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OZET

Bu ¢aligmada, Xanthoria parietina likeninde kisa donem aliiminyum toksisitesi
ve spermidin uygulamasinin fizyolojik ve transkripsiyonal seviyede etkileri
arastirilmistir. Sonuglarimiza gore, aliiminyum stresi doza bagh olarak, aliiminyumlu ve
spermidin uygulamasi yapilan orneklerde, lipid peroksidasyon orani, klorofil igerigi,
klorofil a yikim orani, total glutatyon icerigi ve glutatyon rediiktaz’in (EC 1.6.4.2)
enzimatik aktivitesi gibi fizyolojik yanitlarda farkliliklar gostermistir. Fotosistem II D1
protein geninin (psbA) ekspresyonu yari nicel RT-PCR ile belirlenmistir. Aliiminyum
stresine maruz birakilmadan o6nce spermidin uygulanan Orneklerde, Total GSH,
glutatyon rediiktaz enzim aktivitesi ve pSbA mRNA transkripsiyonunda gozle goriiliir
bir artig tespit edilmistir. Bu ¢alismanin sonuglari, spermidin uygulamasinin Xanthoria
parietina’nin tallusunda aliiminyumun tesvik ettigi lipid peroksidasyonu ve klorofil
yikimimi azaltarak, psbA’nin traskriptsiyon seviyesini ve glutatyon rediiktaz (GR)

aktivitesini artirmis olabilecegini isaret etmektedir.

Anahtar kelimeler: Aliminyum, Glutatyon rediiktaz, PSbA geni, Spermidin,
Xanthoria parietina



ABSTRACT

In this study, the effects of short-term aluminium toxicity and the application of
spermidine on the lichen Xanthoria parietina were investigated at the physiological and
transcriptional levels. Our results suggest that aluminium stress leads to physiological
processes in a dose-dependent manner through differences in lipid peroxidation rate,
chlorophyll content, rate of chlorophylla degradation, total glutathione (total GSH)
content and glutathione reductase (EC 1.6.4.2) activity in aluminium and spermidine
treated samples. The expression of the photosystem Il D1 protein (psbA) gene was
quantified using semi-quantitative RT-PCR. Increased total GSH content, glutathione
reductase activity and psbA mRNA transcript levels were observed in the X. parietina
thalli that were treated with spermidine before aluminium-stress. The results showed
that the application of spermidine could mitigate aluminium-induced lipid peroxidation
and chlorophyll degradation on lichen X. parietina thalli through an increase in psbA

transcript levels and activity of glutathione reductase (GR) enzymes.

Key Words: Aliminum, Glutation Reductase, PsbA Gene, Spermidine,

Xanthoria Parietina
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1. GIRIS

Likenler bir mantar (mikobiyont) ve en az bir alg veya siyonobakterinin
(fotobiyont) bir araya gelmesi ile olusan simbiyotik birimlerdir. Bu simbiyotik
birliktelik, kurakligin yiiksek oldugu ve uzun siirdiigii ¢ollerde, UV 1sinlarin yiiksek
oldugu alpin zonda, soguk iklim kosullarinin yasandigi kutuplarda ve siddetli
riizgarlarin asindirici etkilerinin fazla oldugu dik yamaglarda dahi siirdiirebilmektedir.
Likenlerin bu kadar farkli ekosistemlerde yasamlarini siirdiirebiliyor olmalari ise bir¢ok
arastirmaci i¢in biiyiik bir merak konusudur.

Gliniimiizde likenlerin stres kosullarindaki davraniglarina ve fizyolojik
mekanizmalariin aydinlatilmasina iligkin ¢alismalar ¢ok sinirlidir. Yapilan aragtirmalar
genellikle fotosentetik verim &lgiimii (Garty vd., 2000; Dzubaj vd., 2008; Unal vd.,
2010; Garty vd., 1992), pigment maddelerideki degisim (Branquinho vd., 1997; Chettri
vd., 1988; Garty vd., 1992; Kappen vd., 1998; Unal vd., 2010), liken asitlerindeki
miktar ve igerik degisimlerinin belirlenmesi (Pawlik-Skowronska ve Backor, 2011;
Purvis vd., 1987; Takani vd., 2002), etilen tiretimi (Kauppi vd., 1998; Garty vd., 2000),
cesitli stres kosullarina bagli olarak poliamin metabolizmasi (Pirintsos vd., 2009;
Pirintsos vd., 2004; Unal vd., 2008a; Unal vd., 2008b), antioksidan enzimlerin
aktivitesindeki degisimler (Alvarez vd., 2012; Sanita Di Toppi vd., 2005; 2008;
Kranner, 2002; Pawlik-Skowronska vd., 2002; Backor vd., 2006) ve ¢ok az sayida ise
DNA hasari iizerindedir (Hall vd., 2003; Unal ve Uyanikgil, 2011).

Glinlimiizde, tim canlilarda dogal olarak bulunan poliaminlerin (baslica
putresin, spermidin ve spermin) abiyotik strese karsi olusturulan cevapta énemli roller
uistlendikleri bilinmesine karsin, liken fizyolojisinde oynadiklar: roller tam olarak hala
anlagilamamustir. Bununla birlikte, strese toleransta 6nemli bir rol oynayan fotosistem II
tamir mekanizmasinin likenlerde nasil diizenlendigi, bu diizenlemede poliaminlerin
herhangi bir rolii olup olmadigi bilinmemektedir.

Yapilan literatiir taramasinda aliiminyum stresi altinda Xanthoria parietina’da

dissal spermidin uygulanmasinin glutatyon rediiktaz enzim aktivitesi ve fotosistem II



D1 proteinin gen ifadesindeki degisimlerinin belirlenmesi {iizerine herhangi bir

aragtirmaya rastlanmadigi i¢in bu konuya yonelinmistir.



2. GENEL BILGI

2.1. Likenlerin Genel Ozellikleri

Likenler bir mantar (mikobiyont) ve en az bir alg veya siyonobakterinin
(fotobiyont) bir araya gelmesi ile olusan simbiyotik birliklerdir. Sekil ve yasayis
bakimindan kendilerini olusturan alg ve mantarlardan tamamen ayr1 bir yap1 gosterirler.
Giiniimiizde bilinen likenlerin mikobiyont iiyelerinin yaklasik %98’i Ascomycetes,
%1,7’si Deuteromycetes ve % 0,3’ Basiodiomycetes gruplarindandir. Birgok
fotobiyont ise, Chloorococales (%83), Ulotrichales (%9) ve Cyanobacteria (%8)
gruplarina aittir (Nash 111, 1996). Baz1 likenler organizmalarinda tiim ¢ tipi igermesine
karsin, likenlerin biiyiik ¢ogunlugu fotobiyont olarak yesil alg icerir. Bu yesil alglerin
cogu ise Trebouxiophyceae sinifina aittir.

Likenler yiiksek bitkiler gibi kiitikula icermezler, ksilem ve floem gibi vaskiiler
dokulara sahip degillerdir. Liken tallusunun yapisi basit olmakla birlikte mikobiyont ve
fotobiyont tabakalarindan meydana gelmektedir. Liken talusunun dis tabakasini
olusturan korteks hiicreleri ince g¢eperli ve genel olarak jelatinlesmis sert matriksle
sikica paketlenmistir. Tallus yapisi ve morfolojisine gore yapraksi, dals1 ve kabuksu
olmak {iizere 3 tipe ayrilmaktadir. Yapraks: likenlerde iist ve alt yiizey kolayca ayirt
edilebilirken, dalsi likenler dik ya da asili bilyiiyen, kesin ayrilmig iist ve alt yiizeyleri
bulunmayan likenlerdir. Kabuksu likenler ise bir substratin iizerinde gelisen basit
likenler olarak tanimlanmaktadir.

Likenler 151k, sicaklik, giin uzunlugu ve su ihtiyaclar: gibi farkl sartlarda hayatta
kalabilme yetenegine sahiptirler. Kok sistemleri olmadigindan gelisimleri ve dagilimlar
topraktaki minerallere, elementlere ve toprak olusumuna bagli degildir. Ancak
likenlerin fotosentezi ve biiyiimesi 151k, sicaklik ve neme bagli mevsimsel degisimler
tarafindan etkilenmektedir.

Likenler simbiyotik iliskiye en miikemmel 6rnek olarak diisiiniilmesine karsin,
mikobiyont ve fotobiyont arasindaki iligski karmasiktir. Bunun yani sira, mantar ve onun
fotobiyontu arasindaki isbirligi evrimsel bir stratejidir ve ortaklara ekolojik olarak

biiyliik avantajlar saglamaktadir. Likenlerin ¢ogunda bulunan fotobiyontlarin tallus



tabakas1 i¢indeki organizasyonlari, fotosentetik verimleri en iist seviyede olusturacak
sekildedir. Fotobiyont klorofilleri, giines 1s1gmin varliginda, havanin karbondioksiti ve
suyu kullanarak giines enerjisini, enerjice zengin bilesiklere ¢evirerek seker gibi
karbonhidratlar1 iiretmektedir. Uretilen bu sekerler, kendi besinini iiretemeyen
mikobiyonta tasinmakta ve bdylece mikobiyont ihtiyaci olan besin maddelerini
karsilamaktadir. Mantara fotobiyont tarafindan saglanan bu sekerler simbiyotik iliskide
bulunan alg ya da siyonobakteri tiirlerine gore farklilik gdstermektedir. Ornegin,
siyonobakteriyal simbiyontlarda, mikobiyonta eritriol, ribitol ve sorbitol gibi polioller
tasinmaktadir. Mikobiyont ise hiicre duvarinda suyu tutmak suretiyle fotobiyont igin
gerekli nemi saglamaktadir. Likenler, ¢ogunlukla yiiksek 151k yogunluguna sahip
habitatlarda bulunurlar. Klorolikenler genellikle asir1 1siktan zarar gormekte ve mantar
tarafindan sekonder bilesikler iiretmektedir. Bu iiretilen sekonder bilesikler alg tabakasi
icin 151k kalkani olarak rol oynadigindan bu sekilde abiyotik strese kars1 koruma gorevi

ustlenmektedir.

2.2. Poliaminler

Son yillarda, biiylime diizenleyici maddeler grubuna poliaminler (PA) olarak
adlandirilan bir grup eklenmistir. PA’lar tiim canlilarda dogal olarak bulunan ve yasam
icin gerekli olan, ¢cok fonksiyonlu, iki veya daha fazla amin grubu tasiyan bilesiklerdir.
Bu bilesikler ilk olarak 17. Yiizyilda Van Leeuenhoek tarafindan insan seminal
sivisinda spermin (Spm) fosfat kristalleri olarak kesfedilmesine ragmen, énemleri son
50 yildir bilinmektedir (Unsal-Palavan vd., 1990). Tiim 6karyotlarda baslica putresin
(Put), spermidin (Spd), kadaverin (Cad) ve spermin (Spm) olmak iizere milimolar

konsantrasyonlarda 4 tip poliamin bulunmaktadir (Unsal-Palavan, 1993).

2.2.1. Poliaminlerin biyosentezi ve katabolizmasi

Poliaminlerin biyosentezi ve metabolizmas: kapsamli bir sekilde incelenmistir.
Cok sayida enzimin de gorev aldig1 ve bircok ara iiriiniin de olustugu poliaminlerin

karmagik goriinen biyosentezi Sekil 2.1°de basitlestirerek sematize edilmistir.



Ure 00c
Arginin —4——> Ornithin CO,
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Sekil 2. 1. Poliamin biyosentez yollari. AS: Arginaz, ODC: Ornithindekarboksilaz,
ADC: Arginindekarboksilaz, SAM: S-adenosil metionin, SAMDC: S-
adenosil metionin dekarboksilaz, APT: Aminopropil transferaz (Tekin,
1996’ dan tekrar diizenlendi).

Put ve Spm’nin biyosentetik yolu ilk olarak mantarlarda saptanmistir. Put
argininden 2 yolla tiirevlenmektedir; ilk yol, arginin iire kaybederek ornithini ve daha
sonra da ornithin ornithindekarboksilaz (ODC) enziminin yardimi ile CO, kaybederek
Put’un olusturdugu yoldur. Ikinci yol ise, arginin arginindekarboksilaz (ADC) enzimi
tarafindan dekarboksile olarak agmatin ve bundan da Put’un olusmasidir. Bu ikinci yol
daha cok bitkiler i¢in gecerli olmaktadir. Spd ve Spm sentezinde bu metabolik yollarin
disinda metiyonin iizerinden olusan bir biyosentetik yol is gormektedir. Burada
metiyoninden, S-adenozilmetiyonin (SAM), bundan da S-adenozilmetiyonin
dekarboksilaz (SAMDC) enzimi katalizorliiglinde, dekarboksile olmus SAM ve bundan
da aminopropil transferaz (ATP) yardimi ile Spd ve Spm olusmaktadir (Pegg, 1988).

Poliamin metabolizmasi i¢in {i¢ enzim O6nemlidir. Bunlar ODC, SAMDC ve

APT’dir. Ozellikle biyosentezde ilk basamakta yer alan ODC poliaminlerin olusumunda



hiz kisitlayict enzimdir. Herhangi bir uyar1 karsisinda poliaminlerin olugsmasi bu
enzimin aktivitesine baglhdir.

Poliaminlerin katabolizmalari, Put {izerinden olmaktadir ve iki ¢esit enzim gorev
alir. Put, bakir tasiyan bir enzim olan diaminoksidazla y-aminobiitiraldahide
doniismektedir. Bu bilesik de sonra ya y-aminobiitirata (GABA) ya da siklik form olan
A’-prolin’e donlismektedir. Put ayni zamanda diger metabolik yollarla cesitli
alkoloidlere, ¢esitli fenolik asit bilesiklerine ve protein bilesiklerine de
doniisebilmektedir. ikinci enzim ise Spd ve Spm’ye yiiksek duyarliliga sahip poliamin

oksidazdir (Tekin, 1996).

2.2.2. Poliaminlerin fizyolojik etkileri

PA’lar hiicresel pH degerlerinde polikatyon ozellikte olduklarindan, kolayca
onemli hiicresel polianyonlara, DNA, RNA, fosfolipidler, asidik proteinlere ve hiicre
ceperi bilesiklerine baglanabilir (Thomas and Thomas, 2001; Unsal-Palavan, 1993). Bu
baglanisin kuvveti ise Spm>Spd>Put seklindedir. PA’lar DNA’nin ¢ift sarmal ipligini
stabilize etmektedir Bunu sarmallar arasinda kopriiler olusturararak gerceklestirirler. Bu
kopriilerde, fosfat gruplari ile elektrostatik baglar meydana getirerek olmaktadir (Unsal-
Palavan, 1993). Ayrica, PA’lar DNA’nin seklini degistirmemektedir. RNA’y1
katlayarak daha kompakt bir yap1 haline getirme yetkisindedir (Thomas and Thomas,
2001). Spd ve Spm DNA’ya bagli RNA polimerazi stimiile etme kabiliyetindedir.
PA’lar RNA’nin DNA-RNA-enzim kompleksinden ayrilmasini kolaylastirmaktadir.
Rimozamal alt iinitelerin birlesmesini ve ayrica aminoacil tRNA’nin ribozomlara
baglanmasin1 tesvik etmektedir. Bu sekilde, PA’lar mitoz ve mayozun kismi
basamaklarini, hiicre zar1 permeabilitesini, makromolekiillerin aktivitesini ve sentezini
etkileyebilmektedir.

PA’lar yukarida belirtilen 6zelliklerinden dolay: bir canlinin optimum biiyiime
ve gelismesi i¢in gerekli olmaktadir. Bunun yani sira, PA’larin yiiksek bitkilerde
vaskiiler farklilasma, kok inisyasyonu, gévde olusumu, ¢icek inisyasyonu ve gelisimi,
meyve olgunlasmasi, senesens ve doku kiiltlirinde embriyo olusumunda da 6nemli
roller iistlendigi cesitli arastiricilar tarafindan ortaya konmustur. (Unsal-Palavan vd.,
1990).



PA’larm hiicresel diizeyde 6nemli olan etkilerinden biri de antioksidan enzimler
iizerindeki rolleridir. Ozellikle arastirmalar PA’larin askorbat peroksidaz (APX) ve
glutatyon rediiktaz (GR) enzimleri ile olan iligkileri eksenine kaymistir. PA’larin igsel
antioksidan enzimlerin artisin1 sagladigi bilinse de gen ifadeleri tizerindeki etkileri ile

ilgili caligmalar glinlimiizde ¢ok sinirlidir.
2.3. Stres Kosullarinda Fotosentez

2.3.1. Genel kavramlar

Fotosentez, kloroplastlarda 151k enerjisi  kullanilarak  suyu  oksijene
yiikseltgerken, havadan alinan karbondioksitin de daha biiyiikk karbon molekiillerine
(esasen sekerlere) indirgendigi kimyasal tepkimelerdir. Fotosentezin tilakoid
reaksiyonlar1 kloroplastin tilakoidler denilen 6zellesmis i¢ membranlarinda gergeklesir.
Tilakoid reaksiyonlarmmin son iriinleri yiiksek enerjili bilesikler olan ATP ve
NADPH’dir. Isik enerjisi klorofillerde bulunan 1sik toplama komplekslerinde (LHC)
absorbe edildikten sonra klorofil a molekiilii uyarilir ve bir dizi elektron transferi
gerceklesir.

Tim okaryotik fotosentetik organizmalarda fotosistem I ve Il (PSI ve PSII)
olmak tizere iki farkli fotosistem merkezi bulunur. Fotosistem I genel olarak kirmizi
1518 kizil Gtesine yakin bolgesindeki (> 680 nm) 15181 absorbe ederken, fotosistem |1
tercihen kirmizi 15131 (680 nm) absorbe eder. iki sistem arasindaki diger bir fark
fotosistem I kuvvetli bir rediiktan (indirgeyici) ve zayif bir oksidan iireterek NADP™yi
indirgerken, fotosistem Il zayif bir rediiktan ve suyu oksidi edebilen olduk¢a kuvvetli
bir oksidan tretir. PSII reaksiyon merkezi; klorofilleri ve bagl elektron transfer zinciri
ile grana lamellasinda (tilakoid bosluguna bakan) bulunur. PSI reaksiyon merkezi; bagh
pigmentleri, elektron transfer zinciri ve ATP sentaz sistemi stroma lamellasinda
(stromaya bakan tilakoid ylizeyi) konumlanmistir.

Isikla uyarilmis olan PSII, yapisindaki elektronu feofitine aktarir ve daha fazla
elektron ile stabilize edilir. Daha sonra Qa ve Qg adi verilen plastokinonlara transfer
edilir. Sitokrom bgf kompleksi ¢oziintir bir protein olan plastosiyonine elektronu
aktararak PSI’i uyarir. PSI stromada ferrodoksin (Fd) ve flavoprotein ferrodoksin-
NADP rediiktaz (FNR) yardimi ile NADP*"yi NADPHye indirger (Sekil 2.2).



Tiroizin kalintisi ve mangan igeren protein kompleksi PSII, suyu okside
edebildigi gibi bu olaydan serbest elektron saglar. Isik fotosentez i¢in gerekli olmakla
birlikte fazla absorblanmasina bagh olarak fotosentetik aparatlar zarar gorebilir (PSII

gibi) ve ara iiriinler meydana gelebilir.
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Sekil 2. 2. Fotosentez semasi.
(http://www.biology.arizona.edu/biochemistry/problem_sets/photosynthesis_1/03t.html)

2.3.2. D1 proteinin yapisi

Fotosistem II ¢ok sayida alt birimden olusan bir protein siiperkompleksi
icermektedir (Sekil 2.3) (Barber vd., 1999). Yiiksek bitkilerde bu siiperkompleks iki tam
reaksiyon merkezi ve birkag anten kompleksinden olusur. D; ve D, olarak bilinen iki zar
proteini, reaksiyon merkezinin ortasinda diger proteinlerle birlikte bulunur (Zouni vd.,
2001). Birincil elektron verici klorofil (P680), diger klorofiller, karotenoidler, feofitinler

ve plastokinonlar D1 ve D2 zar proteinlerine baglanmistir.



Sekil 2. 3. Yiiksek bitkilerin fotosistem II siiper kompleksinde yer alan ¢ok sayida alt
birimden olusan dimerik proteinin elektron mikroskobunda belirlenmis
yapisi (Barber vd., 1999; Taiz ve Zeiger, 2006).
Bir siyanobakteri olan Synechococcus elongatus’da PSII reaksiyon merkezinin
3.8 A diizeyinde ¢dziinmiis yapist belirlenmistir. Bu yapinin reaksiyon merkezlerinin
ortasinda D1 ve D2 proteinlerini, CP43 ve CP47 anten proteinlerini, sitokrom b559 ve
¢550’yi, digsal 33 kDa’lik oksijen olusturan protein, yani PSbO’yu, pigmentleri ve diger
kofaktorleri igerdigi tanimlanmistir. D1 proteni PSII’nin fotokimyasal reaksiyon
merkezindeki bir proteindir ve pargalandiginda bu protein 23 kDa’lik pargalar verir.
P680 kompleksine ait olan D1 ve D2 proteini kodlayan genler sirasyla psbA ve
psbB olarak adlandiriimaktadir. D1 proteini kodlayan psbA geni kloroplast genomunda
bulunur ve bir¢ok Okaryotik organizmada tek kesilmemis kopyast mevcuttur. Genin
lokalizasyonu ve farkli tiirler arasindaki niikleoitid dizileri yiiksek (<%90) olciide
korunmustur (Zurawaski vd., 1982; Trivedi vd., 1994). PsbA geni bakterilere benzer
promotor consensus dizisi (-10/-35 dizisi) ile kontrol edilmektedir. PsbA geninin
sentezledigi D1 proteini hidrofobik amino asit kalintilarinca zengin peptid zinciri iceren
transmembran bir proteindir. Bu peptid zincirleri, zarin hidrofobik kismimi bes kere
gececek sekilde tilakoid zarlarda yer alir. Ayrica D1 proteini, tilakoid zarlarda asimetrik
olarak diizenlenmistir. Amino (NH3) ucu zarin stroma, karboksil (COOH) ucu ise liimen

tarafinda yer almaktadir.
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Sekil 2. 4. PSII reaksiyon merkezindeki D1 proteinin ngoriilen katlanma bigimi (Taiz
ve Zeiger, 2006).

2.3.3. Abiyotik stres kosullarinda toleransda is goren fotosentetik genler

Fotosentetik siiregler abiyotik ve biyotik stresten yogun bir sekilde
etkilenmektedir. Bir¢cok arastirmaci, fotosentetik organizmalarda farkl: stres kosullarina
bagli olarak fotosistem I ve fotosistem II tizerindeki etkiler ortaya konmustur (Deng vd.,
1987; Ellis, 1981; Gallagher ve Ellis, 1982; Klein ve Mullet, 1987; Margulies vd., 1987;
Qian vd., 2009a; 2009b). Son zamanlarda molekiiler biyolojideki tekniklerin gelismesi
ve kloroplast genlerinin dizi analizleri ile belirlenmesiyle calismalar fotosistem | ve
fotosistem II’de rol oynayan genlerin ifadelerinin arastirmasi eksenine kaymustir
(Dewez vd., 2005; Qian vd., 2009a; 2009b). Qian vd. (2009a) bir yesil alg olan
Chlorella vulgaris’de yaptiklar1 arastirmada bakir ve kadmiyum elementlerinin
fotosentez ile ilgili genlerin transkripsiyonlar1 arasindaki iliskiyi agiklamiglardir. Elde
ettikleri sonuglara gore PSI’de is gbren psaB geninin metal stresine bagli olarak artig
gosterdigini tespit etmislerdir. Ayrica, buna bagli olarak da organizmanin strese karsi
adaptasyonunu dongiisel elektron aktarimini arttirarak sagladigini rapor etmislerdir
(Jeanjean vd., 1998; Howitt vd., 2001). Benzer sekilde, tuz stresine maruz birakilmis
siyanobakteriler iizerinde yapilan ¢aligmalarda, PSI aktivitesindeki artigin strese uyum

stirecinde 6nemli bir etmen oldugu gosterilmistir.



Fotosentetik bir organizmada abiyotik stresin fotosentez tizerindeki ilk etkisi
fotosistem II (PSII) aktivitesinin hizla diismesidir. (Berry and Bjorkman, 1980; Adams
and Demmig- Adams, 1992). PSII inaktivasyonunda (fotoinhibisyon) onciil hedef ise
psbA geni tarafindan kodlanan PSII major proteini D1’in yikimidir (Mulo vd., 2009).
Normal kosullarda fotosentetik organizmalar hizli ve etkin PSII tamir mekanizmalarini
kullanarak bu toksik etkilerin istesinden gelebilmektedir (Aro vd., 1993). Stres
kosullarinda olusan reaktif oksijen tiirevleri (ROS), dogrudan fotohasar olusturmamakta
fakat; D1 protein sentezini baskilayarak hasarli PSII tamirini inhibe etmektedir (Qian
vd., 2009a; Murata vd., 2007). Dolayisiyla hiicre i¢i psbA transkript seviyelerinde
degisim olmaktadir.

Bitkiler bu zararin ortadan kalkmasi i¢in farkli mekanizmalar gelistirmistir.
Karotenoidler klorofilin uyarilmis halini hizla yatistirarak i1siktan koruyucu ajanlar
olarak is gormelerinin yaninda, ksantofil dongiisii de fazla enerjinin dagilmasina katkida
bulunurlar. Bunun yani sira PSI’deki elektron akisinin saglikli isleyebilmesi ve D1
proteini traslasyonunun tamamlanabilmesi igin antioksidan enzimler Onemli rol
almaktadir (Allakhverdiev ve Murata, 2004; Yang vd., 2007; Karpinski vd., 1997;
Nishiyama vd., 2001).

Reaktif oksijen tiirevlerinin PSII’nin tamir mekanizmasi tizerindeki etkileri
Synechocystis sp.’de belirlenmistir. Yapilan ¢aligmalar, hiicre i¢i seviyesinde hidrojen
peroksit miktarindaki artisin PSII’nin tamirinin inhibizasyonuna bagli olarak PSII’nin
fotoinhibizasyonuna belirgin bir sekilde etki ederken, bu fotohasarin olusum hizini
etkilemedigini ortaya koymustur. PSbA geninin traskripsiyonu, translasyonu ve D1
proteinin islenmesinin ROS ile olan iliskileri northenblot ve immunoblotlama
analizleriyle gosterilmistir. Bu caligmalardan elde edilen verilere gore, ROS’un ana
hedefi psbA’nin translasyon adimlar ve uzama faktdrleridir. Oncii D1 proteini sentezi,
yiiksek bitkilerde translasyonel seviyede diizenlenirken, alglerde ve siyanobakterilerde
transkripsiyonel ve translasyonel seviyededir. Chlamydomonas sp.’de psbA’nin
translasyonun baslamasi, redoks-aktif proteinler tarafindan aktive edilir. Yiksek
bitkilerde ise psbA’nin translasyon asamasinda polipeptit zincirinin uzamasi redoks
sinyalleri ile diizenlenmektedir ve bu diizenlenme elektron tagimim sistemine baglidir.
Ispanak yapraklarinda yapilan bir ¢alismada psbA’nin mRNA traslasyonunun

etkinlesmesi igin ATP sentezinin gerekli oldugu ortaya konmustur.
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Sekil 2. 5. Fotosistem II tamir mekanizmasi (Mulo vd., 2009).

Poliaminlerin giiniimiizde 6zellikle fotosistem II tizerinde énemli etkilere sahip
oldugu bilinmektedir. Sfichi vd. (2004), bir Scenedesmus tiiriinde yaptiklar1 ¢alismada
tilakoid zarlar tlizerinde bulunan bagli poliaminlerin UV stresine karsi fotosentetik
aparatin korunmasinda rol alabilecegini ortaya koymuslardir. Unal vd. (2008c) UV-A
stresi altinda liken Physcia semipinnata’da disaridan poliamin uygulamasinin klorofil
yikimini engelledigini géstermislerdir. Ayrica Legocka ve Zajchert (1999) yaptiklar: bir
aragtirmada sperminin Isik Toplayici Kompleksin stabilazyonunda is gordiigiinii tespit
etmislerdir.

Son yillarda yapilan arastirmalar poliaminlerin fotosentetik membranda veya
yakinindaki proton havuzlarimi etkiledigini ortaya koymaktadir. Ozellikle ATP iiretimi
PSII’nin tamir mekanizmasinda 6nemli siire¢lerden biridir. Kloroplastlarda Put seviyesi
ile ATP seviyesinin diizenlenmesi arasindaki iliski bir¢ok arastirmacinin ilgisini
cekmektedir. Bunun yami sira, D1 ve D2 proteinlerinin transkripsiyonunun dissal

spermidin uygulamasi ile arttig1 tespit edilmistir (Kuznetsov vd., 2006).



2.4. Oksidatif Stres ve Antioksidan Savunma Sistemi

2.4.1. Oksidatif stres

Oksidatif stres hiicrede, kendisine zarar veren ya da hiicreleri 6ldiiren Reaktif
Oksijen Tirevlerinin (ROS) hiicrelerde olusmasi sonucunda meydana gelir. Oksidatif
strese neden olan g¢evresel kosullar; agir metal, yiiksek 1s1k, kuraklik, tuz stresi asiri
sicaklik (yiiksek veya diisiik), hava kirleticileri, ozon ve abiyotik etmenlerdir. Molekiiler
oksijenin canlilardaki toksik etkisinin gergek nedeni oksijenin aktif tiirevleri olan
serbest oksijen radikalleridir. Serbest oksijen tiirevleri bir veya daha fazla eslesmemis
elektrona sahip, kisa omiirlii, kararsiz, molekiil kiitlesi diisiik ve ¢ok etkin molekiiller
olarak tanimlanir (Beckett vd., 2005). Normal fizyolojik kosullar altinda, molekiiler
oksijenin indirgenmesiyle (rediiksiyon) hiicrede ROS iiretilir fakat stres ile bu iretim
artar (Boscolo vd., 2003; Mittler, 2002). Bunlar singlet oksijenin olusumu (‘O,),
hidrojen peroksit (H20,), siiperoksit anyon (O, ), hidroksi radikali (OH") ve
perhidroksi radikali (O,H") gibi fotosentetik faaliyet ve solunum elektron transportu
gibi siireglerin toksik sonuglaridir (Agarwal vd., 2005). ROS belirli bir kapasiteye
ulastiginda ise hiicrede proteinlerin, lipitlerin ve niikleik asitlerin yapisina zarar verir
(Halliwell ve Gutteridge, 1989).

Hiicre i¢inde meydana gelen birgok reaksiyon sonunda ROS dogal olarak
meydana gelmektedir. Fotosentetik organizmalarda ROS’un ana kaynagi fotosentetik
sistemdeki tilakoid zardir (Asada, 1996; Asada vd., 1998). ROS tiirevleri belli redoks
tepkimeleri sirasinda olusabildigi gibi mitokondirilerde suyun yiikseltgenmesi ya da
kloroplastlarda elektron aktarimi aninda da meydana gelir. Ayrica kloroplastlarda
elektronlar dogrudan PSI’den oksijene aktarildigi zaman siiperoksit anyonlar olusur.

Kloroplastlarda yer alan fotosentetik elektron taginim zinciri bilesenleri, kendi
kendine okside olma 6zelligindedir ve NADP miktarinin diisiik oldugu kosullar altinda
sliperoksit anyon radikalleri olusabilir (Dat vd., 2000; Foyer and Noctor, 2000). Mehler
(1951) oksijenin kloroplastlarda 1sikla indirgenmesini (fotorediiksiyon) in vitro olarak
tanimlamig ve reaksiyon iiriinii olarak H,O,’nin olustugunu gostermistir. Daha sonra
O,  , tilakoidlerde oksijenin 1sikta indirgenmesinin baslica iirtinii olarak tanimlanmistir
(Asada and Takahashi, 1987). Kloroplastlarda en temel ROS kaynagi ‘Mehler

Reaksiyonu’dur ve Oy’nin 1sikta indirgenme miktar1 c¢evresel kosullara bagli olarak



degisir (Asada and Takahashi, 1987; Mullineaux and Karpinski, 2002; Logan vd.,
2006).

Kloroplastlarda H,0; iiretimi aktif merkezinde bakir/ginko (Cu/Zn- SOD) veya
demir (Fe-SOD) tasiyan SOD formlar1 tarafindan katalizlenir (Alscher vd., 2002).
O;" ’in askorbat (Asc) tarafindan indirgenmesinin ve indirgenmis glutatyon (GSH) un,
kloroplastlarda H;O, iiretimine fazla katkisi olmaz (Asada and Takahashi, 1987).
PSI’de suyun oksidasyonu ve PSI’de O>’nin univalent fotorediiksiyonu (Mehler
reaksiyonu), askorbat peroksidaz (APX) tarafindan H,O,’nin iiretimi ve
parcalanmasiyla iligkilidir. Son reaksiyon, monodehidroaskorbat (MDHA)’dan
monodehidroaskorbat rediiktaz (MDHAR) araciligr ile askorbatin iiretilmesidir.
Elektronlarin H,O’dan H,O’ya olan bu transferine Mehler-peroksidaz dongiisii (Foyer
and Noctor, 2000) veya su-su dongiisii denir. Ayrica PSII’de mangan igeren, oksijen
olusturan komplekste suyun kismen oksidasyonuyla da H,O; olusabilir (Fine and

Frasch, 1992).
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Sekil 2. 6. Mezofil hiicrelerinin farkli hiicresel bolmelerinde C3 fotosentezi sirasinda
olusan reaktif oksijen tiirleri. (Kloroplastlar ve peroksizomlar arasindaki
H20; iretim orant 1:2,5 iken kloroplast/peroksizomlarin
mitokondrideki H,O,  iretimine oranm1 35:1°dir (Foyer and Noctor, 2000).
Fotosentetik bakimdan aktif  hiicrelerde hiicre dist matriksin (HDM)
H,0; tiretimine katkisi heniiz ~ belirlenmemistir. HDM: hiicre dis1 matriks;
ETC elektron transport zinciri; FET:  fotosentetik  elektron  transport
zinciri; PM: plazma membrani; PSI ve PSII:  fotosistem | ve fotosistem II;
SOD: siiperoksit dismutaz; TCA: trikarboksilik asit  dongiisii. (Slesak vd.,
(2007)’den modifiye edilmistir).
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Hiicrenin reaktif oksijen tiirevlerine kars1 en hassas boliimiinii membran lipitleri
olusturur. Membran yapisinda bulunan doymamis yag asitleri serbest radikallerle ¢ok
kolay bir sekilde reaksiyona girer ve yag asitlerinin oksidatif yikimi ile lipit
peroksidasyonu meydana gelir. Hiicre zar1 lipitlerinin peroksidasyonu, membranlarin
fonksiyonu ve biitiinliiglini olumsuz etkilemekte ve hiicre fonksiyonunda geri
doniisiimsiiz zarara neden olabilmektedir. Bu yag asitlerinin peroksidasyonunun bir
sonucu olarak ortaya ¢ikan malondialdehit (MDA) gibi sitotoksik aldehitler DNA ve
proteinler iizerinde Onemli zararlara neden olmaktadir. MDA igerigi, lipit
peroksidasyonunun bir indeksi olarak kabul edilmekte ve yiiksek seviyede MDA
birikimi asir1 lipit peroksidasyonunu gostermektedir (Panda vd., 2003).



2.4.2. Antioksidan savunma sistemi

Serbest oksijen radikallerinin meydana getirdigi bu zararl etkilerin giderilmesi
icin organizmalar tarafindan gelistirilen bir savunma sistemi mevcuttur. Antioksidan
savunma sistemi adi verilen sistem, fizyolojik veya cevresel olarak meydana getirilen
serbest oksijen radikallerini ortadan kaldirmaktadir.

Likenlerde de ROS olusumuna yanit olarak gelistirilen gelismis bir savunma
sistemleri mevcuttur. Antioksidan savunma sistemi siiperoksit dismutaz (SOD),
glutatyon rediiktaz (GR), glutatyon-S-transferaz (GST), glutatyon peroksidaz (GPx),
askorbat peroksidaz (APX) ve katalaz (CAT) gibi antioksidan enzimlerini ve glutatyon
(GSH), vitaminler (A, C, E), melatonin, flavonoidler, poliaminler gibi enzim olmayan
antioksidanlari igermektedir (Kacar vd., 2002). Katalazlar, yiiksek miktardaki H,O,’yi
uzaklastirmada ig gorlirken APX’ler hiicre i¢i kompartmanlarda H,O,’ye daha yiiksek
afinite gosteren bolgelerdeki H,O,’ yi temizlemede is gormektedir (Foyer vd., 1994,
Dat vd., 2000; Breusegem vd., 2001).

2.4.3. Glutatyon dongiisii

Glutatyon, y-L-glutamil-L-sisteinil-glisilin’dir. Fotosentetik organizmalarda
yiiksek miktarda bulunan, diisiik molekiiler agirlikta bir tripeptit tiyoliidiir. Hiicresel
metabolizmada 6nemli rol almaktadir. Indirgenmis glutatyon ve oksitlenmis glutatyon
paralel olarak bulunur. Reaktif oksijen tiirevlerine karsi savunmada Onemli bir
intraseliiler antioksidan olmasindan dolayi, likenlerde metal toleransinda merkezi bir rol
oynadiklari yapilan ¢aligmalar ile ortaya konmustur (Sanita Di Toppi, 2005)

Glutatyon (GSH) bu antioksidan gorevini HO™ ve singlet oksijen gibi reaktif
oksijen tiirevlerini savusturarark yapmaktadir. Ayrica serbest radikal ve peroksitlerle
reaksiyona girerek hiicreleri oksidatif hasara kars1 korumaktadir. Bunun disinda protein
yapisindaki —SH gruplarini ve demiri indirgenmis (Fe*") halde tutulmasini saglayarak
pek ¢ok proteinin ve enzimin inaktivasyonunu engeller. GSH, ayn1 zamanda elektrofilik
bilesiklerin detoksifikasyonunda GST araciliginda bir kofaktdr gorevi gormektedir
(Blokhina, 2002; Garcia, 2001; Yalgin, 1998).



Glutatyon rediiktaz enzimi, hidrojen peroksit ve organik peroksitlerin
indirgenmesi  sirasinda  glutatyon peroksidaz enzimi tarafindan yiikseltgenen
glutatyonun indirgenmesi reaksiyonunu Kkatalizler. Boylece organizmada simirl
miktardaki glutatyon tekrar kullanima hazir hale gelmis olur. Fakat bu reaksiyonun
gerceklesmesi icin NADPH’a gereksinim duyulmaktadir. Gerekli olan NADPH pentoz
fosfat yolundan elde edilir (Akkus, 1995; Ciftci vd., 2000; Keha ve Kiifrevioglu, 2004).

GR
GSSG + NADPH + H* — 2GSH + NADP*

Glutatyon rediiktaz enzimi daha ¢ok sitozole lokalize olmus dimer yapida bir
enzimdir. Her bir alt {initesinde birer FAD bulunmaktadir. NADPH, FAD’1
indirgemekte, FAD’daki elektronlar da okside glutatyondaki (GSSG) disiilfiir
kopriisiine aktarilmaktadir.

Normal hiicrelerde GSH / GSSG oran1 son derece yiiksektir. Glutatyon rediiktaz
bu oranin yiliksek kalmasini saglamakla gorevlidir. Glutatyon rediiktaz aktivitesi
hiicrenin redoks durumu tarafindan diizenlenir. Aktivitenin yiiksek ya da diisiik olmasi
oksidatif stresin siddetine baglhidir (Farber vd., 1998; Halliwel and Gutteridge, 1989).
Cevresel strese maruz kalma sonucunda 6zellikle GSH hiicre i¢i antioksidan diizeyinde
degisiklikliklere neden olur. GSH bir¢ok yonden antioksidan gibi is gorebilir, ROS ile
kimyasal reaksiyonlara girebilir ve bu nedenle serbest radikal toplayicisi olarak islev
yapabilir. Ayn1 zamanda, lipid peroksidasyon reaksiyonlari ile olusturulan peroksitleri

kaldirarak zar yapisin stabilize edebilir.

2.5. Aliiminyum

Aliiminyum (Al) yer kabugunda ¢ok fazla oranda bulunan elementlerden biridir.
Diinyamizin oksijen ve silisyumdan sonra en ¢ok bulunan {igiincii elementidir (Seving,
2003). Dogada feldsparlar, kaolinler, kil mineralleri ve yaprak kayaglarinda bulunur.
Adm ilk kez bulundugu Alp’lerdeki bir yerlesim alani olan Baukslar’dan alan
aliiminyum, yer kabugunda ¢ok fazla bulunmasina karsin elde etme yontemleri sinirlidir

(Petrucci, 1985; Kacar, 1972; Seving, 2003).



2.5.1. Fiziksel ve kimyasal ozellikleri

Atom Numarasi: 13
Atom Kiitlesi: 26,98154 g/mol
Oda Kosullarinda (25°C 298 K): Giimiis renkli kati

Yumusak ve hafif, amfoter ve aktif olmasi, yiiksek elektrik ve 1s1 iletkenligi,
Omriiniin uzunlugu, dis etkenlere (korozyon vb.) ve degisik iklim sartlarina karsi
dayaniklilig1, kolay sekillendirilebilmesi, diisitk bakim maliyetleri, renklendirilebilmesi

ve teknolojik agidan {irtin ¢esitliligi aliiminyumun alternatif 6zellikleridir.

2.5.2. Toksik etkisi

Yerylizii topraklarinin %30’ u asidik 6zellik gosterir. Aliiminyum toksisitesi
ozellikle bu tip topraklarda yeterli miktarda {iriin almayr simirlayan etkendir.
Aliiminyum organik asitlere, fosfatlara, proteinlerdeki siilfatlara ve niikleik asitlere
baglanarak hiicre zarinin goérevlerinde bozukluklara neden olur (Horst, 1995; Nichol
vd., 1993; Haynes and Mokolobate, 2001). Yiiksek bitkilerde aliiminyum toksisitesini
gosteren ilk ve en onemli kanit bitkiye aliiminyum alinmasini takip eden 5 dk iginde
kok uzamasiin durmasidir.

Alliminyum toksisitesinin yiliksek miktarda ROS’un {iretilmesine neden oldugu
birgok arastirmayla ortaya konulmustur (Cakmak ve Horst 1991; Kiiciikakyiiz, 2002).
Aliminyum tarafindan oksidatif stresin tesvik edilmesiyle meydana gelen bu serbest
radikallerin fotosentez ve CO; Oziimlemesini inhibe ettigi rapor edilmistir
(Pietraszewska-Mossor, 2001). Ayrica lipit peroksidasyonuna sebep oldugu
(Matsomoto, 2000) ve diger bir aragtirmada da aliiminyumun DNA yapisina
baglanmasiyla DNA eslesmesini engelledigi tespit edilmistir (Foy C.D., 1992).

2.6. Bu Calismada Hedeflenen Amaclar

Yapilan bu c¢alismada, Xanthoria parietina tiirinde aliminyum 4 farkli
konsantrasyonlarda ve 2 farkli zaman diliminde PSII’nin psbA geni, toplam GSH ve GR
aktivitesi tlizerinde etkisinin belirlenmesi amaglanmigtir. Bunun yani sira spermidinin
aliiminyum toksisitesine karsi korumada ne gibi roller iistlenebildigi ortaya konmaya

caligilmistir.



3. MATERYAL ve METOD

3.1. Materyal ve Deney Diizenegi

Bu ¢alismada kullanilan Xanthoria parietina (L) Th. Fr. liken tiirii Giiliimbe /
Bilecik, Tirkiye (N 40 ° 11,526 'E 029 © 57.962") Pinus sp. kabuklarindan toplanmustir.

Kingdom : Fungi

Division : Ascomycota

Class : Lecanoromycetes

Order ; Teloschistales

Family : Teloschistaceae

Genus : Xanthoria

Species : Xanthoria parietina (L.) Th. Fr. (1860)

Sekil 3. 1. Xanthoria parietina’nin genel goriiniisii.

Ornekler, yabanci maddelerden temizlenmis, plastik torbalar iginde laboratuara
aktarilmis ve yiizeydeki tozlarindan arindirmak igin distile su ile {i¢ kez yikanmistir.

Xanthoria parietina tallus 6rneklerine 30 dakika siire ile 4 farkli konsantrasyonda (0,1,



0,25, 0,5, ImM) 50 ml AICI; ¢ozeltileri uygulanmistir. Hig uygulama yapilmayan
kontrol grubu ile birlikte 5 farkli deneme kurulmustur. Kontrol ve uygulama yapilan
Xanthoria parietina talluslar1 petri kaplari igerisinde oda kosullarinda 24 saat ve 48 saat
bekletilmistir. 48 saatin sonunda ornekler distile su ile 5 saniye boyunca 3 kez
durulanmistir. Spermidin roliinii incelemek igin ise 30 dakika 1.0 mM Spd (Fluka,
Lot#85578) uygulanmis ve daha oOnce belirledigimiz sekilde Al stresine maruz

brrakilmastir.

3.2. Glutatyon Rediiktaz (GR) Aktivitesi

Glutatyon rediiktaz aktivitesi, Glutatyon Rediiktaz Enzim Immiin Kiti (Lot#

1r.19.30442) protokoliine gore analiz edilmis ve numuneler 3 kez ¢alisilmistir.

Protokol:

0,1 gr tartilan 6rneklerin {izerine 2 ml 0,05M PBS ilave edilmistir ve 13,000 rpm
de, +4°C’de 30 dakika santrifiij edilmistir. Siipernatant kisimdan 10 ml alinarak diliient
buffer ile 1:25 seyreltme yapilmis ve 200ul’si spektro kiivetlerine almmistir. Ol¢iim
yapilmadan 6nce 200ul GSSH, 200ul NADPH ve 500 pl distile su ilave edilmistir ve
340 nm Eliza Reader (Thermo scientific) 1 dakika araliklarla 5 dakika boyunca 6lgiim

yapilmistir. Tiim analizler normal kosullar altinda gerceklestirilmistir.

3.3. Toplam Glutatyon (GSH) Analizi

Toplam GSH analizi; OxiSelect Total Glutathione (GSSG/GSH) Assay Kiti (Cat
No: STA-312) protokoliine gore analiz edilmistir.

Protokol:

Liken talluslart soguk %5’lik Metafosforik asit (1mL/100mg) ile havanda
homojenize edilmistir. 4°C’de 15 dakika boyunca 12,000 rpm de santrifiij edilmistir ve
stipernatant alinmistir. Daha sonra her bir numune 1X Glutatyon Rediiktaz ¢ozeltisinden
25 pl ve 1X NADPH c¢ozeltisinden 25pl ilave edilmistir. Hazirlanan glutatyon
standartlarindan ve numunelerden 100 pl ilave edilmistir. Son olarak da 1X Chromogen
ilave edilmistir ve hizli bir sekilde 1’er dakika ara ile 10 dakika boyunca 405 nm de

Eliza Reader (Thermo scientific) okuma yapilmistir. Islemler 3 kez tekrarlanmistir.



3.4. Lipit Peroksidasyonu

Lipid peroksidasyon analizi i¢in; lipid peroksidasyonunun gdstergesi olan
malondialdehit (MDA) miktar1 Olgiilmistiir. Heath ve Packer, (1968) tarafindan
gosterilen yontem ile calisma yapilmistir.

Protokol:

1 gr liken tallusu sivi azot ile toz haline getirilmis ve 5 mL % 0,1’lik
trikloroasetik asit (TCA) ile homojenize edilmistir. 7400 g’de 20 dk santrifiij edilmis ve
stipernatanttan 1200 pl alinarak tizerine 4800 pl tiyobarbiitrik asit (TBA) ilave
edilmistir. 100°C’de 30 dakika inkiibasyona birakilmistir. Daha sonra 532 ve 600 nm’
de 6lgtim alinmis ve her bir grup igin {i¢ tekrar yapilmustir.

MDA (nmol cm™) = 1000[(Abs 532 - Abs 600)/155] formiil yardimi ile

hesaplamalar yapilmistir.

3.5. Klorofil Yikim Tayini

Klorofil analizi Wellburn (1994) tarafindan agiklanan yontem kullanilarak

belirlenmistir.

Protokol:

100 mg liken tallusu 1 mL DMSO (Dimetilsiilfoksit) ile ¢dziilmiistiir. Uzerine 3
mL DMSO ilave edilerek ¢oziilme islemi tamamlanmistir. Daha sonra 65°C’de 1 saat
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyondan sonra sogutma islemi tamamlanmis ve
ekstraktlarin 6l¢iimii 665.1 ve 649.1 nm dalga boylarinda UV- Spektrofotometre (Perkin
Elmer)’de yapilmistir. Biitiin islemler karanlik ortamda gerceklestirilmis ve 3 kez
tekrarlanmustir.

Chla (mg/L) = 12.19 Ages - 3.45A649

Chlb (mg/L) = 21.99 Agag - 5.32As65 formiilleri ile hesaplama yapilmistir.

3.6. RNA izolasyonu ve cDNA eldesi

RNA ekstraksiyonu i¢in sivi azot ile toz haline getirilmis, 0,1 gr liken tallusu
1ml TRiZOL ile havanda homojenize edilmistir. Uzerine 200 ul kloroform ilave edimis,
15 saniye siddetli bir sekilde vortekslenmis ve 2-3 dakika oda sicakliginda inkiibasyona
birakilmistir. Ornekler 4°C°de 15 dakika 12,000 g’de santrifiij edilmis ve siipernatant

kisimdaki RNA yeni bir ependofa alinarak 0,5 ml izoproponal ile ¢oktiiriilmiistir. 10



dakika oda sicakliginda inkiibasyona birakilmis ve daha sonra 4°C’de 10 dakika 12,000
g’de tekrar santrifiij edilmistir. Stipernatant atilarak pelletteki RNA Iml % 75’lik etanol
ile 2 kez yikanmus ve vorteksleme yapildiktan sonra 4°C’de 5 dakika 7500 g’de santrifiij
edilmistir. Pellette bulunan izole edilmis RNA 5-10 dakika hava ile kurutulmustur.
A260/A280 saflik degerini verir ve RNA i¢in 2’ye yakin olmasi beklenir. RNA’dan
cDNA elde etmek icin Intron He High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit
(Invitrogen, Cat No: 4398814) kullanilmistir.

Protokol:

Elde edilen RNA’dan 10 ul ve oligo (dT) primerden (70 uM) 2 ul ependorfa
ilave edilmis ve dikkatlice karistinlmistir. 70°C sicaklikta 5 dakika biraktiktan sonra
hemen buza alinmigtir. Buzun {izerindeyken 5X RT Bufferdan § pl, AINTP (2mM)’ dan
2 ul ve dH,0’dan 19 pl eklenmistir. 37°C’de 5 dakika inkiibasyona birakilmis ve daha
sonra 1ul Reverse Transcriptase ilave edilmistir. 42°C’de 60 dakika inkiibasyona

birakilmis ve 70°C°de 10 dakika inkiibe edilerek enzim inhibe edilmistir.

3.7. Yar1 Nicel RT-PCR Analizi

PCR reaksiyonlari, gapdh primerleri kullanilarak gergeklestirilmis ve asagidaki
primer dizileri psbA i¢in kullanilmustir:

Sentez 5’-CACTAATCCGTGAAACTACT-3’

Antisentez 5’-TAATCGTCCAAAGTAACCGTG-3’
Protokol:

PCR igin 1pul cDNA, 2,5 pl 10X PCR buffer Mg*™, 0,65 pl 50 mM MgCly, 0,5 pl
10 mM dNTP karisimi, 0,6 ul BSA (Bovine Serum Albiimin), 0,5 ul her biri 10 uM
olan primer ve 0,4 ul rekombinant Taq DNA polimeraz (Fermentas) kullanilmistir.

Thermal cycle (Biorad) DNA’y1 denatiire etmek igin 5 dakika boyunca 95°C de
baslatilmistir. PCR analizi 95°C’de 1 dakika denatiirasyon (ilk dongii hari¢: 95°C’de 5
dakika) 53°C’de 1,15 dakika anneling, 72 °C’de 1,15 dakika sentez (son dongii harig 72
°C ‘de 10 dakika) igeren 34 dongii ile gergeklestirilmistir. Amplifikasyon 72 °C ‘de 10
dakika sonucunda iiriinler elde edilmis ve -20°C de saklanmistir. Elde edilen PCR
drtinleri 0,5 pg ml* etidyum bromid igeren %?2’lik agaroz jel elektroforezinde

yiritilmistir (jel 1X TBE (Tris-Borat-EDTA) buffer kullanilarak hazirlanmistir).



3.8. istatistiksel Analizler

Bu calismada istatistiksel analizler Windows igin SPSS, one-way analizi

(ANOVA) da dahil olmak iizere ve Tukey ikili karsilastirmalar1 kullanilarak yapilmistir.



4. BULGULAR

4.1. Aliiminyum Elementinin Klorofil a Yikinu Uzerine Etkisi

Bu calismada farkli konsantrasyonlarda Al uygulamasi yapilan 6rneklerde farkli
zaman dilimlerine bagh olarak klorofil a yikim oranmi (kI a/b) belirlenmis ve bu veriler
Cizelge 4.1°de gosterilmistir. 0,1 ve 0,25 mM Al uygulamasi yapilan 6rnekler kontrol
ile karsilastirildigi zaman kl a/b oraninda istatistiksel olarak anlamli bir degisimin
olmadig1 saptanmistir. Buna karsin, 0,5 ve 1 mM Al uygulanan orneklerde k1 a/b

oraninda 24 ve 48 saat i¢cinde 6nemli bir azalma tespit edilmistir (p<0.05).

Cizelge 4. 1. X. parietina tiirtinde farkli konsantrasyonlarda Al ve 1 mM digsal Spd
uygulanan 6rneklerin farkli zaman dilimine bagh klorofil a, klorofil b ve
klorofil yikim oran1 degerleri.

Kla (mg/g) Klb(mg/g) Kla/b

N 24 saat 48 saat 24 saat 48 saat 24 saat 48 saat
Kontrol 3 22.78+0.03 22.19+0.12  6.68+0.28  6.17+0.24  3.41+0.08 3.59+0.12
0.1mMAICI; 3 22.85+0.19 21.91+0.14  6.96+£0.05 6.83+0.04 3.28+0.2 3.21+0.04
0.25mM AICI; 3 19.41+0.12 18.62+0.09  6.58+0.08 6.98+0.01 2.95+0.06 2.66+0.08
0.5mMAICI; 3 15.42+0.09 14.55+0.18  7.7740.23  8.18+£0.07 1.98+0.05 1.78+0.08
1 mM AICl; 3 14.46%0.14 11.49+0.03 9.25+0.26 8.74+0.22 1.56+0.11 1.33+0.07
0.1mM Al+Spd 3  25.30+0.08 24.21+£0.06 6.47+£0.01 6.74+0.11 3.91+£0.12 3.60+0.11
0.25mMAI+Spd 3  22.37+0.06 21.68+0.03  6.82+0.07 7.19+0.08 3.28+0.08 3.013+0.08
0.5mM Al+Spd 3  20.73+0.12 19.90+0.01  7.5240.26  7.94+0.08 2.76+0.02 2.48+0.03
1mMAI+Spd 3 19.23+0.05 18.32+0.09  8.14+£0.18  8.53+0.23  2.36+0.08 2.17+0.07
ANOVA
F istatistik 0.88 1.18 412 92746.1 90769.25 20396496.74
P 0.5537 0.3643 0.0060 <0.0001 <0.0001 <0.0001




Spd uygulamasi yapilan deney gruplarinda 0,1 ve 0,25 mM Al uygulanan liken
talluslarinda kl a/b oraninda 6nemli bir degisim goézlenmezken, 0,5 ve 1 mM Al
uygulamasi yapilan Orneklerde bu oranin Spd uygulanmayan orneklere gore daha
yiiksek oldugu belirlenmistir (p<0.05). Spermidinli 0,5 ve 1 mM Al uygulanmis
orneklerin 48 saatteki Kl a/b oran1 Cizelge 4.1’de gosterildigi gibi sirasi ile 2,48 ve 2,17
mg/g’dir. KI a/b oran1 spermidinli gruplarda 0,5 ve 1 mM Al uygulanan 6rneklerde her

ne kadar kontrole gore diisiis gozlemlense de kl a/b degeri 4-2 arasindadir.

4.2. Aliiminyum Uygulamas1 Yapilan Orneklerde Lipid Peroksidasyon Sonuglar:

Bu calismada Al stresine maruz birakilmis ve spermidin uygulamast yapilmis
ornekler de, farkli zaman dilimine bagli olarak Malondialdehit igerigini belirleyerek X.
parietina tallusunda strese bagli olusan lipid peroksidasyon orani gozlenmistir. Al
uygulamasi 0,5 ve 1 mM konsantrasyonlardaki 48. saatteki 6rneklerde MDA igeriginin
onemli bir derecede artmasina (sirasiyla 19,5 ve 30,1 nmol/g taze agirlik) neden
olmustur (Sekil 4.1 ve Sekil 4.2). Spd uygulanan 6rneklerde lipid peroksidasyon oranin
Spd uygulanmayan gruplara gore istatistiksel agidan anlamli bir diisiis gosterdigi tespit
edilmisgtir. 1 mM Spd ile muamele edilmis 0,5 ve 1 mM Al uygulanan 48 saatlik
gruplarda MDA igerigi sirasiyla 6,8 ve 8,21 nmol/g taze agirlik olarak belirlenmistir.
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Sekil 4. 1. Farkli konsantrasyonlarda Al uygulanmis X. parietina tallusunda Al ve digsal
Spd uygulamasinin 24 saat sonraki MDA igerigi tlizerine etkisi (istatistiksel
olarak *p <0.05, **p<0.01, ***p<0.001).
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Sekil 4. 2. Farkli konsantrasyonlarda Al uygulanmis X. parietina tallusunda Al ve digsal
Spd uygulamasinin 48 saat sonraki MDA igerigi tizerine etkisi (istatistiksel
olarak *p<0.05, **p<0.01).

4.3. Toplam Glutatyon I¢erigi

Farkli konsantrasyonlardaki Al ve digsal Spd uygulamasi yapilmis gruplardaki
toplam glutatyon igeriklerindeki degisimler sekil 4.3’te gosterilmistir. 24 saatlik
gruplarda, 0,1 ve 0,25 mM Al uygulanan 6rneklerin toplam GSH igeriginde 6nemli bir
degisim saptanmazken, 0,5 ve 1 mM Al uygulanan liken talluslarinda toplam GSH
miktarlarinda istatistiksel agidan 6nemli bir diisiis tespit edilmistir (kontrole gore
sirastyla 1,3 ve 1,9 kat azalmistir). 0,1 ve 0,25 mM Al uygulamasi yapilan 48 saatlik
gruplarda ise toplam GSH miktar1 kontrole gore 1,2 ve 1,09 kat artig gosterirken, 0,5 ve
1 mM Al uygulamsi yapilan orneklerde sirasiyla 1,41 ve 2,2 kathk bir disis
belirlenmistir.

Spd uygulamasi yapilan gruplarda ise toplam GSH miktar1 tiim uygulama
gruplarin da kontrole gére daha yiiksek oldugu gézlemlenmistir. 24 saatlik uygulama
zamanina ait gruplarda, 0,5 ve 1 mM Al uygulanan 6rnekler de toplam GSH seviyesi

kontrole gore sirasiyla 1,34 ve 1,25 kat daha yiiksek bulunmustur (Sekil 4.3).



024 @48

GSH Icerigi (nmolg! yasaglik)

Kontrol 01 mM  025mM 0.5 mM 1 mM 0.1 0.23 0.3 1 mM+5pd
mh+Spd  mM+Spd mM+Spd

Al

Sekil 4. 3. Spd ve Al stresinin X. parietina tallusunda toplam GSH igerigi tizerindeki 24
ve 48 saatlik etkisi (istatistiksel olarak *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001).

4.4. Glutatyon Rediiktaz (GR) Aktivitesi

Sekil 4.4’te gosterildigi gibi GR enzim aktivetisinde gruplar arasinda 6nemli
degisimler saptanmistir. GR enzim aktivitesi 0,1, 0,25 ve 0,5 mM Al uygulanmis 24
saatlik orneklerde artar iken, 1 mM Al uygulanmig 48 saatlik gruplarda kontrole gore
%3551k (327,57 nmol min™ mg™) bir azalis gdstermistir.
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Sekil 4. 4. Spd ve Al stresinin X. parietina tallusunda GR enzim aktivitesi {izerindeki 24
ve 48 saatlik etkisi (istatistiksel olarak *p <0.05, **p<0.01, ***p<0.001)



Spd uygulanan orneklerde GR aktivitesi hem 24 saat hem de 48 saatlik tiim
uygulama ve kontrol gruplarindan istatistiksel a¢idan anlamli bir sekilde yiiksektir
(p<0.05, p<0.01 ve p<0.001). Spd uygulamasi yapildiktan sonra Al stresine maruz
birakilmis 48 saatlik orneklerde, GR aktivitesi %15,66, %16,34, %11,00 ve %7,39
oraninda artig gostermistir (Sekil 4.4). Bunun yan1 sira, GR enzim aktivitesindeki artis
ve azaliglarin, psbA geninin goreceli mRNA seviyesi ile pozitif korelasyon gosterdigi
tespit edilmistir (Sekil 4.5).
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Sekil 4. 5. GR enzim aktivitesi ve psbA geninin goreceli MRNA seviyesi arasindaki
iligki

4.5. Fotosistem 11 D1 Protein Geninin (psbA) mMRNA Diizeyindeki Degisimleri

Fotosistem Il D1 protein geninin mRNA seviyesi farkli Al konsantrasyonu ve
Spd uygulamasina bagli olarak degisim gostermistir (Sekil 4.6). PSbA geninin goreceli
mRNA seviyesi 24 saatlik tiim Al uygulanan gruplarda sirasi ile 0,35, 0,17, 0,45 ve 0,15
kat diigmiistiir. 48 saatlik zaman dilimindeki orneklerde ise 0.1 mM Al uygulanan
orneklerde mRNA seviyesinde kontrole gore 1,25 kat artis gdzlemlenirken, 0,25, 0,5 ve
1 mM Al uygulanan orneklerde sirasiyla 0,92, 0,82 ve 0,72 kathk bir azalis
saptanmistir.

Spd uygulanan gruplar ile uygulanmayan gruplar arasinda istatistiksel agidan
anlamli degisimler gozlemlenmistir. Spd uygulanmis Al stresine maruz birakilan X.
parietina talluslarinin psbA geninin mRNA seviyeleri kontrole gore karsilastirildiginda,
1 mM Al uygulanan grup disinda diger tiim uygulama gruplarindaki psbA geninin

mRNA seviyesinde istatistiksel agidan énemli bir farklilik olmadigi ortaya konmustur.



Buna karsin, psbA geninin goéreceli mRNA seviyesinde, 48 saatlik uygulama
gruplarinda kontrole gore tiim gruplarda sirast ile 1,15, 1,32, 2,19 ve 2,15 katlik bir artis

oldugu saptanmistir.
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Sekil 4. 6. Spd ve Al stresinin X. parietina tallusunda psbA geninin goreceli MRNA
seviyesi tizerindeki 24 ve 48 saatlik etkisi (istatistiksel olarak * p <0.05,
**p<0.01, ***p<0.001).



5. TARTISMA VE SONUC

Likenlerde metal toksisitesi {izerindeki galismalar genellikle bakir (Cu), ¢inko
(Zn), kursun (Pb), mangan (Mn), aliiminyum (Al) ve krom (Cr) elementleri {izerinde
yogunlagmistir (Backor vd., 2003; Branquinho vd., 1997; Chettri vd., 1988; Garty,
2000; Backor ve Fashelt, 2004; Sanita Di Toppi vd., 2008). Buna karsin likenlerde
aliminyumun fotosentetik birimler {izerindeki etkileri hala tam olarak anlasilamamustir.
Aliiminyum toksisitesi fizyolojik, hiicresel ve molekiiler biyolojik yaklagimlarla genis
Olcide tanimlanmis, reaktif oksijen tlirevlerinin olusumuna ve fotosentezin
engellenmesine neden olabilecegi ortaya konmustur (Kochian 1995, Ohki 1986).

Fotosentetik Okaryotik organizmalarda, klorofil fotooksidasyon gibi stresi
baslatan oksitleyici islemlere ¢ok duyarlidir. Klorofil a’nin aldehit II halkasi tizerindeki
metil grubunun oksidasyonu ile klorofil b olusturulur (Chettri vd., 1988) ve klorofil a/b
orani, klorofil a + b’ye gore modifikasyona daha hassastir. Yiiksek bitkilerde anten
genisligi, 151k toplama klorofil a/b protein kompleksinin miktar1 ile (Tanaka ve Tanaka,
2006) belirlenmektedir. Anten genisligi ayrica poliaminler ve transglutaminler ile de
iligkilidir (Ioannidis vd., 2012). Klorofil a’nin klorofil b ye ¢evrimi sadece klorofil a/b
oranini gostermez ayni zamanda klorofil yikimmin da 6nemli bir belirtecidir. Saglikli
bir fotosentetik organizmada klorofil a/b orani 4-2 arasinda olmasi gerektigi onceki
calismalarda ortaya konulmustur (Chettri vd., 1988). Bu c¢alismada klorofil a/b
oranlarinin yiiksek konsantrasyonlarda ikinin altina distiigii ve klorofil yikiminin
oldugu goriilmektedir. Benzer sekilde, Nguyen vd. (1992) Eucalyptus camaldulensis
bitkisinde aliiminyumun neden oldugu oksidatif strese yanit olarak klorofil yikiminin
gerceklestigini gostermislerdir.

Stres koruyucu bilesik oldugu bilinen polikatyonik yapidaki poliaminlerin, farkli
stres kosullar1 altinda klorofil yikimini Onlenmesinde ©nemli roller {istlendikleri
bilinmektedir. Besford vd. (1993)’da Spd ve Spm uygulamasinin osmotik soka maruz
birakilmig yulaf yapraklarinda klorofil-protein kompleksinin bulundugu alandaki

tilakoid zarlar1 korudugunu ve Klorofil kaybin1 engelledigini tespit etmislerdir. Benzer



sekilde, calismamizda da digsal Spd uygulamasi ile aliiminyum stresine maruz kalmis X.
parietina fotobiyontunda klorofil yikimi engellenmistir.

Arastirmamizda aliiminyumun Konsantrasyonunun artisina bagli olarak lipit
peroksidasyonunun baslica iriinii olan MDA birikiminin arttigi saptanmistir. Metal
toksisitesi fotosentetik organizmalarda lipid peroksidasyonu tesvik etmektedir. Cesitli
yiiksek bitkilerde yapilan Onceki ¢alismalarda saptandigir gibi bunun sebebi hiicresel
zarlarin yapisinin bozulmasimi saglayan ROS’un yiiksek oranda iiretimi olabilir (Shah
vd., 2001). Lipid peroksidasyonu en basta zarin yapisinina zarar vererek, membranin
secici gegirgenligini olumsuz etkilemektedir. Turton (1997) biyolojik sistemlerde zar
hasarinin belirteci olan MDA’nin bulunmasini yapisal hiicresel zarlardaki doymamis
yag asitlerinin peroksidasyonu ile iliskili olabilecegini 6ne siirmiistiir. Unal vd. (2010)
benzer sekilde Cr(VI)’nin konsantrasyonuna ve zamana bagli olarak MDA igerigini
arttirdigin1 gostermislerdir.

Bitki fizyolojisi alaninda yapilan arastirmalar, poliaminlerin asit nétralize bilesik
olarak davrandigini ve reaktif oksijen tiirevlerini savusturarak farkli ¢cevresel kosullarda
lipid peroksidasyonunu azaltmak suretiyle zarlarin stabilitesinde is gordiiklerini 6ne
stirmektedir (Borrell vd., 1997; Bouchereau vd., 1999). Benzer sekilde, Borrell vd.
(1997) osmotik strese maruz birakilmis yulaf yapraklarinda Spd ve Spm’nin MDA
seviyesini disiirdiiglinii tespit etmislerdir. Groppa vd. (2007) Cd ve Cu stresi
uygulanmis bugday yapraklarinda yaptiklar arastirmada digsal Spm uygulamasinin
lipid peroksidasyon oranini azalttigini rapor etmislerdir. Calismamizda lipid
peroksidasyon sonuglarimiza gore, her ne kadar aliiminyum uygulanan gruplarda MDA
icerigi yiiksek olsa da, digsal Spd uygulamasi yiiksek diizeyde lipid peroksiyonun
gerceklesmesini engelledigi goriilmiistiir. Bu sonuclar, polikatyonik 06zellikte olan
spermidinin hiicre zarlarina baglanarak oksidatif strese bagli lipit peroksidasyonun
engellenmesinde is gorebilecegini gostermektedir.

Likenlerde, giiniimiizde metal stresine tolerans mekanizmasina iliskin kabul
goren en Onemli kavramlardan biri Sanitd di Toppi vd., (2008)’nin ortaya attif1 “ilk
bariyer” ve ikinci bariyer” mekanizmalaridir. Ilk bariyer mekanizmasinda, liken asitleri,
fitoselatinler ve GSH gibi tiyoller bulunur. Ikinci bariyer mekanizmasinda ise 6zellikle

GR gibi antioksidan enzimler ve stres proteinleri yer almaktadir.



Glutatyon, bitki dokularinda en yaygin bulunan diisiik molekiil agirlikli tiyoldiir.
Indirgenmis siilfiiriin tasinmasinda ve siilfiir metabolizmasinda 6nemli rolleri
mevcuttur. Ayn1 zamanda, GSH ROS’un uzaklastirilmasinda etkili bir indirgendir. Stres
kosullarinda GSH’1n redoks durumu 6nemli role sahiptir. Okside glutatyon glutatyon-
askorbat dongiisiinde dehidroaskorabatin askorbata doniismesi igin gereklidir. Yiiksek
bitkilerde, oksitlenmis glutatyon (GSSG) genellikle farkli stres kosullarinda artar.
Vrablikova vd. (2005) Umblicaria antarctica ve Lasallia pustulata tiirlerinde yaptiklari
arastirmada GSSG miktarinin toplam GSH yiizdesinin yiiksek bir kismini olusturacak
sekilde arttigini tespit etmislerdir. Stres olmayan kosullarda yiiksek bitkilerde daha ¢ok
GSH’mn indirgenmis formu bulunmaktadir. Arastirmamizda aliiminyum uygulamasi,
konsantrasyona bagli olarak toplam glutatyon igeriginde azalma meydana gelmistir.
Sanita di Toppi vd. (2008) fotobiyont Trebouxia impressa hiicrelerinde yaptiklari
aragtirmada kadmiyum uygulamasinin toplam GSH seviyesini dislirdiigiini tespit
etmislerdir.

Ikinci bariyer mekanizmasina ait antioksidan enzimlerinden biri glutatyon
rediiktaz enzimidir. Stres kosullarinda yaygin olarak GR aktivitesinde artis
goriilmektedir (Marschner, 1986; De Vos vd., 1991). GR, glutatyon-askorbat
dongiistinde okside olmus glutatyonun indirgenmesinde is gormektedir. Bu ¢alismada,
GR aktivitesi yiiksek konsantrasyonlarda kontrole gore azalma gdstermesine karsin,
aliminyuma toleransh oldugu konsantrasyon araliklarinda ise daha yiiksek degerlerde
oldugu saptanmistir. Alvarez vd. (2012) Ramalina farinacea tiiriine ait fotobiyontun iki
farkli tiirtinde (TR1 ve TR9 olarak adlandirilan Trebouxia tiirleri) kursun toleransi
lizerine yaptiklar1 ¢alismada, GR aktivitesindeki degisimlerin tolerans kapasitesi ile
iligkili oldugunu gostermislerdir. Yine liken Dermatocarpon luridum’da bakir stresi
altinda GR enzim aktivitesinde azalma tespit edilmistir (Monnet vd., 2006).

Poliaminlerin farkli ¢evresel stres kosullarinda koruyucu rolleri genis dlgiide
calisiilmasina ragmen, bu stlendikleri rolleri nasil gerceklestirdikleri hala
tartisitlmaktadir. Shen vd., (2000) Spm, Spd ve Put gibi poliaminlerin NADPH oksidaz
(EC 1.6.3.1) aktivitesini engelleyerek ROS olusumunu direkt olarak azaltabilecegini
savunmuslardir. Poliaminlerin koruyucu rolleri ile iliskili literatiirdeki bircok calisma
genellikle Spm iizerinde yogunlasmistir (Groppa vd., 2001). Shu vd. (2011) dissal Spm

uygulamasinin glutatyon rediiktaz aktivitesini dnemli 6l¢iide artirdigint gostermislerdir.



Verma ve Mishra (2005) putresinin antioksidan enzimler iizerindeki etkisini sirasiyla
APX>GR>CAT>SOD>POD oldugunu rapor etmislerdir. Benzer sekilde, bu ¢alismada
digsal Spd uygulanan aliimiyum stresine maruz birakilmis X. parietina talluslarinda
kontrole goére GR aktivitesinde 6nemli derecede artis bulunmustur. Elde ettigimiz bu
sonuglar, Spd uygulamasinin GR enzim aktivitesini artirmak suretiyle, birinci bariyer ve
ikinci bariyer savunma mekanizmalarini giliglendirerek, X. parietina tallusunun
alliminyuma daha toleransli olmasini saglamis olabilecegini isaret etmektedir.

Fotohasar gormiis PSII’nin tamiri; (i) hasarli D1 proteinin yikimi, (ii) DI
proteinin sentezi, (iii) sentezlenmis D1 proteinin PSII i¢ine dahil edilmesi gibi pek gok
adim gerektirir. Daha 6nce yapilan ¢alismalarda da tuz stresi (Allakhverdiev ve Murata,
2004) ve oksidatif stresin (Nishiyama vd., 2004) psbA gen transkripsiyonunu ve
translasyonunu inhibe ederek fotohasar gormiis PSI’nin onarimini Onledigi
bildirilmistir. Qian vd., (2009b) C. vulgaris’te bakir ve kadminyumun transkripsiyonel
seviyede psbA ve rbcl ekspresyonunu inhibe ettigini gostermistir. Bu g¢alismada X.
parietina psbA geninin ekspresyonu, i¢ kontrol olarak GAPDH kullanilarak yari-nicel
RT-PCR ile analiz edilmistir. Elde edilen veriler, Al uygulamasi ile psbA geninin
MRNA seviyesinin diisiik oldugunu gostermektedir. PSbA mRNA transkriptlerinin
azaltilmasi, klorofil igerigindeki bir azalmayi takiben PSII aktivitesini ve elektron
transfer oranlarini azaltabilir.

Daha o6nce yapilan arastirmalar, disaridan uygulanan poliaminlerden ozellikle
spermidinin, PSII’ye ait D1 ve D2 proteinlerinin transkriptlerinde ki azalmay1 bastirdigi
ve bu proteinlerin oksidatif strese bagli hasar gérmesini engelledigini isaret etmektedir
(Duan vd., 2009). Hamdani vd. (2011) poliaminlerin PSII’nin D1 ve D2 proteinlerinin
stabilitesini korudugunu ve stres kosullart altinda belirgin bir sekilde bu proteinlerin
yikimint geciktirdigini 6ne sirmistir. Calismamizin da her ne kadar psbA gen
ifadesinde Al ile muamele sonucunda azalma meydana gelse de, Spd uygulamasi ile bu

genin ifadesinde onemli bir artis tespit edilmistir.

PsbA geni, yeni D1 proteinin tekrar sentezlenmesinden sorumlu olmakla
beraber, stres direnci boyunca D1 proteinin ¢evriminde 6nemli bir rol oynamaktadir
(Mulo vd., 2009). D1 proteinin yenilenmesi de fotosentetik birimlerde meydana gelen

ROS diizeyinin kontrolii ve antioksidan savunma mekanizmasinin kapasitesine baglhdir.



Bu calismada elde edilen sonuglarimiza dayanarak, digsal spermidin uygulamasinin
antioksidan kapasite ile iligkili glutatyon rediiktaz enziminin aktivitesini artirmasina
bagli olarak, yeni D1 proteinin sentezlenmesini sagladigin1 ve bu sekilde aliiminyum

stresine kars1 toleransi artirdigini diigtinmekteyiz.

Sonug olarak aliiminyum stresinin, likenlerde stres belirteci olan Klorofil a
yikimina sebep olarak fotosentetik aparatlara zarar verdigi ve reaktif oksijen tiirlerinin
olugsmasim arttirip, fotosentez tamir mekanizmasini inhibe ederek fotosentezi inaktive
ettigi goriilmiistiir. Bununla beraber ise digsal spermidinin klorofil a yikimini ve lipit
peroksidasyonunu azalttigi, giiclii bir antioksidan olan glutatyon rediiktaz aktivitesini
arttirdigi, buna bagli olarak da fotosistem Il tamir mekanizmalarini aktive ettigi

bulunmustur.
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