehyde dehydrogenease (SSADH) and GABA transaminase 

enzymes have been determined to have important roles in GABA metabolism 

(Kinnersley ve Turano, 2000). To date GABA accumulation under the effect of 

different stresses has been determined in different plants however, it is not 

clear that how GABA accumulation is related to the effects of different 

stressors under the same plant system.  

In our project, we aimed to study GABA-stress relation in Nicotiana 

sylvestris CMSII mutant and wild type plants. CMSII mutant has a 

mitochondrial mutation nad7 gene which encodes the subunit NAD7 of 

complex I in respiratory chain. CMSII mutant has lower assimilation rates but, 

tolerance to biotic and abiotic stresses as compared to wild type plants 

(Dutilleul ve ark, 2003). CMSII mutant and wild type plants were important 

tools for the investigation of stress tolerance, mitochondrial signal transduction 

and GABA interactions. Drought and salt applications started at 3 rd week of 

the seedling growth and components of GABA shunt were analyzed under the 

effect of drought and salt stresses in CMSII and wild type plants.  

Keywords: GABA, Tobacco, Drought stress, Salt stress  
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1. GİRİŞ 

Tütün Ege Bölgesi’nde yetiştirilen ekonomik öneme sahip önemli bir 

tarım bitkisidir. Ege Bölgesinin iklim şartları ve küresel ısınma problemi 

nedeniyle tütün yetiştirilmesi sırasında çok çeşitli abiyotik streslere maruz 

kalmaktadır. Bu streslerin başında özellikle su kıtlığı ve kuraklık gelmektedir. 

Tez projemiz kapsamında tütünde (Nicotiana sylvestris) CMSII mutantı ile 

yabani çeşit arasındaki GABA-stres ilişkisi incelenmiştir. Daha önceki yıllarda 

yapılan çeşitli çalışmalar bitkilerde abiyotik stres toleransı ile GABA 

metabolizması arasında önemli bir ilişki olduğunu göstermektedir (Bouche et 

al., 2003; Fait et al., 2005).  

Gama–aminobutirik asit (GABA) protein yapısına katılmayan dört 

karbonlu bir amino asittir. Yapısında α-karbonu yerine γ-karbonu bulunur, 

amfoterik özellik gösterir ve serbest formda bulunan bir aminoasittr. GABA, bir 

çok prokaryotik ve ökaryotik canlıda serbest amino asit havuzunun önemli bir 

bileşenidir. Stres koşullarında bitkilerde GABA yolu ile trikarboksilik asit 

döngüsünün iki adımı atlanır ve bu yol Ca2+/kalmodulin tarafından düzenlenen 

sitosolik enzim glutamat dekarboksilaz (GAD) ve mitokondiral enzimler 

GABA-transaminaz (GABA-T) ve süksinik-semialdehit dehidrogenaz 

(SSADH)’dan oluşur. Asidosis, donma, anoksiya, sıcaklık, tuzluluk ve kuraklık 

stresine maruz kalan bitki dokularında hızla GABA biriktirilir (Snedden and 

Fromm 1999; Kinnersley and Turano 2000).  

Farklı bitki türlerinde “Sitoplazmik erkek kısırlığı (CMS)” bitki 

mitokondrisi ile doğrudan bağlantılı bir özelliktir. CMS’yi bulunduran bitkiler 

canlı polen oluşturamazlar ve sonuç olarak erkek kısırlığı ortaya çıkar. CMS 

genotipine sahip bitkilerde mitokondri genomunun kalıtımı daima anneye 

bağlıdır. Hibrit tohum stoklarının üretimini kolaylaştıran kararlı kısır erkek 

ırklar oluşturmasından dolayı CMS, bitki ıslahında çok önemli bir özellik olarak 

bilinir. Bu özellik pek çok bitki türünde bulunmaktadır (Taiz ve Zeiger; 2002). 

Nicotiana sylvestris CMSII mutantının mitokondrial DNA’sı solunum 

kompleksi I’in (NADH-ubiquinon oksiredüktaz) NAD7 altbirimini kodlayan 72 

kb’lık nad7 genine sahip değildir. Bu nedenle CMSII bitkilerinde rotenona 

duyarlı olan kompleks I aktivitesi gözlenmez (Pineau et al., 2005). Ayrıca bu 

bitkiler indirgenmiş vejetatif ve floral organlara sahiptirler (Gutierres et al., 
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1997). CMS II mutantı yaşam döngüsüne alternatif NAD(P)H-dehidrogenaz 

yardımıyla NAD(P)H oksidasyonunun gerçekleştirilmesi ve buna bağlı olarak 

düşük solunum etkinliğiyle devam eder (Sabar et al., 2000). Ayrıca, CMSII 

mutantı yaban tipiyle karşılaştırıldığında daha düşük fotosentez etkinliğine 

sahiptir ancak biyotik ve abiyotik stres koşullarına daha toleranslıdır (Sabar et 

al., 2000; Dutilleul et al., 2003). Tez projemizde farklı tütün çeşitlerinde GABA-

stres ilişkisinin ortaya konulması ile bu alandaki çalışmalara önemli bir katkı 

sağlandığı düşünülmektedir. Projeden elde edilen sonuçlar, aynı bitki sisteminde 

farklı stres koşullarında, GABA metabolizması-bitki stres ilişkisinin bilinmeyen 

noktaların aydınlatılması açsından önemli bilgiler içermektedir. 

1.1 Kuraklık ve Tuz Stresi  

Kuraklık meteorolojik bir terimdir ve genellikle toprak nemi açısından 

yeterli ölçüde yağışın olmadığı bir periyodu tanımlar. Bitkilerde kuraklık 

stresinin etkileri topraktaki kullanılabilir suyun azaldığı ve transpirasyonla 

sürekli su kaybedildiği atmosferik koşullarda ortaya çıkar (Jaleel et al., 2009). 

Bitkiler hayat döngüleri boyunca çok sık toprak ve atmosferik su kıtlığına ve 

yüksek toprak tuzluluğuna da maruz kalırlar (Chaves et al., 2009). Dünya 

arazisinin %6’sından fazlası ve sulanan alanın %30’u tuzluluk probleminden çok 

fazla zarar görmüştür (Unesco Water Portal, 2007). Hızlı populasyonun artışı, 

tarımsal üretimde su kaynaklarının aşırı kullanılmasına ve buna bağlı olarak 

bitki büyümesinde, yaşam döngüsünde ve ürün veriminde kayıplara neden 

olmaktadır (Chaves et al., 2002, 2003; Passioura, 2007). 

Su stresine (kuraklık stresine) karşı oluşan yanıtlarla ilgili araştırmalar 

artan bir öneme sahiptir, çoğu iklim değişikli ği senaryosu, dünyanın birçok 

bölgesinde kuraklığın artış göstereceğine dayanmaktadır (Petit et al., 1999). 

Kuraklık, yüksek sıcaklıkla ve radyasyonla beraber bitkinin hayatta kalmasını, 

ürün verimliliğini kısıtlayan çoğu çevresel baskıyıda daha belirgin olarak ortaya 

çıkarır (Boyer 1982).   
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Şekil 1.1: Bitkilerin tuz stresine maruz kaldıklarında oluşan fizyolojik ve biyokimyasal 

değişiklikler (Seçkin, 2010). 

Kuraklık stresinde su durumunu kontrol eden bitki stratejileri konularından 

(Schulze 1986) su eksikliğine (Chaves 1991; Cornic and Massacci 1996) ve 

oksidatif strese (Foyer and Mullineaux 1994; Smirnoff 1998) karşı oluşan bitki 

yanıtının temelinde yatan fizyolojik ve biyokimyasal prosesleri kapsayan 

konulara kadar birçok çalışma yapılmıştır (Chavez et al., 2003). Yaprak yapısı 

ile fonksiyonu (Valladares and Pearcy 1997) ve kök morfolojisi ile stres 

toleransı (Jakson et al., 2000; Maggio et al., 2001) arasındaki ilişkisi 

belirlenmiştir, bunlar bitkinin farklı çevrelerde hayatta kalması için gerekli olan 

rekabetçi özelliklerin anlaşılmasında önemlidir (Chaves et al., 2003).  

Kuraklık stresine tolerans hemen hemen tüm bitkilerde görülür fakat 

derecesi, türden türe hatta tür içinde bile değişiklik gösterir. Oluşan su kıtlığında 

ve tuz stresinde tarım ürünlerinin yetiştirilmesi küresel bir sorun olmuştur (Jaleel 
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et al., 2007b-e; Nakayama et al., 2007). Geleneksel ıslah çalışmaları vakit aldığı 

için günümüzdeki genetik markırlar kullanmaktadır (Zhu, 2002).  

Kuraklık stresinde su kaybından dolayı bitki stomalarını kapatır ve gaz 

değişimini sınırlandırılır. Kuruma çok daha kapsamlı su kaybıdır, 

metabolizmanın ve hücre yapısının çok kötü bozulmasına ve sonuç olarak da 

enzimle katalizlenen reaksiyonların kesilmesine neden olur (Smirnoff, 1993; 

Jaleel et al., 2007d). Kuraklık stresi su içeriğinin ve yaprak su potansiyelinin 

azalmasıyla, turgor kaybıyla, stomanın kapanmasıyla ve hücrenin 

genişlemesindeki ve büyümesindeki azalmayla karakterize edilir (Şekil 1.1) 

Kuraklık stresi fotosentezin bloke edilmesi, metabolizma bozulması ve bitkinin 

ölümüyle sonuçlanabilir (Jaleel et al., 2008c). Kuraklık stresi hücre büyümesini 

hücre bölünmesinden daha fazla inhibe eder. Fotosentez, solunum, 

translokasyon, iyon alınımı, karbohidratlar, besin metabolizması ve büyüme 

promotörleri gibi çeşitli biyokimyasal ve fizyolojik proseslerin etkilenmesiyle 

bitki büyümesi yavaşlar (Jaleel et al., 2008a-e; Farrooq et al., 2008). 

 

Şekil 1.2 : Bitkilerde kuraklık stresinde büyümenin kısıtlanmasındaki bazı nedenler 

(Jaleel et al., 2009). 
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1.2 Bitkilerde GABA Metabolizması 

 

Şekil 1.3. GABA yapısı: Glutamat dehidrogenaz yardımıyla glutamattan GABA sentezi 

(Jorgensen, 2005). 

Gama-aminobutirik asit protein yapısına katılmayan 4 karbonlu bir amino 

asittir, serbest amino asit havuzunun önemli bir bileşenidir (Shelp et al., 1999). 

Suda yüksek bir çözünürlüğe sahiptir: yapısal olarak esnek bir moleküldür, 

çözeltide birkaç konformasyonda olduğu varsayılır ve proline benzer bir 

halkasal yapı içerir (Christensen et al., 1994). Tipik olarak, bitki dokularında 

GABA seviyeleri düşüktür; 1 gram taze yaprakta 0,03 ile 2,00 µmol arasında 

değişir (Rhodes et al., 1986; Fougère et al., 1991) fakat ısı şoku, mekanik uyarı, 

hipoksiya ve fitohormonları içeren birçok farklı uyarıya karşı oluşan yanıtta 

birkaç kat artar (Pérez et al., 1994; Bown and Shelp; 1989, 1997; Satyanarayan 

and Nair, 1990). Strese yanıt metaboliti olan GABA’nın bitkilerdeki fonksiyonu 

hâlâ tartışılmasına rağmen (Bouché and Fromm, 2004) çevresel uyarının çoğuna 

karşı oluşan yanıtta hücre seviyesinde birikmesi özel ilgi uyandırmıştır 

(Kinnersly and Turano, 2000).  

Bakterilerde, mantarlarda, bitkilerde ve omurgalılarda korunmuş olan 

GABA (Bouché and Fromm, 2004) ilk kez patates (Solanum tuberosum) 

yumrularında keşfedilmiştir (Dent et al., 1947), fakat nörotransmisyonda temel 

bir rol oynayan GABA’nın beyinde yüksek seviyede çıkmasından dolayı ilgi 

hayvanlara doğru yön değiştirmiştir (Bouché and Fromm, 2004). Teorik 

fonksiyonları osmoregülasyon (Shelp et al., 1999) ve glutamat homeostazisinin 

kontrolü (Masclaux-Daubresse et al., 2002) gibi GABA metabolizmasına 

bağlanır. Ayrıca pH düzenlemesine katıldığı (Carroll et al., 1994; Crawford et 
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al., 1994) ve TCA’yı atladığı (Studart-Guinmarães et al., 2007) kanıtlanmıştır. 

Bunların yanında, GABA’nın nitrat alınımını ayarlamada (Beuve et al., 2004), 

14-3-3 genlerinin düzenlenmesinde (Lancien and Roberts, 2006) ve polen 

tüpünün büyümesinde ve yönlendirilmesinde (Palanivelu et al., 2003) bir sinyal 

molekülü olarak hareket ettiği rapor edilmiştir. 

Bitkilerde ve hayvanlarda iki hücresel bölmede yer alan GABA 

metabolizması üç enzimli bir yolakta değerlendirilir (Renault et al., 2010) (Şekil 

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 için mitokondriye 

taşınır, GABA-T GABA’yı suksinik semialdehite (SSA) dönüştürür (Van 

Cauwenberghe et al., 2003). Ardından, SSA mitokondrial suksinik semialdehit 

dehidrogenaz (SSDH, EC 1.2.1.16) ile suksinata okside edilir (Busch and 

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

hidroksibutirat dehidrogenazın aktivitesiyle SSA sitosolde indirgenebilir de 

(Breitkreuz et al., 2003). 

 

Şekil 1.4 Trikarboksilik asit döngüsü ve GABA alternatif yolu (Akihiro et al., 2008). 

1.2.1 Glutamat Dekarboksilaz (GAD; EC 4.1.1.15) 

Glutamat dehidrogenaz (GAD) L-glutamat için spesifikir, pridoksal 5′-

fosfat-bağımlıdır, sülfhidril gruplarıyla reaksiyon verdiği bilinen ajanlar 
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tarafından inhibe edilir, kalmodulin-bağlayan bir domaine sahiptir ve optimum 

pH değeri ~5,8 gibi bir pH sergiler (Barry et al., 1999). Petunya’da (Baum et al, 

1993), domateste (Gallego et al., 1995), tütünde (Yun and Oh; 1998) ve 

Arabidopsis’de (Turano and Fang; 1998; Zik et al., 1998) GAD genleri 

tanımlanmıştır.  Bitkilerde GAD fonksiyonu ve düzenlenmesi ile ilgili 

çalışmalar Petunya GAD geninin klonlanmasıyla ve Ca2+-bağımlı kalmodulin 

(CaM)-bağlayan proteinik kodlanan enzimin karakterizasyonu ile uyarılmıştır 

(Baum et al., 1993). Daha sonra, çeşitli bitki türlerindeki ekstratlarda GAD 

aktivitesinin Ca2+ ile ayarlandığı bulunmuştur (Snedden et al., 1995; Ling et al., 

1994; Arazi et al., 1995; Aurisano et al., 1995).  

Petunya GAD’ınn CaM bağlayan domainin detaylı moleküler analizi 

(Arazi et al., 1995) ve Ca2+-CaM’la düzenlenen enzimin saflaştırılan 

rekombinant proteininin karakterizasyonu (Snedden et al., 1995) çeşitli stres 

durumlarına yanıtta GAD aktivitesinin hızlı uyarılarını açıklamak için bir 

çalışma modeli sağlar, bu da sitosolik Ca2+ konsantrasyonlarındaki değişiklikleri 

aydınlatır. Bu hipotezi destekleyen kanıt Ca2+-CaM içeren anoksiya (Aurisano et 

al., 1995) ve soğuğa karşı (Cholewa et al., 1997) yanıtta GAD aktivitesinin 

uyarılmasının kanıtlanmasıyla sağlanmıştır (Şekil 1.5). Ayrıca Ca2+-CaM ile 

GAD aktivitesinin düzenlenmesi hem in vitro (Zik et al., 1998; Turano and 

Fang, 1998, Snedden et al., 1996; Yevtushenko et al., 2003) hem de in vivo’da 

(Aurisano et al., 1995; Colewa et al., 1997) kanıtlanmıştır. Ayrıca, petunya GAD 

CaM-bağlayan domainine bağlanan CaM’ın üç boyutlu yapısı nükleer magnetik 

rezonans ile belirlenmiştir (Yap et al., 2003), CaM-bağlayan domainin iki 

peptidi ile CaM’ın ilginç bir bağlantısını açığa çıkarmıştır. CaM bağlı GAD ya 

da CaM-bağlayan domaini eksik olan GAD’ı ifade eden transgenik bitkilerde 

GAD protein kompleksi oluşumunun ve kararlılığının düzenlenmesinde CaM’ın 

bir rolü olduğu belirlenmiştir (Baum et al., 1996). Ayrıca CaM-bağlayan domain 

mutantı olan pirinçde  (Oryza sativa) GAD izoformunun varlığı öne sürülmüştür 

(Akama et al., 2001). Sonuç olarak bazı izoformların monokotillerde mi yoksa 

dikotillerde mi olduğu bilinmemektedir. GAD’ı ya da CaM’ı bağlama özelliği 

olmayan mutant GAD’ı ektotip olarak ifade eden transgenik bitkilerin kullanımı 

in vivo’da GAD’a bağlanan CaM’ın önemi için ayrıca kanıt sağlar (Baum et al., 

1996).  
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Şekil 1. 5: GAD aktivitesi ve GABA-Stres ilişkisi. 1, GAD; 2, GABA-T ve 3, SSADH 

(Fait et al., 2007). 

Arabidopsis genom dizisinin tamamlanmasından sonra (The Arabidopsis 

Genome İnitiative, 2000), dizi karşılaştırması ile beş tane GAD geni 

tanımlanmıştır (Shelp et al., 1999). GAD izoformlarının en azından ikisi (GAD1 

ve GAD2) organ dağılımında farklıdır: GAD1 köke spesifiktir fakat GAD2 tüm 

organlarda ifade olur (Zik et al., 1998; Turano and Fang; 1998). Bu bulgular 

farklı GAD izoformlarının dokuya bağlı bir yolda ifade olacağını ve spesifik 

fonksiyonlara sahip olabileceğini belirtir.  

1.2.2 GABA Transaminaz (GABA-T; EC 2.6.1.19) 

GABA transaminaz (GABA-T; EC 2.6.1.19) GABA yoluyla ilgili ikinci 

enzimdir, amino alıcısı olarak ya pirüvatı (GABA-TP) ya da α-ketoglutaratı 

(GABA-TK) kullanarak GABA’nın SSA’e iki yönlü sentezini katalizler, 

reaksiyonun sonunda glutamat ya da alanin sentezlenir (Şekil 1.6). Memelilerde 

sadece GABA-TK bulunur oysa bitki ekstratlarında her iki enzim aktivitesi de 

tespit edilmiştir (Shelp et al., 1999). Bitkilerde α-ketoglutarata-bağımlı GABA-

TK enzimi tanımlanmamıştır fakat pirüvata-bağımlı GABA-TP tütünden kısmen 

saflaştırılmıştır ve homolog Arabidopsis geni sonradan klonlanmıştır (Van 

Cauwenberghe et al., 2002).  in vitro’da karakterize edilen rekombinat 

rekombinant Arabidopsis GABA-TP pirüvat kullanır fakat α-ketoglutarat 

kullanmaz bitkisel olmayan GABA-T’ler ile çok az homoloji paylaşır (Van 

Cauwenberghe et al., 2002). İlgili genin çalışmadığı Arabidopsis mutantları 
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yabani tip ile karşılaştırıldığında çiçeklerde 100 kat daha fazla arttırılmış GABA 

içeriğine sahip olduğu gözlenmiş ve GABA-TP’nin in vivo GABA yolunda 

fonksiyonel bir enzim olduğu doğrulanmıştır (Palanivelu et al., 2003). Bu 

mutanttaki yapraklarda GABA seviyelerinin artışı sınırlandırılmıştır, bu durum 

da GABA-TP’nin çiçeklerde özelleşmiş fonksiyonlara sahip olduğunu gösterir 

ve diğer GABA-T’lerin bitkinin geri kalanında GABA’yı parçalıyor olduğunu 

ifade eder. Bu yüzden, bitkilerde GABA transaminasyonu farklı tip GABA-T’ler 

yolu ile gerçekleşir, muhtemelen özelleşmiş fonksiyonlara sahip GABA-T’ler ile 

oluşur.   

 

 Şekil 1. 6: GABA-T aracılığı ile mitokondrial GABA metabolizması. 2, GABA-T. (Fait 

et al., 2007). 

1.2.3 Suksinik Semialdehit Dehidrogenaz (SSADH; EC 1.2.1.16) 

Bitkilerde ilk klonlanan suksinik semialdehit dehidrogenaz (SSADH) geni 

biyokimyasal olarak analiz edilmiştir (Coleman et al., 2001). Patates 

yumrularında ve Arabidopsis hücre kültürlerindeki mitokondrilerde lokalize olan 

ve saflaştırılan rekombinant Arabidopsis SSADH’ye karşı antikor artmıştır, soya 

fasulyesi hücrelerinde SSADH lokalizasyonunun araştırıldığı daha önceki 

çalışmaları ile de uyumludur (Breitkreuz and Shelp, 1995). Farklı 

organizmalarda SSADH’ın mitokondrilerdeki subselüler lokalizasyonu ortaktır 

fakat bazı istisnalar tanımlanmıştır, örneğin mayada enzim sitosoldedir 

(Coleman et al., 2001). in vitro ölçümler SSADH’ın SSA’e spesifik olduğunu ve 

özellikle NADH üretmek için NAD+’yı kullandığını açığa çıkarmıştır. Özellikle, 

hem ATP hem de NADH enzim aktivitesini negatif olarak düzenler. SSADH ile 
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katalizlenen reaksiyonların her iki ürünü (Süksinat ve NADH) mitokondrial 

solunum zincirinin substratlarıdır, solunum zincirinde son ürün olarak ATP 

üretilir. Bu yüzden, ATP ile SSADH’ın düzenlenmesi solunum zincirine karşı 

GABA yoluyla sağlanan substrat oranlarının sıkı bir geri besleme kontrolünde 

olduğunu gösterir. Sonuç olarak, geri besleme düzenlemesi GABA’nın durgun 

evre seviyelerinin kontrolünde bir rol oynayabilir (Şekil 1. 5). 

Çevresel strese maruz kalan Arabidopsis bitksinde reaktif oksijen 

ürünlerinin anormal birikiminden dolayı özgün SSADH geninin bozulması 

bitkilerde nekrotik hücre ölümüne neden olmuştur. Örneğin, ssadh mutantları 

beyaz ışığa (100 µmol m2s´-1) maruz bırakıldığında nekrotik lezyonlar ile cücelik 

gözlenmiştir (Bouché et al., 2003). Aslında, ssadh mutantları iki tip çevresel 

strese duyarlıdır hem ultraviole ışık (özellikle ultraviole B) hem de ısı, ssadh 

mutantlarında H2O2 seviyelerinde hızlı bir artışa neden olmuştur ve bu da 

çoğalan hücre ölümü ile yaprak nekrozislerine neden olmuştur (Bouché et al., 

2003). ssadh mutanatlarının fenotipi bazı metabolitlerin (örneğin solunum 

zincirinde NADH’ın ya da süksinatın kaybı) kaybına neden olur, olası bir toksik 

etki ile GABA yolundan türevlenen bir metabolitin aşırılığıyla [örneğin SSA ya 

da ᵞ-hidroksibutirik asit (GHB)] ya da GABA yolundan türevlenen sinyal 

moleküllerindeki (GABA’yı da içerir) bir dengenin eksikliğiyle oluşturulabilir. 

Bitki mitokondrilerinde TCA döngüsünün birkaç enzimi (süksinil CoA ligaz ve 

α-ketoglutarat) GABA yolunda atlanır (Şekil 1.5), bu enzimler oksidatif stres 

koşullarında parçalanır (Sweetlove et al., 2002). Beyinde yapılan bir çalışmada, 

H2O2-indüklü oksidatif stres boyunca α-ketoglutarat dehidrogenazın inhibisyonu 

çok önemli bir biçimde NADH miktarını kısıtlar ve oksidatif strese karşı GABA 

yolunun bir rolü olduğu öne sürülmüştür (Coleman et al., 2001). Bitkilerde Ca+2 

sinyali ile reaktif oksijen türleri arasındaki bir ili şki aydınlatılmıştır (Yang and 

Poovaiah, 2002; Pei et al., 2000; Larkindale and Knight, 2002; Coelho et al., 

2002; ). GAD aracılığıyla Ca+2 tarafından düzenlenen GABA yolu stres 

koşullarında aktive edilir reaktif oksijen türlerinin artan üretimine neden olur. 
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1.2.4 Glutamat Dehidrogenaz (GDH; EC 1.4.1.2) 

Omurgalılarda olduğu gibi bitkilerde de GABA, 2-okzoglutarattan 

sentezlenir. 2-okzoglutarat glutamat dehidrogenaz enzimi  (GDH; EC 1.4.1.2) 

vasıtasıyla glutamata dönüştürülür. Daha sonra glutamat, glutamat dekarboksilaz 

(GAD) enzimi yoluyla GABA'ya dekarboksillenir (Kathiresan et al., 1997). 

GABA, glutamatın dekarboksillenmesi ile oluşturulur ve mitokondride süksinik 

semialdehit yoluyla süksinata metabolize olur (Bidwell, 1963; Cleddenning et 

al., 1952; Dixon et al., 1961; Naylor et al., 1956). Kofaktör NAD(P)H varlığında 

α-ketoglutaratın indirgeyici aminasyonunu gerçekleştirerek glutamat oluşumunu 

sağlayan  (Turano et al., 1996) glutamat dehidrogenaz (GDH) enzimi  kofaktör 

tercihine ve hücre içi lokalizasyonuna göre çeşitli izoformlara sahiptir. NADH'a 

özgü GDH enziminin aktivitesi mitokondride saptanmışken NAD(P)H'a özgü 

enzim kloroplastlarda saptanmıştır. GDH izoformları  gelişimsel ve çevresel 

koşullara bağlı olarak farklı bitki dokularında farklı oranlarda bulunabilir 

(Turano et al., 1996).  

Bitki fizyologları yüksek bitkilerde GDH’ın rolünü anlamak için otuz yılı 

aşkın süredir uğraşmaktadır (Labboun et al., 2010). Bitkideki C ve N 

metabolizmasının hücresel seviyede sürekli bir dengede olması gerekmektedir 

(Purnell and Botella, 2007). Bu durum temelde üç metabolitin hücresel seviyede 

düzenlenmesini içerir: Amonyum (NH4
+), N organik molekülleri asimile eder; 2-

okzoglutarat (2-OG), NH4
+’e karbon iskeleti olarak katılır ve Glutamin (Glu) 

NH4
+ ile 2-OG’nin yoğunlaşmasıyla oluşan amino asittir (Lancien and Gadal, 

2000; Corizzi and Zhou, 2001).  

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

Yüksek bitkilerde kullanılabilir NH4
+’ün %94’ü Glutamin 

sentetaz/Glutamat Sentaz (GS/GOGAT; EC 6.3.1.2/EC 1.4.7.1 ve 1.4.1.14) 

üzerinden asimile edilir (Lea and Miflin, 1974) ve bu konuyla ilgili olarak uzun 

yıllardan beri yapılan çalışmalar GDH’ın NH4
+ asimilasyonunu düzenlendiğini 

göstermektedir (Yamaya and Oaks, 1987; Oaks, 1995; Melo-Oliveira et al., 

1996). GDH aktivitesinin özellikle stres koşullarında NH4
+ birikimini 
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desteklediği tahmin edilmektedir  (Skopelitis, 2006). Diğer görüşler ise, standart 

büyüme koşullarında, GDH NH4
+’u şekillendirmek için Glu deaminasyonu 

yönünde işler (Robinson et al., 1992; Fox et al., 1995; Stewart et al., 1995, 

Glévarec et al., 2004). C eksikliği koşullarında GDH katabolik yönde çalışır, 

buna bağlı olarak hücresel C ve N oranlarını değiştirmeye yardım edebilir ve /ya 

da TCA döngüsünü besleyebilir (Rhodes et al., 1989; Robinson et al., 1991, 

1992; Aubert et al., 2001; Loulakakis and Roubelakis-Angelakis, 2001; Miflin 

and Habash, 2002; Dubois et al., 2003; Skopelitis et al., 2006). 

McKenzie and Lees (1981) tohum ve kökten ekstrakte edilen GDH 

enziminin mitokondride yer aldığını bulmuşlardır. GDH2 izoformu ise 

kloroplastta yer alır. Turano et al.  (1996) çimlenen soya fasulyesi tohumlarında 

yaptıkları çalışmada üç farklı GDH izoformu (GDH1, GDH2, GDH3) tespit 

etmişlerdir. GDH izoformlarının organlara özgü dağılımının tespit edildiği 

çalışmada GDH1 ve GDH2 kotiledonlardan,  GDH3 ise hipokotillerden ve 

köklerden elde edilen protein ekstraktlarında bulunmuştur (Turano et al., 1996). 

GDH izoformları farklı genler tarafından kodlanır.  Örneğin  Arabidopsis 

(Cammaerts and  Jacobs, 1983) ve mısırda (Pryor, 1979; Goodman et al., 1980; 

Sakakibara et al., 1995) yapılan moleküler ve genetik çalışmalarda GDH 

izoformlarının iki farklı polipeptitten oluştuğu ve iki farklı lokus tarafından 

kodlandığı belirlenmiştir. 

1.3 Bitkilerde GABA İçin Öngörülen Roller 

1.3.1 C:N Dengesine Katılma 

ᵞ-aminobutirik asit (GABA) seviyeleri bazı bitki dokularında yüksektir. 

Örneğin, kiraz domates çeşitinde GABA seviyeleri serbest amino asit 

havuzunun %50’sine kadar ulaşabilmektedir (Rolin et al., 2000) ve GABA 

konsantrasyonları farklı streslere yanıtta dikkat çekici bir biçimde 

artabilmektedir (Shelp et al., 1999; Snedden and Fromm; 1999). Ayrıca, 

Arabidopsis azot kaynağı olarak yalnızca GABA içeren bir ortamda etkili bir 

şekilde büyüyebilir (Breitkreuz et al., 1999). GABA genel olarak azot 

metabolizması ile ilişkilidir ve olasılıkla azotun depolanmasıyla ve/ya da 
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taşınımıyla da ilişkilidir. GABA yolu glutamattan karbonları asimile etmek için 

ve C:N akışının düzenlenmesi için (burdan da TCA döngüsüne girer) bir yoldur. 

1.3.2 Sitosolik pH’ın Düzenlenmesi 

Bakterilerde asit direncinde GABA yolunun bir rolü vardır (Castanie-

Cornet et al., 1999; Ma et al., 2002). Escherichia coli aşırı strese maruz 

kaldığında GAD indüklenir, aslında böylece glutamat dekarboksilasyonunun 

katalizlenmesiyle protonları uzaklaştırır (Şekil 1.5). Üretilen GABA hücrlerden 

dışarı taşınır (Iyer et al., 2002). Bitkilerde, GAD asidik pH’da aktive olur 

(Snedden et al., 1995, 1996) ve sitosolik asidifikasyona yanıtta GABA birikir 

(Shelp et al., 1999), böylece bitkilerde GAD aktivitesi sitosolik pH’ı 

düzenlemede rol alır.  

1.3.3 Oksidatif Strese Karşı Koruma 

Arabidopsis’de, SSAD’da hasarlı mutantlar çevresel strese karşı daha 

hassastır çünkü H2O2’yi süpüremez (Bouché et al., 2003). GABA yolunun son 

adımı solunum zincirine hem suksinat hem de NADH sağlar. TCA 

döngüsündeki bazı enzimleri inhibe eden oksidatif stress koşullarında reaktif 

oksijen ara ürünlerinin birikmesini GABA degredasyonunun sınırlayabileceği 

hipotezi ortaya atılmıştır. GABA yolu enzimlerinde knock out olan mutantların 

H2O2’ye daha duyarlı olduğu görünür (Coleman et al., 2001). 

1.3.4 Böceklere Karşı Savunma 

Omurgalılarda ve omurgasızlarda GABA nörotransmitter olduğu için 

böcek beslenmesini engellemek için bitki tarafından GABA üretilebildiği tahmin 

ediliyor. GABA seviyeleri mekanik uyarıyla ya da zararla (Ramputh and Bown; 

1996) ve hatta yapraktaki böcek ısırmalarıyla bile yükselir (Bown et al., 2002). 
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1.3.5 Bir Osmoregülatör Olarak GABA 

Hem Arabidopsis’deki [yani AtProT2 (Breitkreuz et al., 1999)] hem de 

domatesteki [yani LeProT1(Schwacke et al., 1999)] prolin taşıyıcıları GABA’yı 

taşır, su stresi ya da tuz stresi boyunca AtProT2 güçlü bir şekilde indüklenir 

(Rentsch et al., 1996). Prolin-GABA taşıyıcı proteinleri uyumlu bileşikleri de 

taşıyabilir, bu taşınım farklı streslere karşı savunmada rol oynar (Bouché and 

Fromm, 2004). 

1.3.6 Bir Sinyal Molekülü Olarak GABA 

Memelilerde, sinyal iletim yolundaki rolü net bir şekilde tanımlanan 

GABA, en önemli nörotransmitlerdendir. Benzer bir şekilde, GABA’nın 

bitkilerde de sinyal yolu ile ilişkili bir molekül olduğu düşünülmektedir 

(Kinnersley and Turano, 2000; Bouché et al., 2003). Bitkilerde GABA 

reseptörlerinin varlığı ile ilgili bulgular vardır ancak kesin olarak 

kanıtlanmamıştır. Bununla birlikte bitki glutamat reseptörleri ayarlayıcı ligand 

olarak GABA’yı kullandığı bilinmektedir (Bouché and Fromm, 2004).  

1.4 GABA Yolu ve Azot Metabolizması 

Bitkiler besin çevrelerini hisseder ve sensörlerin, reseptörlerin, 

taşıyıcıların, sinyal iletim bileşenlerinin ve gen ifadesi regülatörlerinin karmaşık 

bir sitemini kullanarak alınımlarını ve metabolizmalarını modifiye ederek tepki 

verir, bu tepki toplam olarak büyüme oranlarında ve gelişmesinde değişikliklere 

neden olur (Snead, 2000). Daha spesifik olarak, C:N dengesini düzenleyen 

kompleks mekanizmaların oluşturduğu sinyali şeker seviyelerinin 

düzenlenmesini, azot alınımını ve indirgenen azotun içsel içeriğini (örneğin 

amonyum ve amino asitler) kapsar. GABA yolunun C:N dengesiyle ve azot 

metabolizmasıyla ilişkili metabolik yolakların bir kısmını oluşturduğu 

görülmektedir (Bouché and Fromm; 2004). 
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1.4.1 Azot Metabolizmasında GABA Yolunun Etkisi 

Genellikle inorganik azot glutamin sentetaz/glutamat sentaz (GS/GOGAT) 

yolağı yardımıyla glutamat üreterek asimile edilir, GABA da çoğu amino asitin 

sentezindeki başlangıç noktasıdır (Şekil 1.5). GAD seviyeleri modifiye 

edildiğinde glutamat seviyeleri çok ciddi şekilde etkilenebilir. Örneğin, sürekli 

aktif GAD'ın aşırı ifadesini yapan transgenik bitkiler önemli biçimde azalan 

glutamat seviyesine sahiptir (Baum et al., 1996). Hâlâ, yabani bitkilerde 

glutamat seviyelerinin kontrolünde GAD'ın önemi netleşmemiştir. Bu sorun 

kısmen tütünde araştırılmıştır, birkaç metabolit seviyeleri iki gün gece gündüz 

döngüsü boyunca takip edilmiştir ve en yukarıda ki genç yapraklar (yani havuz) 

ve en yaşlı yapraklar (yani kaynak) arasında karşılaştırma yapılmıştır 

(Masclaux-Daubresse et al., 2002). Diurnal ritimler farklı amino asitler için her 

iki yaprak tipinde belirlenmiştir (Stitt et al., 2002). İlginç bir şekilde, diurnal 

değişikliklerde yalnızca GABA ve glutamat metabolitleri kaynak ve havuz 

arasında 6 saatte yön değiştirmiştir. Bu bulgu, GABA sentezinin glutamat 

içeriğine sıkı bir şekilde bağlı olduğunu düşündürür ve Masclaux-Daubresse ve 

ark. (2002) GABA'nın glutamat üretimini tamponlamada dominant bir role sahip 

olduğu hipotezini ortaya atmışlardır. Bu da geçici azot depo metabolitleri olarak 

GABA'nın rolü hakkındaki önceki gözlemleri doğrulayabilir (Shelp et al., 1999; 

Snedden and Fromm, 1999). Bu düşüncenin sonrasında, GAD aktivitesinin 

glutamat seviyesinde düzenlediğini ortaya atar (Shelp et al., 1999).  

C:N dengesini kontrol etmek için, bitkiler azalan azot durumunu 

algılayabilir ve yeterince nitrat alınımı ve indirgenmesini düzenleyebilir (Forde, 

2002). Hâlâ, bitkilerin proseste sensör olarak kullandıkları metabolit(ler)in 

tanımlanması net değildir. Glutaminin oynadığı rol hâlâ tartışma konusudur ve 

muhtemelen amino asitleri ve şekerleri içeren diğer metabolitler ile ilişkilidir 

(Stitt et al., 2002). GABA bu metabolitlerden biri olabilir.  

1.4.2 Azot Kullanılabilirlili ğiyle GABA Yolunun Düzenlenmesi 

İndirgenmemiş azot (KNO3)  kaynağından indirgenmiş azot formlarına 

(NH4Cl, NH4NO3, glutamat ya da glutamin) geçen değişken bitkilerle yapılan 
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dört günlük denemeler GAD2 transkript seviyelerinde ve proteinlerinde ve 

Arabidopsis yaprak ektratlarında toplam GAD spesifik aktivitesindeki bir artışla  

sonuçlanmıştır (Turano and Fang, 1998); GAD1 belirlenememiştir çünkü köke 

spesifiktir (Zik et al., 1998; Turano and Fang; 1998 ). 20 dakikalık kısa bir süre 

boyunca amonyumdan 250 µM nitrata kayan bitki transkriptomlarının 

mikroarray analizi köklerde ya da gövdede diğer herhangi bir GABA yolu 

genlerinde ve GAD genlerinin transkriptomunda herhangi bir değişiklik 

göstermemiştir (Wang et al., 2003). Bu yüzden, GABA ve nitrat ya da amonyum 

alınımı ve asilmilasyonu arasındaki bağlantılar hâlâ net değildir ve 

transkripsiyondan enzim aktivitesinin metabolik kontrolüne kadar farklı 

seviyelerde GABA yolu düzenlenir bu bağlamda ayrıca araştırmalar gereklidir. 

1.5 Bitkilerde Bir Sinyal Molekülü Olarak GABA 

1.5.1 GABA ve Polen Tüpü Büyümesi 

Arabidopsis'de, polen-pistil-etkileşimi2 (pop2) mutantı pistillerde polen 

tübünün öncülüğü ve büyümesi etkilenmiş mutantlardır (Wilhelmi and Preuss; 

1996). Bu proseste GABA'nın belirli bir öneminin olduğu bulunmuştur çünkü 

GABA katabolizmasına katılan pürivata-bağımlı GABA-T'yi (GABA-TB) 

kodlayan pop2'de mutasyonlu gendir (Palanivelu et al., 2003). Yaban tipinde, 

polen tübünün dişi dokulara hareket ettiği yol boyunca GABA konsantrasyonu 

artar, böylece pistilde GABA gradiyenti yaratılmış olur. pop2 bitkilerinde 

gradient bozuktur çünkü çiçeklerinde GABA biriktirirler. İlginç olan, polen 

tübünün hem öncülüğü hem de büyümesi pop2 ve yaban tipi bitkiler 

çaprazlandığında onarılabilir. Böylece, pistil ya da polen tübünün kendisi aktif 

bir POP2 enzimini (GABA-TP) ve GABA'yı degrede edebilirse polen tübü tam 

olarak ovule hedeflenir. Polen tübü gelişiminde GABA miktarlarının uygun 

seviyedeki gerekliliğinin net olmasına rağmen ilgili mekanizmalar hala 

belirsizdir ve ilgili mekanizmalar GABA reseptörleriyle (yani sinyal rolü) ya da 

GABA homeostazisinin modifikasyonuyla (yani metabolik dengesizlik ya da 

toksisite) araya girebilir.  
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1.5.2 GABA Reseptörleri 

Memeli merkez sinir sisteminde, GABA başlıca nörotransmitterdir, pre- ve 

postsinaptik membranlarda lokalize olan reseptörlere bağlanarak inhibitör 

sinaptik akımlara aracılık eder. Yapılan çalışmalar (Kinnersley and Turano, 

2000; Turano and Fang, 1998) bitkilerde GABA reseptörlerinin mümkün varlığı 

tartışılmıştır, GABA reseptörleri bir sinyal molekülü olarak GABA'nın 

çalışmasına aracılık edebilir. Kısacası, hayvanda bulunan GABA reseptörlerine 

yüksek derecede homolog olan GABA reseptörleri Arabidopsis genomunda 

mevcut değildir. Buna rağmen, memeli iyonotropik glutamate reseptörleri 

(iGluRs) ile diz ve yapısal bakımdan homoloji paylaşan [Arabidopsis glutamat 

reseptörleri için dizayn edilen AtGLRS (Wilhelmi and Preuss, 1996)] bir protein 

ailesi ile GABA’nın etkileşim kurduğu hakkında şüpheli olduğu sebepler vardır. 

Glutamate (Kang and Turano, 2003; Davenport, 2002) ya da glisin (Dubos, 

2003) ile uyarıldığında AtGLR’ler Ca2+  aracılığıyla bitki hücrelerine girebilir. 

Buna rağmen, glutamate/glisin-bağlayan domain ek olarak, AtGLR’ler 

modulator olarak ligand molekülleri (GABAB reseptörlerini içeren birkaç 

reseptör domainleri ile yapısal homoloji paylaşan moleküllerdir.) bağladığı 

bilinen bir domaine sahiptir (Galvez et al., 1999; Turano et al.,2001 ). Bu 

yüzden, ana ligandlarına (glutamate ya da glisin) ek olarak GABA’nın bu 

domaini bağlayabildiği ve AtGLR’leri module ettiği spekülasyonlarını 

arttırmıştır. Ayrıca, bitkilerde GABA-yanıt reseptörlerinin mümkün rolünü 

önerilmesine karşıl olarak hayvan GABA reseptörlerinin bilinen gonistleri ve 

agonistleri su mercimeği (Lemna minor) büyümesindeki etkilerini 

karşılaştırabilir (Kinnersley and Lin, 2000). Bu reseptörlerin kesin olarak 

doğasının ve fonksiyonunun belirlenmesi gerekmektedir.  

Bir çalışmada, Kang ve Turano (Kang and Turano, 2003) bitkilerin 

fenotipni kanıtlamıştır, farz edilen glutamat reseptörlerinden birinin fonksiyonu 

antisens teknoloji ile bastırılmıştır. Bu transgenik hatlarda, C:N dengesinin 

kontrolüyle ilişkili birkaç anahtar enzim tam anlamıyla düzenlenmez. Bu yüzden 

GABA ya glutamat reseptörlerinin (sinyal rolü) yardımıyla ya da glutamat 

kullanılabilirlili ğinin kontrolüyle (metabolik rol) C:N dengesinin kontrolüyle 

ili şkilendirilebilir. 
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1.6 Mitokondrial Solunum Zinciri ve ATP Sentaz Kompleksi 

Mitokondrial iç membranda yer alan beş tane multi-alt birimli enzimlerden 

oluşan enzim yolunda oksidatif fosforilasyon ile mitokondri ATP üretir. Bu yol 

elektron taşınım zincirinde alt bölümlere ayrılır, kompleks I (NADH:ubikinon 

oksiredüktaz), kompleks II (süksinat:ubikinon oksiredüktaz), kompleks III 

(ubikinol:sitokrom c oksiredüktaz), kompleks IV (sitokrom c:O2 oksiredüktaz) 

ve kompleks V (ATP sentaz) (Hatefi, 1985). Bu kompleks siteminin yapısı ve 

fonksiyonu heterotrofik ökaryotlarla yakın ilişkili olduğu düşünülmektedir 

(Dudkina et al., 2006).  

Kompleks I solunum zincirine elektronların temel giriş noktasıdır 

(Friedrich and Böttcher, 2004). Moleküler ağırlığı ~1 MDa’dır ve L-benzeri 

yapıyı oluşturan iki uzun domainden oluşmuştur. Bir domain mitokondrial iç 

mebranda lokalize olur ve proton translokasyonuyla ili şkilidir; diğer domain 

memrandan mitokondrial matrikse çıkıntı yapar ve NADH’ın oksidasyonundan 

sorumludur. Kompleks I’i oluşturan yaklaşık olarak 40 farklı alt birimin olduğu 

bilinmektedir (Carroll et al., 2003; Abdrakhmanova et al., 2004).  

Kompleks II solunum zincirine elektronların ikinci giriş noktasıdır 

(Yankovskaya et al., 2003; Horsefield et al., 2004). Sistemin en küçük 

komplekssidir ve matris türevli çözünebilir iki domainden oluşur, iki hidrofobik 

membran proteinlerine bağlanır.  

Kompleks III sistemin merkez bileşiğini oluşturur (Berry et al., 2000; 

Hunte et al., 2000). 2x10 ya da 11 farklı alt birimden oluşan ~500 kDa 

ağırlığında fonksiyonel bir dimerdir. Kompleksin dörtte biri iç mitokondrial 

membranda gömülmüştür ve en büyük parçası da mitokondrial matrikse 

gömülmüştür. 

Kompleks IV solunum zincirinin terminal kompleksini oluşturur 

(Tsukihara et al., 1996; Michel et al., 1998), 12-13 tane ~220 kDa’lık bir 

monomeri oluşturur. Membrandaki bir monomer ya da bir dimer olarak 

bulunabilir. 
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Kompleks V mitokondrial matriks içinde F1 başlığı olarak adlandırılan iki 

parçalı bir yapıdır, F1 başlığı iç mitokondrial membranda bulunan hidrofobik F0-

parçasına saplanmıştır (Stock et al., 2000). İki kısımdan oluşan kompleks V 

merkez bir sapla bağlantılıdır, tüm başlığın rotasyonunu sağlamak için kataliz 

boyunca periferal sap vasıtasıyla döner. Kompleks V’in iki alt bileşenindeki alt 

birimlerin rotasyonu iç mitkondrial membranda proton gradiyenti tarafından 

oluşur ve ADP’nin fosforilasyonundaki temeli oluşturur. Kompleks V kısmen 

holo-enzimdeki multiple-kopyalarda bulunan ~15 farklı alt birimleri kapsar. 

Kompleks V’in toplam moleküler ağrlığı 550 ile 600 kDa arasındadır.  

 Şekil 1.7: Bitki mitokondrilerinin iç zarındaki ATP sentezi ve elektron taşıma zincirinin 

düzenlenişi (Taiz & Zeiger, 2002). 

Elektronlar elektron taşınım zincirine kompleks I (NADH:ubikinon 

oksiredüktaz) üzerinden geçerek NADH’dan ya da süksinattan kompleks II’ye 

(Süksinat:ubikinon oksiredüktaz) geçer. Ubikinon yardımıyla kompleks III’e 

(ubikinol:sitokrom c oksiredüktaz) ve daha sonra sitokrom c yardımıyla 

kompleks IV’e (sitokrom c-O2 oksiredüktaz) geçer (Şekil 1.7). Mitokondral 

matriskten membranlar arası boşluğa protonların çekilmesi için Kompleks I, III 

ve IV elektron taşınımını gerçekleştirir. kompleks V’in oluşturduğu İç 
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memrandaki proton elektrokimyasal gradient oluşumu tarafından ATP 

sentezinde ADP ve Pi yoğunlaşması için gerekli potansiyel enerjiyi sağlar 

(Boyer 1997, Hatefi 1985). 

1.7 Nicotiana sylvestris CMSII  Mutantı  

Saccharomyces cerevisiae gibi evrimsel olarak daha alttaki bazı mantarlar 

dışındaki çoğu ökaryotlarda, komplek1 mitokondrial solunum zincirinde 

elektron girişinde daha kompleks bir elemandır, matriksten türevlenen 

NAD(P)H’dan ubiquinona elektron transferini flavin mononukleotid ve bir grup 

demir sülfür kümesi yardımıyla katalizler (Weiss et al., 1991; Walker, 1992). Bu 

reaksiyon matristen intermembran alana proton püskürtmesiyle başlar, ATP 

sentezi için gerekli olan elektrokimyasal gradiyenti oluşturur. Diğer 

organizmalar gibi bitkilerde, kompleks 1 en az 35 polipeptidin multimerik bir 

enzimidir (Leterme and Boutry, 1993). Bakterilerde bulunan “minimal kompleks 

1” 14 alt birimden oluşur (Friedrich, 1998), bu alt birimlerin tümü ökaryotik 

mitokondrial kompleks 1:hayvanlarda (Chomyn et al., 1985, 1986), bitkilerde 

(Rasmusson et al., 1998) ve mantarlarda (Videira, 1998) korunmuştur. 

Memelilerde, yedi alt birim (NAD1, NAD2, NAD3, NAD4, NAD5, NAD6 ve 

NAD4L) mitokondri tarafındna kodlanır (Walker, 1992), geri kalanı da nüklear 

genom tarafından kodlanır, sitosole taşınır ve oradan da organele taşınır. 

Neurospora’da, Kompleks 1 iki alt kompleksten oluşur: (i) periferal bölüm, 

matrikse dönüktür, nüklear genom tarafından kodlanan 13 alt birimden oluşur, 

30, 38 ve 49 kD’luk polipettitler içerir; (ii) membranlar arası hidrofobik bölüm, 

mitokondri tarafından kodlanan tüm NAD alt birimleri kapsar ve geriye kalan 

nüklear kodlu alt birimleri de kapsar. Yüksek bitkilerde 30- ve 49-kD’luk 

altbirimler, sırasıyla NAD7 ve NAD9 diye adlandırlırlar, mitokondria genomu 

tarafından kodlanırlar (Gäbler et al., 1994; Lamattina et al., 1993).  

Aerobik organizmaların enerji gereksinimlerinin neredeyse toplamı 

mitokondrial solunumla ölçüldüğünde, Kompleks 1 eksiklikleri tüm aerobik 

hücreler için letal olmalıdır. Bununla beraber, bitkisel ve fungal mitokondri 

alternatif solunum yollarının iki setini içerir, iç mitokondrial membranda 

lokalize olan proton-pompalayan kompleksleri bypass eder (Rasmusson et al., 
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1998) ve memeli mitokondrisinde herhangi bir eşleneği yoktur. Bu yollar: (a) En 

az dört ilave NAD(P) H:ubikinon oksiredüktaz (alternatif dehidrogenaz) 

Kompleks 1’i bypass eder. Bunların iki tanesi membranlar arası boşluğa bakar, 

sırasıyla sitosolik NADH’ı ya da NADPH’ı okside eder; diğer ikisi ise matrikse 

bakar, sırasıyla matriks türevli NADH ya da NADPH’ı okside eder. Bunların 

tümünün “Komples 1’e spesifik inhibitör” olan rotenona duyarsız olduğu göz 

önünde bulundurulmalıdır (Douce et al., 1973; Roberts et al., 1995; Melo et al., 

1996; Møller, 1997) ve (b) unikinon havuzunun downstreami, alternatif oksidaz 

(AOX) Kompleks III’ü ve Kompleks IV’ü bypass eder ve siyanide duyarsızdır 

(Moore and Siedow, 1991; Siedow and Umbrach, 1995). AOX 35-kD  

monomerlik bir homdimerdir ve disülfit bağlarıyla kovalent bağlanır. İkincisi 

indirgendiğinde AOX aktifleşir ve ayrıca pirüvat tarafından uyarılır (Millar et 

al., 1993, Umbac et al., 1994). AOX gelişimsel olarak ve çevresel faktörler 

tarafından etkilenir ve gen ekspresyonu seviyesinde ya da enzim aktivitesiyle 

düzenlenebilir (Umbach and Siedow, 1993; Vanlerberghe and McIntosh, 1997).  

Bu alternatif yolların rolü henüz net olarak aydınlatılamamıştır ve soluma 

katkısı kompleks 1 aktivitesine bağlı olabilir. Solunum mutanatlarının 

kullanılması fizyolojik önemlerinin ve regülasyonunun anlaşılmasına yardım 

edebilir.  

Farklı bitki türlerinde CMS, sitoplazmik erkek kısırlığı olarak bilinen ve 

bitki mitokondrisine doğrudan bağlantılı olan bir özelliktir. CMS’yi bulunduran 

bitkiler canlı polen oluşturamazlar ve sonuç olarak erkek kısırlığı ortaya çıkar. 

CMS genotipi mitokondri genomunun kalıtımı daima anneye bağlıdır. Hibrit 

tohum stoklarının üretimini kolaylaştıran kararlı kısır erkek ırklar 

oluşturmasından dolayı CMS, bitki ıslahında çok önemli bir özellik olarak 

bilinir. Bu özellik pek çok türde bulunmaktadır (Taiz ve Zeiger; 2002). 

Nicotiana sylvestris CMSII mutantının mitokondrial DNA’sı solunum 

kompleksi I (NADH-ubiquinon oksiredüktaz)’ın  NAD7 altbirimini kodlayan 72 

kb’lık nad7 genine sahip değildir. CMSII bitkileri rotenona duyarlı kompleks I 

aktivitesinden mahrumdur (Pineau et al., 2005) ve indirgenmiş vejetatif ve floral 

organlara sahiptirler (Gutierres et al., 1997). CMS II mutantının canlı kalmasına 

bağlı olarak mitokondrideki NAD(P)H oksidasyonu alternatif NAD(P)H-
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dehidrogenaz yardımıyla daha düşük solunum etkinliğiyle devam eder (Sabar et 

al., 2000). Buna bağlı olarak, CMSII mutantı yaban tipiyle karşılaştırıldığında 

daha düşük asimilasyon oranlarına sahiptir ancak biyotik ve abiyotik stres 

koşullarına toleranslıdır (Sabar et al., 2000; Dutilleul et al., 2003). 

1.7.1 Nicotiana sylvestris CMSII Mutantında C/N Metabolizması 

Yapraklardaki karbon ve azot metabolizması koordinasyonu gen ifadesi ve 

enzim aktivitesi seviyesinde karmaşık bir etkileşimi içerir (Stitt et al., 2002; 

Foyer et al., 2003). Metabolitlerin ve enerjinin kullanımında bütünleyicilik ve 

rekabet içinde gerçekleşir, C ve N asimilasyonunun birbiriyle sıkı bağlantısı 

kloroplast, sitosol ve mitokondri arasında sıkı bir iletişimi gerektirir (Noctor and 

Foyer, 1998). CMSII ve WT’de yaprak metabolit profillerinin karşılaştırılması 

kompleks 1’in işlev bozukluğunun yaprak C/N etkileşimini güçlü bir şekilde 

etkilediğine işaret eder (yazarın yayınlanmamış sonucu). Bu nedenle, 

karanlıktaki solunum oranları mutantta artmasa bile TCA döngüsüyle ilişkili 

metabolitlerin nispi miktarları modifiye edilir. Şaşırtıcı bir şekilde, glutamin 

sentaz/glutamat sentaz (GS/GOGAT) yolağında karbon iskeleti olan 2-

okzoglutarat (2-OG) (Lea and Miflin, 2003) mutantta azalmıştır. Buna zıt olarak, 

malat ve sitrat CMSII’de genel oalrak artmıştır, böylece sitrat/2-OG oranı 

WT’ye göre oranla 10-20 kat artmıştır. Bu değişiklikler, artan amonyum ve 

Gln/Glu ile birlikte gerçekleşir, bu durum düşük C/N oranına sahip amino 

asitlerde (Asn, Arg) keskin bir artışta gözlenir. Sitrat/2-OG’de ve Gln/Glu’daki 

artışlar mutantın aydınlatılan yapraklarındaki Gly/Ser’deki değişikliklerin 

amonyum asimilasyonu için gerekli olan mitokondri-kloroplast etkileşimlerini 

GDC aktivitesini etkilediğinden çok daha güçlü etkilediğini ileri sürer. Sürekli 

olarak artan sitrat/2-OG oranları sitratın 2-OG’ye mitokondrial dönüşümü 

üzerindeki bir kısıtlamaya işaret eder, bu ya asonitaz ya izositrat dehidrogenaz 

ya da her iki ile gerçekleşir. İzositrat dehidrogenaz NAD-bağımlıdır. 

CMSII’deki artan sitrat/2-OG’nin en basit açıklaması matriks NAD havuzunun 

artan indirgenmesine karşı bir yanıttı. Bu yüzden TCA döngüsü ara ürünleri 

nispi havuz boyutlarının CMSII’deki ayarlaması GS-GOGAT yolağında bir 

karışıklığa neden olur, Gln/Glu ve amonyumdaki bir artışla gösterildiği gibidir. 

Bu etkilerin amonyum kaynağıyla ilgili olarak 2-OG kaynağı düşük olduğunda 
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gerçekleştiği tahmin edilmektedir (Novitskaya et al., 2002). Bu gözlemler 

izositrat dehidrogenazın (mitokondrial ya da sitosolik) 2-OG’nin TCA’daki 

üretiminde çok önemli etkisi hakkında ilginç belirsizlik verir (Hodges et al., 

2003). Teorik tartışmalar sitosolik NADP-bağımlı form için baskın bir rolü 

desteklemede (Chen and Gadal, 1990) ve bununla beraber CMSII’de bu 

proteinin miktarı WT’lerdekine benzemektedir, oysa mitokondrial NAD-bağımlı 

formun indüklenmesi 2-OG etkilerindeki eksikliğe işaret eder, dolaylı ya da 

direk olarak, buradaki sinyal bu enzimi spesifik olarak up-regüle eder. Fosfenol 

pirüvat karboksilazın up-regülasyonuna eşlik eden ayrıca kanıt anaplerosisin 

homeostatik aktivasyonunun 2-OG eksikliklerine ve GS-GOGAT yolağının 

karmaşıklığına yanıtta mutantta oluşur, bu da mitokondrial komleks1 

aktivitesinin yokluğundan kaynaklanır. 

Kompleks1 eksikliği GS-GOGAT yolağının C/N etkileşimlerinin 

downstreaminde değişikliklere neden olur. Minör amino asitlerin sentez 

koordinasyonu fungilerde N metabolizmasının anahtar özeliğidir. Bu olgu, 

amino asit sentezinin genel kontrolü olarak bilinir, bitkilerde geniş olarak 

açıklanmamıştır (Foyer et al., 2003). Birkaç minör aminoasit içeriği N. 

sylvestris’de koordineli olduğu gösterilmiştir. WT’de oldukça yüksek C/N 

oranına sahip amino asitler (Arg, Lys) ile baskılamak için minör amino asit 

havuzlarına neden olur. Bu yüzden azalan 2-OG’yi, artan Gln/Glu’yu ve artan 

amonyumu içermesinden dolayı GS-GOGAT yolağının karmaşıklığı minör 

aminoasitlerin sentezindeki downstreamini besler. Bu, minör amino asitlerin 

koordinasyonunda zayıflamaya neden olur, karbonca zengin amino asitlerin 

harcanmasında azotça zengin amino asitleri destekler (Noctor et al., 2003).  
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2. MATERYAL VE METOD 

2.1 Bitki Materyali ve Yetiştirilmesi 

Çalışmalarda Nicotiana sylvestris bitkisinin yabani tipi ve mitokondrial 

genomunda delesyon olan CMSII mutantı kullanılmıştır.  Tohumlarının 10 

dakika %10’luk hipoklorit çözeltisinde tutularak yüzey sterilizasyonu 

gerçekleştirilmi ştir. Daha sonra tohumlar steril deiyonize su (dI-H2O) ile 5’er 

kez yıkanmıştır. Tohumların sterilizasyon işlemi Nüve MN 120 marka steril 

kabinde gerçekleştirilmi ştir 

Tohumlar Murashinge-Skoog (MS) ortamında çimlendirilmiştir. MS 

ortamındaki besin maddeleri ve miktarları çizelge 2.1’de gösterilmiştir. Besin 

ortamının pH’ı NaOH kullanılarak 5,8 olarak ayarlandıktan sonra sukroz ve agar 

ilave edildi. Besin ortamı 1210C’de 1,4 atm basınç koşullarında Nüve marka 

otoklavda sterilize edildi. Ortam otoklavlanma işleminden sonra oda sıcaklığına 

ulaşana kadar bekletildi. Besin ortamı otoklavlanmış kültür kaplarınının 

(Magenta, Sigma) her birine yaklaşık 25’er ml gelecek şekilde paylaştırılmıştır. 

Ortam, magentalarda donduktan sonra streil kabinde sterilize edilmiş tohumlar 

her bir magentaya 9-10’ar tohum olacak şekilde ekilmiştirs.  

Tohumlar, 16 saat ışık/ 8 saat karanlıkta 25/230C’de nem oranı % 70 olan 

350 µmolm-2s-1 ışık yoğunluğunda çimlendirilmiştir. Çimlenme yaklaşık 

ekimden sonraki 7. gün ile 10. Günler arasında gözlenmiştir. Çimlenmeden 1 ay 

sonra bitkiler içinde perlit bulunan viollere aktarılmışlardır. Perlit, saksılara 

konulmadan önce saf su ile yıkanmıştır. Perlite aktarılan bitkiler ½ oranında 

seyreltilmiş Hoagland ile sulanmıştır (Hoagland and Arnon, 1950). Hoagland 

çözeltisindeki besin maddeleri ve miktarları çizelge 2.2’de gösterilmektedir. 

Perlitte büyümeye devam eden bitkiler kontrol koşullarda (16 saat ışık/ 8 saat 

karanlık, 25/230C sıcaklık, nem oranı % 70, 350 µmolm-2s-1 ışık yoğunluğu) 

büyütülmeye devam edilmiştir. Bitkiler perlit ortamına aktarıldıktan 20 gün 

sonra saf su ile yıkanmış perlit bulunan daha büyük boy saksılara aktarılmıştır. 

Bu saksılar da aynı kontorol şartlarında büyütülmüştür ve ½ oranında 

seyreltilmiş Hoagland çözeltisiyle sulanmaya devam edilmiştir.  
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2.2 Kuraklık ve Tuz Streslerinin Uygulanması  

Çalışmamızda birbirinden bağımsız deneme serilerine iki farklı abiyotik 

stres uygulanmıştır. Stres uygulaması her iki stres içinde 21 gün sürmüştür. 

Daha sonraki her stres grubu 10 gün süre ile iyileştirme uygulamasına 

geçilmiştir. Çimlenmeden 60 gün sonra bitkilere kuraklık ve tuz stresleri 

uygulanmıştır. Tuz stresi için ½ oranında seyreltilmiş Hoagland çözeltisine 100 

mM konsantrasyonunda NaCl ilave edilmiş ve uygulama grubundaki bitkiler 

sulanmıştır. Kuraklık stresi için ½ oranında seyreltilmiş Hoagland çözeltisine 

%20 oranında polietilenglikol (PEG 6000) ilave edilmiştir. Kontrol grupları ise 

½ oranında seyreltilmiş Hoagland çözeltisi ile sulanmaya devam edilmiştir. Stres 

sonrası iyileştirme sürecine alınan bitkiler 10 gün süre ile ½ oranında 

seyreltilmiş Hoagland çözeltisi ile sulanmıştı. Örnekleme, 21 günlük stres 

uygulaması ve 10 günlük iyileştirilme süresinde toplamda 13 kez yapılmıştır. Bu 

örneklemeler; 0.Saat (s), 2.s, 4.s, 8.s, 12.s, 24.s, 48.s, 72.s, 7.Gün (G), 14.G, 

21.G, 3. Gün iyileştirme (İ) ve 10.İ. Örnekleme için 5. yapraklar kullanılmıştır. 

Örnekler hasat edildikten hemen sonra sıvı azotta dondurularak analiz edilinceye 

kadar -80’C’de saklanmıştır.  

2.3 Büyüme Parametreleri 

Nicotiana sylvestris bitkisinin yabani tip ve CMSII mutantı, bağımsız 

olarak gerçekleştirilen tuz ve kuraklık stresi uygulamasının 0.S, 7.G, 14.G, 21.G 

ve stres uygulamaları bittikten hemen sonra 3.İ ve 10.İ gününde büyüme 

parametrelerinin değerlendirilmesi için örnek alınmıştır. Bunun için her bir 

gruptan 3’er bitki alınarak gövdelerin yaş ağırlıkları tartılmış ve uzunlukları 

ölçülmüştür. Örnekler 70 oC’de 72 saat bekletildikten sonra kuru ağırlıkları 

belirlenmiştir. 

2.3.1 Klorofil Floresans Ölçümü 

Klorofil flüoresans ölçümleri, uygulamanın 0.s, 2.s, 4.s, 8.s, 12.s, 24.s, 

48.s, 72.s, 7.G, 14.G, 21.G ve iyileşmenin 3. ve 10. günlerinde yapılmıştır. Bu 

ölçümde her bir uygulamaya ait 3 farklı bitkinin yaprakları kullanılmıştır. 
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Floresans ölçümlerinden önce, yaprak üst yüzeyindeki 1cm2’lik alan 20 dakika 

boyunca yaprak klipsleri kullanılarak karanlığa alıştırılmıştır. Bir bitki verim 

analizi Plant efficient analyser cihazı (Hansatech marka)  kullanılarak 

yaprakların 20 doygun ışık demetine maruz bırakılmasıyla, değişken olmayan 

bazal klorofil flüoresansı (Fo), maksimum flüoresans uyarılması (Fm), değişken 

flüoresans (Fv) ve Fv/Fm oranları belirlenmiştir. 

2.3.2 Bağıl Su Miktarı (RWC) 

Yapraklardaki bağıl su miktarını belirlemek için, uygulamanın 0.s, 2.s, 4.s, 

8.s, 12.s, 24.s, 48.s, 72.s, 7.G, 14.G, 21.G’de her bir gruptaki 3 farklı bitkinin 

hemen hasat sonrası yapraklarının yaş ağırlıkları (YA) tespit edilmiştir, ardından 

bu yaprakların turgorlu hale gelmesi için 5 saat deiyonize suda bekletilmiştir. 

Yaprakların, fazla suyu alındıktan sonra turgorlu ağırlıkları (TA) tespit 

edilmiştir. Bu işlemin ardından, yapraklar 72 saat boyunca 700C’lik etüvde 

kuruması sağlanmıştır. Yaprakların kuru ağırlıkları (KA) tespit edildikten sonra 

RWC değerleri Smart ve Bingham (1972)’ın aşağıda verilen formülüne göre 

hesaplanmıştır. 

RWC% = [(YA-KA)/(TA-KA)]x100 

2.3.3 Yaprak Osmotik Potansiyeli 

Uygulamanın 0.s, 2.s, 4.s, 8.s, 12.s, 24.s, 48.s, 72.s, 7.G, 14.G, 21.G 

yaprak ozmotik potansiyeli Wescor 5500 marka ozmotik potansiyel sistem 

cihazı ile belirlenmiştir. Ozmotik potansiyel birimi olarak mmolkg-1’dir.  

2.4 Total Protein Miktarlarının Belirlenmesi 

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

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

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

homojenize edilmiştir. Homojenat +4 oC’de 14.000 rpm’de 30 dk santrifüj 

edilmiş ve oluşan süpernatant enzim aktivitesinin belirlenmesinde kullanılmıştır. 
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Ekstraksiyon prosedürünün tümü +4 oC’de gerçekleştirilmi ştir. Total protein 

miktarı Bradford (1976)’a göre bovine serum albumine (BSA) standartları 

kullanılarak belirlenmiştir. Örneklerin protein miktarları, 50 µlt örnek ve 950 µlt 

Bradford boyası içeren 1 ml’lik polistren küvetlerde ölçülmüştür. Kör ise, 50 µlt 

50 mM Na-P tamponu (pH 7.0) ve 950 µlt Bradford boyası ile hazırlanmıştır. 

Örnekler Shimadzu UV-1600 (Shimadzu, Japan) ile 595 nm dalga boyunda 

ölçülmüştür. 

2.5 Glutamat Dehidrogenaz (GDH) Enzim Aktivitesinin 
Belirlenmesi 

Örneklerdeki glutamat dehidrogenaz (GDH) enzim aktivitesi ölçümü için 

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

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

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

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

edildi. Homojenatlar +4oC 10.000 g’de 15 dakika santrifüj edildi. 

Süpernatantlar, tuzlarından arındırılması için PD-10 Desalting kolonlarından 

geirildi. Daha sonra Amicon Ultra marka konsantratörler kullanılarak 

supernatantlar konsantire edildi. Enzim aktivitesini belirlemek için 50 mM 

(NH4)2SO4, 13 mM α-ketoglutarat, 0,25 mM NADPH ve 1 mM CaCl2, 100 mM 

Tris-HCl tamponu (pH 8) içinde ayrı ayrı çözüldü. Reaksiyon karışımı için her 

bir çözeltiden ve örneklerden 200 µl alınarak okuma yapılmıştır. Okumalar 

kuvartz küvetlerde 340 nm dalga boyunda 1 dakika boyunca köre karşı 

yapılmıştır.  

2.6. Glutamat Dekarboksilaz (GAD) Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi 

Glutamat dekarboksilaz enzim aktivitesi ölçümü için Bartyzel et al. 

(2003)’un yöntemi kullanıldı. Bu yönteme göre dekarboksilasyon, 0,4 ml 

hacimde 3 mM L-glutamat, 20 µM pridoksal fosfat (PLP), 50 mM K-fosfat 

tamponu (pH 5,8) ve 100 µl örnek içeren reaksiyon karışımda gerçekleştirildi. 

Örnek, önce 10 dakika 30˚C'de glutamat içermeyen reaksiyon karışımı ile 

inkübe edildi. Reaksiyon, glutamat eklenmesiyle başlatıldı ve 0,5M HCI'den 0,1 
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ml eklenerek 60 dakika sonra durduruldu. Karışımlar 10 dakika 12.5000 g'de 

santrifüjlendi. Santrifüj sonrasında örnekler ninhidrin reaktifi ile 

türevlendirilerek, reaksiyon sonucu oluşan GABA miktarları belirlendi. 

Ninhidrin çözeltisi 0,35 % (w/v) etanolde çözülerek hazırlandı. Örneklere 1:5 

oranında ninhidrin çözeltisi eklendi ve 10 dakika 80˚C'de inkübasyon yapıldı. 

Oda sıcaklığına getirilen örneklerin, 570 nm’de spektrofotometrede absorbans 

değerleri belirlendi. Aynı koşullarda absorbans değerleri bilinen GABA 

standartları ile karşılaştırılarak örneklerdeki GABA miktarı saptandı. GAD 

aktivitesi enzim birimi olarak dakikada oluşan mmol GABA şeklinde 

hesaplandı.  

2.7 GABA Miktarının Belirlenmesi  

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

belirlenmiştir. GABA ekstraksiyonu Baum ve ark.'na (1996) göre, HPLC analizi 

ise Khuhwar ve Rajper ve ark.'na (2003) göre yapıldı. Bitki örnekleri (0,5 g) sıvı 

azotta masere edildi ve üzerine 1 mL su: kloroform: metanol (3:5:12 v/ v/ v) 

solüsyonu eklendikten sonra örnekler 2 dakika süre ile 10000 rpm 4 °C’de 

santrifüj edildi. Süpernatant üzerine 100 µL ddH2O, 150 µL Borax tamponu 

(pH= 8) ve 250 µL 2-hydroxynaphthaldehyde (HN) (0,3 % w/v ) eklendi. 

Karışım 20 dakika süre ile 80 °C’lik su banyosunda bekletildikten sonra hacmi 

metanol ile 1mL’ye tamamlandı ve örnek filtresinden geçirildikten sonra HPLC 

kolonuna uygulandı. HPLC koşulları; enjeksiyon hacmi 20 µL, Kolon Supelco 

LC18 (250 X 4.6 mm, 5 µ), akış hızı 0.5 mL min-1, Mobil faz metanol: su (62:38 

v/v) ve dedeksiyon 330 nm UV şeklinde uygulandı. Örneklerdeki GABA miktarı 

aynı koşullarda yürütülen standartlarla karşılaştırılarak belirlendi. 
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Çizelge 1.1: Murashige - Skoog (MS) Ortamı 

Makro besleyiciler g/lt 
NH4NO3  1.650 

KNO3 1.900 

CaCl2 0.440 

MgSO4.7H2O                         0,37 

KH2PO4 0,17 

KI 0,83 

FeSO4.7H20 0,028 

EDTA.Na2 0,37 

Sakaroz 30 

Agar  70 

Mikro Elemenler   mg/lt 
H3BO3 620 

ZnSO4.7H2O 860 

MnSO4.H2O 1675 

CoCl2.6H2O 25 

CuSO4.5H2O 2,5 

Na2MoO4.2H20 2,5 

Vitamin Stok Solüsyonu 100 ml için 
Glisin 10000mg 

nikotinik asit  50 mg 

pridoksin hcl  50 mg 

tiamin hcl 200 mg 

miyo-inositol 10 mg 
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Çizelge 1.2: Hogland Besin Çözeltisi 

NH4H2PO4 115 mg 

KNO3 606 mg 

Ca(NO3)2 656 mg 

MgSO4  492 mg 

H3BO3 0,572 mg 

MnCl2 0,363 mg 

ZnSO4 7H2O 0,044 mg 

CuSO4 5 H20 0,016 mg 

H2MoO4H20  0,004 mg 

FeSO4 7 H2O 6,22 mg 
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3. SONUÇLAR VE TARTI ŞMA 

3.1 Büyüme Parametreleri İle İlgili Sonuçlar 

Nicotiana sylvestris yaban tipi ve CMSII mutant tütün bitkilerinde 

kuraklık ve tuz streslerinin büyüme parametreleri üzerindeki etkileri, stres 

uygulamasının 7., 14. ve 21. günlerinde ve stres sonrası iyileştirme 

uygulamasının 3. ve 10. günlerinde kaydedilmiştir.  

Kök uzunluğuna ait veriler incelendiğinde; yaban tipi bitkilerde 21. günde 

kök uzunluğu kontrol gruplarında %93’lük bir artış gösterirken, tuz stresi 

uygulanan gruplarda kök uzunluğunu %13 oranında azalmıştır. CMSII 

bitkilerinde 21. günde, kök uzunluğu kontrol gruplarında %39 oranında, tuz 

uygulanan gruplarda ise %8 oranında artış göstermiştir (Çizelge 3.1). İyileştirme 

uygulamasına ait kök uzunluğu verileri incelendiğinde, kontrol ve tuz 

uygulamaları arasında belirgin ve anlamlı bir fark görülmemektedir. Ancak tuz 

uygulaması yapılan yaban tipi bitkilerde iyileştirme uygulamasının 10. Gününde 

kök uzunluğunda %44’lük bir artış gözlenirken, CMSII bitkilerinde kök 

uzunluğunda % 30’luk azalma kaydedilmiştir. Bitkilerin tuz stresine maruz 

kalmaları sonucunda gözlenen en belirgin yanıtlardan biri kök büyümesindeki 

azalmadır. Birçok çalışma da bizim sonuçlarımız destekler biçimde kök 

uzunluğunda azalma tespit edilmiştir.  

Çizelge 3.1: Tuz stresi uygulanan (yabani tip) WT ve CMSII mutant bitkilerinin kök 

uzunluğundaki değişimler (cm). 

  
WT  

Kontrol 
WT 
Tuz 

CMSII 
Kontrol 

CMSII 
Tuz 

0.G 13,33±1,53 10,83±0,76 

7.G 16,83±3,25 14±2,78 13±1,323 13,63±0,93 

14.G 18±1,73 11±1 16,33±5,86 12±1 

21.G 25,67±4,51 12,3±4,19 15±5,57 14,67±2,52 

3. İ 17±1 10,33±1,16 15,33±2,09 12±2 

10.İ 15,67±2,31 17,67±3,22 31±16,02 10,33±1,76 
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PEG ile gerçekleştirilen kuraklık stresi uygulaması sonucunda yaban tipi 

ve CMSII bitkilerinde kök uzunluğunda belirgin değişimler saptanmıştır. 21. 

günde kontrol gruplarında kök uzunluğu %78 oranında artarken, kuraklık 

uygulanan bitkilerde kök uzunluğu %9 oranında artış göstermiştir. CMSII 

bitkilerinde 21. Günde gözlenen kök uzunluğu artış miktarı kontrol gruplarında 

%90 seviyelerinde iken kuraklık uygulanan gruplarda bu oran %62 olarak 

saptanmıştır (Çizelge 3.2). İyileştirme periyodu 10. gün sonunda kök uzunluğu 

yaban tipi ve CMSII kontrol gruplarında artış göstermiştir. Kuraklık uygulaması 

sonrasında iyileştirmeye tabii tutulan yaban tipi bitkilerde 10. günde kök 

uzunluğundaki artış %21 iken, CMSII lerde kök uzunluğu %18 oranında 

azalmıştır.  

Çizelge 3.2: Kuraklık stresi uygulanan WT ve CMSII mutant bitkilerinde kök 

uzunluğundaki değişimler (cm) 

  
WT  
Kontrol 

WT 
Kuraklık 

CMSII 
Kontrol 

CMSII 
Kuraklık 

0.G 10±1,15   8,33±1,04   

7.G 12,33±2 11,66±1,52 11,67±0,76 8,25±0,288 

14.G 14±1,89 12,67±1,26 13,17±0,58 12±1,32 

21.G 17,83±3,51 12,67±2,08 15,83±0,29 13,34±0,76 

3. İ 14,67±2 12,33±3,05 17,34±3,05 11,5±0,5 

10.İ 18±2 15,33±1,15 18,75±1,06 11±1 

 

Tuz ve kuraklık stresi uygulanan Nicotiana sylvestris yabani tip ve 

CMSII mutantı bitkilerinin 5. yaprak uzunluklarındaki değişim incelendiğinde 

genel olarak bitkilerin abiyotik stresten olumsuz etkilendiği görülmektedir. 

Ancak bu etki küçük yapraklarda daha belirgin ortaya çıkarken, yaban tipi ve 

CMSII bitkileri karşılaştırıldığında büyüme gerilemesi yaban tipi bitkilerde daha 

belirgindir. 21. günde kontrol gruplarının yapraklarında uzunluk artışı yaban 

tiplerinde %42 CMSII’lerde ise %9 oranındadır. Tuz stresi uygulanan gruplarda 

yaban tipi bitkilerde %3’lük bir azalma gözlenirken, CMSII’lerde %11’lik bir 

artış elde edilmiştir (Çizelge 3.3). İyileştirme periyodu verileri incelendiğinde 

her iki bitkide kontrol gruplarında uzunluk artışı devam ederken, tuz uygulanan 
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gruplarda, iyileştirme uygulamasının 10. gününde yaban tipi bitkilerde %25’lik 

artış, CMSII lerde ise %26’lık azalma gözlenmiştir. 

Kuraklık stresine maruz bırakılan yaban tipi ve CMSII bitkilerinin yaprak 

uzunluğundaki değişimler Çizelge 3.4’de verilmiştir. 

 

Çizelge 3.3: Tuz stresi uygulanan WT ve CMSII mutant bitkilerinin yaprak 

uzunluğundaki değişimler (cm). 

  WT  
Kontrol 

WT 
Tuz 

CMSII 
Kontrol 

CMSII 
Tuz 

0.G 18,67±1,15   16,93±0,812   

7.G 19,23±0,75 16,73±0,59 16,4±0,36 15,8±0,93 

14.G 22,83±2,25 16,83±2,47 17,17±0,29 16,67±1,26 

21.G 26,5±2,78 16,17±1,26 18,5±1,80 17,5±0,87 

3. İ 22,83±1,61 14,33±1,89 17±2,18 13,17±3,33 

10.İ 27,17±2,31 20,17±0,289 22,03±2,48 13±0 

 

Çizelge 3.4: Kuraklık stresi uygulanan WT ve CMSII mutant bitkilerinin yaprak 

uzunluğundaki değişimler (cm).  

  
WT  
Kontrol 

WT 
Kuraklık 

CMSII 
Kontrol 

CMSII 
Kuraklık 

0.G 2±1 
 

4,83±1,54 
 

7.G 9,13±0,78 7±0,5 5,67±0,76 4,1±0,66 

14.G 10,83±1,04 9,83±0,76 10,33±0,29 6,1±0,46 

21.G 14,27±0,42 11,17±0,76 11,83±0,58 4,33±0,29 

3. İ 14,83±0,76 9,84±1,15 18,5±2 5,9±0,17 

10.İ 16,17±1,04 12±1,73 19,67±0,28 7,33±0,29 
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Her iki bitkide de kuraklık stresi altında yaprak büyümesi devam etmiş 

ancak büyüme oranı kontrol gruplarındaki kadar yüksek olmamıştır. 21 gün 

yaprak uzunluğu değerleri incelendiğinde kontrol gruplarında yaban tipi 

bitkilerde yaklaşık 7 kat, CMSII bitkilerinde ise 2 kat artış gözlendi. Kuraklık 

stresi altında yaprak uzunluğu yaban tipi bitkilerde %60, CMSII bitkilerinde ise 

%6 oranında artış gösterdi. İyileştirme sürecinde yaprak büyümesi kontrol 

gruplarında yaban tipi ve CMSII’de sırasıyla %13 ve %66 oranında artış 

gösterirken, PEG uygulanan gruplarda belirgin bir iyileşme gözlenmiştir. 

Yaprak uzunluğu artışı iyileştirme uygulamasının 10. gününde yaban tipinde 

%7, CMSII bitkilerinde %69 olarak gözlenmiştir.  

Tuz ve kuraklık stresi etkisi altında yaban tipi ve CMSII tütün bitkilerinin 

büyümesi kök ve yaprak kuru ve yaş ağırlıklarındaki değişimlerin spatanması 

yolu ile de incelenmiştir. Kök yaş ve kuru ağırlığına ait veriler çizelgeler 3.5 ve 

3.6’da; yaprak yaş ve kuru ağırlığına ait veriler çizelgeler 3.7 ve 3.8 de 

verilmiştir.  

Yabani tipi bitkilerde 21. günde kök yaş ağırlığı yaklaşık 9 kat artarken, 

tuz stresi uygulanan yabani tipi bitkilerde kök yaş ağırlıkları %13 oranında 

azalmıştır. Kök kuru ağırlıklarındaki değişim incelendiğinde, 21. günde kontrol 

gruplarında yaklaşık 4 kat artış gösterirken, tuz stresine maruz kalan bitkilerde 

kök kuru ağırlığı %42 oranında azalmıştır. Kuraklık stresi uygulanan yaban tipi 

bitkilerinde kök yaş ağırlığı %84 oranında; kök kuru ağırlığı da %81 oranında 

artış göstermiştir. Kök yaş ve kuru ağırlıkları karşılaştırıldığında tuz stresinin 

kök büyümesinin engellenmesinde daha etkili olduğu görülmüştür. Yaban tipi 

bitkilerde iki abiyotik stresin kök büyümesi üzerindeki etkisi karşılaştırıldığında 

tuz stresinin kök büyümesinin engellenmesi açısından daha etkili olduğu 

gözlenmiştir. Kök yaş ve kuru ağırlıkdeğerleri daha önce verilen kök uzunluğu 

ile ilgili değerlerle uyumludur.  

CMSII mutant bitkilerinde 21. günde kontrol gruplarında kök yaş ağırlığı 

belirgin bir artış göstermemiştir ancak tuz uygulanan ve kuraklık uygulanan 

gruplarda kök yaş ağırlığı artış göstermiştir. Bu artış oranları tuz stresi 

uygulanan gruplarda %86, kuraklık stresi uygulanan gruplarda %157 oranında 
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saptanmıştır. Kök kuru ağırlık değerleri karşılaştırıldığında, 21. Günde hem 

kontrol, hem tuz hem de kuraklık uygulanan gruplarda artış gözlenmiştir. 

Kontrol gruplarında kök kuru ağırlığındaki artış %36; tuz stresi gruplarında 

%117 ve kuraklık stresinde ise %400 olarak gözlenmiştir. Yaban tipi 

bitkilerinden farklı olarak her iki stres uygulaması da CMSII mutantlarında kök 

ağırlığını arttırıcı etki yapmıştır, özellikler tuz stresi açısından belirgin bir 

farklılık bulunmaktadır. 

Çizelge 3.5: Tuz ve kuraklık stresi uygulanan WT bitkilerinin kök yaş ve kuru 

ağırlığındaki değişimler (g). 

  

WT 
Kontrol 

YA 

WT 
Tuz 
YA 

WT 
Kuraklik 

YA 

WT 
Kontrol  

KA 

WT 
Tuz 
KA 

WT 
Kuraklik 

KA 

0.G 0,40±0,05   0,16±0,045   

7.G 
0,25±0,1 3,17±1,88 0,96±0,6 0,26±0,052 0,24±0,15 0,16±0,05 

14.G 0,83±0,4 2,14±0,57 1,38±0,5 0,36±0,14 0,17±0,045 0,18±0,08 

21.G 3,53±1,2 2,75±1,45 1,77±0,5 0,59±0,36 0,14±0,04 0,29±0,14 

3.G İ 
3,10±1,8 2,69±1,04 1,87±1,1 0,30±0,11 0,2±0,104 0,29±0,17 

10.G İ 5,48±2,34 2,61±0,34 1,73±0,1 0,33±0,072 0,16±0,038 0,21±0,1 

 

Çizelge 3.6: Tuz ve kuraklık stresi uygulanan CMSII mutant bitkilerinin kök yaş ve kuru 

ağırlığındaki değişimler (g). 

  

CMSII 
Kontrol 

YA 

CMSII 
Tuz 
YA 

CMSII 
Kuraklık 

YA 

CMSII 
Kontrol 

KA 

CMSII 
Tuz 
KA 

CMSII 
Kuraklık 

KA 

0.G 1,77±0,55   0,11±0,02   

7.G 1,58±0,35 1,81±0,14 0,35±1,1 0,14±0,02 0,18±0 0,03±0,01 

14.G 1,62±0,17 1,67±0,16 0,63±0,1 0,15±0,05 0,18±0,015 0,10±0,02 

21.G 1,75±0,10 3,36±0,15 0,90±0,4 0,18±0,021 0,39±0,02 0,15±0,06 

3.G İ 1,60±0,59 2,04±1,28 0,82±0,5 0,12±0,04 0,20±0,13 0,19±0,1 

10.G İ 4,59±0,64 1,26±0,28 0,81±0,2 0,33±0,031 0,13±0,06 0,13±0,02 
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İyileştirme uygulamasının yapıldığı her iki bitki grubunda da 10. günde 

kontrol gruplarında kök yaş ve kuru ağırlıklarında, büyümeye bağlı olarak artış 

kaydedilmiştir. 10. günde iyileştirme uygulamasının olumlu etkisi açısından 

CMSII ve yaban tipi bitkilerde her iki stres grubunda da kök yaş ve kuru 

ağırlıklarında belirgin bir farklılık gözlenmemiştir. 

Çizelge 3.7. Tuz ve kuraklık stresi uygulanan WT bitkilerinin yaprak yaş ve kuru 

ağırlığındaki değişimler (g). 

 

WT 
Kontrol 

YA 

WT 
Tuz 
YA 

WT 
Kuraklık 

YA 

WT 
Kontrol  

KA 

WT 
Tuz 
KA 

WT 
Kuraklık 

KA 

0.G 3,34±0,36   0,17±0,025   

7.G 3,36±0,37 2,60±0,40 0,54±0,05 0,23±0,04 0,16±0,04 0,043±0,006 

14.G 4,33±0,63 2,47±0,89 0,7±0,04 0,23±0,036 0,15±0,06 0,065±0,014 

21.G 4,43±1,46 2,10±0,62 0,38±0,06 0,32±0,075 0,14±0,05 0,055±0,008 

3.G İ 3,87±0,84 1,82±0,54 0,68±0,122 0,27±0,065 0,13±0,04 0,077±0,018 

10.G İ 4,78±0,26 3,37±0,17 0,42±0,12 0,21±0,16 0,17±0,023 0,047±0,002 

 

Çizelge 3.8. Tuz ve kuraklık stresi uygulanan CMSII mutant bitkilerinin yaprak yaş ve 

kuru ağırlığındaki değişimler (g). 

 

CMSII 
Kontrol 

YA 

CMSII 
Tuz 
YA 

CMSII 
Kuraklık 

YA 

CMSII 
Kontrol 

KA 

CMSII 
Tuz 
KA 

CMSII 
Kuraklık 

KA 

0.G 2,15±0,23   0,14±0,01   

7.G 1,82±0,29 1,95±0,39 0,12±0,01 0,10±0,025 0,14±0,023 0,011±0,002 

14.G 2,07±0,07 1,71±0,30 0,21±0,02 0,12±0,01 0,13±0,021 0,019±0,002 

21.G 2,64±0,82 2,13±0,43 0,12±0,006 0,15±0,05 0,19±0,05 0,021±0,001 

3.G İ 2,18±0,60 1,55±0,19 0,23±0,01 0,13±0,04 0,11±0,05 0,03±0,005 

10.G İ 4,10±0,57 1,08±0 0,35±0,01 0,25±0,03 0,09±0 0,04±0,002 

 

Nicotiana sylvestris yabani tipi ve CMSII mutantı kontrol ve stres 

uygulama gruplarının yaprak yaş ve kuru ağırlıklarına ait değerler çizelgeler 3.7 

ve 3.8’de verilmiştir. Yaban tipi bitkilerde kontrol gruplarında 21. günde yaprak 
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yaş ve kuru ağırlıkları beklendiği şekilde artış göstermiştir. Bu artış yaş ağırlıkta 

%33, kuru ağırlıkta %88 oranında belirlenmiştir. Stres uygulanan gruplarda ise 

21. günde genel olarak yaprak yaş ve kuru ağırlıklarında azalma görülmüştür. 

Tuz stresi uygulanan yaban tipi bitkilerinde yaprak yaş ağırlığı %19, kuru 

ağırlığı %12,5 oranında azalmıştır. Kuraklık uygulamasında ise yaprak yaş 

ağırlığı %30 oranında azalırken, kuru ağırlık %28 oranında artmıştır. İyileştirme 

uygulamasının yaprak kuru ve yaş ağırlıkları üzerinde belirgin etkisi tespit 

edilmiştir. İyileştirme uygulamasının 10. gün değerlerine göre tuz uygulanan 

gruplarda yaş ağırlık %60, kuru ağırlık %21 oranında artış göstermiştir. 

Kuraklıkta iyileşmenin olumlu etkisi sadece %11 oranında artış görülen yaş 

ağırlık gruplarında görülmüştür (Çizelge 3.7).  

CMSII bitkilerinde yaprak yaş ve kuru ağırlıklarındaki değişim çizelge 

3.8’de verilmiştir. Genel olarak her iki stres uygulamasında da yaprak yaş ve 

kuru ağırlıkları artış göstermiştir. Kontrol gruplarının 21. gün yaprak yaş 

ağırlıkları %23, yaprak kuru ağrılıkları % 7 oranında artış göstermiştir. Tuz 

stresi uygulanan CMSII bitkilerinde yaprak yaş ağırlığı %9; yaprak kuru ağırlığı 

%36 oranında artmıştır. Kuraklık stresi uygulanan CMSII bitkilerinde ise yaprak 

yaş ağırlığında belirgin bir değişim görülmezken, yaprak kuru ağırlığı %91 

oranında artış göstermiştir. Her iki stres sonrasında yapılan iyileştirme 

uygulamasının 10. gün sonuçları karşılaştırıldığında tuz stresi uygulanan 

gruplarda yaprak yaş ve kuru ağrılıklarında belirgin bir etki görülmemiştir. 

Ancak kuraklık stresine maruz kalan gruplarda hem yaprak yaş ağırlığında hem 

de kuru ağrılığında belirgin farklılık elde edilmiştir. Bu gruplarda iyileştirme 

uygulaması sonrasında yaş ağırlık %192, kuru ağırlık %95 oranında artmıştır 

(Çizelge 8).  

Tuz ve kuraklık stresinin bitki büyümesi üzerideki olumsuz etkilerine ait 

literatürde pek çok örnek bulunmaktadır. Bor ve ark. tuz stresi uygulanan susam 

bitkisinde kök uzunluğunda %15, gövde uzunluğunda %12 oranında azalma 

saptamışlardır. Aynı çalışmada PEG ile oluşturulan kuraklık stresinde de 

büyüme olumsuz etkilenmiştir. Kontrol grupları ile karşılaştırıldığında, kuraklık 

sonucu kök uzunluğu %34, gövde uzunluğu %33’lük oranlarında azalmıştır. 
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Türkan ve ark. (2005) Phaseolus acutifolius ve Phaseolus vulgaris ile yaptıkları 

çalışmada kuraklık stresinin her iki bitki türünde farklı büyüme yanıtları 

oluşturduğunu gözlemiştir. Deneme süresince kök ve gövde kuru ağırlığı 

Phaseolus acutifolius’ta artarken, Phaseolus vulgaris’te azalmıştır.  

 

3.2 Ozmotik Potansiyel 

Nicotiana sylvestris yabani tipi ve CMSII mutantı kontrol ve stres 

uygulama gruplarının yaprak osmotik potansiyel değerleri çizelge 3.9’da 

verilmiştir. Denemeler sırasında yaban tipi bitkilerin tuz stresi uygulanan 

gruplarında ozmotik potansiyel ölçümü yapılamamıştır, bu nedenle bu bitkilere 

ait değerler çizelge 3.9 da yer almamaktadır. Tuz ve kuraklık stresinin mutant 

bitkilerde 12 ve 24 saatlik dönemlerinde yaprak ozmotik potansiyelini 

düşürdüğü ancak uzun sürede yaprak ozmotik potansiyelini arttırdığı 

görülmüştür.  

Çizelge 3.9: WT ve CMSII mutant bitkilerine tuz ve kuraklık stresinin ozmotik 
potansiyel (mmol/kg) üzerine etkisi. 

 
 WT 

Kontrol 
WT 

Kuraklık 
CMSII 
Kontrol 

CMSII 
Tuz 

CMSII 
Kuraklık 

2.h 303,4±30,26 206±55,22 432,3±9,63 443,42±14,4 329,5±3,08 

4.h 303,8±16,64 289,1±5,95 420±12,81 408,5±20,52 327,2±5,31 

8.h 311,67±15 287,2±12,1 377±11,48 363,92±19 307,8±3,42 

12.h 291,78±7,2 285,2±8,17 402±17,37 388±6,66 326,8±6,69 

24.h 295±20,62 315,37±15 412,7±12,9 415,25±9,42 275,5±62,76 

48.h 271,6±3,78 262,7±8,8 411±11,15 427,2±9,19 353,6±32,67 

72.h 298,2±4,757 280,8±9,03 419,5±13,3 441,6±28,14 559±12,10 

7.G 312,625±34 355,6±25 411±11,61 476,4167±50 637±12,73 

14.G 343±40,88 606±48,6 305±13,66 440,2±53,86 532±7,572 

21.G 340,2±18,28 854,6±9,5 455±21,42 674,5±39,59 419,4±9,81 

3.İ 377,7±25,46 855±77 424±20,64 637±13,42 532±7,57 

10.İ 353±13,7 730,8±22 287±38,5 419±50,62 419±9,8 
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İlk 12 saatte CMSII bitkilerinde ozmotik potansiyel değeri tuz uygulanan 

gruplarda %12, kuraklık uygulanan gruplarda ise %1 oranında; ikinci 12 saatte 

ise tuz uygulanan gruplarda %6 kuraklık uygulanan gruplarda ise %16 oranında 

azaltmıştır. Yaban tipi bitkilerde ise kuraklık stresi uygulanan gruplarda ise ilk 

12 saatte % ozmotik potansiyel %38, 24 saatte ise %53 oranında arttırmıştır. 21. 

gün değerleri incelendiğinde, yaban tipi bitkilerden kuraklık stresine maruz 

bırakılanlarda ozmotik potansiyel yaklaşık 4 kat artış göstermiştir. CMSII 

bitkilerinde 21. günde tuz stresi uygulanan gruplarda yaprak ozmotik potansiyeli 

yaklaşık 1,5 kat, kuraklık uygulananlarda ise 1,2 kat artış göstermiştir. Stres 

sonrası iyileştirme süreci değerleri incelendiğinde 10. günde özellikle CMSII 

bitkilerinde her iki stres grubunda da ozmotik potansiyel değerlerinin kontrol 

grupları ile aynı seviyelere indiği gözlenmiştir (çizelge 3.9). Yaban tipi kuraklık 

uygulanan bitkilerde de iyileşme 10.gün ozmotik potansiyel değerlerinde bir 

azalma söz konusudur ancak azalma oranı CMSII bitkileride ki kadar belirgin 

farklılık göstermemektedir. 

3.3 Fotosentetik Verim 

Tuz ve kuraklık stresinin yabani tip ve CMSII mutant bitkilerinin 

fotosentetik verimliliğine olan etkisi incelenmiştir (çizelge 3.10). Her iki 

bitkide de stres uygulanan grupların Fv/Fm değerlerinde düşüş 

gözlenmiştir ancak bu düşüş çok belirgin seviyelerde değildir. 21. Gün 

değerleri ele alındığında CMSII bitkilerinde bu değerlerde ki değişimin 

yaban tipine göre daha az olduğu görülmüştür. İyileşme sürecinde Fv/Fm 

değerlerindeki düşüş tuz stresine maruz kalan mutant grubunda ve kuraklık 

uygulanan yabani tip ve mutant gruplarındaki düşüş azalmıştır. Yabani tip 

bitkilerin tuz stresi uygulama grubunda Fv/Fm değeri artmıştır.  
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Çizelge 3.10: WT ve CMSII mutant bitkilerine tuz ve kuraklık stresinin fotosentetik 

verim (Fv/Fm) üzerine etkisi. 

WT 
Kontrol 

WT 
Tuz 

WT 
Kuraklık 

CMSII 
Kontrol 

CMSII 
Tuz 

CMSII 
Kuraklık 

2.h 0,859±0,002 0,856±0,001 0,84±0 0,852±0 0,832±0,017 0,846±0,01 

4.h 0,859±0,002 0,857±0,005 0,835±0,01 0,848±0,008 0,856±0,005 0,851±0,04 

8.h 0,818±0,009 0,851±0,002 0,811±0,01 0,851±0,004 0,857±0,001 0,833±0,01 

12.h 0,832±0,002 0,835±0,002 0,828±0 0,852±0,005 0,850±0,006 0,845±0,04 

24.h 0,854±0,001 0,850±0,006 0,835±0,03 0,852±0,002 0,854±0,001 0,852±0,01 

48.h 0,847±0,004 0,849±0,002 0,834±0,009 0,86±0,0035 0,856±0,01 0,842±0,01 

72.h 0,853±0,005 0,855±0,002 0,852±0,001 0,855±0,005 0,846±0,01 0,813±0,03 

7.G 0,853±0,003 0,853±0,002 0,848±0,006 0,852±0,007 0,853±0,004 0,856±0,02 

14.G 0,848±0,006 0,848±0,003 0,846±0,002 0,847±0,004 0,852±0,002 0,848 ±0,02 

21.G 0,845±0,002 0,839±0,003 0,842±0,004 0,854±0,003 0,85±0,0006 0,847 ±0,03 

3.İ 0,847±0,004 0,84±0,00154 0,844±0,003 0,848±0,001 0,845±0,002 0,849 ±0,03 

10.İ 0,853±0,003 0,847±0,003 0,841±0,009 0,844±0,001 0,848±0,004 0,831±0,01 

 

3.4 Bağıl Su İçeriği  

Yabani tip ve CMSII mutant bitkilerine uygulanan abiyotik stresin bağıl su 

içeriğine etkisi Çizelge 3.11’de gösterilmiştir. Buna göre, tuz stresi uygulanan 

mutant ve yabani tip bitkilerin bağıl su içeriklerinde düşüş gözlenmiştir. Ama 

kuraklık stresi uygulanan yabani tip bitkilerde 12. saatten itibaren, mutant 

bitkilerde ise 24. saatten itibaren bağıl su içeriğinde düşüş gözlenmiştir. İyileşme 

sürecinde stres uygulanan grupların bağıl su içeriği değerleri kontrol gruplarının 

değerlerine çok yaklaşmıştır.  

Kuraklıkla ilgili bir başka çalışmada Özkur ve ark. (2009) Capparis ovata 

bitkisinde 14 günlük PEG uygulamasının gövde yaş ve kuru ağırlığını, bağıl su 
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içeriğini ve fotosentetik verim parametresi olan Fv/Fm değerini düşürdüğünü 

belirtmiştir. Kiraz çeşidi Gisela 5 ile yapılan bir çalışmada 50, 100 ve 150 mM 

NaCl konsantrasyonlarının büyümeyi azalttığı ancak bağıl su içeriği açısından 

belirgin bir değişim oluşturmadığı kaydedilmiştir (Ertürk ve ark. 2007). Acar ve 

ark (2001) tarafından kuraklığa duyarlı ve dayanıklı arpa çeşitleri ile yapılan bir 

çalışmada dayanıklı çeşit TOKAK 157/37’nin büyüme parametreleri ve bağıl su 

içeriği açısından hassas çeşit ERGİNEL 90’a göre daha iyi bir performans 

gösterdiğini ortaya konulmuştur. Kuraklık stresine maruz bırakılan fasulye 

bitkilerinde bağıl su içeriği incelendiğinde denemenin 14. gününde Phaseolus 

acutifolius’ta her hangibir değişim gözlenmezken, Phaseolus vulgaris’te bağıl su 

içeriğinde belirgin bir azalma tespit edilmiştir (Türkan ve ark. ,2005).  

Çizelge 3.11: WT ve CMSII mutant bitkilerine tuz ve kuraklık stresinin bağıl su içeriği 

etkisi. 

  
WT  

Kontrol 
WT  
Tuz 

WT  
Kuraklık 

CMSII Kontrol 
CMSII  

Tuz 
CMSII Kuraklık 

0.h 88,14±0,77     96,38±8,61     

2.h 90,44±1,47 92,28±1,12 78,07±3,63 89,02±1,59 91,89±2,12 79,7±13,41 

4.h 92,21±0,06 96,02±7,68 88,06±1,02 89,17±5,59 100,10±13,03 88,83±3,34 

8.h 89,48±1,25 89,21±1,22 87,09±4,18 88,93±1,06 87,53±0,96 69,69±2,69 

12.h 93,1±0,21 91,73±1,47 84,35±8,78 91,5±1,73 93,68±0,4 88,77±3,73 

24.h 91,07±1,47 88,25±3,23 78,24±3,82 84,63±4,7 89,05±0,14 92,41±2,58 

48.h 91,22±0,72 90,99±2,43 64,81±2,67 88,81±0,43 88,19±1,87 87,95±4,70 

72.h 91,75±0,77 91,83±1,15 63,75±8,20 86,92±2,55 89,47±0,74 85,902,64 

7.G 81,67±8,86 87,15±1,06 69,64±9,31 89,31±1,34 85,01±3,01 89,154,43 

14.G 71,66±24,24 90,07±3,22 62,84±10,84 88,16±1,75 84,04±2,12 82,213,14 

21.G 90,86±1,38 85,36±2,49 53,76±9,02 91,35±3,31 70,04±13,27 78,608,61 

3.İ 90,96±0,54 83,14±0,52 77,39±4,4 92,67±0,27 85,21±2,00 76,55±7,29 

10.İ 90,82±3,77 87,46±4,27 86,83±35,12 89,96±1,69 83,2±5,69 87,49±15,98 
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3.5 Total Protein Miktarları 

Tuz ve kuraklık stresi uygulanan yabani tip ve mutant bitkilerinin 

yapraklarının total protein miktarları belirlenmiştir (çizelge 3.12).  Tuz stresi 

uygulanan yabani tip bitkilerde total protein miktarı yaklaşık 4 kat artarken, 

mutant bitkilerde bu artış yaklaşık 2 kat kadardır. Kuraklık stresi uygulamasında 

ise yabani tip bitkilerdeki total protein miktarı yaklaşık 2 kat artarken, mutant 

bitkilerde bu artış 0,5 kadardır. Protein miktarlarındaki bu değişim yeni 

proteinlerin sentezlenmesi veya proteinlerin bağlı formdan serbest forma 

hidrolizi sonucunda ortaya çıkmış olabilir. Enzim aktivite değerleri ile 

ili şkilendirildiğinde protein değerlerindeki değişimin anlamlı olacağı 

düşünülmektedir. CMSII ve yaban tipi bitkilerinde 10 gün boyunca 

gerçekleştirilen iyileşme denemesinin 3. gününde genel olarak total protein 

miktarlarında azalma gözlenmiştir. İyileşmenin 10. günündeki total protein 

miktarları kontrol grubu değerlerine yaklaşmıştır (Çizelge 3.12). 

Çizelge 3.12: WT ve CMSII mutant bitkilerine tuz ve kuraklık stresinin total protein 

içeriğine etkisi. 

  WT Kontrol WT 
Tuz 

WT 
Kuraklık 

WT 
Kontrol 

WT 
Tuz 

WT 
Kuraklik 

0. h 0,23±0,02     0,94±0,16     

2.h 0,56±0,26 0,24±0,01 0,37±0,02 1,47±1,28     

4.h 0,39±0,08 1,70±0,14 0,19±0,01 1,40±0,26 0,8±0,22 0,8±0,22 

8.h 0,26±0,05 1,24±0,04 0,35±0,04 1,22±0,09 0,71±0,06 0,71±0,06 

12.h 0,19±0,06 0,89±0,03 0,2±0,02 1,10±0,37 0,97±0,16 0,97±0,16 

24.h 0,38±0,08 0,67±0,13 0,48±0,02 1,02±0,2 0,79±0,13 0,79±0,13 

48.h 0,26±0,03 1,25±0,17 0,26±0,04 1,23±0,1 0,72±0,1 0,72±0,1 

72.h 0,58±0,05 1,22±0,16 0,19±0,05 1,34±0,11 1,31±0,18 1,31±0,81 

7.G 0,47±0,05 0,63±0,07 0,14±0,05 1,23±0,19 1,16±0,11 1,16±0,11 

14.G 0,35±0,03 1,07±0,23 0,16±0,02 0,45±0,07 0,74±0,18 0,74±0,18 

21.G 0,44±0,05 0,85±0,1 0,95±0,05 0,27±0,12 1,64±0,12 1,64±0,12 

3.İ 0,41±0,04 1,19±0,15 0,21±0,13 0,33±0,03 1,06±0,06 1,06±0,06 

10.İ 0,64±0,93 0,99±0,23 0,58±0,07 0,16±0,08 1,29±0,19 1,29±0,19 
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3.6 Glutamat Dehidrogenaz (GDH) Enzim Aktivitesi 

Nicotiana sylvestris yaban tipi ve CMSII mutant bitkilerinde GABA 

yolunun önemli bileşenlerinden biri olan glutamat dehidrogenaz enziminin 

aktivitesindeki değişimler kontrol, tuz ve kuraklık stresi uygulanan gruplarda 

belirlenmiştir (çizelge 3.13). Yaban tipi ve CMSII mutantı kontrol grupları 

günlük GDH aktivite seviyesi karşılaştırıldığında oldukça farklılık 

göstermektedir. Yaban tipinde başlangıçtaki yüksek GDH aktivite seviyesinin 

ilk 8 saatte yaklaşık %96 lık bir azalma gösterdiği ancak 12. saatte ise tekrar 

arttığı gözlenmiştir. CMSII kontrol gruplarında 1 günlük periyotta GDH aktivite 

değişimleri açısından belirgin bir farklılık kaydedilmemiştir, yaban tipi kontrol 

GDH aktivite değerleri ile karşılaştırıldığında iki bitki arasında belirgin bir 

farklılık vardır. CMSII lerde elde edilen en yüksek GDH aktivite değeri bile 

yaban tipi bitkilerdeki GDH aktivite değerlerinin çok gerisinde kalmaktadır. 

Örneğin, 21. gün CMSII aktivite değeri 0,030 mmol min mg protein -1 iken 

yaban tipi bitkilerinde bu değer 0,103 mmol min mg protein -1 olarak 

kaydedilmiştir.  

Çizelge 3.13: WT ve CMSII mutant bitkilerine tuz ve kuraklık stresinin GDH enzim aktivitesine 

etkisi (mmol min mg protein-1). 

  WT 
Kontrol 

WT 
Tuz 

WT 
Kuraklık 

CMSII 
Kontrol 

CMSII Tuz CMSII Kuraklık 

0.s 0,092 
    

0,007 
    

2.s 0,012 0,02 0,046 0,003   
  

4.s 0,019 0,01 0,037 0,007 0,005 0,013 

8.s 0,004 0,01 0,271 0,008 0,002 0,086 

12.s 0,069 0,01 0,428 0,004 0,025 0,026 

24.s 0,017 0,06 0,135 0,007 0,004 0,05 

48.s 0,201 0,01 0,076 0,004 0,01 0,02 

72.s 0,022 0,02 0,144 0,004 0,016 0,005 

7.G 0,051 0,02 0,326 0,014 0,006 0,015 

14.G 0,049 0,04 0,521 0,005 0,107 0,037 

21.G 0,103 0,01 0,124 0,03 0,011 0,016 

3.İ 0,026 0,01 0,16 0,01 0,011 0,046 

10.İ 
0,126 0,01 0,241 0,056 0,019 0,051 
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Stres uygulanan gruplar incelendiğinde genel olarak her iki bitkide de tuz 

stresi sonucu gözlenen aktivite artışlarının kuraklık stresi sonucu gözlenen 

artışlardan daha düşük olduğu görülmektedir (çizelge 3.13). Tuz stresi 

uygulanan CMSII bitkilerinde ilk 12 saatte GDH aktivitesinde yaklaşık 5 kat 

artış gözlenirken, yaban tipi bitkilerde 24 saate GDH aktivitesi yaklaşık 4 kat 

artış göstermiştir. Tuz stresinin 21. gün değerleri incelendiğinde her iki bitkide 

de GDH aktivititesinde kontrol seviyelerine doğru hızlı bir düşüş gözlenmiştir. 

GDH aktivitesi açısından kuraklık stresine verilen yanıtlar her iki bitkide de 

daha dikkat çekicidir. Yaban tipi bitkilerde ilk 12 saatlik dönemde GDH 

aktivitesi kontrol seviyelerinin yaklaşık 6 katına çıkmıştır, sonraki 24 ve 48 

saatlik değerlerde hızlı bir düşüş kaydedilmiştir. Kuraklık stresinin 21. gününde 

GDH aktivite seviyeleri kontrol GDH aktivite seviyelerinden yaklaşık 3 katlık 

bir artış göstermiştir. CMSII bitkilerinde ise kuraklık uygulamasının ilk 8 

saatinde GDH aktivitesi kontrol değerlerinin yaklaşık 10 katına çıkmıştır ve 72. 

saate kadar kontrol GDH aktivite değerlerinin üzerinde değerler elde edilmiştir 

(çizelge 3.13). CMSII bitkilerinin kuraklık uygulanan gruplarında 21. gün GDH 

aktivite değerleri incelendiğinde, aktivite stres uygulamasının diğer saat ve 

günlere göre düşüktür ancak kontrol gruplarından yüksek seviyededir. 

İyileştirme periyodunun kontrol ve stres grupları GDH aktivite değerleri 

açısından kendi içinde karşılaştırıldığında 10. günde tuz stresi uygulanan her iki 

bitki grubunda da aktivitenin düştüğü gözlenmiştir. Yaban tipi bitkilerde 

aktivitedeki düşüş daha belirginken (yaklaşık 1/25 oranında azalma), CMSII 

bitkilerindeki düşüş yaklaşık 1/3 oranındadır. Kuraklık stresi sonrası iyileştirme 

yapılan bitkilerde yaban tipinde yaklaşık 2 katlık bir aktivite artışı gözlenirken 

CMSII bitkilerinde GDH aktivitesi, kontrol 10. gün iyileştirme değerleri ile aynı 

seviyede gözlenmiştir. 

3.7 Glutamat Dekarboksilaz (GAD) Enzim Aktivitesi 

GABA biyosentez yolunun önemli enzimi glutamat dekarboksilaz (GAD) 

aktivitesindeki değişimler yaban tipi ve CMSII bitkilerinde kontrol, tuz ve 

kuraklık stresi uygulanan gruplarda belirlenmiştir (çizelge 3.14). Kontrol 

gruplarına ait enzim aktivite değerlerinin belrilenmesi ve karşılaştırılması, yaban 

tipi ve CMSI mutantı arasında temel enzim aktivitelerinin saptanabilmesi 
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açısından önem taşımaktadır. Günlük ritim boyunca yaban tipi bitkilerde GAD 

enzim aktivitesi 8 saatlik dönemde yaklaşık %80 seviyesinde bir artış 

gösterirken, 24. saatte aktivite artışı %47 düzeyindedir. Denemenin diğer 

örnekleme günlerinde GAD aktivitesinde ilk 24 saatten daha düşük düzeylerde 

aktivite gözlenmiştir. CMSII kontrol gruplarında GAD aktivitesi ilk 12 saatlik 

dönemde %21’lik bir artış göstermiş bu seviye ikinci 12 saatlik dönemde de 

korunmuştur. 14. günde GAD aktivitesi 1. güne göre yaklaşık %75 oranında, 21. 

Günde ise %132 oranında artış göstermiştir.  

Tuz ve kuraklık stresi uygulanan gruplarda GAD aktivitesi değerlerindeki 

değişim incelendiğinde her iki bitkinin de strese farklı yanıtlar verdiği belirgin 

olarak gözlenmiştir. Yaban tipi bitkilerde her iki streste de GAD aktivitesindeki 

artış 4. saatten itibaren görülmüştür. Artış oranı tuz stresi gruplarında %9, 

kuraklık stresinde ise %80 olarak belirlenmiştir. Yaban tipi bitkilerde tuz 

stresinde en yüksek aktivite (0,340 mmol min mg protein-1) 72. saatte 

görülürken, kuraklık stresine maruz kalan bitkilerde en yüksek GAD enzim 

aktivitesi (0,397 mmol min mg protein-1) 12. saatte gözlenmiştir. CMSII 

bitkilerinin stres uygulanan gruplarında GAD enzim aktivitesi tuz stresi 

gruplarında 8. saatte, kuraklık uygulananlarda ise 4. saatten itibaren artış 

göstermiştir. Kontrol değerleri ile karşılaştırıldığında bu değerler tuz stresi 

gruplarında yaklaşık %86’lık, kuraklık stresi gruplarında ise %36’lık bir aktivite 

artışı göstermektedir. Kuraklık uygulanan gruplarda aktivite artışı 24 saatte 

kadar devam ederken, tuz stresi uygulanan gruplarda aktivite hızla düşmüş ve 

tüm stres uygulaması süresince yaklaşık olarak kontrol değerlerinde kalmıştır. 

GAD aktivitesinin en yüksek değeri tuz stresi gruplarında 8. saatte 0,078 mmol 

min mg protein-1, kuraklık stresi gruplarında ise 0,098 mmol min mgprotein-1 

olarak tespit edilmiştir.  

Her iki bitkide de 21. gün değerlerini incelediğimizde, yaban tipi bitkilerde 

tuz stresi uygulanan bitkilerde aktivitenin %62 oranında arttığı, kuraklık 

uygulananlarda ise %7 oranında azaldığı gözlenmiştir. CMSII bitkilerinde ise 

stresin 21. gününde GAD aktivitesi değerleri kontrol değerlerinin altında 

kalmıştır. Tuz stresi uygulananlarda aktivite % 45, kuraklık uygulanan gruplarda 

%38 oranında azalmıştır.  
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Stres sonrası uygulanan iyileştirme dönemi sonuçları incelendiğinde 10. 

günde CMSII bitkilerindeki GAD aktivite değişiminde daha anlamlı farklılıklar 

gözlenmiştir (çizelge 3.14). 21. gün değerleri ile karşılaştırıldığında tuz stresi 

uygulanan gruplarda yaklaşık 4 kat artış, kuraklık uygulananlarda ise yaklaşık 3 

kat artış gözlenmiştir. Yaban tipi bitkilerde tuz stresi sonrası iyileştirme 

uygulanan grupta, 21. gün GAD aktivite değerlerine göre yaklaşık 2 kat artış 

gözlenmiştir. Kuraklık grubunda GAD aktivitesindeki düşüş iyileştirme 

uygulaması süresince de düzenli bir şekilde devam etmiştir. 

 
Bouche ve ark (2004) tarafından Arabidopsis thaliana’da yapılan GAD 

enziminin aktivitesi ve GAD geninin beliriminin incelendiği çalışmada GABA 

biyosentezi ile GAD enzimin aktivitesi ve ilgili genin ifadesi açısından belirgin 

bir ili şki görülmüştür. Domates bitkisinde yapılan bir çalışmada meyve 

olgunlaşması döneminde GAD genlerinin ifadesi ve GAD enzim aktivitesindeki 

artışın GABA’nın aşırı birikimine neden olduğu saptanmıştır (Akihiro ve ark. 

2008). Bu sonuçlar bizim çalışmamızdaki GAD enzim aktivitesindeki değişimler 

ve GABA miktarındaki artış ile uyum içerisindedir.  

 

Çizelge 3.14: WT ve CMSII mutant bitkilerinde tuz ve kuraklık stresinin GAD enzim 

aktivitesine üzerine etkisi (mmol min mg protein-1). 

  

WT 
Kontrol 

WT 
Tuz 

WT 
Kuraklık 

CMSII  
Kontrol 

CMSII  
Tuz 

CMS 
Kuraklık 

4.s 0,104 0,123 0,186 0,047 0,046 0,064 

8.s 0,188 0,135 0,207 0,042 0,078 0,098 

12.s 0,165 0,148 0,397 0,056 0,04 0,074 

24.s 0,153 0,167 0,363 0,057 0,043 0,058 

48.s 0,113 0,29 0,234 0,036 0,04 0,063 

72.s 0,105 0,34 0,176 0,03 0,029 0,033 

7.G 0,096 0,26 0,157 0,046 0,035 0,029 

14.G 0,104 0,12 0,133 0,1 0,042 0,047 

21.G 0,117 0,19 0,109 0,132 0,073 0,0821 

3.İ 0,154 0,27 0,081 0,192 0,123 0,136 

10.İ 0,168 0,42 0,063 0,312 0,29 0,25 
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3.8 GABA Miktarları 

Nicotiana sylvestris yaban tipi ve mutant bitkilerinin GABA 

miktarlarındaki değişimler kontrol, tuz ve kuraklık stresi uygulanan 

gruplarda saptanmıştır (çizelge 3.15). Her iki abiyotik stresle ilgili 

yanıtlarda GABA miktarlarındaki değişimlerin belirlenmesi ve bu 

değişimlerin diğer parametrelerle ilişkilendirilmesi tez projemiz açısından 

büyük önem taşımaktadır. Ayrıca yaban tipi ve CMSII kontrol gruplarının 

GABA miktarlarında zamana bağlı olarak meydana gelen değişimde 

saptanarak karşılaştırma yapılması mümkün olmuştur. Yaban tipi kontrol 

gruplarında günlük ritm boyunca artış gösteren GABA miktarları günlük 

değişimler dikkate alındığında büyümeyle ilişkili olarak düzenli artış 

belirlenmiştir. Bu gruplardaki GABA miktarında 21. günde, 1. gün 

değerlerine göre 3 katlık bir artış gözlenmiştir. CMSII bitkilerinin kontrol 

gruplarında da GABA miktarlarında düzenli bir artış görülmüştür ancak 

artış miktarı yaban tipi kontrol gruplarına göre daha düşük seviyededir. 

Örneğin 1. Gün GABA miktarı 14,773 µmol g YA -1 iken, 21. günde 

GABA miktarı yaklaşık 2 kat artarak 29,986 µmol g YA -1 düzeyine 

ulaşmıştır.  

Çizelge 3.15: WT ve CMSII mutant bitkilerinde tuz ve kuraklık stresinin GABA 

miktarları üzerine etkisi (µmol g yaş ağırlık-1). 

  
WT WT WT CMSII CMSII CMSII 

Kontrol Tuz Kuraklık Kontrol Tuz Kuraklık 

2.s 15,478 16,107 25,063 9,067 11,38 14,615 

4.s 23,227 21,48 15,063 10,548 15,402 16,952 

8.s 47,353 77,975 10,135 10,674 15,833 18,946 

12.s 46,264 92,977 11,546 13,855 21,956 24,459 

24.s 38,755 84,217 21,565 14,773 4,548 9,408 

48.s 32,947 68,187 51,918 16,588 25,424 43,211 

72.s 25,584 49,887 101,289 19,453 25,283 55,356 

7.G 44,358 54,958 102,756 21,615 44,701 65,433 

14.G 46,959 77,826 78,731 23,62 57,974 47,784 

21.G 53,361 79,122 53,105 29,986 60,643 45,382 

3.İ 59,128 74,677 51,04 41,07 54,476 37,843 

10.İ 60,268 64,385 50,982 46,811 30,092 31,748 
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 Tuz ve kuraklık stresi uygulamaları sonucunda GABA miktarı 

değişimleri hem bitkiye hem de uygulanan strese ve süresine bağlı olarak 

belirgin değişim göstermiştir (çizelge 3.15). Yaban tipi bitkilerinde tuz stresi 

etkisiyle GABA miktarındaki artış en yüksek düzeye 12. saatte ulaşmıştır, 

kontrol grubu değerlerine göre GABA miktarında yaklaşık 2 katlık bir artış 

görülmüştür. Bu en yüksek GABA değeri denemenin diğer günlerinde düzenli 

olarak azalma göstermiştir. 21. günde stresin 12. Saatindeki GABA değerine 

göre yaklaşık % 15 oranında bir azalma görülürken, bu değer 21. günün kontrol 

grubu GABA değerlerine göre %48’lik bir artışa denk gelmektedir. Kuraklık 

stresi GABA değerleri incelendiğinde ilk 12 saatte kontrol düzeylerinin altında 

gözlenen GABA miktarının 24. saatten itibaren artmaya başladığı ve en yüksek 

GABA miktarı 72. saatte 101,289 µmol g YA -1 olarak belirlenmiştir. Bu değer 

kontrol GABA değerinden yaklaşık olarak 4 kat daha fazladır. Kuraklık stresi 

uygulanan bitkilerde 21. gün GABA miktarı kontrol grupları ile aynı seviyelere 

düşmüştür (53,105 µmol g YA -1). CMSII bitkilerinin stres sonrası GABA 

miktarları incelendiğinde hem tuz stresi uygulanan bitkilerde hem de kuraklık 

stresi uygulanan gruplarda GABA miktarının stresin 12. saatinden itibaren artış 

gösterdiği gözlenmiştir. Bu artış tuz stresi uygulanan gruplarda %58 oranında, 

kuraklık stresi uygulananlarda ise %77 oranında saptanmıştır. Tuz stresi 

uygulanan gruplarda en yüksek GABA miktarı 21. günde 60,643 µmol g YA -1 

iken, kuraklık uygulanan CMSII lerde en yüksek GABA miktarı 7. günde, 

65,433 µmol g YA -1 olarak belirlenmiştir. CMSII bitkilerindeki bir diğer ilgi 

çekici sonuçta her iki stres grubunda gözlenen ilk 12 saatteki GABA 

miktarındaki hızlı artışı, ikinci 12 saatteki hızlı düşüşün takip etmesidir. Bu 

düşüş kontrol düzeylerinin bile altına inmiştir. 24. saatte tuz stresinde 12. 

saatteki GABA değerinin yaklaşık 1/5’ine, kuraklık stresinde ise yaklaşık 

1/3’üne düşmüştür. Bu değerler 24. saatteki kontrol değerleri ile 

karşılaştırıldığında da belirgin bir düşüş söz konusudur. Abiyotik stres koşulları 

altında bitkilerin verdiği savunma yanıtları açısından GABA miktarındaki bu ani 

azalmanın anlamlı olduğu düşünülmektedir. GABA için önerilen çeşitli 

rollerden özellikle yedek azot kaynağı olması veya sinyal iletim yolağı ile ilgili 

rolü açısından önemli bir bulgu olabileceği ön görülmektedir.  
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 Stres sonrası iyileştirme uygulaması GABA değerleri incelendiğinde, 

hem yaban tipi hem de CMSII mutant bitkilerinde her iki streste de benzer 

değişimler görülmüştür. İyileşme döneminin 3. ve 10. Gün değerlerinin stres 

uygulamasının 21. gün değerlerinden daha düşük olduğu ve bu değerlerin 

giderek kontrol grubu değerlerine yaklaştığı belirlenmiştir (çizelge 3.15). 

İyileştirme uygulamasının 10.gün GABA miktarları incelendiğinde yaban tipi 

bitkilerde tuz stresi grubunda yaklaşık %20’lik, kuraklık stresi grubunda ise 

yaklaşık %4’lük bir azalma gözlenmiştir. CMSII bitkilerinde tuz ve kuraklık 

stresi uygulanan gruplarda GABA miktarındaki azalma oranları sırasıyla %50 ve 

%30 olarak elde edilmiştir.  

Çevresel stresler sonucunda bitkilerde GABA birikiminin gerçekleştiği 

birçok farklı çalışma tarafından gösterilmiştir. Tez çalışmamıza benzer şekilde 

kuraklık koşullarında buğdayda (Bartyzel ve ark. 2003), fasulyede (Raggi 1994), 

soya fasulyesinde (Simon-Sarkadi ve ark., 2006), susam bitkisinde (Bor ve ark. 

,2009) ve Arabidopsis thaliana’da (Allan ve ark. 2008) stres sonrasında GABA 

düzeylerinde belirgin artış kaydedilmiştir. Önemli abiyotik streslerden biri olan 

tuz stresi koşullarında da birçok bitki de GABA birikimi gözlenmiştir. Tuz stresi 

koşullarında domates kök ve yapraklarında (Bolarin ve ark., 1995), susam 

yapraklarında (Bor ve ark., 2009), Arabidopsis thaliana yapraklarında (Allan ve 

ark. 2008) stres uygulamasının erken aşamalarından itibaren GABA miktarı 

kontrol düzeylerinin üzerine çıkmıştır. 
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ÖZGEÇM İŞ 

 25.06.1980 yılında İzmir’de doğan Neşe AKÇAY 2008 yılında Ege 
Üniversitesi Fen Fakültesi Biyoloji Bölümü’nden mezun olmuştur. 2008-
2010 yılları arasında Ege üniversitesi Fen Fakültesi Biyoloji Bölümü 
Genel Biyoloji ABD dalında yüksek lisans eğitimini tamamlamıştır. Şu an 
TÜBİTAK-TEYDEB 1501 projesinde (Ülkemizde yetiştirilmekte olan 
fındık, ceviz, badem ve yerfıstığı populasyonlarının markırlar yardımıyla 
genetik karakterizasyonunun yapılması ve ıslahının yönlendirilmesi) 
yürütücüsü olarak yer almaktadır. 


