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OZET

Diistik sicaklik ve tuz stresi, fotosentetik organizmalarin biiyiime, gelisme ve
verimini sinirlayan en dnemli ¢evresel streslerden biridir. Cevresel streslerin birgoguna
kars1 verilen yanitlarda poliaminlerin ve 6zellikle putresinin 6nemli rolleri vardir. Bu
tezde Chlamydomonas reinhardtii kiiltiirlerine diisiik sicaklik ve tuzluluk stresi altinda
digsal putresin uygulamast yapilmistir. Fotosistem II D1 proteinini kodlayan psbhA
geninin ve psbA geninin translasyon faktorlerinden biri olan thal geninin ifadesindeki
degisimler ger¢ek zamanli PCR ile belirlenmistir. Fotosentez tamir mekanizmasi
genlerinin yani sira 1s1 soku proteinlerini kodlayan genlerin (4sp70c, hsp90a, hsp90c),
poliamin biyosentez genlerinin (odc2, spdl) stres altinda ve digsal putresin uygulamasiyla
ifadelerindeki degisimler de saptanmustir. Ayrica fizyolojik olarak hiicre biiylime orani,
lipit peroksidasyon miktari, antioksidan enzim igerikleri, icsel ABA seviyeleri de
belirlenmistir. Diisiik sicaklik ve tuzluluk stresinin; hiicre biiylimesinin 6nemli miktarda
azalmasina, lipit peroksidasyon oraninin artmasina, APX ve CAT enzim aktivitelerinin
degisimine neden oldugu gozlenmistir. Dissal putresin uygulamasi yapilan kiiltiirlerde 1s1
soku proteinlerinin gen ifadelerinin diisiik sicakliga yanitta ilk 24 saatte tesvik edildigi,
tuz stresine yanitta ise 7. giinde tiim konsantrasyonlarda onemli bir artisin meydana
geldigi belirlenmistir. Elde edilen verilere gore dissal putresin uygulamasi i¢csel ABA
seviyesini artirip, diisiik sicaklik stresi ve tuzluluk stresine karsi yanitta pshA ve thal

genlerinin ifadesini artirmistir.
Anahtar Kelimeler

Chlamydomonas reinhardtii; Putresin; ABA; D1 proteini; HSP; tuzluluk; diistik
sicaklik.



ABSTRACT

Low temperature and salt stress are among the most important environmental
stresses that limit the growth, development and yield of photosynthetic organisms.
Polyamines and especially putresin have important roles in response to most
environmental stresses. In this thesis, Chlamydomonas reinhardtii cultures were
subjected to exogenous putrescine under low temperature and salinity stress. The changes
in the expression of the pshA gene encoding the photosystem II D1 protein and the
expression of the tbal gene, which is one of the translational factors of the psbA4 gene,
was determined by real-time PCR. In addition to genes for the repair mechanism of
photosynthesis, genes encoding heat shock proteins (asp70c, hsp90a, hsp90c), polyamine
biosynthesis genes (odc2, spdl) under stress conditions and exogenous putrescine
application were also determined. Physiologically, cell growth rate, amount of lipid
peroxidation, antioxidant enzyme contents, and intrinsic ABA levels were also
determined. It has been observed that low temperature and salinity stress causes a
significant decrease in cell growth, an increase in lipid peroxidation rate, and a change in
APX and CAT enzyme activities. It has been determined that in cultures in which
exogenous putrescine is applied, gene expressions of heat-shock proteins are promoted in
the first 24 hours in response to low temperature and in salt stress response in all
concentrations at 7th days. According to the obtained results, the application of external
putresin increased the level of intrinsic ABA, and increased the expression of pshA and

thal genes in response to low temperature stress and salinity stress.
Key Words

Chlamydomonas reinhardtii; Putrescine; ABA; D1 protein; HSP; salinity; low

temperature.
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1. GIRIiS

Ik olarak 1833 yilinda C.G. Ehrenberg tarafindan tanimlannmis oldugu belirtilen
ve yaklagik 10 pm boyutlarinda olan Chlamydomonas tek hiicreli ve ¢ift kameili yesil
alglerdendir. Ilk laboratuvar susu topraktan G.M. Smith tarafindan izole edilen
Chlamydomonas reinhardtii ise giinimiizde molekiiler biyoloji ¢aligmalarinda en fazla
kullanilan tirdiir. Kamgi hareketliligi, kloroplast dinamigi, hiicre duvarmin
hidroksiprolince zengin glikoprotein yapisi ve 1s1ksiz ortamda tek karbon kaynagi olarak
asetat1 kullanmasi gibi 0zellikleri nedeniyle molekiiler biyoloji ve fizyoloji
arastrmalarinda kullanilmaktadir. Ayrica, fotosistem II (PSII) tamir mekanizmasimnin
aydinlatilmasi1 ve c¢esitli stres kosullarma verilen yanitlara model olusturmak agisinda da
ideal bir organizmadir. Kiiresel 1smma ve insanoglunun cevre iizerindeki olumsuz
etkilerinden dolay1 giiniimiizde, ylksek ve diisiik sicaklik, tuzluluk ve kuraklik gibi
cevresel faktorlerin fotosentetik organizmalar iizerinde etkileri yaygin olarak

arastirilmaktadir.

Fotosentetik organizmalarda stres toleransi1 PSII onarim silirecindeki dengeyle
iligkilidir. Cesitli stres kosullarma uyumda PSII tamir mekanizmasinin merkezi bir rol
oynayabilecegi yapilan c¢aligmalar ile ortaya konmustur (Allakhverdiev, vd., 2002;
Nishiyama, vd., 2004). Daha 6nce yapilan ¢aligmalar tuz stresi, metal stresi ve oksidatif
stresin  psbA (D1 proteinin kodlayan gen) gen transkripsiyonunu ve translasyonunu
inhibe ederek, PSII fotohasarmin tamirini engelledigini géstermistir(Allakhverdiev, vd.,
2002; Qian, vd., 2009; Nishiyama, vd., 2004). Buna karsin, diisiik sicaklik ve tuz stresinin
psbA geninin translasyon faktorlerinden biri olan thal ifadesi iizerine etkileri konusunda
veri bulunmamaktadir. Bu tezde diisiik sicaklik ve tuzluluk stresinin psbA ve thal ifadesi
iizerine etkileri arastirilmistir. Digsal putresin uygulamasinin PSII tamir mekanizmasinda
ana rolii listlenen psbA ve thal genlerinin ifadeleri lizerine etkileri ve olusturulan bazi
fizyolojik yanitlar belirlenmistir. Ayrica, PSII tamir mekanizmasi ile absisik asit (ABA)
biyosentezi ve poliamin biyosentez genlerinin (odc2 ve spdl) ifade edilmesi arasinda bir

iliski olup olmadigi bu tezde arastirilmigtir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Poliaminler

Onceleri hormon olarak nitelendirilse de giiniimiizde poliaminler bitki biiyiime
diizenleyicileri olarak bilinmektedir. Poliaminler tiim canli organizmalarda bulunan
diistik molekiil agirligina sahip en az iki amino grubu tastyan hidrokarbon yapida
bilesiklerdir. ilk defa Antonie van Leeuwenhoek tarafindan 1678 yilinda insan seminal
sivisinda kesfedilmiglerdir (Wallace, 2006). Tiim okaryotlarda baslica putresin (Put),
spermidin (Spd), spermin (Spm) olmak iizere milimolar konsantrasyonlarda 3 tip

poliamin bulunmaktadir (Unsal-Palavan, 1993).

Poliaminler hiicresel pH’ da polikatyonik 6zelliktedir ve bu degerlerde anyonik
formlara, DNA, RNA, protein, fosfolipidlere ve dolayisiyla hiicre ¢ceperindeki bilesenlere
baglanabilmektedir (Thomas ve Thomas, 2001; Unsal-Palavan, 1993). Bu sayede gerek
cevresel streslere karst bu kalitim materyallerini ve hiicrenin diger yapilarini
koruyabilmekte gerekse normal kosullarda hiicre siklusunda bir¢ok siirece katki
saglamaktadir. Poliaminler bu 6zelliklerinden dolay1 bir hiicrenin veya organizmanin

optimum biiyiimesi ve gelismesi i¢in mutlak gerekli olmaktadir.

Poliaminlerin biyosentetik yolu ilk olarak mantarlarda aydinlatilmistir. Putresin
arjininden 2 yolla tiirevlenir ve sentez sirasinda bu iki yoldan biri izlenir; ilk yol arjininin
iire kaybetmesi ile ornitini olusturmasi ve ardindan ornitin dekarboksilaz (ODC) enzimi
ile CO, kaybederek putresinin olusturuldugu yoldur (Sekil 2.1.). ikinci yol ise, arjinin
dekarboksilaz (ADC) enzimi tarafindan arjinin dekarboksile olarak agmatin ve bundan
da putresinin olusmasidir. Bu ikinci yol stres kosullarinda yiiksek bitkiler tarafindan daha
yaygm kullanilmaktadir. Buna karsmn, yapilan arastwrmalar C. reinhardtii’de putresinin
ODC yolag: iizerinden sentezlendigini ortaya koymustur (Voigt, vd., 2000).

Hormonlar gibi yliksek biyolojik faaliyet gosteren poliaminler bitkilerde abiyotik
ve biyotik streslere adaptasyon, replikasyon ve gen ifadesi, biiyiime ve gelisme,
yaslanma, membran stabilizasyonu, enzim aktivitesi modiilasyonu gibi bir¢ok hiicresel
stireclerde yer almaktadir (Galston, vd., 1997; Bais ve Ravishankar, 2002; Zapata, vd.,
2008). Bugtine kadar yapilan ¢aligmalar poliaminlerin tuzluluk stresi, UV stresi, kuraklik

stresi, agir metal stresi, soguk stresi, sicaklik stresi gibi bir¢cok cevresel streslere karsi



onemli rollere sahip oldugunu gostermistir (Sharma ve Dietz, 2006; Lutz, vd., 2005;

Bouchereau, vd, 1999).
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Sekil 2.1. Yiiksek bitkilerde sik goriilen poliaminlerin biyosentez yolaklari; ODC:
Ornitindekarboksilaz, ADC: Arjinindekarboksilaz, SAM: S-adenozilmetiyonin,
SAMDC: S-adenozilmetiyonin dekarboksilaz, DFMA: Diflorometilarjinin, DFMO:
Diflorometilornitin, CHA: Siklohekzilamin, MGBG: metil-(gliokzal)-bis-
guanilhidrazone. (Bouchereau, vd.,1999).

Poliaminler ve PSII tamir mekanizmas1 arasindaki iligki giiniimiizde hala tam
olarak bilinmemektedir. psb4 geninin ifadesi ve mRNA stabilitesinin poliaminler
tarafindan saglandigi bilinmesine ragmen, traskripsiyon faktorleri ile olan iligkisi lizerine
herhangi bir ¢aligma bulunmamaktadir. D1 proteinin yenilenmesinde poliaminlerin
tistlendikleri rollerin ve iligkili olabilecekleri sinyal yolaklarmin aydinlatilmasi i¢in bu

alanda daha fazla arastirmaya gerek duyulmaktadir.



2.2.  Absisik Asit (ABA) Hormonu

Yiiksek bitkilerde stres sinyal iletiminde en 6nemli rolii iistlenen hormon ABA
hormonudur ve bu ylizden bitki stres hormonu olarak nitelendirilmektedir. ABA genelde
tohum dormansisi, stomatal agilip-kapanma ve bitkilerde stres toleransinin artirilmasiyla
iligkilidir (Zeevaart ve Creelman, 1988; Phillips, vd., 1997; Xiong, vd.,2002). Ayrica
ABA, g¢evresel stresler sonucunda bazi 6zel gelisimsel genlerin diizenledigi sinyal iletim
yolaklariyla iligkilidir (Shizonaki ve Yamaguchi, 1997). Bugiine kadar birgok calisma
ABA’ nin tuzluluk stresi, diistik sicaklik stresi, oksidatif stres, yliksek sicaklik stresi gibi
cogu abiyotik cevresel streslere karsi koruyucu mekanizmalar: tetikledigini gostermistir
(Zeevaart ve Creelman, 1988; Giraudat, vd., 1994; Leung ve Giraudat, 1994; Ward ve
Lawlor, 1990). Buna ek olarak, normal kosullarda bitki hiicrelerinde ABA seviyesi ¢ok
diisiiktiir ve bu diisiik ABA seviyesi bitki hiicrelerinin biiyiimesi i¢in gerekli hiicresel

stireclerde gorev almaktadir.
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Sekil 2.2. ABA biyosentezinin diizenlenmesi. (ZEP: zeaksantin epoksidaz, NCED: 9-
cis-epoksikarotenoid dioksijenaz, AAO: ABA-aldehit oksidaz, MCSU: MoCo sulfuraz)
( Xiong ve Zhu, 2003).

Fotosentetik yesil alglerin evrimsel siirecte yliksek bitkilerin kokeni olabilecegi
diisiiniilmektedir. Oyle ki yesil algler ve karasal yiiksek bitkilerin ¢evre kosullar1 farkli
olsa da metabolizmalar1 arasinda ¢ok biiyiik bir fark bulunmamaktadir (Yoshida, vd.,

2003). Bu yiizden cevresel streslere karsi verilen yanitlar birbirine benzemektedir



(Mendez, vd., 1999). Her ne kadar yesil alglerde i¢csel ABA varlig1 kanitlanmis olsa da,
bitkiler kadar calisma yapilmamistir. C. reinhardtii’ de ABA’nin oksidatif strese karsi
toleransta bir¢ok antioksidan enzim aktivitesinde artis saglayarak rol oynayabilecegi
gosterilmistir (Yoshida, vd., 2004; Tillberg, 1970). Buna karsin, ¢esitli ¢evresel stres
kosullarmda ABA’ ya bagh yanitlar {iizerinde daha c¢ok arastrmaya ihtiyag
duyulmaktadir.

2.3.  Fotosistem II Tamir Mekanizmasi

Fotosentezin tilakoid reaksiyonlar1 kloroplastlarm tilakoidler denilen 6zellesmis
ic membranlarinda ger¢eklesmektedir. Tilakoid reaksiyonlarinin son firiinleri yiiksek
enerjili bilesikler olan ATP ve NADPH’ dir. Isik enerjisi klorofillerde bulunan 1s1k
toplama komplekslerinde (LHC) absorbe edildikten sonra klorofil a molekiilii uyarilir ve
bir dizi elektron transferi gergeklesir.

Tiim 6karyotik fotosentetik organizmalarda fotosistem I ve II (PSI ve PSII) olmak
iizere iki farkli fotosistem merkezi bulunur. PSI genel olarak kirmizi 15181n kizil 6tesine
yakin bolgesindeki (> 700 nm) 15181 absorbe ederken, PSII tercihen kirmizi 15181 (680
nm) absorbe eder. iki sistem arasindaki diger bir fark PSI kuvvetli bir rediiktan
(indirgeyici) ve zayif bir oksidan iireterek NADP" yi indirgerken, PSII zayif bir rediiktan
ve suyu okside edebilen oldukca kuvvetli bir oksidan tiretir (Taiz ve Zeiger, 2008). PSII
reaksiyon merkezi; klorofilleri ve bagh elektron transfer zinciri ile grana lamellerinde
bulunur. PSI reaksiyon merkezi; bagli pigmentleri, elektron transfer zinciri ve ATP sentaz
sistemi ile tilakoidlerde (stromaya bakan yiizeylerinde) konumlanmaistir.

Yiiksek bitkiler, algler ve siyanobakterilerin fotosentetik birimlerinin yapilar1
yiiksek derecede korunmustur. PSII anten proteinleri, D1 ve D2, ve bu proteinlere bagh
olan, PSII’den elektron transferinde is goren, redoks-aktif bilesenlerden meydana gelir.
D1 ve D2 proteinlerine ek olarak, PSII klorofil-bagl anten proteinleri CP43 ve CP47, ve
Cytbsso proteinleri PsbE ve PsbF’yi icermektedir (Mulo, vd., 2012). Ayrica, birgok diisiik
molekiil kiitleli proteinler PSII dimerinin olugmasi ve fonksiyonu i¢in gereklidir

Fotosentez sirasinda dogal olarak meydana gelen yiiksek oksidatif ortamdan
dolay1 tiim fotosentetik organizmalardaki PSII oksidatif hasara meyillidir. D1 proteini
hasarm oOnciil hedefidir ve PSII’nin tamamiyla inaktif olmas1 ve yapismin bozulmasimdan
kac¢inmak i¢in feda edilmektedir (Nixon, vd., 2010; Mulo, vd., 2012). Bu ylizden normal

fotosentetik biiyiime kosullarinda psbA geni tarafindan kodlanan D1 proteini stirekli



olarak yikilir ve PSII tamir mekanizmasi adi1 verilen bir¢ok adimli siirecler ile yeniden
sentezlenir. Yiiksek bitki ve alglerin D1 proteini kloroplast genomundan kodlanmasina
ragmen, tamir siirecleri birgok niiklear kodlanan proteinlerin yardimina gerek
duymaktadir ve bu yilizden iki genetik sistemin diizenlenmesinin koordinasyonu
zorunludur (Mulo, vd., 2012).

Birgok fotosentetik organizmada oldugu gibi C. reinhardtii’ de, PSII esas olarak
D1 ve D2 olmak iizere iki temel proteinden olusur (Mulo, vd., 2012). Tilakoid
membrandaki en hassas protein D1 proteinidir ve bu proteini kodlayan psbA geninin
ifadesi farkli ¢evresel stresler tarafindan diizenlenmektedir (Giardi, vd., 1997;. Marin-
Navarro, vd., 2007). Buna ek olarak DI protein sentezinin translasyonel diizeyde
regiilasyonu 4 ana proteinden olugan RNA baglanma protein kompleksi tarafindan
saglanir (Sekil 2.3.), bu kompleksteki proteinler sirasiyla kloroplast poly-A baglayici
protein (cPAB1), protein disiilfid izomeraz (cPDI), 38 kDa‘lik RNA baglayici protein ve
55 kDa 'lik proteindir (Danon ve Mayfield, 1994;. Yohn, vd., 1998; Barnes, vd., 2004;
Kim ve Mayfield, 1997). cPDI proteini cPABI’i indirgeyerek kloroplast redoks
potansiyeli yoluyla pshA mRNA’ sinin translasyonunun baslamasi kontrol edilir. Ayrica
psbA mRNA’ s translasyonunun baslamasi i¢in tha/ mRNA’ sinin ifadesi sarttir.
Ciinkii tbal, cPAB1 RNA baglanma aktivitesi ve D1 proteininin translasyonu i¢in gerekli
translasyon faktorlerini kodlamaktadir (Somanchi, vd., 2005). Bu proteinlerin psbA
mRNA'sima baglanmasi, 151k ve protein fosforilasyonuna baghdir. Karanlikta cPDI
proteini bir ADP bagimli kinaz vasitasiyla fosforile edilir ve bu da protein kompleksinin
psbA mRNA'" sinin 5 'UTR' sinden salinmasina ve translasyonun kesilmesine neden olur

(Danon ve Mayfield, 1994).
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Sekil 2.3. C. reinhardtii’de psbA gen ifadesinin temel basamaklarin1 gosteren model
(Mulo, vd., 2012).

PSII fotohasar1 diisiik 151k da bile goriiliir ve bundan dolay1 hasarin biiytikligi 151k
siddeti ile orantilidir. Nitekim, hasar géren D1 proteini tiim 151k siddetlerinde tamir
edilmelidir, bu ylizden tiim fotosentetik aktivite sadece 151k hasarinin orani tamir oranini
gectiginde azalir. PSII anten proteinlerinin fosforilasyonu hasarli D1 proteinin yikimi ve
degistirilmesinin birlikte olmas1 i¢in grana lamellerinde bulunan fotohasarli PSII anten
kompleksin stroma lamellerine go¢ii i¢in sinyal olarak fonksiyon gordigi
diisiiniilmektedir (Mulo, vd., 2012). Fotohasarli D1 proteinin birikimini engellemek igin,
fotosentetik organizmalarda PSII tamir dongiisii olarak bilinen ¢ok basamakli siirecler
gelismistir. Sekil 2.4.” de goriildiigi gibi, 6zellikle D1 proteinini igeren hasarli PSII anten
proteinlerinin yenilenmesi i¢in, bunlarin PSII tamir dongiisiiniin yiiksek organize olmus
basamaklarini takip etmeleri zorunludur; (1) PSII anten proteinlerinin sirasiyla STNS8
kinazlar ve PBCP fosfatazlar tarafindan geri doniisimli fosforilasyonu ve
defosforilasyonu, (2) PSII kompleksinin monomerizasyonu ve ¢ikarilmasi (3) hasarli D1
proteinin proteolitik yikimi, (4) D1 proteininin de novo sentezi ve 6zellikle ¢ikarilan PSII

kompleks yerine konmasi, (5) PSII kompleksinin yenilenmesi.
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Sekil 2.4. PSII Tamir dongiisiinde meydana gelen siireclerin semasi (Mulo, vd., 2012).

Fotoinbitor kosullar1 altinda, ¢ok sayida reaktif oksijen tiirevleri (ROS) meydana
gelerek, oksidatif hasara ve sonunda fotoinhibizasyon boyunca PSII’nin tamirini iceren
PSII'nin iki merkez proteininden biri olan D1 protieninin yikimina yol agar. ROS ayni1
zamanda yeni D1 kopyalarmin, de novo sentezini de baskilar. Buna ek olarak, proteinler
ROS’un dahil oldugu bir¢cok reaksiyon tarafindan modifiye edilir ve bunlarin
karboksilasyonu yapilarinda geri doniisiimsiiz degisikliklere neden olur. ROS’un
uzaklagtirilmasi icin fotosentetik organizmalar 1iyi diizenlenen antioksidan agina
sahiptirler. Biyotik ve abiyotik stres sartlar1 altinda, ROS {iiretimi ve siipiiriilmesi arasinda
bir denge goriilmektedir ve biriken ROS meydana geldigi alanin yakimlarindaki
hiicrelerde hasara neden olmaktadir. ROS c¢esitli enzimatik ve enzimatik olmayan
antioksidan savunma bilesikleri tarafindan uzaklastirilmasina ragmen, ROS’un seviyesi
cevresel degisimleri takiben hizla artar. ROS seviyesinde meydana gelen bu hizh artis
PSII tamir mekanizmasinin inhibizasyonuna neden olur.

Bugiine kadar yapilan g¢alismalar ROS’un PSII tamir mekanizmas1 {iizerine

etkilerini ortaya koymasma ragmen, poliaminlerin PSII tamir mekanizmasinda



iistlendikleri roller ile ilgili tam agiklayici bir model bulunmamaktadir (Allakhverdiev,
vd., 2002; Nishiyama, vd., 2004). Antioksidan enzimlerin aktivitelerini artirabilmeleri ya
da ROS ile bag yaparak ortamdan uzaklastirabilme kapasitelerinden dolay1 poliaminlerin
PSII tamir mekanizmasinda is gorebilecegi rapor edilmistir (Hu, vd., 2015; Sen, vd.,

2014). Buna karsin, bu konuda daha fazla aragtirmaya gerek duyulmaktadir.

2.4.  Is1 Soku Proteinleri

Bazi ¢evresel stresler varliginda hiicreler metabolizmalarini ya durdururlar ya da
hiicrenin temel fonksiyonlar1 olan DNA, RNA, protein sentezi ve madde alisverigsinde
kisitlamaya gitmektedirler. Hiicreler bu stres kosullarina tolerans gelistirebilmek igin
stres proteinleri olarak adlandirilan bazi protein gruplarini sentezlemektedirler. Stres
proteinlerinin en ¢ok bilinen grubu Ritossa (1962) tarafindan 1s1 soku proteinleri (HSP)
olarak tanimlanmistir. HSP’ ler bir¢ok ¢evresel stres faktorii tarafindan indiiklenmekle
birlikte hiicrelerin homeostazisini saglamak ve ¢esitli ¢cevresel streslerle basa ¢ikabilmek
icin gereklidir. Is1 soku proteinlerinin bircogu molekiiler saperon olarak islev
gormektedirler. Saperonlar sentezlenen proteinlerin stabilizasyonundan, stabil olmayan
proteinlerin korunmasindan, sentezlenen proteinlerin dogru konformasyonu almasindan
ve hatali sentezlenen protein peptidlerinin yikimindan sorumludurlar (Hartl, 1996).

Is1 soku proteinleri genelde protein boyutuna gére isimlendirilmektedir. Ornegin
HSP90 protein ailesi 90 kDa, HSP70 protein ailesi de 70 kDa boyutundadir (Menoret,
vd., 1999).

Cizelge 2.1. Temel molekiiler saperonlar ve protein aileleri.
Saperon Ailesi Temel Fonksiyonlar1

HSP60 Protein katlanmalarma ve hatali katlanmig proteinlerin
yeniden dogru bir sekilde katlanmasina yardimc1 olmak.

HSP70 Protein katlanmalarina ve hatali katlanmis proteinlerin
yeniden dogru bir sekilde katlanmasina yardime1 olmak.

HSP90 Proteinlerin stabilizasyonu ve aktivitelerinin korunmas,

degrede edilen protein artiklarinin toplanmasi.

Saperonlar (6rnegin HSP’ ler) evrimsel siirecte olduk¢a korunmus proteinlerdir

ve cevresel stresler sonucu olusan protein hasarmnda hiicre i¢cin oldukca gereklidir.
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Okaryotik organizmalarda HSP’ lerin mRNA’ larmin ifadesi HSF (Heat Shock Factor)’
ler tarafindan gergeklestirilmektedir. Is1 soku yanitinda HSF I anahtar rol oynamaktadir.
HSF ailesinin diger tiyeleri de uzun siireli stres altinda eksprese olmaktadir (Csermely,
1997).

HSP’ ler, yiiksek sicakliga maruz kalan organizmalarin bu sicakliga tepki olarak
sentezledigi proteinler olarak bilinse de giliniimiizde bircok ¢alisma HSP’ lerin diisiik
sicaklikla olan iliskisi tizerine yogunlasmistir. Bu da HSP’ lerin, diisiik sicaklik altinda
saperon gorevi gorebilecegine isaret etmektedir (Sung, vd., 2003; Wang, vd., 2004;
Mamedov ve Shono, 2008).

Onceden C. reinhardtii’ de yapilan bir calismada kloroplast stromasinda bulunan
HSP70 sentezinden sorumlu olan 4sp70B geninin, PSII fotoinhibisyonuna ve fotohasarina
kars1 koruyucu ve onarici bir rol {istlendigi kesin olarak gdsterilmistir (Schroda, vd.,
1999). hsp70B’ nin asir1 ifadesinin PSII fotoinaktivasyonunu baskiladigi, az ifadesinin
ise tamamen ters etki yarattig1 gosterilmistir. Ayrica Asp70B’ nin hem inaktif edilmis
reaksiyon merkezlerinin tahrip edilmesini onleyip hem de yeni reaksiyon merkezlerinin
sentezlenmesini tesvik ettigi ileri stiriilmiistiir.

Bitkilerde cevresel stresler sonucu ROS’ lar ve o6zellikle de H2O; birikimi
meydana gelmekte ve bu sayede HSP’ lerin sentezi indiiklenmektedir. Stres sonucu artan
HSP’ ler (¢ogunlukla HSP70, HSP90, HSP100) stres toleransinda ve hiicre korunmasinda
belirgin bir artisa neden oldugu ve biyotik/ abiyotik streslere kars1 bitki korunmasinda
saperon gorevlerinin biiyiik rol oynadigi kabul gérmektedir (Hu, vd., 2010; Sung ve Guy
2003; Rizhsky, vd., 2004; Chen, vd., 2008).

2.5. Diisiik Sicakhk Stresi

Diistik sicaklik stresi bitki biiyiimesi, gelisimi ve verimini sinirlayan en 6nemli
cevresel faktorlerden biridir. Diisiik sicaklik stresi hiicre membran yapisina hasar vererek
membrana bagli enzimlerin aktivitesinde degisikliklere neden olup, membran stabilitesini
ortadan kaldwrabilmektedir (Kim, vd, 2002; Lyons, 1973). Ayrica serbest seker
konsantrasyonu ve ¢oziilebilir protein iceriginde de degisikliklere neden olabilmektedir
(Sakai ve Larcher, 1987). Bu yapisal degisikliklere ek olarak diisiik sicaklik fotosistem I
’in fotoinhibisyonu, donmus yapraklarda H>O birikiminin artmasi gibi bir dizi
fizyolojik, biyokimyasal ve molekiiler degisikliklerle sonuglanabilir (Kudoh ve Sonoike,
2002 ). Dahasi, diistik sicaklik stresinin ribuloz-1,5-bisfosfat karboksilazin aktivitesinde
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azalmayi indiikledigi bildirilmistir (Zhou, vd., 2006). Diisiik sicaklik stresi yesil alglerde,
yiiksek bitkilerle benzer 6zellikte etkiler gdstermektedir. Bununla birlikte diisiik sicaklik
stresi yesil alglerde hiicre basma diisen klorofil miktarini yaklagik olarak 6 kat
diisiirmektedir (Norman, vd.,1998). Karbon metabolizmasi dengesizlesmekte ve elektron
transport mekanizmasinda da bozulmalar meydana gelerek diisiik sicaklik stresi etkisiyle
alg kiiltiirleri sar1 bir renk almaya baslamaktadirlar.

ABA yiiksek bitkilerde soguk, ozmotik ve kuraklik stresine yanitta ana
diizenleyici bitki stres hormonudur (Kim, vd., 2002). Bugiine kadar bir¢ok ¢alisma diisiik
sicakliga uyumda ABA’nin poliaminlerle birlikte calisarak olumlu etkileri oldugunu

gostermistir (Sekil 2.5.) (Cuevas, vd., 2008).

. Soguk stresi
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Sekil 2.5. Yiiksek Bitkilerde soguk strese karsi toleransta i goren poliaminler ile ABA’
nin birbirleriyle olagan iligkisini gosteren model (Altabella, vd., 2010).
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2.6.  Tuzluluk Stresi

Tuzluluk stresi ilk basta su agig1 ve K+/Na+ oranlarindaki degisikliklerden
kaynaklanan spesifik iyon streslere neden olmaktadir. Boylece Na®™ ve CI°
konsantrasyonlar1 artarak hiicrelerin fizyolojik siirecleri sekteye ugrar ve bitki biiyiime ve
gelisimi olumsuz yonde etkilenir. Ayrica tuz stresi stoma kapanmasi, Rubisco
aktivitesinin inhibasyonu ve fotosentetik cihazdaki membran proteinlerinin
degredasyonuna neden olur ve bdylece fotosentetik verimin diismesine yol agmaktadir
(Meloni, vd., 2003.; Sudhir ve Murthy, 2004.;Brugnoli ve Bjorkman, 1992). Tuz stresi
PSII maksimum kuantum verimi (Fv / Fm), net fotosentetik orani, stoma geg¢irgenligi,
hiicreler aras1 CO> konsantrasyonu ve fotokimyasal aktarim katsayisini azaltmaktadir.
Ayrica, tuz stresi PSII tamir mekanizmasimi da inhibe etmektedir (Allakheverdiev, vd.,
2002).

Dissal poliamin uygulamalarinin tuzluluk stresi altinda fotosentetik verimdeki
azalmay diisiirebilecegi bugiine kadar yapilan ¢alismalarda gdsterilmistir. Ozellikle de
putresinin fotosentetik cihazla ilgili fotokimyasal aktarimin gelistirilmesini gli¢lii bir
sekilde etkiledigi bildirilmistir (Zhang, vd., 2009). Fakat bu iyilestirmeler poliaminin
cesidine ve stres derecesine baglidir. Bazi yayinlar igsel poliaminlerin diizeyi ve
formlarindaki degisikliklerin tuz stresli  bitkilerin  fotokimyasal verimliligi
diizenlenmesinde yer aldigini ve poliamin metabolizmasi ile ilgili enzimlerin fotosentez
ile yakindan iligkili oldugunu rapor etmislerdir. Buna karsin, tuz stresinde poliaminlerin
PSII tamir mekanizmasi ile iligkisi {izerine literatiirde herhangi bir c¢alisma
bulunmamaktadir.

2.7.  Literatiir Ozeti

Diistik sicaklik stresi altinda strese yanit olarak dokularda ve hiicrelerde ABA
birikiminde artis oldugu rapor edilmistir (Chen, vd., 1983; Daie ve Campbell, 1981).

Diisiik sicaklik stresi altinda ABA’ nin katalaz (CAT) enzim aktivitesinde ve
cat3, car30 ve car757 gibi antioksidan enzimleri kodlayan genlerin transkript
seviyelerinde artig gozlenmistir (Anderson, vd., 1994).

ABA uygulamasi, misir fidelerinde siiperoksit dismutaz (SOD), CAT, askorbat
peroksidaz (APX) ve glutatyon peroksidaz (GPX) antioksidan enzimlerin daha yiiksek
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aktivitelerini ve normal kiiltiir sicakliginda ve 1s1 stresinde diisiik seviyede lipid
peroksidasyonunu siirdiirmesini saglamistir (Gong, vd., 1998).

Cuevas, vd., (2008), yaptiklar1 ¢alismada putresinin ABA gen ifadesini
diizenledigini ve soguk stresi altinda ABA seviyesini kontrol ettigini gostermistir.

Igsel ABA seviyesi bitkilerin soguk stresine kars1 adaptasyonunu artirmak i¢in
poliaminleri, poliaminlerin biyosentetik veya yanit genlerini modiile ettigi bildirilmistir
(Anderson, vd., 1994; Shen, vd., 2000; Cuevas, vd., 2008; Groppa ve Benavides, 2008).

Diistik sicaklik stresi altinda Arabidopsis thaliana® da ADCI gen ifadesinin
indiiklendigi ve putresin birikiminin arttig1 bildirilmistir (Hummel, vd., 2004).

Tuzluluk stresi altinda yetistirilen tiitiin bitkilerinin ABA uygulamasiyla APX ve
SOD antioksidan enzimlerin aktivitesinde artis meydana gelmistir (Bueno, vd., 1998).

Tuzluluk stresi altinda digsal putresin uygulamasi, fotosentetik aparatin karsilikli
olarak yeniden diizenlenmesini baslatip, yiiksek tuz konsantrasyonlarinda bile hiicre
biliylimesine olanak sagladigi rapor edilmistir (Demetriou, vd., 2007).

Digsal ABA uygulamasi C. reinhardtii’ de tuzluluk stresi altinda ROS {iretiminde
azalma ve antioksidan enzimlerin gen ifadelerinde artis saglayarak bu enzimlerin
aktivitelerinde gelisme gozlendigi rapor edilmistir (Yoshida, vd., 2004).

Poliaminlerin ¢evresel streslere karsi fotosentetik aparatin yapisini ve islevini
korudugu bildirilmistir (Demetriou, vd., 2007; Shu, vd., 2012).

Digsal putresinin, Cucumis sativus tiriinde tilakoid membranlarda toplam
poliamin miktarimi artirarak, tuzluluk stresine karsi tilakoid membranlar1 korudugu,
fotokimyasal verimi dengede tuttugu ve PSII aktivitesinin zarar gormesini engelledigi
bildirilmistir (Shu, vd., 2012).

Aliiminyum stresi altinda Xanthoria parietina’ da yapilan bir calismada psbA gen
ifadesinin diizeyinde azaldig1, dissal spermidin uygulamasiyla ise arttig1 rapor edilmistir
(Sen, vd., 2014).

Hu, vd., (2015), yaptiklar1 calismada tuzluluk stresine maruz birakilan domates
fidelerinde, kontrol grubuna ve spermidin eklenmis fidelere gore western blot analizi
sonucu D1 protein miktarinin daha az oldugu, spermidin eklenmeyen grupta psbA gen

ifadesinin tuz stresi tarafindan inhibe edildigi gosterilmistir.
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Sun, vd., (2010), yaptiklar1 calismada, 1s1 sokuyla muamele edilen erik
meyvelerini diigilk sicaklik stresine maruz biraktiklarinda ilk 10 giin boyunca sHSP
mRNA’ larinda artig gdzlendigini rapor etmislerdir.

Domates, avokado, greyfurt ve elmada sHSP mRNA’ larinin 1s1 sokuyla
uyarildigi diistik sicakliga alindiklarinda belirlenmistir (Kadyrzhanova, vd., 1998; Woolf,
vd., 1999; Porat, vd., 2000; Wang, vd., 2001).

Misir bitkisinde yapilan bir ¢alismada HSP70° in ABA kaynakli antioksidan
savunma sisteminde sicaklik ve kuraklik stresine karsi rol oynayabilecegi rapor edilmistir
(Hu, vd., 2010).

Schroda, vd., (1999), C. reinhardtii hiicrelerini yiiksek 151k stresine maruz
biraktiktan sonra Asp70B geninin ifadesinin artmasiyla ~ PSII inaktivasyonunun
baskilandigini ve tamir mekanizmasina katkida bulundugunu bildirmislerdir.

Konigshofer ve Lechner, (2002), yonca bitkisinde putresin biyosentezini inhibe
ederek ytiksek sicaklik stresine maruz birakilan 6rneklerde HSP protein sentezinin biiytik
miktarda azaldigini rapor etmislerdir. Ayrica asir1 putresin sentezleyen tiitiin BY2 hiicre
hattinda da yiiksek sicaklik altinda asir1 putresinin membran biitiinliigiinii bozmasi1 ve
stres sinyal iletimini dengesizlestirmesi sonucu HSP kodlayan genlerin ifade seviyelerini
etkiledigi bildirilmistir.

Cheng, vd., (2012), olgunlagsmis domates meyvesinde yaptiklar1 caligmada yiiksek
sicaklik stresinin HSP genlerinin (AY 128100.1, U66300.1 ve BG129203) ifadesini asir1
miktarda artirdigmi, fakat digsal spermidinin yiiksek sicaklik stresi altinda sentezlenen bu

asir1 miktarda HSP genlerini baskiladigini bildirmislerdir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Kiiltiir Kosullan
C. reinhardtii, Chlamydomonas Aragtirma Merkezi kiiltiir koleksiyonundan elde
edildi. C. reinhardtii TAP (Tris—acetate phosphate, Cizelge 3.1.) ortaminda 250 ml’ lik
erlenlerde, 60 pmol m2s™ 151k yogunlugunda, 16:8 saat aydmlik:karanlik periyodunda
ve 25 °C sicaklikta (Panasonic Cooled Incubator, MR-154) kiiltiire alind1 (Harris, 1989).
Cizelge 3.1.: TAP ortami (pH=7) igerigi.

Stok Soliisyon  Hacim Igerik Soliisyondaki ~ Ortamdaki
Konsantrasyon Konsantrasyon
Tris base 2.42 gr HNC(CH,OH)s 2.00.10° M
TAP-tuzlari 25 mL NH,Cl 15 gr. L 7.00.10° M
Soliisyonu MgS0,.7H,0 4gr.L! 8.30.10* M
CaCl.2H,0O 2¢gr. L 4.50.10*M
Fosfat 1 mL K,HPO, 28.8.gr. 100mL"!  1.65.10° M
Soliisyonu KH,PO4 144 ¢gr. 100mL!'  1.05.10°M
iz clement 1 mL Na,EDTA2H,0  5.00 gr. 100 mL!  1.34. 104 M
Soliisyonu ZnS0,4.7H,O 220 gr. 100 mL!  1.36.10*M
H;BO; 1.14 gr. 100 mL'  1.84.10*M
MnCl,.4H,0 0.50 gr. 100 mL!'  4.00.10° M
FeSO4.7H,O 0.50 gr. 100 mL!'  3.29.10° M
CoCl.6H,O 0.16 gr. 100 mL!' 1.23.10° M
CuS04.5H,0 0.16 gr. 100 mL!'  1.00.10° M
(NH,)6MoO;3 0.11gr. 100mL"!  4.44.10°M
Glasial Asetik 1 mL CH3;COOH

Asit
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Sekil 3.1. C. reinhardtii hiicresinin genel goriiniimii (Rochaix, vd., 1998).

Cizelge 3.2. C. reinhardtii’ nin taksonomisi (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/,Taxonomy
ID: 906914).

Stiper alem Eukaryota

Alem Plantae

Alt Alem Viridiplantae

Sube Chlorophyta

Alt Sube Chlorophytina

Smf Chlorophyceae

Takim Chlamydomonadales
Aile Chlamydomonadaceae
Cins Chlamydomonas

Tiir Chlamydomonas reinhardtii



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Undef&id=2759&lvl=3&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Undef&id=3166&lvl=3&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Undef&id=3042&lvl=3&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Undef&id=3051&lvl=3&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Undef&id=3052&lvl=3&keep=1&srchmode=1&unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Undef&id=3052&lvl=3&keep=1&srchmode=1&unlock
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3.2. Stres Denemeleri

Diistik sicaklik stresi i¢in 6n denemeler sonucu belirlenen 1 mM putresin
uygulanan Ornekler 3 saat boyunca inkiibe edildi. Putresin eklenen ve eklenmeyen
ornekler inkiibatdrde 60 pmol m?s! 151k yogunlugunda, 16:8 saat aydmlik:karanlik
periyodunda ve 10 °C sicaklikta 24 saat, 48 saat ve 72 saat olmak lizere 3 farkli zaman

periyodu olmak tizere inkiibe edilmistir.

Tuzluluk stresi i¢in 1 mM putresin uygulanan 6rnekler 3 saat boyunca inkiibe
edildi. Putresin eklenen ve eklenmeyen Ornekler inkiibatérde 60 pmol m?s' 151k
yogunlugunda, 16:8 saat aydinlik:karanlik periyodunda ve 25 °C sicaklikta 1. giin, 3. glin
ve 7. giin olmak iizere 3 farkli zaman periyodunda inkiibe edilmistir. Tuz
konsantrasyonlar1 yapilan on ¢aligmalar sonucunda 5 mM, 30 mM ve 75 mM NaCL

olarak belirlenip 3 farkli konsantrasyon ile deneme kuruldu.

3.3.  Hiicre Biiyiime Olciimii

Klorofil igerigi, hiicre biiylimesinin belirteci olarak da kullanilmaktadir (Yoshida,
vd., 2004). Bu yiizden diistik sicaklik stresi, tuzluluk stresi ve putresinin C. rehindratii
biiylimesi lizerine etkisini gostermektedir. Diisiik sicaklik stresine ait gruplar ve tuzluluk
stresine ait gruplardan ornekler alindiktan sonra hiicreleri toplamak i¢in 6rnekler 2.9 g’
de 10 dk santrifiij (Centurion Scientific K3 Series) edildi. Santrifiijden sonra siipernatant
kisim olan TAP ortami uzaklastirildi. Coken hiicreler 1 ml %80° lik metanolle pipetaj
yapilip yesil 151k ortamida 65°C sicaklikta 30 dk inkiibe edildikten sonra +4°C 4:30 dk
5.2 g’ de santrifiij edildi. Santrifiijden sonra siipernatant kisim spektrofotometre (Optizen
UV/VIS, Optizen POP) kiivetlerine alinip 650 ve 665 nm’ de 6lgiim alind1 ve sonuglar
biiyiime formiiliiyle hesaplandi(Mackinney, 1941). Tuzluluk stresinde, farklilik daha ¢cok
belli oldugu i¢in klorofil analizi yerine hiicre sayimi yapilmis ve sonuglar1 verilmistir.
Her 6rnek 3 tekrarli olacak sekilde 6l¢iim alinmistir. Biiyiime formiilii; (0.0255x OD650
nm)+ (0.0040XOD665 nm)= total klorofil icerigi (mg/ml) seklindedir.

3.4. Lipit Peroksidasyonu Analizi

Lipit peroksidasyon miktar1 lipit peroksidasyonun belirteci olan Malondialdehit
(MDA) miktarmin 6l¢iilmesi ile tespit edilmistir.
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Her ornekten 1,5 ml’ lik iki ependorf tiip 2900 g’ de 10 dk santrifiij edildi.
Stipernatant kisim uzaklagtirilip pellet kisim 2 ml % 0.1’ lik TCA ile homojenize edildi.
Ekstrat 6300 g’ de 10 dk boyunca 10 °C’ de santrifiij edildi. Siipernatant kisim toplanip
iistiine 4 ml %0.5” lik TBA (%20’ lik TCA i¢inde ¢oziilmiis) eklendi. Su banyosunda
(JEIO TECH BS-11) 25 dk 95 °C’ de inkiibe edildi. Su banyosundan alinan 6rnekler hizli
bir sekilde buz i¢inde sogutuldu. 6300 g’ de 10 dk boyunca 10 °C’ de santrifiij edildi. 532
ve 600 nm’ de 6l¢iim alind1 (Heath ve Packer, 1968).

3.5. Rubisko Enzim Analizi

Rubisko enzim analizi MyBioSource Plant Ribulose-1,5-bisphosphate
carboxylase/oxygenase (RuBisCO) ELISA Kit (Katalog Numarasi:: MBS705973) ile
yapildi. Her 6rnekten 1,5 ml’ lik ependorf tiip 2900 g’ de 10 dk santrifiij edildi.
Stipernatant kisim uzaklastirilip pellet kisitm 1 ml 6rnek ekstraksiyon tamponu ile
havanda 6giitiildii. Tekrar ependorfa alinan homojenat, 30 dk boyunca 4°C’ de inkiibe
edildi. Ardindan 10 dk boyunca 5000 rpm’ de santrifiij edildi. Siipernatant kisim analiz
stiresine kadar 4°C’ de muhafaza edildi. Kullanilacak 6rnekler, 6rnek seyreltme tamponu
ile 5 kat seyreltildikten sonra elisa plate kuyucuklarina 50 pl 6rnek ve standartlar eklendi.
Orneklerin iistiine de 50 pl antikor eklendi. Ardindan 60 dk boyunca 37°C’ de inkiibe
edildi. Inkiibasyon isleminden sonra kuyucuklar aspire edildi ve her bir kuyucuk 3 defa
200 pl yikama soliisyonu ile yikandi. Her bir kuyucuga 100ul HRP-conjugate soliisyonu
eklendi ve 60 dk boyunca 37°C’ de inkiibe edildi. Inkiibasyon isleminden sonra
kuyucuklar aspire edildi ve her bir kuyucuk 3 defa 200 pul yikama soliisyonu ile yikandi.
Her kuyucuga 90ul TMB substrat eklendi ve karanlikta 37°C' de 20 dakika boyunca
inkiibe edildi. Inkiibasyon isleminden sonra her kuyucuga 50ul durdurma soliisyonu
eklendi ve Eliza Okuyucu (Thermo Multiskan Go Microplate Spectrophotometer)

cihazinda 450 nm’ de 6l¢iim alind.
3.6.  Prolin Analizi

Her Ornekten 1,5 ml’ lik ependorf tiip 2900 g’ de 10 dk santriflij edildi.
Stipernatant kisim uzaklagtirilip pellet kisim %3’ liik siilfosalisilik asit ile homojenize
edildi. Homojenat filtre kagidi ile siiziildiikten sonra 2 ml siiziintii {izerine 2 ml glasial
asetik asit ve 2 ml ninhidrin ¢ozeltisi eklenip 1 saat 100 °C inkiibe edildi. (Ninhidrin
¢ozeltisi 50 ml i¢in: 1,25 gr ninhidrin, 30 ml glasial asetik asit, 20 ml 6 M fosforik asit).
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Su banyosundan alman 6rnekler hizli bir sekilde buzda sogutuldu. Her 6rnege 4 ml toluen
eklenip 15-20 sn calkalandi.Toluen fazi toplanip kuvars kiivetlerde 520 nm’ de

spektrofotometrede 6l¢lim alindi.
3.7.  Total Protein izolasyonu

Her ornektenl,5 ml’ lik iki ependorf tiip 2900 g’ de 10 dk santriflij edildi.
Stipernatant kisim uzaklastirilip pellet kisim sivi azot ile 6giitiildiikten sonra 1,5 ml 50
mM fosfat tamponu (PBS) ile homojenize edildi. 14500 g’ de 15 dk santrifiij edildi.
Stipernatant kisim yeni ependorf tiiplere alinip analize kadar -80 °C’ de (Panasonic MDF-
US3865-PE) muhafaza edildi.

Cizelge 3.3. 50 mM fosfat tamponu (pH= 7,5) igerigi.

50 mM KH2PO4

50 mM NaHPO4

%38 Polyvinylpyrrolidone (PVP)
%0,01 TritonX-100

1 mM EDTA

3.8.  CAT Enzim Analizi

Bir ependorfa 1 ml CAT reaksiyon tamponu konulup, izole edilmis total
proteinden 10 ul eklenip calkalandi. Tipteki karisim kuvars kiivete bosaltildi.
Spektrofotometrede 240 nm’ de 3 dk boyunca 15 sn araliklarla kinetik 6l¢iim yapildi
(Bergmeyer,1970).

Cizelge 3.4. CAT reaksiyon tamponu (pH= 7.5) icerigi.

50 mM KH>POq4
50 mM Na;HPOq4
20,3 H>0,

0,1 mM EDTA

3.9. APX Enzim Analizi

Bir ependorfa 1 ml APX reaksiyon tamponu konulup iistiine izole edilmis total

proteinden 10 pl eklenip ¢alkalandi. Tiipte bulunan karisim kuvars kiivete bosaltild1.



20

Spektrofotometrede 290 nm’ de 3 dk boyunca 15 sn araliklarla kinetik dl¢ciim yapildi
(Nakano ve Asada, 1981).
Cizelge 3.5. APX reaksiyon tamponu (pH= 7,8) icerigi.

02M Tris/HC1
0,25 mM Askorbik asit
0,5 mM H>O»

3.10. ABA Analizi

ABA analizi i¢gin CUSABIO Plant hormone abscisic acid (ABA) ELISA Kit
(Katalog Numarasi: CSB-E09159P]) kullanildi. 0,5 g alg 6rnegi 4,5 ml o6rnek
ekstraksiyon tamponu i¢inde 6 giitiildii ve 4° C’ de bir gece boyunca karanlikta ¢alkalayict
ile alt list edildi. Elisa plate kuyucuklarina 50ul 6giitiilmiis alg ornekleri ve standartlar
eklendi. Ardindan her kuyucuga 50ul Antikor eklenerek 37 © C' de 30 dk inkiibe edildi.
Inkiibasyondan sonra kuyucuklar aspire edilip 3 kez 200 pl yikama soliisyonu ile yikand.
Her kuyucuga 100ul HRP-konjugat eklendi ve sonra 37 © C'de 30 dk inkiibe edildi.
Inkiibasyondan sonra her kuyucuk aspire edilip 3 kez 200 pl yikama soliisyonu ile
yikandi. Her kuyucuga 90ul TMB substrat soliisyonu eklendi ve karanlikta 37 © C' de 20
dk inkiibe edildi. Ardindan her kuyucuga 50ul stop soliisyonu eklendi ve 450 nm' ye
ayarlanmis Eliza Okuyucu cihazinda absorbans degerleri 6l¢iildii.

3.11. RNA izolasyonu ve cDNA Eldesi

Her 6rnekten 1,5 ml’ lik iki ependorf tiip 2900 g’ de 10 dk santrifiij edildi.
Stipernatant kistm uzaklastirilip pellet kissm 1 ml Trizol ile homojenize edildi.
Homojenize edilen 6rnekler 10 dk oda sicakliginda inkiibe edildi. Homojenat iistiine 200
pl kloroform eklenip ¢alkalandi ve 10 dk oda sicakliginda inkiibe edildi. 11.300 rpm’ de
15 dk boyunca 4°C’ de santrifiij edildi. Ust faz yeni ependorflara alindiktan sonar iistiine
500 pl isopropanol eklendi ve ependorf el yardimiyla yavas bir sekilde 5 defa alt iist
edildi. 10 dk oda sicakliginda inkiibe edildi. 12.000 rpm.” de 10 dk boyunca 4°C’ de
santrifiij edildi. Stipernatant kisim uzaklastirildiktan sonra pellet 1 ml soguk % 75° lik
etanol ile yikandi. 9.100 rpm’ de 5 dk boyunca 4°C’ de santrifiij edildi. Siipernatant kisim
atildiktan sonra ependorflar 15 dk boyunca oda sicakliginda kurumaya birakildi. Kuruyan
ornekler 100 pul DEPC su ile ¢oziildii. RNA’dan cDNA elde etmek i¢in Applied
Biosystems High-Capacity-cDNA RT Kit (Katalog Numarasi: 4368814) kullanild1 (BIO-
RAD T100 Thermal Cycler).
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Cizelge 3.6. RT-PZR reaksiyonu i¢in 0rnek basina kullanilan mix icerigi.
RNA 10 pl

10X RT Bufter 2 ul
25X dNTP Mix (100 mM) 0.8 pl
10X RT Random Primers 2 pl
Multiscribe RT 1 ul

Niikleaz icermeyen H,O 4.2 ul

Cizelge 3.7. RT-PZR protokolii.

25°C 10 dk
37°C 120 dk
85 °C 5dk

3.12. Kantitatif Ger¢ek Zamanh-PZR

PROMEGA GoTaq® gqPCR Master Mix (Katalog Numarasi: A6001) ile Gergek
Zamanli-PZR (Agilent AriaMx RealTime PCR System G8830A) reaksiyonu kuruldu.
Cizelge 3.8. Ger¢ek Zamanli-PZR reaksiyon igerigi.

0.5 uL Ileri primer

0.5 uL Geri primer

1 uL Master mix

10 uL cDNA

8 uL Niikleaz igermeyen H>O

Cizelge 3.9. Kullanilan primer dizileri.

Gen ad1 Ileri iplik Geri iplik

psbA TTCCTACTCAGTCTTCACCTC GATAAGCGTTACCGTTTCCC
odc2 GTAACCCTCTCGCATACTC GCAATTCCTTCCATCCCA

thal CTCTTTCTCGCACTCAAGTC GTTCTTAACAAAGTCCTCGCC

hsp70C ~ GCCTACTTCAACGACTCCCA CTCCTCATCGTCTTCCGCTG
hsp904  CTTATCTCCAACGCCTCCGA GACCATGACCTTCTCCACCT

hsp90C  TTCTCCTCCATCCTCTACATCC GTTGATCTCCATAATCTTGCGG
185rRNA  ACTGCTCTGCTCCACCTTCC TATTCAGAGCGTAGGCCTGC
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3.13. Istatistiksel Analiz

Bu tezde control grubu ve uygulama gruplar1 arasindaki farkliliklar: istatistiksel
olarak gostermek i¢cin ANOVA-One Way ve t-student testi kullanilmistir. Ayrica,
poliamin gen ifadesinde meydana gelen degisimlerin diger gen ifadeleri ve fizyolojik

parametreler ile olasi iligkileri Pearson Korelasyon Testi ile saptanmustir.
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4. BULGULAR

4.1.  Diisiik Sicakhik Stresine Ait Bulgular
4.1.1. Biiyiime sonuclari

Cizelge 4.1. Diisiik sicaklik stresi hiicre biliylime (mg klorofil/mL kiiltiir) sonuglari.
X;grubun degeri, Std; standart sapma, *; ANOVA testi sonucunda p<0.05.

Deney Gruplari n O0h X+£SD 24h X£SD 48 h X£SD 72 h X£SD

Kontrol 3 5.96+£0.017  8.7+0.057 9.84+0.015 13.45+0.006
10°C 3 5.87+0.014  5.13£0.06*  4.85+0.015*  4.03+0.009*
10°C+ put 3 5.7840.05 7.12+40.024  10.26+0.02 10.85+0.002

Diisiik sicaklik stresinin etkisiyle 3. giinde hiicre biiylimesinde kademeli olarak
azalma gerceklesmistir. En diisiik hiicre yogunluguna sahip olan grup 72 saatlik diisiik

sicaklik stresine maruz kalan 6rnekte goriildii.

4.1.2. Lipit peroksidasyonu

Cizelge 4.2. Diisiik sicaklik stresi MDA igerigi (nmol107 hiicre™), X;grubun degeri, Std;
standart sapma, *; ANOVA testi sonucunda p<0.05.

24 saat 48 saat 72 saat
Deney Gruplari n X£Std X£Std X+Std
Kontrol 3 0.083+0.02 0.089+0.04 0.092+0.01
10°C 3 0.13+0.042* 0.199+0.05%* 0.28+0.08*
10°C+ put 3 0.079+0.02 0.083+0.09 0.095+0.012

Diisiik sicaklik stresinde total MDA igerigi 48 ve 72. saatlerde 6nemli derecede
artmustir. Stres swrasinda artan MDA igerigi hiicre membranmnmn hasara ugradiginin
gostergesidir. MDA igerigi putresin uygulanan ve uygulanmayan gruplar arasinda 6nemli
farkliliklar gozlenmistir. Putresin uygulanan gruplardaki MDA igerigi uygulanmayan
gruplara gore daha diisiik seviyede bulunmustur. Sonuglar putresinin diisiik sicaklik stresi

altinda hiicreleri ytiksek lipit peroksidasyondan korudugunu gostermistir.
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4.1.3. Rubisko enzim aktivitesi

100 -
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30 4
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Rubisco erzim igerigi
(pe fml}

24 h 48 h 72 h
Uygulama zaman

Okontrol @10°C @ 10°C+put

Sekil 4.1. Diisiik sicaklik uygulamasi yapilmis putresinli ve putresin igermeyen gruplarin
Rubisko enzim igerigi, *p<0.05, **p<0.01.

Rubisko enzim aktivitesi diisiik sicaklik stresi (Sekil 4.1.) uygulanan gruplarda
kademeli olarak azalmustir. ilk 24 saatte Rubisko enzim iceriginde istatistiksel olarak
anlamli bir degisim gozlenmemistir. 48. saatten itibaren putresin uygulamasi yapilmayan
kiiltiirlerde Rubisko enzim igerigi yaklasik 1.34 kat azalirken, putresin uygulanan
kiiltiirlerde 1.5 kathk artis meydana gelmistir. Ozellikle 72. saatte putresin uygulamasi
yapilmayan kiiltiirlerde 2 katlik bir diisiis gozlenmistir (p<0.01). Buna karsm, putresin
uygulanan kiiltiirlerde uygulanmayan 6rneklere gore yaklasik olarak 1.5 kat daha fazla
Rubisko enzim igerigi belirlenmistir.

4.1.4. Antioksidan enzim aktiviteleri

CAT aktivitesi 24 saat diisiik sicaklik stresi uygulanan grupta onemli derecede
artig gostermigtir. 72 saatlik grupta ise kontrol grubuna goére CAT aktivitesinde yaklasik
1.65 kat azalma gdzlenmistir (Sekil 4.2., p<0.05). Putresin uygulanan gruplarda 24, 48 ve
72 saatlik 6rneklerde sirasiyla 2.04, 1.59 ve 1.56 kat artig gézlenmistir.
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Diisiik sicaklik kosullarinda APX enzim aktivitesinde 48. saatte 1.35 kathik artis

25 kat azalmustir (p<0.05). Putresin uygulanan gruplarda, ilk 24

lenirken, 72 . saatte 1.

g0z

aktivitesinde istatistiksel olarak kontrole gore Onemli bir artis
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saatlerde APX aktivitesinin Onemli derecede

Buna karsin, 48 ve 72

saptanmamistir

)
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4.1.5. I¢sel ABA seviyesi
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Sekil 4.4. Diisiik sicaklik uygulamasi yapilmis putresinli ve putresin icermeyen gruplarin
icsel ABA seviyesi, *p<0.05, **p<0.01.

ABA seviyesinde, diisiik sicaklik stresine maruz birakilan hiicrelerde 6nemli bir
degisiklik goriilmezken, putresin uygulanan gruplardan 24 saatlik 6rneklerde i¢csel ABA
mikatrinda 2.16 katlik bir artis gézlenmistir.

4.1.6. Fotosentezle iliskili genlerin ifade degisimleri
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Sekil 4.5. Diisiik sicaklik uygulamasi yapilmig putresinli ve putresin igermeyen gruplarin
psbA genin ifade degisimleri.
Diisiik sicaklik stresi altinda PSII D1 protein geni (psbA4) ifadesinde hem artis

hem azaliy gozlenmistir. 24 ve 48 saatlik grupta 5.24 ve 2.13 katlik bir artis gézlenirken
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72 saatlik grupta 2.23 katlik bir azalig gézlenmistir. Putresin uygulanan 6rneklerde 24, 48
ve 72 saatlik gruplarda sirasiyla 2.65, 0.08 ve 1.5 katlik bir artig gdozlenmistir.

4
3 2.71
.g 5
©
1 0.59
o I 0.07
580 |
o -4 4 kontrol 24 saat 48 saat at put-24 put-48 put-72
® saat saat saat
L 2]
-3
4 -3.05

Sekil 4.6. Diisiik sicaklik uygulamas1 yapilmis putresinli ve putresin icermeyen gruplarin
thal genin ifade degisimleri.

cPAB1’ in RNA baglanma aktivitesini diizenleyen tbal ifadesi diisiik sicaklik
stresine karsi yanitta uyarilmistir. 24 ve 48 saatlik gruplarm thal ifadesini kontrol
grubuna gore sirasiyla 2 ve 2,09 kat artarken 72 saatlik grupta 3,05 kathik bir azalma
gozlenmistir. Bu sonuglar pshbA gen ifadesi sonuglariyla uyusmaktadir.  Putresin
uygulanan 6rneklerden 24 saatlik grupta 2,71 katlik bir artis gézlenmistir.

4.1.7. Poliamin biyosentez genlerinin ifadesi (odc2 ve spdl)
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Sekil 4.7. Diisiik sicaklik uygulamasi yapilmig putresinli ve putresin igermeyen gruplarin
odc2 genin ifade degisimleri.

Diisiik sicaklik stresi altinda odc2 gen ifadesinde artis gdzlenmistir. Kontrol
grubuna gore 24 ve 48 saatlik uygulamalarda odc?2 gen ifadesini sirasiyla 0,91 ve 0,73 kat
artmustir. 72 saatlik grupta ise yaklasik olarak 2.76 kathik bir azalma gdzlenmistir.
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Putresin uygulanan 6rneklerde 24 saatlik grupta putresinin odc2 gen ifadesinin 3.15 katlik

bir artig gozlemlenmistir.
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Sekil 4.8. Diisiik sicaklik uygulamas1 yapilmis putresinli ve putresin igermeyen gruplarin
spdl genin ifade degisimleri.

spdl genin ifadesi diisiik sicaklik stresi altinda 24, 48 ve 72. saatlerde sirasiyla
0.89, 1.43 ve 4.2 kat azalirken, putresin uygulanan 6rneklerde 24. saatte 1.29 kat artmistr.
Gen ifadesi sonuglar1 spdl genin diisiik sicakliklarda down-regiilasyonuna isaret
etmektedir.

4.1.8. Is1 soku proteinlerine ait genlerin ifade degisimleri
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Sekil 4.9. Diisiik sicaklik uygulamasi yapilmis putresinli ve putresin icermeyen gruplarin
hsp70c genin ifade degisimleri.
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Sekil 4.10. Diisiik sicaklik uygulamasi yapilmis putresinli ve putresin igermeyen
gruplarin Asp90c genin ifade degisimleri.
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Sekil 4.11. Diisiik sicaklik uygulamasi yapilmis putresinli ve putresin igermeyen
gruplarin Asp90a genin ifade degisimleri.

Soguk stresine bagli olarak 24 ve 48. saatlerde ssp70c’nin gen ifadesinde 2.12 ve
1.88 kathik bir artis gézlemlenirken, 72. Saatte -2.76 katlik bir azalis gozlemlenmistir.
Hsp90c ve hsp90a genlerin ifadesinde 24 ve 48 saatlerde hsp70c’ye benzer bir artis
saptanmistir. Putresin uygulanan gruplarda oOzellikle Asp70c ve hsp90c genlerinin

ifadelerinde, swrasiyla 2.88 ve 3.27’lik bir artis gézlemlenmistir.
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4.1.9. Pearson korelasyon testi

Cizelge.4.3. Poliamin biyosentez genlerinin diger genlerin ifadesi ile iligkisini gdsteren
Pearson korelasyon test sonuglari.

psbA  tbal hsp70c hsp90a hsp90c
odc?2 0.7462  0.9198 0.9519 0.8403 0.9742
spdl 0.2744  0.5948 0.5334 0.5084 0.5682

Pearson korelasyon testi sonuglarimiza gére odc2 gen ifadesindeki artiglar psbA
ve thbal gen ifdesindeki degisimlerle pozitif korelasyon gdstermistir. Ayrica, 151 soku
proteinlerinin gen ifadesi ile odc2 gen ifadesi arasinda gii¢lii bir pozitif korelasyon
bulunmustur. Spd! genin ifadesi ile psbA gen ifadesi arasinda zayif bir korelasyon oldugu
gbzlemlenmistir. Spdl genin ifade degisimlerinin bu tezde ¢aligilan diger genlerin ifade
degisimleri ile olan iligskilerinde ise orta derecede bir korelasyon gosterdigi pearson

korelasyon testi ile saptanmistir (Cizelge.4.3.).

Cizelge.4.4. Baz1 fizyolojik parametreler ve poliamin biyosentez gen ifadeleri arasindaki
Pearson korelasyon test sonuglari.

cat apx Rubisko  odc2 spdl
ABA icerigi 0.8024 0.1543 0.3744 0.6789 0.6447
Lipid peroksidasyonu  -0.6796 0.1017 -6757 -0.4899 -0.8907
Rubisko 0.7120 0.6878 - 0.2599 0.6722
cat - 0.1706 0.7120 0.7855 0.8090
apx 0.1706 - 0.6878 0.0341 0.7922

Pearson korelasyon testi sonuglarimiza gore igsel ABA igerigindeki degisimlerin,
CAT aktivitesi ve poliamin gen ifadesi degisimler ile pozitif korelasyon gosterdigi
bulunmustur. Ayrica, lipid peroksidasyon oranindaki artis ile CAT aktivitesi, igsel
Rubisko enzim miktari, ve spdl gen ifadesi arasinda negatif bir korelasyon bulunmustur.
Igsel Rubisko enzim igerigi ile CAT enzim aktivitesi, APX enzim aktivitesi ve spdl gen
ifadesi arasinda pozitif korelasyon goézlemlenmistir. Bunun yanisira, CAT enzim
aktivitesi odc2 ve spdl gen ifadeleri ile giiclii bir korelasyon gosterirken, APX enzim
aktivitesinin spd/ genin ifadesi ile pozitif korelasyon gosterdigi saptanmistir (Cizelge

4.4.)
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4.2.  Tuzluluk Stresine Ait Bulgular
4.2.1. Biiyiime sonuclar

Cizelge 4.5. Farkli konsantrasyonlarda tuz stresine maruz birakilmis ve putresin
uygulanmis gruplarin biiylime (mgklorofil/mL kiiltiir) oran1 X;grubun degeri, Std;
standart sapma, *; ANOVA testi sonucunda p<0.05.

1.giin 3. giin 7. glin
Deney gruplari n X£Std X£Std X£Std
kontrol 3 2,99+ 0,4 3,87+ 0,3 3,52+ 0,1
Put-kontrol 3 3,07+ 0,3 4,27+ 0,4* 4,24+ 0,5%
5 mM NaCL 3 3,100+ 0,5 3,97+ 0,5% 3,98+ 0,5%
30 mM NaCL 3 3,05+ 0,3 3,84+ 0.4 3,86+ 0,1*
75 mM NaCL 3 2,70+ 0,4%* 3,34+ 0,2* 3,01+ 0,1*
5 mM NaCL+put 3 3,14+ 0,2* 4,32+ 0,2* 3,90+ 0,5%*
30 mM NaCL+put 3 3,16+ 0,1* 4,02+ 0,2* 3,98+ 0,3*
75 mM NaCL+put 3 3,09+ 0,2 3,55+ 0,3* 3,06+ 0,1*

Tuzluluk stresi altinda stres diizeyi arttikga hiicre sayis1 kademeli olarak
azalmistir. Tuzluluk stresi altinda en ¢ok diisiis goriilen grup beklenildigi gibi 75mM
NaCL-7. Giin’ liik 6rneklerdir.

4.2.2. Lipid peroksidasyonu

Cizelge 4.6. Farkli konsantrasyonlarda tuz stresine maruz birakilmis ve putresin
uygulanmis gruplarin MDA igerigi (nmol10® hiicre™), X;grubun degeri, Std; standart
sapma, *; ANOVA testi sonucunda p<0.05

Deney gruplari n 1. glin X+SD 3. giin X+SD 7. giin X+SD
kontrol 3 0,181+ 0,001 0,161+ 0,002 0,195+ 0,02
Put-kontrol 3 0,184+ 0,002 0,148+ 0,003* 0,161+ 0,01*
5 mM NaCL 3 0,161+ 0,003* 0,171+ 0,03 0,198+ 0,05
30 mM NaCL 3 0,162+ 0,002* 0,190+ 0.01* 0,248+ 0,01*
75 mM NaCL 3 0,145+ 0,02* 0,206+ 0.02* 0,271+ 0,03*
5 mM NaCL+put 3 0,181+ 0,01 0,097+ 0,02* 0,181+ 0,01
30 mM NaCL+put 3 0,135+ 0,02* 0,148+ 0,01* 0,216+ 0,01
75 mM NaCL+put 3 0,187+ 0,03 0,174+ 0.01 0,220+ 0,01*

Tuzluluk stresinde genelde biitiin gruplarin 7. giiniinde oldukc¢a biiyilik bir artis
gbzlenmekte giin sayisi arttikca kademeli olarak MDA seviyesi artmakta 6zellikle en

yiiksek tuz derisimi uygulanan 75 mM’ lik grupta en yiiksek MDA degeri gézlenmistir.
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4.2.3. Rubisko icerigi
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Sekil 4.12. Farkli konsantrasyonlarda tuz stresine maruz birakilmis ve putresin
uygulanmis gruplarin Rubisko enzim igerigi, *p<0.05, **p<0.01.

Tuzluluk stresi uygulanan gruplarda tuzluluk derisimi arttikca Rubisco enzim
aktivitesinde azalis meydana gelmistir. 5 mM ve 30 mM NaCl uygulamasi yapilan
kiiltiirlerde 3. ve 5. gilinlerde Rubisko enzim igerigi kontrole gore yaklasik 1.4, 1.23, 1.27
ve 1.26 kat daha fazla oldugu belirlenmistir. Buna karsm, 75 mM NaCl uygulamasi
yapilan kiiltiirlerde Rubisko enzim igeriginde 1. giinden itibaren uygulama zamanina
bagli olarak azalma gozlemlenmistir.

Putresin uygulamasini takiben ilk 24 saatte kontrol gruplarinda 1.29 katlik bir artis
gbzlenmistir. Farkli konsantrasyonlarda tuz uygulamasi ve putresin uygulamasi yapilan
gruplarda Rubisko enzim i¢eriginde zamana bagli olarak degisimler saptanmistir. 75 mM
NaCl uygulanan kiiltiirlerin 7. giiniinde Rubisko icerigi kontrole gore 2.94 kat azalirken,
putresin uygulanmayan 75 mM NaCl uygulamasi yapilan kiiltiirlere gore Rubisko
iceriginde 1.48 katlik bir artis gézlenmistir.
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4.2.4. Prolin icerigi
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Sekil 4.13. Farkli konsantrasyonlarda tuz stresine maruz birakilmig ve putresin
uygulanmis gruplarin igsel prolin icerigi, *p<0.05, **p<0.01.

Tuzluluk stresinde ise strese tepki olarak ilk 24 saatteki biitiin gruplarda prolin
miktar1 artmig ve diger glinlerde azalma meydana gelmistir. Tuz derisimi en yliksek olan
75 mM NaCL uygulanan 7 giinliik kiiltiirlerde prolin seviyesinde 1.6 katlik bir azalis
meydana gelmistir. Putresin uygulamasi yapilan kiiltiirlerde hem kontrole hem de 75 mM
NaCl uygulanan kiiltiirlere oranla daha fazla bir azalis oldugu belirlenmistir (Sekil 4.13.).
4.2.5. APX aktivitesi

Putresin uygulamasi yapilan kontrol gruplarinda ilk 24 saatte APX enzim
aktivitesinde 1.26 kathk bir artis gozlemlenmistir. Farkli konsantrasyonlarda tuz
uygulanan ve putresin uygulamasi yapilan kiiltiirlerde ilk 24 saatte kontrole gére 6nemli
artiy meydana gelmistir (Sekil 4.14.). Buna karsin7. giinde 75 mM NaCl uygulamasi
yapilan kiiltiirlerde APX enzim aktivitesi 1.3 kat azalirken, putresin uygulamasi yapilan

tiim konsantrasyonlarda kontrole gére dnemli bir degisim gézlemlenmemistir.
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Sekil 4.14. Farkli konsantrasyonlarda tuz stresine maruz birakilmig ve putresin
uygulanmis gruplarin APX enzim aktivitesi, *p<0.05, **p<0.01.

4.2.6. i¢sel ABA seviyesi
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Sekil 4.15. Farkli konsantrasyonlarda tuz stresine maruz birakilmig ve putresin
uygulanmis gruplarin igsel ABA seviyesi, *p<0.05, **p<0.01.

Icsel ABA miktar kontrol gruplarinda putresin uygulamasini takiben ilk 24 saatte
1.2 kat artmustir (Sekil 4.15.). Farkli tuz konsantrasyonuna ve uygulama siiresine bagl
olarak i¢sel ABA miktarinda istatistiksel olarak onemli degisimler gozlenmistir. Ik 24
saatte 30 mM ve 75 mM NacCl uygulanan kiiltiirlerde icsel ABA miktar1 yaklagik olarak
1.49 ve 1.38 kat artarken, 7 giinliik kiiltiirlerde sirasiyla yaklasik 1.2 ve 1.4 kat azalmistr.
Putresin uygulamas1 yapilan farkli tuz konsantrasyonlarindaki kiiltiirlerde 1., 3. ve 5.
giinlerde kontrole oranla igsel ABA miktarinda artis meydana gelirken, 7 giinliik 75 mM
NaCl uygulanan kiiltiirlerde kontrole gore 1.3 katlik bir azalig saptanmuistir.
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4.2.7. Fotosentezle iliskili genlerin ifade degisimleri
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Sekil 4.16. Farkli konsantrasyonlarda tuz stresine maruz birakilmis ve putresin
uygulanmis gruplarin psbA genin 1. giin ifadesi.
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Sekil 4.17. Farkli konsantrasyonlarda tuz stresine maruz birakilmig ve putresin
uygulanmis gruplarin psbA genin 7. giin ifadesi.

Farkli konsantrasyonlarda tuz uygulamasi yapilan C. reinhardtii kiiltirlerinde
psbA gen ifadesinin zamana baglh degisimleri saptanmistir. Ilk 24 saatte 6zellikle 30 ve
75 mM NaCl uygulanan kiiltiirlerde 2.36 ve 4.43 katlik bir artis gozlenirken, 7. giinde gen
ifadesinde meydana gelen artisin daha az oldugu tespit edilmistir. Putresin uygulamasi
yapilan kiiltiirlerde 7. glinde 30 mM tuz konsantrasyonunda psbA gen ifadesinde yaklasik
6 katlik onemli bir artis belirlenmistir.
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Sekil 4.18. Farkli konsantrasyonlarda tuz stresine maruz birakilmis ve putresin
uygulanmis gruplarin thal genin 1. giin ifadesi.
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Sekil 4.19. Farkli konsantrasyonlarda tuz stresine maruz birakilmigs ve putresin
uygulanmis gruplarm thal genin 7. giin ifadesi.

Tuzluluk stresi altinda biyiitilen C. reinhardtii kiiltiirlerinde thal genin
ifadesinde konsantrasyona ve zamana bagl degisimler saptanmistir. thal ifadesi ilk 24
saatte tlim kiiltlirlerde artarken, 7. glinde 75 mM konsantrasyonda NaCl uygulanan
kiiltiirlerde 1.59 kat azalmigstir. Putresin uygulanan kiiltiirlerde ise psb4 gen ifadesine
benzer sekilde 7. glinde 30 mM NaCl uygulamasi yapilan kiiltiirlerde 6 katlik bir artis

belirlenmistir.
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4.2.8. Poliamin biyosentez genlerinin ifade degisimleri
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Sekil 4.20. Farkli konsantrasyonlarda tuz stresine maruz birakilmis ve putresin
uygulanmis gruplarin odc?2 genin 1. giin ifadesi.
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Sekil 4.21. Farkli konsantrasyonlarda tuz stresine maruz birakilmis ve putresin
uygulanmis gruplarm odc2 genin 7. giin ifadesi.
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Sekil 4.22. Farkli konsantrasyonlarda tuz stresine maruz birakilmis ve putresin
uygulanmis gruplarm spd/ genin 1. giin ifadesi.
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Sekil 4.23. Farkli konsantrasyonlarda tuz stresine maruz birakilmigs ve putresin
uygulanmis gruplarm spd/ genin 7. giin ifadesi.

Poliamin biyosentez genlerinin (odc2 ve spdl) ifadeleri farkli tuz konsantrasyonu
ve uygulama zamanina bagli olarak degisim gostermistir. odc2 genin ifadesi ilk 24 saatte
tim uygulama gruplarinda artarken, 7 giinlik zaman periyodunda 75 mM NaCl
uygulanan gruplarda azalmigtir. Buna karsin, spdl genin ifadesi sadece putresin

uygulamasi yapilan 6rneklerde 1. ve 7. giinde 1.39 ve 1.55 katlik bir azalis gostermistir.
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4.2.9. Is1 soku proteinlerinin gen ifadesi degisimi
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Sekil 4.24. Farkli konsantrasyonlarda tuz stresine maruz birakilmig ve putresin
uygulanmis gruplarin Asp70c genin 1. giin ifadesi.
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Sekil 4.25. Farkli konsantrasyonlarda tuz stresine maruz birakilmis ve putresin
uygulanmis gruplarin Asp70c genin 7. giin ifadesi.

Farkli tuz konsantrasyonu uygulanmis C. reinhardtii kiiltiirlerinde ilk 24 saatte
hsp70c genin ifadesinde artis meydana gelmistir. Putresin uygulamasi yapilan kiiltiirlerde

ise 75 mM tuz konsantrasyonunda 2.15 katlik belirgin bir artis tespit edilmistir. 7 glinliik
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uygulama periyodu sonucunda Asp70c genin ifadesi Ozellikle putresin uygulanan
gruplarda sirasiyla 2.72, 2.87 ve 3.7 kat artmustr.
4.2.10. Pearson korelasyon testi

Cizelge. 4.7. Poliamin biyosentez genlerinin diger gen ifadeleri ile olan iliskisini gdsteren
Pearson korelasyon test sonuglari.

psbA thal hsp70c
odc?2 0.6291 0.7457 0.3818
spdl 0.54 0.5778 0.6087
ABA 0.024 0.2348 -0.3469

Pearson korelasyon testi sonuclarimiza gore odc2 gen ifadesindeki degisimler,
psbA ve tbal gen ifadesindeki degisimler ile pozitif korelasyon gostermektedir. Ayrica,
spdl geninin ifadesindeki degisimler thal ve hsp70c gen ifadesi degisimler ile orta

derecede pozitif korelasyon gostermistir.

Cizelge 4.8. Baz1 fizyolojik parametreler ve poliamin biyosentez gen ifadeleri arasindaki
Pearson korelasyon test sonuglari.

apx Rubisko  prolin ABA odc2 Spdl

ABA icerigi 0.5831  0.6289 0.8397 - 0.6026 -2097

Lipid perosidasyon -0.4125 -0.5162 -0.5663 -0.6986 -0.3472 0.0134
apx - 0.2794 0.6323 0.5831 0.1227 0.1036
proline 0.6323  0.3254 - 0.8397 0.2357 0.0274
Rubisko 0.2794 - 0.3254 0.6289 0.0121 -0.4478

Pearson korelasyon testi sonuglarina gore, igsel ABA miktar1 prolin biyosentezi
ile gii¢lii pozitif korelasyon gosterirken, APX enzim aktivitesi ve odc2 gen ifadesi ile orta
derecede korelasyon gdstermistir. Ayrica, i¢csel prolin miktar1 APX enzim aktivitesi ise
pozitif korelasyon gosterdigi saptanmistir. Rubisko enzim icerigi ile ABA biyosentezi

arasinda da orta derecede pozitif korelasyon bulunmustur.
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5. TARTISMA VE SONUC

Diistik sicaklik stresi ve tuzluluk stresi fotosentetik organizmalarin biiylimesini ve
diger fizyolojik siirecleri sinirlayan onemli c¢evresel faktorlerdendir. Bu calismada,
putresinin ¢evresel streslere karsi toleransi artirmadaki rollerini arastirmak igin putresin
uygulanmis C. reinhardtii kiiltiirlerinin diistik sicaklik ve tuz stresine verdikleri yanitlar
incelenmistir.

Alglerde, diisiik sicaklik gelisimsel siiregleri ya direkt olarak inhibe ederek ya da
oksidatif stresi tesvik ederek biiylime oranim diisiiriirler (Hema, vd., 2007). Daha 6nce
yapilan arastirmalar, C. reinhardtii kiiltiirlerinde diisiik sicakligin yavas bliylime hizina
yol actigin1 gostermistir (Valledor, vd., 2013). Benzer sekilde, bu ¢alismamizda diistik
sicaklik uygulamasinin 25 °C’deki kontrol grubuna gore daha yavas oranda oldugu ve
uygulama stiresine bagli olarak 6nemli dlgiide diistiigli belirlenmistir. Buna karsin,
putresin yapilan Orneklerde biiylime oranindaki baskilanmanin daha az oldugu
belirlenmistir.

Tuz stresi, yiiksek bitkilerde oldugu gibi yesil algler i¢inde biiylimeyi engelleyen
ve ylksek konsantrasyonlarda programlanmis hiicre Oliimiine yol acan bir stres
faktoriidiir. C. reinhardtii kiiltiirlerinde yapilan bir ¢alismada 0.1 M NaCluygulamasinin
biiylimeyi belirgin bir bicimde engelledigini gosterilmistir (Yoshida, vd., 2004). Benzer
sekilde, bu calismada yiiksek konsantrasyonlarda NaCl uygulamasi biiylime iizerinde
engelleyici etki gostermistir. Digsal putresin uygulamasi yapilan gruplarda ilk ii¢ giin
boyunca biiyiimede belirgin bir artis olmasina ragmen, stres denemelerinin siiresi artik¢a
ozellikle 75 mM NaCl uygulanan kiiltiirlerde 6nemli derecede azalis saptanmustir.
Putresinin yiiksek tuz stresi kosullarinda biiylime iizerindeki koruyucu etkisinin daha kisa
donemde oldugu gdzlenmistir.

Diisiik  sicaklik  ve tuzluluk stresi fotosentetik organizmalarda lipit
peroksidasyonunu indiiklemektedir. MDA lipit peroksidasyonu {iriinii olup membran
hasarmin bir belirtecidir. Daha Onceki arastirmalar diisiik sicaklik stresi ve tuzluluk
stresinin lipit peroksidasyonunu indiikledigini ve putresinin oksidatif stres hasarmin
engellenmesinde rol oynayabilecegine isaret etmektedir (Tiirkan, vd., 2005; Byrd, vd.,
1995). Benzer sekilde, lipid peroksidasyon analiz sonug¢larimiz, diisiik sicaklik ile

meydana gelen oksidatif stresin putresin uygulamasi ile azaldigna isaret etmektedir.
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Buna karsin, tuzluluk stresinde uygulama siiresi arttik¢a putresinin lipit peroksidasyonu
azaltmada yeterli olmadig1 belirlenmistir.

Diistik sicaklik stresinin karbon indirgenme dongiisii de dahil olmak tizere bir¢ok
fotosentetik siire¢ lizerinde etkisi vardir (He, vd., 2002; Byrd, vd., 1995). Zhou ve
arkadaslar1 (2006), diisiik sicaklik stresinin yiiksek bitkilerde Rubisko enzim miktarinda
bir azalmaya neden oldugunu rapor etmislerdir. Sonug¢larimiz, bu ¢alismada elde edilen
Rubisko enzim miktar1 sonuclariyla uyum gostermektedir. Ayrica, elde ettigimiz
verilerimize gore lipid peroksidasyon orani ile Rubisko enzim miktar1 arasinda negatif bir
korelasyon s6z konusudur. Bu veriler, meydana gelen oksidatif hasardan dolay1 karbon
indirgenme tepkimesinin gergeklestigi kalvin dongiisiiniin olumsuz etkilenebilecegine
isaret etmektedir.

Daha oOnceki ¢alismalar yiiksek bitkilerde ozmotik stres kosullarinda, digsal
poliaminlerin Rubisko enzim aktivitesinin diismesini engelledigini géstermistir (Besford,
vd., 1993). He, vd.,(2002), disiik sicaklik stresi altinda SAMDC aktivitesinin
inhibisyonu ile Rubisko aktivitesinde bir azalma oldugunu gostermislerdir. Bu tezde de
dissal putresin uygulanan C. reinhardtii kiiltiirlerinde Rubisko enzim miktarinda kontrole
gore daha fazla artis oldugu gozlemlenmistir. Digsal putresin uygulamasi diisiik sicakligin
meydana getirdigi oksidatif hasarin engellemesinden dolayr Rubisko enzim miktarinin
artmasima neden olabilecegini 6nermekteyiz. Tuz stresi fotosentez ile iliskili siireclerini
inhibe edebildiginden dolayr Rubisko enzim aktivitesi iizerinde olumsuz etkileri
bulunmaktadir. Atriplex lentiformis’ de tuzluluk stresi altinda net CO» asimilasyon orani
ve fosfoenol piruvat karboksilaz (PEPC)/Rubisco oranmin azaldigi bildirilmistir
(Yoshida, vd., 2004; Meinzer, vd., 1999). Yiiksek bitkilerde tuz stresine bagli olarak CO-
asimilasyonundaki azalmadan dolay1 Rubisko aktivitesi azalmaktadir. Yiiksek bitkilere
benzer sekilde C. reinhardtii kiiltiirlerinde tuz konsantrasyonuna ve uygulama siiresine
bagli olarak Rubisko enzim iceriginde degisimler saptanmistir. Digsal uygulanan putresin
Rubisko enzim igerigi iizerinde biiylime sonuglarimiza benzer sekilde yanit vermistir.
Sonuglarimiz kisa siireli yanitlarda putresin uygulamasmm Rubisko enzim aktivitesi
iizerinde olumlu bir yanit vermesine karsin, stres siiresinin uzamasi ile Rubisko
miktarindaki azalis1 engellemede yetersiz kaldigini isaret etmektedir.

Diisiik sicaklik ve tuz stresine yanit ve uyumda antioksidan mekanizmasi ile

iligkili enzimler 6nemli rol oynamaktadirlar. Birgok stres faktorii meydana gelen ROS’ u
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azaltmak amact ile CAT ve APX gibi enzimlerin aktivitesini artirmaktadir (Yoshida, vd.,
2004; Prasad, 1997; Willekens, vd., 1997). Daha 6nce musir bitkisinde yapilan bir
aragtirma, CAT’ 1 soguk stresine karsi toleransta Onemli bir rol oynadigini
gostermektedir (Prasad, 1997). Gechev ve arkadaslar1 (2003), Nicatiana tabaccum
bitkisinde diisiik sicaklik stresinin CAT aktivitesinde dnemli azalmaya neden oldugunu
rapor etmislerdir. Bununla birlikte, H,O; birikimi ile CAT aktivitesinin azalmasi arasinda
korelasyon oldugu bircok c¢alismada tespit edilmistir (Chamnongpol, vd., 1998;
Anderson, vd., 1995; Prasad, vd., 1994). Benzer sekilde calismamizda, diisiik sicaklik
stresine bagli olarak artan lipit peroksidasyon seviyesi oksidatif zararin artigina yol agmis
ve CAT enzim aktivitesinde kademeli olarak bir azalisa neden olmustur. Tuz stresi
denemelerimizde ilk 24 saatte APX miktarinda 6nemli derecede artis bulunurken, stres
stiresinin uzamasina bagli olarak APX enzim aktivitesinin diistiigii gorilmiistiir. APX’ de
meydana gelen bu diisiis, putresinin etkisinin CAT ya da POX (Peroksidaz) iizerinden
olabilecegine isaret etmektedir.

Poliaminler farkli stres kosullar1 altinda antioksidan enzim aktivitelerinde
degisiklige sebep olabilmektedir (Shu, vd., 2012; Shen, vd., 2000; Sen, vd., 2014;
Groppa, vd., 2001; Verma ve Mishra, 2005). Verma ve Mishra (2005), Brassica juncea’
da putresinin tuz stresi altinda antioksidan enzim aktivitelerine olan etkisinin sirasiyla
APX, GR, CAT, SOD ve POX seklinde olabilecegini rapor etmislerdir. Buna karsin, bu
calismada putresin uygulamasi1 APX enziminden ziyade 6zellikle CAT aktivitesi lizerinde
indiikleyici etki gostermistir. Ayrica, gen ifadesi sonuglarimiz odc2 ve spdl genlerinin
ifadesindeki degisimler ile CAT aktivitesi arasinda pozitif korelasyon gosterirken, spd!
gen ifadesi degisimleri ile sadece APX enzimi arasinda pozitif bir korelasyon oldugunu
gostermektedir. Bu sonuglar ayrica, poliaminlerin antioksidan enzimler iizerindeki
etkisinin organizmaya gore farklilik gdsterebilecegine isaret etmektedir.

Prolin bitkilerin ¢ogunda abiyotik streslere karsi savunmada Onemli bir rol
oynamaktadir. Cevresel streslerin ¢cogu fotosentetik organizmalarda prolin sentezini
indiikleyerek hiicrenin membran stabilizasyonuna katki saglamakta ve oksidatif hasara
kars1 daha dayanikli olmasini saglamaktadir. Hiicre i¢i prolin birikiminin artmasi,
hiicrenin strese girdiginin bir gostergesi olabilecegi gibi koruma amaclh iiretilen
ozmolitlerdendir. Ruiz ve arkadaslar1 (2004), yaptiklar1 ¢alismada celtik bitkisine

uyguladiklar1 tuz stresi ile kontrol grubuna gore 25 kat daha fazla prolin birikiminin
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oldugunu rapor etmislerdir. Roychoudhury ve arkadaslar1 (2011), piring bitkisinde tuz
stresinin prolin birikimini arttirdig1 belirtmistir. Bu tez ¢alismasinda, yapilan tuz stresi
denemelerinde prolin miktar1 ilk 24 saatte 6nemli bir artig gosterirken, 7. giin de 6nemli
Ol¢tide azalmistir. Kisa siireli periyotlarda prolin miktarinda meydana gelen bu artis, APX
aktivitesi ve ABA igerigindeki artis ile pozitif korelasyon gostermistir.

Yiiksek bitkilerde stres kosullarinda poliamin biyosentetik yolak genlerinden,
adcl ve adc2 meydana gelen strese karsi yanit1 diizenleyici rol oynamaktadirlar. Buna
karsin, C. reinhardtii’ de yapilan caligmalarda putresin biyosentezinin ODC aktivitesi
iizerinden kontrol edildigi, ADC biyosentez yolunun kullanilmadigi rapor edilmistir
(Voigt, vd., 2000; Theiss, vd., 2004). Bundan dolayi, bu ¢alismada C.reinhardtii’ de,
diisiik sicaklik ve tuz stresi altinda putresin biyosentezinde odc2 ve spdl genlerinin
ifadelerindeki degisimler arastirilmistir.

Yiiksek bitkilerde soguk stresi altinda adc! transkript seviyesinde meydana gelen
artig strese uyum agisindan énemlidir (Urano, vd., 2003). Heyer ve arkadaslar1 (1999),
Arabidopsis* de yaptiklar1 calismada, ozmotik strese yanitta adc? gen ifadesinin artarak
ADC aktivitesini artirdigini gostermislerdir. Benzer sekilde, bu yapilan arastirmada
putresin uygulamasi yapilan kiiltiirlerde odc2 geninin ilk 24 saatte 6nemli 6l¢iide tesvik
edildigi saptanmistir. spd/ genin ifadesi diisiik sicaklik stresi boyunca azalirken, putresin
uygulanan Orneklerin ilk 24 saatinde Onemli bir artig gostermistir. Gen ifadesi
sonuglarimiz ilk 24 saatte meydana gelen bu degisimin diisiik sicakliga uyumda 6nemli
olabilecegine isaret etmektedir. Buna zit olarak, tuz stresi denemelerimiz odc2 ve spdl
geninin hem putresin uygulanan hem de uygulanmayan kiiltiirlerde strese bagl olarak
arttig1 saptanmistir. Her iki genin ifadesi 6zellikle 30 mM NaCl uygulamasi yapilan
kiiltiirlerde daha fazla tesvik edilmektedir.

Diistik sicaklik ve tuz stresi gibi g¢evresel stres kosullarina verilen cevapta hem
stres tarafindan tesvik edilen sinyal yollarinin oldugu hem de ABA’ ya bagiml sinyal
yolaklarmin rol oynadig: bilinmektedir. Daha 6nce yapilan ¢alismalar ABA’ nin soguk
stresine kars1 yanitta onemli bir sinyal yolagi oldugunu gostermistir (Anderson, vd., 1994;
Kim, vd., 2002). Sonu¢larimiza gore soguk stresi altinda gruplar arasinda ABA
seviyelerinde onemli bir farklilik gdzlenmemistir. Buna karsin, putresin uygulanan
kiiltiirlerde ilk 24 saatte ABA igeriginde 6dnemli bir artiy meydana gelmistir. Yiiksek

bitkilerde yapilan ¢caligmalar, poliaminler ve ABA arasinda etkilesimlerin soguk stresine
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uyum i¢in 6nemli oldugunu ortaya koymaktadir (Cuevas, vd., 2008; Kim, vd., 2002; Lee,
vd., 1997). Bu etkilesim soguk stresi altinda ABA igeriginin artmasiyla putresin
icerigindeki artiga sebep oldugu ve ABA igerigindeki azalisin ADC aktivitesinde ve
putresin sentezinde azalmaya neden oldugu rapor edilmistir (Urano, vd., 2003, Cuevas,
vd., 2008). Espasandin ve arkadaglar1 (2014), Lotus tenuis bitkisinde kuraklik stresine
yanitta putresinin ABA biyosentezini kontrol ettigini bildirmistir. Cuevas ve arkadaslar1
(2008), soguk stresi altinda adcl ve adc2 mutant bitkilerde putresinin yoklugu ABA
diizenleyici genlerin ifadesinde azalmaya yol agtig1 gosterilmistir. Benzer sekilde, odc?2
gen ifade seviyesi ABA seviyesindeki degisiklikle pozitif korelasyon gdstermistir.
Ayrica, ABA seviyesindeki artisin digsal putresin tarafindan saglandigini ve boylece C.
reinhardtii’ nin soguk stresine karsi toleransta ABA ile karsilikli etkilesim i¢inde
olabilecegine isaret etmektedir.

Cevresel stres faktorleri ROS iiretimini artirmasmndan dolayr psbhA
transkripsiyonunu baskilamaktadir. Hahn ve Walbot (1989), diisiik sicaklik stresi altinda
psbA transkript seviyesinde kiiclik degisiklikler oldugunu rapor etmistir. Buna karsim,
Sippola ve arkadaslarinin (1998), yaptiklar1 ¢alismada Synechococcus sp. PCC794° de
disiik sicaklik stresi altinda psbA transkript seviyesinde Oonemli derecede bir artis
oldugunu gostermislerdir. Benzer sekilde, bu tez ¢alismasinda 24 ve 48 saat diisiik
sicaklifa maruz birakilan kiltirlerde pshbA mRNA transkript seviyelerinde artis
gozlenmistir. Fakat 72. saatte C. reinhardtii kiiltiirlerinin psbA gen ifadesi seviyesinde
onemli bir azalis belirlenmistir. Daha Once yapilan arastirmalar tuz stresinin PSII
inaktivasyonunu artirdigii gostermistir (Neale ve Melis, 1989; Lu ve Zhang, 1999).
Murata ve arkadaslar1 (2002), Synechocystis’ de 1 M NaCL uygulamasi yaparak southern
blot analiziyle, NaCL’ nin pshA transkripsiyonunu inhibe ederek transkript birikimini
ortadan kaldirdigini gostermislerdir. Benzer sekilde, bu ¢alismada pshA genin yiiksek
konsantrasyonuna bagli olarak ifadesinin azaldig1 belirlenmistir.

thal ifadesi psbA mRNA’ sinin translasyonu i¢in gereklidir. Yaptigimiz
caligmada 24 ve 48 saatlik gruplarda thal geninin ifadesinde artis gdzlenmistir. Ancak 72
saatlik grupta bu ifade miktar1 6nemli derecede azalis gostermistir. Lipit peroksidasyon
ve biiyiime sonuglar1 diisiik sicaklik stresinin 72 saatte negatif etkiye neden oldugunu ve
diistik sicaklik stresine karsi tolerans kapasitesinin azaldigimni gostermektedir. Boylece

psbA ve tbal ifadesindeki azalis oksidatif hasarinmn artmasina yol agmaktadir. Onceki
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caligmalarda poliaminlerin psh4 mRNA diizeyi iizerine etkileri belirtilmis 6zellikle de
digsal spermidinin pshA ifade seviyesini indiikledigi gosterilmistir (Sen, vd., 2014; Hu,
vd., 2016). Benzer sekilde digsal putresinin diisiik sicaklik stresi ve tuzluluk stresine
yanitta psbA ve thal genlerinin ifadesini artirmistir. Ayrica, pearson korelasyon testi
sonuglarimiza gore odc2 gen ifadesi psbA ve thal gen ifadesi ile pozitif korelasyon
gostermektedir. Dissal putresin uygulamasinin igsel ABA miktarini artirmasi ve
antioksidan mekanizmay1 giliclendirmesinden dolay1 PSII tamir mekanizmasinda 6nemli
rol oynayan bu iki genin ifadelerinin ROS’un baskilayic1 etkisinden kurtulmus
olabilecegini one slirmekteyiz.

Diisiik sicaklik ve tuz stresine yanitta 1s1 soku proteinleri onemli roller
istlenmektedir. Bu tez calismasinda, diisiik sicakliga bagh hsp70c, hsp90a ve hsp90c
genlerinin ve tuz stresine bagli 4sp70c gen ifadelerindeki degisimler saptanmstir. Diisiik
sicaklik bir¢cok proteinin yanlis katlanmasma ve denaturasyonuna neden olmaktadir.
Neven ve arkadaslar1 (1992), 1spanakta yaptiklar1 bir arastirmada HSP70’ lerin soguk
stresine yanit olarak iki kat artiklari ve bu meydana gelen birikimin bir ka¢ giinlin
iizerinde devam ettigini gostermislerdir. Zhang ve Guy (2006), diisiik sicakliga uyumda
HSP70’lerin protein homeostazisinin saglanmasinda 6nemli roller iistlendiklerini ileri
stirmiislerdir. Thomashow (1993), yaptig1 arastirmada HSP90’ larin da diisiik sicakliga
uyumda is gordiiklerini belirtmistir. Benzer sekilde, Krishna ve arkadaslari1 (1995),
HSP90’ larn HSP70’ ler kadar soguk stresi kosullarinda normal protein katlanmasini
stirdiiriilebilmesi i¢in gerekli oldugunu ortaya koymuslardir. Bu tez calismasinda elde
ettigimiz gen ifadesi sonuglarimiza gore, ilk 24 ve 48 saatte hsp70c, hsp90a ve hsp90c’de
onemli bir artis meydana gelmistir. Lipid peroksidasyonun artmasi ve biiylime oranindaki
diisiisiin gdzlenmesine takiben gen ifadelerinde 6nemli bir azalis saptanmistir. Ayrica, 151
soku proteinlerin gen ifadelerinde meydana gelen bu azalis CAT enzim aktivitesinin
diismesi ile de parallellik gostermektedir. Soguk stresine verilen yanitta oldugu gibi tuz
stresine verilen yanitta HSP70’ lerin protein homeostazisini saglamada 6nemli roller
bulunmaktadir (Wang, vd., 2004). Tuz stresi denemelerimizde 1s1 soku proteinlerinden
hsp70c’ nin gen ifadesinin ilk 24 saatte 6nemli derecede ifade edildigi ve 7. giinde sadece
30 mM NaCl uygulanan Orneklerde belirgin bir artis oldugu saptanmustir. Putresin
uygulamasi yapilan kiiltlirlerde 1s1 soku proteinlerinin gen ifadelerinin diisiik sicakliga

yanitta ilk 24 saatte tesvik edildigi, tuz stresine yanitta ise 7. giinde tiim
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konsantrasyonlarda 6nemli bir artisin meydana geldigi belirlenmistir. Konigshofer ve
Lechner (2002), yaptiklar1 bir caligmada poliaminlerin 1s1 soku proteinlerinin gen
ifadesinin ve sentezini artirdiklarini gostermislerdir. Sagor ve arkadagslar1 (2013), digsal
spermin uygulamasinin asp101, hsp90, hsp70 ve hspl7.6 genlerinin ifadesini artirdigini
saptamiglardir. Benzer sekilde, bu calismamizda odc2 ve spdl gen ifadesindeki
degisimler 1s1 soku proteinlerinin gen ifadelerindeki degisimler ile giicli pozitif
korelasyon gostermistir. Elde ettigimiz verilere dayanarak poliaminlerin 1s1 soku
proteinlerini ve antioksidan mekanizmayi etkileyerek 6zellikle diisiik sicakliga uyumu
saglayabilecegini one siirmekteyiz.

Sonu¢ olarak, bu tez ¢alismasinda elde edilen veriler digsal putresin
uygulamasinin distik sicakliga uyumu artirdigir ve kisa siireli tuzluluga toleransin
gelistirilmesini saglayabilecegini isaret etmektedir. Poliamin biyosentez yolunun kalvin
dongiisti, antioksidan mekanizmasi ve ABA ile pozitif korelasyon géstermesinin yanisira,
PSII tamir mekanizmasi ile de iliskili olabilecegi literatiirde ilk defa bu tez ¢calismasinda
ortaya konulmustur. PSII tamir mekanizmasi ile olan bu iligkinin poliaminlerin
antioksidan mekanizmay1 giiclendirerek mi, ya da ABA sinyal yolag: ile karsilikli
calisarak m1 oldugunu soylemek i¢in daha fazla detayli arastrmaya gereksinim
duyulmaktadir. Ileride PSII tamir mekanizmasinda ABA’ya bagimli sinyal yolaklar1 ve

poliaminler ile olasi iligkilerin ¢alisilmas1 planlanmaktadir.
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