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ÖZET 

 

 

Bu çalışmada, Xanthoria parietina likeninde kısa dönem alüminyum toksisitesi 

ve spermidin uygulamasının fizyolojik ve transkripsiyonal seviyede etkileri 

araştırılmıştır. Sonuçlarımıza göre, alüminyum stresi doza bağlı olarak, alüminyumlu ve 

spermidin uygulaması yapılan örneklerde, lipid peroksidasyon oranı, klorofil içeriği, 

klorofil a yıkım oranı, total glutatyon içeriği ve glutatyon redüktaz’ın (EC 1.6.4.2) 

enzimatik aktivitesi gibi fizyolojik yanıtlarda farklılıklar göstermiştir. Fotosistem II D1 

protein geninin (psbA) ekspresyonu yarı nicel RT-PCR ile belirlenmiştir. Alüminyum 

stresine maruz bırakılmadan önce spermidin uygulanan örneklerde, Total GSH, 

glutatyon redüktaz enzim aktivitesi ve psbA mRNA transkripsiyonunda gözle görülür 

bir artış tespit edilmiştir. Bu çalışmanın sonuçları, spermidin uygulamasının Xanthoria 

parietina’nın tallusunda alüminyumun teşvik ettiği lipid peroksidasyonu ve klorofil 

yıkımını azaltarak, psbA’nın traskriptsiyon seviyesini ve glutatyon redüktaz (GR) 

aktivitesini artırmış olabileceğini işaret etmektedir.  

 

 

Anahtar kelimeler: Alüminyum, Glutatyon redüktaz, PsbA geni, Spermidin, 

Xanthoria parietina 
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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 II 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: Alüminum, Glutation Reductase, PsbA Gene, Spermidine, 

Xanthoria Parietina 
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1. GİRİŞ 

 

 

Likenler bir mantar (mikobiyont) ve en az bir alg veya siyonobakterinin 

(fotobiyont) bir araya gelmesi ile oluşan simbiyotik birimlerdir. Bu simbiyotik 

birliktelik, kuraklığın yüksek olduğu ve uzun sürdüğü çöllerde, UV ışınların yüksek 

olduğu alpin zonda, soğuk iklim koşullarının yaşandığı kutuplarda ve şiddetli 

rüzgarların aşındırıcı etkilerinin fazla olduğu dik yamaçlarda dahi sürdürebilmektedir. 

Likenlerin bu kadar farklı ekosistemlerde yaşamlarını sürdürebiliyor olmaları ise birçok 

araştırmacı için büyük bir merak konusudur. 

Günümüzde likenlerin stres koşullarındaki davranışlarına ve fizyolojik 

mekanizmalarının aydınlatılmasına ilişkin çalışmalar çok sınırlıdır. Yapılan araştırmalar 

genellikle fotosentetik verim ölçümü (Garty vd., 2000; Dzubaj vd., 2008; Ünal vd., 

2010; Garty vd., 1992), pigment maddelerideki değişim (Branquinho vd., 1997; Chettri 

vd., 1988; Garty vd., 1992; Kappen vd., 1998; Ünal vd., 2010), liken asitlerindeki 

miktar ve içerik değişimlerinin belirlenmesi (Pawlik-Skowrońska ve Bačkor, 2011; 

Purvis vd., 1987; Takani vd., 2002), etilen üretimi (Kauppi vd., 1998; Garty vd., 2000), 

çeşitli stres koşullarına bağlı olarak poliamin metabolizması (Pirintsos vd., 2009; 

Pirintsos vd., 2004; Ünal vd., 2008a; Ünal vd., 2008b), antioksidan enzimlerin 

aktivitesindeki değişimler (Álvarez vd., 2012; Sanità Di Toppi vd., 2005; 2008; 

Kranner, 2002; Pawlik-Skowrońska vd., 2002; Bačkor vd., 2006) ve çok az sayıda ise 

DNA hasarı üzerindedir (Hall vd., 2003; Ünal ve Uyanıkgil, 2011). 

Günümüzde, tüm canlılarda doğal olarak bulunan poliaminlerin (başlıca 

putresin, spermidin ve spermin) abiyotik strese karşı oluşturulan cevapta önemli roller 

üstlendikleri bilinmesine karşın, liken fizyolojisinde oynadıkları roller tam olarak hala 

anlaşılamamıştır. Bununla birlikte, strese toleransta önemli bir rol oynayan fotosistem II 

tamir mekanizmasının likenlerde nasıl düzenlendiği, bu düzenlemede poliaminlerin 

herhangi bir rolü olup olmadığı bilinmemektedir. 

Yapılan literatür taramasında alüminyum stresi altında Xanthoria parietina’da 

dışsal spermidin uygulanmasının glutatyon redüktaz enzim aktivitesi ve fotosistem II 
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D1 proteinin gen ifadesindeki değişimlerinin belirlenmesi üzerine herhangi bir 

araştırmaya rastlanmadığı için bu konuya yönelinmiştir. 
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2. GENEL BİLGİ 

 

 

2.1. Likenlerin Genel Özellikleri  

 Likenler bir mantar (mikobiyont) ve en az bir alg veya siyonobakterinin 

(fotobiyont) bir araya gelmesi ile oluşan simbiyotik birliklerdir. Şekil ve yaşayış 

bakımından kendilerini oluşturan alg ve mantarlardan tamamen ayrı bir yapı gösterirler. 

Günümüzde bilinen likenlerin mikobiyont üyelerinin yaklaşık %98’i Ascomycetes, 

%1,7’si Deuteromycetes ve % 0,3’ü Basiodiomycetes gruplarındandır. Birçok 

fotobiyont ise, Chloorococales (%83), Ulotrichales (%9) ve Cyanobacteria (%8) 

gruplarına aittir (Nash III, 1996). Bazı likenler organizmalarında tüm üç tipi içermesine 

karşın, likenlerin büyük çoğunluğu fotobiyont olarak yeşil alg içerir. Bu yeşil alglerin 

çoğu ise Trebouxiophyceae sınıfına aittir.  

 Likenler yüksek bitkiler gibi kütikula içermezler, ksilem ve floem gibi vasküler 

dokulara sahip değillerdir. Liken tallusunun yapısı basit olmakla birlikte mikobiyont ve 

fotobiyont tabakalarından meydana gelmektedir. Liken talusunun dış tabakasını 

oluşturan korteks hücreleri ince çeperli ve genel olarak jelatinleşmiş sert matriksle 

sıkıca paketlenmiştir. Tallus yapısı ve morfolojisine göre yapraksı, dalsı ve kabuksu 

olmak üzere 3 tipe ayrılmaktadır. Yapraksı likenlerde üst ve alt yüzey kolayca ayırt 

edilebilirken, dalsı likenler dik ya da asılı büyüyen, kesin ayrılmış üst ve alt yüzeyleri 

bulunmayan likenlerdir. Kabuksu likenler ise bir substratın üzerinde gelişen basit 

likenler olarak tanımlanmaktadır. 

 Likenler ışık, sıcaklık, gün uzunluğu ve su ihtiyaçları gibi farklı şartlarda hayatta 

kalabilme yeteneğine sahiptirler. Kök sistemleri olmadığından gelişimleri ve dağılımları 

topraktaki minerallere, elementlere ve toprak oluşumuna bağlı değildir. Ancak 

likenlerin fotosentezi ve büyümesi ışık, sıcaklık ve neme bağlı mevsimsel değişimler 

tarafından etkilenmektedir. 

 Likenler simbiyotik ilişkiye en mükemmel örnek olarak düşünülmesine karşın, 

mikobiyont ve fotobiyont arasındaki ilişki karmaşıktır. Bunun yanı sıra, mantar ve onun 

fotobiyontu arasındaki işbirliği evrimsel bir stratejidir ve ortaklara ekolojik olarak 

büyük avantajlar sağlamaktadır. Likenlerin çoğunda bulunan fotobiyontların tallus 
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tabakası içindeki organizasyonları, fotosentetik verimleri en üst seviyede oluşturacak 

şekildedir. Fotobiyont klorofilleri, güneş ışığının varlığında, havanın karbondioksiti ve 

suyu kullanarak güneş enerjisini, enerjice zengin bileşiklere çevirerek şeker gibi 

karbonhidratları üretmektedir. Üretilen bu şekerler, kendi besinini üretemeyen 

mikobiyonta taşınmakta ve böylece mikobiyont ihtiyacı olan besin maddelerini 

karşılamaktadır. Mantara fotobiyont tarafından sağlanan bu şekerler simbiyotik ilişkide 

bulunan alg ya da siyonobakteri türlerine göre farklılık göstermektedir. Örneğin, 

siyonobakteriyal simbiyontlarda, mikobiyonta eritriol, ribitol ve sorbitol gibi polioller 

taşınmaktadır. Mikobiyont ise hücre duvarında suyu tutmak suretiyle fotobiyont için 

gerekli nemi sağlamaktadır. Likenler, çoğunlukla yüksek ışık yoğunluğuna sahip 

habitatlarda bulunurlar. Klorolikenler genellikle aşırı ışıktan zarar görmekte ve mantar 

tarafından sekonder bileşikler üretmektedir. Bu üretilen sekonder bileşikler alg tabakası 

için ışık kalkanı olarak rol oynadığından bu şekilde abiyotik strese karşı koruma görevi 

üstlenmektedir. 

2.2. Poliaminler 

Son yıllarda, büyüme düzenleyici maddeler grubuna poliaminler (PA) olarak 

adlandırılan bir grup eklenmiştir. PA’lar tüm canlılarda doğal olarak bulunan ve yaşam 

için gerekli olan, çok fonksiyonlu, iki veya daha fazla amin grubu taşıyan bileşiklerdir. 

Bu bileşikler ilk olarak 17. Yüzyılda Van Leeuenhoek tarafından insan seminal 

sıvısında spermin (Spm) fosfat kristalleri olarak keşfedilmesine rağmen, önemleri son 

50 yıldır bilinmektedir (Ünsal-Palavan vd., 1990).  Tüm ökaryotlarda başlıca putresin 

(Put), spermidin (Spd), kadaverin (Cad) ve spermin (Spm) olmak üzere milimolar 

konsantrasyonlarda 4 tip poliamin bulunmaktadır (Ünsal-Palavan, 1993). 

2.2.1. Poliaminlerin biyosentezi ve katabolizması 

Poliaminlerin biyosentezi ve metabolizması kapsamlı bir şekilde incelenmiştir. 

Çok sayıda enzimin de görev aldığı ve birçok ara ürünün de oluştuğu poliaminlerin 

karmaşık görünen biyosentezi Şekil 2.1’de basitleştirerek şematize edilmiştir. 
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Şekil 2. 1. Poliamin biyosentez yolları. AS: Arginaz, ODC: Ornithindekarboksilaz,   

ADC: Arginindekarboksilaz, SAM: S-adenosil metionin, SAMDC: S-

adenosil metionin dekarboksilaz, APT: Aminopropil transferaz (Tekin, 

1996’ dan tekrar düzenlendi). 

Put ve Spm’nin biyosentetik yolu ilk olarak mantarlarda saptanmıştır. Put 

argininden 2 yolla türevlenmektedir; ilk yol, arginin üre kaybederek ornithini ve daha 

sonra da ornithin ornithindekarboksilaz (ODC) enziminin yardımı ile CO2 kaybederek 

Put’un oluşturduğu yoldur. İkinci yol ise, arginin arginindekarboksilaz (ADC) enzimi 

tarafından dekarboksile olarak agmatin ve bundan da Put’un oluşmasıdır. Bu ikinci yol 

daha çok bitkiler için geçerli olmaktadır. Spd ve Spm sentezinde bu metabolik yolların 

dışında metiyonin üzerinden oluşan bir biyosentetik yol iş görmektedir. Burada 

metiyoninden, S-adenozilmetiyonin (SAM), bundan da S-adenozilmetiyonin 

dekarboksilaz (SAMDC) enzimi katalizörlüğünde, dekarboksile olmuş SAM ve bundan 

da aminopropil transferaz (ATP) yardımı ile Spd ve Spm oluşmaktadır (Pegg, 1988). 

Poliamin metabolizması için üç enzim önemlidir. Bunlar ODC, SAMDC ve 

APT’dir. Özellikle biyosentezde ilk basamakta yer alan ODC poliaminlerin oluşumunda 
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hız kısıtlayıcı enzimdir. Herhangi bir uyarı karşısında poliaminlerin oluşması bu 

enzimin aktivitesine bağlıdır. 

Poliaminlerin katabolizmaları, Put üzerinden olmaktadır ve iki çeşit enzim görev 

alır. Put, bakır taşıyan bir enzim olan diaminoksidazla γ-aminobütiraldahide 

dönüşmektedir. Bu bileşik de sonra ya  γ-aminobütirata (GABA) ya da siklik form olan 

∆’-prolin’e dönüşmektedir. Put aynı zamanda diğer metabolik yollarla çeşitli 

alkoloidlere, çeşitli fenolik asit bileşiklerine ve protein bileşiklerine de 

dönüşebilmektedir. İkinci enzim ise Spd ve Spm’ye yüksek duyarlılığa sahip poliamin 

oksidazdır (Tekin, 1996). 

 2.2.2. Poliaminlerin fizyolojik etkileri 

PA’lar hücresel pH değerlerinde polikatyon özellikte olduklarından, kolayca 

önemli hücresel polianyonlara, DNA, RNA, fosfolipidler, asidik proteinlere ve hücre 

çeperi bileşiklerine bağlanabilir (Thomas and Thomas, 2001; Ünsal-Palavan, 1993). Bu 

bağlanışın kuvveti ise Spm>Spd>Put şeklindedir. PA’lar DNA’nın çift sarmal ipliğini 

stabilize etmektedir Bunu sarmallar arasında köprüler oluşturararak gerçekleştirirler. Bu 

köprülerde, fosfat grupları ile elektrostatik bağlar meydana getirerek olmaktadır (Ünsal-

Palavan, 1993). Ayrıca, PA’lar DNA’nın şeklini değiştirmemektedir. RNA’yı 

katlayarak daha kompakt bir yapı haline getirme yetkisindedir (Thomas and Thomas, 

2001). Spd ve Spm DNA’ya bağlı RNA polimerazı stimüle etme kabiliyetindedir. 

PA’lar RNA’nın DNA-RNA-enzim kompleksinden ayrılmasını kolaylaştırmaktadır. 

Rimozamal alt ünitelerin birleşmesini ve ayrıca aminoaçil tRNA’nın ribozomlara 

bağlanmasını teşvik etmektedir. Bu şekilde, PA’lar mitoz ve mayozun kısmi 

basamaklarını, hücre zarı permeabilitesini, makromoleküllerin aktivitesini ve sentezini 

etkileyebilmektedir. 

PA’lar yukarıda belirtilen özelliklerinden dolayı bir canlının optimum büyüme 

ve gelişmesi için gerekli olmaktadır. Bunun yanı sıra, PA’ların yüksek bitkilerde 

vasküler farklılaşma, kök inisyasyonu, gövde oluşumu, çiçek inisyasyonu ve gelişimi, 

meyve olgunlaşması, senesens ve doku kültüründe embriyo oluşumunda da önemli 

roller üstlendiği çeşitli araştırıcılar tarafından ortaya konmuştur.  (Ünsal-Palavan vd., 

1990). 
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PA’ların hücresel düzeyde önemli olan etkilerinden biri de antioksidan enzimler 

üzerindeki rolleridir. Özellikle araştırmalar PA’ların askorbat peroksidaz (APX) ve 

glutatyon redüktaz (GR) enzimleri ile olan ilişkileri eksenine kaymıştır. PA’ların içsel 

antioksidan enzimlerin artışını sağladığı bilinse de gen ifadeleri üzerindeki etkileri ile 

ilgili çalışmalar günümüzde çok sınırlıdır. 

2.3. Stres Koşullarında Fotosentez 

2.3.1. Genel kavramlar 

Fotosentez, kloroplastlarda ışık enerjisi kullanılarak suyu oksijene 

yükseltgerken, havadan alınan karbondioksitin de daha büyük karbon moleküllerine 

(esasen şekerlere) indirgendiği kimyasal tepkimelerdir. Fotosentezin tilakoid 

reaksiyonları kloroplastın tilakoidler denilen özelleşmiş iç membranlarında gerçekleşir. 

Tilakoid reaksiyonlarının son ürünleri yüksek enerjili bileşikler olan ATP ve 

NADPH’dır. Işık enerjisi klorofillerde bulunan ışık toplama komplekslerinde (LHC) 

absorbe edildikten sonra klorofil a molekülü uyarılır ve bir dizi elektron transferi 

gerçekleşir.  

Tüm ökaryotik fotosentetik organizmalarda fotosistem I ve II (PSI ve PSII) 

olmak üzere iki farklı fotosistem merkezi bulunur.  Fotosistem I genel olarak kırmızı 

ışığın kızıl ötesine yakın bölgesindeki (> 680 nm) ışığı absorbe ederken, fotosistem II 

tercihen kırmızı ışığı (680 nm) absorbe eder. İki sistem arasındaki diğer bir fark 

fotosistem I kuvvetli bir redüktan (indirgeyici) ve zayıf bir oksidan üreterek NADP
+
’yi 

indirgerken, fotosistem II zayıf bir redüktan ve suyu oksidi edebilen oldukça kuvvetli 

bir oksidan üretir. PSII reaksiyon merkezi; klorofilleri ve bağlı elektron transfer zinciri 

ile grana lamellasında (tilakoid boşluğuna bakan) bulunur. PSI reaksiyon merkezi; bağlı 

pigmentleri, elektron transfer zinciri ve ATP sentaz sistemi stroma lamellasında 

(stromaya bakan tilakoid yüzeyi) konumlanmıştır. 

Işıkla uyarılmış olan PSII, yapısındaki elektronu feofitine aktarır ve daha fazla 

elektron ile stabilize edilir. Daha sonra QA ve QB adı verilen plastokinonlara transfer 

edilir. Sitokrom b6f kompleksi çözünür bir protein olan plastosiyonine elektronu 

aktararak PSI’i uyarır. PSI stromada ferrodoksin (Fd) ve flavoprotein ferrodoksin-

NADP redüktaz (FNR) yardımı ile NADP
+
’yi NADPH’ye indirger (Şekil 2.2). 
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Tiroizin kalıntısı ve mangan içeren protein kompleksi PSII, suyu okside 

edebildiği gibi bu olaydan serbest elektron sağlar. Işık fotosentez için gerekli olmakla 

birlikte fazla absorblanmasına bağlı olarak fotosentetik aparatlar zarar görebilir (PSII 

gibi) ve ara ürünler meydana gelebilir.  

 

 

Şekil 2. 2. Fotosentez şeması. 

(http://www.biology.arizona.edu/biochemistry/problem_sets/photosynthesis_1/03t.html) 

2.3.2. D1 proteinin yapısı 

Fotosistem II çok sayıda alt birimden oluşan bir protein süperkompleksi 

içermektedir (Şekil 2.3) (Barber vd., 1999). Yüksek bitkilerde bu süperkompleks iki tam 

reaksiyon merkezi ve birkaç anten kompleksinden oluşur. D1 ve D2 olarak bilinen iki zar 

proteini, reaksiyon merkezinin ortasında diğer proteinlerle birlikte bulunur (Zouni vd., 

2001). Birincil elektron verici klorofil (P680), diğer klorofiller, karotenoidler, feofitinler 

ve plastokinonlar D1 ve D2 zar proteinlerine bağlanmıştır.  
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Şekil 2. 3. Yüksek bitkilerin fotosistem II süper kompleksinde yer alan çok sayıda alt  

birimden oluşan dimerik proteinin elektron mikroskobunda belirlenmiş 

yapısı (Barber vd., 1999; Taiz ve Zeiger, 2006).  

Bir siyanobakteri olan Synechococcus elongatus’da PSII reaksiyon merkezinin 

3.8 Å düzeyinde çözünmüş yapısı belirlenmiştir. Bu yapının reaksiyon merkezlerinin 

ortasında D1 ve D2 proteinlerini,  CP43 ve CP47 anten proteinlerini, sitokrom b559 ve 

c550’yi, dışsal 33 kDa’lık oksijen oluşturan protein, yani PsbO’yu, pigmentleri ve diğer 

kofaktörleri içerdiği tanımlanmıştır. D1 proteni PSII’nin fotokimyasal reaksiyon 

merkezindeki bir proteindir ve parçalandığında bu protein 23 kDa’lık parçalar verir. 

P680 kompleksine ait olan D1 ve D2 proteini kodlayan genler sırasyla psbA ve 

psbB olarak adlandırılmaktadır. D1 proteini kodlayan psbA geni kloroplast genomunda 

bulunur ve birçok ökaryotik organizmada tek kesilmemiş kopyası mevcuttur. Genin 

lokalizasyonu ve farklı türler arasındaki nükleoitid dizileri yüksek (<%90) ölçüde 

korunmuştur (Zurawaski vd., 1982; Trivedi vd., 1994). PsbA geni bakterilere benzer 

promotor consensus dizisi (-10/-35 dizisi) ile kontrol edilmektedir. PsbA geninin 

sentezlediği D1 proteini hidrofobik amino asit kalıntılarınca zengin peptid zinciri içeren 

transmembran bir proteindir. Bu peptid zincirleri, zarın hidrofobik kısmını beş kere 

geçecek şekilde tilakoid zarlarda yer alır. Ayrıca D1 proteini, tilakoid zarlarda asimetrik 

olarak düzenlenmiştir. Amino (NH2) ucu zarın stroma, karboksil (COOH) ucu ise lümen 

tarafında yer almaktadır. 
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Şekil 2. 4. PSII reaksiyon merkezindeki D1 proteinin öngörülen katlanma biçimi (Taiz 

ve Zeiger, 2006). 

2.3.3. Abiyotik stres koşullarında toleransda iş gören fotosentetik genler 

Fotosentetik süreçler abiyotik ve biyotik stresten yoğun bir şekilde 

etkilenmektedir. Birçok araştırmacı, fotosentetik organizmalarda farklı stres koşullarına 

bağlı olarak fotosistem I ve fotosistem II üzerindeki etkiler ortaya konmuştur (Deng vd., 

1987; Ellis, 1981; Gallagher ve Ellis, 1982; Klein ve Mullet, 1987; Margulies vd., 1987; 

Qian vd., 2009a; 2009b). Son zamanlarda moleküler biyolojideki tekniklerin gelişmesi 

ve kloroplast genlerinin dizi analizleri ile belirlenmesiyle çalışmalar fotosistem I ve 

fotosistem II’de rol oynayan genlerin ifadelerinin araştırması eksenine kaymıştır 

(Dewez vd., 2005; Qian vd., 2009a; 2009b). Qian vd. (2009a) bir yeşil alg olan 

Chlorella vulgaris’de yaptıkları araştırmada bakır ve kadmiyum elementlerinin 

fotosentez ile ilgili genlerin transkripsiyonları arasındaki ilişkiyi açıklamışlardır. Elde 

ettikleri sonuçlara göre PSI’de iş gören psaB geninin metal stresine bağlı olarak artış 

gösterdiğini tespit etmişlerdir. Ayrıca, buna bağlı olarak da organizmanın strese karşı 

adaptasyonunu döngüsel elektron aktarımını arttırarak sağladığını rapor etmişlerdir 

(Jeanjean vd., 1998; Howitt vd., 2001). Benzer şekilde, tuz stresine maruz bırakılmış 

siyanobakteriler üzerinde yapılan çalışmalarda, PSI aktivitesindeki artışın strese uyum 

sürecinde önemli bir etmen olduğu gösterilmiştir. 
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Fotosentetik bir organizmada abiyotik stresin fotosentez üzerindeki ilk etkisi 

fotosistem II (PSII) aktivitesinin hızla düşmesidir. (Berry and Björkman, 1980; Adams 

and Demmig- Adams, 1992). PSII inaktivasyonunda (fotoinhibisyon) öncül hedef ise 

psbA geni tarafından kodlanan PSII major proteini D1’in yıkımıdır (Mulo vd., 2009). 

Normal koşullarda fotosentetik organizmalar hızlı ve etkin PSII tamir mekanizmalarını 

kullanarak bu toksik etkilerin üstesinden gelebilmektedir (Aro vd., 1993). Stres 

koşullarında oluşan reaktif oksijen türevleri (ROS), doğrudan fotohasar oluşturmamakta 

fakat; D1 protein sentezini baskılayarak hasarlı PSII tamirini inhibe etmektedir (Qian 

vd., 2009a; Murata vd., 2007). Dolayısıyla hücre içi psbA transkript seviyelerinde 

değişim olmaktadır.  

Bitkiler bu zararın ortadan kalkması için farklı mekanizmalar geliştirmiştir. 

Karotenoidler klorofilin uyarılmış halini hızla yatıştırarak ışıktan koruyucu ajanlar 

olarak iş görmelerinin yanında, ksantofil döngüsü de fazla enerjinin dağılmasına katkıda 

bulunurlar. Bunun yanı sıra PSI’deki elektron akışının sağlıklı işleyebilmesi ve D1 

proteini traslasyonunun tamamlanabilmesi için antioksidan enzimler önemli rol 

almaktadır (Allakhverdiev ve Murata, 2004; Yang vd., 2007; Karpinski vd., 1997; 

Nishiyama vd., 2001).  

Reaktif oksijen türevlerinin PSII’nin tamir mekanizması üzerindeki etkileri 

Synechocystis sp.’de belirlenmiştir. Yapılan çalışmalar, hücre içi seviyesinde hidrojen 

peroksit miktarındaki artışın PSII’nin tamirinin inhibizasyonuna bağlı olarak PSII’nin 

fotoinhibizasyonuna belirgin bir şekilde etki ederken, bu fotohasarın oluşum hızını 

etkilemediğini ortaya koymuştur. PsbA geninin traskripsiyonu, translasyonu ve D1 

proteinin işlenmesinin ROS ile olan ilişkileri northenblot ve immunoblotlama 

analizleriyle gösterilmiştir. Bu çalışmalardan elde edilen verilere göre, ROS’un ana 

hedefi psbA’nın translasyon adımları ve uzama faktörleridir. Öncü D1 proteini sentezi, 

yüksek bitkilerde translasyonel seviyede düzenlenirken, alglerde ve siyanobakterilerde 

transkripsiyonel ve translasyonel seviyededir. Chlamydomonas sp.’de psbA’nın 

translasyonun başlaması, redoks-aktif proteinler tarafından aktive edilir. Yüksek 

bitkilerde ise psbA’nın translasyon aşamasında polipeptit zincirinin uzaması redoks 

sinyalleri ile düzenlenmektedir ve bu düzenlenme elektron taşınım sistemine bağlıdır. 

Ispanak yapraklarında yapılan bir çalışmada psbA’nın mRNA traslasyonunun 

etkinleşmesi için ATP sentezinin gerekli olduğu ortaya konmuştur. 
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Şekil 2. 5. Fotosistem II tamir mekanizması (Mulo vd., 2009). 

Poliaminlerin günümüzde özellikle fotosistem II üzerinde önemli etkilere sahip 

olduğu bilinmektedir. Sfichi vd. (2004), bir Scenedesmus türünde yaptıkları çalışmada 

tilakoid zarlar üzerinde bulunan bağlı poliaminlerin UV stresine karşı fotosentetik 

aparatın korunmasında rol alabileceğini ortaya koymuşlardır. Ünal vd. (2008c) UV-A 

stresi altında liken Physcia semipinnata’da dışarıdan poliamin uygulamasının klorofil 

yıkımını engellediğini göstermişlerdir. Ayrıca Legocka ve Zajchert (1999) yaptıkları bir 

araştırmada sperminin Işık Toplayıcı Kompleksin stabilazyonunda iş gördüğünü tespit 

etmişlerdir.  

Son yıllarda yapılan araştırmalar poliaminlerin fotosentetik membranda veya 

yakınındaki proton havuzlarını etkilediğini ortaya koymaktadır. Özellikle ATP üretimi 

PSII’nin tamir mekanizmasında önemli süreçlerden biridir. Kloroplastlarda Put seviyesi 

ile ATP seviyesinin düzenlenmesi arasındaki ilişki birçok araştırmacının ilgisini 

çekmektedir. Bunun yanı sıra, D1 ve D2 proteinlerinin transkripsiyonunun dışsal 

spermidin uygulaması ile arttığı tespit edilmiştir (Kuznetsov vd., 2006). 
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2.4. Oksidatif Stres ve Antioksidan Savunma Sistemi 

2.4.1. Oksidatif stres 

Oksidatif stres hücrede, kendisine zarar veren ya da hücreleri öldüren Reaktif 

Oksijen Türevlerinin (ROS) hücrelerde oluşması sonucunda meydana gelir. Oksidatif 

strese neden olan çevresel koşullar; ağır metal, yüksek ışık, kuraklık, tuz stresi aşırı 

sıcaklık (yüksek veya düşük), hava kirleticileri, ozon ve abiyotik etmenlerdir. Moleküler 

oksijenin canlılardaki toksik etkisinin gerçek nedeni oksijenin aktif türevleri olan 

serbest oksijen radikalleridir. Serbest oksijen türevleri bir veya daha fazla eşleşmemiş 

elektrona sahip, kısa ömürlü, kararsız, molekül kütlesi düşük ve çok etkin moleküller 

olarak tanımlanır (Beckett vd., 2005). Normal fizyolojik koşullar altında, moleküler 

oksijenin indirgenmesiyle (redüksiyon) hücrede ROS üretilir fakat stres ile bu üretim 

artar (Boscolo vd., 2003; Mittler, 2002). Bunlar singlet oksijenin oluşumu (
1
O2), 

hidrojen peroksit (H2O2), süperoksit anyon (O2˙¯), hidroksi radikali (OH˙) ve 

perhidroksi radikali (O2H˙) gibi fotosentetik faaliyet ve solunum elektron transportu 

gibi süreçlerin toksik sonuçlarıdır (Agarwal vd., 2005). ROS belirli bir kapasiteye 

ulaştığında ise hücrede proteinlerin, lipitlerin ve nükleik asitlerin yapısına zarar verir 

(Halliwell ve Gutteridge, 1989).
 

Hücre içinde meydana gelen birçok reaksiyon sonunda ROS doğal olarak 

meydana gelmektedir. Fotosentetik organizmalarda ROS’un ana kaynağı fotosentetik 

sistemdeki tilakoid zardır (Asada, 1996; Asada vd., 1998). ROS türevleri belli redoks 

tepkimeleri sırasında oluşabildiği gibi mitokondirilerde suyun yükseltgenmesi ya da 

kloroplastlarda elektron aktarımı anında da meydana gelir. Ayrıca kloroplastlarda 

elektronlar doğrudan PSI’den oksijene aktarıldığı zaman süperoksit anyonlar oluşur. 

Kloroplastlarda yer alan fotosentetik elektron taşınım zinciri bileşenleri, kendi 

kendine okside olma özelliğindedir ve NADP miktarının düşük olduğu koşullar altında 

süperoksit anyon radikalleri oluşabilir (Dat vd., 2000; Foyer and Noctor, 2000). Mehler 

(1951) oksijenin kloroplastlarda ışıkla indirgenmesini (fotoredüksiyon) in vitro olarak 

tanımlamış ve reaksiyon ürünü olarak H2O2’nin oluştuğunu göstermiştir. Daha sonra 

O2˙¯, tilakoidlerde oksijenin ışıkta indirgenmesinin başlıca ürünü olarak tanımlanmıştır 

(Asada and Takahashi, 1987). Kloroplastlarda en temel ROS kaynağı ‘Mehler 

Reaksiyonu’dur ve O2’nin ışıkta indirgenme miktarı çevresel koşullara bağlı olarak 
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değişir (Asada and Takahashi, 1987; Mullineaux and Karpinski, 2002; Logan vd., 

2006). 

Kloroplastlarda H2O2 üretimi aktif merkezinde bakır/çinko (Cu/Zn- SOD) veya 

demir (Fe-SOD) taşıyan SOD formları tarafından katalizlenir (Alscher vd., 2002). 

O2˙¯’in askorbat (Asc) tarafından indirgenmesinin ve indirgenmiş glutatyon (GSH)’un, 

kloroplastlarda H2O2 üretimine fazla katkısı olmaz (Asada and Takahashi, 1987). 

PSII’de suyun oksidasyonu ve PSI’de O2’nin univalent fotoredüksiyonu (Mehler 

reaksiyonu), askorbat peroksidaz (APX) tarafından H2O2’nin üretimi ve 

parçalanmasıyla ilişkilidir. Son reaksiyon, monodehidroaskorbat (MDHA)’dan 

monodehidroaskorbat redüktaz (MDHAR) aracılığı ile askorbatın üretilmesidir. 

Elektronların H2O’dan H2O’ya olan bu transferine Mehler-peroksidaz döngüsü (Foyer 

and Noctor, 2000) veya su-su döngüsü denir. Ayrıca PSII’de mangan içeren, oksijen 

oluşturan komplekste suyun kısmen oksidasyonuyla da H2O2 oluşabilir (Fine and 

Frasch, 1992). 
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Şekil 2. 6. Mezofil hücrelerinin farklı hücresel bölmelerinde C3 fotosentezi sırasında 

oluşan reaktif oksijen türleri. (Kloroplastlar ve peroksizomlar arasındaki 

H2O2  üretim oranı 1:2,5 iken kloroplast/peroksizomların 

mitokondrideki H2O2  üretimine oranı 35:1’dir (Foyer and Noctor, 2000). 

Fotosentetik bakımdan aktif  hücrelerde hücre dışı matriksin (HDM) 

H2O2 üretimine katkısı henüz  belirlenmemiştir. HDM: hücre dışı matriks; 

ETC elektron transport zinciri; FET:  fotosentetik elektron transport 

zinciri; PM: plazma membranı; PSI ve PSII:  fotosistem I ve fotosistem II; 

SOD: süperoksit dismutaz; TCA: trikarboksilik asit  döngüsü. (Ślesak vd., 

(2007)’den modifiye edilmiştir). 

 

Hücrenin reaktif oksijen türevlerine karşı en hassas bölümünü membran lipitleri 

oluşturur. Membran yapısında bulunan doymamış yağ asitleri serbest radikallerle çok 

kolay bir şekilde reaksiyona girer ve yağ asitlerinin oksidatif yıkımı ile lipit 

peroksidasyonu meydana gelir. Hücre zarı lipitlerinin peroksidasyonu, membranların 

fonksiyonu ve bütünlüğünü olumsuz etkilemekte ve hücre fonksiyonunda geri 

dönüşümsüz zarara neden olabilmektedir. Bu yağ asitlerinin peroksidasyonunun bir 

sonucu olarak ortaya çıkan malondialdehit (MDA) gibi sitotoksik aldehitler DNA ve 

proteinler üzerinde önemli zararlara neden olmaktadır. MDA içeriği, lipit 

peroksidasyonunun bir indeksi olarak kabul edilmekte ve yüksek seviyede MDA 

birikimi aşırı lipit peroksidasyonunu göstermektedir (Panda vd., 2003).  
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2.4.2. Antioksidan savunma sistemi 

Serbest oksijen radikallerinin meydana getirdiği bu zararlı etkilerin giderilmesi 

için organizmalar tarafından geliştirilen bir savunma sistemi mevcuttur. Antioksidan 

savunma sistemi adı verilen sistem, fizyolojik veya çevresel olarak meydana getirilen 

serbest oksijen radikallerini ortadan kaldırmaktadır. 

Likenlerde de ROS oluşumuna yanıt olarak geliştirilen gelişmiş bir savunma 

sistemleri mevcuttur. Antioksidan savunma sistemi süperoksit dismutaz (SOD), 

glutatyon redüktaz (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 

antioksidanları içermektedir (Kacar vd., 2002). Katalazlar, yüksek miktardaki H2O2’yi 

uzaklaştırmada iş görürken APX’ler hücre içi kompartmanlarda H2O2’ye daha yüksek 

afinite gösteren bölgelerdeki H2O2’ yi temizlemede iş görmektedir (Foyer vd., 1994; 

Dat vd., 2000; Breusegem vd., 2001).   

2.4.3. Glutatyon döngüsü 

Glutatyon, γ-L-glutamil-L-sisteinil-glisilin’dir. Fotosentetik organizmalarda 

yüksek miktarda bulunan, düşük moleküler ağırlıkta bir tripeptit tiyolüdür. Hücresel 

metabolizmada önemli rol almaktadır. İndirgenmiş glutatyon ve oksitlenmiş glutatyon 

paralel olarak bulunur. Reaktif oksijen türevlerine karşı savunmada önemli bir 

intraselüler antioksidan olmasından dolayı, likenlerde metal toleransında merkezi bir rol 

oynadıkları yapılan çalışmalar ile ortaya konmuştur (Sanità Di Toppi, 2005) 

Glutatyon (GSH) bu antioksidan görevini HO
-
 ve singlet oksijen gibi reaktif 

oksijen türevlerini savuşturarark yapmaktadır. Ayrıca serbest radikal ve peroksitlerle 

reaksiyona girerek hücreleri oksidatif hasara karşı korumaktadır. Bunun dışında protein 

yapısındaki –SH gruplarını ve demiri indirgenmiş (Fe
2+

) halde tutulmasını sağlayarak 

pek çok proteinin ve enzimin inaktivasyonunu engeller. GSH, aynı zamanda elektrofilik 

bileşiklerin detoksifikasyonunda GST aracılığında bir kofaktör görevi görmektedir 

(Blokhina, 2002; Garcia, 2001; Yalçın, 1998). 
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Glutatyon redüktaz enzimi, hidrojen peroksit ve organik peroksitlerin 

indirgenmesi sırasında glutatyon peroksidaz enzimi tarafından yükseltgenen 

glutatyonun indirgenmesi reaksiyonunu katalizler. Böylece organizmada sınırlı 

miktardaki glutatyon tekrar kullanıma hazır hale gelmiş olur. Fakat bu reaksiyonun 

gerçekleşmesi için NADPH’a gereksinim duyulmaktadır. Gerekli olan NADPH pentoz 

fosfat yolundan elde edilir (Akkuş, 1995; Çiftci vd., 2000; Keha ve Küfrevioğlu, 2004). 

 

GSSG + NADPH + H
+   

 
   2GSH + NADP

+ 

 

Glutatyon redüktaz enzimi daha çok sitozole lokalize olmuş dimer yapıda bir 

enzimdir. Her bir alt ünitesinde birer FAD bulunmaktadır. NADPH, FAD’ı 

indirgemekte, FAD’daki elektronlar da okside glutatyondaki (GSSG) disülfür 

köprüsüne aktarılmaktadır.  

Normal hücrelerde GSH / GSSG oranı son derece yüksektir. Glutatyon redüktaz 

bu oranın yüksek kalmasını sağlamakla görevlidir. Glutatyon redüktaz aktivitesi 

hücrenin redoks durumu tarafından düzenlenir. Aktivitenin yüksek ya da düşük olması 

oksidatif stresin şiddetine bağlıdır (Farber vd., 1998; Halliwel and Gutteridge, 1989). 

Çevresel strese maruz kalma sonucunda özellikle GSH hücre içi antioksidan düzeyinde 

değişiklikliklere neden olur. GSH birçok yönden antioksidan gibi iş görebilir, ROS ile 

kimyasal reaksiyonlara girebilir ve bu nedenle serbest radikal toplayıcısı olarak işlev 

yapabilir. Aynı zamanda, lipid peroksidasyon reaksiyonları ile oluşturulan peroksitleri 

kaldırarak zar yapısını stabilize edebilir. 

2.5. Alüminyum 

Alüminyum (Al)  yer kabuğunda çok fazla oranda bulunan elementlerden biridir. 

Dünyamızın oksijen ve silisyumdan sonra en çok bulunan üçüncü elementidir (Sevinç, 

2003). Doğada feldsparlar, kaolinler, kil mineralleri ve yaprak kayaçlarında bulunur.  

Adını ilk kez bulunduğu Alp’lerdeki bir yerleşim alanı olan Baukslar’dan alan 

alüminyum, yer kabuğunda çok fazla bulunmasına karşın elde etme yöntemleri sınırlıdır 

(Petrucci, 1985; Kacar, 1972; Sevinç, 2003).  
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2.5.1. Fiziksel ve kimyasal özellikleri 

Atom Numarası: 13 

Atom Kütlesi: 26,98154 g/mol 

Oda Koşullarında (25°C 298 K): Gümüş renkli katı 

Yumuşak ve hafif, amfoter ve aktif olması, yüksek elektrik ve ısı iletkenliği, 

ömrünün uzunluğu, dış etkenlere (korozyon vb.) ve değişik iklim şartlarına karşı 

dayanıklılığı, kolay şekillendirilebilmesi, düşük bakım maliyetleri, renklendirilebilmesi 

ve teknolojik açıdan ürün çeşitliliği alüminyumun alternatif özellikleridir.  

2.5.2. Toksik etkisi 

Yeryüzü topraklarının %30’ u asidik özellik gösterir. Alüminyum toksisitesi 

özellikle bu tip topraklarda yeterli miktarda ürün almayı sınırlayan etkendir. 

Alüminyum organik asitlere, fosfatlara, proteinlerdeki sülfatlara ve nükleik asitlere 

bağlanarak hücre zarının görevlerinde bozukluklara neden olur (Horst, 1995; Nichol 

vd., 1993; Haynes and Mokolobate, 2001). Yüksek bitkilerde alüminyum toksisitesini 

gösteren ilk ve en önemli kanıt bitkiye alüminyum alınmasını takip eden 5 dk içinde 

kök uzamasının durmasıdır. 

Alüminyum toksisitesinin yüksek miktarda ROS’un üretilmesine neden olduğu 

birçok araştırmayla ortaya konulmuştur (Çakmak ve Horst 1991; Küçükakyüz, 2002). 

Alüminyum tarafından oksidatif stresin teşvik edilmesiyle meydana gelen bu serbest 

radikallerin fotosentez ve CO2 özümlemesini inhibe ettiği rapor edilmiştir 

(Pietraszewska-Mossor, 2001). Ayrıca lipit peroksidasyonuna sebep olduğu 

(Matsomoto, 2000) ve diğer bir araştırmada da alüminyumun DNA yapısına 

bağlanmasıyla DNA eşleşmesini engellediği tespit edilmiştir (Foy C.D., 1992). 

2.6. Bu Çalışmada Hedeflenen Amaçlar 

Yapılan bu çalışmada, Xanthoria parietina türünde alüminyum 4 farklı 

konsantrasyonlarda ve 2 farklı zaman diliminde PSII’nin psbA geni, toplam GSH ve GR 

aktivitesi üzerinde etkisinin belirlenmesi amaçlanmıştır. Bunun yanı sıra spermidinin 

alüminyum toksisitesine karşı korumada ne gibi roller üstlenebildiği ortaya konmaya 

çalışılmıştır. 
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3. MATERYAL ve METOD 

 

 

3.1. Materyal ve Deney Düzeneği 

 Bu çalışmada kullanılan Xanthoria parietina (L) Th. Fr. liken türü Gülümbe / 

Bilecik, Türkiye (N 40 ° 11,526 'E 029 º 57.962') Pinus sp. kabuklarından toplanmıştır.  

Kingdom : Fungi 

Division : Ascomycota 

Class  : Lecanoromycetes 

Order  : Teloschistales 

Family  : Teloschistaceae 

Genus  : Xanthoria 

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

 

 

  Şekil 3. 1. Xanthoria parietina’nın genel görünüşü. 

 Örnekler, yabancı maddelerden temizlenmiş, plastik torbalar içinde laboratuara 

aktarılmış ve yüzeydeki tozlarından arındırmak için distile su ile üç kez yıkanmıştır. 

Xanthoria parietina tallus örneklerine 30 dakika süre ile 4 farklı konsantrasyonda (0,1, 
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0,25, 0,5, 1mM)  50 ml AlCl3 çözeltileri uygulanmıştır. Hiç uygulama yapılmayan 

kontrol grubu ile birlikte 5 farklı deneme kurulmuştur. Kontrol ve uygulama yapılan 

Xanthoria parietina tallusları petri kapları içerisinde oda koşullarında 24 saat ve 48 saat 

bekletilmiştir. 48 saatin sonunda örnekler distile su ile 5 saniye boyunca 3 kez 

durulanmıştır. Spermidin rolünü incelemek için ise 30 dakika 1.0 mM Spd (Fluka, 

Lot#85578)  uygulanmış ve daha önce belirlediğimiz şekilde Al stresine maruz 

bırakılmıştır. 

3.2. Glutatyon Redüktaz (GR) Aktivitesi 

Glutatyon redüktaz aktivitesi, Glutatyon Redüktaz Enzim İmmün Kiti (Lot# 

fr.19.30442) protokolüne göre analiz edilmiş ve numuneler 3 kez çalışılmıştır. 

Protokol: 

0,1 gr tartılan örneklerin üzerine 2 ml 0,05M PBS ilave edilmiştir ve 13,000 rpm 

de, +4
o
C’de 30 dakika santrifüj edilmiştir. Süpernatant kısımdan 10 ml alınarak dilüent 

buffer ile 1:25 seyreltme yapılmış ve 200µl’si spektro küvetlerine alınmıştır. Ölçüm 

yapılmadan önce 200µl GSSH, 200µl NADPH ve 500 µl distile su ilave edilmiştir ve 

340 nm Eliza Reader (Thermo scientific) 1 dakika aralıklarla 5 dakika boyunca ölçüm 

yapılmıştır. Tüm analizler normal koşullar altında gerçekleştirilmiştir. 

3.3. Toplam Glutatyon (GSH) Analizi 

Toplam GSH analizi; OxiSelect Total Glutathione (GSSG/GSH) Assay Kiti (Cat 

No: STA-312) protokolüne göre analiz edilmiştir. 

Protokol: 

 Liken tallusları soğuk %5’lik Metafosforik asit (1mL/100mg) ile havanda 

homojenize edilmiştir. 4
o
C’de 15 dakika boyunca 12,000 rpm de santrifüj edilmiştir ve 

süpernatant alınmıştır. Daha sonra her bir numune 1X Glutatyon Redüktaz çözeltisinden 

25 µl ve 1X NADPH çözeltisinden 25µl ilave edilmiştir. Hazırlanan glutatyon 

standartlarından ve numunelerden 100 µl ilave edilmiştir. Son olarak da 1X Chromogen 

ilave edilmiştir ve hızlı bir şekilde 1’er dakika ara ile 10 dakika boyunca 405 nm de 

Eliza Reader (Thermo scientific) okuma yapılmıştır. İşlemler 3 kez tekrarlanmıştır. 
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3.4. Lipit Peroksidasyonu 

Lipid peroksidasyon analizi için; lipid peroksidasyonunun göstergesi olan 

malondialdehit (MDA) miktarı ölçülmüştür. Heath ve Packer, (1968) tarafından 

gösterilen yöntem ile çalışma yapılmıştır. 

Protokol: 

 1 gr liken tallusu sıvı azot ile toz haline getirilmiş ve 5 mL % 0,1’lik 

trikloroasetik asit (TCA) ile homojenize edilmiştir. 7400 g’de 20 dk santrifüj edilmiş ve 

süpernatanttan 1200 µl alınarak üzerine 4800 µl tiyobarbütrik asit (TBA) ilave 

edilmiştir. 100
o
C’de 30 dakika inkübasyona bırakılmıştır. Daha sonra 532 ve 600 nm’ 

de ölçüm alınmış ve her bir grup için üç tekrar yapılmıştır. 

 MDA (nmol cm
-1

) = 1000[(Abs 532 - Abs 600)/155]  formül yardımı ile 

hesaplamalar yapılmıştır. 

3.5. Klorofil Yıkım Tayini 

Klorofil analizi Wellburn (1994) tarafından açıklanan yöntem kullanılarak 

belirlenmiştir. 

Protokol: 

 100 mg liken tallusu 1 mL DMSO (Dimetilsülfoksit) ile çözülmüştür. Üzerine 3 

mL DMSO ilave edilerek çözülme işlemi tamamlanmıştır. Daha sonra 65
o
C’de 1 saat 

inkübasyona bırakılmıştır. İnkübasyondan sonra soğutma işlemi tamamlanmış ve 

ekstraktların ölçümü 665.1 ve 649.1 nm dalga boylarında UV- Spektrofotometre (Perkin 

Elmer)’de yapılmıştır. Bütün işlemler karanlık ortamda gerçekleştirilmiş ve 3 kez 

tekrarlanmıştır. 

 Chla (mg/L) = 12.19 A665 - 3.45A649  

 Chlb (mg/L) = 21.99 A649 - 5.32A665 formülleri ile hesaplama yapılmıştır. 

3.6. RNA izolasyonu ve cDNA eldesi 

RNA ekstraksiyonu için sıvı azot ile toz haline getirilmiş, 0,1 gr liken tallusu 

1ml TRİZOL ile havanda homojenize edilmiştir. Üzerine 200 µl kloroform ilave edimiş, 

15 saniye şiddetli bir şekilde vortekslenmiş ve 2-3 dakika oda sıcaklığında inkübasyona 

bırakılmıştır. Örnekler 4
o
C’de 15 dakika 12,000 g’de santrifüj edilmiş ve süpernatant 

kısımdaki RNA yeni bir ependofa alınarak 0,5 ml izoproponal ile çöktürülmüştür. 10 



22 

 

dakika oda sıcaklığında inkübasyona bırakılmış ve daha sonra 4
o
C’de 10 dakika 12,000 

g’de tekrar santrifüj edilmiştir. Süpernatant atılarak pelletteki RNA 1ml  % 75’lik etanol 

ile 2 kez yıkanmış ve vorteksleme yapıldıktan sonra 4
o
C’de 5 dakika 7500 g’de santrifüj 

edilmiştir.  Pellette bulunan izole edilmiş RNA 5-10 dakika hava ile kurutulmuştur. 

A260/A280 saflık değerini verir ve RNA için 2’ye yakın olması beklenir. RNA’dan 

cDNA elde etmek için Intron He High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit 

(Invitrogen, Cat No: 4398814) kullanılmıştır. 

Protokol: 

Elde edilen RNA’dan 10 µl ve oligo (dT) primerden (70 µM) 2  µl ependorfa 

ilave edilmiş ve dikkatlice karıştırılmıştır. 70
o
C sıcaklıkta 5 dakika bıraktıktan sonra 

hemen buza alınmıştır. Buzun üzerindeyken 5X RT Bufferdan 8 µl, dNTP (2mM)’ dan 

2 µl ve dH2O’dan 19 µl eklenmiştir. 37
o
C’de 5 dakika inkübasyona bırakılmış ve daha 

sonra 1µl Reverse Transcriptase ilave edilmiştir. 42
o
C’de 60 dakika inkübasyona 

bırakılmış ve 70
o
C’de 10 dakika inkübe edilerek enzim inhibe edilmiştir. 

3.7. Yarı Nicel RT-PCR Analizi 

PCR reaksiyonları, gapdh primerleri kullanılarak gerçekleştirilmiş ve aşağıdaki 

primer dizileri psbA için kullanılmıştır: 

 Sentez 5’-CACTAATCCGTGAAACTACT-3’ 

 Antisentez 5’-TAATCGTCCAAAGTAACCGTG-3’ 

Protokol:  

PCR için 1μl cDNA, 2,5 μl 10X PCR buffer Mg
++

, 0,65 μl 50 mM MgCl2, 0,5 μl 

10 mM dNTP karışımı, 0,6 μl BSA (Bovine Serum Albümin), 0,5 μl her biri 10 μM 

olan primer ve 0,4 μl rekombinant Taq DNA polimeraz (Fermentas) kullanılmıştır. 

Thermal cycle (Biorad) DNA’yı denatüre etmek için 5 dakika boyunca 95
o
C de 

başlatılmıştır. PCR analizi 95°C’de 1 dakika denatürasyon (ilk döngü hariç: 95°C’de 5 

dakika) 53°C’de 1,15 dakika anneling, 72 °C’de 1,15 dakika sentez (son döngü hariç 72 

°C ‘de 10 dakika) içeren 34 döngü ile gerçekleştirilmiştir. Amplifikasyon 72 °C ‘de 10 

dakika sonucunda ürünler elde edilmiş ve -20
o
C de saklanmıştır. Elde edilen PCR 

ürünleri 0,5 μg ml
-1

 etidyum bromid içeren %2’lik agaroz jel elektroforezinde 

yürütülmüştür (jel 1X TBE (Tris-Borat-EDTA) buffer kullanılarak hazırlanmıştır). 

 



23 

 

3.8. İstatistiksel Analizler 

Bu çalışmada istatistiksel analizler Windows için SPSS, one-way analizi 

(ANOVA) da dahil olmak üzere ve Tukey ikili karşılaştırmaları kullanılarak yapılmıştır. 
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4. BULGULAR 

 

 

4.1. Alüminyum Elementinin Klorofil a Yıkımı Üzerine Etkisi 

 Bu çalışmada farklı konsantrasyonlarda Al uygulaması yapılan örneklerde farklı 

zaman dilimlerine bağlı olarak klorofil a yıkım oranı (kl a/b) belirlenmiş ve bu veriler 

Çizelge 4.1’de gösterilmiştir. 0,1 ve 0,25 mM Al uygulaması yapılan örnekler kontrol 

ile karşılaştırıldığı zaman kl a/b oranında istatistiksel olarak anlamlı bir değişimin 

olmadığı saptanmıştır. Buna karşın, 0,5 ve 1 mM Al uygulanan örneklerde kl a/b 

oranında 24 ve 48 saat içinde önemli bir azalma tespit edilmiştir (p<0.05). 

 

Çizelge 4. 1. X. parietina türünde farklı konsantrasyonlarda Al ve 1 mM dışsal Spd 

uygulanan örneklerin farklı zaman dilimine bağlı klorofil a, klorofil b ve 

klorofil yıkım oranı değerleri. 

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

   

 N 24 saat              48 saat   24 saat           48 saat 24 saat             48 saat 

Kontrol 

0.1 mM AlCl3 

0.25 mM AlCl3       

0.5 mM AlCl3 

1 mM AlCl3 

0.1mM Al+Spd 

0.25mMAl+Spd 

0.5mM Al+Spd 

1 mM Al+Spd 

ANOVA 

F istatistik 

P 

3 

3 

3 

3 

3 

3 

3 

3 

3 

22.78±0.03 

22.85±0.19 

19.41±0.12 

15.42±0.09 

14.46±0.14 

25.30±0.08 

22.37±0.06 

20.73±0.12 

19.23±0.05 

 

0.88 

0.5537    

    22.19±0.12 

    21.91±0.14 

    18.62±0.09 

    14.55±0.18 

    11. 49±0.03 

    24.21±0.06 

    21.68±0.03 

    19.90±0.01 

    18.32±0.09 

 

      1.18 

     0.3643 

6.68±0.28 

6.96±0.05 

6.58±0.08 

7.77±0.23 

9.25±0.26 

6.47±0.01 

6.82±0.07 

7.52±0.26 

8.14±0.18 

 

4.12 

0.0060 

6.17±0.24 

6.83±0.04 

6.98±0.01 

8.18±0.07 

8.74±0.22 

6.74±0.11 

7.19±0.08 

7.94±0.08 

8.53±0.23 

 

92746.1 

<0.0001 

 

3.41±0.08 

3.28±0.2 

2.95±0.06 

1.98±0.05 

1.56±0.11 

3.91±0.12 

3.28±0.08 

2.76±0.02 

2.36±0.08 

 

90769.25 

<0.0001 

3.59±0.12 

3.21±0.04 

2.66±0.08 

1.78±0.08 

1.33±0.07 

3.60±0.11 

3.013±0.08 

2.48±0.03 

2.17±0.07 

 

20396496.74 

<0.0001 
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Spd uygulaması yapılan deney gruplarında 0,1 ve 0,25 mM Al uygulanan liken 

talluslarında kl a/b oranında önemli bir değişim gözlenmezken, 0,5 ve 1 mM Al 

uygulaması yapılan örneklerde bu oranın Spd uygulanmayan örneklere göre daha 

yüksek olduğu belirlenmiştir (p<0.05). Spermidinli 0,5 ve 1 mM Al uygulanmış 

örneklerin 48 saatteki kl a/b oranı Çizelge 4.1’de gösterildiği gibi sırası ile 2,48 ve 2,17 

mg/g’dır. Kl a/b oranı spermidinli gruplarda 0,5 ve 1 mM Al uygulanan örneklerde her 

ne kadar kontrole göre düşüş gözlemlense de kl a/b değeri 4-2 arasındadır. 

4.2. Alüminyum Uygulaması Yapılan Örneklerde Lipid Peroksidasyon Sonuçları 

 Bu çalışmada Al stresine maruz bırakılmış ve spermidin uygulaması yapılmış 

örnekler de, farklı zaman dilimine bağlı olarak Malondialdehit içeriğini belirleyerek X. 

parietina tallusunda strese bağlı oluşan lipid peroksidasyon oranı gözlenmiştir. Al 

uygulaması 0,5 ve 1 mM konsantrasyonlardaki 48. saatteki örneklerde MDA içeriğinin 

önemli bir derecede artmasına (sırasıyla 19,5 ve 30,1 nmol/g taze ağırlık) neden 

olmuştur (Şekil 4.1 ve Şekil 4.2). Spd uygulanan örneklerde lipid peroksidasyon oranın 

Spd uygulanmayan gruplara göre istatistiksel açıdan anlamlı bir düşüş gösterdiği tespit 

edilmiştir. 1 mM Spd ile muamele edilmiş 0,5 ve 1 mM Al uygulanan 48 saatlik 

gruplarda MDA içeriği sırasıyla 6,8 ve 8,21 nmol/g taze ağırlık olarak belirlenmiştir. 

 

Şekil 4. 1. Farklı konsantrasyonlarda Al uygulanmış X. parietina tallusunda Al ve dışsal 

Spd uygulamasının 24 saat sonraki MDA içeriği üzerine etkisi  (istatistiksel 

olarak *p <0.05, **p<0.01, ***p<0.001). 
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Şekil 4. 2. Farklı konsantrasyonlarda Al uygulanmış X. parietina tallusunda Al ve dışsal   

Spd uygulamasının 48 saat sonraki MDA içeriği üzerine etkisi (istatistiksel 

olarak *p<0.05, **p<0.01). 

4.3. Toplam Glutatyon İçeriği 

Farklı konsantrasyonlardaki Al ve dışsal Spd uygulaması yapılmış gruplardaki 

toplam glutatyon içeriklerindeki değişimler şekil 4.3’te gösterilmiştir. 24 saatlik 

gruplarda, 0,1 ve 0,25 mM Al uygulanan örneklerin toplam GSH içeriğinde önemli bir 

değişim saptanmazken, 0,5 ve 1 mM Al uygulanan liken talluslarında toplam GSH 

miktarlarında istatistiksel açıdan önemli bir düşüş tespit edilmiştir (kontrole göre 

sırasıyla 1,3 ve 1,9 kat azalmıştır). 0,1 ve 0,25 mM Al uygulaması yapılan 48 saatlik 

gruplarda ise toplam GSH miktarı kontrole göre 1,2 ve 1,09 kat artış gösterirken, 0,5 ve 

1 mM Al uygulamsı yapılan örneklerde sırasıyla 1,41 ve 2,2 katlık bir düşüş 

belirlenmiştir. 

Spd uygulaması yapılan gruplarda ise toplam GSH miktarı tüm uygulama 

grupların da kontrole göre daha yüksek olduğu gözlemlenmiştir. 24 saatlik uygulama 

zamanına ait gruplarda, 0,5 ve 1 mM Al uygulanan örnekler de toplam GSH seviyesi 

kontrole göre sırasıyla 1,34 ve 1,25 kat daha yüksek bulunmuştur (Şekil 4.3).  
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Şekil 4. 3. Spd ve Al stresinin X. parietina tallusunda toplam GSH içeriği üzerindeki 24 

       ve 48 saatlik etkisi (istatistiksel olarak *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001). 

4.4. Glutatyon Redüktaz (GR) Aktivitesi 

 Şekil 4.4’te gösterildiği gibi GR enzim aktivetisinde gruplar arasında önemli 

değişimler saptanmıştır. GR enzim aktivitesi 0,1, 0,25 ve 0,5 mM Al uygulanmış 24 

saatlik örneklerde artar iken, 1 mM Al uygulanmış 48 saatlik gruplarda kontrole göre 

%55’lik (327,57 nmol min
-1

 mg
-1

) bir azalış göstermiştir.  

 

Şekil 4. 4. Spd ve Al stresinin X. parietina tallusunda GR enzim aktivitesi üzerindeki 24 

      ve 48 saatlik etkisi (istatistiksel olarak *p <0.05, **p<0.01, ***p<0.001) 
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Spd uygulanan örneklerde GR aktivitesi hem 24 saat hem de 48 saatlik tüm 

uygulama ve kontrol gruplarından istatistiksel açıdan anlamlı bir şekilde yüksektir 

(p<0.05, p<0.01 ve p<0.001). Spd uygulaması yapıldıktan sonra Al stresine maruz 

bırakılmış 48 saatlik örneklerde, GR aktivitesi %15,66, %16,34, %11,00 ve %7,39 

oranında artış göstermiştir (Şekil 4.4). Bunun yanı sıra, GR enzim aktivitesindeki artış 

ve azalışların, psbA geninin göreceli mRNA seviyesi ile pozitif korelasyon gösterdiği 

tespit edilmiştir (Şekil 4.5). 

 

Şekil 4. 5. GR enzim aktivitesi ve psbA geninin göreceli mRNA seviyesi arasındaki    

ilişki 

4.5. Fotosistem II D1 Protein Geninin (psbA) mRNA Düzeyindeki Değişimleri 

 Fotosistem II D1 protein geninin mRNA seviyesi farklı Al konsantrasyonu ve 

Spd uygulamasına bağlı olarak değişim göstermiştir (Şekil 4.6). PsbA geninin göreceli 

mRNA seviyesi 24 saatlik tüm Al uygulanan gruplarda sırası ile 0,35, 0,17, 0,45 ve 0,15 

kat düşmüştür. 48 saatlik zaman dilimindeki örneklerde ise 0.1 mM Al uygulanan 

örneklerde mRNA seviyesinde kontrole göre 1,25 kat artış gözlemlenirken, 0,25, 0,5 ve 

1 mM Al uygulanan örneklerde sırasıyla 0,92, 0,82 ve 0,72 katlık bir azalış 

saptanmıştır.  

Spd uygulanan gruplar ile uygulanmayan gruplar arasında istatistiksel açıdan 

anlamlı değişimler gözlemlenmiştir. Spd uygulanmış Al stresine maruz bırakılan X. 

parietina talluslarının psbA geninin mRNA seviyeleri kontrole göre karşılaştırıldığında, 

1 mM Al uygulanan grup dışında diğer tüm uygulama gruplarındaki psbA geninin 

mRNA seviyesinde istatistiksel açıdan önemli bir farklılık olmadığı ortaya konmuştur. 
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Buna karşın, psbA geninin göreceli mRNA seviyesinde, 48 saatlik uygulama 

gruplarında kontrole göre tüm gruplarda sırası ile 1,15, 1,32, 2,19 ve 2,15 katlık bir artış 

olduğu saptanmıştır. 

 

Şekil 4. 6. Spd ve Al stresinin X. parietina tallusunda psbA geninin göreceli mRNA             

seviyesi üzerindeki 24 ve 48 saatlik etkisi (istatistiksel olarak * p <0.05, 

**p<0.01, ***p<0.001). 



30 

 

5. TARTIŞMA VE SONUÇ 

 

 

 Likenlerde metal toksisitesi üzerindeki çalışmalar genellikle bakır (Cu), çinko 

(Zn), kurşun (Pb), mangan (Mn), alüminyum (Al) ve krom (Cr) elementleri üzerinde 

yoğunlaşmıştır (Bačkor vd., 2003; Branquinho vd., 1997; Chettri vd., 1988; Garty, 

2000;  Bačkor ve Fashelt, 2004; Sanità Di Toppi vd., 2008). Buna karşın likenlerde 

alüminyumun fotosentetik birimler üzerindeki etkileri hala tam olarak anlaşılamamıştır. 

Alüminyum toksisitesi fizyolojik, hücresel ve moleküler biyolojik yaklaşımlarla geniş 

ölçüde tanımlanmış, reaktif oksijen türevlerinin oluşumuna ve fotosentezin 

engellenmesine neden olabileceği ortaya konmuştur (Kochian 1995, Ohki 1986). 

Fotosentetik ökaryotik organizmalarda, klorofil fotooksidasyon gibi stresi 

başlatan oksitleyici işlemlere çok duyarlıdır. Klorofil a’nın aldehit II halkası üzerindeki 

metil grubunun oksidasyonu ile klorofil b oluşturulur (Chettri vd., 1988) ve klorofil a / b 

oranı, klorofil a + b’ye göre modifikasyona daha hassastır. Yüksek bitkilerde anten 

genişliği, ışık toplama klorofil a/b protein kompleksinin miktarı ile (Tanaka ve Tanaka, 

2006) belirlenmektedir. Anten genişliği ayrıca poliaminler ve transglutaminler ile de 

ilişkilidir (Ioannidis vd., 2012). Klorofil a’nın klorofil b ye çevrimi sadece klorofil a/b 

oranını göstermez aynı zamanda klorofil yıkımının da önemli bir belirtecidir. Sağlıklı 

bir fotosentetik organizmada klorofil a/b oranı 4-2 arasında olması gerektiği önceki 

çalışmalarda ortaya konulmuştur (Chettri vd., 1988). Bu çalışmada klorofil a/b 

oranlarının yüksek konsantrasyonlarda ikinin altına düştüğü ve klorofil yıkımının 

olduğu görülmektedir. Benzer şekilde, Nguyen vd. (1992) Eucalyptus camaldulensis 

bitkisinde alüminyumun neden olduğu oksidatif strese yanıt olarak klorofil yıkımının 

gerçekleştiğini göstermişlerdir.  

Stres koruyucu bileşik olduğu bilinen polikatyonik yapıdaki poliaminlerin, farklı 

stres koşulları altında klorofil yıkımını önlenmesinde önemli roller üstlendikleri 

bilinmektedir. Besford vd. (1993)’da Spd ve Spm uygulamasının osmotik şoka maruz 

bırakılmış yulaf yapraklarında klorofil-protein kompleksinin bulunduğu alandaki 

tilakoid zarları koruduğunu ve klorofil kaybını engellediğini tespit etmişlerdir. Benzer 
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şekilde, çalışmamızda da dışsal Spd uygulaması ile alüminyum stresine maruz kalmış X. 

parietina fotobiyontunda klorofil yıkımı engellenmiştir. 

Araştırmamızda alüminyumun konsantrasyonunun artışına bağlı olarak lipit 

peroksidasyonunun başlıca ürünü olan MDA birikiminin arttığı saptanmıştır. Metal 

toksisitesi fotosentetik organizmalarda lipid peroksidasyonu teşvik etmektedir. Çeşitli 

yüksek bitkilerde yapılan önceki çalışmalarda saptandığı gibi bunun sebebi hücresel 

zarların yapısının bozulmasını sağlayan ROS’un yüksek oranda üretimi olabilir (Shah 

vd., 2001). Lipid peroksidasyonu en başta zarın yapısınına zarar vererek, membranın 

seçici geçirgenliğini olumsuz etkilemektedir. Turton (1997) biyolojik sistemlerde zar 

hasarının belirteci olan MDA’nın bulunmasını yapısal hücresel zarlardaki doymamış 

yağ asitlerinin peroksidasyonu ile ilişkili olabileceğini öne sürmüştür. Ünal vd.  (2010) 

benzer şekilde Cr(VI)’nın konsantrasyonuna ve zamana bağlı olarak MDA içeriğini 

arttırdığını göstermişlerdir. 

Bitki fizyolojisi alanında yapılan araştırmalar, poliaminlerin asit nötralize bileşik 

olarak davrandığını ve reaktif oksijen türevlerini savuşturarak farklı çevresel koşullarda 

lipid peroksidasyonunu azaltmak suretiyle zarların stabilitesinde iş gördüklerini öne 

sürmektedir (Borrell vd., 1997; Bouchereau vd., 1999). Benzer şekilde, Borrell vd. 

(1997) osmotik strese maruz bırakılmış yulaf yapraklarında Spd ve Spm’nin MDA 

seviyesini düşürdüğünü tespit etmişlerdir. Groppa vd. (2007) Cd ve Cu stresi 

uygulanmış buğday yapraklarında yaptıkları araştırmada dışsal Spm uygulamasının 

lipid peroksidasyon oranını azalttığını rapor etmişlerdir. Çalışmamızda lipid 

peroksidasyon sonuçlarımıza göre, her ne kadar alüminyum uygulanan gruplarda MDA 

içeriği yüksek olsa da, dışsal Spd uygulaması yüksek düzeyde lipid peroksiyonun 

gerçekleşmesini engellediği görülmüştür. Bu sonuçlar, polikatyonik özellikte olan 

spermidinin hücre zarlarına bağlanarak oksidatif strese bağlı lipit peroksidasyonun 

engellenmesinde iş görebileceğini göstermektedir. 

Likenlerde, günümüzde metal stresine tolerans mekanizmasına ilişkin kabul 

gören en önemli kavramlardan biri Sanitá di Toppi vd., (2008)’nin ortaya attığı “ilk 

bariyer” ve ikinci bariyer” mekanizmalarıdır. İlk bariyer mekanizmasında, liken asitleri, 

fitoşelatinler ve GSH gibi tiyoller bulunur. İkinci bariyer mekanizmasında ise özellikle 

GR gibi antioksidan enzimler ve stres proteinleri yer almaktadır.  
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Glutatyon, bitki dokularında en yaygın bulunan düşük molekül ağırlıklı tiyoldür. 

İndirgenmiş sülfürün taşınmasında ve sülfür metabolizmasında önemli rolleri 

mevcuttur. Aynı zamanda, GSH ROS’un uzaklaştırılmasında etkili bir indirgendir. Stres 

koşullarında GSH’ın redoks durumu önemli role sahiptir. Okside glutatyon glutatyon-

askorbat döngüsünde dehidroaskorabatın askorbata dönüşmesi için gereklidir. Yüksek 

bitkilerde, oksitlenmiş glutatyon (GSSG) genellikle farklı stres koşullarında artar. 

Vráblíková vd. (2005) Umblicaria antarctica ve Lasallia pustulata türlerinde yaptıkları 

araştırmada GSSG miktarının toplam GSH yüzdesinin yüksek bir kısmını oluşturacak 

şekilde arttığını tespit etmişlerdir. Stres olmayan koşullarda yüksek bitkilerde daha çok 

GSH’ın indirgenmiş formu bulunmaktadır. Araştırmamızda alüminyum uygulaması, 

konsantrasyona bağlı olarak toplam glutatyon içeriğinde azalma meydana gelmiştir. 

Sanitá di Toppi vd. (2008) fotobiyont Trebouxia impressa hücrelerinde yaptıkları 

araştırmada kadmiyum uygulamasının toplam GSH seviyesini düşürdüğünü tespit 

etmişlerdir.  

İkinci bariyer mekanizmasına ait antioksidan enzimlerinden biri glutatyon 

redüktaz enzimidir. Stres koşullarında yaygın olarak GR aktivitesinde artış 

görülmektedir (Marschner, 1986; De Vos vd., 1991). GR, glutatyon-askorbat 

döngüsünde okside olmuş glutatyonun indirgenmesinde iş görmektedir. Bu çalışmada,  

GR aktivitesi yüksek konsantrasyonlarda kontrole göre azalma göstermesine karşın, 

alüminyuma toleranslı olduğu konsantrasyon aralıklarında ise daha yüksek değerlerde 

olduğu saptanmıştır. Ălvarez vd. (2012) Ramalina farinacea türüne ait fotobiyontun iki 

farklı türünde (TR1 ve TR9 olarak adlandırılan Trebouxia türleri) kurşun toleransı 

üzerine yaptıkları çalışmada, GR aktivitesindeki değişimlerin tolerans kapasitesi ile 

ilişkili olduğunu göstermişlerdir. Yine liken Dermatocarpon luridum’da bakır stresi 

altında GR enzim aktivitesinde azalma tespit edilmiştir (Monnet vd., 2006).   

Poliaminlerin farklı çevresel stres koşullarında koruyucu rolleri geniş ölçüde 

çalışılmasına rağmen, bu üstlendikleri rolleri nasıl gerçekleştirdikleri hala 

tartışılmaktadır. Shen vd., (2000) Spm, Spd ve Put gibi poliaminlerin NADPH oksidaz 

(EC 1.6.3.1) aktivitesini engelleyerek ROS oluşumunu direkt olarak azaltabileceğini 

savunmuşlardır. Poliaminlerin koruyucu rolleri ile ilişkili literatürdeki birçok çalışma 

genellikle Spm üzerinde yoğunlaşmıştır (Groppa vd., 2001). Shu vd. (2011) dışsal Spm 

uygulamasının glutatyon redüktaz aktivitesini önemli ölçüde artırdığını göstermişlerdir. 
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Verma ve Mishra (2005) putresinin antioksidan enzimler üzerindeki etkisini sırasıyla 

APX>GR>CAT>SOD>POD olduğunu rapor etmişlerdir. Benzer şekilde, bu çalışmada 

dışsal Spd uygulanan alümiyum stresine maruz bırakılmış X. parietina talluslarında 

kontrole göre GR aktivitesinde önemli derecede artış bulunmuştur. Elde ettiğimiz bu 

sonuçlar, Spd uygulamasının GR enzim aktivitesini artırmak suretiyle, birinci bariyer ve 

ikinci bariyer savunma mekanizmalarını güçlendirerek, X. parietina tallusunun 

alüminyuma daha toleranslı olmasını sağlamış olabileceğini işaret etmektedir. 

Fotohasar görmüş PSII’nin tamiri; (i) hasarlı D1 proteinin yıkımı, (ii) D1 

proteinin sentezi, (iii) sentezlenmiş D1 proteinin PSII içine dahil edilmesi gibi pek çok 

adım gerektirir. Daha önce yapılan çalışmalarda da tuz stresi (Allakhverdiev ve Murata, 

2004) ve oksidatif stresin (Nishiyama vd., 2004) psbA gen transkripsiyonunu ve 

translasyonunu inhibe ederek fotohasar görmüş PSII’nin onarımını önlediği 

bildirilmiştir. Qian vd., (2009b) C. vulgaris’te bakır ve kadminyumun transkripsiyonel 

seviyede psbA ve rbcl ekspresyonunu inhibe ettiğini göstermiştir. Bu çalışmada X. 

parietina psbA geninin ekspresyonu, iç kontrol olarak GAPDH kullanılarak yarı-nicel 

RT-PCR ile analiz edilmiştir. Elde edilen veriler, Al uygulaması ile psbA geninin 

mRNA seviyesinin düşük olduğunu göstermektedir. PsbA mRNA transkriptlerinin 

azaltılması, klorofil içeriğindeki bir azalmayı takiben PSII aktivitesini ve elektron 

transfer oranlarını azaltabilir.  

Daha önce yapılan araştırmalar, dışarıdan uygulanan poliaminlerden özellikle 

spermidinin, PSII’ye ait D1 ve D2 proteinlerinin transkriptlerinde ki azalmayı bastırdığı 

ve bu proteinlerin oksidatif strese bağlı hasar görmesini engellediğini işaret etmektedir 

(Duan vd., 2009). Hamdani vd. (2011) poliaminlerin PSII’nin D1 ve D2 proteinlerinin 

stabilitesini koruduğunu ve stres koşulları altında belirgin bir şekilde bu proteinlerin 

yıkımını geciktirdiğini öne sürmüştür. Çalışmamızın da her ne kadar psbA gen 

ifadesinde Al ile muamele sonucunda azalma meydana gelse de, Spd uygulaması ile bu 

genin ifadesinde önemli bir artış tespit edilmiştir. 

 PsbA geni, yeni D1 proteinin tekrar sentezlenmesinden sorumlu olmakla 

beraber, stres direnci boyunca D1 proteinin çevriminde önemli bir rol oynamaktadır 

(Mulo vd., 2009). D1 proteinin yenilenmesi de fotosentetik birimlerde meydana gelen 

ROS düzeyinin kontrolü ve antioksidan savunma mekanizmasının kapasitesine bağlıdır. 



34 

 

Bu çalışmada elde edilen sonuçlarımıza dayanarak, dışsal spermidin uygulamasının 

antioksidan kapasite ile ilişkili glutatyon redüktaz enziminin aktivitesini artırmasına 

bağlı olarak, yeni D1 proteinin sentezlenmesini sağladığını ve bu şekilde alüminyum 

stresine karşı toleransı artırdığını düşünmekteyiz. 

Sonuç olarak alüminyum stresinin, likenlerde stres belirteci olan klorofil a 

yıkımına sebep olarak fotosentetik aparatlara zarar verdiği ve reaktif oksijen türlerinin 

oluşmasını arttırıp, fotosentez tamir mekanizmasını inhibe ederek fotosentezi inaktive 

ettiği görülmüştür. Bununla beraber ise dışsal spermidinin klorofil a yıkımını ve lipit 

peroksidasyonunu azalttığı, güçlü bir antioksidan olan glutatyon redüktaz aktivitesini 

arttırdığı, buna bağlı olarak da fotosistem II tamir mekanizmalarını aktive ettiği 

bulunmuştur. 
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