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KURAKLIK STREST KOSULLARINDA POLIAMIN METABOLIZMASI iLE
HIDROJEN PEROKSIT ILISKISININ ARASTIRILMASI
Mehmet DEMIRALAY

Karadeniz Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali
Danisman: Prof. Dr. Asim KADIOGLU
2015, 87 Sayfa

Mevcut ¢alismada poliamin metabolizmasinda gorev alan arjinin dekarboksilaz,
agmatin iminohidrolaz/deaminaz, spermidin sentaz, S-adenozil metiyonin dekarboksilaz,
diamin oksidaz/bakir amino oksidaz ve poliamin oksidaz genlerine ait ekspresyon
seviyeleri, kuraklik stresi kosullarinda hidrojen peroksit (H,0,), difenil iyodonyum klorit,
diflorometil arjinin ve diflorometil ornitin gibi farkli uygulamalara gére RT PCR
metoduyla incelendi. Ayrica poliamin metabolizmasiyla yakin iligkili olan absisik asit
miktar1 (ABA) ile sentezinde gorev alan absisik aldehit oksidaz, prolin miktar1 ve prolin
metabolizmasindan sorumlu olan prolin 5 karboksilat sentaz ve prolin dehidrogenaz
genleri ifade seviyeleri belirlendi. Bu iligkinin belirlenmesinde kritik parametremiz olan
poliamin seviyeleri (putresin, spermidin ve spermin) HPLC yontemiyle 6lciildii. Sonuglara
gore disaridan uygulanan hidrojen peroksitin kuraklik stresi kosullarinda poliamin
sentezini uyardig1 ve bu uyarimi poliamin sentez genlerini tesvik ederek ve poliamin yikim
genlerini ise baskilayarak gerceklestirdigi gozlendi. Ayrica yine kuraklik kosullarinda
disaridan uygulanan hidrojen peroksitin ABA sentezini baskiladigi, prolin sentezini tesvik
ettigi saptandi. Sonug¢ olarak diisiik konsantrasyonda disaridan uygulanan hidrojen
peroksitin, poliamin metabolizmasinda olumlu bir sinyalizasyon selalesini baslattig1 ve
bunun sonucunda sentez yoniinden tesvik edici, yikim genleri lizerine ise baskilayici

etkilere sahip oldugu sonucuna varildi.

Anahtar Kelimeler: Kuraklik, hidrojen peroksit (H,O,), poliamin, putresin, spermidin,
spermin, absisik asit (ABA), Zea mays L.
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PhD Thesis

SUMMARY

INVESTIGATION OF RELATIONSHIP BETWEEN POLYAMINE METABOLISM
AND HYDROGEN PEROXIDE UNDER DROGHT STRESS
Mehmet DEMIRALAY

Karadeniz Technical University
The Graduate School of Natural and Applied Sciences
Biology Graduate Program
Supervisor: Prof. Dr. Asim KADIOGLU
2015, 87 Pages

The expression levels of the genes, which take part in polyamine metabolism, such
as arginine dekarboxylase, agmatine iminohidrolase/deaminase, spermidine synthase, S-
adenosyl methionine decarboxylase, diamine oxidase/copper amino oxidase and polyamine
oxidase were determined by RT PCR under drought stress after exogenious hydrogen
peroxide (H,O,), diphenyleneiodonium chloride, difluoromethyl arginine and
difluoromethyl ornithine treatments. Content of abscisic acid (ABA) and expression level
of abscisic aldehyde oxidase gene that has a role in abscisic acid synthesis were
determined. In addition to ABA, proline content, and the expression levels of pyrroline 5
carboxylate synthase and proline deyhdrogenase were determined. Polyamine levels
(putrescine, spermidine and spermine), our critical parameter in determining the
relationship were measured by HPLC. According to data, exogenous H,O, induced
polyamine synthesis by up regulating polyamine synthesizing genes and down regulation
polyamine degredating genes. Moreover, H,O, suprressed ABA synthesis and induced
proline synthesis. In conclusion, exogenous H,O, that was applied at a low contentration
affected polyamine metabolism toward sysnthesis. On the contrary the polyamine
degredating genes were suppressed by H,O,. It was determined that H,O, started a

signaling cascade in polyamine metabolism.

Key Words: Drought, Hydrogen peroxide, polyamine, putrescine, spermidine, spermine,

abscisic acid, (ABA), Zea mays L.
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1. GENEL BiLGILER

1.1. Giris

Kuraklik problemini de i¢ine alan birgok abiyotik stres faktorii, kiiresel 6lgekte bitki
iretimini olumsuz yonde etkilemektedir. Birlesmis Milletler Diinya Tarim ve Gida
Organizasyonu (FAO) verilerine gore diinya niifusunun nerdeyse yarisi olan 3 milyar insan
kirsal bolgelerde yasamlarini siirdiirmektedir (FAO Statistical Yearbook, 2013). Diinya
niifusunun 2050 yilinda 9 milyar olacagl dngoriilmektedir. Bu durum ise, biiyltime egrisi
nispeten degismeyen tarimsal sektoriin (kirsal bolge), giinlimiize kiyasla gelecekte daha
fazla insan1 beslemek zorunda olacagi anlamina gelmektedir. Diinyadaki tarim arazilerinin
genisletilmesi i¢in ¢ok az bir alan mevcuttur. Giiniimiizde 1,5 milyar hektarin iizerinde bir
alan (dlinya karasal alanin yaklasik %12’si) tarimsal iretim i¢in kullanilmaktadir. Son 50
yillik siirecte tarimsal iiretim yil basina %2-%4 oraninda biiyiirken; tarim arazilerindeki
biiylime sadece %1 oraninda olmustur. Bagka bir sekilde izah etmek gerekirse, bu 50 yillik
zaman diliminde kisi basina diisen kiiresel tarim arazisi dereceli bir sekilde 0,44 hektardan
0,25 hektara dismiistiir. Kisi basina diisen tarim arazilerindeki azalisa ragmen, sulama
yontemlerinin 1iyilestirilmesi, biyoteknolojik ve genetik c¢alismalarin tarimsal olcekte
kullanilmas1 sayesinde ekin iiretiminde onemli artislar saglanmistir (Alexandratos ve
Bruinsma, 2012). Diger taraftan diinya niifusunun artmasi da, besin ihtiyacindaki hizli
artis1 tetiklemektedir. FAO’ya gore diinya, 2050 yilinda giiniimiizdekine oranla %70 daha
fazla besine ihtiyag duyacaktir. Bu bilgilerden anlasilacagi iizere, Diinya niifusunu
beslemek i¢in tarim alanlarinin genisletilmesi pek miimkiin goriilmemektedir. Bu nedenle
mevcut tarim alanlarinda verimi arttirabilecek calismalarin yapilmasi gerekmektedir. Bu
calismalarin en 6nemlilerinden birisi, ¢evresel stresten en az etkilenebilecek toleransl bitki
cesitlerinin gelistirilmesidir.

Cevresel stres faktorlerinden diinya {lizerindeki kullanilabilir alanlar1 en fazla
etkileyen stres tiirti, %26’lik payla kuraklik stresidir (Blum, 1986). Kuraklik stresi;
bitkilerde osmotik stresi uyararak turgor kaybina ve dolayisiyla biiyiimede azalmaya neden
olur. Ayrica kuraklik stresine maruz kalan bitkilerde hiicre zarinin yapisal biitiinligi
bozulabilir ve proteinlerde aktivite kaybi meydana gelebilir. Bunun sonucunda
fotosentezin inhibisyonu, metabolik bozukluklar, biiyiime bozukluklari, iiremede azalma

ve erken senesens meydana gelir (Krasensky ve Jonak, 2012). Dolayisiyla bitkisel verimde



onemli azalmalar gerceklesir. Strese maruz kalan bitkiler, yasamlarini devam ettirebilmek
icin bazi dayaniklilik mekanizmalari gelistirirler (Arora ve Mohan, 2002). Bunlar, tolerans
ve sakinma mekanizmasi olmak iizere iki ana gruba ayrilabilir.

Bitkilerde stres sonucu olusan verim kayiplarini en aza indirmek ve diinyanin
degisen iklim kosullarma karsi dayanikli tiirler gelistirmek amaciyla bu dayaniklilik
mekanizmalarinin ¢ok 1iyi bilinmesi gerekmektedir. Son yillarda bitkilerde stres
dayaniklilig1 ile ilgili sinyal bilesikler ve sinyal iletim yollar1 hakkinda fazlaca ¢aligmalar
yapilmaktadir (Rhee, 2006). Bu sinyal bilesiklerinden birisi de hidrojen peroksittir (Rhee,
2006). Hidrojen peroksitin farkli streslere karsi tolerans sagladigi bilinmektedir. Nitekim
reaktif oksijen tiirlerinin 6nemli bir {liyesi olan hidrojen peroksit, genellikle toksik etki
gostermesine ragmen abiyotik stres toleransinda onemli bir sinyal iletimi roliine sahiptir
(Foyer ve Noctor, 2009, Rhee,2006). Baz1 arastirmacilar, diisiik konstantrasyonlarda H,O,
uygulamalarimin bitkilerde kuraklik, sicaklik ve agir metal gibi abiyotik stres tiirlerine karsi
tolerans sagladigini ifade etmislerdir (He vd., 2009; Hu vd., 2009; Gao vd., 2010).
Ozellikle Terzi vd., (2014) tarafindan laboratuvarimzda yapilan ¢aligmalarda yaprak
kivrilmasiin biiyiik 6l¢iide hidrojen peroksit sinyal yolu ile iliskili oldugu bulunmustur.
Bu kapsamda arastirma grubumuzca tamamlanan Tiibitak projesi kapsaminda (115T511)
hidrojen peroksit uygulamasinin poliamin seviyesini ilging bir sekilde uyardigi
saptanmistir. Bu aragtirmalar sonucunda stres toleransinda Onemli bir molekiil olan
poliaminlerle, hidrojen peroksit arasinda bir iliskinin olabilecegi diistiniilmiistiir. Bitkilerde
stres etkisiyle artis gosteren bilesiklerden birisi olan poliaminler, niikleus dahil bitki
hiicresinin tiim icsel yapilarinda ve bir¢ok yasamsal siireglerinde bulunurlar (Galston vd.,
1997; Walden vd., 1997; Bouchereau vd., 1999; Kuznetsov ve Shevyakova 2007;
Bachrach, 2010). Ayrica farkl bitki tiirleriyle devam eden ¢alismalar poliamin birikiminin
kuraklik, tuzluluk, soguk, sicak, ozon, UV, agir metal toksisitesi, mekanik yaralanma ve
herbisit gibi ¢ok sayida ¢evresel strese karsi bir yanit oldugunu gostermistir (Bouchereau
vd., 1999; Alcazar vd., 2006b; Groppa ve Benavides 2008). Buna karsin, bu yanitlarin
fizyolojik mekanizmalar1 tam olarak aydinlatilamamistir (Alcazar vd., 2010a). Disaridan
uygulanan hidrojen peroksitin poliamin seviyelerine etkileriyle ilgili literatiirde yapilan
calismalar ise ¢ok smirlidir. Ornegin Abass ve Mohamed (2011) fasiilye tohumlarinda
yaptiklar1 ¢alismada H,O, uygulamasinin kuraklik kosullarinda stirgiinlerdeki poliamin
igcerigini uyardigini ileri siirmiiglerdir. Benzer bir sekilde laboratuvarimizda yapilan bir

calismada H,O;’nin (10 mM) musir bitkilerinde antioksidan sistemi aktive ettigi, icsel



poliamin miktarint arttirdigt ve bitki su durumunun korunmasma yardimci oldugu
belirlenmistir (Terzi vd., 2014). Literatiirde bu iki ¢alisma haricinde disaridan uygulanan
H,0,’nin poliamin ile iliskisi konusunda yapilan bir ¢aligmaya rastlanmamistir. Bununla
birlikte, bu ¢alismalarda H,O, uygulamasinin poliamin seviyeleri lizerindeki artis etkisi bir
sonu¢ olarak verilmis ve poliamin artisinin nedeni irdelenmemistir. Hidrojen peroksit
sinyal yolunda, hidrojen peroksit ile poliaminler arasinda tespit edilen bu iligkinin
ayrintilar1 konusunda literatiirde yapilan bir calismaya rastlanmamistir. Bu nedenle mevcut
calismada hidrojen peroksitin poliamin sentez yolagindaki hangi genleri uyararak ya da
baskilayarak bu isi yaptig1 belirlenmistir. Bu amagla hidrojen peroksitin poliamin sentezini
ya da yikimini nasil etkiledigini belirleyebilmek i¢in, poliamin sentezinde goérev alan
arjinin dekarboksilaz (4DC), agmatin iminohidrolaz/deaminaz (4/H) s-adenozilmetiyonin
dekarboksilaz (SAMDC), spermidin sentaz (SPDS) ve poliamin yikiminda rol alan diamin
oksidaz (DAO/CuAO) ve poliamin oksidaz (PAO) genlerine ait ifade seviyeleri
incelenmistir.

Diger taraftan daha once laboratuvarimizda yapilan ¢alismalarda 10 mM H,O;’nin
ABA ve prolin seviyelerini degisik sekillerde etkiledigi de bulunmustur (Terzi vd., 2014).
Bu tez ¢aligmasi kapsaminda s6z konusu etkilenmenin poliaminler ile iliskili olabilecegi
konusunda bir hipotez gelistirilmistir. Literatirde ABA ve poliaminler arasindaki
etkilesimlerden bahseden bazi raporlar mevcuttur. Ornegin kuraklik stresi altindaki
Arabidopsis bitkilerinde SAMDC geninin asir1 ifade edilmesi, sirasiyla spermin artigini1 ve
NCED3 (ABA sentezindeki anahtar bir enzim) genini ifade diizeyinde tesvik edildigi
kaydedilmistir (Alcazar vd., 2006a). Laboratuvarimizda daha once, bir proje kapsaminda
(TUBITAK 111T511) igsel absisik asit (ABA) igeriginin ABA biyosentez inhibitdrii olan
floridonla azaltilmasi1 sonucunda, poliaminlerin seviyesinin azaldigi belirlenmistir
(yayimlanmamis veriler). Ayni ¢alismada disaridan uygulanan ABA’nin ig¢sel poliamin
diizeylerini artirdig1 rapor edilmistir. Benzer olarak Alcazar vd., (2006a) Arabidopsis
bitkileri kuraklik stresi altindayken, ABA hormonunun ADC2, SPDS1 ve SPMS ifadelerini
transkripsiyon diizeyinde arttirarak poliamin metabolizmasin1 diizenledigini rapor
etmislerdir. ABA eksik ve ABA duyarsiz Arabidopsis mutantlarinin kullanildigir bir
caligmada i1se (Alcazar vd., 2006b), kuraklik stresi kosullarinda putresin birikiminin énemli
derecede kesintiye ugradig: bildirilmistir. ABA’nin bu sekilde poliamin birikimini tesvik
ettigi kabul edilmesine ragmen, bu mekanizmay1 nasil uyardigi heniiz anlagilamamustir.

S6z konusu bu mekanizmay1 incelemek i¢in, ABA sentezinde gorev alan absisik aldehit



oksidaz enzimini kodlayan gen bolgesi (440X) ifade seviyesinde incelenmistir. Bu sebeple
mevcut tez calismasinda H,O, tesvikli poliamin artisinin ABA ile iliskisinin olup olmadig:
test edilmistir.

Prolin bitkilerde stres esnasinda iiretimi tesvik edilen ve hem antioksidan hem de
osmolit olarak gorev yapan onemli bir bilesiktir (Kadioglu ve Terzi, 2007; Tiirkan ve
Demiral, 2009). Bitkilerde prolin olusumu, 6zel genler tarafindan kodlanan enzimlerin
dahil oldugu kendilerine 06zgii bir sentez metabolizmasina sahip oldugu halde,
poliaminlerin oksidasyonu sonucunda da meydana gelebilir (Cohen, 1998). Daha 6nce
yapmis oldugumuz caligmalardan elde ettigimiz verilere gore, disaridan gergeklestirilen
prolin uygulamasinin, kuraklik kosullarinda poliamin birikimini ytiksek bir seviyede tesvik
ettigi bilgisine ulagilmistir. Literatiir bilgisi ise daha c¢ok prolin ve poliamin iliskisini
poliamin katabolik yollarina baglamaktadir (Hatmi vd., 2015). Ayrica baska bir ¢calismada
disaridan poliamin uygulamasi prolin seviyesini onemli derecede arttirmistir (Shi vd.,
2013b). Bu bilgiler, poliaminler ve prolin arasindaki muhtemel bir iligki olabilecegini akla
getirmektedir. Ek olarak, disaridan uygulanan H,O;’nin prolin ve poliamin igerigini,
kuraklik kosullarinda 6nemli derecede arttirdigi da tarafimizdan tespit edilmistir (Terzi vd.,
2014). Bu sonuglardan yola c¢ikarak mevcut calismada H,O,, prolin ve poliamin
metabolizmasi arasinda bir iligki olabilecegine dair bir hipotez gelistirilmistir. Bu iliskiyi
aydinlatmak amaciyla prolin sentezinde ve yikiminda gérev alan bazi genlerin pirolin-5-
karboksilat sentaz (P5CS) ve prolin dehidrogenaz (PRODH) ifade diizeyleri incelenmistir.

Poliaminlerin abiyotik stresle olan iligkilerini incelemek i¢in, transgenik olarak elde
edilen ve poliamin sentezi yoniinden eksik ya da asir1 ifade eden mutantlarin kullanilmas1
gilinlimiizde sik¢a uygulanan bir yaklagimdir (Alcazar vd., 2006a, 2006b). Buna ek olarak,
disaridan poliamin uygulamasi veya poliamin biyosentezini bloke eden inhibitorlerin
uygulanmasi gibi birgok yaklasimlar da mevcuttur (Groppa ve Benavides, 2008; Moschou
vd., 2012). Bu nedenle arastirmamizda poliamin biyosentez inhibitorlerinden diflorometil
arjinin (DFMA) ve diflorometil ornitin (DFMO) kullanilarak hidrojen peroksitin poliamin
sentezi lizerindeki olasi etki mekanizmasi aydinlatilmaya ¢alisilmstir.

Mevcut ¢aligmada H,O,’in poliamin metabolizmasi {lizerindeki sinyalizasyonunu
incelemek ve nihayetinde poliamin metabolizmasinin diizenlenmesi konusunda yeni
bulgularla literatiire katkida bulunmak hedeflenmistir. Ayrica, mevcut ¢alisma ile H,O,,

ABA ve prolinin kuraklik stresi kosullart altinda poliamin metabolizmasi iizerine etkileri



fizyolojik, biyokimyasal ve molekiiler diizeylerde incelenerek elde edilen verilerin

poliamin metabolizmasinin daha ayrintili bir sekilde yorumlanmasina yardime1 olacaktir.

1.2. Bitkiler ve Stres

Canlilarda normal sistemin fonksiyonlarini inhibe etme egiliminde olan olumsuz
etkiler ya da kuvvetler, stres olarak tanimlanir (Kadioglu, 2011). Stres terimi ayni zamanda
hasar meydana getirme potansiyelini de kapsar. Stres hiicresel yapilari bozabilir ve bitki
icin hayati degeri olan 6nemli fizyolojik fonksiyonlara zarar verebilir (Kransensky ve
Jonak, 2012). Kuraklik, tuzluluk, diistik sicaklik gibi ¢evresel etkiler; bitkilerde osmotik
stresi tetikler ve bu durum turgor kaybina neden olur. Ayrica strese maruz kalan bir
bitkide; hiicre zarmin yapisal biitiinliigli bozulabilir, proteinlerde aktivite kayb1 meydana
gelir ve oksidatif hasara neden olan reaktif oksijen tiireleri asir1 derecede iiretilir. Bunun
sonucunda fotosentez inhibisyonu, metabolik bozukluklar, biiyiime bozukluklari, tiremede
azalma ve erken senesens meydana gelir (Krasensky ve Jonak, 2012).

Bitkilerin maruz kaldig: baglica stres faktorleri, biyotik ve abiyotik olmak {izere iki
kisma ayrilabilir. Bitkilerin maruz kaldig1 baslica abiyotik stres faktorleri: soguk, sicak,
kuraklik, tuzluluk, su fazlaligi, radyasyon, c¢esitli kimyasallar, oksidatif stres, riizgar ve
besin yetersizliginden; biyotik stres faktorleri ise: virilis, bakteri ve funguslari igeren
patojenler, bocekler ve herbivorlardan olusur (Schulze vd., 2005; Yilmaz vd., 2011; Sekil
1). Biitlin bu faktorler; bitkinin gelisimini, hayatta kalmasini, biyokiitle iiretimini ve iiriin

verimini olumsuz yonde etkilerler (Agarwal vd., 2006).
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Sekil 1. Bitkilerde stres ¢esitleri (Schulze vd., 2005; Yilmaz vd., 2011).

Stres altindaki bitkiler iizerinde calisma yapilmasinin iki 6nemli nedeni vardir.
Birincisi bitkilerin strese karsi reaksiyon mekanizmasmin dgrenilmesidir. Ikincisi ise
tarimsal alanlarda stres altinda bulunan bitkilerin s6z konusu streslere dayanma
yeteneklerinin Ol¢iilmesi ve dolayisiyla daha verimli iirlinler elde edilmesi igin gerekli
literatiir bilgilerinin meydana getirilmesidir. Bilindigi gibi diinya topraklarinin yaklasik %
12°si tarima elverislidir. Bu nedenle asir1 olumsuz sartlardan kaynaklanan streslere
dayanabilen ya da bu stresleri tolere edebilen bitkiler yetistirmeye ihtiya¢g vardir. Daha
dayanikli ve toleransli bitkiler yetistirmek icin strese dayaniklilik ve tolerans

mekanizmalarinin bilinmesi gerekir (Bidwell, 1974). Bununla beraber gilinlimiizdeki



molekiiler biyoloji ve genetik calismalarin strese tolerans konusunda aldig1 mesafe goz
oniline alinirsa; stres tesvikli genetik mekanizmalarin anlasilmas: hem bilimsel hem de
insani (besin yetersizliginden kaynaklanan hastaliklar, savaslar ve diger problemler)
acilardan 6nemlidir.

Genellikle bitkiler strese maruz kaldiklarinda, stres sinyalizasyonu hemen baslar.
Strese karsi yanit ve savunma genlerine ait ifade seviyeleri ilk yarim saatten baglar ve 6
saat sonunda en yiiksek seviyeye ¢ikar. Boylelikle bitkiler stresle basa ¢ikmak i¢in oldukca
hizl1 bir yanit sistemine sahip olurlar (Swindell, 2006).

1.2.1. Kuraklik Stresi

Kuraklik genel anlamda meteorolojik bir olgu olup, topragin su igerigi ile bitki
gelisiminde gozle goriiliir azalmaya neden olacak kadar uzun siiren yagissiz donem i¢in
kullanilan bir terimdir. Yagissiz donemin olusturdugu kuraklik stresi; topragin su tutma
kapasitesi ve bitkiler tarafindan gergeklestirilen transpirasyon hizina bagli olarak degisir

(Jones, 1992; Kozlowski ve Pallardy, 1997).

1.2.1.1. Kuraklik Stresinin Bitkiler Uzerindeki Etkisi

Kuraklik stresi nedeniyle meydana gelen iiriin kayiplari; toplumlar {izerinde siyasi,
ekonomik ve sosyolojik etkilere neden olmaktadir (Tiirkes, 2012). Gortildiigii gibi kuraklik
stresi, insanli1 bir¢ok yonden etkileyen bir olgudur ve kuraklik stresine karsi bitkide
olusturulan yanitlarin fizyolojik, biyokimyasal ve molekiiler yOnden arastirilmasi
onemlidir. Kuraklik stresinin bitkiler lizerine etkilerini ise mekanik, metabolik ve oksidatif
etki olarak ac¢iklamak miimkiindiir.

Kuraklik, bitki hiicrelerinden belirgin bir su kaybi1 gerceklestigi zaman bitkide turgor
azalmasiyla kendini gdosterir ve bu durum “mekanik etki” olarak adlandirilir. (Lewitt,
1980). Bilindigi gibi plazma membraninin yapist hiicredeki sulu ortamin bir sonucudur. Bu
yapt membrandaki hidrofobik fosfolipid kuyruklarin su tarafindan itilmesiyle olusur (sivi-
kat1 faz). Kuraklik etkisiyle hiicreden su kaybiyla beraber, membran yapisi degisiklige
ugrar, fosfolipidlerin hidrofilik bas kisimlar1 birbirine yaklasir ve membranlar kompakt bir
gortintii alir (Jel faz1). Su kaybina bagl olarak hiicre hacmi de azalir ve plazma membrani

hiicre ¢eperinden ayrilir. Gerilim altindaki plazma membrani ve tonoplastta gergeklesen



cokme, yirtilmalara yol agabilir (McKersie ve Lehsem, 1994) ve bu durum zarlar iizerinde
yerlesmis olan hidrolitik enzimlerin serbest kalmasi ve dolayisiyla sitoplazmanin otolizi ile
sonuclanabilir (Salisbury ve Ross, 1992). Sonug¢ olarak mekanik etki, normal hiicresel
metabolizmay1 kalic1 olarak bozabilir.

“Metabolik etki” ise suyun, hiicre igeriginin biiyiik bir kismini olusturmasi, tasiyici
olmasi, hiicresel reaksiyonlar ve islevler icin ¢dziicii rolii oynamasi gibi fonksiyonel
ozelliklerinden dolayi, hiicreden su kayb1 durumunda, normal regiilasyon devam edemez
ve metabolizma bozulur. Su kaybina bagl olarak gerceklesen iyon birikimi, membran
biitiinliiglinii saglayan proteinlerinin yapisinin bozulmasina yol acarak hiicreye zarar
verebilir. Su kaybi sonucunda, proteinlerin yapisinda bulunan hidrofobik ve hidrofilik
aminoasitlerin su ile etkilesimleri bozulur (Campbell, 1991) ve bu durum protein
denatiirasyonlarina neden olur (Bray, 1997; Kalefetoglu ve Ekmekci, 2005). Proteinlerin
parcalanmasiyla dokularda aminoasitler birikir ve enzim inhibisyonlari olugsur. En 6nemlisi
NH; gibi toksik bir bilesik ortaya c¢ikar. NHj; bitkide metabolik dengenin bozulmasina
neden oldugu gibi suyun yukart dogru tasinmasina da engel olarak iki yonlii zarar verir.
Kuraklik stresi sirasinda hasar goren diger yapilar DNA ve RNA gibi niikleik asitlerdir.
Kuraklik stresine maruz kalmis olan bitkilerde RNAaz enzimin bagli durumdan serbest
duruma geg¢mesi sonucu aktivitesi artar. Kuraklik stresi altinda bitkilerde hormonal
dengelerde de bir takim degisiklikler meydana gelir. ABA miktar1 artarken, sitokininlerin,
GA’nin ve IAA’nin miktarlar1 azalir (Cirak ve Esendal, 2006).

Bitkilerdeki “oksidatif etki” serbest radikallerin 6zellikle reaktif oksijen tiirlerinin
olusumunu igerir. Her tiirden kimyasal ve biyokimyasal tepkime daima atomlarin dig
orbitallerindeki elektronlar sayesinde gergeklesir. Dis orbitallerde paylasiimamis elektron
bulunmasi, serbest radikallerin reaktivitesini arttirdigr icin bu molekiillerin kimyasal
aktifligi oldukca yiiksektir. Bu radikaller plazma membraninda, mitokondrilerde ve ER
membranlarinda da olusabilir (McKersie ve Lehsem, 1994). Bununla birlikte, suyun kisith
oldugu durumlarda, bitki daha fazla su kaybetmemek i¢in, genellikle stomalarini kapatir.
Bu durum da fotosentezle fiksasyon ig¢in gerekli CO;’nin alimimin kisitlanmasina neden
olur ve bu nedenle kuantum verimi azalir. Bir¢ok tiirde kuraklik stresi altinda artan
stiperoksit (O,") iiretim hiz1 lipid peroksidasyonuna, yag asidi doygunluguna ve sonug
olarak membranlarin biitiiniiyle zarar gérmesine neden olur (Sgherri vd., 1996). Siiperoksit
tek basina ¢ok fazla reaktif olmayip, H,O, ve hidroksil (OH") radikallerini olusturmak
suretiyle etkili olur (Halliwell ve Gutteridge, 1989). Serbest radikaller hem indirgen hem



de yiikseltgen olarak, bazen de her iki etkiyi birlikte gostererek hiicre hasarina neden
olurlar. Serbest radikallerin DNA, hiicresel proteinler ve lipidler lizerinde de zararl: etkileri
vardir. Serbest oksijen tiirleri genellikle hidroksil, peroksi, singlet oksijen, peroksinitrit ve
hidrojen peroksitten olusur. Bu radikallerin yarilanma Omiirleri birka¢ mili saniye ile

dakikalar hatta saatler arasinda degisebilmektedir.

1.2.1.2 Hidrojen Peroksit ve Kuraklik Stresi

Hidrojen peroksit (H>O), oksijenin enzimatik olarak iki elektron ile indirgenmesiyle
ya da siiperoksitlerin enzimatik olarak NADPH oksidaz aktivitesiyle (Torres vd., 2005)
veya sliperoksit dismutaz (SOD) tepkimeleri (Mehlhorn vd., 1996) sonucunda olusur.
Stiperoksitin olustugu yerlerde 6nemli miktarda H,O,’de iiretilir. Fotosentetik elektron
transport zinciri H>O,’ nin tiretiminden sorumlu 6nemli bir kaynaktir. H>O,’ nin {iretildigi
baska bir kaynak fotorespirasyonla glikolatin oksidasyonunun meydana geldigi
peroksizomlardir. Ayrica biyokimyasal olarak oksijenin iki elektronlu indirgenmesinin
gerceklestigi solunum islemleri sirasinda ve genellikle flavoproteinlerle gercgeklestirilen
reaksiyonlarla da H,O, olusturulur. Diger taraftan hiicre zar1 ve ekstrasellular matriks
H,O,’nin diretildigi diger 6nemli kaynaklardir (Slesak vd., 2007). H,O, ozellikle
proteinlerdeki hem grubunda bulunan demir ile tepkimeye girerek yiiksek oksidasyon
diizeyindeki reaktif demir formlarini olusturur. Bu formdaki demir ¢ok giiclii oksitleyici
ozelliklere sahip olur ve hiicre zarlarinda lipid peroksidasyonu gibi radikal tepkimeleri
baslatabilir. Oksitleyici 6zelligi nedeniyle biyolojik sistemlerde olusan H,O, nin ortamdan
uzaklastirilmasi gerekir. Bu gorevi hiicrelerdeki 6nemli antioksidan enzimler olan katalaz

ve peroksidaz yerine getirir (Halliwell, 1984).

1.3. Poliaminler

Poliaminler, biyokimyada tanimlanmis en eski gruplardan birisi olarak kabul
edilebilir (Galston 1991). Gergekten de 1678 yilinda Antonie van Leewenhoek insan geng
spermlerinde gozlemleyemedigi, sadece bir kag¢ giinlik yaslanmis insan spermlerinde
rastladig1 kristalize yapilardan (tetraamin yapili Spermin=Spm) bahsetmistir. Bu gézlemin
iizerinden gecen iki yliz y1l sonra Schreiner 1878 yilinda bu yapilari, organik temelli yeni
bir bilesik olarak kabul ederken sadece on yil sonra bu kristaller, Ladenburg ve Abel

tarafindan 1888 yilinda spermin olarak isimlendirilmistir. Yiizyildan daha uzun bir siire
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oncesinde ise bir diamin olan putresin ve kadaverin ise ciirliyen kadavralarda
tanimlanmistir. En c¢ok bilinen putresin, spermin ve spermidinin yapisal ve kimyasal
ozellikleri 1920’11 yillarda aydinlatilmis ve dahasi bunlarin azot iceren diisilk molekiiler
agirlikli bilesikler oldugu ortaya cikarilmistir (Alcazar, 2010a). Poliaminlerle ilgili
arastirmalarin ilk zamanlarinda, Richards ve Coleman ise 1952 yilinda potasyum
eksikligine maruz kalmis arpa bitkilerinde ninhidrin pozitif, bilinmeyen yapilarin varligin
gozlemlediler. Bu yapilar sonradan, izolasyon ve kristalizasyon yontemleri ile putresin
olarak tanimlandi (Alcazar vd., 2010a).

Giliniimilizde poliaminlerin yasayan bazi arkeik metanojen ve halofit bakteriler hari¢
tim hiicrelerde bulundugu kabul edilmektedir (Gupta vd., 2013). Bir¢ok arastirma
poliaminlerin yasam i¢in gerekli oldugunu gostermistir. Poliaminlerin, normal hiicresel pH
degerlerinde protonlanmis olmasit nedeniyle Onceleri, farkli anyonik (negatif yiiklii)
makromolekiillere (DNA, RNA, kromatin, proteinler ve fosfolipidler) baglanma
yetenekleriyle iligkilendirilmis ve boylece; poliaminlerin yapisal bir rolii oldugu
diisiiniilmustiir. Cilinkii protonize olmalari, poliaminlere pozitif bir ylik kazandirir ve bu
nedenle negatif yiiklii olan hayati makromolekiillere baglanabilirler. Makromolekiillere
baglanan  poliaminler, baglandiklar1  kritik  molekiilleri  degradasyondan ve
modifikasyondan koruyarak hayatsal fonksiyonlarin devam etmesine yardimci olurlar
(Ruiz-Herrera vd., 1995; D’Agostino vd., 2005). Buna karsin, makromolekiillerin
stabilizasyonuna ek olarak poliaminlerin hormonlara benzer bir sekilde, ¢ok sayida temel
hiicresel siireclerde diizenleyici molekiiller olarak gorev yaptigi da kabul edilmistir
(Igarashi ve Kashiwagi 2000; Seiler ve Raul 2005; Alcazar vd., 2006b; Kuznetsov ve
Shevyakova 2007; Kusano vd., 2008). Bu temel siirecler; hiicre boliinmesi, farklilagmasi
ve ¢ogalmasi, hiicre oOliimili, membran stabilizasyonu, enzimlerin aktivasyonu, iyon
kanallarinin diizenlenmesi, DNA replikasyonu, protein sentezi ve gen ifadesi gibi hayati
fonksiyonlardir (Bouchereau vd., 1999; Igarashi ve Kashiwagi 2000; Kaur- Sawhney vd.,
2003; Childs vd., 2003; Seiler ve Raul 2005; Andronis vd., 2014). Aym zamanda;
poliaminler; organ olusumu, embriyo olusumu, c¢icek olusumu ve gelisimi, yaprak
senesensi, meyve gelisimi ve olgunlagmasi, biyotik ve abiyotik stres yanitlar1 gibi diger
bircok fizyolojik stiregleri icerir (Galston ve Kaur-Sawhney 1990; Kumar vd., 1997,
Walden vd., 1997; Malmberg vd., 1998; Bouchereau vd., 1999; Bagni ve Tassoni 2001;
Alcazar vd., 2006b; Kusano vd., 2008). Kimyasal ya da genetik miidahalelerle poliamin
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seviyelerinin azaltilmasi; mayalarda, protistalarda ve bitkilerde 6liimciildir (Hamasaki-
Katagiri vd., 1998; Roberts vd., 2001; Imai vd., 2004; Urano vd., 2005).

Poliaminler islevsel olarak bitkisel hormonlara benzese de; hiicre i¢i seviyeleri
yoniinden daha yiiksektir (poliaminler: 10°-10° M ve bitkisel hormonlar: 107°-107).
Aslinda; toplam poliamin konsantrasyonu ve orani 6nemli dl¢iide bitkinin tiirline, organ ve
doku tipine, bitkinin gelisimsel siirecine ve son olarak maruz kaldig: stresin ¢esitine ve
siddetine baglidir (Kuznetsov ve Shevyakova 2007; Gupta vd., 2013; Jimenez-Bremont
vd., 2014).

Genel olarak bitkilerde putresin seviyesi diger poliaminlere gore daha ytksektir
(Cohen, 1998). Ayni zamanda, bazi bitki tiirlerinde (baklagiller gibi) kadaverin de
bulunmustur (Tomar vd., 2013). Ek olarak, hiicrede serbest veya bagli halde bulanan
poliaminler ¢oziinebilir ya da ¢oziinmeyen formlara sahiptirler. Coziinebilir poliamin
formlar1 ya serbest halde ya da organik asitlerle konjuge bir sekilde bagli (cogunlukla
hidroksinnamik asit gibi) olarak bulunur. Coziinmeyen poliaminler ise proteinler gibi
makromolekiillerde, hiicre duvari polisakkaritlerinde ve hiicre zarinda bagl bir sekilde

yerellesmistir (Martin-Tanguy, 2001).

1.3.1. Poliamin Metabolizmasi

Poliaminlerin bitkilerdeki biyosentez ve metabolik yollar1 ayrintilariyla incelenmistir
(Wimalasekera vd., 2011a; Tavladoraki vd., 2012). Poliamin sentezi bakterilerden,
hayvanlara ve bitkilere kadar bazi varyasyonlara ragmen biiyilkk oranda korunmustur
(Gupta vd., 2013). Okaryotik hiicrelerde en fazla bulunan putresin, spermidin ve spermin
(Sekil 2); L-arjininden (veya bir dizi enzimatik yolla ornitinden) ve metiyoninden,
birbirine bagli alti1 basamakli bir seri enzimatik reaksiyon ile sentezlenir (Kusano vd.,

2008; Alcazar vd., 2010a; Btrian vd., 2012).
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Sekil 2. Bitkilerde yaygin olarak bulunan poliaminler (Bitrian vd., 2012).

Arjinin amino asiti, arjinaz (EC 3.5.3.1) ve ornitin dekarboksilaz (ODC, EC
4.1.1.17) enzimlerinin aktiviteleriyle putresine doniistiiriiliir. Hemen hemen serbest
yasayan tiim Okaryotlar; ornitin dekarboksilaz enziminin etkisiyle, dogrudan bir sekilde
ornitinden, putresin (1,4-diaminobiitan) sentezleyebilir. ODC geni, bitki diinyasinda ilk
olarak Heimer ve Mizrahi (1982) tarafindan tanimlanmistir. Bitkilerde ve bakterilerde
putresin, arjinin dekarboksilaz (ADC, EC 4.1.1.19) enziminin katalizledigi ve 1iyi
tanimlanmis bir alternatif yolla da sentezlenir. Buna gore, ADC aktivitesi ile arjininden
elde edilen agmatinin swrali bir sekilde, agmatin iminohidrolaz/deaminaz (AIH, EC
3.5.3.12) ve N-karbomil putresin amidohidrolaz (CPA, EC 3.5.1.53) enzimleri tarafindan
katalize edilmeleriyle putresin sentezlenir (Shi ve Chan, 2013a). Alcazar vd., (2005),
bitkilerdeki putresin seviyesini sinirlayan enzim ADC’dir. Bu iddiay1 destekleyen bir
duruma oOrnek vermek gerekirse; Arabidopsis bitkisinde ODC aktivitesi tespit
edilememistir. Bunun yerine ADCI ve ADC?2 olmak iizere iki gen bolgesi ve bu iki gen
bolgesinin kodladig: iki farkli enzim aktivitesi vardir, ayrica putresin sentezi tamamen
ADC aktivitesi tarafindan gerceklestirilir (Tiburcio vd., 2014).

Putresin, S-adenozilmetiyonin dekarboksilaz (SAMDC, EC 4.1.1.50) tarafindan
olusturulan dekarboksile S-adenosilmetiyoninin (dcSAM) aminopropil kismi ile spermidin
iretilmesi i¢in, spermidin sentaz enzimi etkinligiyle (SPDS, EC 2.5.1.16) birlestirilir.
Spermidin son olarak, spermin sentaz (SPMS, EC 2.5.1.22) enzimi tarafindan
katalizlenerek ikinci bir aminopropil grubu (yine dc SAM kokenli ) eklenir ve spermin
iretilmis olur (Gupta vd., 2013). Bitkiler ve bakterilerde agmatin ile tanimlanan ADC

yolu, hayvan hiicrelerinde gosterilememistir. Bu nedenle hayvanlardaki poliamin
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sentezinin ornitinden bagladig1 ve boylece poliaminlerin ornitin aminotransferaz tarafindan
direk ornitinden koken aldigi kabul edilmektedir (Wu vd., 2005). Ayrica gen iligkili
poliamin sentezinin, biiylik oranda diger metabolik yollarla etkilesim i¢inde oldugu ileri
siiriilmektedir (Wimalasekera vd., 2011a).

Poliaminlerin bitkilerde katabolize edilmelerini amin oksidazlar gerceklestirir.
Bunlar; diamin oksidaz (DAO/CuAO, EC 1.4.3.6) ve poliamin oksidazdir (PAO, EC
1.5.3.3). Ilk smnif olan diamin oksidazlar, bakir iceren enzimlerdir (bakir amin oksidazlar
(CuAO) olarak da adlandirilmaktadirlar) ve diamin putresin ile diamin kadaverinde
bulunan primer amino gruplarinin oksidasyonunu Xkatalizlerler. Putresinin katabolize
edilmesiyle 4-aminobiitanal (kendiliginden A' piyroline déniisiir), H,O, ve amonyak
driinleri ortaya c¢ikar (Alcazar vd., 2010a; Bitrian vd., 2012). Amin oksidazlarin diger
sinifi, flavin iceren poliamin oksidazlardir. Bunlar spermidin ve sperminin terminal
katabolizasyonundan sorumludur. Terminal bélgelerin katalize edilmesi sonucunda 4-
aminobiitanal ya da N-(3-aminopropil)-4-aminobiitanal, 1,3-diaminopropan ve H,O, olusur
(Cona vd., 2006b; Moschou vd., 2008a). Poliamin metabolizmasinin genel semasi Sekil

3’te verilmistir.

Arjinaz Ure ==»{  UreDéngiisii
Arjinin  — / .
lADC
¥ Ornitin aminotransferaz
Ornitin
Agmatin
AIH
oDC Glutamat (_—> Lisin
Metiyonin N-carbomil putressin LDC
W
Putressin
S-Adenozilmetiyonin % Dekarboksile —_— DAO DAO
(SAM) SAM \ SPDS (CuAO) (CuAO)
lACC sentaz W @ @

Piperidin

Alkoloid
Metabolizmasi

SPMS

ACC

v

lACC oksidaz
3-Aminopropyl-4-Aminobutanal 1,3-Diaminpropan  4-Aminobiitanal

Etilen

Sekil 3. Poliamin metabolizmasi (Demiralay, 2015).
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1.3.2. Poliaminler, NADPH Oxidase, H,O,, ve Kurakhk Stresi

Poliaminler, bir¢ok stres toleransinda énemli rollere sahiptir ve poliaminlerin diger
fizyolojik ve biyokimyasal yollarla nasil bir etkilesim halinde oldugu anahtar sorudur.
Poliaminlerin abiyotik stres yanitiyla iligkili olas1 mekanizmasi Sekil 4’deki gibi olabilir

(Alcazar vd., 2010a; Shi ve Chan, 2013a).

Arjinin pr——  Putressin 7y > Spermidin —AF) Spermin

SAM >  dcSAM

Sekil 4. Baz1 abiyotik stres ¢esitlerinin poliamin sentezine etkileri (Alcazar vd., 2010; Shi
ve Chan, 2013a).

Poliaminler; niikleus dahil bir bitki hiicresinin tiim ig¢sel yapilarinda ve birgok
yasamsal siireclerinde bulunur (Galston vd., 1997; Walden vd., 1997; Bouchereau vd.,
1999; Kuznetsov ve Shevyakova 2007; Bachrach, 2010). Ayrica farkli bitki tiirleriyle
devam eden calismalar poliamin birikiminin kuraklik, tuzluluk, soguk, sicak, ozon UV,
agir metal toksisitesi, mekanik yaralanma ve herbisit uygulamalar1 gibi bircok cevresel
duruma karst yanit oldugunu gostermistir (Bouchereau vd., 1999; Alcazar vd., 2006b;
Groppa ve Benavides 2008). Buna kargin, bu yanitlarin fizyolojik mekanizmalar1 tam
olarak aydinlatilamamistir (Alcazar vd., 2010a).

Zhou ve Yu (2010), PEG tesvikli kuraklik stresine maruz kalmig kabe samani
(Chrysopogon zizanioides) bitkisinde serbest ve bagli poliaminleri ayrintili bir sekilde
calismiglar ve sonug¢ olarak bu bitkinin su eksikligine ya da kuraklik stresine maruz
birakildiginda agir1 miktarda poliamin (6zellikle spermidin ve spermidin) biriktirerek

yasamimi devam ettirdigini gOstermislerdir. Benzer bir sekilde, Arabidopsis ve
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Craterostigma plantagineum (yeniden dirilen bir cesit bitki, stres nedeniyle toprak {istii
organlart Olse de, stres etkileri hafiflediginde yeniden yasama donme 06zelligi) bitkileriyle
yapilan bagka bir calismada (Alcazar vd., 2011); bitkilerin kuraklik stresine maruz
kaldiklarinda poliamin profillerinde énemli degisikler meydana geldigi rapor edilmistir.
Buna ek olarak, bircok bitki tiirlinde poliamin birikiminin abiyotik stres etkilerini
hafiflettigi rapor edilmistir (Alcazar vd., 2011; Alet vd., 2012).

Disaridan uygulanan poliaminlerin ¢esitli derecelerde fizyolojik siireclere katildigini
gosteren ¢ok fazla kanit vardir. Bu siirecler; hiicre membrani biitiinliigiiniin korunmasi,
stres kaynakli biiyiime inhibisyonun geri cevrilmesi, osmotik yanit genleri ifadelerinin
diizenlenmesi, siiperoksit radikali ve H,O, seviyelerinin azaltilmasi, Na* ve Cl iyonlarinin
farklt organlarda birikiminin azaltilmasi ve antioksidan enzim etkinliinin arttirilmasi
olarak oOzetlenebilir (Ali, 2000; Igbal ve Ashraf, 2005; Afzal vd., 2009; Ndayiragiji ve
Lutts, 2006; Tang ve Newton, 2005; Yiu vd., 2009; Zhang vd., 2009, Terzi vd., 2014).

Transgenik olarak, asir1 ya da az poliamin iiretimi yapan mutant bitkilerle
gerceklestirilen son caligmalar, poliaminlerin abiyotik strese karst koruyucu rolleri oldugu
fikrini desteklemektedir (Alcazar vd., 2006b; Kusano vd., 2008; Gill ve Tuteja, 2010).
Arabidopsis bitkisinde ADC1 geninin agir1 ifade edilmesi, putresin seviyesini yiikseltmis
ve bu putresin birikimi soguk stresine karsi toleransi arttirmistir (Altabella vd., 2009).
Benzer bir sekilde yine Arabidopsis bitkisinde ADC2 geninin agirt ifade edilmesi ile
yiikselen putresin seviyesi, muhtemelen stoma kapanmasini tegvik etmis ve su kaybindaki
bu azalis kuraklik tolerasini arttirmistir (Alcazar vd., 2010b). Kusano vd., (2007)’nun,
yapmis oldugu bir c¢alismada acl5/spms ¢ift mutant Arabidopsis spermin iiretemeyen
bitkileri, kuraklik ve tuz stresine karsi asir1 duyarli hale gelmistir. Buna karsin ayni
calismada disaridan uygulanan spermin, bitkide bahsedilen streslere karsi yatistirici etki
gostermistir. Ek olarak, sperminin abiyotik strese karsi koruyucu roliinii incelemek
amaciyla, Yamaguchi vd., (2006, 2007) spmsli/acl5-1 Arabidopsis ¢ifte eksik mutantlar ile
yaptiklar1 ¢aligmalarda kuraklik ve tuz stresine kargi hassasiyetin arttigini rapor etmislerdir.

Son calismalar, farkli bitki ve hayvanlardan aktarilarak asir1 iiretimi tesvik edilen
poliamin biyosentez genlerinin (ADC, ODC, SAMDC, SPDS ve SPMS); Arabidopsis,
celtik, tiitlin, domates patlican ve armut gibi bitkilerde ig¢sel poliamin seviyelerini
yukselttigini ve kuraklik, tuzluluk, sicak stresi, yaralanma, ozon etkisi, sel stresi, agir metal
stresi (Cu, Cr, Fe ve Ni) ve oksidatif stres gibi abiyotik stres etmenlerine karsi tolerans

artisin1 tesvik ettigini gostermistir (Hussain vd., 2011; Moschou vd., 2012; Tavladoraki
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vd., 2012; Shi vd., 2013b). Diger taraftan, Atadcl/2 nakavt mutant1 Arabidospsis bitkileri
ile yapilan bazi calismalarda, ADCI/2 genlerinin susturulmasiyla putresin seviyesinde
azalmalar meydana gelmis ve sonrasinda hem tuzluluk hemde soguk stresine karsi tolerans
kaybr yasanmustir (Cuevas vd., 2008). Ayrica AtSPMS/AtACL5 nakavt Arabidopsis
bitkilerinin spermin igerikleri diismiis ve akabinde kuraklik, tuzluluk ve sicak streslerine
kars1 tolerans1 azalmistir.

Onemli reaktif oksijen tiirlerinden (ROS) birisi olan H,O,’ nin iiretilmesi, polimain
katabolik siirecleri ile ¢cok siki bir bag igerisindedir, ¢linkii sadece NADPH oksidazlarin
degil ayn1 zamanda amin oksidaz enzimlerinin (DAO ve PAO) aktivitesi sonucunda da
onemli bir ROS ¢esidi olan H,0, iiretimi meydana gelir (Cona vd., 2006a, 2006b). Tiitiin
bitkisi apoplastik poliamin oksidazinin ve Arabidopsis bitkisi AtPAO3 geninin kodladig1
poliamin oksidazinin, H,0O, iiretimine katkida bulundugu bazi caligmalarda belgelenmistir
(Moschou vd., 2008a; Wu vd., 2010). Yine Arabidopsis bitkisiyle yapilan bir ¢aligmada,
poliamin oksidasyonunun poliamin oksidaz tarafindan farkli sekillerde ve ifade
seviyesinde diizenlendigi, boylece ROS seviyelerine olduk¢a karmasik bir sekilde etki
ettigi bildirilmistir (Fincato vd., 2011). NADPH oksidaz homologlarinin bitkilerde ROS
birikimi i¢in énemli oldugunu teyit eden birgok caligma vardir (Kwak vd., 2003; Sagi vd.,
2004; Torres vd., 2005). Bu ¢alismalarin hemen hepsinde kusurlu NADPH oksidaz geni
mutantlar1 kullanilmis ve bu bitkilerde ROS birikiminin 6zellikle de H>O,’in azaldig1 rapor

edilmistir.

1.3.2.1. Kurakllk Stresi Toleransinda Poliaminlerin ABA, H,O; ve Prolinle
Hiskisi

Bitkiler abiyotik strese maruz kaldiginda igsel ABA seviyesi, cesitli gen ifadelerinin
azaltilmas1 ve diger fizyolojik yamitlar1 etkinlestirmek i¢in tesvik edilir (Klingler vd.,
2010). Ilgingtir, Toumi vd., (2010) iiziim bitkileriyle gergeklestirdikleri bir ¢alismada
ikincil bir koruma mekanizmasi olan stoma kapanmasiyla sonuglanan ABA birikiminin,
hem poliamin birikimini hem de oksidasyonunu arttirdigin1 gdstermislerdir. Alcazar vd.,
(2010a, 2010b) ise yaptiklart bir ¢calismada; putresin ve ABA’nin birbirlerinin sentezini
karsilikli olarak tesvik eden bir pozitif geri besleme dongiisiine dahil olduklarim
bildirmislerdir. Bir¢ok arastirmaci, poliaminlerin stoma yanitlarini, kismen de olsa ABA

ile etkilesime girerek diizenledigini kabul etmektedir (Alcazar vd., 2010a, 2010b; Klingler
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vd., 2010; Wimalasekera vd., 2011a). Bitkilerde poliamin katabolizmasi yliksek derecede
H,0; iiretimiyle baglantihidir. Ciinkii H,O,, poliamin metabolizmasinin bir¢ok reaksiyon
basamaginda, 6zellikle de CuAO (DAO) ve PAO metabolik yollarinda tretilir (Alcazar
vd., 2011; Tisi vd., 2011; Wimalasekera vd., 2011a, 2011b; Moschou vd., 2012). Ek
olarak, poliamin katabolizmasindan tiirevlenen H,O,’in programlanmis hiicre 6limiinii
uyardig1 ve ayrica abiyotik strese karsi bir savunma fonksiyonunun oldugu gosterilmistir
(Tisi vd., 2011).

Son yillarda, Moschou vd. (2012) poliamin kaynakli H,O>’nin bazi gelisimsel
siiregler ve stres yanitlarindaki roliinii ve bir¢ok poliamin bagiml fizyolojik siireclerle
iligkisi olabilecegini tartismiglardir. Klingler vd., (2010) ABA bagimli amin oksidaz
kaynakli H,O,’in tiziimde stoma iletkenligini etkiledigini savunmuslardir. Bir taraftan da,
“poliamin tiirevli H,O,, kuraklik altinda ABA tesvikli stoma diizenlenmesinin bir
parcasidir” iddias1 da vardir (Alcazar vd., 2011; Tisi vd., 2011; Moschou vd., 2012). Ek
olarak literatiirde poliaminlerin bir¢ok antioksidan enzimi etkinlestirerek (SOD, CAT,
POD), stresin tetikledigi ROS seviyelerini ve oksidatif hasar1 (lipid peroksidasyonu gibi)
tyilestirmesiyle ilgili bilgiler de mevcuttur (Wang vd., 2011; Moschou vd., 2012;
Tavladoraki vd., 2012; Shi vd., 2013; Shi vd., 2013a, 2013b, 2013c). Bu bilgilerle tutarl
olan bagka bir ifadeye gore (Hussain vd., 2011) poliamin konjugatlari ayn1 zamanda ROS
radikallerinin etkili bir sekilde temizlenmesine de hizmet eder. Biitiin bu bilgilerin 15181nda
kisa bir sekilde izah etmek gerekirse, disaridan poliamin uygulamalari, antioksidan
enzimleri etkinlestirir ve 6nemli 6l¢iide H,O, ve O,* birikimini inhibe eder (Shi vd.,
2013a). Stresli kosullarda poliamin birikimine yol agan ana sentez enzimi ADC’dir
(Galston ve Sawhney 1990; Liu vd., 2006). Bitkilerin stresle basa ¢ikabilme kabiliyeti;
poliaminleri sentezleyebilme yetenegiyle paralellik gdstermektedir (Kasinathan ve Wingler
2004; Liu vd., 2007). Yukarida bahsedilen agiklamalarin aksine, poliamin birikiminin
fizyolojik 6nemi kolay aciklanabilir bir durum degildir ve poliamin-stres yanitlarinin, stres
tesvikli yaralanmadan mi, yoksa strese kars1 koruyucu bir yanit mi1 oldugu aydinlatilmasi
gereken bir durumdur (Hussain vd., 2011; Gupta vd., 2013). Literatiirde, kuraklik stresinin
bitkilerde 6nemli Olgiilerde poliamin birikimine yol agtigr ve bu sayede poliaminlerin
strese karsi 6zel rollerinin oldugunu gosteren calismalar mevcuttur (Galston vd., 1997;
Groppa ve Benavides, 2008).

Poliaminlerin bitki abiyotik streslere yanitlartyla iligkili oldugunu gosteren

bilgilerden en ¢ok dikkat cekici olani ise kuraklik ve tuz stresi {lizerine yapilan
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caligmalardir (Groppa ve Benavides 2008; Farooq vd., 2009; Zhou ve Yu 2010). Putresinin
stres toleransindaki acik roliine karsin, spermidin ve sperminin kuraklik stresine karsi
koruyucu rolii ile ilgili birgok tartigmali literatiir bilgisi mevcuttur (Yamaguchi vd., 2007;
Kubis 2008). Zhou ve Yu (2010), su eksikligi ve sonrasinda yeniden sulanan giive otu
(Chrysopogon zizanioides) yapraklarindaki serbest, konjuge ve bagli poliamin seviyesi
degisimlerine es zamanli olarak odaklanmislardir. Analiz sonuglarinda serbest ve konjuge
putresin seviyelerinde azalma oldugunu tespit etmislerdir. Tersine spermidin ve spermin
seviyelerinde (hem serbest hem de konjuge) artis oldugunu belirtmislerdir. Buna karsin
Alcazar vd. (2010a, 2011) transgenik Arabidopsis bitkilerinde ADC2 geninin asir1 ifade
edilmesi sonucunda putresin seviyesinde artis oldugunu ve dehidrasyona, kuraklia ve
soguk stresine karsi toleransin arttigini bildirmislerdir. Farooq vd., (2009) kurakliga kars:
tolerans1 gelistirmek amaciyla distan cesitli poliamin uygulamalarinda bulunmuslar ve
poliamin ¢esitleri arasinda da en etkili olanin spermin oldugunu savunmuslardir.

Oldukga 1yi tanimlanmis bitkisel bir hormon olan ABA, bir¢ok gelisimsel siiregte ve
adaptif stres yanitlarinda hayati rollere sahiptir (Cutler vd., 2010; Raghavendra vd., 2010;
Hubbard vd., 2010; Fujita vd., 2011). Bitki dokularindaki ABA derisiminin kuraklik ve tuz
stresi kosullarinda en az diger abiyotik streslerde oldugu kadar yiikseldigi iy1 bilinen bir
gergektir. Ayrica, ABA tesvikli strese yamit genlerinin varligi bir¢ok calismayla da
belgelenmistir (Mukherjee vd., 2006; Roychoudhury vd., 2008; Cutler vd., 2010;
Radhakrishnan ve Lee, 2013; Kasinathan ve Wingler, 2004; Urano vd., 2004; Hussain vd.,
2011). Stres kosullarinda disaridan ABA uygulamasinin, poliamin metabolizmasi
enzimlerini (ADC, SPDS ve SPMS) sentez ve transkripsiyon seviyesinde diizenledigi ifade
edilmistir (Alcazar vd., 2006b; Hussain vd., 2011). Ek olarak, transkriptomik ve metabolik
analizlere gore kuraklik tesvikli ABA bagimli transkripsiyonel diizenlemeler, amino
asitlerin dallanmasinda, prolin ve poliamin sentezlerinde kritik derecede rollere sahiptir
(Urano vd., 2009; Fujita vd., 2011). Aslinda bitki mutasyon ve transkriptomik analizlerine
iliskin birgok veriye gore, strese uyum siirecinde putresin ve ABA arasinda pozitif bir geri
besleme mekanizmasi vardir ve bu mekanizma hem putresin hem de ABA, karsilikli olarak
birbirlerinin biyosentezini etkilemektedir (Cuevas vd., 2009; Urano vd., 2009).

Daha once de belirtildigi gibi, poliamin katabolizmasi ¢ogu zaman toksik bir molekiil
olarak diisiiniilen H,O, {iretir. Son zamanlarda H»O;’in bir sinyal molekiilii olarak

iiretildigi konumdan komsu hiicrelere ve dokulara gecerek farkli streslere karsi savunma
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sistemini aktive etme yeteneginde oldugunu vurgulayan bir¢ok calisma bildirilmistir (Neill
vd., 2002; Bright vd., 2006; Rhee, 2006; Dickinson ve Chang, 2011).

Arabidopsis bitkisinde yapilan transkriptomik c¢alismalar, poliamin biyosentez
genlerinin abiyotik stres etkisiyle farkli basamaklarda diizenlendigini gostermistir (Alcazar
vd., 2006a, 2006b). Poliamin eksik fonksiyonlu Arabidopsis mutant bitkilerinin
karakterizasyonu, poliamin sentezine iliskin énemli deliller saglamistir (Urano vd., 2004;
Yamaguchi vd., 2007; Cuevas vd., 2008). Farkli bitki tiirlerine ait poliamin asir1 iiretimi
yapan hatlar ile, bu analizler devam etmistir (Alcazar vd., 2010b). Poliamin sentez
genlerinin (ADC, ODC, SAMDC ve SDPS ) celtik, tiitiin ve domates gibi bitkilerde asir1
ifade edilmesi, bir¢ok stres ¢esidine karsi toleransin artmasina sebep olmus ve bu poliamin
seviyelerindeki artis (putresin ve/veya spermin ve spermin) tolerans artisiyla paralellik
gostermistir (Gill ve Tuteja 2010; Alcazar vd., 2010a; Tiburcio vd., 2014).

Stres boyunca poliamin ve ABA seviyelerindeki artislar, cogu zaman hiicre disi amin
oksidazlar ve poliaminlerin diisiik miktarda bulundugu hiicreler arasi ortama taginmasinin
aracilik ettigi poliamin oksidasyonu tarafindan uyarilir (Moschou vd., 2008a; Toumi vd.,
2010). Bir ¢calismaya gore, ZmPAO (misir) ve AtCuAO1 (Arabidopsis) gibi apoplastik amin
oksidazlar1 kodlayan genlerin ifade diizeyleri ABA tarafindan uyarilmis ve dahasi
Arabidopsis bitkisi atcuaol mutantlarinda osmotik strese karsi daha diisiik bir duyarlilik
sergilemistir (Wimalasekera vd., 2011b). Bu gozlemler hep birlikte amin oksidazlarin bitki
abiyotik stres yanitlarinda pozitif bir etkilesim oldugunu iddia eder.

Prolin birikiminin, abiyotik streslerin olumsuz etkilerine karsi bitkilerde ozmotik
ayarlamaya katkida bulundugu, membranlarin, proteinlerin ve enzimlerin kararliligini
sagladigi ve serbest radikalleri temizledigi kaydedilmistir (Kadioglu ve Terzi, 2007;
Tirkan ve Demiral, 2009). Prolin birikimi stres toleransini bir¢ok yolda etkileyebilir
(Szabados ve Savoure, 2010). Yapilan ¢alismalarda bir¢ok bitki ¢esidinde strese toleransl
bitkilerdeki prolin miktari, hassas olanlara gore fazla bulunmustur (Ashraf, 2007). Ayrica
prolin kuraklikta lipid peroksidasyonun onlenmesinde de rol oynamaktadir (Molinari vd.,
2007). Dahasi, gerceklestirdigimiz bir tubitak projesi (115T511) kapsaminda distan prolin

uygulamasinin poliamin seviyesini arttirdig: tespit edilmistir.

1.4. Msir Bitkisi (Zea mays L.)

Misir bitkisinin (Amerikan yerlilerinin deyimiyle “corn”) kokeni biiyiik ihtimalle

Orta Amerika’ya, Ozellikle de Meksika’ya dayanmaktadir. Bu bdlgeden kuzeye dogru
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Kanada’ya ve giineye dogru Arjantin’e yayillmistir. En eski Misir bitkisi yaklasik 9000
yasindadir ve arkeologlar tarafindan Teotihuacan (Meksika’da Puebla sehri yakinlarinda
bir vadi) isimli eski bir yerlesim yerinde bulunmustur (Matsuoka vd., 2002). Maya ve
Aztek gibi Amerikan yerli uygarliklart i¢in oldukg¢a degerli olan musir, 6nemli bir 6ge
olarak kabul edilmis; ayrica dini inanislarinda, beslenmelerinde ve festivallerinde énemli
bir role sahip olmustur. Amerika kitasinin Christopher Columbus tarafindan kesfinden
(1493) sonra misir tohumlar1 dnce Ispanya’ya sonra da Avrupa kitasinin geri kalanina ve
Akdeniz bolgelerine yayilmistir. Mangelsdorf ve Reeves, 1939 yilinda misir bitkisinin
diinyanin tarima uygun hemen hemen tiim yerlerinde ve yilin her aymda hasat
edilebilecegini gostermistir (FAO, 1992; Bonavia, 2013). Misir bitkisinin Tirkiye’ye
Suriye ve Misir yolu ile 16. yiizyilda geldigi kabul edilmektedir (Ozcan, 2009; Cémertpay,
2008).

Misir bitkisi, bugday ve celtikten sonra en 6nemli besin kaynagi olarak kullanilmasi
ve giinlimiizde en fazla {iretimi yapilan tahil ¢esitlerinden birisi olmasi nedeniyle gelecek
icin olduk¢a onemli bir tahil ¢esididir. Arastirmalar 2050 yilinda misir {iretiminin daha da
fazla olacagini ve bu iiretimin kiiresel besin azlig1 problemine ¢6ziim olabilecegini rapor
etmektedir (Alexandratos ve Bruinsma, 2012). Misir bitkisi 2009 yilinda genetik sekansi
tamamlanan, 2n=20 kromozomlu diploid bir bitkidir ve 10 tane haploid kromozomu
iizerinde yerlesmis 39469 geni ihtiva eden ve 2,4 milyar bazdan olusan biiyiik bir genoma
sahiptir (Schnable vd., 2009; Zhang vd., 2009; URL-1, 2013). ilgingtir ki; bu genlere ait
63391 transkript elde edilmistir. Bunun sebebi ise, bir gene ait birden fazla mRNA
sekansinin ya da farkli ekzon kesimlerinin olmasidir. Gen sekansmin 2009 yilinda
tamamlanmas1 ve bu projeye ayrilan fonlar; misir bitkisinin gelece§in diinyasi i¢in ne
kadar degerli oldugunun gostergesidir. Diinyada misir bitkisinin diger 6nemli ekin tiirlerine

gore son elli yillik ve gelecekteki iiretim tahminleri Tablo 1°de verilmistir.
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Tablo 1. Misir bitkisin diger ekinlerle fliretim yoOniinden karsilastiriimast (World
Agriculture Towards 2030/2050, FAO-ESA, 2012)

Milyon Ton Milyon Hektar

1961/ 2005/ 2050/ 1961/ 2005/ 2050/ 1961/ 2005/ 2050/

1963 2007 - 1963 2007 - 1963 2007 -
Bugday 235 614 858 206 222 225 1,1 2,8 3.8
Celtik 230 644 827 118 158 155 1.9 4,1 5,3
Misir 210 736 1178 106 155 194 2,0 4,7 6,1
Soya Fasulyesi 27 217 390 24 94 124 1,1 2,3 3,2
Bakliyat 44 60 100 69 73 62 0,6 0,8 1,6
Arpa 84 137 186 59 56 64 1.4 2,4 2,9
Siipiirge Darist 44 60 102 47 45 53 0,9 1,3 1,9
Dar1 25 32 60 43 37 42 0,6 0,9 1.4
Pamuk Tohumu 30 71 100 32 36 39 0,9 2,0 2,6
Kolza 4 50 99 6 31 36 0,6 1,6 2,8
Yer Fistig1 15 36 68 17 24 35 0,9 1,5 2,0
Aygcigegi 7 29 49 7 23 28 1,0 1,3 1,7
Seker Kamis1 428 1452 2822 9 21 27 49 68 104
Tiim Tahillar 843 2069 3009 654 704 763 1,3 2,9 3.9

Tiim Ekinler 978 1256 1380 439 924 1296

Misir, genis adaptasyon kabiliyeti nedeniyle Diinya’nin farkli bolgelerinde kiiltiire
almabilmektedir. 50° kuzey enleminden 50° giiney enlemlerine, deniz seviyesinden 3000-
4000 m yikseklige kadar olan alanlarda ve ayrica bircok toprak tipinde tarimi
yapilabilmektedir (Morris, 2002). Misir, Poaceae (bugdaygiller) familyasina ait
monokotiledon bir bitkidir (Tablo 2, URL-2).
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Tablo 2. Misir bitkisinin bitki sistematigindeki Yeri (URL-2).

Alem: Plantae

Bolim: Magnoliophyta

Sinif: Liliopsida

Takim: Poales

Familya: Poaceae

Cins: Zea

Tiir: Zea mays L.

Alttiir Zea mays subsp. mays L.

Misir bitkisi dort aylik kisa bir siiregte 2,5-4,5 metre boya ulasabilmekte ve tek bir
bitkiden 600-1000 tohum elde edilebilmektedir. Bugday ise 7-8 aylik bir zaman diliminde
70-120 cm boya sahip olurken, bitki basina diisen verim 50-100 tohum civarindadir
(Ozcan, 2009). Misir, genis bir kullanim alan1 olmasi nedeni ile diger tahillara gore
oldukga farkli bir konuma sahiptir. Igerdigi zengin besin maddeleri ile misir, hem insan
hem de hayvan beslenmesinde kullanilir. Misir danesinin yapisinda ticari degere sahip
bir¢ok kimyasal bilesik vardir. Olgun bir misir danesi %70-75 nisasta, % 8-10 protein ve
% 4-5 yag icerir. Misir, nisasta protein ve yag kaynagi olarak kullanilmasinin disinda diger
bir¢ok kullanim alanlar1 (glukoz; iceceklerde ve recel yapiminda, etanol, biodizel yakait,
plastik yapiminda) ile de dikkat ¢cekmektedir. Bir¢ok kullanim alani nedeniyle bugiin;
kogan uzunlugu ve sekli, tane biiylikligi ve sekli, dane rengi, yapisi, aromasi ve lezzeti,
pisirim kalitesi, endospermi, yag, protein ve nisasta icerigi gibi bircok farkli 6zelliklere

sahip farkli misir ¢esitleri gelistirilmistir (Comertpay, 2008).



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Bitkilerin Biiyiitiilmesi ve Yapilan Uygulamalar

Denemelerde bitkisel materyal olarak kullanilan Akpinar misir ¢esidi (Zea mays L.)
tohumlar1, Karadeniz Tarimsal Arastirma Enstitiisii’nden temin edildi. Tohumlar, her
sakstya 6 tohum olacak sekilde toprak iceren saksilara (25%18x12 cm) ekildikten sonra,
dort hafta siireyle , % 55-60 nem, 400 pmol m™ s 151k siddeti, 25 °C + 2 sicaklik ve 16
saat aydinlik; 8 saat karanlik periyodunda bitki biiyiitme odasinda yetistirildi. Bitkilere dort
hafta siireyle iki glinde bir 200 ml su verildi. Dort haftalik siire sonunda, misir fideleri
topraktan 2 cm ylikseklik olacak sekilde govdelerinden kesilerek saf su iceren cam tiiplere
aktarildi. Yaralanma stresinin etkilerini yatistirmak amaci ile bir saat boyunca saf suda
bekletilen fideler deneyin amacina gore 5 gruba ayrildi ve diisilk konsantrasyonlardaki
uygulama soliisyonlar1 igeren tiiplerde ve ayni bitki biiyiitme kosullarinda 6 saat boyunca
bekletildi (Tablo 3).

Bitkilerin stresle karsilastiklar1 ilk andan itibaren strese yanit sinyalizasyonun
basladigi ve maksimum gen aktivitesinin genellikle ilk zamanlarda meydana gelmesi
nedeniyle (Swindell, 2006) mevcut caligmanin kuraklik stresi uygulama siiresi, 6 saat
olarak belirlendi.

Tiim gruplarda kuraklik etkisini olusturmak i¢in polietilen glikol (%3’liik PEG 6000
ve -0.3 MPa) kullanildi. Kontrol grubu olarak sadece %3 PEG (Merck, 8074911000,
Germany) kullanilirken diger gruplar da PEG’e ek olarak asagidaki distan uygulamalar
yapildi. Kuraklik stresi kosullarinda distan uygulanan H,O,’in, igsel poliamin seviyesi
iizerine etkilerini incelemek i¢in, 6nceki ¢alismalarda iyilestirici etkisi belirlenmis olan
(Terzi vd., 2014) 10 mM’lik H,O, (Merck, 1086001000) derisimi disaridan uygulanirken;
azaltilmis i¢sel H,O, miktariin poliamin seviyelerine etkilerini incelemek i¢in NADPH
oksidaz aktivitesini inhibe ederek i¢sel H,O, seviyesini azaltan difeniliyondonyum kloriir
kullanild1 (DPI; Fluka, 43088, Canada ). I¢sel poliamin miktarmi azaltmak ve H,O; ile
arasindaki iliskiyi belirlemek icin poliamin sentezini inhibe eden diflorometil arjinin
(DFMA; Santa Cruz, 211368, USA) ve diflorometil ornitin (DFMO; 204723 A, Santa Cruz,
USA) inhibitorleri 5 pM’lik derisimlerde birlikte uygulandi. Son grup olarak; poliamin

sentez inhibitdrleri varliginda distan H,O, verildiginde poliamin seviyelerindeki degisimi
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incelemek amaciyla, poliamin sentez inhibitorleri (5 uM DFMA + 5 uM DFMO) ve 10
mM H,O, birlikte uygulandi.

Tablo 3. Deney tasarimi ve uygulamalar

Uygulama Grubunun Adi Disaridan Uygulanan Uygulama Amaci Uygulama Derisimi
Bilesik

Kontrol (PEG %3) Kuraklik stresi olusturmak. %3 PEG 6000
PEG + H,0, H,0, H,0,’in PA’ler {izerine %3 PEG 6000 + 10 mM
PEG + DPI DPI (Difeniliyodonyum Azaltilmis i¢sel H,O, %3 PEG 6000 + 100 pM
klorit) miktarinin PA’ler tizerine DPI
etkisi
PEG + Inhibitor DFMA (Diflorometil PA sentezini bloke etmek %3 PEG 6000 + 5 uM
Arjinin)+ DFMO ve i¢sel PA miktarimi DFMA+5 uM DFMO
(Dflorometil ornitin) azaltmak
PEG + inhibitor + H,0, DFMA (Diflorometil Icsel PA miktar1 azaltilmis %3 PEG 6000 + 5 uM
Arjinin)+ DFMO bitkilerde disaridan DFMA+5 uM DFMO + 10
(Dflorometil ornitin) + uygulanan H,O,’in etkisini ~ mM H,0,
H,0, incelemek

Orneklemeler igin tabandan itibaren secilen 3. yapraklar, sonraki ¢alismalar igin sivi

azottan gegirilerek -80 °C de saklandi. Su potansiyeli i¢in taze yaprak numunesi kullanildi.

2.2. Su Potansiyeli Ol¢iimii

Yaprak su potansiyeli C52 termocouple psikometre cihazi ile belirlendi (Wescor,
Inc., Logan, UT USA). Bitkinin 3. yapraginin genis yiizeyinden 6 mm c¢apinda alinan
diskler, cihazin C52 sensoOriine yerlestirildi. Numunelerin yaprak su potansiyelleri

belirlenmeden Once cihaz 45 dakika kalibre edildi.

2.4. Lipid Peroksidasyonu Tayini

Lipid peroksidasyon miktari, lipid peroksidasyonun bir iiriinii olan malondialdehid
icerigine dayanarak Heath ve Packer (1968), metoduna gore tayin edildi. Ekstraksiyon %
0,1 trikloro asetik asit (TCA) igerisinde yapildi. Homojenat 15000 g’de 5 dk santrifiij
edildi. Siipernatantin 1 ml’sine 4 ml, % 20 TCA igerisinde hazirlanmis % 0,5 tiobarbiturik
asit ilave edildikten sonra, siipernatantin absorbansi 532 nm de kaydedildi. 600 nm de

spesifik olmayan absorbsiyon i¢in okunan deger hesaptan ¢ikarildi. Elde edilen sonug
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formiilde (A = €.c.1) yerine konularak malondialdehit (MDA) konsantrasyonu hesaplandi.
Lipid peroksidasyonu verileri, uygulamalarin stres {izerine etkisinin arastirilmasi ve
degisen icsel poliamin seviyelerinin iyilestirici etki yapip yapmadigini belirlemek amaci ile

Slgiildii (€ =155 mM'em™).

2.5. i¢sel H,O, Tayini

H,O, igerigi Velikova vd., (2000), metoduna gore belirlendi. Yaprak
numunelerinden 0,25 g alinarak 0,1 g aktif komdir ile birlikte 5 ml % 0,1 TCA igerisinde
homojenize edildi. Homojenat 15000 g’de 4 °C’de 15 dk santrifiij edildi. Siipernatanttan
1000 pl alinarak tizerine 1000 pul 10 mM potasyum fosfat tamponu ve 1500 ul 1 M KI
ilave edildikten sonra olusan sar1 renk 390 nm’de spektrofotometredeki kayitli standart
grafikten okundu. Igsel H,O, miktarinin tayini, bu c¢alisma icin PA seviyelerinin

degisimlerinde H,O etkisinin olup olmadigini belirlemede kullanildi.

2.6. Prolin Tayini

Kurutulmus numunelerden (0,2 g) alinarak 10 ml % 3’liik siilfosalisilik asit ile
homojenizasyonun ardindan filtre edildi. Siiziintii 22 °C’de 5000 rpm’de 5 dk santrifiij
edildi. Siipernatant kisimlarindan 1 ml alinarak tizerine 1 ml asetik asit ve 1 ml ninhidrin
konuldu. Ninhidrin, asetik asit ve orto-fosforik asit kullanilarak hazirlandi. Daha sonra
tiiplere konulan ornekler 1 saat 100 °C’de su banyosunda tutuldu ve reaksiyon buzda
sonlandirildi. Soguyan 6rneklerin tizerine 3 ml toluen eklenerek, vorteksle karistirildi. Agzi
kapakl tiiplere alinan 6rnekler 4000 rpm’de 5 dk santrifiij edildi. Santrifiij sonras1 pipetle
ist faz sarsilmadan kiivete alindi ve 520 nm’de spektrofotometrede okundu (Bates vd.,
1973). Sonuglar gram kuru agirlik (KA) basina pg olarak ifade edildi. Disaridan H,O,
uygulamasi ile degisen poliamin seviyeleri ve prolin arasinda bir iligkinin olup olmadigin

incelemek i¢in prolin 6lciimleri gergeklestirildi.

2.7. Poliamin Tayini

Poliamin icerigi Flores ve Galston, (1982) metoduna gore olciildii. Taze yaprak
dokusu (5 g) 10 ml 0,4 M perklorik asit ile homojenize edildi. Homojenat, 4 °C de 3000 g
de 10 dk santrifiij edildi. Siipernatant toplandi, tizerine 10 ml 0,4 M perklorik asit ilave
edildi ve tekrar santrifiijlendi. Siipernatantlar birlestirildi ve son hacim perklorik asit ile 25
ml’e tamamlandi. Siipernatant Whatmann filtre kagidi ile siizlildii. Siipernatantin 1 ml’si

iizerine 200 pul 1 M NaOH ve 300 pl sodyum hidrojen karbonat ilave edildi ve karisim 30
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saniye vorteksle karistirildi. Bu karigimin iizerine 2 ml dansil klorit ilave edildi. Karigim 40
°C sicakliginda 45 dk inkiibe edildi. Reaksiyon 100 pl % 25 amonyum hidroksit ile
durduruldu. Karisim 30 dk oda sicakliginda bekledikten sonra hacim asetonitril ile 5 ml’e
tamamlandi. Bu karigim 2500 g’ de 5 dk santrifiij edildi. Siipernatant 0,22 pm’lik
filtrelerden gecirildi ve HPLC’ye yiiklendi. Poliamin igerigi UV/VIS detektor ile HPLC
cithaziyla (Shimadzu, LC 20 AT/Prominence, Japan) okundu. Coziicli miktarlar1 amonyum
asetat: asetonitril (65:35 v/v), akis hiz1 0,70 ml dk-1 ve 50 °C big¢iminde olacak sekilde
kullanildi. 20 pl ekstre, C18 (4.6 x 250 mm) kolonuna enjekte edildi ve 254 nm dalga
boyunda belirleme yapildi. Piklerin alanlar1 kaydedildi ve bir bilgisayar yazilimi ile
putresin, spermin ve spermidin konsantrasyonlar1 hesaplandi. Sonuclar gram taze agirlik

basina pg olarak ifade edildi.

2.8. H,O; iliskili Enzim Aktivitelerinin (NADPH Oksidaz, Katalaz, Peroksidaz
ve Siiperoksit Dismutaz) ve Toplam Protein Miktarinin Belirlenmesi

Calismanin bu asamasinda, H>O;’in i¢sel seviyesinin diizenlenmesinde etkili olan
NADPH oksidaz, katalaz, peroksidaz ve siiperoksit dismutaz enzimlerinin aktivitesi ve

toplam protein miktar1 belirlendi.

2.8.1. Toplam Protein Miktarinmin Belirlenmesi

Protein tayini Bradford, (1976)’a gore spektrofotometrik olarak yapildi. Enzim
aktivitesi Ol¢iimleri i¢cin hazirlanan ekstraktlardan numune bagina 30 pl 6rnek, 170 pl
distile su ve 1000 pl protein boyasi kullanildi. Bovin serum albumin (BSA) standartlari
hazirlanarak, Coomassie Brillant Blue G250 boyar maddesi ile proteinlerin olusturdugu
kompleks 595 nm Oolgiildii. Protein konsantrasyonu mg cinsinden hesaplanarak, enzim

aktivitelerinin belirlenmesinde kullanildi.

2.8.2. NADPH Oksidaz (NOX) Aktivitesinin Belirlenmesi

Yapraklardan 0,1 g aliman numuneler sivi azot icerisinde toz haline getirildikten
sonra 1,8 ml ekstraksiyon tamponu (100 mM K,HPO,, 0,1 mM EDTA pH 7,0, % 0,1
Triton) igerisinde ekstrakte edildi. Ekstrakt 4 °C’de 15000 g’de 20 dakika santrifiij edildi.

Elde edilen siipernatant enzim aktivitesinin tayini i¢in kullanildi.
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NADPH oksidaz (EC 1.6.3.1) aktivitesi NADPH’1n 340 nm’deki (¢=6,2 mM cm™)
oksidasyonuna gore (Cakmak ve Marschner, 1988) belirlenmistir. Enzim aktivitesi, 100
mM potasyum fosfat tamponu (pH 7,0), 0,1 mM EDTA ve 100 pyM NADPH’dan olusan

reaksiyon ortaminda 3 dakika siireyle absorbansdaki azalisa bagli olarak belirlendi.,

2.8.3. Katalaz Aktivitesi

Katalaz (EC 1.11.1.6) aktivitesi, Aebi, (1983) yontemine gore belirlendi. Enzim
aktivitesi, 50 mM potasyum fosfat tamponu (pH 7,0), 30 mM H,0O, ve 20 pul enzim
ekstrakti iceren 1 ml’lik reaksiyon karsiminin 240 nm’de 5 dakika siireyle olgiilmesiyle
belirlendi. Katalaz aktivitesi, H,O, igin €=39,4 mM'cm™ ekstraksiyon katsayismin

kullanilmasiyla hesaplandi.

2.8.4. Peroksidaz Aktivitesi

Peroksidaz (EC 1.11.1.7) aktivitesi, Urbanek vd., (1991) yontemine gore belirlendi.
Enzim aktivitesi, 100 mM potasyum fosfat tamponu (pH 7,0), 0,1 mM EDTA, 5 mM
guaiakol, 15 mM H,0, ve 50 pl enzim ekstrakti iceren 2 ml’lik reaksiyon karsiminin 470
nm’de 1 dakika siireyle Olgiilmesiyle belirlendi. Guaiakol peroksidaz (GPX) aktivitesi

€=26,6 mM'cm™ ekstraksiyon katsayisinim kullamilmasiyla hesaplandi.

2.8.5. Siiperoksit Dismutaz Aktivitesi

Stiperoksit dismutaz (EC 1.15.1.1) aktivitesi, Beauchamp ve Fridovich, (1971)
metoduna gore belirlendi. 50 mM potasyum fosfat tamponu (pH 7.8), 0,1 mM EDTA, 13
mM metiyonin, 75 uM nitro blue tetrazolyum ve 50 pl ekstrakt ihtiva eden 1 ml reaksiyon
ortamina 2 uM riboflavin ilave edilerek reaksiyon baslatildi, bu karisim 10 dakika boyunca
375 umol m™ s siddetinde beyaz 1s13a maruz birakildiktan sonra 560 nm’de absorbans

degerleri belirlendi.

2.9. i¢sel Absisik Asit (ABA) Tayini

Absisik asit tayini ELISA yontemi ile tayin edildi (Phytodetek ABA ELISA Kit
AGDIA PDK 09347/0096, Amerika). Numunelerden alman 0,1 g miktardaki ornekler
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homojenize edildikten sonra 16 saat boyunca +4 °C de kuru sallayict da inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonrasinda, &rnekler +4 °C de 10000 g’de 10 dakika santrifiij edildi.
Stipernatant 1/20 oraninda sulandirildi ve 6rneklerden, iireticinin talimatlarina gére ABA

Olclimii ve hesaplanmasi gergeklestirildi.

2.10. Molekiiler Calismalar

Calismanin bu asamasinda toplam RNA izolasyonu, cDNA eldesi, H,0,, ABA ve

Poliamin senteziyle iliskili genlerin ekpresyon seviyesinde analizleri gerceklestirildi.

2.10.1. Real Time PCR Analizleri icin Uygun Primerlerin Tasarlanmasi

Ekspresyon seviyesi belirlenecek genler i¢in gerekli primerler, NCBI veritabanindaki
gen sekanslart kalip olarak kullanilarak, Primer 3 plus programi ile tasarlandi (Primer3
Plus, URL-3). Tasarlanan primerler, NCBI veritabanini kullanan “primer3 plus” programi
kullanilarak blast yapildi ve primerlerin, eslesme oranlarina bakilarak, istenen gen
bolgelerine dogru bir sekilde baglanabildigi teyit edildi. Gen ifadelerinin referansi icin
AKTIN 1 genine ait primerler tasarlandi. Calismada ekpresyonu hedeflenen genler ve bu

genlere ait primerler Tablo 4’de verildi.
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Tablo 4. ifadeleri belirlenen genlere ait primerler

Gen Adr

Aktin 1

Arjinin Dekarboksilaz

Spermidin Sentaz

Agmatin Deaminaz

(Agmatin Iminohidrolaz)

S-Adenozilmetiyonin
Dekarboksilaz
Diamin Oksidaz

(Cu Aminoksidaz)

Poliamin Oksidaz

NADPH Ofksidaz

Absisik Aldehit Oksidaz

Prolin 5 Karboksilat Sentaz

Prolin Dehidrogenaz/Oksidaz

NCBI Erisim No

NM_001155179.1
EU968980.1
EU976300.1
NM_001156428.1
EU968400.1
NM_001152492.1
NM_001111636.1
DQ890023.1
NM_001111838.1

DQ864376.1

NM_001154105.1

Primer Adi ve Sekansi

ACT1Zm_F: “GAAGATCACCCTGTGCTGCT”
ACT1Zm_R: “ACCAGTTGTTCGCCCACTAG”
ADCZm_F: “GACATCACCTGCGACAGTGA”
ADCZm_R: “GAACAGGTTGTGCTTGCCAG”
SPDSZm_F: “TTCCCCTGTTCGATTCACCG”
SPDSZm_R: “GCAGAACCGTTTCTTGCGTC”
AIHZm_F: “GACGAGGATACAAACGGCCA”
AIHZm_R: “ACGGACTGGGAGAGAACAGA”
SAMDCZm_F: “GGAGGCGTGAAGAAGTTCCA”
SAMDCZm_R: “TTATCAGGAAGCAGCAGGCC”
DAOZm_F: “ACAGCAAGTCCGAGAAGTGG”
DAOZm_R: “TGTACCACAGCACGATGTCC”
PAOZm_F: “CGCTACGAATACGACCAGCT”
PAOZm_R: “TGGGCGCAGTTGATGAGAAT”
NOXZm_F: “GGGCCAGTACTTCGGTGAAA”
NOXZm_R: “AAGCTTCACCAGGCTACGAC”
AAOXZm_F: “CCTGACAAGAAGCGTGTCCT”
AAOXZm_R: “GAATGTGACGGCGGATTTCG”
PSCSZm_F: “AACATCTTGCCCTCTGGGTG”
PSCSZm_R: “CCATTGCCACTTCGAACTGC”
PRODHZm_F: “TCAGCAAGTACCTGCCGTAC”
PRODHZm_R: “ACCCTCCTCACCAACTCCTT”

2.10.2. Toplam RNA izolasyonu ve cDNA Eldesi

Toplam RNA izolasyonu i¢in taze ya da -80 °C’de saklanan numunelerden 0,1 g
miktar kullanildi. Sivi azot ile dondurulan O&rnekler, doku homojenizatorii ile
parcalandiktan sonra iki farkli firmaya ait Toplam RNA izolasyon kiti (RNeasy Plant Mini
Kit 74904, Qiagen Hollanda; Pure Link RNA Mini Kit 121830018A, Ambion Applied Life
Tech. Amerika) kullanilarak ve iireticinin talimatlarina uyularak Toplam RNA izolasyonu
gergeklestirildi. Elde edilen RNA  Orneklerinin  miktar1 ve safligt  nanodrop
spektrofotometre (Thermo Scientific, Nanodrop 2000, Amerika) ile 6l¢iildii. Miktar1 ve

saflig1 belirlenen toplam RNA 6rnekleri cDNA eldesi i¢in -80 °C’de saklandi.
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Izole edilen Toplam RNA 6rneklerinden grup basina 2000 ng olacak sekilde cDNA
eldesi gergeklestirildi. cDNA sentezi i¢in Applied marka (High Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit 4368814, Applied Biosystems Amerika) cDNA sentez kiti kullanildi.
Sentezlenen ¢cDNA’lar Real Time PCR analizleri gergeklestirilene kadar -20 °C’de

saklandi.

2.10.3. Gen ifadelerinin Real Time (RT) PCR Analizleri ile Belirlenmesi

Bir onceki asamada orneklerden elde edilen cDNA’lar, gen ifadelerinin belirlenmesi
icin Real Time PCR analizlerinde kullanildi. Analizler i¢in 5x HOT FIREPol Eva Green
qPCR Supermix (08-36-00008, Solis Biodyne, Estonya) siipermiks ve CFX Connect Real
Time PCR System (BioRad, Amerika) cihazi kullanildi. RT PCR protokolii ise Solis
Biodyne talimatlar1 modifiye edilerek; 95 °C’de 12 dakika, 95 °C’de 15 saniye 45 dongii,
60.0 °C’de 30 saniye, 72.0 °C’de 30 saniye, melt curve i¢in 65.0 °C’den 95 °C’ye 0,5
°C’lik artiglarla olacak sekilde gergeklestirildi (Tablo 5). Her biyolojik tekerriir 3 teknik
tekerriir seklinde analiz edildi. Ortalama teknik hata 0,5(x1) Cq values seklinde bulundu.
Protokol Tablo 3’te verildi. Ayrica referans geni icin AKTIN I genine ait primerler

kullanild1 (Tablo 2).

Tablo 5. RT PCR protokolii

Adim Sicakhik Siire Dongii

95,0 °C 12 dk 1
| Denaturasyon | 95,0 °C 15 sn 44
| Baglanma | 60,0 °C 30 sn

| Uzama | 72,0 30 sn

[ Plate Okuma | - -

Melt Curve Analizi 65,0 °C -95,0 °C aras1 0,5 °C’lik artislar -
5 sn araliklarla plate okuma
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RT PCR reaksion ortami yine miks dreticisinin talimatlarina gore hazirlandi.

Reaksiyon ortaminda kullanilan bilesikler ve oranlar1 Tablo 6’da verildi.

Tablo 6. RT PCR reaksiyon ortami

Reaksiyon Bileseni Miktar1 (ul)
Stiper Miks 4
Forward Primer 1
Reverse Primer 1
cDNA 1
Niikleaz igermeyen su 13
Toplam 20

2.11. istatistik Analizler

Uc tekerriirlii olarak gerceklestirilen ekstraksiyon ve analizlerin sonucunda elde
edilen verilerin varyans analizi Statistical Package for Social Sciences (SPSS for Windows
16.0) paket programi icerisinde yer alan Duncan Coklu Karsilastirma Testi‘ne gore
belirlendi.

RT PCR analizleri ise, kullanilan sistemin lisansli yazilimi olan ve cihazla birlikte

tiimlesik olarak calisan Bio-Rad CFX Manager 3.1 ile gergeklestirildi.



3. BULGULAR

3.1. Poliamin Iceriginin Azaltilmasi i¢cin Uygun Inhibitor (DFMA ve DFMO)
Konsantrasyonun Belirlenmesi

Etkin poliamin sentez inhibitérii konsantrasyonunu berlemek icin; 0, 5, 25, 50, 100
ve 200 uM konsantrasyonlarda DFMA ve DFMO inhibitorleri 6 saat siiresince birlikte
uygulandi ve bu gruplardan poliamin (putresin, spermidin ve spermin) Ol¢limleri
gerceklestirildi. Uygulama ve dl¢iimler sonucunda, en etkili inhibitér konsantrasyonun 5
uM oldugu tespit edildi. Sekil 5°de verilen 6l¢lim sonuglarina gore; putresin ve spermin
seviyeleri agik bir sekilde en diisiik olarak 5 pM’lik inhibitér uygulamasinda bulundu.
Buna karsin 5 pM inhibitdr uygulamasinda spermidin seviyesi, 50 uM’lik uygulama hari¢
digerlerine gore daha diisiik seviyede ¢ikmistir. Bununla birlikte spermidin oraninin 5 uM
ve 50 uM’lik uygulamalarda istatistiksel olarak ayni ¢iksa da; putresin ve spermin
seviyesinin diger konsantrasyonlara gore belirgin bir sekilde diisiik ¢ikmasi sebebiyle, en
etkili poliamin biyosentez inhibitorii konsantrasyonunun (DFMA+DFMO) 5 uM olduguna

karar verildi.

400 a
350 i : -
= i En Etkili Inhibitér Konsantrasyonu i
&0 300 '
2
=250 | P I
220
S 200 (FRmsasss >, ¢ c
= I 1 d a
= 150 ! I b ab
.E c i & : - & ik
s 100 = 1 I
o 1 d a
50 b : C I: b C
0 : !
N = E : N = 1 N = N = N =
= F El/Z2 § E|Z2 % E|2 8 E|2 ¢ &
20 g A g ° g g °
I
I 1
OMm | 5umM | 25uM 50uM 100pM 200pM
| S S
Inhibitér (DFMA+DFMO) derisimleri

Sekil 5. Disaridan uygulanan poliamin sentez inhbitdrlerinin igsel poliamin seviyeleri
iizerine etkisi ve etkin inhibitér konsantrasyonunun tespit edilmesi. Kolonlar
iizerindeki barlar standart sapmay1 gostermektedir (n=3). Ayni1 harfle gosterilen
stitunlar arasindaki fark %5 (P<0.05) seviyesinde dnemsizdir.
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3.2. H;0,;, H,0;, Sentez inhibitorii ve Poliamin Inhibitor Uygulamalarinin
Stresle iliskili Baz1 Parametreler Uzerine Etkileri

3.2.1. Su Potansiyeli

Uygulama siiresi olan 6 saat sonrasinda orneklerden yaprak su potansiyeli l¢iildii ve
sonuclar Sekil 6’de sunuldu. H,O, uygulamasi yapilan grupta su potansiyeli agisindan
belirgin bir iyilesme gozlendi. DPI ve DFMA+DFMO uygulamalarinin ise su potansiyelini
kontrol grubuna goére (PEG uygulamasi) daha fazla disiirerek bitkinin su durumunu
olumsuz yonde etkiledigi tespit edildi. DFMA+DFMO+H,0, grubunda olgiilen su
potansiyeli degerinin PEG grubuyla istatistiksel olarak ayni olmasina ragmen DPI ve

DFMA+DFMO gruplarina gore daha yiiksek bir deger sergiledigi belirlendi.

KONTROL

H202

DPI

DFMA-+DFMO
DFMA+DFMO+H202

1 1 1
S8
A AN O

-0,8

1
—

Su potansiyeli (MPa)
—
S

\:'_.
i

-1,6 b
1,8

Sekil 6. Deney uygulamalarinin kuraklik stresine maruz kalmis misir bitkisinde yaprak su
potansiyeli 1iizerine etkisi. Kolonlar tizerindeki barlar standart sapmay1
gostermektedir (n=3). Ayn1 harfle gosterilen siitunlar arasindaki fark %5 (P<0.05)
seviyesinde onemsizdir.
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3.2.2. Lipid Peroksidasyonu

Deney gruplarindan lipid peroksidasyonun bir iiriinii olan MDA igerigi ol¢iildi
(Sekil 7). Analizlere gore H,O, ve DFMA+DFMO+H,0, uygulama gruplarinda kontrol
grubuna gore anlamli azalmalar gdzlendi. I¢sel H,O, miktarnin azalmasma neden olan
DPI grubunda olgiilen MDA miktar1 ile sadece poliamin inhbitdrleri uygulanan
DFMA+DFMO grubundaki MDA miktarinin, tiim gruplar arasindaki en yiiksek degerlere
sahip oldugu belirlendi.

3 ®
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Sekil 7. Deney gruplarinda MDA igeriginin belirlenmesi. Kolonlar tlizerindeki barlar
standart sapmay1 gostermektedir (n=3). Ayn1 harfle gosterilen siitunlar arasindaki
fark %5 (P<0.05) seviyesinde onemsizdir. KA: Kuru agirlik

3.3. Cesitli Uygulamalarin H,O, igerigi ve H,0, icgriginin Diizenlenmesinden
Sorumlu Olan Parametreler ve Gen Ifadeleri Uzerine Etkileri

3.3.1. H,0; icerigi

Calismanin bu asamasinda deney gruplarindan H,O, igerigi ol¢iildi (Sekil 8).
Tyilestirici etkisi onceki ¢alismalarimizda belirlenmis olan 10 mM H,0, uygulamas, igsel

H,0, seviyelerini kontrol grubuna gore anlamli bir sekilde azaltti. NADPH oksidaz
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enzimini bloke etme 0zelligi bilinen DPI uygulamasi sonucunda igsel H,O, seviyesinin,
H,0, grubuyla istatistiksel agidan farksiz oldugu belirlendi. Analiz verilerine gore
poliamin inhibitdrlerinin ve H,O,’in birlikte uygulandigi deney grubundaki H,0O, igeriginin

diger gruplara gore daha fazla oldugu goriildii.

o
=
J
o

H,0, icerigi (nmol g'KA)
S = N W A Ut &N 9 O
H

Sekil 8. Cesitli uygulamalarinin igsel H,O, seviyesine etkisi. Kolonlar {izerindeki barlar
standart sapmay1 gostermektedir (n=3). Ayn1 harfle gosterilen siitunlar arasindaki
fark %5 (P<0.05) seviyesinde onemsizdir. KA: Kuru agirlik.

3.3.2. NADPH Oksidaz Enzim Aktivitesi

Hiicrede H,0O;’in iiretilmesinden sorumlu kaynaklardan birisi olan NADPH oksidaz
Olgiimleri Sekil 9’de verildi. Bu verilere gore disaridan uygulanan H,O, bilesiginin,
kuraklik stresi altinda NADPH oksidaz aktivetisini, H,O, ve DFMA+DFMA+H;0;
gruplarinda kontrole gore onemli olglide arttirdig1 belirlendi. Diger taraftan ¢calismadaki en
diisik NADPH oksidaz aktivitesi, sz konusu bu enzimi inhibe etme 6zelligiyle bilinen
DPI grubunda ve poliamin inhibitorlerinin tek basina uygulandigt DFMA+DFMO
gruplarinda oldugu gozlenmistir. Yine analiz verilerine gére DPI ve DFMA+DFMO
gruplarindaki NADPH oksidaz aktiviteleri istatistiksel agidan farkli ¢ikmamustir.
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Sekil 9. Cesitli uygulamalarmin NAPH oksidaz aktivitesi {izerine etkileri. Kolonlar
tizerindeki barlar standart sapmay1 gostermektedir (n=3). Ayni harfle gosterilen
stitunlar arasindaki fark %5 (P<0.05) seviyesinde 6nemsizdir.

3.3.3. NADPH Oksidaz (VOX) Geni ifade Seviyesi

Calismanin bu kisiminda igsel H,O, miktarin arttirllmasina enzimatik olarak
katkist olan NADPH oksidaz (NOX) genine ait ifade diizeyleri belirlendi (Sekil 10).
Calismada en yiiksek ifade seviyesi, H,O, uygulamasinin yapildig1 grupta gézlendi. Ayrica
s0z konusu enzimi bloke eden DPI uygulamasinin, sadece enzim aktivitesini degil enzimi
kodlayan gen bolgesinin de ifade diizeylerini diigiirdiigii tespit edildi. Ayn1 zamanda
poliamin sentez inhibitorlerinin (DFMA+DFMO) uygulandigi grupta ifade diizeyi DPI
grubuyla istatistiksel olarak ayni oldugu saptandi. Buna karsin poliamin sentez
inhibitorlerinin, H,O; ile birlikte uygulandigi durumda (DFMA+DFMO+H,0,) NOX geni

ifade seviyesinin arttig1 ve H,O, uygulamasiyla ayn1 diizeyde oldugu belirlendi.



37

NOX Geni Nispi ifade Seviyesi

Sekil 10. Cesitli uygulamalarin NADPH Oksidaz (NOX) geni ifade seviyesine etkileri.
Kolonlar tizerindeki barlar standart sapmayi1 gostermektedir (n=3). Ayni harfle
gosterilen siitunlar arasindaki fark %5 (P<0.05) seviyesinde dnemsizdir.

3.3.4. Katalaz Enzim Aktivitesi

Deney gruplarinda katalaz aktivitesi olgiildiigiinde, en yiiksek enzim aktivitesinin
H,0, uygulama grubunda oldugu gozlendi (Sekil 11). H,O;’in enzimatik olarak
iiretilmesini inhibibe den DPI grubunda ise s6z konusu enzim aktivitesinin kontrol grubuna
gore daha diisiik oldugu saptandi. Katalaz aktivitesinin en diisiik olarak gozlendigi grubun,
poliamin inhibitorlerinin H,O, ile birlikte uygulandigt DFMA+DFMO-+H,0, uygulamasi
oldugu tespit edildi. Deney gruplarinin tiimiine bakildiginda ise, HO, grubu hari¢ diger

uygulamalarin tamaminin katalaz aktivitesini kontrol grubuna gore diistirdiigii belirlendi.
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Sekil 11. Cesitli uygulamarin katalaz enzim aktivitesine etkileri. Kolonlar iizerindeki barlar
standart sapmay1 gostermektedir (n=3). Ayni harfle gosterilen siitunlar arasindaki
fark %5 (P<0.05) seviyesinde dnemsizdir.

3.3.5. Peroksidaz Enzim Aktivitesi

Calismanin bu asamasinda deney gruplarinda peroksidaz aktivitesi Ol¢iildii (Sekil
12). Gruplar arasinda en yiiksek atvitenin H,O, uygulamasinda oldugu belirlendi. Ayrica,
kontrol grubunun H,O; uygulamasi hari¢ diger uygulama grublarindan daha fazla oldugu
belirlendi. Kontrol ve H,O, uygulamalarindan daha diisiik enzim aktivitesi gosteren DPI,
DFMA+DFMO ve DFMA+DFMO+H,0,; gruplar1 arasinda istatistiksel agidan herhangi bir

fark gozlenmedi.
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Sekil 12. Cesitli uygulamalarin peroksidaz aktivitesi iizerine etkileri. Kolonlar tizerindeki
barlar standart sapmay1 gostermektedir (n=3). Ayn1 harfle gosterilen siitunlar
arasindaki fark %5 (P<0.05) seviyesinde 6nemsizdir.

3.3.6. Siiperoksit Dismutaz Enzim Aktivitesi

Deney gruplarinda siiperoksit dismutaz enzim aktivitesi Olgiildiigiinde, en diisiik
aktivitenin DPI uygulamasinda oldugu belirlendi. H,O, uygulama grubundaki s6z konusu
enzim aktivitesinin DPI grubundan yiiksek olmakla birlikte kontrol grubundan daha diisiik
oldugu tespit edildi. Son olarak kontrol grubu, DFMA+DFMO ve DFMA+DFMO-+H,0,
uygulamarinda s6z konusu enzim aktivitesi yoniinden istatistiksel bir fark gdézlenmedi

(Sekil 13).
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Sekil 13. Cesitli uygulamalarin siiperoksit dismutaz enzim aktivitesi lizerine etkileri.
Kolonlar {izerindeki barlar standart sapmayi gostermektedir (n=3). Ayni harfle
gosterilen siitunlar arasindaki fark %5 (P<0.05) seviyesinde dnemsizdir.

3.4. Cesitli Uygulamalarin Prolin icerigi ve Prolin Metabolizmasinda Gorevli
Olan Gen ifadeleri Uzerine Etkileri

3.4.1. Prolin icerigi

PEG tesvikli kuraklik stresinde deney uygulamalarinin prolin seviyesine olan etkileri
Sekil 14°de sunuldu. Buna gére H,O, uygulamasinin, diger deney gruplarinin tamamindan
daha yiiksek bir prolin artisina neden oldugu tespit edildi. Calismanin en diisiik prolin
seviyesi DPI grubunda gozlendi. Poliamin sentez inhibitorlerinin tek basina uygulandiklar
DFMA+DFMO grubunun, H,O, uygulama grubundan sonraki en yiiksek prolin icerigine
sahip oldugu kaydedildi. H,O, uygulamasinin DFMA+DFMO uygulamas1 ile birlikte
gergeklestirildigi durumda ise kontrol grubuna gore anlamli bir fark olusturamadigi tespit

edildi.
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Sekil 14. Cesitli uygulamalarin prolin igerigine etkileri. Kolonlar iizerindeki barlar standart
sapmay1 gostermektedir (n=3). Ayni1 harfle gosterilen siitunlar arasindaki fark %5
(P<0.05) seviyesinde dnemsizdir. KA: Kuru agirlik.

3.4.2. Pirolin 5- Karboksilat Sentaz (P5CS) Geni ifade Seviyesi

Hiicresel poliamin seviyeleriyle iliskili oldugu tahmin edilen prolinin sentezini
pozitif yonde kontrol eden pirolin karboksilat sentaz enzimini kodlayan gen bolgesi, ifade
diizeyinde analiz edildi (Sekil 15). Analiz verilerine goére H,O, uygulamasinin
gergeklestirildigi grupta P5CS geni ifadesinin diger gruplara gore yiksek ciktigi tespit
edildi. Buna karsin i¢sel H,O; seviyesinin DPI uygulamasi ile azaltilmasi durumunda soz
konusu gen ifadesinin, H,O, uygulamasina gore diistiigii, kontrol grubuna gore ise yliksek
kaldig1 gozlendi. Buna ek olarak ¢alismanin diger bir uygulama grubu olan

DFMA+DFMO+H,0, grubunda en diisiik P5CS ifade seviyesi saptandi.
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Sekil 15. Cesitli uygulamalarinin prolin karboksilat sentaz (PSCS) geni ifade seviyesi
tizerine etkileri. Kolonlar {izerindeki barlar standart sapmay1 gostermektedir
(n=3). Ayni harfle gosterilen siitunlar arasindaki fark %5 (P<0.05) seviyesinde
Onemsizdir.

3.4.3. Prolin Dehidrogenaz/Oksidaz (PRODH) Geni ifade Seviyesi

Hiicresel prolin seviyesinin enzimatik olarak azaltilmasindan sorumlu olan prolin
dehidrogenaz/oksidaz gen bolgesine ait ifade seviyeleri Sekil 16’te verildi. Kontrol
grubunda prolin dehidrogenaz ifadesinin en fazla oldugu tespit edildi. En diisiik gen ifade
seviyesinin ise poliamin sentez inhibitdrlerinin uygulandigt DFMA+DFMO grubunda
oldugu belirlendi. Kontroldan sonraki en yiiksek gen ifadesi DFMA+DFMO-+H,0,
grubunda saptandi. DPI inhibitoriiniin uygulandigi gruptaki gen ifade seviyesinin kontrol
ve DFMA+DFMO+H,0,; gruplarina gore diisiik; bununla birlikte H,O, ve DFMA+DFMO
gruplarindan yiiksek oldugu kaydedildi.
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Sekil 16. Cesitli uygulamalarin prolin dehidrogenaz/oksidaz geni (PRODH) ifade
seviyesine etkileri. Kolonlar tizerindeki barlar standart sapmay1 gostermektedir
(n=3). Ayn1 harfle gosterilen siitunlar arasindaki fark %5 (P<0.05) seviyesinde
onemsizdir.

3.5. Cesitli Uygulamalarin Absisik Asit (ABA) Icerigi ve Absisik Aldehit
Oksidaz (440X) Geni Ifade Seviyesine Etkileri

3.5.1. Absisik Asit (ABA) icerigi

Strese maruz kalmis bitkilerde 6nemli derecelerde artis gosteren ABA seviyesi,
calisgmamizda kuraklik stresi altinda 6l¢iildii ve sonuglar Sekil 17’te verildi. Buna gore,
H,0, uygulamasinin ABA igerigini istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azalttig1 goriildii.
Bununla birlikte ¢aligmamizda tasarlanan tiim gruplarda ABA seviyesinin kontrol grubuna

gore daha diisiik bir ABA birikimine neden oldugu belirlendi.
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Sekil 17. Cesitli uygulamalarin ABA seviyesi tizerine etkileri. Kolonlar iizerindeki barlar
standart sapmay1 gostermektedir (n=3). Aym harfle gosterilen siitunlar
arasindaki fark %5 (P<0.05) seviyesinde 6nemsizdir. KA: Kuru agirlik

3.5.2. Absisik Aldehit Oksidaz (440X) Geni ifade Seviyesi

Bitkilerde absisik asit sentez basamaklarinda kilit bir role sahip olan absisik aldehit
oksidaz enzimini kodlayan gen bolgesinin ifade diizeyleri analiz edildi ve sonuglar Sekil
18’de grafige doniistiiriildi. Analiz verlerine gore en yiiksek gen ifade seviyesinin kontrol
grubunda oldugu saptandi. Bu durumdan farkli olarak H,O, uygulamasi yapilan grupta
belirlenen ifade seviyesinin kontrol hari¢, diger gruplarindan daha yiiksek ¢iktigi bulundu.
Ayrica kontrol ve H,O, uygulamalarinin yapildigi gruplar hari¢ diger gruplar arasinda

ifade seviyesi yoniinden istatistiksel bir fark saptanmadi.



45

o
=
Ho
(<]
(]
(]

AAOX Geni Nispi Ifade Seviyesi

Sekil 18. Cesitli uygulamalarin Absisik aldehit oksidaz (AAOX) geni ifade seviyesi
iizerine etkileri. Kolonlar iizerindeki barlar standart sapmayi gostermektedir

(n=3). Ayn1 harfle gosterilen siitunlar arasindaki fark %5 (P<0.05) seviyesinde
onemsizdir.

3.6. Cesitli Uygulamalarin Poliamin icerigi ve Poliamin Metabolizmasinda
Gorev Alan Genlere Ait Ifade Seviyeleri Uzerine Etkileri

3.6.1. Poliamin Icerigi

Mevcut ¢calismada deney gruplarinda, en yaygin poliaminler olan putresin, spermidin
ve spermin analizleri gergeklestirildi ve sonuglar Sekil 19°te verildi. Poliamin 6l¢iimlerine
gore en fazla putresin igerigi (tim gruplar igersinde) H,O, uygulamasinda belirlendi.
Putresin seviyesi, en diisiik olarak NADPH oksidaz inhibitorii olan DPI ve poliamin sentez
inhibitorleri olan DFMA+DFMO uygulama gruplarinda tespit edildi. Bununla birlikte
H,0,’in  poliamin  sentez inhibitorleriyle  birlikte  uygulanmasi  durumunda
(DFMA+DFMO+H;0,), putresin seviyesini DPI ve DFMA+DFMO uygulamalarina gore
ylikseltmesine ragmen kontrol grubuna gore diisiik kaldigi gozlendi.

Spermidin igerigi yoniinden incelenen sonuglarda en fazla spermidin miktari, kontrol

ve DFMA+DFMO+H,0, gruplarinda gozlendi. Putresin seviyesinin artmasina sebep olan
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H,0, uygulamasmin ise spermidin igerigini, DPI ve DFMA+DFMO gruplarina gore
arttirdig1 belirlendi.

Analiz verileri spermin igerigi yoniinden incelendiginde en fazla spermin igeriginin
H,0, uygulamasinda oldugu tespit edildi. Ayn1 zamanda en diisiik spermin igerigi ise
DFMA+DFMO grubunda ol¢lidi. DFMA+DFMO+H,0; grubunda &lgiilen spermin
iceriginin kontrol grubundan diisiik oldugu; buna karsin DPI ve DFMA+DFMO
gruplarindan yiiksek olacak sekilde ara bir deger gosterdigi anlasildi. Poliamin
sonuclarinin  geneline bakildiginda disaridan uygulanan H,0O;’in toplam poliamin

seviyesinde istatistiksel agidan anlamli bir artisa sebep oldugu belirlendi.
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Sekil 19. Cesitli uygulamalarin poliamin seviyeleri iizerine etkileri. Kolonlar tizerindeki
barlar standart sapmay1 gostermektedir (n=3). Ayn1 harfle gosterilen siitunlar
arasindaki fark %5 (P<0.05) seviyesinde 6nemsizdir. KA: Kuru agirlik.
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3.6.2. Arjinin Dekarboksilaz (4DC)

Bitkilerde poliamin sentezinden sorumlu anahtar genlerden birisi olan arjinin
dekarboksilaz genine ait nispi ifade seviye bulgular1 Sekil 20°te verildi. Analiz sonuglarina
gore disaridan H,O, uygulanmasi s6z konusu enzimin ifade seviyesini diger gruplarin
tamamina gore arttirdi. Igsel H,O, seviyesinin azalmasina neden olan DPI uygulamas: ise;
H,0, uygulamasi harig¢ en yiiksek ifade seviyesini gosterdi. ADC genine ait en diisiik ifade
seviyesinin, poliamin sentez inhibitorlerinin uygulandigt DFMA+DFMO grubunda
gergeklestigi tespit edildi. Poliamin sentez inhibitorleri ve H,O, birlikte uygulandiginda
(DFMA+DFMO+H;0,), ol¢iilen ifade seviyesinin sadece inhibitor uygulanan
(DFMA-+DFMO) ve ayn1 zamanda da kontrol gruplarindan daha fazla oldugu belirlendi.

25 -

Iz
2z
5 b
2 T
.g 1,5 1
.é ‘ :T:
Z 1 T
=
[}
o
2
o .
0
V
&“'0
oé

Sekil 20. Arjinin dekarboksilaz (ADC) genine ait nisbi ifade seviyelerinin deney gruplarina
gore belirlenmesi. Kolonlar iizerindeki barlar standart sapmay1 gostermektedir

(n=3). Ayn1 harfle gosterilen siitunlar arasindaki fark %35 (P<0.05) seviyesinde
onemsizdir.
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3.6.3. Agmatin Deaminaz/iminohidrolaz (4IH)

Poliamin sentezinde ADC yolunda gorev alan ve putresin seviyesinin artmasindan
sorumlu enzimlerden birisi olan agmatin deaminaz/iminohidrolaz’1 (4/H) kodlayan gene
ait nispi ifade seviyesi, uygulama gruplaria gore Sekil 21°te sunuldu. Analiz sonuglarina
gore en yiiksek ifade seviyesinin H,O, uygulamasi grubunda oldugu belirlendi. DPI
uygulamasinda ise, bahsi gecen genin ifade seviyesi ikinci en yiiksek seviyeyi gosterdi.
Calismanin bu safhasinda A/H genine ait en diisilk ifade seviyesi, poliamin sentez
inhibitorlerinin uygulandig1 grupta (DFMA+DFMO) oldugu gézlendi. inhibitdrlere H,O,
eklenmesiyle elde edilen DFMA+DFMO+H,0; grubunda ise yanlizca inhibitdr uygulanan

gruba ve kontrol grubuna gore daha yiiksek bir ifade diizeyinin oldugu saptandi.
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Sekil 21. Cesitli uygulamalarin agmatin deaminaz/iminohidrolaz (AIH) genine ait ifade
seviyeleri iizerine etkileri. Kolonlar {iizerindeki barlar standart sapmay1
gostermektedir (n=3). Ayni harfle gosterilen siitunlar arasindaki fark %5

(P<0.05) seviyesinde onemsizdir.
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3.6.4. S-Adenozilmetiyonin Dekarboksilaz (SAMDC)

Mevcut ¢alismanin bu asamasinda, poliamin biyosentezinde ikincil poliaminlerin
(spermidin ve spermin) sentezlenebilmesi i¢in gerekli olan amin gruplarimin kaynagini
olusturan S-adenozilmetiyonin dekarboksilaz geninin ifade seviyeleri incelendi. Analiz
bulgularina gore s6z konusu enzime ait ifade seviyelerinin anlamli bir sekilde arttig1 tek
grup H,O; uygulamasi oldugu tespit edildi (Sekil 22). Diger taraftan, kontrol dahil diger

gruplar arasinda istatistiksel agidan bir fark olmadig: tespit edildi.
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Sekil 22. Cesitli uygulamalarin S-adenozil metiyonin dekarboksilaz geni (SAMDC) ifade
seviyesi lzerine etkileri. Kolonlar Ttzerindeki barlar standart sapmay1
gostermektedir (n=3). Ayni harfle gosterilen siitunlar arasindaki fark %5
(P<0.05) seviyesinde onemsizdir.

3.6.5. Spermidin Sentaz (SPDS)

Bitki poliamin havuzunda, putresinden sentezlenen ilk poliamin olan spermidine ait
ifade diizeyleri 6lgiildii (Sekil 23). Ol¢iim sonuglarina gére distan uygulanan tiim bilesikler

gen ifadesinin azalmasina neden oldu. Bununla birlikte H,O, uygulamasinin bahse konu
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olan gen ifadesini, kontrol gurubu hari¢ diger gruplara gore daha fazla yiikselttigi
belirlendi. Ayn1 sonuglara gore DPI ve DFMA+DFMO-+H,0, uygulamalar1t SPDS geni
ifadesiyle istatistiksel olarak ayni etkiyi gosterdi. Son olarak en diisiik gen ifade diizeyinin,

sadece poliamin inhibitdrleri uygulanan grupta (DFMA+DFMO) oldugu tespit edildi.
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Sekil 23. Cesitli uygulamalarin spermidin sentaz genine (SPDS) geni ifade seviyesi iizerine
etkileri. Kolonlar tizerindeki barlar standart sapmay1 gostermektedir (n=3). Ayni1
harfle gosterilen siitunlar arasindaki fark %35 (P<0.05) seviyesinde 6nemsizdir.

3.6.6. Diamin Oksidaz/Cu Amin Oksidaz (DAO/CuAQ)

Poliamin metabolizmasimnin yikim basamaklarindan birisi olan ve diamin
poliaminlerin (putresin ve kadaverin gibi) degredasyonundan sorumlu olan diamin
oksidaz/Cu amin oksidaz (DAO ya da CuAO) geninin ifade seviyesi mevcut ¢alismada
analiz edildi (Sekil 24). Analiz sonuclarina gore en yliksek DAO aktivitesi i¢sel H,O,
seviyelerini azaltan DPI uygulamasinda goriildii. Buna karsin digsaridan gerceklestirilen
H,0; uygulamasinin DAO geni ifade seviyesini, kontrol ve DPI grubuna gore daha diistik

bir diizeye indirdigi belirlendi. Yine bu sonuclara gore en diisiik gen ifade seviyesinin
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poliamin  sentez inhibitérleri  gruplarinda (hem DFMA+DFMO hem de
DFMA+DFMO+H,0,) oldugu gézlemlendi.
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Sekil 24. Cesitli uygulamalarin diamin oksidaz/Cu Amin oksidaz (DAO/CuAO) geni ifade
seviyesi iizerine etkileri. Kolonlar 1izerindeki barlar standart sapmay1
gostermektedir (n=3). Ayni harfle gosterilen siitunlar arasindaki fark %5 (P<0.05)
seviyesinde onemsizdir.

3.6.7. Poliamin Oksidaz (PA0)

Poliamin oksidaz enzimi, poliamin metabolizmasinda yikim yolunun son
basamaginda yer alir ve hem triamin (spermidin) hem de tetraamin (spermin) poliaminlerin
parg¢alanmasini kontrol eder. Calismanin bu safhasinda bu yikim enzimini kodlayan genin
ifade seviyesi olgildii (Sekil 25). Buna gore en yiiksek ifade seviyesi, DPI inhibitorii
uygulanarak i¢sel H,O, miktar1 azaltilan DPI grubunda tespit edildi. Kontrol ve poliamin
sentez inhibitorlerinin uygulandigt DFMA+DFMO gruplarinda 6lgililen ifade seviyeleri
arasinda istatistiksel olarak fark bulunamadi. Buna karsin H,O, uygulanan grupta Slgiilen
ifade seviyesinin DPI, kontrol ve DFMA+DFMO gruplarina goére daha diisiik oldugu

belirlendi. Poliamin sentez inhibitorlerinin H,O,’le birlikte uygulandigi grupta olgiilen
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PAO ifade seviyesinin, ¢alismanin bu safhasinda 6l¢iilen en diisiik ifade seviyesi oldugu

belirlendi.

PAO Geni Nispi ifade Seviyesi

Sekil 25. Cesitli uygulamalarin poliamin oksidaz (PAO) geni ifade seviyesi iizerine
etkileri. Kolonlar iizerindeki barlar standart sapmayi1 gostermektedir (n=3).
Ayni harfle gosterilen siitunlar arasindaki fark %5 (P<0.05) seviyesinde
onemsizdir.



4. TARTISMA

Bu calismanin amaci, H,O, molekiiliiniin kuraklik stresi esnasinda poliamin
metabolizmas1 lizerindeki sinyalizasyon etkisini ve bu sinyalizasyon mekanizmasi
gergeklesirken, siirece bagska metabolik yollarin da (ABA ve prolin) dahil olup olmadigim
arastirmaktir. Kuraklik stresi etkisini olusturmak i¢in polietilen glikol (PEG) kullanilmustir.
Ayrica H;O, molekiiliiniin kuraklik stresi siiresince poliamin metabolizmasi {izerine
etkilerini arastirmak icin disaridan H,O, uygulamasi yapilmustir. Igsel H,O, eksikliginde
poliamin birikimini ve poliamin metabolizmasinda gérev alan hem sentez hem de yikim
enzimlerini kodlayan genlerin ifadelerini incelemek icin disaridan DPI inhibitorii
uygulanmigstir. DPI uygulamasinin, i¢sel H,O, seviyesini NADPH oksidaz enzimini bloke
ederek azalttigi bir¢ok c¢alismada rapor edilmistir (Jiang ve Zhang, 2002a, 2002b).
Calismamizda, H,O, nin poliamin yolagindaki hangi yollart etkiledigini belirlemek i¢in
arjinin dekarboksilaz (ADC) ve ornitin dekarboksilaz (ODC) enzimlerini bloke eden
poliamin biyosentez inhibitdrleri [diflorometil arjinin (DFMA) ve diflorometil ornitin
(DFMO)] kullanilmistir. Ayrica, hem H,O, varliginda hem de poliamin biyosentez
inhibitorleri varliginda poliamin birikimini ve gen ifade diizeylerindeki degisimleri
incelemek amaciyla, poliamin sentez inhibitérleri ve H,O, birlikte (DFMA+DFMO+H,05)
uygulanmistir. Deney gruplarinda bazi stres parametrelerinin dlgiilmesiyle (su potansiyeli,
MDA miktar1 ve igsel H,O, seviyesi), bitkilerin PEG ortaminda kuraklik stresine maruz
kaldig tespit edilmistir.

Osmotik stres kosullarindaki misir bitkilerinde distan uygulanan H,O, ve diger
uygulamalarin su igerigi lizerine etkilerini belirlemek i¢in su potansiyeli Olglimleri
yapilmistir. Yaprak su potansiyelinin kuraklik stresi i¢in iyi bir indikator oldugu kabul
edilmektedir (Shaw vd., 2002). Benzer sekilde Sharma ve Dubey, (2005) yaptiklar1 bir
caligmada, kuraklik stresi altindaki ¢eltik kiiltivarlarinda yaprak su potansiyelinin -0.5
MPa’dan -2 MPa’a kadar diisebildigini rapor etmislerdir. Yine bugdayda yapilan bir
caligmada kuraklik stresinin yaprak su potansiyelini kontrol bitkilerine gore -0.63 MPa’dan
-2 MPa’a disiirdiigii kaydedilmistir (Siddique vd., 2000). Terzi vd., (2014) tarafindan
gerceklestirilen bir calismada, misir bitkilerinde HO, 6n uygulamasiyla beraber osmotik
stres kosullarinda yaprak su potansiyelinin yiikseldigi ve bitki su durumunun iyilestigi
belirlenmistir. Mevcut ¢alismamizda, H,O, uygulamasi ile su durumunun iyilesmesi ve bu

iyilesmeye paralel olarak, poliamin seviyelerinin de arttifi belirlenmistir. I¢sel H,O,
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seviyesini azaltmak amaciyla, H,O, iireten kaynaklarindan birisi olan NADPH oksidaz’in
aktivitesini inhibe eden DPI’in ve poliamin sentez inhibitorlerinin kullanimi sonrasi yaprak
su potansiyelinde diisme meydana gelmesi ve yine bu duruma paralel olarak poliamin
seviyelerinde goriilen azalig, H,O, uygulamasinin poliamin metabolizmasini diizenleyerek
su potansiyeli iizerine etkili olabilecegi kanisini olusturmustur.

Mevcut ¢alismada, H,O, ve diger uygulamalarin kuraklik stresine olan etkilerini
belirlemek i¢in lipid peroksidasyonu Ol¢iimii gerceklestirilmistir. Oksidatif stres indikatorii
olarak bilinen ve lipid peroksidasyonunun iiriinii olan MDA igerigi, kuraklik stresi ile
iligkili diger bir stres parametresidir. Hidrojen peroksitin yiiksek konsantrasyonlarda lipid
peroksidasyonuna ve dolayisiyla hiicre membranlarinda hasara yol actig1 bilinmektedir
(Munne-Bosch vd., 2001). Bununla beraber, ¢alismamizda distan uygulanan diisiik
konsantrasyondaki (10 mM) H,0O,’in kuraklik stresi kosullarinda lipid peroksidasyonunu
tyilestirdigi  belirlenmistir. Ek olarak calismamizda gergeklestirdigimiz  H,O,
uygulamasinin katalaz ve peroksidaz aktivitesini arttirdigi da gozlenmistir. Katalaz
enziminin hiicrede fazlaca bulunan H,0O,’i su ve oksijene indirgeyerek temizledigi
bilinmektedir (Bergmeyer ve Grabl, 1983; Chaudiere ve Ferrari-Iliou, 1999). Ayrica s6z
konusu bu enzimin H,O,’in membranlarda olusturacagi olasi hasarin (lipid peroksidasyonu
gibi) engellenmesinde de rol aldig1 rapor edilmistir (Chaudiere ve Ferrari-Ilioui, 1999).
Benzer olarak peroksidazlar da stres altinda H,O,’in temizlenmesinden ve hiicre zar
biitiinliiglinlin korunmasindan sorumlu oldugu da bildirilmistir (Gaspar vd., 1991; Zhang
vd., 1995; Parida ve Das, 2005). Bu literatiir bilgileri ve MDA verilerimiz birlikte
distintildiiglinde, H>O, uygulamasiin katalaz ve peroksidaz aktivitelerini arttirarak hiicre
zar1 bitiinliglni korudugunu ve bdylece MDA seviyesini diislirdiigiinii sOyleyebiliriz.
Mevcut calisma bulgularini destekler sekilde, kuraklik kosularindaki bugday fidelerinde ve
osmotik stres kosullarindaki salatalik ve misir fidelerinde benzer bulgular elde edilmistir
(He vd., 2009; Liu vd., 2010; Terzi vd., 2014). Calismamizda NADPH oksidaz enzimi
aktivitesini bloke ederek ig¢sel H,O, seviyesini diistiren DPI uygulamasi yapilmistir. Bu
uygulama sonucunda i¢sel H,O, seviyesi, NADPH oksidaz aktivitesi ve NADPH oksidaz
geni ifade seviyesi (NOX) diger gruplara gore ciddi bir sekilde azalmistir. Arastirmamizda
s0z konusu H,O, seviyesinin diigmesi sonucu MDA seviyesinde diisiis beklememize
ragmen, MDA miktarinin ytikseldigi bulunmustur. Bu durum; DPI uygulamasi ile azalan
katalaz ve peroksidaz aktivitesiyle agiklanabilir. Ayni zamanda bu agiklama, poliamin

sentez inhibitdrlerinin uygulandigi (DFMA+DFMO) grupdaki MDA seviyesini aciklamaya
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da yardimc olabilir. S6z konusu bu grupta, MDA igerigi diger gruplardan daha yiiksek
cikmistir. DFMA+DFMO grubunda katalaz ve peroksidaz enzim aktivitelerindeki azalis ve
aynt zamanda 6nemli bir H,O, liretim kaynagi olarak bilinen SOD (Fridovich, 1986;
Elstner, 1987) aktivitesindeki artis, H>O,’in yiiksek bir seviyede olmasina ve de sonug
olarak MDA seviyesinin artmasina etki yapmis olabilir. Dahas1 ¢aligmamizdaki, H,O,
uygulamasinin yapildig1r grupta poliamin seviyelerinde de belirgin artislar gozlenmistir.
H,0; uygulamasiyla lipid peroksidasyonunda goriilen azalma ve ayni uygulamanin
uyardig1r poliamin birikimindeki artisin bir sonucu olarak su durumunun iyilesmesi,
poliaminler ve H,0O, arasinda Onemli bir baglanti olabilecegi diislincesini
kuvvetlendirmektedir.

Mevcut ¢alismada, kuraklik stresi kosullarinda DFMA+DFMO uygulamasi sonucu
poliamin seviyeleri baskilandiginda, su potansiyelinin diistiigli ve buna paralel olarak lipid
peroksidasyonunun arttig1 goriilmiistiir. Calismamiza benzer olarak, Nayyar vd., (2005),
kuraklik stresine maruz birakilmis nohut ve soya fasulyesi bitkilerine DFMA ve DFMO
inhibitorleri uygulandiginda membran hasariin arttigini, kok su iceriklerinin azaldigini ve
biliyiimenin inhibe oldugunu tespit etmislerdir. Buna gére H,O,’le iligkili poliamin seviyesi
artiglarimin kuraklik stresine karsi verilen koruyucu yanitlarda onemli bir rol oynadig:
sOylenebilir.

Igsel poliamin seviyesinin kuraklik stresi sonucuda énemli derecede artis gdstermesi
bircok c¢alismada rapor edilmistir (Erdei vd., 1996; Galston vd., 1997; Groppa ve
Benavides, 2008). Mevcut calismada ise kuraklik stresi kosullarinda distan H,O,
uygulamasi ile putresin ve spermin gibi yaygin poliamin igeriklerinin kontrol grubuna
(sadece kuraklik) gore arttig1 belirlenmistir. Abass ve Mohamed, (2011) ger¢eklestirdigi
bir ¢alismada fasiilye tohumlarma yapilan H,O, uygulamasinin kuraklik kosullarinda
poliamin igerigini uyardigini ileri siirmiislerdir. Benzer olarak Terzi vd., (2014) misir
fidelerine H,O, 6n uygulamasi yaptiktan sonra fideleri osmotik strese maruz birakmis ve
sonug olarak putresin, spermin ve spermidin iceriklerinde anlaml artiglar tespit etmislerdir.
Poliaminlerin antioksidan veya ROS temizleyicisi olarak rol oynadigi, protein ve hiicresel
yapilarin kararliligina katkida bulunduklar1 ve bdylece bitkilerin stress dayanikliligini
arttirdiklar1 bilinmektedir (Bartels ve Sunkar, 2005). Nitekim c¢alismamizda, H,O;
uygulamalarinin sonucu olarak artan poliamin igeriginin ve antioksidan enzim
aktivitelerinin (katalaz ve peroksidaz) membran biitiinliigiiniin korunmasina yardimci

oldugu ifade edilebilir. Ayrica ¢calismamizda H>O, uygulamasinin katalaz ve peroksidaz
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aktivitesini arttirmasi bu fikrimizi giiclendirmektedir. Ayrica, buradaki ilgi ¢ekici durum,
poliamin igeriginin H,O, uygulamasi sonrasinda artmasidir. DFMA+DFMO inhibitorleri
uygulamasi ile poliamin diizeylerinin azalmasi ve sonrasinda meydana gelen MDA
igeriklerindeki artis, H,O, nin poliamin metabolizmasi iizerindeki pozitif rolii olduguna
dair fikrimizi desteklemektedir. Ayrica DPI ve poliamin sentez inhibidrleri
(DFMA+DFMO) uygulamalarinin poliamin seviyesi tizerindeki etkisinin benzer olmasi
yani her iki uygulama grubunda da poliamin seviyesinin diismesi, H,O, nin poliamin
sentez yolundaki tesvik edici etkisi, fikrimizi destekler niteliktedir.

Yukarida i¢sel poliamin diizeylerindeki H,O, tesvikli artiglarin hangi metabolik
yollarla saglandigin1 belirlemek amaciyla ¢alismamizda, poliamin biyosentezinde gorevli
olan arjinin dekarboksilaz (4DC), agmatin iminohidrolaz (4/H), S-adenozilmetiyonin
dekarboksilaz (SAMDC), spermidin sentaz (SPDS) ve poliamin yikimindan sorumlu
diamin oksidaz (DAO/CuAO) ve poliamin oksidaz (PAO) enzimlerini kodlayan genlerin
ifade seviyeleri, kuraklik stresi kosullarinda H»,O,, H,O, sentez inhibitorii (DPI) ve
poliamin sentez inhibitdrleri (DFMA+DFMO) varliginda incelenmistir. Putresin sentezinin
ilk basamaginda yer alan ADC geninin ifade seviyesinin H,O, uygulamasiyla diger
gruplara kiyasla arttig1 belirlenmistir. Bitkilerde triamin ve tetraaminlerin poliaminlerin
kaynagi durumunda olan putresin havuzu, biiylik oranda ADC geninin kontrolii altindadir
ve kuraklik stresinde artis gostermektedir (Urano vd., 2004; Alcazar vd., 2010a). Bu
nedenle disaridan H,O, uygulanan deney grubunda putresin seviyesinin artmasi, ADC
genine ait ifade seviyesinin artmasiyla ilgili olabilir. Nitekim Urano vd. (2004) yaptiklar
bir calismada; kuraklik kosullar1 altindaki Arabidopsis bitkilerinde artan putresin
seviyesinin ADC transkriptlerinin uyarilmasiya pozitif korelasyon gosterdigini rapor
etmislerdir. Calismamizda da tespit ettigimiz ADC ve putresin arasindaki bu pozitif iliski
Urano vd., (2004)’un vardiklar1 sonuca benzerlik gostermektedir. Ayrica Abass ve
Mohamed, (2011) ve Terzi vd., (2014), gerceklestirdikleri ¢alismalarda, kuraklik stresi
kosullarinda H,O, uygulamasinin poliamin igerigini arttirdiginit HPLC analizleri ile tespit
etmislerdir. Mevcut ¢alismadaki HPLC analizleri, bahsi gecen arastirmacilarin ¢alisma
bulgularin1 desteklemektedir. Ayrica gergeklestirdigimiz RT PCR analizleri de, H,O,’nin
poliamin birikimini tesvik ettigi diistincemizi kuvvetlendirmektedir. Soyle ki putresin
sentezinde gorev alan bir diger enzim olan A/H (agmaitn deaminaz/iminohidrolaz)’in gen
transkript seviyesi H,O, uygulamasi ile kontrole gore artmistir. Kuraklik stresi

kosullarinda AIH geninin ifade seviyesinin arttig1 daha 6nceleri rapor edilmistir. Ornegin
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Alcazar vd., (2006b), kuraklik stresine maruz birakilan Arabidopsis bitkilerinde AIH
transkriptlerinin arttigini tespit etmislerdir. Calismamizdan elde ettigimiz verilere gore,
H,0; uygulamasiyla meydana gelen putresin seviyesindeki artisin bir diger nedeni de A/H
geninin pozitif yonde diizenlenmesidir. Ayn1 zamanda i¢gsel H,O, miktarini1 diisiiren DPI
uygulamasiyla azalan A/H geni traskript diizeyi, bahse konu olan gene ait ifade seviyesinin
H,0, tarafindan tesvik edilerek, putresin seviyesinin arttirilabilece§ini gostermektedir.
Alcazar vd., (2011) ve Do vd., (2014), kuraklik stresi kosullarinda sirasiyla Arabidopsis ve
celtik bitkilerinde SPDS transkript seviyelerinde artis belirlemislerdir. Calismamizda H,O,
uygulanan gruplarda spermidin miktarinin, kontrol grubuna gore azaldigi belirlenmistir. Bu
azalis PAO aktivitesi ile spermidinin putresin havuzuna geri kazandirilmasiyla ya da
spermidin sentaz (SPDS) genine ait transkriptlerin azalmasindan kaynaklabilir. Ciinkii
SPDS geninin, kontrol grubunda H,O, grubuna gore daha fazla ifade edildigi calismamizda
tespit edilmistir. Buna karsin SPDS geni ifadesi DFMA+DFMO+H,0, grubunda H,O,
grubundan daha az olarak belirlenmistir. Ayrica PAO ifade seviyesinin H,O, grubunda
diisiik, PEG grubunda ise fazla ¢ikmasi spermidin seviyesindeki dalgalanmay1 agiklamaya
yardimci olabilir. Nitekim c¢aligmamizda PEG kosullarinda putresin seviyesinde onemli
derecede artislar belirlenmistir. Sonug olarak kontrol grubuna gore, ¢alismamizdaki H,O,
uygulamasiyla meydana gelen igsel spermidin seviyesindeki azalis, SPDS geni ifade
seviyesindeki azalma ile uyum i¢indedir. Calismamizda spermidin ve spermin sentezinde
rol oynayan SAMDC geninin ifade diizeyi belirlenmistir. SAMDC geni, spermidin ve
spermin sentezinde dekarboksile S-adenozil metiyonin (dcSAM) saglayicist olarak kritik
bir rol iistlenen ayni isimli enzimi kodlar. Bu enzimin bitkilerdeki ortalama yasam siiresi
yaklasik 5-60 dakika arasindadir ve hem spermidin hem de spermin sentezi i¢in sinirlayici
bir enzimdir (Kuznetsov ve Shevyakova 2007). Cilinkii SAMDC’1n iirettigi dcSAM
saglanamazsa spermidin ve spermin sentez yolu devam edemez. Bu sebeple s6z konusu
enzimi kodlayan gen (SAMDC), poliamin sentezi devam ettigi siirece ifade edilmelidir.
Boylece bu genin ifade seviyesinin oOlgiilmesi spermidin ve spermin seviyelerinin
diizenlenmesinde oldukca 6nemli bilgiler saglar. Kuraklik stresi altinda SAMDC ifade
seviyesinde meydan gelen artislar sinirli sayida da olsa, rapor edilmistir. Ornegin, kuraklik
stresi kosullarinda, Alcazar vd., (2011) Arabidopsis bitkilerinde, Li ve Chen (2000) ise
celtik bitkilerinde SAMDC transkriptlerinin arttigini rapor etmislerdir. Ayrica, spermin
seviyesinin kuraklik stresi altindaki celtik bitkilerinde arttig1 da bildirilmistir (Capell vd.,
2004). Calismamizda kuraklik kosullarinda, H,O, uygulamasi gergeklestirildiginde (H,O»
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grubu) meydana gelen SAMDC transkript seviyesindeki artis diger deney gruplarindan
daha fazla olmustur. Hidrojen peroksit uygulamasiyla artan spermin diizeyi de bunu
gostermektedir. Terzi vd., (2014), hidrojen peroksit 6n uygulamasi yaptiklar1 misir
fidelerini osmotik strese maruz biraktiklarinda spermin biriktirdigini rapor etmislerdir.
Kurepa vd., (1998), Arabidopsis bitkisinde parakuat toksisitesi ve poliamin seviyeleri
arasindaki iligkiyi arastirmislardir. Parakuat herbisid olarak kullanilan ve hiicrede H,O;
seviyesinin artmasina neden olan bir bilesiktir (Demiralay vd., 2013). Kurepa vd., (1998),
caligmalarinda parakuat uygulamasinin putresin seviyesini énemli derecede arttirdigini
buna karsin spermidin ve spermin seviyesi lizerine etkili olmadigim1 bildirmislerdir.
Calismamizdan elde edilen verilerde bu durumu destekler niteliktedirler. Ciinkii digaridan
diisiik bir konsantrasyonda uygulanan H,O,, poliamin artisin1 (putresin ve spermin) énemli
derecelerde etkilemistir. Spermin sentezinin, SAMDC enzimi etkinligi tarafindan
sinirlandirildigr  bilinmektedir (Kuznetsov ve Shevyakova, 2007). Sonu¢ olarak,
caligmamizda H,0O;’in poliamin metabolizmas1 iizerindeki tesvik edici etkisi, fikrimizi
desteklemektedir. Dahas1t SAMDC gibi kritik bir enzimi kodlayan genin H»>O, varliginda
ifade diizeyinde artis goOstermesi, calisma konumuzu olusturan H,O;-poliamin
sinyalizasyonu fikrini gli¢glendirmektedir.

Poliaminlerin yikiminda gorevli olan genlerin, DAO (CuAO) ve PAO enzimlerini
kodladig1 bir¢ok ¢alismada rapor edilmistir (Cohen, 1998; Angelini vd., 2010; Fincato vd.,
2012). Calismamizda DAO geninin ifade seviyesinde incelenmesi sonucunda, kuraklik
kosullarinda H,O, uygulamasiyla gen ifadesinin diger gruplara goére Oonemli seviyede
azaldig1 tespit edilmistir. Bu durum, H,O, uygulamasinda putresin seviyesinin diger
gruplara gore yliksek olmasini agiklamaya yardimci olabilir. Ciinkii ¢alismamizda putresin
seviyesi en fazla olarak H,O, uygulamasinda belirlenmistir. i¢sel H,O, seviyesini azaltan
DPI uygulamasi ise, DAO transkript seviyesinin en fazla tespit edildigi grup olmustur. Bu
durumu putresin seviyelerini inceleyerek teyit etmek miimkiindiir. DAO ifade seviyesinin
H,0; varliginda azalmasi, buna karsin DPI varliginda artmasi; kuraklik stresi siiresince
H,0O, ile poliamin seviyesi arasinda pozitif bir sinyal iliskisi olabilecegi fikrini
desteklemektedir. Bununla beraber, herhangi bir harici uygulama yapilmayan PEG
(kontrol) grubundaki DAOQO ifade seviyesi, DPI grubu hari¢ diger uygulama gruplarindan
daha ytiiksektir. DFMA+DFMO inhibitorlerinin uygulandigi gruptaki putresin seviyelerine
bakildiginda ise, DPI uygulanmasi sonucunda olusan DAO kaynakli putresin icerigindeki

azalisin, H,O,’in poliamin metabolizmas1 (hem sentezi hem de yikimi) iizerindeki etkisini
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gostermeye yardimci olabilir. DAO {izerindeki bulgularimizi destekler bir sekilde, Alcazar
vd., (2011) tarafindan Arabidopsis bitkisi lizerine gergeklestirilen bir c¢alismada, DAO
enzim aktivitesinin kurakligin basladig ilk saate ciddi artiglar gosterdigi, sonraki saatlerde
ise ¢cok fazla azaldig1 rapor edilmistir. Calismamizda poliaminlerin (6zellikle spermidin ve
spermin) yikimda rol oyanayan PAQO geninin transkript seviyelerinin incelenmesi
sonucunda hem kontrol hem de DPI gruplarinda PAO transkriptlerinin seviyesi H,O,
grubuna gore artis gostermistir. Bulgularimizi destekler bigimde, bir baska calismada
kurakliga maruz kalmis Arabidopsis bitkilerinde PAO ifade seviyesinin artis gosterdigi
rapor edilmistir (Alcazar vd., 2011). Yine benzer sonuglarin bildirildigi bagka bir
caligmada kuraklik stresine maruz birakilan {iziim bitkilerinde PAO transkriptlerinin
onemli ol¢iide arttig1 ve hem putresin hem de spermidin seviyesinin azaldigi belirlenmistir
(Hatmi vd., 2015). Diger yandan ¢alismamizda ger¢eklestirdigimiz H,O, uygulamasi, PAO
transkriptlerinin azalmasina ve poliamin seviyesinin artmasina sebep olmustur. Bu durum,
H,0; grubunda artig gésteren putresin seviyesiyle kendini gostermistir.

Birgok calismaya gore reaktif oksijen tilirlerinin iiretilmesi poliamin katabolik
siirecleri ile ¢ok siki bir bag igerisindedir. Ciinkii NADPH oksidaza ek olarak amin oksidaz
(DAO ve PAO) aktivitesi sonucunda 6nemli bir ROS c¢esidi olan ve hem bitki savunma
hem de stres yanitlariyla iliskili oldugu kabul edilen H,O, iiretilir (Cona vd., 2006a,
2006b). Tiitiin bitkisi apoplastik poliamin oksidazinin ve Arabidopsis bitkisi AtPAO3
geninin kodladig1 peroksizomal poliamin oksidazinin, H>O; tiretimine katkida bulundugu
bazi ¢alismalarda belgelenmistir (Moschou vd., 2008b; Wu vd., 2010). Yine Arabidopsis
bitkisiyle yapilan bir calismada, poliamin oksidasyonunun poliamin oksidaz tarafindan
farkli sekillerde ve ifade seviyesinde diizenlendigi, boylece ROS seviyelerine oldukca
karmasik bir sekilde etki ettigi bildirilmistir (Fincato vd., 2011). NADPH oksidaz
homologlarinin bitkilerde ROS birikimi i¢in 6nemli oldugunu teyit eden bircok calisma
vardir (Kwak vd., 2003; Sagi vd., 2004; Torres vd., 2005). Bu calismalarin hemen
hepsinde kusurlu NADPH oksidaz geni mutantlar1 kullanilmis ve bu bitkilerde ROS
birikiminin 6zellikle de H,O,’in azaldig1 rapor edilmistir. Calismamizda buldugumuz
veriler de bu sonuglar1 desteklemektedir. Calismamizin kontrol grubu olan ve disaridan
uygulama yapilmayan Kontrol (PEG) grubunda, hem DAO hem de PAO genlerine ait ifade
seviyelerinin H,O, grubuna gore daha yiiksek oldugu belirlenmistir. S6z konusu genlere ait
ifade seviyelerinin yiliksek olmasina paralel olarak, kontrol grubunda H,O, igeriginin de

diger gruplara gore yliksek oldugu tespit edilmistir. Buna karsin disaridan uygulama
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yapilan diger gruplarda DAO ve PAO genlerinin farkli seviyelerde ifade olmasi, disaridan
yapilan uygulamaya gore degisiklik gostermektedir. Gergekten de her iki genin (hem DAO
hem de PAO) ifade seviyeleri kontrol grubunda, DPI uygulamasi hari¢ diger gruplara gore
daha yiiksektir. DPI uygulamasi nedeniyle yiiksek bulunan gen ifadelerine karsin igsel
H,0, miktarinin diisiik olmasi, DPI’un 6nemli H>O, kaynaklarindan birisi olan NADPH
oksidaz enzimini bloke etmesiyle aciklanabilir. Nitekim ¢aligma bulgularina gore
kanaatimiz; H,O, seviyesinin poliamin sentezini tesvik ederken yikimini da azaltmasi
yoniindedir. DPI uygulamasi ise diisiincemizi, azalttigi H,O, seviyesi varliginda poliamin
sentezinin diisiik seviyede kalmasina neden olmasi ve buna karsin poliamin yikimim
arttirmasiyla desteklemektedir. Poliaminler ve NADPH oksidaz arasindaki ¢apraz
baglantinin tiitiin bitkisinde protoplast rejenerasyonunu diizenledigi Papadakis ve
Roubelakis-Angelakis, (2005) tarafindan Onerilmistir. En fazla ¢alisilmig ROS tiirevleri
olan siiperoksitler (O,") ve Hy0,, fizyolojik ve patolojik bir¢ok siirecte kritik rollere
sahiptir (Pitzschke vd., 2006; Dikalov vd., 2011; Suzuki vd., 2013). Andronis vd., (2014)
yakin bir zamanda yayinladiklar1 bir c¢alismada, disaridan uygulanan poliaminlerin
Arabidopsis bitkisinde NADPH oksidaz bagimli oksijen tiiketimini uyardiini tespit
etmislerdir. S6z konusu caligmada asir1 ifade edilen AtPAO3 genini tasiyan mutant
bitkilerde oksijen miktarininin eksik fonksiyonlu A#pao3 mutant bitkilerine gore azaldigi
bulunmustur. Eksik fonksiyonlu mutantlarda, siiperoksit miktar1 yiiksek ¢ikarken H,O,
miktar diisiik ¢ikmistir. Asir1 ifade edilen mutant Arabidopsis bitkilerinde ise durum tam
tersidir. Andronis vd., (2014) bulduklar1 sonuca gore, poliaminler ve H,O, arasinda
oldukca giiclii bir iligskinin var oldugu diisiiniilmektedir ve ayrica bu iliskinin de NADPH
oksidaz ile baglantist vardir. Ciinkii bu enzim siiperoksitlerin H,O,’ye doniistiiriilmesinde
oldukca etkin bir role sahiptir. Ayni aragtirmacilar, bu iddialarin1 DPI yoluyla NADPH
oksidaz enzimini bloke ederek gostermislerdir. Calismamizda da kullanmis oldugumuz
DPI, NADPH oksidaz enzimini bloke ederek H,O, birikimini azaltmis ve bu azalmayla
birlikte poliamin seviyelerinde de oOnemli distisler goriilmiistiir. Dahasi poliamin
yikimindan sorumlu olan DAO ve PAQO ifade seviyleri ylikselmistir. Andronis vd., (2014),
DPI kullandiklarinda H;O, miktarinda azalma gozlemledikleri halde, siiperoksit
radikalinde de onemli bir artis tespit etmislerdir. Kubis vd., (2003) yaptig1 bir ¢alismada,
kurakliga maruz kalmis arpa bitkilerinde DAO aktivitesi yoluyla olusan H,O5’in poliamin
metabolizmasin diizenledigini ileri siirmiislerdir. Poliamin oksidasyonunun H,O, aracilig

ile bir sinyal selalesi baslattigi modeli uzun stiredir kabul goren bir diisiincedir. Ciinkii
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H,0,, poliamin oksidasyonunun direk bir iiriiniidiir (Moschou vd., 2008b). Ozetle literatiir
bilgileri, poliamin metabolizmasinin DAO ve PAO enzimleri ektinliginden kdken alan
H,0, tarafindan diizenlenebilecegini belirtir. Calisma bulgularimiz bu bahsi gecen
caligmalarla ¢eliskili gibi goriinmektedir. Ciinkii ¢alismamizda distan uygulanan H,O,
DAO ve PAO genleri ifade diizeylerinin azalmasina ve buna karsin poliamin sentez
genlerine ait (ADC, AIH, SAMDC) ifade seviyelerinin artmasina neden olmustur. Oyle ise
calisma bulgularimiza gére H,O, poliamin metabolizmasi lizerinde pozitif diizenleme
yetenegine sahiptir denilebilir. Buna karsin ¢alismalarimizda elde ettigimiz veriler sadece
poliamin oksidasyonu kaynakli H,O;’in degil de, disaridan uygulanan ya da NADPH
oksidaz kaynakli H>O,’in de poliamin sinyalizasyonuna etki ettigine isaret etmektedir.
Bununla beraber son zamanlarda yapilmis caligmalardan elde edilen bilgilere gore; bu
sinyalizasyon selalesine “diger ROS iiyeleri de en az poliamin oksidasyonu kokenli H,O,
kadar katki saglar” seklinde bazi Oneriler mevcuttur (Zepeda-Jazo vd., 2011; Velarde-
Buendia vd., 2012). Ayrica, calismamizda poliamin sentezini uyaran bir sinyal molekiili
olarak kabul ettigimiz H,O, uygulamasi, NADPH oksidaz aktivitesini ve gen ifade
seviyelerini de arttirmistir. Bu durum NADPH oksidaz etkinligi sonrasinda iiretilen
H,0,’nin de poliamin birikimine olumlu etki yaptiginin bir gostergesi olabilir.
Calismamizda i¢csel ABA seviyesinin diizenlenmesinde gorev alan 440X geni
ifadesi ve ABA igerigi incelenmistir. Kuraklik stresi altinda igsel ABA seviyesinin ve
ABA sentezlenmesinden sorumlu 440X geni ifade seviyelerinin arttidigi bilinmektedir
(Lu vd., 2013). Ayrica kurakliga toleransli bir iiziim bitkisi ¢cesidinde PAO aktivitesinin
hassas olan ¢eside gore daha fazla arttigi ve ABA sinyalizasyon yolunun; poliaminler,
DAO, PAO aktiviteleriyle birlikte H,O, tiretimini diizenledigini belirtilmistir (Toumi vd.,
2010). Calismamizda H,0O, icerigi, ABA igerigi ve 440X geni ifade seviyesi, en fazla
olarak kontrol grubunda goriilmiistiir. Buna karsin, calismamizda onemli igsel H,O,
kaynaklarindan birisi olarak kabul edilen NADPH oksidaz etkinligi ve geni ifadesinin en
fazla oldugu durum, kontrol grubunda degil de H,O, grubunda tespit edilmistir. Soya
fasiilyesi tohumlar1 ve tohum =zarflarinda sperminin, osmotik stres toleransim
antioksidanlar ve ABA degisiklikleri araciligiyla gerceklestirdigi yatistiric1 etkileri, yakin
zamanda rapor edilmistir (Radhakrishnan ve Lee, 2013). Bu rapora gore, disaridan spermin
uygulamasi lipid peroksidasyonunu azaltarak, toplam polifenol icerigini yiikselterek ve
antioksidan enzimleri (CAT ve SOD gibi) etkinlestirerek PEG tesvikli kuraklik stresi

etkilerini yatistirmistir. Ayni1 zamanda i¢sel ABA seviyesi PEG uygulamasinda tohum
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zarflarinda ytiksek ¢cikmistir. Yine ayni rapora gore; osmotik strese maruz kalmis tohum
zarflarindaki ABA sentezi disaridan spermin uygulamasi ile bloke edilmistir. Bu raporu
destekler sekilde galismamizda da H,O, uygulamasi ile yiikselen poliamin seviyesinin hem
stres etkilerini yatistirdigi hem de ABA seviyesini azalttig1 ortaya ¢ikmistir. Ayn1 zamanda
s0z konusu H»O; uygulama grubuna ABA sentezinde kilit bir rol oynayan 440X geni
ifade seviyeleri de kontrol grubuna gore diisiik c¢cikmistir. Bu durum distan H,O;
uygulamasinin poliamin miktarint arttirmasi ve lipid peroksidasyonunu azaltmasiyla da
aciklanabilir. Nitekim, Caliskan (2014), doktora tezinde disaridan gergeklestirilen poliamin
uygulamalarimin SOD, CAT, APX, GR gibi antioksidan sistem enzimelerini kontrol
grubuna goére daha fazla aktive ettigini gOstermistir. Ayni zamanda lipid
peroksidasyonunda ve bitki su durumda bir 1yilesme de belirtilmistir. Bu sekilde harekete
gecen antioksidan sistemin, -calismamizda da oldugu gibi- stres etkisini yatigtirmasi
sonrasinda, stres sinyali olarak kabul edilen ABA seviyesinin ve 440X geni ifade
seviyelerinin azaldig1 kabul edilebilir. Disaridan uygulanan H»,O, ve yine disaridan
uygulanan poliaminlerin antioksidan sistem {izerine gergeklestirdigi etkilerin benzer
sekilde iyilestirici olmas1 gercekten de ilgi ¢ekici bir durumdur. Yukarida da belirtildigi
gibi, calismamizdaki ABA seviyesindeki azalisi, H,O, nin hem poliamin seviyeleri hem de
antioksidan sistem lizerindeki tesvik edici etkisine baglamak miimkiin olabilir. Nitekim
Radhakrishnan ve Lee (2013), disaridan uygulanan poliaminlerin kuraklik stresi
kosullarinda ABA seviyesini azalttigim1 bildirmislerdir. Bununla beraber calismamizda,
H,0; uygulamasi, stres indikatorii olarak tanimlanan ABA miktarim1 ve 440X ifade
seviyesini kontrol grubuna gore diisiirmiistiir. Buna karsin literatiir bilgilerine gére ABA
artisi, poliamin artisint tesvik eder (Alcazar vd., 2006a; Hussain vd., 2011).
Calismamizdan elde edilen bulgular ile literatiirdeki mevcut bilgiler arasinda bir tezatlik
vardir. Mevcut ¢alismamizda, H,0O, uygulamasi sonucunda ABA miktarinin ve 440X
geni ifade seviyesinin kontrol grubuna gore azalmasi, H>O, uygulamasinin daha 6nce
tespit ettigimiz iyilestirici konsantrasyonda kullanilmasindan kaynaklanmis olabilir. Ayrica
H,0; grubundaki poliamin birikiminin kuraklik stresine karsi toleransi arttirdigi ve buna
bagli olarak da ABA seviyesinin azalmasina neden oldugu diisiiniilebilir.

Diamin oksidaz, putresini ve kadeverini ayrica daha diisiik oranda da spermidin ve
spermini okside eder. Poliamin oksidaz ise diamin oksidazin aksine, sadece spermidin ve
spermine ilgi duyarken putresine karsi tamamen ilgisizdir (Angelini vd., 2010). Diamin

oksidazin putresin iizerindeki katabolik etkisi; prolin, H,O, ve amonyak olusumuyla
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sonuglanir (Cohen, 1998). Aymi zamanda poliamin oksidaz, poliaminlerin terminal
oksidasyonunu gergeklestirir. Oksidasyon sonucunda spermidin ve sperminden; prolin, 1-
(3-aminopropil) prolinum, 1,3-diaminopropan ve H,O, olusur. Hiicre i¢i poliamin
oksidazlar ise poliaminleri birbirlerine doniistiiriirken yine H»O; iiretimi meydana gelir.
Ilgingtir ki, poliamin oksidazlar spermini spermidine ya da spermidini putresine
dontistiiriirken poliamin biyosentez yolunu tersten yiiriitirler (Tavladoraki vd., 2006;
Kamada-Nobusada vd., 2008; Moschou vd., 2008¢c; Toumi vd., 2010; Fincato vd., 2012).
Bu literatiir verilerinden yola ¢ikarak c¢alismamizda igsel prolin miktar1 ve prolin
metabolizmasinin diizenlenmesinde gorev yapan P5CS (prolin 5 karboksilat sentaz) ve
PRODH (prolin dehidrogenaz/oksidaz) genleri ekpresyon seviyesinde incelenmistir.
Sonuglara bakildiginda kontrol (PEG), H,O, ve DPI gruplarinda hem P5CS hem de
PRODH gen ifadeleri, prolin icerigi ile uyum igerisindedir. Disaridan H,O, uygulanan
deney grubunda, P5CS ifadesi artarken PRODH ifadesinin azalmasi, dogal olarak icsel
prolin seviyesinde onemli bir artisla sonuclanmistir. Yukarida belirtilen ¢alismalara gore
DAO ve PAO etkinlikleri sonucunda, poliaminlerden meydana gelen yikim triinlerinden
birisi de prolindir. Bu durum c¢alisma verilerimize gore tezatlik teskil etmektedir. Cilinkii
DAO ve PAO aktiviteleri, H,O, grubunda oldukga diisiik ¢ikmaktadir. Bu durumun prolin
miktarina olumsuz olarak etki etmesi ve seviyesinin azalmasina neden olmasi beklenir.
Bununla birlikte disaridan uygulanan H>O, molekiiliiniin i¢sel prolin seviyesini arttirdigi
daha 6nce rapor edilmistir (Terzi vd., 2014). Calismamizda, prolin seviyesini diizenleyen
metabolizma genlerinin (P5CS ve PRODH) transkripsiyon seviyesinde incelenmesi bu
durumu molekiiler anlamda destelemektedir. Yine sonuclarimizi destekleyen diger
bulgumuz ise, DPI grubunda igsel prolin seviyesi ciddi oranda diisiik ¢ikmasidir. Yine aym
grupta DAO ve PAO genlerine ait ifade seviyeleri en yiliksek seviyede bulunmustur.
Calismamizda, katabolik poliamin enzimleri aktivitesi (DAO ve PAO) sonucunda prolin
seviyesinin diisiik olmasi, agiklanmasi gereken bir durumdur. Ciinki literatiir bilgisi,
poliamin yikimi sonucunda prolin agiga ¢iktigindan bahseder (Gill ve Tuteja, 2010; Gupta
vd., 2013). Buna karsin prolin birikimin esas kaynaginin P5CS aktivitesi oldugu
unutulmamalidir. Dahasi prolinin oksidasyonundan sorumlu olan PRODH aktivitesindeki
azalig da prolin birikimine dolayli olarak olumlu katkilar saglar. Bununla birlikte DPI’in
H,0, sentez inhibitdrii oldugu unutulmamalidir. Ciinkii DPI uygulamasinda her ne kadar
DAO ve PAO ifade seviyeleri artsa da, esas prolin uyaricisi olarak kabul ettigimiz NADPH

oksidaz kaynakli H,O, seviyeleri diisiiktiir ve bu diismenin sonucu olarak prolin sentezi
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diisiik seviyede devam etmistir. Ayrica DPI grubunda PRODH genine ait transkriplerin
H,0; grubundan yiiksek olmasi daha fazla PRODH enziminin bulunmasina ve daha fazla
prolinin oksidasyon sonucunda yikilmasina neden olacagi unutulmamalidir. Ayrica Shi
vd., (2013b) yaptiklar1 bir calismada, disaridan poliamin uyguladiklar1 bermuda ¢imi
bitkilerini kuraklik stresine maruz biraktiklarinda Onemli derecede prolin artisi
gozlemlemislerdir. Sonu¢ olarak “DAO ve PAO etkinlikleri sonucunda H,O, ve prolin
meydana gelse de, baska bir kaynak tarafindan (distan H,O, uygulamasi ve NADPH
oksidaz aktivitesi gibi) tiretilen H,O,, prolin metabolizmasina sentez yoniinden (P5CS
transkriptlerinin artmasina, PRODH transkriptlerinin azalmasimna neden olmasi) daha
onemli katki yapmaktadir” denilebilir. Buna ek olarak, poliamin ve prolin iceriklerinin
distan H,O, uygulamasi ile artmasi ve ayn1 zamanda poliamin ve prolin sentezinde gorev
alan genlerin de ifade diizeylerinde artiglar gostermesi, “disaridan H,O, uygulamasi,
poliamin ve prolin igerigini gen seviyesinde diizenler” fikrini desteklemektedir.
Calismamizdan elde ettigimiz tiim verilerin 151ginda; H>O, uygulamast (10 mM),
poliamin sentez genlerinin ifade seviyelerinin artmasina sebep olmustur. Bir ihtimal bu
tesvik edici etkiyi ABA ile etkilesime gecerek ve NADPH oksidaz geni ve enzimi
aktivitesini tesvik ederek gerceklestirmis olabilir. H,O, nin iyiletirici etkisi A4OX geni
ifade seviyesini ve bu genin kodladig1 enzimin iirlinii olan ABA miktarni diisiirmiistiir.
Literatiir bilgisine gore ABA artisi, poliamin yikimini tesvik etmekte ve bu yikim
sonucunda H,O, meydana gelmektedir (Toumi vd., 2010). Calismamizda uygulanan 10
mM konsantrasyona sahip H,O,, ABA seviyesinin ve poliamin yikim enzimlerini kodlayan
DAO ve PAO gen ifade seviyelerini diisiirmiistiir. Bunun sonucunda ise stres etkilerinin
yatistirlldigi ve bu yatismaya bagli olarak hem 440X geni ifade diizeyi hem de ABA
seviyesi azalmistir. Bu durum H,0O, iliskili poliamin metabolizmasinda prolin
etkilesimlerine ek olarak bir ABA etkilesimininde oldugunu gdosteriyor olabilir.
Tartismanin tiimiine bakildiginda, arastirmacilar H>O,’nin daha ¢ok poliamin yikimiyla
iligkili oldugunu ve poliaminlerin yikimiyla meydana gelen H,O,’in metabolizma tizerinde
stres yatistirict etkiye sahip oldugunu diisiindiirmektedir. Bu ifade dogru olabilir. Fakat
caligma verilerimize gore strese yanit metabolizmasinda ilgi ¢ekici roller sergileyen H,O,
molekiilii, poliamin sentezinde tek basina degil de olduk¢a karmasik ve birgok bilesenin de
icinde oldugu (ABA ve prolin gibi) bir sinyaliazsyon sisteminin bir liyesidir. Calisma

bulgularinin genel bir 6zeti Tablo 7°de sunulmustur.



Tablo 7. Calisma bulgularinin genel bir 6zeti (4: Kontrol grubuna gore artmas,
®: Kontrol grubuyla istatistiksel olarak bir fark yok).

grubuna gore azalmis,
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Deney Gruplan

Kontrol H,0, DPI DFMA+DFMO DFMA+DFMO+H,0,

] Su Pot. -1,19+0,11 -0,96%0,07 A -1,59+0,09¥%  -1,55+0,09 ¥ -1,32+0,08 ®

MDA 62,13+0,47 40,79+0,99 ¥ 69,6810,47 A 72,15£0,73 A 43,2610,58 ¥

H,0, 6,210,1 4,8+0,11¥  4,52+0,14 ¥ 6,7+0,1 A 8,78%0,1 A

NOX Ak. ||0,18+0,0015 0,240,014 0,13+0,0017% 0,11+0,005%¥ 0,17+0,011 ®
CAT 542065 68361180 A 5155118 ¥ 40341138 ¥ 353540 ¥

POD 75,83+1,85 97,51+1,88 A4 69,6611,53¥%  66,31+3,3 ¥ 69,66+1,58 ¥

SOD 1,5610,11 1,1+0,1¥%  0,95+0,002 ¥ 1,47+0,06 ® 1,45+0,05 ©

Prolin 0,62+0,03 1,030,034 0,49%0,05 ¥ 0,86+0,01 A 0,59+0,002 ®
ABA 808+20 76319 ¥ 661+22 ¥ 26045 ¥ 509+37 ¥

Poliaminler
. Putresin 320+16 35314 1687 ¥ 178+22 ¥ 26025 ¥
;% Spermidin || 19,5¢2,07 16,7¢0,1¥ 12,16+2,1 ¥ 5,8311,14 ¥ 17,271,311 ¥
g Spermin 61,52+4,26 82,9+6,1 A 41,743,56 ¥  3431+4,91 ¥ 48,49+5,22¥
-
Genler

ADC 1+0,03 1,99+0,08 A 1,64+0,054  0,73+0,08 ¥ 1,14+0,08 A
AIH 1+0,03 1,41+0,06 A 1,2840,034  0,89+0,01 ¥ 1,18£0,054
SAMDC 140,11 1,32+0,09 A 0,95%#0,12® 0,91+0,04 ® 0,86+0,01 ®
SPDS 1+0,08 0,55+0,05¥% 0,31+0,05%  0,17+0,01 ¥ 0,3110,02 ¥
DAO 1+0,04 0,67+0,03¥ 1,15+0,04 A 0,55+0,03 ¥ 0,55+0,03 ¥

PAO 140,03 0,89+0,06 ¥ 1,47+0,15 A 1,1+0,12 ® 0,790,003 ¥
NOX 1+0,12 1,4+0,05A 0,75+0,01¥%  0,73%0,06 ¥ 1,36+0,12 A
AAOX 140,02 0,86+0,02 ¥ 0,66+0,05%  0,70+0,02 ¥ 0,66+0,02 ¥
P5CS 1+0,09 1,7£0,04 A  1,5+0,08 1,22+0,07 A 0,48+0,05 ¥
PRODH 140,07 0,49+0,03¥ 0,63+0,08%¥%  0,37+0,01 ¥ 0,8210,02 ¥

Vv: Kontrol
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Calismamizin amaci, H,O;-poliamin iligkisini, literatiir bilgilerinin aksine, sadece
yikim iizerinden degil de bir biitiin olarak poliamin metabolizmas: iizerinden incelemektir.
Calismamiz bu yoniiyle diger calismalardan ayrilmaktadir. Bulgularimiza gore 6nerdigimiz
mekanizma modelini kisaca Ozetlemek gerekirse; kuraklik kosullarinda disaridan
uygulanan H,0,, biiylik ihtimalle hem NOX geninin ifadesini hem de enzim aktivitesini
tesvik etmistir. Bu etkinlik sonrasinda meydana gelen H,O, dogrudan ya da dolayli diger
olast metabolik yollarla poliamin sentez genlerinden olan ADC, AIH ve SAMDC in
ifadesini arttirmistir. Bu ifade diizeyindeki artisin bir sonucu olarak ig¢sel poliamin
miktarinda artis gerceklesmistir. Ek olarak, H,O,’nin dogrudan ya da dolayl bir sekilde
poliamin yikim genlerinin ifade edilmesini baskilayarak poliamin oksidasyonunu
gergeklestiren enzimlerin liretilmesini azalttig1 diistiniilmektedir. H,O» nin sentez poliamin
genlerini tesvik edici ve aym1 zamanda poliamin yikim genlerini de baskilayici 6zelligi
sayesinde; H,O; hiicrede poliamin metabolizmasinin pozitif yonde diizenlemesinde énemli
bir rol {istlendigi sonucuna varilmistir. Calismamiz sonucunda elde etti§imiz verilere

dayanarak olas1 H,O,-poliamin iliskisini gosteren bir model sema ¢izilmistir (Sekil 26).
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Sekil 26. Kuraklik stresi kosullarinda olast H,O, iligkili poliamin metabolizmasi

(Demiralay, 2015).
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5. SONUCLAR

Mevcut ¢alismadan elde edilen sonuglar kisaca su sekilde 6zetlenebilir.

. Deney diizeneginin tasarimina gore, poliamin sentez inhibitorleri olan DFMA+DFMO

icin etkin konsantrasyon diizeyinin 5 uM oldugu belirlendi.

Disaridan uygulanan 10 mM H,O;’nin, yukarida belirtilen stres parametreleri analiz
edildiginde, iyilestirici etki yaptigi teyit edildi.

Disaridan gerceklestirilen H>O, uygulamast NADPH oksidaz aktivitesinin ve bu
enzimi kodlayan gen ifadesinin artmasina sebep oldugu gozlemlendi.

Literatiir bilgisine gore kuraklik stresinde artis gosteren ABA miktar1 ve ABA artisina
sebep olan 440X geni ifade seviyesinin analizi sonucunda, H,O, uygulamasinin
kuraklik stresi altinda bahsi gegen bu parametlerin azalmasina ve kuraklik stresine
kars1 yatistirici etki yaptigi tespit edildi.

Igsel poliamin seviyeleri incelendiginde, kuraklik stresi altinda disaridan uygulanan
H,0;’tin poliamin miktarinda 6nemli artiglara sebep oldugu kaydedildi.

Poliamin sentezinde gorev alan genlere ait ifade seviyelerinin, disaridan
gerceklestirilen H,O, uygulamasi ile 6nemli artiglar gosterdigi saptandi.

Poliamin yikiminda gorevli olan oksidaz genleri (DAO ve PAO genleri)
incelendiginde kuraklik stresinde artig gosterirken, harici H,O, uygulamasi ile 6nemli
azalmalar gosterdigi ve kuraklik stresine DPI uygulamasi eklendiginde s6z konusu
yikim genlerinin en yiiksek seviyede ifade edildigi belirlendi.

Poliamin sentez inhibitdrleri olarak bilinen DFMA ve DFMO bilesiklerinin kuraklikla
kombine bir sekilde uygulandiginda poliamin miktarinin kontrol (sadece PEG)
grubuna gore azalmalar gdsterdigi anlasildi. Bu sonuglar poliamin sentez genleri ifade
seviyeleri de incelenerek desteklendi.

Poliamin seviyeleri ve metabolizma genlerine ait ifade seviyeleri dikkate alindiginda;
kuraklik stresi altinda DFMA ve DFMO bilesiklerinin birlikte uygulamasinin,
poliamin sentezini énemli derecede bloke ettigi buna karsin bu inhibitérlerin yine
kuraklik stresinde H,O, ile birlikte uygulanmasi durumunda ise hem transkripsiyon
seviyesinde hem de poliamin miktarinda iyilestirici etki yaptig: tespit edildi.

Prolin metabolizmasinda gorev alan enzimleri (P5CS ve PRODH) kodlayan genlere

ait ekpsresyon seviyelerinin incelenmesiyle; kuraklik stresi kosullarinda, H,O,
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uygulamasi ile prolin seviyesinin ve P5CS genine ait transkriptlerin 6nemli Slgiide
artis gosterdigi; buna karsin PRODH geni ifade seviyelerinin ise dikkat ¢ekici bir
sekilde azaldig1 kaydedildi.

Calisma sonuglarma bir biitiin olarak bakildiginda H,O, ve poliamin arasindaki iliski
hakkindaki varilan diisiinceler su sekilde siralanabilir.

Poliamin metabolizmasinin oncelikle H,O, seviyesi ile dogrudan iliskili oldugu ve
dahasi, bu iliskinin poliamin sentezi lizerinde tesvik edici, yikimi iizerinde ise
engelleyici bir etkiye sahip olabilecegi sonucuna varildi.

Literatiirde daha once de kaydedilmis ABA-H,O, iliskisinin kabul edilenden daha
farkli bir etkilesim igerisinde olabileceg§i ve poliamin metabolizmasi iizerinde,
poliamin yikimindan ziyade poliamin birikimi iizerinde etkili olabilecegi kabul edildi.

Son olarak, kuraklik stresi kosullarinda olduk¢a 6nemli bir molekiil olarak kabul
ettifimiz H,O,, bir sinyal molekiilii gibi davranarak poliamin sentezini ve igsel
poliamin miktarin1 heniiz tam olarak anlasgilamamis olast mekanizmalarla

gerceklestirdigi fikri kabul edildi.



6. ONERILER

Giliniimiiziin ve gelecegin diinyasinda en dnemli insani ihtiyacin beslenme olacagi
ongoriilmektedir. Dahasi gida gereksinimin getirdigi bireysel ve toplumsal baskilar,
iilkeleri ve siyasi rejimleri tehdit eder niteliktedir. Simdiden baslayan bu sikintilara enerji
gereksinimleri de eklendiginde durum daha da endise verici bir hal almaktadir. Dahasi
bilim insanlar bitkisel kaynaklari, sadece besin ihtiyacinin karsilanmasi amaciyla degil
enerji gereksinimlerini gidermek ic¢in de kullanmak arzusundadirlar. Giiniimiizde bile
insanlara beslenme agisindan yetmeyen bitkisel kaynaklarin artan insan niifusunun ve
cesitlenen (enerji, giyim, barinma) gereksinimler karsisinda nasil arttirilabilecegi
distiniilmektedir. Ciinkii ekilebilir ve dikilebilir alanlarin genisleme hiz1 kentsel alanlarin
genisleme hizindan daha yavastir. Bu nedenle birim metrekare basina diisen verim
miktarinin gegmise gore arttirilmast gerekmektedir. Bir thtimal bu sayede besin eksikligi
kaynakli olas1 hastaliklar, savaslar ve aglik gibi kiiresel 6lgekli felaket endiselerinin 6niine
gecilmesi saglanabilir.

Poliaminlerin biiylime, gelisme ve stres toleranst gibi hiicresel siireclerin
diizenlenmesinde gorev aldigi tahmin edilen ya da bilinen durumlardir. Bununla beraber
poliaminlerin bitki stres tolerans1 lizerindeki etkilesimleri yeni yeni anlasilmaya
baslanmistir. Putresin, spermidin ve sperminin sentezinin ve sentezinde gorev alan ara
molekiillerin, strese karst koruyucu roliine ait molekiiler mekanizmalarin aydinlatilmasi
icin ¢ok fazla caba gereklidir. Gilinlimiize gelene kadar poliaminler hakkinda yapilan
caligmalar ileriye yonelik poliamin-stres iliskisi ve stres karsisinda iirlin veriminin
arttirilmasi icin bir dayanak noktasi olusturmustur. Mikroarray, transkriptom, metabolomik
ve tersine genetik yaklasimlari gibi molekiiler ¢alismalardan elde edilen veriler, poliamin
biyosentezi iligkili abiyotik stres toleransini anlamaya yardimei olabilir. Dahasi poliamin
biyosentezine ait enzimlerin ii¢ boyutlu yapisal ¢alismalarindan gelecek bilgiler de bitki
veriminin arttirilmasina yardimci olabilecektir.

Calismamizda poliamin metabolizmasi gen seviyesinde incelenmistir. Ayni zamanda
poliamin metabolizmasiyla iliskili oldugu diisiiniilen baz1 parametreler de incelenmistir.
Bunun yaninda poliamin sentezi konusu olduk¢a karmagsik bir yapidadir ve bu konuda
katedilmesi gereken daha ¢ok mesafe vardir. Ozellikle poliamin metabolizmasiyla iliskili
oldugu diisiiniilen ABA, prolin ve NADPH oksidaz metabolizmalar1 daha ayrintili ve belki

de transkriptomik ya da mikroarray seviyesinde incelenmelidir. Dahasi bu incelenmelerle
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yetinilmemeli, hem poliamin metabolizmasina ait hem de poliaminlerle iligkili oldugu
tarafimizdan desteklenen diger metabolizma genlerine (440X, NOX vb.) genetik seviyede
miidahale edilerek yani mutant bitkiler gelistirilerek daha fazla yol alinmalidir. Son
yillardaki ¢aligmalarla 6nemi daha iyi kavranan, miRNA ve transkripsiyon faktorlerinin
incelenmesi de s6z konusu poliamin metabolizmasinin daha iyi anlasilmasini saglayacagi
da bu onerilere eklenebilir. Son olarak, caligmamizdan elde ettigimiz verilerden yola
cikilarak gerceklestirilecek sonraki ¢alismalarla poliamin metabolizmasi ve iligkili oldugu
sinyalizasyon selalesi (6zellikle H,O, etkinligi) daha iyi aydinlatilmis olacaktir. Belki bu
sayede bitki veriminin arttirnlmasina yonelik yeniliklerin gelistirilmesine yardime1

olunabilecektir.
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