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OZET
TUTUN BITKiSINDE GABA-STRESILiSKiSININ BELIRLENMESI
AKCAY, Nese

Yuksek Lisans Tezi, Biyoloji Bolumu
Tez Yoneticisi: Dog. Dr. Melike BOR

Kasim 2010, 71 sayfa

Bakteriler, mantarlar, memeliler, bitkiler gibi ddarda bulunan Gamma
aminobutirik asit (GABA) hayvanlarda merkezi sinirsisteminde
noérotransmiter inhibitdrd olarak goérev almaktadBlutamat dekarboksilaz
(GAD), semialdehit dehidrogenaz (SSADH) ve GABAagaminaz
enzimlerinin  GABA'nin  metabolizmasinda rol aidi tespit edilmgtir
(Kinnersley ve Turano, 2000). Farkli stressidtari altinda cegtli bitkilerde
GABA miktarlarindaki dgisimler incelenmgtir ancak ayni bitki sisteminde,
ayni stres ksullarinda ve zamana pia GABA miktarindaki degisimler

bilinmemektedir.

Tez projesi kapsaminda, tutlUNi¢otiana sylvestris) CMSII mutanti ile
yabani ¢eit arasindaki GABA- stres ikisinin belirlenmesi hedeflenstir.
Nicotiana sylvestris CMSII mutanti mitokondrial bir mutasyonsteaktadir;
solunum kompleksi I'in NAD7 altbirimini kodlayamad7 genine sahip
degildir. Buna ba&li olarak, CMSII mutanti yabani gie ile karsilastirildiginda
daha digiik asimilasyon oranlarina sahiptir ancak biyotik af@yotik stres
kosullarina toleranslidir (Dutilleul ve ark, 2003).n@lenme sonrasinda fideler
yaklasik 3 haftalik donemde iken kuraklik stresi uyguleadeir. Kuraklik ve
tuz stresi keullarina maruz birakilan CMSII ve yabani titin fetende

GABA yolaginin ¢sitli basamaklari incelendi.

Anahtar sozcukler: GABA, Tutun, Kuraklik stresi, Tuz stresi.



ABSTRACT

INVESTIGATION OF GABA-STRESS RELATION IN TOBACCO PL ANT

AKCAY, Nese

Master in Biology Department
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Melike BOR
November 2010, 71 pages

Gamma-amino butyric acid (GABA) has been determimedifferent
organisms like bacteria, fungi, mammalians and tplamvhich is a
neurotransmitter inhibitor of central nerve systealutamate decarboxylase
(GAD), semialdehyde dehydrogenease (SSADH) and GABsaminase
enzymes have been determined to have importarg nol&ABA metabolism
(Kinnersley ve Turano, 2000). To date GABA accurtialaunder the effect of
different stresses has been determined in diffepdarits however, it is not
clear that how GABA accumulation is related to thiéects of different

stressors under the same plant system.

In our project, we aimed to study GABA-stress ifielatin Nicotiana
sylvestris CMSII mutant and wild type plants. CMSII mutant sha
mitochondrial mutation nad7 gene which encodes ghbunit NAD7 of
complex | in respiratory chain. CMSII mutant hawéo assimilation rates but,
tolerance to biotic and abiotic stresses as comdpaépewild type plants
(Dutilleul ve ark, 2003). CMSII mutant and wild &yplants were important
tools for the investigation of stress tolerancepotiondrial signal transduction
and GABA interactions. Drought and salt applicasiatarted at 3 rd week of
the seedling growth and components of GABA shurnevemalyzed under the
effect of drought and salt stresses in CMSII and tyipe plants.

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

Tlatin Ege Bolgesi'nde yatirilen ekonomik éneme sahip énemli bir
tarim bitkisidir. Ege Bolgesinin iklimsartlari ve kiresel 1sinma problemi
nedeniyle tatin yetiirilmesi sirasinda cok eili abiyotik streslere maruz
kalmaktadir. Bu streslerin bada 6zellikle su kitfii ve kuraklik gelmektedir.
Tez projemiz kapsaminda tutinddligotiana sylvestris CMSII mutanti ile
yabani c¢eit arasindaki GABA-stres gkisi incelenmgtir. Daha 6nceki yillarda
yapilan ceitli calismalar bitkilerde abiyotik stres toleransi ile GABA
metabolizmasi arasinda 6nemli birkii oldugunu gostermektedir (Bouchet
al., 2003; Faiet al, 2005).

Gama—aminobutirik asit (GABA) protein yapisina kaftyan dort
karbonlu bir amino asittir. Yapisinda-karbonu yeriney-karbonu bulunur,
amfoterik 6zellik gosterir ve serbest formda buluté aminoasittr. GABA, bir
cok prokaryotik ve Okaryotik canlida serbest amasit havuzunun énemli bir
bilesenidir. Stres kgullarinda bitkilerde GABA yolu ile trikarboksilik sit
dongusunin iki adimi atlanir ve bu yol’@kalmodulin tarafindan diizenlenen
sitosolik enzim glutamat dekarboksilaz (GAD) ve dhkiindiral enzimler
GABA-transaminaz (GABA-T) ve slksinik-semialdehit ehddrogenaz
(SSADH)'dan olgur. Asidosis, donma, anoksiya, sicaklik, tuzlulekkuraklik
stresine maruz kalan bitki dokularinda hizla GAB#iktirilir (Snedden and
Fromm 1999; Kinnersley and Turano 2000).

Farkli bitki tdrlerinde “Sitoplazmik erkek kisigh (CMS)” bitki
mitokondrisi ile dgrudan bglantili bir 6zelliktir. CMS’yi bulunduran bitkiler
canli polen olgturamazlar ve sonug¢ olarak erkek kigirlortaya cikar. CMS
genotipine sahip bitkilerde mitokondri genomununlitkal daima anneye
baglidir. Hibrit tohum stoklarinin tretimini kolayaran kararli kisir erkek
irklar olusturmasindan dolayr CMS, bitki islahinda ¢ok dndiliozellik olarak
bilinir. Bu 6zellik pek ¢ok bitki tirinde bulunmaldir (Taiz ve Zeiger; 2002).
Nicotiana sylvestris CMSII  mutantinin  mitokondrial DNA’sI  solunum
kompleksi I'in (NADH-ubiquinon oksirediktaz) NAD7thirimini kodlayan 72
kb’'lik nad7 genine sahip dgldir. Bu nedenle CMSII bitkilerinde rotenona
duyarli olan kompleks | aktivitesi gozlenmez (Pimest al., 2005). Ayrica bu
bitkiler indirgenmg vejetatif ve floral organlara sahiptirler (Gutiesr et al.,



1997). CMS Il mutantt y@m dongusine alternatif NAD(P)H-dehidrogenaz
yardimiyla NAD(P)H oksidasyonunun gercekielmesi ve buna bgi olarak
disik solunum etkinfliyle devam eder (Sabar et al., 2000). Ayrica, CMSII
mutanti yaban tipiyle karastirildiginda daha diilk fotosentez etkingine
sahiptir ancak biyotik ve abiyotik stresskilarina daha toleranshidir (Sabar et
al., 2000; Dutilleul et al 2003). Tez projemizde farkl titinsgierinde GABA-
stres ilgkisinin ortaya konulmasi ile bu alandaki gaialara dnemli bir katki
sazlandigl distintlmektedir. Projeden elde edilen sonuclar, ajtki sisteminde
farkli stres keullarinda, GABA metabolizmasi-bitki stresskisinin bilinmeyen
noktalarin aydinlatiimasi agsindan énemli bilgigermektedir.

1.1 Kuraklik ve Tuz Stresi

Kuraklik meteorolojik bir terimdir ve genellikle poak nemi acisindan
yeterli 6lcide yaisin olmadgl bir periyodu tanimlar. Bitkilerde kuraklik
stresinin etkileri topraktaki kullanilabilir suyuazaldgl ve transpirasyonla
surekli su kaybedilgi atmosferik kgullarda ortaya cikar (Jaleel et al., 2009).
Bitkiler hayat dongileri boyunca cok sik toprak atenosferik su kitiina ve
yuksek toprak tuzlulguna da maruz kalirlar (Chaves et al., 2009). Dinya
arazisinin %6’sindan fazlasi ve sulanan alanin ¥8wIluluk probleminden ¢ok
fazla zarar gormgitir (Unesco Water Portal, 2007). Hizli populasyomuts!,
tarimsal Uretimde su kaynaklarinigira kullaniimasina ve buna @la olarak
bitki buyimesinde, yam dongusinde ve urin veriminde kayiplara neden
olmaktadir (Chaves et al., 2002, 2003; Passio@@/)2

Su stresine (kuraklik stresine) kawolusan yanitlarla ilgili argtirmalar
artan bir 6neme sahiptir, go iklim degisikligi senaryosu, dinyanin birgok
bdlgesinde kurak#in arts gosterecgine dayanmaktadir (Petit et al., 1999).
Kuraklik, yuksek sicaklikla ve radyasyonla berabiginin hayatta kalmasini,
aran verimliligini kisitlayan ¢c@u cevresel baskiyida daha belirgin olarak ortaya
cikarir (Boyer 1982).



‘—( TUZLULUK
[ Qzmotik Stres ] [ {vonik Stres ]

| |
.

[ Stresin algilanmas: ve sinyalin iletimi ]

A
[ Metabolizmadaki degisiklikler ]

I
Ozmotik ivonik Biyokimyasal Hormonel ROS Oksidatif
Denge Denge Denge Denge Uretimi Stres
S—— —
—_—

[ Su iliskilerinin Bozulmas: ‘

‘ Besin Ahmiminda Diizensizlik ‘ ‘ Toksik iyonlar ve ROS J

Sekil 1.1: Bitkilerin tuz stresine maruz kaldiklarinda gdm fizyolojik ve biyokimyasal
degisiklikler (Seckin, 2010).

Kuraklik stresinde su durumunu kontrol eden bitkatejileri konularindan
(Schulze 1986) su eksiklne (Chaves 1991; Cornic and Massacci 1996) ve
oksidatif strese (Foyer and Mullineaux 1994; Smifdi®98) kag! olusan bitki
yanitinin temelinde yatan fizyolojik ve biyokimyasprosesleri kapsayan
konulara kadar bircok ¢cama yapilmgtir (Chavez et al., 2003). Yaprak yapisi
ile fonksiyonu (Valladares and Pearcy 1997) ve kakrfolojisi ile stres
toleransi (Jakson et al.,, 2000; Maggio et al., 20@tasindaki ikkisi
belirlenmitir, bunlar bitkinin farkli gcevrelerde hayatta kalm igin gerekli olan
rekabetci 6zelliklerin ankimasinda dnemlidir (Chaves et al., 2003).

Kuraklik stresine tolerans hemen hemen tim bitlldegorulir fakat
derecesi, turden tire hatta tur icinde bilgigiklik gosterir. Olgan su kitlginda
ve tuz stresinde tarim drtnlerinin ytilmesi kiresel bir sorun olmgtur (Jaleel



etal., 2007b-e; Nakayama ak, 2007). Geleneksel i1slah gahalar vakit aldg
icin ginimuzdeki genetik markirlar kullanmaktadihg, 2002).

Kurakhk stresinde su kaybindan dolayi bitki stoanedi kapatir ve gaz
desisimini  sinirlandirilir.  Kuruma c¢ok daha kapsamh skaybidir,
metabolizmanin ve hicre yapisinin ¢ok kot bozulngase sonug olarak da
enzimle katalizlenen reaksiyonlarin kesilmesine emedlur (Smirnoff, 1993;
Jaleel et al., 2007d). Kuraklik stresi su igarin ve yaprak su potansiyelinin
azalmasiyla, turgor kaybiyla, stomanin kapanmasiw& hcrenin
genglemesindeki ve blylumesindeki azalmayla karakteeddir (Sekil 1.1)
Kuraklik stresi fotosentezin bloke edilmesi, metabolizmaulbroasi ve bitkinin
olumuyle sonuclanabilir (Jaleel et al., 2008c). &dik stresi hicre blylumesini
hicre bdlinmesinden daha fazla inhibe eder. Fotesensolunum,
translokasyon, iyon alinimi, karbohidratlar, besnetabolizmasi ve buyime
promotoérleri gibi ceitli biyokimyasal ve fizyolojik proseslerin etkilemesiyle
bitki blyumesi yavglar (Jaleel et al., 2008a-e; Farrooq et al., 2008).

Kuraklik stresi
-;.':'7:::.: {Su kavbl} _;Z':_-____‘_:__-

Azalan hicre uzamasi
ve
genislemesi

Bozulmus mitoz

Turgor kaybi

fzalmis Blylme

Sekil 1.2 : Bitkilerde kuraklik stresinde biydmenin kisitlanmmakaki bazi nedenler
(Jaleel et al., 2009).



1.2Bitkilerde GABA Metabolizmasi

glutamat Y- amino butirik asit
(GABA)

0 0
; | NP PN
H,N H,N
—
o _

glutamat dekarboksilaz

(GAD)
o

0
Sekil 1.3. GABA yapisi: Glutamat dehidrogenaz yardimiyla ghéttan GABA sentezi
(Jorgensen, 2005).

Gama-aminobutirik asit protein yapisina katiimayiakarbonlu bir amino
asittir, serbest amino asit havuzunun énemli desbnidir (Shelp et al., 1999).
Suda yuksek bir ¢ozunugé sahiptir: yapisal olarak esnek bir molektldur,
cOzeltide birka¢ konformasyonda ofglu varsayilir ve proline benzer bir
halkasal yapi icerir (Christensen et al., 1994pikiolarak, bitki dokularinda
GABA seviyeleri diguktur; 1 gram taze yaprakta 0,03 ile 2,00 umol 1adses
degisir (Rhodes et al., 1986; Fougere et al., 1991)tfadgoku, mekanik uyari,
hipoksiya ve fitohormonlari iceren bircok farkli aryya kagl olusan yanitta
birka¢ kat artar (Pérez et al., 1994; Bown and [§hE989, 1997; Satyanarayan
and Nair, 1990). Strese yanit metaboliti olan GABA’ bitkilerdeki fonksiyonu
hala tartgiimasina rgmen (Bouché and Fromm, 2004) cevresel uyaringuia
kargl olusan yanitta hicre seviyesinde birikmesi 6zel ilgiangirmstir
(Kinnersly and Turano, 2000).

Bakterilerde, mantarlarda, bitkilerde ve omurgatita korunmg olan
GABA (Bouché and Fromm, 2004) ilk kez patat€solanum tuberosum
yumrularinda kefedilmistir (Dent et al., 1947), fakat nérotransmisyondaeé
bir rol oynayan GABA'nin beyinde yiiksek seviyed&ngasindan dolay: ilgi
hayvanlara dgru yon deistirmistir (Bouché and Fromm, 2004). Teorik
fonksiyonlari osmoregulasyon (Shelp et al., 1999 glutamat homeostazisinin
kontroll (Masclaux-Daubresse et al., 2002) gibi GABnetabolizmasina
baglanir. Ayrica pH diizenlemesine katgd(Carroll et al., 1994; Crawford et



al., 1994) ve TCA'y! atlagn (Studart-Guinmaraes et al., 2007) kanitlagtmi
Bunlarin yaninda, GABA'nin nitrat alinimini ayarlada (Beuve et al., 2004),
14-3-3 genlerinin dizenlenmesinde (Lancien and Repbe&006) ve polen
tipunin biyumesinde ve yonlendiriimesinde (Paldnie¢ al., 2003) bir sinyal
molekull olarak hareket egtirapor edilmstir.

Bitkilerde ve hayvanlarda iki hicresel bdélmede yalan GABA
metabolizmasi ¢ enzimli bir yolaktaglendirilir (Renault et al., 2010p€kil
1.4). Sitosolik glutamat dekarboksilaz (GAD, EC.4.15) aktivitesiyle GABA
temel olarak L-glutamattan sentezlenir (Renau#tlt2010). Daha sonra GABA
transaminaz (GABA-T, EC 2.6.1.19) ile katabolizelregk icin mitokondriye
tasinir, GABA-T GABA'yl suksinik semialdehite (SSA) ddsturir (Van
Cauwenberghe et al., 2003). Ardindan, SSA mitokahduksinik semialdehit
dehidrogenaz (SSDH, EC 1.2.1.16) ile suksinata deksedilir (Busch and
Fromm, 1999). Alternatif olarak, gama hidroksibatifGHB) Ureten gama
hidroksibutirat dehidrogenazin aktivitesiyle SSAosolde indirgenebilir de
(Breitkreuz et al., 2003).
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Sekil 1.4 Trikarboksilik asit dongisi ve GABA alternatif yol&kihiro et al., 2008).
1.2.1 Glutamat Dekarboksilaz (GAD; EC 4.1.1.15)

Glutamat dehidrogenaz (GAD) L-glutamat icin spégifi pridoksal 5
fosfat-ba&imlidir, sdlfhidril gruplariyla reaksiyon vergi bilinen ajanlar



tarafindan inhibe edilir, kalmodulin-pyan bir domaine sahiptir ve optimum
pH deseri ~5,8 gibi bir pH sergiler (Barry et al., 1998etuny&da (Baum et al,
1993), domateste (Gallego et al., 1995), tutinden(nd Oh; 1998) ve
Arabidopsidle (Turano and Fang; 1998; Zik et al., 1998) GAEBnNIgri
tanimlanmgtir.  Bitkilerde GAD fonksiyonu ve dizenlenmesi ilggili
calismalar PetunyaGAD geninin klonlanmasiyla ve &abagimli kalmodulin
(CaM)-balayan proteinik kodlanan enzimin karakterizasyolau uyariimgtir
(Baum et al., 1993). Daha sonragitle bitki turlerindeki ekstratlarda GAD
aktivitesinin C&"ile ayarlandg bulunmutur (Snedden et al., 1995; Ling et al.,
1994; Arazi et al., 1995; Aurisano et al., 1995).

Petunya GAD’Inn CaM kgayan domainin detayli molekiler analizi
(Arazi et al., 1995) ve C&CaMla diizenlenen enzimin saftailan
rekombinant proteininin karakterizasyonu (Snedderale 1995) cstli stres
durumlarina yanitta GAD aktivitesinin hizli uyarnka aciklamak icin bir
calisma modeli sglar, bu da sitosolik G konsantrasyonlarindaki gieiklikleri
aydinlatir. Bu hipotezi destekleyen kanitG&aM iceren anoksiya (Aurisano et
al., 1995) ve sguga kagl (Cholewa et al., 1997) yanitta GAD aktivitesinin
uyarilmasinin kanitlanmasiyla @anmstir (Sekil 1.5). Ayrica C&-CaM ile
GAD aktivitesinin dizenlenmesi hem vitro (Zik et al., 1998; Turano and
Fang, 1998, Snedden et al., 1996; Yevtushenko.,e2@03) hem dén vivdda
(Aurisano et al., 1995; Colewa et al., 1997) kamthgtir. Ayrica, petunya GAD
CaM-bglayan domainine ganan CaM’in lg¢ boyutlu yapisi nikleer magnetik
rezonans ile belirlenrtir (Yap et al., 2003), CaM-lglayan domainin iki
peptidi ile CaM’in ilging bir balantisini agia ¢cikarmgtir. CaM bagli GAD ya
da CaM-bglayan domaini eksik olan GAD'I ifade eden transgelitkilerde
GAD protein kompleksi ogumunun ve kararliginin dizenlenmesinde CaM’in
bir rolti oldyzu belirlenmgtir (Baum et al., 1996). Ayrica CaM-glayan domain
mutanti olan piringde ryza sativd GAD izoformunun varl 6éne strilmgtr
(Akama et al., 2001). Sonug olarak bazi izoformlanonokotillerde mi yoksa
dikotillerde mi old@gu bilinmemektedir. GAD’I ya da CaM’iI [gdama ozellgi
olmayan mutant GAD’I ektotip olarak ifade eden sgenik bitkilerin kullanimi
in vivdda GAD’a bglanan CaM’in 6nemi i¢in ayrica kanitgar (Baum et al.,
1996).
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Sekil 1. 5: GAD aktivitesi ve GABA-Stres ifkisi. 1, GAD; 2, GABA-T ve 3, SSADH
(Fait et al., 2007).

Arabidopsisgenom dizisinin tamamlanmasindan sonra (An&bidopsis
Genome Initiative, 2000), dizi kamlastirmasi ile be tane GAD geni
tanimlanmgtir (Shelp et al., 1999). GAD izoformlarinin enradan ikisi (GAD1
ve GAD2) organ daliminda farklidir: GAD1 koke spesifiktir fakat GADtUm
organlarda ifade olur (Zik et al., 1998; Turano dfahg; 1998). Bu bulgular
farkli GAD izoformlarinin dokuya W bir yolda ifade olacgni ve spesifik
fonksiyonlara sahip olabilegmi belirtir.

1.2.2 GABA Transaminaz (GABA-T; EC 2.6.1.19)

GABA transaminaz (GABA-T; EC 2.6.1.19) GABA yoluylhgili ikinci
enzimdir, amino alicisi olarak ya pirivati (GABAJTRa da o-ketoglutarati
(GABA-TK) kullanarak GABA'nin SSA’e iki yonli sengini katalizler,
reaksiyonun sonunda glutamat ya da alanin senfefkskil 1.6). Memelilerde
sadece GABA-TK bulunur oysa bitki ekstratlarinda e enzim aktivitesi de
tespit edilmgtir (Shelp et al., 1999). Bitkilerde-ketoglutarata-bamli GABA-
TK enzimi tanimlanmangtir fakat pirivata-bgmli GABA-TP tutinden kismen
saflgtirilmistir ve homolog Arabidopsis geni sonradan klonlagimi(Van
Cauwenberghe et al., 2002).in vitro'da karakterize edilen rekombinat
rekombinant Arabidopsis GABA-TP pirtivat kullanir fakat a-ketoglutarat
kullanmaz bitkisel olmayan GABA-T’ler ile ¢ok az mmoloji paylgir (Van
Cauwenberghe et al., 2002)gili genin calsmadg Arabidopsis mutantlar



yabani tip ile kagilastinldiginda ciceklerde 100 kat daha fazla arttirgl@ABA
icerigine sahip oldgu gozlenmg ve GABA-TP’nin in vivo GABA yolunda
fonksiyonel bir enzim oldgu dogrulanmstir (Palanivelu et al., 2003). Bu
mutanttaki yapraklarda GABA seviyelerinin artsinirlandirilmgtir, bu durum
da GABA-TP'nin ciceklerde 6zelfenis fonksiyonlara sahip oldwunu gosterir
ve diger GABA-T’lerin bitkinin geri kalaninda GABA'yl pgaliyor oldgunu
ifade eder. Bu yuzden, bitkilerde GABA transamiraasy farkli tip GABA-T ler
yolu ile gerceklgir, muhtemelen 6zeldenis fonksiyonlara sahip GABA-T ler ile
olusur.
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Sekil 1. 6: GABA-T aracilgl ile mitokondrial GABA metabolizmasi. 2, GABA-TF4it
et al., 2007).

1.2.3 Suksinik Semialdehit Dehidrogenaz (SSADH; EC.2.1.16)

Bitkilerde ilk klonlanan suksinik semialdehit detodenaz (SSADH) geni
biyokimyasal olarak analiz edilgtir (Coleman et al., 2001). Patates
yumrularinda vérabidopsishiicre kultiirlerindeki mitokondrilerde lokalize ola
ve saflatirilan rekombinanArabidopsisSSADH’ye kagl antikor artmgtir, soya
fasulyesi hucrelerinde SSADH lokalizasyonunun staddigi daha o6nceki
calismalari ile de wuyumludur (Breitkreuz and Shelp, 1995arkli
organizmalarda SSADH’In mitokondrilerdeki subselillgkalizasyonu ortaktir
fakat bazi istisnalar tanimlangtr, 6rne&in mayada enzim sitosoldedir
(Coleman et al., 2001n vitro dlgimler SSADH’In SSA’e spesifik ol@gunu ve
ozellikle NADH uretmek icin NAD'y1 kullandigini agga ¢ikarmgtir. Ozellikle,
hem ATP hem de NADH enzim aktivitesini negatif aladiuzenler. SSADH ile
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katalizlenen reaksiyonlarin her iki Grind (Stksivat NADH) mitokondrial
solunum zincirinin substratlandir, solunum zineteé son Urin olarak ATP
dretilir. Bu yiuzden, ATP ile SSADH’In diizenlenmesilunum zincirine kar
GABA yoluyla s&lanan substrat oranlarinin siki bir geri beslemetriodinde
oldugunu gosterir. Sonug olarak, geri besleme diizenle@ABAnIn durgun
evre seviyelerinin kontrolinde bir rol oynayabilgekil 1. 5).

Cevresel strese maruz kalaArabidopsis bitksinde reaktif oksijen
drtnlerinin anormal birikiminden dolayr 6zgin SSADgéninin bozulmasi
bitkilerde nekrotik hiicre 6limiine neden oktun. Ornegin, ssadh mutantlar
beyaz $iga (100 umol rfs ') maruz birakildiinda nekrotik lezyonlar ile cticelik
gOzlenmgtir (Bouché et al., 2003). Aslinda, ssadh mutantilartip cevresel
strese duyarlidir hem ultraviolgik (6zellikle ultraviole B) hem de 1si, ssadh
mutantlarinda KO, seviyelerinde hizli bir aga neden olmgtur ve bu da
cogalan hicre 6lumu ile yaprak nekrozislerine nedenugtiur (Bouché et al.,
2003). ssadh mutanatlarinin fenotipi bazi metdeadlit (6rnegin solunum
zincirinde NADH’In ya da suksinatin kaybi) kaybmeden olur, olasi bir toksik
etki ile GABA yolundan tlirevienen bir metabolitigiai giyla [6rnesin SSA ya
da »-hidroksibutirik asit (GHB)] ya da GABA yolundan rgvlenen sinyal
molekullerindeki (GABA’y! da icerir) bir dengenirkgikligiyle olusturulabilir.
Bitki mitokondrilerinde TCA dongusunin birkag enzi(atksinil CoA ligaz ve
a-ketoglutarat) GABA yolunda atlaniS€kil 1.5), bu enzimler oksidatif stres
kosullarinda parcalanir (Sweetlove et al., 2002). Bdgiyapilan bir caimada,
H.O.-indukIU oksidatif stres boyunaaketoglutarat dehidrogenazin inhibisyonu
¢cok onemli bir bicimde NADH miktarini kisitlar veksidatif strese kar GABA
yolunun bir rolii oldgu 6ne siiriilmgtiir (Coleman et al., 2001). Bitkilerde Ga
sinyali ile reaktif oksijen turleri arasindaki birski aydinlatiimstir (Yang and
Poovaiah, 2002; Pei et al., 2000; Larkindale andgkin 2002; Coelho et al.,
2002; ). GAD aracifiiyla Cd? tarafindan diizenlenen GABA yolu stres
kosullarinda aktive edilir reaktif oksijen turlerinartan Uretimine neden olur.
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1.2.4 Glutamat Dehidrogenaz (GDH; EC 1.4.1.2)

Omurgalilarda oldgu gibi bitkilerde de GABA, 2-okzoglutarattan
sentezlenir. 2-okzoglutarat glutamat dehidrogenazneé (GDH; EC 1.4.1.2)
vasitasiyla glutamata dogtariltr. Daha sonra glutamat, glutamat dekarboksila
(GAD) enzimi yoluyla GABA'ya dekarboksillenir (Katesan et al., 1997).
GABA, glutamatin dekarboksillenmesi ile sturulur ve mitokondride suksinik
semialdehit yoluyla siiksinata metabolize olur (Bétlw1963; Cleddenning et
al., 1952; Dixon et al., 1961; Naylor et al., 1996pfaktor NAD(P)H varlginda
a-ketoglutaratin indirgeyici aminasyonunu gercgliterek glutamat olgumunu
sgilayan (Turano et al., 1996) glutamat dehidroggi@2H) enzimi kofaktor
tercihine ve hicre ici lokalizasyonuna gorsittieizoformlara sahiptir. NADH'a
0zgl GDH enziminin aktivitesi mitokondride saptagken NAD(P)H'a 6zgu
enzim kloroplastlarda saptarytr. GDH izoformlari gekimsel ve cevresel
kosullara bagl olarak farkli bitki dokularinda farkli oranlardaulunabilir
(Turano et al., 1996).

Bitki fizyologlari yiiksek bitkilerde GDH’In rolin@nlamak icin otuz yih
askin slredir @rasmaktadir (Labboun et al., 2010). Bitkideki C ve N
metabolizmasinin hicresel seviyede surekli bir ddagolmasi gerekmektedir
(Purnell and Botella, 2007). Bu durum temelde Utafelitin hiicresel seviyede
diizenlenmesini igerir: Amonyum (NB, N organik molekiilleri asimile eder; 2-
okzoglutarat (2-OG), Nk e karbon iskeleti olarak katilir ve Glutamin (Glu)
NH;" ile 2-OG’nin ygunlasmasiyla olgan amino asittir (Lancien and Gadal,
2000; Corizzi and Zhou, 2001).

2-0G + NH," NADH «<— Glu + NAD + su

Yilksek  bitkilerde  kullanilabilir ~ NE’Gn %940 Glutamin
sentetaz/Glutamat Sentaz (GS/GOGAT; EC 6.3.1.2/E€C71 ve 1.4.1.14)
tzerinden asimile edilir (Lea and Miflin, 1974) ka konuyla ilgili olarak uzun
yillardan beri yapilan ¢aimalar GDH'In NH" asimilasyonunu diizenlerggini
gostermektedir (Yamaya and Oaks, 1987; Oaks, 1888p-Oliveira et al.,
1996). GDH aktivitesinin ozellikle stres gdlarinda NH'  birikimini
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destekledii tahmin edilmektedir (Skopelitis, 2006). g@r gorigler ise, standart
biyiime keullarinda, GDH NH"u sekillendirmek icin Glu deaminasyonu
yoniunde gler (Robinson et al.,, 1992; Fox et al., 1995; Sttved al., 1995,
Glévarec et al., 2004). C eksiglikosullarinda GDH katabolik yonde cali,
buna bgli olarak hiicresel C ve N oranlarinigigirmeye yardim edebilir ve /ya
da TCA dongusuni besleyebilir (Rhodes et al., 1988binson et al., 1991,
1992; Aubert et al., 2001; Loulakakis and Roubalgkngelakis, 2001; Miflin
and Habash, 2002; Dubois et al., 2003; Skopelited.£2006).

McKenzie and Lees (1981) tohum ve kokten ekstradtiden GDH
enziminin mitokondride yer algini bulmylardir. GDH2 izoformu ise
kloroplastta yer alir. Turano et al. (1996) cindarsoya fasulyesi tohumlarinda
yaptiklari calgmada t¢ farkli GDH izoformu (GDH1, GDH2, GDH3) tésp
etmislerdir. GDH izoformlarinin organlara 6zgi glaminin tespit edildii
calsmada GDH1 ve GDH2 kotiledonlardan, GDH3 ise hijdlesden ve
koklerden elde edilen protein ekstraktlarinda bougtur (Turano et al., 1996).
GDH izoformlari farkli genler tarafindan kodlanirOrnesin  Arabidopsis
(Cammaerts and Jacobs, 1983) ve misirda (Pry@8; XSoodman et al., 1980;
Sakakibara et al., 1995) yapilan molekiler ve dknealismalarda GDH
izoformlarinin iki farkli polipeptitten okiugu ve iki farkli lokus tarafindan
kodlandgi belirlenmitir.

1.3 Bitkilerde GABA icin Ongoriilen Roller
1.3.1 C:N Dengesine Katllma

r-aminobutirik asit (GABA) seviyeleri bazi bitki dokarinda yiksektir.
Ornesin, kiraz domates géinde GABA seviyeleri serbest amino asit
havuzunun %50’sine kadar gébilmektedir (Rolin et al., 2000) ve GABA
konsantrasyonlart farkl streslere yanitta dikkaeki¢ci bir bigcimde
artabilmektedir (Shelp et al., 1999; Snedden andmiam;, 1999). Ayrica,
Arabidopsisazot kayngl olarak yalnizca GABA iceren bir ortamda etkilrr bi
sekilde buyuyebilir (Breitkreuz et al.,, 1999). GABAenel olarak azot
metabolizmasi ile igkilidir ve olasilikla azotun depolanmasiyla velya d
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tasinimiyla da ilgkilidir. GABA yolu glutamattan karbonlari asimiléneek igin
ve C:N aksinin diizenlenmesi icin (burdan da TCA déngusunerghbir yoldur.

1.3.2 Sitosolik pH’in Dizenlenmesi

Bakterilerde asit direncinde GABA yolunun bir roliardir (Castanie-
Cornet et al.,, 1999; Ma et al., 200B8scherichia coliasiri strese maruz
kaldiginda GAD induklenir, aslinda bdylece glutamat dbkésilasyonunun
katalizlenmesiyle protonlari uzaktair (Sekil 1.5). Uretilen GABA hiicrlerden
disar tginir (lyer et al. 2002). Bitkilerde, GAD asidik pH'da aktive olur
(Snedden et al1995, 1996) ve sitosolik asidifikasyona yanitta GABIrikir
(Shelp et al.,, 1999), bdylece bitkilerde GAD akegi sitosolik pH’
diizenlemede rol alir.

1.3.3 Oksidatif Strese Kagl Koruma

Arabidopside, SSAD’da hasarli mutantlar cevresel stresesikdaha
hassastir ¢lnki 4@.'yi stipuremez (Bouché et al., 2003). GABA yolunwun s
adimi  solunum zincirine hem suksinat hem de NADHglssa TCA
donglsundeki bazi enzimleri inhibe eden oksidatéss kgullarinda reaktif
oksijen ara drunlerinin birikmesini GABA degredasyaun sinirlayabilegs
hipotezi ortaya atilmgtir. GABA yolu enzimlerinde knock out olan mutamtfa
H,0,'ye daha duyarli oldgu gorinir (Coleman et akp01).

1.3.4 Boceklere Kagl Savunma

Omurgalilarda ve omurgasizlarda GABA nérotransmitbddugu icin
bdcek beslenmesini engellemek icin bitki tarafin@&BA Uretilebildigi tahmin
ediliyor. GABA seviyeleri mekanik uyariyla ya darada (Ramputh and Bown;
1996) ve hatta yapraktaki bocek isirmalariyla pilkselir (Bownet al.,2002).
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1.3.5 Bir Osmoregulator Olarak GABA

Hem Arabidopsi&deki [yani AtProT2 (Breitkreuz et al., 1999)] hede
domatesteki [yani LeProT1(Schwacke et #099)] prolin talyicilari GABA'yI
tasir, su stresi ya da tuz stresi boyunca AtProT2 iglogt sekilde indiklenir
(Rentsch et al.1996). Prolin-GABA taiyici proteinleri uyumlu bilgikleri de
tasiyabilir, bu tginim farkl streslere kar savunmada rol oynar (Bouché and
Fromm, 2004).

1.3.6 Bir Sinyal Molekuli Olarak GABA

Memelilerde, sinyal iletim yolundaki roli net biekilde tanimlanan
GABA, en o6nemli norotransmitlerdendir. Benzer hiekilde, GABA'nin
bitkilerde de sinyal yolu ile #kili bir molekdl olduzu diunulmektedir
(Kinnersley and Turano, 2000; Bouché et &#003). Bitkilerde GABA
reseptorlerinin - var@ ile ilgili bulgular vardir ancak Kkesin olarak
kanitlanmamgtir. Bununla birlikte bitki glutamat reseptdrleryalayici ligand
olarak GABA'y! kullandg! bilinmektedir (Bouché and Fromm, 2004).

1.4 GABA Yolu ve Azot Metabolizmasi

Bitkiler besin cevrelerini hisseder ve sensdrlerimgseptoérlerin,
tastyicilarin, sinyal iletim bilgenlerinin ve gen ifadesi regulatérlerinin kagma
bir sitemini kullanarak alinimlarini ve metabolizarani modifiye ederek tepki
verir, bu tepki toplam olarak buyiime oranlarindegeésmesinde dgisikliklere
neden olur (Snead, 2000). Daha spesifik olarak, @dxdgesini dizenleyen
kompleks  mekanizmalarin  alwrdusu  sinyali seker  seviyelerinin
dizenlenmesini, azot alinimini ve indirgenen azatsel icergini (6rnegin
amonyum ve amino asitler) kapsar. GABA yolunun Gléhgesiyle ve azot
metabolizmasiyla ikili metabolik yolaklarin bir kismini  okiurdugu
gorulmektedir (Bouché and Fromm; 2004).
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1.4.1 Azot Metabolizmasinda GABA Yolunun Etkisi

Genellikle inorganik azot glutamin sentetaz/glutasentaz (GS/GOGAT)
yolagl yardimiyla glutamat treterek asimile edilir, GARBK ¢@u amino asitin
sentezindeki hdangic noktasidir Sekil 1.5). GAD seviyeleri modifiye
edildiginde glutamat seviyeleri cok cidgekilde etkilenebilir. Orngin, strekli
aktif GAD'In giri ifadesini yapan transgenik bitkiler 6nemli longle azalan
glutamat seviyesine sahiptir (Baum et al., 1996alaH yabani bitkilerde
glutamat seviyelerinin kontroliinde GAD'In 6nemi leghemstir. Bu sorun
kismen tatinde agariimistir, birka¢c metabolit seviyeleri iki giin gece gumdu
donglsu boyunca takip edilgtir ve en yukarida ki geng yapraklar (yani havuz)
ve en yall yapraklar (yani kaynak) arasinda dastirma yapilmgtir
(Masclaux-Daubresse et al., 2002). Diurnal ritinfekli amino asitler icin her
iki yaprak tipinde belirlenngtir (Stitt et al., 2002)ilgin¢ bir sekilde, diurnal
degisikliklerde yalnizca GABA ve glutamat metabolitlekaynak ve havuz
arasinda 6 saatte yon gigirmistir. Bu bulgu, GABA sentezinin glutamat
icerigine siki birsekilde bl oldugunu digundurir ve Masclaux-Daubresse ve
ark. (2002) GABA'nin glutamat Uretimini tamponlaraatbminant bir role sahip
oldugu hipotezini ortaya atrglardir. Bu da gecici azot depo metabolitleri olarak
GABA'nin rolii hakkindaki dnceki gozlemleri gimlayabilir (Shelp et al., 1999;
Snedden and Fromm, 1999). Busdiicenin sonrasinda, GAD aktivitesinin
glutamat seviyesinde dizenlgaii ortaya atar (Shelp et al., 1999).

C:N dengesini kontrol etmek icin, bitkiler azalarroa durumunu
algilayabilir ve yeterince nitrat alinimi ve indéigmesini diizenleyebilir (Forde,
2002). Hala, bitkilerin proseste sensor olarak dadiiklari metabolit(ler)in
tanimlanmasi net @gédir. Glutaminin oynadil rol hala tarygma konusudur ve
muhtemelen amino asitleri wekerleri iceren dier metabolitler ile igkilidir
(Stitt et al., 2002). GABA bu metabolitlerden kotabilir.

1.4.2 Azot Kullanilabilirlili giyle GABA Yolunun Diizenlenmesi

Indirgenmemji azot (KNQ) kaynaindan indirgenngi azot formlarina
(NH4CI, NHsNO3 glutamat ya da glutamin) gecengdden bitkilerle yapilan
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dort gunlik denemeleGAD2 transkript seviyelerinde ve proteinlerinde ve
Arabidopsisyaprak ektratlarinda toplam GAD spesifik aktivitekeki bir artgla
sonuclanmgtir (Turano and Fang, 1998BAD1 belirlenememniitir clinkt koke
spesifiktir (Zik et al., 1998; Turano and Fang; 89920 dakikalik kisa bir sire
boyunca amonyumdan 250 pM nitrata kayan bitki &dptomlarinin
mikroarray analizi kdklerde ya da govdedeeadi herhangi bir GABA yolu
genlerinde ve GAD genlerinin transkriptomunda hadiabir desisiklik
gostermemsitir (Wang et al., 2003). Bu yuzden, GABA ve nityatda amonyum
alinimi  ve asilmilasyonu arasindaki gentilar hala net dgldir ve
transkripsiyondan enzim aktivitesinin metabolik kotine kadar farkli
seviyelerde GABA yolu duzenlenir bug@amda ayrica agarmalar gereklidir.

1.5 Bitkilerde Bir Sinyal Molekiliu Olarak GABA
1.5.1 GABA ve Polen Tupu Bluyumesi

Arabidopsi&le, polen-pistil-etkilgmi2 (pop2 mutanti pistillerde polen
tibUnin 6nculgli ve blyumesi etkilenmimutantlardir (Wilhelmi and Preuss;
1996). Bu proseste GABA'nin belirli bir 6neminindogu bulunmytur ¢inkd
GABA katabolizmasina katilan purivatagoali GABA-T'yi (GABA-TB)
kodlayan pop2'de mutasyonlu gendir (Palanivelulget2803). Yaban tipinde,
polen tubunin di dokulara hareket efii yol boyunca GABA konsantrasyonu
artar, boylece pistiide GABA gradiyenti yaratiymolur. pop2 bitkilerinde
gradient bozuktur cunku ciceklerinde GABA biriktiar. Ilging olan, polen
tubinin hem oOncifiii hem de blyumesi pop2 ve yaban tipi bitkiler
caprazlandiinda onarilabilir. Boylece, pistil ya da polen talih kendisi aktif
bir POP2 enzimini (GABA-TP) ve GABA'yI degrede ediefe polen tibi tam
olarak ovule hedeflenir. Polen tibl gehinde GABA miktarlarinin uygun
seviyedeki gereklifinin net olmasina gmen ilgili mekanizmalar hala
belirsizdir ve ilgili mekanizmalar GABA reseptorige (yani sinyal roli) ya da
GABA homeostazisinin modifikasyonuyla (yani metaballengesizlik ya da
toksisite) araya girebilir.
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1.5.2 GABA Reseptdrleri

Memeli merkez sinir sisteminde, GABA ¢h@a ndrotransmitterdir, pre- ve
postsinaptik membranlarda lokalize olan reseptéri&a@lanarak inhibitor
sinaptik akimlara aracilik eder. Yapilan gadalar (Kinnersley and Turano,
2000; Turano and Fang, 1998) bitkilerde GABA regdptinin mimkin varf
tartsiimistir, GABA reseptorleri bir sinyal molekuli olarak ABA'nIn
calismasina araclilik edebilir. Kisacasi, hayvanda bulWBABA reseptdrlerine
yuksek derecede homolog olan GABA reseptorksrabidopsis genomunda
mevcut dgildir. Buna ramen, memeli iyonotropik glutamate reseptorleri
(iGIuRs) ile diz ve yapisal bakimdan homoloji pagla [Arabidopsisglutamat
reseptorleri icin dizayn edilen AtGLRS (Wilhelmicg®reuss, 1996)] bir protein
ailesi ile GABA'nin etkilaim kurduzu hakkindsgtipheli old@gu sebepler vardir.
Glutamate (Kang and Turano, 2003; Davenport, 20@2)a glisin (Dubos,
2003) ile uyarildiinda AtGLR'ler C&" aracilgiyla bitki hiicrelerine girebilir.
Buna r&men, glutamate/glisin-tigayan domain ek olarak, AtGLR’ler
modulator olarak ligand molekulleri (GABA reseptdrlerini iceren birkac
reseptdér domainleri ile yapisal homoloji paya molekullerdir.) bgadig
bilinen bir domaine sahiptir (Galvez et al., 199Qjrano et al.,2001 ). Bu
yuzden, ana ligandlarina (glutamate ya da glisik)otarak GABA'nin bu
domaini bglayabildigi ve AtGLR’leri module etii spekilasyonlarini
arttirmstir. Ayrica, bitkilerde GABA-yanit reseptdrlerinimimkin rollnd
onerilmesine kail olarak hayvan GABA reseptorlerinin bilinen galasi ve
agonistleri su mercing (Lemna minor blyumesindeki etkilerini
karsilastirabilir (Kinnersley and Lin, 2000). Bu reseptdnte kesin olarak
dogasinin ve fonksiyonunun belirlenmesi gerekmektedir.

Bir calismada, Kang ve Turano (Kang and Turano, 2003) biiiil
fenotipni kanitlamgtir, farz edilen glutamat reseptdrlerinden birifidmksiyonu
antisens teknoloji ile bastirilgtir. Bu transgenik hatlarda, C:N dengesinin
kontrolUyle iligkili birka¢ anahtar enzim tam anlamiyla diizenlennigrz yliizden
GABA ya glutamat reseptorlerinin (sinyal roll) yardyla ya da glutamat
kullanilabilirlili ginin kontroliyle (metabolik rol) C:N dengesinin kooilyle
ili skilendirilebilir.
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1.6 Mitokondrial Solunum Zinciri ve ATP Sentaz Kompleksi

Mitokondrial ic membranda yer alango@ne multi-alt birimli enzimlerden
olusan enzim yolunda oksidatif fosforilasyon ile mitokisi ATP Uretir. Bu yol
elektron tainim zincirinde alt bélumlere ayrilir, kompleks NADH:ubikinon
oksirediktaz), kompleks Il (sUksinat:ubikinon oksitiktaz), kompleks Il
(ubikinol:sitokrom ¢ oksireduktaz), kompleks IV ttrom c:Q oksirediktaz)
ve kompleks V (ATP sentaz) (Hatefi, 1985). Bu koeksl siteminin yapisi ve
fonksiyonu heterotrofik ©karyotlarla yakin shili oldugu disinulmektedir
(Dudkina et al., 2006).

Kompleks 1 solunum zincirine elektronlarin temelrigi noktasidir
(Friedrich and Bottcher, 2004). Molekllegidigl ~1 MDa’dir ve L-benzeri
yapiyl olgturan iki uzun domainden alnustur. Bir domain mitokondrial i¢
mebranda lokalize olur ve proton translokasyonuligkilidir; diger domain
memrandan mitokondrial matrikse cikinti yapar veINAIn oksidasyonundan
sorumludur. Kompleks I'i olgturan yaklaik olarak 40 farkli alt birimin oldgu
bilinmektedir (Carroll et al., 2003; Abdrakhmanaataal., 2004).

Kompleks Il solunum zincirine elektronlarin ikinagiris noktasidir
(Yankovskaya et al., 2003; Horsefield et al., 2008)stemin en kuguk
komplekssidir ve matris turevli ¢ézinebilir iki damden olgur, iki hidrofobik
membran proteinlerine Bkanir.

Kompleks IlI sistemin merkez bggsini olusturur (Berry et al., 2000;
Hunte et al.,, 2000). 2x10 ya da 11 farkh alt bolen olgan ~500 kDa
agirhginda fonksiyonel bir dimerdir. Kompleksin dértteribic mitokondrial
membranda gomulngtiir ve en bilylk parcasi da mitokondrial matrikse
gOmalmtar.

Kompleks IV solunum zincirinin terminal kompleksinblusturur
(Tsukihara et al., 1996; Michel et al., 1998), 2thne ~220 kDa’'lik bir
monomeri olgturur. Membrandaki bir monomer ya da bir dimer alkar
bulunabilir.
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Kompleks V mitokondrial matriks icinde; Bssli g1 olarak adlandirilan iki
parcal bir yapidir, Fbasli gl ic mitokondrial membranda bulunan hidrofobik F
parcasina saplangir (Stock et al., 2000)iki kisimdan olgan kompleks V
merkez bir sapla fEantihidir, tim baligin rotasyonunu gamak icin kataliz
boyunca periferal sap vasitasiyla déner. Kompleks ¥i alt bilesenindeki alt
birimlerin rotasyonu i¢ mitkondrial membranda protgradiyenti tarafindan
olusur ve ADP’nin fosforilasyonundaki temeli ghurur. Kompleks V kismen
holo-enzimdeki multiple-kopyalarda bulunan ~15 farélt birimleri kapsar.
Kompleks V’in toplam molekulergligl 550 ile 600 kDa arasindadir.

ZARLAR ARASIBOSLUK

ns (rotencn-duyarsiz) NAD(PIH Ubikinon {UQ) havuzu ig zarin iginde sitokrom ¢, kompleks
dehidrogenaz sitosolde olusturulan serbest olarak hareket edebilir ve I1'den kompleks IV'e
NAD(P)'dan elektronlan deogrudan buradaki dehidrogenazlardan elektronlar transfer
alabilir. kompleks 111 veya alternatif oksidaza eden perifereal bir
elektron tazsimmini saglar. proteindir

MNAD*™ NADP*

; ; &
CaZ\ Siik<tnat Kompleks ITT HO S
”""’m il (ubikinol sitokrom ¢ i 3@

NAD* MAD* NADP* Fommt "*Coksireditktaz) Kompleks IV
St Kompleks IT (sitokrom c:0; /W
DR (stiksinat-ubikinon oksirediktaz) oksirediiktaz) ATP
Cogiag Rotenon-duyarsiz NAD(P)H
{NADH'Ublkmon dehidrogenaziar zarin +®
oksirediiktaz)  matriks tarafinda bulunur. Alternatif oksidaz (AOX)
elektronlarn dogrudan Kompleks V
x ubikinondan alir. (ATP sentaz)
MATRIKS

Sekil 1.7: Bitki mitokondrilerinin i¢ zarindaki ATP sentezi velektron taima zincirinin
dizenlenji (Taiz & Zeiger, 2002).

Elektronlar elektron tanim zincirine kompleks | (NADH:ubikinon
oksireduktaz) tizerinden gecerek NADH'dan ya da isdttan kompleks II'ye
(Suksinat:ubikinon oksirediktaz) gecer. Ubikinonrdymiyla kompleks Iil'e
(ubikinol:sitokrom c oksirediktaz) ve daha sonraolksbm c yardimiyla
kompleks IV’e (sitokrom c-@ oksirediktaz) gecerSékil 1.7). Mitokondral
matriskten membranlar arasishgza protonlarin ¢ekilmesi icin Kompleks I, 111
ve IV elektron tainimini gercgeklgtrir. kompleks V’in oluturdusu ic
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memrandaki proton elektrokimyasal gradient saohau tarafindan ATP
sentezinde ADP ve Pi ganlasmasi icin gerekli potansiyel enerjiyi @ar
(Boyer 1997, Hatefi 1985).

1.7 Nicotiana sylvestris CMSII Mutanti

Saccharomyces cerevisigei evrimsel olarak daha alttaki bazi mantarlar
disgindaki ¢c@u Okaryotlarda, komplekl mitokondrial solunum ziade
elektron girginde daha kompleks bir elemandir, matriksten ti@esh
NAD(P)H’dan ubiquinona elektron transferini flawimononukleotid ve bir grup
demir sulfir kiimesi yardimiyla katalizler (Weissaét 1991; Walker, 1992). Bu
reaksiyon matristen intermembran alana proton piiskasiyle balar, ATP
sentezi icin gerekli olan elektrokimyasal gradiyenblusturur. Diger
organizmalar gibi bitkilerde, kompleks 1 en az 38igeptidin multimerik bir
enzimidir (Leterme and Boutry, 1993). Bakteriletiidunan “minimal kompleks
17 14 alt birimden olgur (Friedrich, 1998), bu alt birimlerin timiU Okatio
mitokondrial kompleks 1:hayvanlarda (Chomyn et B85, 1986), bitkilerde
(Rasmusson et al., 1998) ve mantarlarda (Videir@98)1 korunmstur.
Memelilerde, yedi alt birim (NAD1, NAD2, NAD3, NAD4NADS5, NADG6 ve
NAD4L) mitokondri tarafindna kodlanir (Walker, 1992eri kalani da nuklear
genom tarafindan kodlanir, sitosolesiter ve oradan da organelesitar.
Neurospor&da, Kompleks 1 iki alt kompleksten alur: (i) periferal bélim,
matrikse donudktir, niklear genom tarafindan kodiab@ alt birimden olgur,
30, 38 ve 49 kD’luk polipettitler icerir; (i) mennénlar arasi hidrofobik bélim,
mitokondri tarafindan kodlanan tim NAD alt birimldapsar ve geriye kalan
niklear kodlu alt birimleri de kapsar. Yuksek dikde 30- ve 49-kD’luk
altbirimler, sirasiyla NAD7 ve NAD9 diye adlandrir, mitokondria genomu
tarafindan kodlanirlar (Géabler et al., 1994; Lamatet al., 1993).

Aerobik organizmalarin enerji gereksinimlerinin egeyse toplami
mitokondrial solunumla olculdiiinde, Kompleks 1 eksiklikleri tim aerobik
hicreler icin letal olmalidir. Bununla beraber,kisiél ve fungal mitokondri
alternatif solunum vyollarinin iki setini igerir, ignitokondrial membranda
lokalize olan proton-pompalayan kompleksleri bypaedsr (Rasmusson et al.,
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1998) ve memeli mitokondrisinde herhangi ileaesi yoktur. Bu yollar: (a) En
az dort ilave NAD(P) H:ubikinon oksirediktaz (aftatif dehidrogenaz)
Kompleks 1'i bypass eder. Bunlarin iki tanesi meanibeir arasi bduga bakar,
siraslyla sitosolik NADH’I ya da NADPH'I okside agleliger ikisi ise matrikse
bakar, sirasiyla matriks tlrevli NADH ya da NADPHbkside eder. Bunlarin
tuminun “Komples 1’e spesifik inhibitdr” olan rotema duyarsiz oldiu g6z
onunde bulundurulmalidir (Douce et al., 1973; Rtbet al., 1995; Melo et al.,
1996; Mgller, 1997) ve (b) unikinon havuzunun dotresmi, alternatif oksidaz
(AOX) Kompleks IIl'i ve Kompleks 1V’ bypass edee\siyanide duyarsizdir
(Moore and Siedow, 1991; Siedow and Umbrach, 1995pX 35-kD
monomerlik bir homdimerdir ve disulfit Beariyla kovalent bglanir. ikincisi
indirgendginde AOX aktiflesir ve ayrica pirtivat tarafindan uyarilir (Millar et
al., 1993, Umbac et al., 1994). AOX gelisel olarak ve cevresel faktorler
tarafindan etkilenir ve gen ekspresyonu seviyesiyal@la enzim aktivitesiyle
dizenlenebilir (Umbach and Siedow, 1993; Vanlerbergnd Mcintosh, 1997).

Bu alternatif yollarin rolti heniiz net olarak aydtilhmamgtir ve soluma
katkisi kompleks 1 aktivitesine @a olabilir. Solunum mutanatlarinin
kullaniimasi fizyolojik énemlerinin ve regulasyorum anlgiimasina yardim
edebilir.

Farkli bitki turlerinde CMS, sitoplazmik erkek kisgl olarak bilinen ve
bitki mitokondrisine dgrudan bglantili olan bir 6zelliktir. CMS'yi bulunduran
bitkiler canli polen olgturamazlar ve sonug olarak erkek kigirlortaya cikar.
CMS genotipi mitokondri genomunun kalitimi daimaneye bghdir. Hibrit
tohum stoklarinin  Uretimini  kolayaran kararh  kisir erkek irklar
olusturmasindan dolayr CMS, bitki islahinda c¢ok onetili 6zellik olarak
bilinir. Bu 0zellik pek c¢ok turde bulunmaktadir (Zave Zeiger; 2002).
Nicotiana sylvestris CMSII  mutantinin  mitokondrial DNA’sI  solunum
kompleksi | (NADH-ubiquinon oksirediktaz)'in NADaltbirimini kodlayan 72
kb’'lik nad7 genine sahip dgldir. CMSII bitkileri rotenona duyarli kompleks |
aktivitesinden mahrumdur (Pineatial, 2005) ve indirgenmivejetatif ve floral
organlara sahiptirler (Gutierres al, 1997). CMS Il mutantinin canli kalmasina
bagli olarak mitokondrideki NAD(P)H oksidasyonu altatii NAD(P)H-
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dehidrogenaz yardimiyla dahasdid solunum etkinfiiyle devam eder (Sabat
al., 2000). Buna h#i olarak, CMSII mutanti yaban tipiyle kalastirildiginda
daha dguk asimilasyon oranlarina sahiptir ancak biyotik aiyotik stres
kosullarina toleranshdir (Sabat al, 2000; Dutilleulet al, 2003).

1.7.1Nicotiana sylvestris CMSII Mutantinda C/N Metabolizmasi

Yapraklardaki karbon ve azot metabolizmasi koorsliipau gen ifadesi ve
enzim aktivitesi seviyesinde kargila bir etkilesimi icerir (Stitt et al, 2002;
Foyeret al, 2003). Metabolitlerin ve enerjinin kullanimintgétinleyicilik ve
rekabet icinde gercelde, C ve N asimilasyonunun birbiriyle siki gantisi
kloroplast, sitosol ve mitokondri arasinda sikiikatisimi gerektirir (Noctor and
Foyer, 1998). CMSII ve WT’'de yaprak metabolit plefinin karilastiriimasi
kompleks 1’in §lev bozukl@gunun yaprak C/N etkikgmini guclu bir sekilde
etkiledigine isaret eder (yazarin yayinlanmamisonucu). Bu nedenle,
karanhktaki solunum oranlari mutantta artmasa Bi@A dongusuyle ikkili
metabolitlerin nispi miktarlari modifiye edilirSasirtict bir sekilde, glutamin
sentaz/glutamat sentaz (GS/GOGAT) vyommla karbon iskeleti olan 2-
okzoglutarat (2-OG) (Lea and Miflin, 2003) mutardaizalmgtir. Buna zit olarak,
malat ve sitrat CMSII'de genel oalrak argm, bdylece sitrat/2-OG orani
WT’ye goére oranla 10-20 kat artgtr. Bu deisiklikler, artan amonyum ve
GIn/Glu ile birlikte gerceklgir, bu durum digik C/N oranina sahip amino
asitlerde (Asn, Arg) keskin bir agta gozlenir. Sitrat/2-OG’de ve GIn/Glu’daki
artslar mutantin aydinlatilan yapraklarindaki Gly/Sekd deisikliklerin
amonyum asimilasyonu ic¢in gerekli olan mitokondofbplast etkilgimlerini
GDC aktivitesini etkilediinden ¢ok daha gugclu etkilegitni ileri strer. Sarekli
olarak artan sitrat/2-OG oranlari sitratin 2-OG’yatokondrial dongimu
Uzerindeki bir kisitlamaysaret eder, bu ya asonitaz ya izositrat dehidrogenaz
ya da her iki ile gercekj@. Izositrat dehidrogenaz NAD-panhdir.
CMSII'deki artan sitrat/2-OG’nin en basit aciklamasatriks NAD havuzunun
artan indirgenmesine karbir yanitti. Bu yizden TCA dongisu ara Grinleri
nispi havuz boyutlarinin CMSIlI'deki ayarlamasi G®GAT yolginda bir
karsikliga neden olur, GIn/Glu ve amonyumdaki bir gatigosterildgi gibidir.
Bu etkilerin amonyum kayrgayla ilgili olarak 2-OG kayng disik olduzunda
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gerceklatigi tahmin edilmektedir (Novitskayat al, 2002). Bu gozlemler
izositrat dehidrogenazin (mitokondrial ya da sit$02-OG’nin TCA’daki
dretiminde ¢ok o6nemli etkisi hakkinda ilgin¢ belzik verir (Hodgeset al,
2003). Teorik targmalar sitosolik NADP-baimh form icin baskin bir roll
desteklemede (Chen and Gadal, 1990) ve bununlabdrer@MsSil'de bu
proteinin miktari WT’lerdekine benzemektedir, oysdokondrial NAD-ba&imli
formun indiklenmesi 2-OG etkilerindeki eksjéi isaret eder, dolayll ya da
direk olarak, buradaki sinyal bu enzimi spesifilrrak up-regile eder. Fosfenol
piriivat karboksilazin up-regilasyonunglile eden ayrica kanit anaplerosisin
homeostatik aktivasyonunun 2-OG eksikliklerine v&-GOGAT yolg&inin
karmalkligina yanitta mutantta aojur, bu da mitokondrial komleksl
aktivitesinin yokligundan kaynaklanir.

Kompleksl eksikiii GS-GOGAT yolginin C/N etkilgimlerinin
downstreaminde dsikliklere neden olur. Minér amino asitlerin sentez
koordinasyonu fungilerde N metabolizmasinin analiizeligidir. Bu olgu,
amino asit sentezinin genel kontroli olarak biliniitkilerde geny olarak
aciklanmamgtir (Foyer et al, 2003). Birka¢ mindr aminoasit icgri N.
sylvestridde koordineli oldgu gosterilmgtir. WT'de oldukca yiksek C/N
oranina sahip amino asitler (Arg, Lys) ile baskddmnicin mindér amino asit
havuzlarina neden olur. Bu yitizden azalan 2-OGiygraGIn/Glu’yu ve artan
amonyumu icermesinden dolayr GS-GOGAT yaohan karmaikligi minér
aminoasitlerin sentezindeki downstreamini beslen, Biinbr amino asitlerin
koordinasyonunda zayiflamaya neden olur, karborgragim amino asitlerin
harcanmasinda azotca zengin amino asitleri dest@tetor et al., 2003).
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2. MATERYAL VE METOD
2.1 Bitki Materyali ve Yetistirilmesi

CalismalardaNicotiana sylvestrishitkisinin yabani tipi ve mitokondrial
genomunda delesyon olan CMSII mutanti kullargtmu  Tohumlarinin 10
dakika %10’luk hipoklorit c¢ozeltisinde tutularak zgy sterilizasyonu
gerceklatirilmi stir. Daha sonra tohumlar steril deiyonize su (dH ile 5’er
kez yikanmgtir. Tohumlarin sterilizasyonslemi Nive MN 120 marka steril
kabinde gerceklgirilmi stir

Tohumlar Murashinge-Skoog (MS) ortaminda cimletaigtir. MS
ortamindaki besin maddeleri ve miktarlar cizelg&'de gdsterilmgtir. Besin
ortaminin pH'1 NaOH kullanilarak 5,8 olarak ayadéttan sonra sukroz ve agar
ilave edildi. Besin ortami 13C’de 1,4 atm basin¢ kollarinda Niive marka
otoklavda sterilize edildi. Ortam otoklavlanmgeminden sonra oda sicakina
ulasana kadar bekletildi. Besin ortami otoklavlagmkiltir kaplarininin
(Magenta, Sigma) her birine yakil 25’er ml gelecelekilde paylatiriimistir.
Ortam, magentalarda donduktan sonra streil kabgteglize edilmg tohumlar
her bir magentaya 9-10’ar tohum olagakilde ekilmitirs.

Tohumlar, 16 saatik/ 8 saat karanlkta 25/23’de nem orani % 70 olan
350 pmolm?s? stk yogunlugunda cimlendirilmitir. Cimlenme yaklak
ekimden sonraki 7. guin ile 10. Gunler arasindaagimktir. Cimlenmeden 1 ay
sonra bitkiler icinde perlit bulunan viollere aktamslardir. Perlit, saksilara
konulmadan 6nce saf su ile yikagtm Perlite aktarilan bitkiler %2 oraninda
seyreltiims Hoagland ile sulanmgiir (Hoagland and Arnon, 1950). Hoagland
cozeltisindeki besin maddeleri ve miktarlari cizelg.2’'de gosteriimektedir.
Perlitte buyimeye devam eden bitkiler kontrokltarda (16 saatsik/ 8 saat
karanlik, 25/2%C sicaklik, nem orani % 70, 350nolm?s® 1sik yogunlugu)
blyutilmeye devam edilgtir. Bitkiler perlit ortamina aktarildiktan 20 gin
sonra saf su ile yikangperlit bulunan daha buyilk boy saksilara aktastimi
Bu saksilar da ayni kontorofartlarinda buyatilmgidr ve % oraninda
seyreltiims Hoagland ¢ozeltisiyle sulanmaya devam edilimi
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2.2 Kuraklik ve Tuz Streslerinin Uygulanmasi

Calismamizda birbirinden @msiz deneme serilerine iki farkli abiyotik
stres uygulanmgtir. Stres uygulamasi her iki stres icinde 21 guangktir.
Daha sonraki her stres grubu 10 gun sure ile styilee uygulamasina
gecilmistir. Cimlenmeden 60 gun sonra bitkilere kuraklik Wz stresleri
uygulanmgtir. Tuz stresi icin ¥2 oraninda seyreltintioagland ¢ézeltisine 100
mM konsantrasyonunda NacCl ilave edgmie uygulama grubundaki bitkiler
sulanmgtir. Kuraklik stresi icin %2 oraninda seyreltigmiHoagland c¢ozeltisine
%20 oraninda polietilenglikol (PEG 6000) ilave ediftir. Kontrol gruplari ise
Y oraninda seyreltilpiHoagland ¢ozeltisi ile sulanmaya devam editmiStres
sonrasi iyilgtirme surecine alinan bitkiler 10 gin sidre ile Yaronda
seyreltiimi Hoagland c¢ozeltisi ile sulang. Ornekleme, 21 ginlik stres
uygulamasi ve 10 ginluk iygerilme siresinde toplamda 13 kez yapgtm Bu
orneklemeler; 0.Saat (s), 2.s, 4.s, 8.s, 125, 285, 72.s, 7.GUn (G), 14.G,
21.G, 3. Gun iyilgtirme () ve 10I. Ornekleme igin 5. yapraklar kullanilgtr.
Ornekler hasat edildikten hemen sonra sivi azattaldrularak analiz edilinceye
kadar -80'C’de saklanrsgtir.

2.3 Buyuime Parametreleri

Nicotiana sylvestrisbitkisinin yabani tip ve CMSII mutanti, pansiz
olarak gerceklgirilen tuz ve kuraklik stresi uygulamasinin 0.85,714.G, 21.G
ve stres uygulamalari bittikten hemen sonrh \& 100 gininde biyime
parametrelerinin deerlendiriimesi igcin 6rnek alinmgiir. Bunun igin her bir
gruptan 3’er bitki alinarak govdelerin syagirhiklari tartilmis ve uzunluklari
olculmistiir. Ornekler 70°C’de 72 saat bekletildikten sonra kurgirbiklari
belirlenmistir.

2.3.1 Klorofil Floresans Olgimii
Klorofil flioresans dlcimleri, uygulamanin 0.s, ,24s, 8.s, 12.s, 24.s,

48.s, 72.s, 71.G, 14.G, 21.G ve igiteenin 3. ve 10. glnlerinde yapiktar. Bu
Olcimde her bir uygulamaya ait 3 farklh bitkinin pyaklari kullaniimgtir.
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Floresans dlciimlerinden 6nce, yaprak st yiizeyintiek?lik alan 20 dakika
boyunca yaprak Klipsleri kullanilarak karaid alstiriimistir. Bir bitki verim

analizi Plant efficient analyser cihazi (Hansatestarka) kullanilarak
yapraklarin 20 doygursik demetine maruz birakilmasiyla, gifken olmayan
bazal klorofil flioresansiHo), maksimum flioresans uyariimaséng), desisken

flioresanskv) ve Fv/Fmoranlari belirlenmitir.

2.3.2 B&Il Su Miktari (RWC)

Yapraklardaki bgil su miktarini belirlemek icin, uygulamanin 0.ss,24.s,
8.s, 12.s, 24.s, 48.s, 72.s, 7.G, 14.G, 21.G’debhvegruptaki 3 farkl bitkinin
hemen hasat sonrasi yapraklarinig garliklari (YA) tespit edilmgtir, ardindan
bu yapraklarin turgorlu hale gelmesi icin 5 saaya@ze suda bekletilngtir.
Yapraklarin, fazla suyu alindiktan sonra turgorlgiriklart (TA) tespit
edilmistir. Bu islemin ardindan, yapraklar 72 saat boyuncdChik etiivde
kurumasi sglanmstir. Yapraklarin kuru @rhiklari (KA) tespit edildikten sonra
RWC deerleri Smart ve Bingham (1972)irsagida verilen formiline goére
hesaplannstir.

RWC% = [(YA-KA)/(TA-KA)]x100
2.3.3 Yaprak Osmotik Potansiyel

Uygulamanin 0.s, 2.s, 4.s, 8.s, 12.s, 24.s, 48s, 7.G, 14.G, 21.G
yaprak ozmotik potansiyeli Wescor 5500 marka ozkngiotansiyel sistem
cihazi ile belirlenmitir. Ozmotik potansiyel birimi olarak mmolKir.

2.4 Total Protein Miktarlarinin Belirlenmesi

Total protein miktarini belirlemek icin -88C’'de saklanan yapraklar,
sogutulmus havanda sivi azot yardimiyla, %2 (w/v) poliviniliparolidon
(PVPP) ve 1 mM EDTA iceren 0,05 M sodyum fosfat pamuyla (pH 7.8)
homojenize edilngtir. Homojenat +4°C’'de 14.000 rpm’de 30 dk santrifj
edilmis ve olwan stipernatant enzim aktivitesinin belirlenmesikalé&aniimigtir.
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Ekstraksiyon prosedirinin timi *@'de gerceklgtiriimistir. Total protein
miktar1 Bradford (1976)'a gore bovine serum albuei(BSA) standartlar
kullanilarak belirlenmgtir. Orneklerin protein miktarlari, 50 plt 6rnek 960 plt
Bradford boyasi iceren 1 ml’lik polistren kuvetlerdicilmigtir. Kor ise, 50 plt
50 mM Na-P tamponu (pH 7.0) ve 950 plt Bradford dsyile hazirlanmgtir.
Ornekler Shimadzu UV-1600 (Shimadzu, Japan) ile 685 dalga boyunda
Olctlmstar.

2.5 Glutamat Dehidrogenaz (GDH) Enzim Aktivitesinin
Belirlenmesi

Orneklerdeki glutamat dehidrogenaz (GDH) enzimatesi 6lgimii igin
once Akihiro et al. (2008)'a gore ekstraksiyon ge&lgtirildi. Glutamat
dehidrogenaz (GDH) enzim aktivitesini belirlemekii¢ g 6rnek 5 mM EDTA,
0,1 mM tris-HCI, 10 mM ditiotreitol (DTT), 1 mM pdloksal-5-fosfat hidrat ve
1/100 PVPP iceren 3,5 ml homojenizasyon tampon(ytd 7.8) homojenize
edildi. Homojenatlar +%& 10.000 g'de 15 dakika santrifij edildi.
Supernatantlar, tuzlarindan arindiriimasi icin RDesalting kolonlarindan
geirildi. Daha sonra Amicon Ultra marka konsantrigit kullanilarak
supernatantlar konsantire edildi. Enzim aktivitedoelirlemek icin 50 mM
(NH4)2SOy, 13 mMa-ketoglutarat, 0,25 mM NADPH ve 1 mM CaC100 mM
Tris-HCI tamponu (pH 8) icinde ayri ayri ¢ozuldiedksiyon kagimi icin her
bir ¢ozeltiden ve o6rneklerden 200 pl alinarak okuyag@ilmstir. Okumalar
kuvartz kivetlerde 340 nm dalga boyunda 1 dakikyuhoa kore kau
yapilmstir.

2.6. Glutamat Dekarboksilaz (GAD) Enzim Aktivitesinn Belirlenmesi

Glutamat dekarboksilaz enzim aktivitesi olcimi igBartyzel et al.
(2003)’'un yontemi kullanildi. Bu ybnteme gore dddaksilasyon, 0,4 ml
hacimde 3 mM L-glutamat, 20 uM pridoksal fosfat BL50 mM K-fosfat
tamponu (pH 5,8) ve 100l 6rnek iceren reaksiyon kammda gercekligirildi.
Ornek, 6nce 10 dakika 30°C'de glutamat icermeyeaksigon kagimi ile
inktibe edildi. Reaksiyon, glutamat eklenmesiylgldtddi ve 0,5M HCIl'den 0,1
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ml eklenerek 60 dakika sonra durduruldu. Kianiar 10 dakika 12.5000 g'de
santrifijlendi.  Santriflj sonrasinda Ornekler ndvn reaktifi ile
turevlendirilerek, reaksiyon sonucu gdun GABA miktarlari belirlendi.
Ninhidrin c¢ozeltisi 0,35 % (w/v) etanolde coziilere&zirlandi. Orneklere 1:5
oraninda ninhidrin ¢ozeltisi eklendi ve 10 dakikai@de inkiibasyon yapildi.
Oda sicakiiina getirilen drneklerin, 570 nm’de spektrofotorede absorbans
degerleri belirlendi. Ayni keullarda absorbans derleri bilinen GABA
standartlan ile karlastirilarak orneklerdeki GABA miktari saptandi. GAD
aktivitesi enzim birimi olarak dakikada gmn mmol GABA seklinde

hesaplandi.

2.7 GABA Miktarinin Belirlenmesi

Orneklerdeki GABA miktari HPLC (Shimadzu-VP101, dap cihazi ile
belirlenmitir. GABA ekstraksiyonu Baum ve ark.'na (1996) gdi€®LC analizi
ise Khuhwar ve Rajper ve ark.'na (2003) gore yapidki 6rnekleri (0,5 g) sivi
azotta masere edildi ve tzerine 1 mL su: klorofometanol (3:5:12 v/ v/ v)
solisyonu eklendikten sonra 6rnekler 2 dakika si@el0000 rpm 4 °C'de
santrifij edildi. Stpernatant Gzerine 100 ddH,O, 150 uL Borax tamponu
(pH= 8) ve 250uL 2-hydroxynaphthaldehyde (HN) (0,3 % wi/v ) eklendi
Karisim 20 dakika sure ile 80 °C’lik su banyosunda bikli&ten sonra hacmi
metanol ile 1mL’ye tamamlandi ve drnek filtresindgairildikten sonra HPLC
kolonuna uygulandi. HPLC kallari; enjeksiyon hacmi 2QL, Kolon Supelco
LC18 (250 X 4.6 mm, f), aks hizi 0.5 mL mift, Mobil faz metanol: su (62:38
v/v) ve dedeksiyon 330 nm U&klinde uygulandi. Orneklerdeki GABA miktari
ayni kaullarda yurittlen standartlarla kdastirilarak belirlendi.



Cizelge 1.1:Murashige - Skoog (MS) Ortami

Makro besleyiciler allt
NHsNO3 1.650
KNO; 1.900
CaCjb 0.440
MgSQOu. 7H,O 0,37
KH,PO, 0,17

Kl 0,83
FeSQ.7H0 0,028
EDTA.Na 0,37
Sakaroz 30
Agar 70
Mikro Elemenler maq/It
H3BOs 620
ZnSQ,.7H,0 860
MnSQO,.H,O 1675
CoCh.6H,0O 25
CuSQ.5H,0 2,5
NaM00O,4.2H,0 2,5
Vitamin Stok Solisyonu 100 ml icin
Glisin 10000mg
nikotinik asit 50 mg
pridoksin hcl 50 mg
tiamin hcl 200 mg
miyo-inositol 10 mg
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Cizelge 1.2:Hogland Besin Cozeltisi

NH;H.PO, 115 mg
KNOs3 606 mg
Ca(NG)2 656 mg
MgSO, 492 mg
HsBOs3 0,572 mg
MnCl, 0,363 mg

ZnSQ, 7TH0 0,044 mg

CuSQ 5 H0 0,016 mg

H>MoO4H;0 0,004 mg

FeSQ 7 H,O 6,22 mg




31

3. SONUCLAR VE TARTI SMA
3.1 Biiyiime Parametrelerille ilgili Sonugclar

Nicotiana sylvestrisyaban tipi ve CMSIlI mutant titln bitkilerinde
kuraklik ve tuz streslerinin blyime parametrelezerindeki etkileri, stres
uygulamasinin 7., 14. ve 21. gunlerinde ve stresiraso iyilgtirme
uygulamasinin 3. ve 10. gunlerinde kaydeditmi

Kok uzunliguna ait veriler incelendinde; yaban tipi bitkilerde 21. ginde
kok uzunlgu kontrol gruplarinda %93’lik bir agtigosterirken, tuz stresi
uygulanan gruplarda kok uzu@unu %13 oraninda azalgtir. CMSII
bitkilerinde 21. gunde, kok uzuriu kontrol gruplarinda %39 oraninda, tuz
uygulanan gruplarda ise %8 oranindasagtistermgtir (Cizelge 3.1)lyilestirme
uygulamasina ait kok wuzurgu verileri incelendiinde, kontrol ve tuz
uygulamalari arasinda belirgin ve anlamli bir fgikiilmemektedir. Ancak tuz
uygulamasi yapilan yaban tipi bitkilerde igiieme uygulamasinin 10. Guntnde
kok uzunlgunda %44’l0k bir ary godzlenirken, CMSII bitkilerinde kok
uzunlygunda % 30’luk azalma kaydedilgtir. Bitkilerin tuz stresine maruz
kalmalari sonucunda gdzlenen en belirgin yanitlardai kok biylimesindeki
azalmadir. Bircok cajma da bizim sonuclarimiz destekler bicimde kok
uzunlygunda azalma tespit edilgtir.

Cizelge 3.1:Tuz stresi uygulanan (yabani tip) WT ve CMSII muthitkilerinin kok

uzunlyzundaki dgisimler (cm).

WT WT CMSII CMSII
Kontrol Tuz Kontrol 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+4,19 155,57 14,67+2,52

3.0 17+1 10,33+£1,16| 15,33+2,09 1242

101 15,6742,31| 17,67+3,27 31+16,03 10,331,776
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PEG ile gercekigirilen kuraklik stresi uygulamasi sonucunda yabph
ve CMSII bitkilerinde kok uzunlgunda belirgin dgisimler saptanngtir. 21.
gunde kontrol gruplarinda kok uzuglu %78 oraninda artarken, kuraklik
uygulanan bitkilerde kok uzungu %9 oraninda asti gostermgtir. CMSII
bitkilerinde 21. Guinde gtzlenen kok uzugduarts miktari kontrol gruplarinda
%90 seviyelerinde iken kuraklik uygulanan gruplafoa oran %62 olarak
saptanmtir (Cizelge 3.2)lyilestirme periyodu 10. giin sonunda kok uzugiu
yaban tipi ve CMSII kontrol gruplarinda grgostermgtir. Kuraklik uygulamasi
sonrasinda iyilgirmeye tabii tutulan yaban tipi bitkilerde 10. glin kdk
uzunlygundaki arty %21 iken, CMSIl lerde kok uzuniu %218 oraninda
azalmstir.

Cizelge 3.2:Kuraklik stresi uygulanan WT ve CMSII mutant bigdinde kok

uzunlygundaki dgisimler (cm)

WT WT CMSII CMSiII
Kontrol Kuraklik Kontrol Kuraklik
0.G 10+1,15 8,33+£1,04

7.G 12,3342 11,66+1,5P11,67+0,76 8,25+0,288§
14.C 14+1,89 12,67+1,2613,17+0,54 12+1,32
21.G 17,83+3,51 12,67+2,08 15,83+0,29 13,34+0,76
3.1 14,6742 12,33+3,0517,34+3,09 11,5+0,5
101 18+2 15,33+1,1%18,75+1,06 11+1

Tuz ve kuraklik stresi uygulanaNicotiana sylvestrisyabani tip ve
CMSII mutanti bitkilerinin 5. yaprak uzunluklarindadegisim incelendginde
genel olarak bitkilerin abiyotik stresten olumsutkilendigi gorilmektedir.
Ancak bu etki kiictik yapraklarda daha belirgin catgykarken, yaban tipi ve
CMSII bitkileri karsilastirildiginda biylime gerilemesi yaban tipi bitkilerde daha
belirgindir. 21. gunde kontrol gruplarinin yapraktala uzunluk ar§i yaban
tiplerinde %42 CMSiII'lerde ise %9 oranindadir. T8igesi uygulanan gruplarda
yaban tipi bitkilerde %3'lik bir azalma gozlenirke@MSII'lerde %11'lik bir
artis elde edilmitir (Cizelge 3.3).lyilestirme periyodu verileri incelengiinde
her iki bitkide kontrol gruplarinda uzunluk grtdevam ederken, tuz uygulanan
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gruplarda, iyilgtirme uygulamasinin 10. guniinde yaban tipi bitkiéeeP025’lik
artis, CMSII lerde ise %26’lik azalma gozlerytmi.

Kuraklik stresine maruz birakilan yaban tipi ve QM#stkilerinin yaprak
uzunlygundaki dgisimler Cizelge 3.4’de verilngtir.

Cizelge 3.3:Tuz stresi uygulanan WT ve CMSII mutant bitkilerinjaprak

uzunlyundaki dgisimler (cm).

WT WT CMSII CMSII

Kontrol Tuz Kontrol Tuz
0.G 18,67+1,19 16,93+0,814
7.6 19,23+0,7§ 16,73+0,59| 16,4+0,36| 15,8+0,93
14.6 22,83+2,2§ 16,83+2,47| 17,17+0,29 16,67+1,P6
21.G6 26,5+2,78( 16,17+1,26 18,5+1,80 17,5+0,87
3.1 22,83+1,61 14,33+1,89 17+2,18 | 13,17+3,33
101 27,17+2,31 20,17+0,289 22,03+2,48 13+0

Cizelge 3.4:Kuraklik stresi uygulanan WT ve CMSII mutant bigkinin yaprak

uzunlygundaki dgisimler (cm).

WT WT CMSiII CMSII

Kontrol Kuraklik Kontrol Kuraklik
0.G 241 4,83+1,54
7.G 9,13+0,78 70,5 5,67+0,76 4,1+0,66
14.G 10,83+1,04 9,83+0,76 10,330,249 6,1+0,46
21.G 14,27+0,42 11,17+0,76 11,83+0,54 4,33+0,2
3.0 14,83+0,76 9,84+1,15 18,5+2 5,9+0,17
101 16,17+1,04 12+1,73 19,67+0,28 7,3310,2

)
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Her iki bitkide de kuraklik stresi altinda yapralylimesi devam etmi
ancak buydme orani kontrol gruplarindaki kadar gétkslmamgtir. 21 gun
yaprak uzunlgu deserleri incelendiinde kontrol gruplarinda yaban tipi
bitkilerde yaklgik 7 kat, CMSII bitkilerinde ise 2 kat agtgtzlendi. Kuraklik
stresi altinda yaprak uzurgu yaban tipi bitkilerde %60, CMSII bitkilerinde ise
%6 oraninda agtl gosterdi. lyilestirme surecinde yaprak blyimesi kontrol
gruplarinda yaban tipi ve CMSIlI'de sirasiyla %13 %66 oraninda ast
gosterirken, PEG uygulanan gruplarda belirgin biilesme gozlenmitir.
Yaprak uzunlgu artgl iyilestirme uygulamasinin 10. ginidnde yaban tipinde
%7, CMSII bitkilerinde %69 olarak gozlengtir.

Tuz ve kuraklik stresi etkisi altinda yaban tipi®@®1SII tittn bitkilerinin
blylumesi kok ve yaprak kuru ve syagirliklarindaki degisimlerin spatanmasi
yolu ile de incelenmgtir. Kok yas ve kuru girligina ait veriler gizelgeler 3.5 ve
3.6'da; yaprak yg ve kuru @rligina ait veriler cizelgeler 3.7 ve 3.8 de
verilmistir.

Yabani tipi bitkilerde 21. ginde kok yagirligl yaklsik 9 kat artarken,
tuz stresi uygulanan yabani tipi bitkilerde kdksyagirliklari %13 oraninda
azalmgtir. Kok kuru agirliklarindaki degisim incelendginde, 21. giinde kontrol
gruplarinda yaklgk 4 kat arty gosterirken, tuz stresine maruz kalan bitkilerde
kok kuru &irligl %42 oraninda azalsgtir. Kuraklik stresi uygulanan yaban tipi
bitkilerinde kok ya agirligr %84 oraninda; kok kurugaligl da %81 oraninda
artis gostermgtir. Kok yas ve kuru @irliklan kasilastirildiginda tuz stresinin
kok buyimesinin engellenmesinde daha etkili gldgoriimigtir. Yaban tipi
bitkilerde iki abiyotik stresin kok bluyumesi Uzedeki etkisi kagilastinldiginda
tuz stresinin kok buyldmesinin engellenmesi acisindaha etkili oldgu
gOzlenmgtir. Kok yas ve kuru @irlikdegerleri daha 6nce verilen kdk uzuglu
ile ilgili degerlerle uyumludur.

CMSII mutant bitkilerinde 21. glinde kontrol gruptada kok ya agirli gi
belirgin bir arty gostermensgtir ancak tuz uygulanan ve kuraklik uygulanan
gruplarda kok ya agirligr arts gostermgtir. Bu artg oranlarl tuz stresi
uygulanan gruplarda %86, kuraklk stresi uygulagesplarda %157 oraninda
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saptanmgtir. Kok kuru a&irlik degerleri kaslilastirildiginda, 21. Ginde hem
kontrol, hem tuz hem de kuraklk uygulanan gruparmarts gozlenmgtir.
Kontrol gruplarinda kok kuru garhigindaki arts %36; tuz stresi gruplarinda
%117 ve kuraklik stresinde ise %400 olarak go6zlgtimi Yaban tipi
bitkilerinden farkli olarak her iki stres uygulamas CMSII mutantlarinda kok
agirhgint arttiric etki yapnstir, 6zellikler tuz stresi acisindan belirgin bir
farkliik bulunmaktadir.

Cizelge 3.5:Tuz ve kuraklik stresi uygulanan WT bitkilerininkkgas ve kuru
agirhgindaki degisimler (Q).

WT WT WT WT WT WT
Kontrol Tuz Kuraklik Kontrol Tuz Kuraklik
YA YA YA KA KA KA
0G 0,40+0,05 0,160,045
76 0,25+0,1 3,17+1,88 0,96+0,6 0,260,052 0,24+0,15 16480,05
14.G 0,83+0,4 2,14+0,57 1,38+0,5 0,36+0,14 0,17+0,045 18#60,08
21.G 3,53+1,2 2,75+1,45 1,77+0,5 0,59+0,36 0,14+0,04 9860214
3Gi 3,10+1,8 2,69+1,04 1,87+1,1 0,30+0,1L 0,240,104 960217
10.Gi 5,48+2,34 2,61+0,34 1,73+0,1 0,33+0,072  0,16+0,0380,21+0,1

Cizelge 3.6:Tuz ve kuraklik stresi uygulanan CMSII mutant Bkinin kok ya ve kuru
agirhgindaki degisimler (Q).

CMSIlI CMSIlI CMsSIlI CMsII CMSiII CMSiII
Kontrol Tuz Kurakhk Kontrol Tuz Kurakhk
YA YA YA KA KA 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+0,0R 0,180 0006
14.G 1,62+0,17 1,67+0,16 0,63+0,1 0,15+0,0b 0,18+0,015 ,1040,02
21.G 1,75+0,10 3,36+0,15 0,90+0,4 0,18+0,021 0,39+0,p2 ,1540,06
3.Gi 1,60+0,59 2,04+1,28 0,8240,5 0,12+0,04 0,20+0,13 1960,1
10.Gi | 4,59+0,64 1,26+0,28 0,81+0,2 0,330,031 0,13+0,p6 ,1340,02
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Iyilestirme uygulamasinin yapilgi her iki bitki grubunda da 10. giinde
kontrol gruplarinda kok yave kuru girliklarinda, biylimeye 3 olarak arts
kaydedilmgtir. 10. ginde iyilgtirme uygulamasinin olumlu etkisi acisindan
CMSII ve yaban tipi bitkilerde her iki stres gruldan da kok ya ve kuru
agirhklarinda belirgin bir farkhlik gézlenmentir.

Cizelge 3.7.Tuz ve kuraklik stresi uygulanan WT bitkileriniaprak ya ve kuru
agirhgindaki degisimler (g).

WT WT WT WT WT WT
Kontrol Tuz Kuraklik Kontrol Tuz Kuraklik
YA YA YA KA KA KA
0.G 3,34+0,36 0,17+0,021
7.G 3,36+0,37 2,60+0,40 0,54+0,01 0,23+0,04 0,16+0,p4,048+0,006}
14.G 4,33+0,63 2,47+0,89 0,7+0,04 0,23+0,086  0,15+0,06,068+0,014]
21.G 4,43+1,46 2,10+0,62 0,38+0,0 0,32+0,0f5  0,14+0)86,055+0,004
3.Gi 3,87+0,84 1,82+0,54| 0,68+0,12p 0,27+0,0p5 0,13+0)04,077+0,01§

10.Gi 4,78+0,26 3,37+0,17 0,42+0,13 0,2110,1|6 O,l7i0,(rZBO47i0,002

Cizelge 3.8.Tuz ve kuraklik stresi uygulanan CMSII mutant béknin yaprak ya ve
kuru girhgindaki deggisimler (g).

CMSII CMSiII CMSII CMSII CMSiII CMSII
Kontrol Tuz Kuraklik Kontrol Tuz Kuraklk
YA YA YA KA KA 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+0,0P5 0,1410,1)2301110,002
14.G 2,07+0,07 1,71+0,30 0,21+0,01 0,12+0,41 0,1310,&2]1,01910,002
21.G 2,64+0,82 2,13+0,43| 0,12+0,006 0,15+0,d5 0,19+0,06,021+0,001
3.Gi 2,18+0,60 1,55+0,19 0,23+0,0] 0,13+0,44 0,11+0,p5,03£0,005

10.G1 4,10+0,57 1,08+0 0,35+0,01 0,25+0,0B 0,09+( 0,0aap,

Nicotiana sylvestrisyabani tipi ve CMSII mutanti kontrol ve stres
uygulama gruplarinin yaprak yae kuru girliklarina ait dgerler gizelgeler 3.7
ve 3.8'de verilmgtir. Yaban tipi bitkilerde kontrol gruplarinda 2giinde yaprak
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yas ve kuru girliklari beklendgi sekilde arty gostermgtir. Bu artg yas agirlikta
%33, kuru girhikta %88 oraninda belirlengtir. Stres uygulanan gruplarda ise
21. gunde genel olarak yapraksyee kuru &irliklarinda azalma gorulngtiir.
Tuz stresi uygulanan yaban tipi bitkilerinde yaprgds agirligi %19, kuru
agirhgr %12,5 oraninda azalgtr. Kuraklik uygulamasinda ise yapraksya
agirli gl %30 oraninda azalirken, kurgidik %28 oraninda artrgtir. Iyilestirme
uygulamasinin yaprak kuru ve syagirliklari Uzerinde belirgin etkisi tespit
edilmistir. Iyilestirme uygulamasinin 10. gin ghxlerine goére tuz uygulanan
gruplarda ya agirlik %60, kuru &rhik %21 oraninda ag gostermgtir.
Kuraklikta iyilesmenin olumlu etkisi sadece %11 oranindasagirilen ya
agirhk gruplarinda goralmgiar (Cizelge 3.7).

CMSII bitkilerinde yaprak ya ve kuru &irliklarindaki deisim cizelge
3.8'de verilmitir. Genel olarak her iki stres uygulamasinda dprgk yg ve
kuru airliklar arts gostermgtir. Kontrol gruplarinin 21. gun yaprak gya
agirhklar %23, yaprak kuru g@ihklari % 7 oraninda agigéstermgtir. Tuz
stresi uygulanan CMSII bitkilerinde yapraksyagirligi %9; yaprak kuru @rh g
%36 oraninda artrstir. Kuraklik stresi uygulanan CMSII bitkilerindse yaprak
yas agirliginda belirgin bir dgisim gorilmezken, yaprak kurugeligl %91
oraninda ar§l gostermgtir. Her iki stres sonrasinda yapilan iygtieme
uygulamasinin 10. gun sonuclar ¢bstinldiginda tuz stresi uygulanan
gruplarda yaprak wave kuru &riliklarinda belirgin bir etki gortlmerstir.
Ancak kuraklik stresine maruz kalan gruplarda hexqprgk ya agirliginda hem
de kuru gnliginda belirgin farkhlik elde edilmgtir. Bu gruplarda iyilgtirme
uygulamasi sonrasindasyagirlik %192, kuru &irhik %95 oraninda artrgir

(Cizelge 8).

Tuz ve kuraklik stresinin bitki buytimesi tGzeridekumsuz etkilerine ait
literatlrde pek ¢ok drnek bulunmaktadir. Bor ve &uk stresi uygulanan susam
bitkisinde kdk uzunlgunda %215, govde uzurgunda %12 oraninda azalma
saptamglardir. Ayni calsmada PEG ile okturulan kuraklik stresinde de
biylime olumsuz etkilensgtir. Kontrol gruplari ile kagilastirildiginda, kuraklik

sonucu kok uzunku %34, gbvde uzunfiu %33’lik oranlarinda azalgtir.
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Tirkan ve ark(2005)Phaseolus acutifoliuge Phaseolus vulgarige yaptiklari
calsmada kuraklk stresinin her iki bitki tirinde farkbiyime yanitlari
olusturdusunu goOzlemitir. Deneme suresince kok ve govde kurgirlag

Phaseolus acutifoliut artarkenPhaseolus vulgarigé azalmgtir.

3.20zmotik Potansiyel

Nicotiana sylvestrisyabani tipi ve CMSII mutanti kontrol ve stres
uygulama gruplarinin yaprak osmotik potansiyelgedkeri cizelge 3.9'da
verilmistir. Denemeler sirasinda yaban tipi bitkilerin tsresi uygulanan
gruplarinda ozmotik potansiyel 6lgimu yapilamgmibu nedenle bu bitkilere
ait deserler cizelge 3.9 da yer almamaktadir. Tuz ve Kukastresinin mutant
bitkilerde 12 ve 24 saatlik donemlerinde yaprak otikn potansiyelini
distrdigll ancak uzun siurede yaprak ozmotik potansiyelinttirdig
gorulmdgtar.

Cizelge 3.9:WT ve CMSII mutant bitkilerine tuz ve kuraklik efiinin ozmotik
potansiyel (mmol/kg) Uzerine etkisi.

WT WT CMSII CMSII CMSII
Kontrol Kuraklik Kontrol Tuz Kuraklik

2.h 303,4+30,26 206+55,22 432,3+9,68 443,42+14|4 32

4.h 303,8+16,64 289,145,95 420+12,81 408,5+20,52 3521

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+9,42 275,552
48.h 271,6+3,78 262,7+8,8 411+11,15 427,2+9,19 353,682
72.h 298,244,757 280,8+9,03 419,5+13,8 441,6+28,14 53911

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+18,28 854,619,5 455+21,47 674,539,399 419819
31 377,7425,46 85577 424+20,64 637+13,42 532+7,5¢
101 353+13,7 730,8+22 287+38,5 419+50,62 419+9,8
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Ilk 12 saatte CMSII bitkilerinde ozmotik potansiyseri tuz uygulanan
gruplarda %12, kuraklik uygulanan gruplarda ise étdninda; ikinci 12 saatte
ise tuz uygulanan gruplarda %6 kuraklik uygulanauplgarda ise %16 oraninda
azaltmgtir. Yaban tipi bitkilerde ise kuraklik stresi uygnan gruplarda ise ilk
12 saatte % ozmotik potansiyel %38, 24 saatte 58 étaninda arttirngtir. 21.
gin deerleri incelendiinde, yaban tipi bitkilerden kuraklik stresine maru
birakilanlarda ozmotik potansiyel yakil 4 kat arty gostermgtir. CMSII
bitkilerinde 21. giinde tuz stresi uygulanan grugdayaprak ozmotik potansiyeli
yaklasik 1,5 kat, kuraklik uygulananlarda ise 1,2 katsagdstermgtir. Stres
sonrasi iyilgtirme sureci dgerleri incelendiinde 10. ginde 6zellikle CMSII
bitkilerinde her iki stres grubunda da ozmotik psigel deerlerinin kontrol
gruplari ile ayni seviyelere inglig6zlenmitir (cizelge 3.9). Yaban tipi kuraklik
uygulanan bitkilerde de iyiene 10.gin ozmotik potansiyel grlerinde bir
azalma s6z konusudur ancak azalma orani CMSIl|&iitte ki kadar belirgin
farklilk gostermemektedir.

3.3 Fotosentetik Verim

Tuz ve kuraklik stresinin yabani tip ve CMSII mutdbitkilerinin
fotosentetik verimlilgine olan etkisi incelenrgiir (cizelge 3.10). Her iki
bitkide de stres uygulanan gruplarin Fv/Fm getéerinde dgls
gozlenmgtir ancak bu dgils cok belirgin seviyelerde d@ddir. 21. Gin
degerleri ele alindiinda CMSII bitkilerinde bu deerlerde ki dgisimin
yaban tipine gore daha az ofgugorilmigtir. Iyilesme stirecinde Fv/Fm
degerlerindeki digls tuz stresine maruz kalan mutant grubunda ve kikakl
uygulanan yabani tip ve mutant gruplarindakgigiazalmstir. Yabani tip
bitkilerin tuz stresi uygulama grubunda Fv/Fngele artmgtir.
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Cizelge 3.10WT ve CMSII mutant bitkilerine tuz ve kuraklik ssinin fotosentetik

verim (R/F;) Gzerine etkisi.

WT WT WT CMSII CMSII CMSII

Kontrol Tuz Kuraklik Kontrol Tuz Kuraklik
2.h 0,859+0,002| 0,856+0,001 0,840 0,852+(Q 0,832+0,01@,846+0,01
4.h 0,859+0,002| 0,857+0,00% 0,835+0,01  0,848+0,008 @*B8MHO5| 0,851+0,04
8.h 0,818+0,009| 0,851+0,00% 0,811+0,01 0,851+0,004 T8®01| 0,833+0,01
12.h | 0,832+0,002| 0,835+0,00% 0,828+0 0,852+0,q05 0,85mW¢M| 0,845+0,04
24.h | 0,854+0,001| 0,850+0,00¢ 0,835+0,03 0,852+0,002 48®01| 0,852+0,01
48.h | 0,847+0,004| 0,849+0,002 0,834+0,009 0,86+0,0035 56%6,01 0,842+0,01
72.h | 0,853+0,005| 0,855+0,002 0,852+0,001 0,855+0,005 46%86,01 0,813+0,03
7.G 0,853+0,003| 0,853+0,002 0,848+0,006 0,852+0,007 53%8,004| 0,856+0,02
14.G | 0,848+0,006| 0,848+0,003 0,846+0,002 0,847+0,004 52%6,002| 0,848 +0,02
21.G | 0,845+0,002( 0,839+0,003 0,842+0,004 0,854+0,003 5:MPO06| 0,847 +0,03
3i 0,847+0,004| 0,84+0,001540,844+0,003| 0,848+0,001 0,845+0,002 0,849 +0
101 0,853+0,003| 0,847+0,003 0,841+0,009 0,844+0,001 48%8,004| 0,831+0,01

3.4Bagil Su icerigi

Yabani tip ve CMSII mutant bitkilerine uygulananiadtik stresin bgil su
icerigine etkisi Cizelge 3.11'de gosterilgtir. Buna gore, tuz stresi uygulanan
mutant ve yabani tip bitkilerin gd su iceriklerinde dgiils gdzlenmgtir. Ama
kuraklik stresi uygulanan yabani tip bitkilerde 1faatten itibaren, mutant
bitkilerde ise 24. saatten itibarengesu icerginde digis gozlenmitir. Tyilesme
surecinde stres uygulanan gruplarigibau icergi degerleri kontrol gruplarinin
degerlerine cok yaklgmistir.

Kuraklikla ilgili bir baska calsmada Ozkur ve ark. (200®9apparis ovata

bitkisinde 14 gunlik PEG uygulamasinin gévde ya kuru girhgini, bal su
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.....

belirtmistir. Kiraz ¢eidi Gisela 5 ile yapilan bir ¢gimada 50, 100 ve 150 mM
NaCl konsantrasyonlarinin buytmeyi azglttancak bail su icergi agisindan
belirgin bir deisim olusturmadg kaydedilmstir (Ertiirk ve ark. 2007). Acar ve
ark (2001) tarafindan kurakh duyarl ve dayanikli arpaggeri ile yapilan bir
calismada dayanikli g& TOKAK 157/37’nin biylime parametreleri veglasu
icerigi acisindan hassas sge ERGINEL 90’a gore daha iyi bir performans
gOsterdgini ortaya konulmstur. Kuraklik stresine maruz birakilan fasulye
bitkilerinde b&il su icergi incelendginde denemenin 14. gunindhaseolus
acutifoliusta her hangibir dgisim goézlenmezkerRhaseolus vulgaris bail su

iceriginde belirgin bir azalma tespit edilgtir (Turkan ve ark. ,2005).

Cizelge 3.11WT ve CMSII mutant bitkilerine tuz ve kuraklik sginin b&il su icergi

etkisi.
Kz)l\rl;tl;ol %1; Kuvr\él-ll;hk CMSiII Kontrol C.IIYLIJSZ” CMSII Kuraklik
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 8®H2,12 79,7+13,41
4.h 92,21+0,06 96,02+7,68 88,06+1,02 89,1745,39 , @1 3,03 88,83+3,34
8.h 89,48+1,25 89,21+1,22 87,09+4,18 88,93+1,06 531,96 69,69+2,69
12.h 93,1+0,21 91,73+1,47 84,3548,78 91,5+1,78 864 88,77+3,73
24.h 91,07+1,47 88,25+3,23 78,24+3,82 84,6314, 0B84),14 92,41+2,58
48.h 91,22+0,72 90,9942 ,43 64,81+2,67 88,81+0,43 ,198 ,87 87,95+4,70
72.h 91,75+0,77 91,83+1,15 63,7548,20 86,92+2,55 ABD, 74 85,902,64
7.G 81,67+8,86 87,15+1,06 69,64+9,31 89,31+1,34 088,01 89,154,43
14.G 71,66+24,24 90,07+3,22 62,84+10,84 88,161,715 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 ,04413,27 78,608,61
31 90,96+0,54 83,14+0,52 77,39+4,4 92,67+0,2)7 85,216:2 76,55+7,29
101 90,82+3,77 87,46+4,27 86,83+35,12 89,96+1,69 BEF 87,49+15,98
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3.5 Total Protein Miktarlari

Tuz ve kuraklik stresi uygulanan yabani tip ve mutditkilerinin
yapraklarinin total protein miktarlar belirlergtii (cizelge 3.12). Tuz stresi
uygulanan yabani tip bitkilerde total protein miktgaklgik 4 kat artarken,
mutant bitkilerde bu agtiyaklasik 2 kat kadardir. Kuraklik stresi uygulamasinda
ise yabani tip bitkilerdeki total protein miktaraklasik 2 kat artarken, mutant
bitkilerde bu ary 0,5 kadardir. Protein miktarlarindaki bu gdgm yeni
proteinlerin sentezlenmesi veya proteinleringlbaformdan serbest forma
hidrolizi sonucunda ortaya cikgniolabilir. Enzim aktivite dgerleri ile
iliskilendirildiginde protein  dgerlerindeki dgisimin anlamli  olacg
disinulmektedir. CMSII ve yaban tipi bitkilerinde 10l boyunca
gerceklatirilen iyilesme denemesinin 3. glinidnde genel olarak total protei
miktarlarinda azalma gozlengtir. lyilesmenin 10. ginindeki total protein
miktarlari kontrol grubu deerlerine yaklamistir (Cizelge 3.12).

Cizelge 3.12:WT ve CMSII mutant bitkilerine tuz ve kuraklik eginin total protein

icerigine etkisi.

WT Kontrol Tor Korakik Kontrol Tor KuraKiik
0.h 0,23+0,02 0,04:0,16
2h 0,56+0,26 0,24+0,01 0,3740,02 1,47+1,28
4h 0,39+0,08 1,70£0,14 0,19+0,01 1,40£0,26 0,840,22 810,22
8.h 0,26+0,05 1,24+0,04 0,35+0,04 1,22+0,09 071:008 716006
12.h 0,19+0,06 0,89+0,03 0,240,02 1,10:0,37 007:016  9780,16
24.h 0,38+0,08 0,67+0,13 0,48+0,02 1,020,2 0,79:013 79,13
48h 0,26+0,03 1,25:0,17 0,26:0,04 1,23+0,1 0,72:0,1 26071
72 0,5840,05 1,22+0,16 0,19+0,05 1,34:0,11 1312014 314081
7.6 0,4740,05 0,63+0,07 0,14+0,05 1,23:0,19 116:011 168011
14G | 035:0,03 1,07+0,23 0,16+0,02 0,45£0,07 0,74:01d 74018
21.G | 044005 0,85+0,1 0,05£0,05 0,2740,12 1641012 644012
3i 0,4120,04 1,19+0,15 0,2140,13 0,33+0,03 1,06:00§  ,0640,06
10i 0,64+0,93 0,09+0,23 0,58+0,07 0,16+0,08 1206019  ,2940,19
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3.6 Glutamat Dehidrogenaz (GDH) Enzim Aktivitesi

Nicotiana sylvestrisyaban tipi ve CMSII mutant bitkilerinde GABA
yolunun o6nemli bilgenlerinden biri olan glutamat dehidrogenaz enzimini
aktivitesindeki dgisimler kontrol, tuz ve kuraklik stresi uygulanan glarda
belirlenmitir (cizelge 3.13). Yaban tipi ve CMSII mutanti kol gruplar
gunlik GDH aktivite seviyesi katastirildiginda oldukga farklihk
goOstermektedir. Yaban tipinde dengictaki yuksek GDH aktivite seviyesinin
ilk 8 saatte yaklgk %96 lik bir azalma gostergliancak 12. saatte ise tekrar
arttigl gozlenmgtir. CMSII kontrol gruplarinda 1 gunlik periyotteD® aktivite
degisimleri acisindan belirgin bir farklihk kaydedilmegtir, yaban tipi kontrol
GDH aktivite deerleri ile kasllastirildiginda iki bitki arasinda belirgin bir
farklihk vardir. CMSII lerde elde edilen en yiks&DH aktivite dgeri bile
yaban tipi bitkilerdeki GDH aktivite derlerinin cok gerisinde kalmaktadir.
Ornegin, 21. giin CMSII aktivite dgeri 0,030 mmol min mg proteiit iken
yaban tipi bitkilerinde bu der 0,103 mmol min mg proteir® olarak
kaydedilmgtir.

Cizelge 3.13WT ve CMSII mutant bitkilerine tuz ve kuraklik sfinin GDH enzim aktivitesine

etkisi (mmol min mg proteif).

WT WT WT CMSII CMSII Tuz | CMSII Kuraklik

Kontrol Tuz Kuraklik Kontrol
0.s 0,092 0,007
2:s 0,012 0,02 0,046 0,003
4.5 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.¢ 0,06¢ 0,01 0,42¢ 0,00¢ 0,02t 0,02¢
24.s 0,017 0,06 0,135 0,007 0,004 0,05
48.s 0,201 0,01 0,07¢ 0,00¢ 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
3i 0,02¢ 0,01 0,1¢ 0,01 0,011 0,04¢
10i 0,126 0,01 0,241 0,056 0,019 0,051
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Stres uygulanan gruplar incelepidide genel olarak her iki bitkide de tuz
stresi sonucu gozlenen aktivite glerinin kuraklik stresi sonucu go6zlenen
artslardan daha diilk oldusu goriulmektedir (cizelge 3.13). Tuz stresi
uygulanan CMSII bitkilerinde ilk 12 saatte GDH aftesinde yaklgk 5 kat
artis gozlenirken, yaban tipi bitkilerde 24 saate GDHi\alesi yaklgik 4 kat
artis gostermgtir. Tuz stresinin 21. gun derleri incelendiinde her iki bitkide
de GDH aktivititesinde kontrol seviyelerine @a hizl bir diglis gozlenmgtir.
GDH aktivitesi acisindan kuraklik stresine verilganitlar her iki bitkide de
daha dikkat cekicidir. Yaban tipi bitkilerde ilk 18aatlik donemde GDH
aktivitesi kontrol seviyelerinin yakjgk 6 katina ciknstir, sonraki 24 ve 48
saatlik dgerlerde hizh bir d§iis kaydedilmsgtir. Kuraklik stresinin 21. gininde
GDH aktivite seviyeleri kontrol GDH aktivite sevigeinden yaklaik 3 katlk
bir arts gostermgtir. CMSII bitkilerinde ise kurakhk uygulamasinitk 8
saatinde GDH aktivitesi kontrol gerlerinin yaklgik 10 katina c¢iknstir ve 72.
saate kadar kontrol GDH aktivite gixlerinin Uzerinde deerler elde edilmsitir
(cizelge 3.13). CMSII bitkilerinin kuraklik uygulan gruplarinda 21. giin GDH
aktivite degerleri incelendiinde, aktivite stres uygulamasiningeli saat ve
gunlere gore diilktir ancak kontrol gruplarindan yuksek seviyededir
Iyilestirme periyodunun kontrol ve stres gruplari GDH idt¢ deserleri
acisindan kendi icinde kalastirildiginda 10. giinde tuz stresi uygulanan her iki
bitki grubunda da aktivitenin dtugl gozlenmgtir. Yaban tipi bitkilerde
aktivitedeki digls daha belirginken (yakjgk 1/25 oraninda azalma), CMSII
bitkilerindeki diyus yaklasik 1/3 oranindadir. Kuraklik stresi sonrasi iylilene
yapilan bitkilerde yaban tipinde yakila 2 katlk bir aktivite art gozlenirken
CMSII bitkilerinde GDH aktivitesi, kontrol 10. gligilestirme degerleri ile ayni
seviyede gozlenngir.

3.7 Glutamat Dekarboksilaz (GAD) Enzim Aktivitesi

GABA biyosentez yolunun énemli enzimi glutamat dikéksilaz (GAD)
aktivitesindeki dgisimler yaban tipi ve CMSII bitkilerinde kontrol, tuze
kuraklik stresi uygulanan gruplarda belirlegtini (cizelge 3.14). Kontrol
gruplarina ait enzim aktivite @erlerinin belrilenmesi ve kaitastiriimasi, yaban
tipi ve CMSI mutanti arasinda temel enzim aktiéteglin saptanabilmesi
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acisindan onem g¢amaktadir. Gunlak ritim boyunca yaban tipi bitkder GAD
enzim aktivitesi 8 saatlik dénemde vyaltla %80 seviyesinde bir agti
gosterirken, 24. saatte aktivite arti%47 duzeyindedir. Denemenin gdr
ornekleme gtuinlerinde GAD aktivitesinde ilk 24 saattlaha dgilk dizeylerde
aktivite gozlenmgtir. CMSII kontrol gruplarinda GAD aktivitesi ilk 2L saatlik
donemde %21'lik bir ar§i gostermg bu seviye ikinci 12 saatlik donemde de
korunmutur. 14. ginde GAD aktivitesi 1. giine gore yal&@075 oraninda, 21.
Gunde ise %132 oraninda amgostermtir.

Tuz ve kuraklik stresi uygulanan gruplarda GAD \atesi degerlerindeki
degisim incelendginde her iki bitkinin de strese farkli yanitlar déti belirgin
olarak gozlennstir. Yaban tipi bitkilerde her iki streste de GARt&itesindeki
artis 4. saatten itibaren gorulstir. Artis orani tuz stresi gruplarinda %09,
kuraklik stresinde ise %80 olarak belirlegtimi Yaban tipi bitkilerde tuz
stresinde en yiiksek aktivite (0,340 mmol min mg tgird) 72. saatte
gorulirken, kuraklik stresine maruz kalan bitkieerdn yiksek GAD enzim
aktivitesi (0,397 mmol min mg protéth 12. saatte gozlenstir. CMSII
bitkilerinin stres uygulanan gruplarinda GAD enziaktivitesi tuz stresi
gruplarinda 8. saatte, kuraklik uygulananlarda 4sesaatten itibaren agt
gostermgtir. Kontrol deserleri ile kasllastirildiginda bu dgerler tuz stresi
gruplarinda yaklgk %86’lik, kuraklik stresi gruplarinda ise %36’lokr aktivite
artisl gostermektedir. Kurakhk uygulanan gruplarda \atei artgl 24 saatte
kadar devam ederken, tuz stresi uygulanan gruplaktisite hizla dgmus ve
tum stres uygulamasi suresince yaideolarak kontrol dgerlerinde kalmytir.
GAD aktivitesinin en yuksek geeri tuz stresi gruplarinda 8. saatte 0,078 mmol
min mg proteiff, kuraklik stresi gruplarinda ise 0,098 mmol minpragein’
olarak tespit edilnstir.

Her iki bitkide de 21. gtin gerlerini inceledgimizde, yaban tipi bitkilerde
tuz stresi uygulanan bitkilerde aktivitenin %62 roreda arttgl, kuraklik
uygulananlarda ise %7 oraninda azaldyozlenmgtir. CMSII bitkilerinde ise
stresin 21. guninde GAD aktivitesi gleri kontrol dgerlerinin altinda
kalmistir. Tuz stresi uygulananlarda aktivite % 45, kuitaklygulanan gruplarda
%38 oraninda azalwgtir.
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Stres sonrasi uygulanan iyteme donemi sonuclari incelergiiide 10.
gunde CMSII bitkilerindeki GAD aktivite dgsiminde daha anlaml farkliliklar
gozlenmigtir (cizelge 3.14). 21. gun derleri ile kagilastirildiginda tuz stresi
uygulanan gruplarda yakik 4 kat artg, kuraklik uygulananlarda ise yakila 3
kat arty gozlenmgtir. Yaban tipi bitkilerde tuz stresi sonrasi igtieme
uygulanan grupta, 21. giin GAD aktivitegéelerine gore yakkak 2 kat arts
gozlenmgtir. Kuraklik grubunda GAD aktivitesindeki iy iyilestirme
uygulamasi surresince de duzenligakilde devam etngtir.

Bouche ve ark (2004) tarafindakrabidopsis thalianala yapilan GAD
enziminin aktivitesi ve GAD geninin beliriminin ietendgi ¢alismada GABA
biyosentezi ile GAD enzimin aktivitesi ve ilgili gen ifadesi agisindan belirgin
bir iliski gordlmistir. Domates bitkisinde yapilan bir gahada meyve
olgunlaggmasi doneminde GAD genlerinin ifadesi ve GAD enaiktivitesindeki
artisin GABA'nin &ir1 birikimine neden oldgu saptannstir (Akihiro ve ark.
2008). Bu sonuglar bizim ¢ainamizdaki GAD enzim aktivitesindeki gigimler

ve GABA miktarindaki aryile uyum icerisindedir.

Cizelge 3.14WT ve CMSII mutant bitkilerinde tuz ve kuraklikesinin GAD enzim

aktivitesine (izerine etkisi (mmol min mg prot&in

WT WT WT CMSII CMSII CMS
Kontrol Tuz Kuraklik Kontrol Tuz Kuraklik

4.5 0,104 0,123 0,186 0,047 0,046 0,064
8.c 0,18¢ 0,13¢ 0,20 0,04: 0,07¢ 0,09¢
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
31 0,154 0,27 0,081 0,192 0,123 0,136
10i 0,168 0,42 0,063 0,312 0,29 0,25
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3.8 GABA Miktarlari

Nicotiana sylvestrisyaban tipi ve mutant bitkilerinin GABA
miktarlarindaki dgisimler kontrol, tuz ve kuraklik stresi uygulanan
gruplarda saptanstir (cizelge 3.15). Her iki abiyotik stresle ilgili
yanitlarda GABA miktarlarindaki d@gsimlerin belirlenmesi ve bu
degisimlerin diger parametrelerle kilendiriimesi tez projemiz acisindan
blaylk dnem tamaktadir. Ayrica yaban tipi ve CMSII kontrol grapinin
GABA miktarlarinda zamana Bk olarak meydana gelen gigimde
saptanarak karastirma yapilmasi mamkin olngtur. Yaban tipi kontrol
gruplarinda gunluk ritmboyunca aryy gosteren GABA miktarlari ginlik
degisimler dikkate alindiinda buyameyle ifkili olarak duzenli ary
belirlenmitir. Bu gruplardaki GABA miktarinda 21. gunde, 1ling
degerlerine gore 3 katlik bir agtigozlenmgtir. CMSII bitkilerinin kontrol
gruplarinda da GABA miktarlarinda dizenli bir gargoralmigtir ancak
artis miktari yaban tipi kontrol gruplarina gore dahgiddii seviyededir.
Ornezin 1. Giin GABA miktari 14,773 pmol g YA iken, 21. giinde
GABA miktar yaklaik 2 kat artarak 29,986 pmol g YA diizeyine
ulasmistir.

Cizelge 3.15WT ve CMSII mutant bitkilerinde tuz ve kuraklikesinin GABA

miktarlari tizerine etkisi (umol g yagirlik™).

WT WT WT CMSII CMSII CMSII

Kontrol Tuz Kuraklik Kontrol Tuz Kuraklik
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
12s 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
3i 59,128 74,677 51,04 41,07 54,476 37,843
10i 60,268 64,385 50,982 46,811 30,092 31,748
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Tuz ve kuraklik stresi uygulamalari sonucunda GABAiktar
degisimleri hem bitkiye hem de uygulanan strese ve stieeball olarak
belirgin desisim gostermgtir (cizelge 3.15). Yaban tipi bitkilerinde tuz asi
etkisiyle GABA miktarindaki argl en yuksek dizeye 12. saatte soigtir,
kontrol grubu dgerlerine gore GABA miktarinda yaklk 2 kathk bir arts
gorulmdgtir. Bu en yiksek GABA deri denemenin der gunlerinde dizenli
olarak azalma gostergtir. 21. giinde stresin 12. Saatindeki GABAg€eene
gore yaklaik % 15 oraninda bir azalma goérulirken, bgete?1. giinin kontrol
grubu GABA dgerlerine gore %48’lik bir aga denk gelmektedir. Kuraklik
stresi GABA dgerleri incelendiinde ilk 12 saatte kontrol dizeylerinin altinda
gozlenen GABA miktarinin 24. saatten itibaren agtanbgladigl ve en yuiksek
GABA miktari 72. saattd 01,289umol g YA™ olarak belirlenmitir. Bu deser
kontrol GABA deerinden yaklaik olarak 4 kat daha fazladir. Kuraklik stresi
uygulanan bitkilerde 21. gin GABA miktari kontraluglari ile ayni seviyelere
dismistir (53,105 pmol g YA™). CMSII bitkilerinin stres sonrasi GABA
miktarlari incelendiinde hem tuz stresi uygulanan bitkilerde hem deakiuk
stresi uygulanan gruplarda GABA miktarinin strekih saatinden itibaren aft
gOsterdgi gozlenmitir. Bu arts tuz stresi uygulanan gruplarda %58 oraninda,
kuraklik stresi uygulananlarda ise %77 oranindatasepstir. Tuz stresi
uygulanan gruplarda en yiiksek GABA miktari 21. ggi60,643 pmol g YA
iken, kuraklik uygulanan CMSII lerde en yiuksek GABWktart 7. glnde,
65,433pumol g YA ™ olarak belirlenmitir. CMSII bitkilerindeki bir diger ilgi
cekici sonucgta her iki stres grubunda go6zlenen iR saatteki GABA
miktarindaki hizli arty, ikinci 12 saatteki hizlh diisin takip etmesidir. Bu
disUs kontrol duzeylerinin bile altina ingtir. 24. saatte tuz stresinde 12.
saatteki GABA dgerinin yaklgik 1/5’ine, kuraklik stresinde ise yakik
1/3'Gne digmuistir. Bu deerler 24. saatteki kontrol derleri ile
karsilastirildiginda da belirgin bir diils s6z konusudur. Abiyotik stres gular
altinda bitkilerin verdii savunma yanitlari agisindan GABA miktarindakiami
azalmanin anlamli oldw ddindimektedir. GABA igin Onerilen géli
rollerden 6zellikle yedek azot kayfiaolmasi veya sinyal iletim yoga ile ilgili
roli acisindan énemli bir bulgu olabilgeé&n gorilmektedir.
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Stres sonrasi iyifgirme uygulamasi GABA derleri incelendiinde,
hem yaban tipi hem de CMSII mutant bitkilerinde lidr streste de benzer
desisimler gorulmigtir. lyilesme déneminin 3. ve 10. Gun ghelerinin stres
uygulamasinin 21. gin gerlerinden daha @ik olduzu ve bu dgerlerin
giderek kontrol grubu derlerine yaklatigi belirlenmitir (cizelge 3.15).
Iyilestirme uygulamasinin 10.giin GABA miktarlari incelgfidde yaban tipi
bitkilerde tuz stresi grubunda yakila %20’lik, kuraklik stresi grubunda ise
yaklasik %4’luk bir azalma gozlenrtir. CMSII bitkilerinde tuz ve kuraklik
stresi uygulanan gruplarda GABA miktarindaki azabmanlari sirasiyla %50 ve
%30 olarak elde edilrgiir.

Cevresel stresler sonucunda bitkilerde GABA birikim gerceklstigi
bircok farkli calgma tarafindan gosterilgtir. Tez calgmamiza benzegekilde
kuraklik kasullarinda bgdayda (Bartyzel ve ark. 2003), fasulyede (Raggi).99
soya fasulyesinde (Simon-Sarkadi ve ark., 200&asubitkisinde (Bor ve ark.
,2009) veArabidopsis thalianaa (Allan ve ark. 2008) stres sonrasinda GABA
diizeylerinde belirgin agtikaydedilmitir. Onemli abiyotik streslerden biri olan
tuz stresi keullarinda da bircok bitki de GABA birikimi gbzlengtir. Tuz stresi
kosullarinda domates kdk ve yapraklarinda (Bolarin ar&., 1995), susam
yapraklarinda (Bor ve ark., 200Hrabidopsis thalianayapraklarinda (Allan ve
ark. 2008) stres uygulamasinin erkef@amaalarindan itibaren GABA miktari

kontrol diizeylerinin tizerine ¢ikgtir.
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