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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

BUGDAYDA(Triticum aestivum L.) KURSUN STRESINE TOLERANSTA SALISILIK
ASIT, BAKIR VE CINKO ETKILERININ GEN EKSPRESYON DUZEYINDE
BELIRLENMESI

Selin Sipahi KULOGLU

Atatiirk Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Ana bilim Dali
Molekiiler Biyoloji Bilim Dali

Danisman: Prof. Dr. Giileray AGAR

Bitkiler, biyotik ve abiyotik olmak {izere farkli streslere maruz kalmaktadirlar.
Bunlardan biri de agir metal stresidir. Agir metal stresi bitkiye fizyolojik ve molekiiler
diizeylerde zararlar vermektedir. Bitkiler ise bu streslerle basa ¢ikabilmek i¢in farkli
mekanizmalara sahiptir. Bu ¢alismada agir metal stresine hassas olan Triticum aestivum
L. cv. ‘Cetinel 2000’ bugday ¢esidinde kursuna (Pb) kars1, bakir, ¢inko (Cu, Zn) metal
kombinasyonlarmin ve salisilik asitin uygulanarak MT2 (metallotiyonin2), PR-
1(patojenle ilgili diren¢ geni) geni ve miR398’in hedef genlerinin (metallo-beta-
laktamaz, F-Box protein, Bax-Inhibitor-1, protein kinaz, siiperoksit dismutaz) kok ve
yapraktaki ifade degisiklikleri QRT-PCR analizi ile arastirilmustir. ilgili genlerin ifade
degisikliklerinin dokuya gore farklilik gosterdigi ve MT2 geni, PR geni ve miR398’in
hedef genlerinin agir metal uygulamasinda rol oynadiklar1 ve salisilik asitin bu genlerin
ifadesini etkiledigi tespit edilmistir. Salisilik asitin uygulamasinin agir metale hassas
olan bitkinin strese kars1 cevap vermesinde etkili oldugu sonucuna varilmistir.

2017, 69 sayfa

Anahtar Kelimeler: Metallotiyonin, miR398, PR geni, Salisilik Asit, Kursun, Bakir,
Cinko



ABSTRACT

MS. Thesis

DETERMINATION OF SALICYLIC ACID, COPPER AND ZINC EFFECTS
ON GENE EXPRESSION LEVEL AT LEAD STRESS TOLERANCE IN
WHEAT (Triticum aestivum L.)

Selin Sipahi KULOGLU

Atatlirk University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology
Molekiiler Biyoloji Bilim Dali

Supervisor: Prof. Dr. Giileray AGAR

Plants are exposed to different stresses such as biotic and abiotic. One of them is heavy
metal stress. Heavy metal stress is harmful for plants on physiological and molecular
levels. Plants have different mechanisms to cope with these stresses. In this study, the
expression changes of root and stem parts’ target genes MT2 (metallothionein2), PR-1
(pathogen-related resistance gene) and miR398 (metallo-beta-lactamase, F -Box protein,
Bax-inhibitor-1, protein kinase, superoxide dismutase) applying copper, zinc (Cu, Zn)
metal combinations and salicylic acid against lead (Pb) were analyzed by gRT-PCR
technique in heavy metal stress sensitive Triticum aestivum L. cv. ‘Cetinel 2000’ wheat
variety. It has been determined that gene expressions have changed as per organ, and
MT2 gene, PR gene and miR398 target genes have played a role in heavy metal
administration, and also salicylic acid affects the expression of these genes. This study
showed that salicylic acid application to heavy metal stress sensitive plants was an
effective response.

2017, 69 pages

Keyword: Metallothionein, miR398, PR gene, Salicylic acid, Lead, Copper, Zinc
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1. GIRIS

Bitkiler hareket edemeyen canlilar olmalari nedeniyle bulunduklari yerin g¢evresel
kosullarinin optimum simirlardan sapmasi1 durumunda, bu degisimin siiresi ve siddetine
bagl olarak bitkilerin normal metabolik faaliyetlerinde biiylime ve gelisme olaylarini
olumsuz yonde etkileyen 6nemli degisiklikler meydana gelir. Bu duruma yol agan
¢evrenin herbir elemanina stres faktorii, bitkinin i¢ine diistiigli bu tiir durumlara da stres
adi1 verilir. Biyolojik stresin en pratik tanimi, bitkiler gibi biyolojik bir sistemin normal
isleyisini engelleyen olumsuz bir kuvvet veya bir durumdur. Bitkilerde stres biyotik ve
abiyotik olmak iizere iki ana gruba ayrilir. Bunlar; patojenler (viriisler, bakteriler,
mantarlar), bocekler, herbivorlar, kemirgenler gibi biyotik faktorler, kuraklik, tuzluluk,
yiiksek sicaklik, diisiik sicaklik, besin stresi ve radyasyon (ultraviyole ve goriiniir 1518in
yuksek yogunlugu) gibi abiyotik faktorlerdir. Tiim bu stres faktorleri, belirli bir siire ve
siddetin {lizerinde oldugunda bitkiler i¢in hayati tehlike olusturmakta, bitkilerin genetik
potansiyellerine ulagmalarin1 engellemekte ve diinya g¢apindaki tarimsal verimliligi
sinirlandirmaktadir. Abiyotik stresler, tarimsal verimliligi ve mahsul yetmezliginde
azalma nedeniyle her yil biiyiikk kayiplara neden olmaktadir. Bu streslerin, tarim
endiistrisinin siirdirilebilirligini tehdit ettigi rapor edilmistir (Mahajan and Tuteja
2005).

Abiyotik stresler bitkilerin hayatta kalmasini zorlastirmakta, onlara fizyolojik ve
molekiiler diizeyde Dbiiyiik zararlar vermektedirler. Bitkilerin, canli gruplari igin
Onemi tartisilmayacak kadar onemli iken Ozellikle bitkileri etkilemekte olan bu
streslerin zararl etkilerinin insan ve diger canli tiirlerinin varligin1 devam ettirebilmesi
icin miimkiin oldugunca azaltilmasi gerekmektedir. Aslinda, abiyotik stresler, tohum
cimlenmesinin erken asamasindan olgunluga kadar bitkilerdeki neredeyse tiim
fizyolojik, biyokimyasal ve molekiiler islemleri potansiyel olarak etkilemekte ve

sonucta tarimsal onemi olan bitkilerin veriminde 6nemli kayiplara neden olmaktadirlar.

Diinya niifusu hizla artmakta ve Birlesmis Milletler raporuna gére 2050 yilinin sonuna

kadar yaklasik 10 milyara ulasmasi beklenmektedir. Buna karsilik, ¢esitli abiyotik stres



etmenlerinin etkisi nedeniyle gida verimliligi azalmaktadir. Bu nedenle bu kayiplari en
aza indirgemek ve artan gida gereksinimlerini kargilamak tiim uluslar i¢in giderek daha

da 6nemli bir konu haline gelmektedir (Mahajan and Tuteja 2005).

Bugday (Triticum aestivum L.) diinya niifusu i¢in potansiyel bir besin kaynagidir. Her
y1l milyonlarca ton bugday yetistirilmektedir (Bhatt et al. 2013). Bugday, tim ekin
alanlarinin %17'sinde yetistirilmekte ve diinya niifusunun temel gida maddesinin
%40'1n1 olusturmaktadir (Lamhamdi et al. 2013). Diinya’da ekim alan1 bakimindan ilk
sirada ve tiretim miktar1 bakimindan musir ve geltikten sonra {igiincii sirada yer alan bir
kiiltir bitkisidir (FAO 2017). Tanesindeki uygun beslenme degeri, tasinma, depolama
ve islenmesindeki kolaylikla birlikte sahip oldugu genis adaptasyon sinirlari nedeniyle
bugday giintimiiziin temel besin maddesi durumundadir. 2014 yili1 FAO verilerine gore
toplam 220,4 milyon hektar ekim alanindan 729 milyon ton iiriin elde edilmis, ortalama
verim ise 330,7 kg/da’dir. Ulkemizde ise 7,8 milyon hektar bugday ekim alaninda 19
milyon ton bugday iiretimi yapilmis olup ortalama verim ise 242,9 kg/da olarak
gerceklesmistir (FAO 2017).

Gerek her tiirlii iklim ve kosuluna uyum saglamasi ve gerekse bugdaydan elde edilen
sanayi Urlin cesitliligi sayesinde bugday giiniimiizde Onemli bir besin kaynagi
durumunda olup molekiiler biyoloji ve genetik alaninda yapilan ¢alismalarda 6nemli bir

materyaldir ve diger pek ¢ok bilimsel alan i¢in de vazgecilmez bir bitki tiiriidiir.

Diinya niifusunun giderek artmasina karsin gida verimliliginin de arttirilmasi gerekirken
abiyotik stres faktorleri, bugday ve daha birgok bitki verimliliginin artirilmasina énemli
bir engel teskil etmektedir Abiyotik stresler i¢inde yer alan agir metal stresi bitkilere ve
diger canlilara oldukg¢a zarar vermektedir. Sanayilesmenin artmasi nedeniyle topraklarin
agir metalle kontamine olmasi ¢evredeki canlilar1 olumsuz etkilemektedir. Sanayilesme
sonuncunda ortaya ¢ikan atiklar bazi sentetik maddeleri igerdigi gibi agir metalleri de
igerebilmektedir. Toksik 6zellikte olan bu agir metaller 6ncelikle bitki biinyesine oradan
da diger canlilarin biinyesine ge¢mekte ve tim canlilarda toksik etkilere yol

acmaktadirlar. ABD Cevre Eylem Grubu'nun raporlarina gore, ¢esitli metallerin neden



oldugu toksisitenin, sekiz iilkede (Cin, Dominik Cumhuriyeti, Hindistan, Kirgizistan,
Peru, Rusya, Ukrayna ve Zambiya) 10 milyondan fazla kisinin saghgm etkiledigi ve

tarim sistemini tehdit eden unsurlardan biri oldugu 6ne siiriilmistiir (Khan et al. 2015).

Dogal olarak bulunan 90 elementten 53" agir metallerdir. Fizyolojik kosullar altindaki
coziinlirliiklerine dayanarak, organizmalar ve ekosistemler i¢in 17 agir metal
tanimlanmistir. Bu metaller arasinda, Demir (Fe), Molibden (Mo), Mangan (Mn), Cinko
(Zn) ve Bakir (Cu) mikro besinler olarak canlilar i¢in gereklidir. Nikel (Ni), ,
Vanadyum (V), Kobalt (Co), Volfram (W) ve Krom (Cr) ise toksik elementlerdir. Agir
metaller arasinda Civa (Hg), Giimiis (Ag), Kadmiyum (Cd), Kursun (Pb) ve Uranyum
(U)'un ise besin olarak bilinen bir iglevi yoktur ve bitkiler ve mikroorganizmalar igin
toksik oldugu bilinmektedir (Schutzendubel and Polle 2002). Agir metal stresi, agir
metallerin bulunduklar: ortamdaki yogunluklarmin 5 g/cm iizerine ¢iktig1 durumlarda
s6z konusu olur. Ancak bdyle bir yogunlukta iken canlilarda toksik etkilere yol acabilir

ve agir metal stresinden bahsedilebilir.

Metal toksisitesi bitkileri farkli yollarla etkilemektedir. 1. Metaller, tiyoil, histidil ve
karboksil gruplarina kars1 afiniteleri nedeniyle bitki proteinleri ile dogrudan
etkilegebilirler. 2. Hiicrenin yapisal, katalitik ve nakil bolgelerini hedef alarak etkili
olabilirler. 3. Antioksidan savunmay1 bozarak ve oksidatif hasara neden olan reaktif
oksijen tiirlerinin (ROT) tiretilmesini tesvik edebilirler ve 4. Hiicrede 6nemli katyonlari
spesifik baglanma yerlerinden uzaklastirarak, bunlarin islevsiz kalmasina neden olarak

etkili olabilirler (Wani et al. 2017).

Agir metallerin toksik etkileri lizerine yapilan ¢aligmalar arasinda siiphesiz ki Pb’nin
onemli bir yeri vardir. Pb, yeryliziinde dogal olarak bulunur ve normal seviyeleri 50 mg
kgl'in altinda kalmaktadir. Pb topraklarda inorganik bilesenlerle (rn:HCO3* CO3%
(SO4)z, ve CI") kompleks olusturabildigi gibi serbest metal iyonu olarak veya organik
ligandlar (6rnegin, amino asitler, fulvik asitler, ve hiimik asitler) halinde bulunabilirler
(Pourrut et al. 2011).



Organik ve kolloidal maddelerle kuvvetli baglanmasi nedeniyle, topraktaki cok az
miktarda Pb’nin ¢oziiniir olduguna ve dolayisiyla bitki alimina agik olduguna
inanilmaktadir. Bitkilerin metal biriktirmesinin ana yolu, topraklardan kok yoluyla
alinmasidir. Toprakta varolan Pb’nin bir kism1 kokler vasitasiyla bitkiye absorbe edilir
ve daha sonra miisilaj tironik asitinin karboksil gruplara baglanir veya direkt olarak
Pb, rizoderm hiicre yiizeyinin polisakkaritlerine baglanmaktadir. Rizodermden (kok
yiizeyinden) absorbe edildigi zaman Pb, koklere pasif olarak girebilir ve yer degistiren
su akintilarin1 takip edebilir. Bununla birlikte, emilen Pb, bitki kokleri boyunca
homojen bir sekilde diffiize olmaz, bu nedenle kok apeksinden yukar1 dogru azalan bir
Pb konsantrasyon gradienti ortaya cikar. Nitekim en yiiksek Pb konsantrasyonlarina,
koklerin u¢ kismindaki, gen¢ olan kdk emici tiiylerinin bulundugu bolgede rastlanir.
Ustelik kokiin u¢ kismindaki rizodermik alan pH'nin en diisiik oldugu bélge olup, bu
disik pH topraktaki Pb’nin ¢Oziiniirliigiini daha da arttirici niteliktedir. Tiim bu
bilgilere ragmen molekiiler anlamda, Pb’nin koklerle emilim mekanizmasi halen tam
olarak bilinmemektedir. Pb koklerden g¢esitli yollardan girebilir ve bilinen en iyi
yollardan biri, rizoderm hiicrelerinde gii¢lii bir negatif zar potansiyelini korumak i¢in bir

H*/ATPaz pompasinin isleyisine bagh olan iyonik kanallardir (Pourrut et al. 2011).

Koke giren Pb esas olarak apoplastik yolla diffuze olur ve su akimlariyla beraber
endodermise kadar gelir. Pb kok sistemine girdikten sonra, orada birikebilir veya
bitkinin list kisimlarina aktarilabilir. Cogu bitki tiirii i¢in, absorbe edilmis Pb’nin
cogunlugu (yaklasik %95 veya daha fazla) koklerde birikir ve absorbe edilen Pb’nin ¢ok
az bir kismi bitkinin st kisimlarina aktarilabilir. Pb’nin koklerden bitkinin {ist
kisimlarina taginmasinin sinirli olmasinin g¢esitli nedenleri vardir. Bu sebepler, hiicre
duvar1 igerisindeki negatif yiikli pektinlerin immobilizasyonu, hiicreler arasi
bosluklarda ¢oziinmeyen Pb tuzlarinin ¢6kmesi ve plazma membranlarinda birikimidir

(Pourrut et al. 2011).

Pb, ¢evre kirliligi ve toprak verimliligi tizerine toksik etkileri olan bugday {iretimini
ciddi olarak etkileyen baslica toksik agir metallerden biridir. Pb, ROT olusmasina ve

hiicresel zarlarin gegirgenliginin degismesine neden olur, bu etkileri de mitokondri,



Kloroplast, ¢ekirdek gibi hiicre organellerinde gesitli hasarlara yol agmaktadir (Song et
al. 2012).

Pb, farkli hiicre membranlarinin lipit kompozisyonunda belirgin degisiklige neden
olmaktadir. Lipidlerde bulunan ¢oklu doymamis yag asitleri ve bunlarin esterleri ROT'a
karst yiiksek duyarliliga sahiptir. ROT’lar doymamis yag asitlerinden hidrojeni
uzaklastirir boylece lipid radikalleri ve reaktif aldehitlerin olusuma yol agar. Bunun
sonucunda lipid yapisinda bozulmaya neden olurlar (Pourrut et al. 2011). Bitki ise bu
olusan ROT’lara kars1 6nemli antioksidan enzimlerinin aktivitesini arttirarak strese karsi

kendini korumaya calisir.

Cd ve Pb stresine maruz kalan bugday fidelerinde antioksidan enzim aktivitelerinde ve
lipid peroksidasyonunda meydana gelen degisiklikler iizerine yapilan bir arastirmada,
bugday fidelerine CdCl2 (0-200 uM) ve Pb (NO3)2 (0-2000 uM) ayr1 ayr1 uygulanmis
ve bu arastirma sonucunda bugday fidelerinin biiyiimesinin Cd ve Pb'nin artan
konsantrasyonlarina bagli olarak azaldigi goriilmistiir. Cd i¢in, 200 uM 'den itibaren
tamamen bir biiylime inhibisyonu goériilmiis; Pb igin, kok ve siirglinlerin biiylimesinin,
en disiik konsantrasyonda (200 puM) bile onemli Olgiide azaldigi tespit edilmistir.
2000uM Pb'nin, siirgin ve kok uzunlugunu ve biiylimeyi tamamen engellendigi
gbzlenmistir. Yine bu arastirmada, Pb stresi altinda yetisen bugday bitkilerindeki {i¢
antioksidan enzimin de aktivitelerinde degisiklikler goriilmis, siiperoksit dismutaz
(SOD) ve peroksidaz (POX) aktivitelerinin hem kok hem de siirgiin dokularinda artan
Pb konsantrasyonuna bagl olarak arttigi, katalaz (CAT) aktivitesinin, Pb stresiyle
onemli olgiide azaldigi, ancak bu azalmanin koklerde siirglinlerden ¢ok daha fazla

oldugu belirlenmistir (Dey et al. 2007).

Bagka bir aragtirmada ise Pb’nin bugday gelisimi {izerine olan zararl etkisi iki bugday
cesidi, (Chakwal-97 ve Sehar-2006) iizerinde gosterilmistir. Bu arastirmada Pb’nin
yaprak, kok uzunlugu, taze kuru agirlik verimi ve filiz sayisi gibi morfolojik
parametrelerinde diisiise yol actig1 tespit edilmistir Ayrica klorofil a (kI a), klorofil b (ki

b) gibi fotosentetik pigmentlerde azalmaya, ancak karoten igeriginde de artisa neden



oldugu saptanmustir (Bhatt et al. 2013).

Pb’nin bir diger toksik etkisi ise besin alimiyla ilgilidir. Birden fazla ¢alismanin
sonugclari, bitkilerdeki besin aliminin Pb tarafindan 6nemli derecede etkilenebilecegini
gostermektedir. Bunula ilgili 6rnek bir calisma bugday ve 1spanakta gézlenmistir. Besin
alimma ve metabolizmaya Pb etkilerini belirlemek i¢in yapilan arastirmada, iki bitki
tiirii olan 1spanak (Spinacia oleracea L.) ve bugday (Triticum aestivum L.) bitkilerine ii¢
konsantrasyonda (1.5, 3 ve 15 mM) Pb(NOs)2 (kursun nitrat) uygulanarak hidrofonik
ortamda yetistirilmistir. 15 mM Pb'ye maruz birakilan bugday ve 1spanak bitkilerinde,
kontrollerle karsilagtirildiginda acik bir biliylime inhibisyonu oldugu, diisiik
konsantrasyonlarda bile Pb muamelesinin bitki bliylimesini dnemli seviyede engelledigi

goriilmistiir (Lamhamdi et al. 2013).

Ote yandan, Pb’nin bitki tohumlarina c¢ok diisiik konsantrasyonlarda uygulanmasi
halinde bile ¢imlenme ve sonrasinda bilylimeyi inhibe ettigi gozlenmistir. Cimlenmeyi
onlemesinin, Pb’nin proteaz ve amilaz enzimlerini inhibe etmesinden
kaynaklanabilecegi rapor edilmistir. Bitkilerde Pb’nin ayrica fidelerin gelisimini ve
stirgiin olusumunu oldukga smirlandirdigida bildirilmistir (Pourrut et al. 2011). Ayrica
bitki biyokiitlesinin yiiksek dozlarda Pb’ye bagli olarak azaldig: bilinmektedir. Bununla
birlikte, kursunun bitki biiyiimesi tizerindeki toksik etkisi maruz kalma siiresine, bitki
tiriine ve doza bagimhidir. Pb, bitki hiicresi duvarindaki esnekligi azaltir ve boylece
doku igindeki hiicrenin turgor basincini etkiler. Seker ve aminoasit gibi hiicre turgorunu
kontrol eden molekiillerin konsantrasyonunda diisiise yol ag¢masi, Pb’nin turgor
basincini azalttiginin da ifadesidir. Hiicrede asir1 turgor basincindan korunmak igin,
bitkiler, Pb stresi altinda ozellikle prolin sentezlerler. Ayrica Pb’nin fotosentez
inhibisyonun da da etkili oldugu bilinmektedir. Bu inhibisyonun Pb’nin dolayh

etkilerinden kaynaklandig1 diisliniilmektedir. Bu dolayh etkiler sunlardir;

1) Kloroplastin yapisindaki proteinlerinde bulunan azot (N) ve kiikiirt (S)
elementlerine Pb afinitesinden dolay1 kloroplast yapisinin bozulmasi

2) Klorofil sentez inhibisyonunun kokeninde yer alan ferredoksin NADP * rediiktaz ve



delta-aminolevulinik asit dehidrataz (ALAD) aktivitesinin Pb tarafindan azaltilmasi
3) Plastokinon ve karotenoid sentezi inhibisyonu

4) Elektron tasima sisteminin engellenmesi

5) Stoma kapanmasi nedeniyle karbon dioksitin yapraklara yeterince alinmamasi
6) Mn ve Fe gibi esansiyal elementlerinin aliminda bozulma

7) Calvin dongiisiinde gorev alan enzimlerin katalitik aktivitelerinin inhibisyonu

8) Klorofillaz aktivitesinde artig (Pourrut et al. 2011).

Bugdayda (Triticum aestivum L.) biiyiime, fotosentetik aktivite ve oksidatif stres ile
ilgili parametreleri arastirmak i¢in yapilan bir ¢aligmada Pb ii¢ farkli konsantrasyonda
[Pb (NOs)2 olarak 500, 1000 ve 2500 puM'de] topraga uygulanmistir. Bugdayin fide
biiyiimesi uzunluk ve kuru agirlik agisindan ele alinmis ve Pb uygulanmis topraklarda
olumsuz etkilendigi gozlenmistir. Bu arastirmada 7 giin sonunda kok ve slirgiin
uzunlugunda azalmanin oldugu, ayrica kursunun fotosentetik aktivite iizerinde olumsuz
etki yaptig1 gozlenmistir. Pb ile kontamine olmus topraktaki bugday biiylimesindeki
azalmanin, oksidatif stresin indiiklenmesi, hidrojen peroksit (H202) igeriginde (%34-
123) ve lipid peroksidasyonuna artis ve bunlara bagli olarak malondialdehid (MDA)
iceriginin (%18-40) artmasi1 nedeniyle oldugu ifade edilmistir. Yine bu arastirmada
bugday koklerinde bazi enzimlerin, (SOD ve gulutatyon peroksidazlarin (GPX))
aktivitesinde de degisiklikler gézlemlenmistir (Kaur et al. 2012).

Cok sayida arastirma, bugday fidelerinin Pb stresine karst savunmasiz ve hassas
oldugunu gostermistir. Pb'nin bugday fidelerinde birikimi, fide biiylimesini ve bugday
verimini ciddi oranda etkilemekle kalmaz, ayn1 zamanda bitkide birikim gdsterdiginden
dolay1 beslenme yoluyla insan ve hayvan saghgina da zarar vermektedir. Bu nedenle,
bugday fidesi biiyime ve gelisimi tiizerine metallerin toksik etkileri ile ilgili
arastirmalarda, Pb'min bugdayda olusturdugu stresin fizyolojik ve molekiiler

mekanizmalarinin aydinlatilmasi hayati 6neme sahiptir (Song et al. 2012).

Agir metallerin yani sira bitkiler i¢in gerekli olan metaller de gereken dozdan fazla

bulunursa toksik etki yapabilirler. Bu gerekli olan metallerden iki tanesi Zn ve Cu’dur.



Zn ve Cu’nun insanlar hayvanlar ve bitkiler tizerinde pek ¢ok dnemli metabolik islevleri

vardir. Bunlardan bazilar1 soyledir:

% Cu, cogunlukla, molekiil agirlig1 diisiik olan organik maddelerle ve vitaminlerle
bilesik yapar.

% Cu, hem islevi daha tam olarak ¢oziilememis bilesiklerde hem de hayati 6nem
tastyan enzimlerin yapisinda rastlanmstir.

s Cu, fotosentez, solunum, karbonhidrat pargalanmasi, azot kullanimi ve
depolanmasi, hiicre duvari metabolizmasi gibi fizyolojik olaylarda 6nemli rol oynar.

% Cu, ksilem borularinin iletim kapasitesini diizenler.

% Cu, DNA ve RNA nin sentezini kontrol eder. Eksikligi durumunda bitki {iremesi
durur.

++ Cu’nun, hastaliklara kars1, diren¢ mekanizmasinda rolii vardir.

Cu’nun bitkiler iizerine olan etkisi ile ilgili oldukca fazla arastirma bulunmaktadir.
Fasulye bitkisinde (Phaseolus vulgaris L.) bakirin farkli dozlarda (0.5-160.5 uM)
etkileri ile ilgili bir arastirmada; 0.5-1.5 puM arasindaki Cu konsantrasyonlarinin
yetersiz, 1.5-10.5uM Kkonsantrasyonlar1 arasinda optimal ve 10.5-160.5 uM
konsantrasyonlar1 arasinda ise bitki biiylimesi i¢in toksik oldugu ifade edilmistir. Cu
eksik oldugunda ve optimal biiyiime kosullari altinda, Cu oncelikli olarak yapraklarda
bulunurken, Cu toksisitesinde, esas olarak koklerde birikim gosterdigi tespit edilmistir.
Cu'nun artmasiyla koklerde, saplarda ve yapraklarda Cu konsantrasyonlari, koklerdeki
Ca ve yapraklarda K ve Mg arasinda pozitif bir korelasyon goriilmiistiir. Yine klorofil
konsantrasyonu, yaprakta artan Cu konsantrasyonuyla artarken, klorofil a/b oranimin
azaldigi gozlenmistir. Cu toksisitesi altindaki bitkinin fotosentez verimliligininde
distiigii tespit edilmistir. Yapilan ¢alisma sonucunda Cu’nun bitkiler i¢in belirli
miktarda olmasi gerektigi fazlasinin toksik etki gosterdigi yani zehirleyici oldugu

sonucuna varilmistir (Cook et al. 1998).

Cu zehirlenmesinin bazi etkilerini doku hasar1, kok yapisinda bozulma ve bitki renginde

koyulagma, ayrica membran gecirimliliginde bozulma sonucunda kok hiicrelerinde iyon



kaybi, DNA’nin hasar gormesi sonucu fotosentez ve diger metabolik olaylarda bozulma
seklinde siralamak miimkiindiir. Bununla birlikte Cu, Zn gibi metallerin baz1 enzimlerin
kofaktorii olarak da gerekli oldugu bilinmektedir (Okcu vd 2009).

Zn, bitki metabolizmasi i¢in ¢ok gerekli bir mikroelementtir. i¢inde yer aldig1 enzimlere
bakarak, karbonhidrat, protein ve RNA sentezinde gorev aldigi soOylenebilir.
Membranlarin gegirgenligin de de roli oldugu bulunmustur. Ayrica bakteri ve
mantarlarin yol actig1 hastaliklara kars1 bitkileri koruyucu etkisi oldugu da
bilinmektedir. Bitkiler i¢in Zn’nin suda ¢ozlinen formlar1 bitkiye alinimi igin en uygun
formdur ve Zn’nin bitkiye alinimi, Zn’nin topraktaki konsantrasyonu arttik¢a artar.
Ayrica bitkiler, topraktaki Zn degisimlerine ¢ok ¢abuk tepki verirler. Zn’nin bitkiye
alinim miktari, bitkinin tiirtine oldugu kadar, bulundugu ortama da baglhdir. Yapraklarda
olusan klorosis ve yavaslamig bitki gelisimi, Zn eksikliginin ilk belirtilerinden
sayllmaktadir. Ote yandan, bazi bitki tiirleri Zn fazlahgina kars: biiyiik bir toleransa
sahip olmakla birlikte, diger bitkiler i¢in genel anlamda fazlaligi toksik etkiler
gostermektedir. Ancak Zn zehirlenmelerinin etkisi her ne kadar diger agir
metallerinkine benzese de Zn, diger metaller kadar 6liimciil anlamda zehirli degildir
(Okcu vd 2009).

Zn’nin yaprak lizerinden uygulanarak bugday iizerinde etkileri ile ilgili yapilan
calismada (Zn kaynagi olarak Cinko Siilfat Monohidrat (ZnSO4. H20)) Zn’nin dort
farkli konsantrasyonu (%0.0, %0.02, %0.04 ve %0.06) uygulanmis %0.04'e kadar olan
Zn konsantrasyonlarmin tane verimini énemli 6l¢iide arttirdigr belirlenmistir. Bu bulgu
ise, ilk olarak Zn’nin SOD enziminin aktivitesini artirarak ROT’lar1 yok edip
fotooksidatif hasar1 azaltmasiyla agiklanmigtir. Ayrica bu ¢aligmanin sonunda Zn’nin su
eksikliginin verim tizerindeki olumsuz etkilerini azalttigi ve bu olumsuz kosullar altinda
dahi Zn’nin bitkilerin basariyla biiylimesine yardimci oldugu ifade edilmistir (Sultana et
al. 2016). Bir baska g¢alismada ise, domates bitkisinde Zn’nin Bor (B) elementinin

toksisitesini azalttigi rapor edilmistir (Giines et al. 1999).
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Yeryiiziinde agir metaller ve diger bir¢ok abiyotik stres faktorii bitkilere bu kadar zarar
verirken, bazi bitki tiirleri de stres durumlariyla basa ¢ikabilmek i¢in degisik tolerans

mekanizmalar1 gelistirmislerdir

Stres, once bitki hiicrelerinin membraninda bulunan reseptdrler tarafindan algilanir,
daha sonra sinyal igeri dogru iletilir ve bu, kalsiyum, ROT ve inositol fosfatlar olmak
lizere ikinci habercilerin ortaya ¢ikmasina neden olur. Inositol fosfatlar1 gibi bu ikinci
haberciler, hiicre i¢i kalsiyum seviyesini diizenlerler. Sitosolik Ca®* seviyesindeki bir
bozulma, Ca?" sensérleri olarak da bilinen kalsiyum baglayici proteinler tarafindan
algilanir. Bu sensorler goriiniiste herhangi bir enzimatik aktiviteden yoksundur ve
yapilarini Kalsiyuma bagiml bir tarzda degistirirler. Bu sensor proteinleri daha sonra
sirayla karsilikli etkilesen partnerleriyle siklikla fosforilasyon kademesi baslatirlar ve bu
major strese duyarli genleri veya bu genleri kontrol eden transkripsiyon faktorlerini
hedef alirlar. Bu stres genlerinin iriinleri nihayetinde bitki adaptasyonuna ve bitkinin
hayatta kalmasina ve olumsuz sartlar1 agmasina yardimei olur. Boylelikle bitki, streslere
kars1 bitiin bir organizma olarak tepki verir. Gen ifadesindeki stres kaynakl
degisiklikler absisik asit (ABA), salisilik asit (SA) ve etilen gibi hormonlarin
olusumuna neden olabilir. Bu molekiiller, baglangi¢ sinyalini giiclendirebilir ve ayni1 yol
izleyebilir veya sinyal yolunun tamamen farkli bilesenlerini kullanan ikinci bir sinyal

turu baglatabilirler (Mahajan and Tuteja 2005).

Fiziksel engeller, bitkilerde metallere karsi savunmanin ilk hatlaridir. Kalin kiitikiil ve
trikomlar gibi biyolojik olarak aktif dokular ve hiicre duvarlarinin yani sira mikorizal
simbiyoz gibi bazi morfolojik yapilar, bitkilere agir metal stresine karst bariyer
olusturabilir. Ornegin, trikomlar, ya detoksifikasyon amaciyla agir metal depolama yeri
olarak hizmet edebilir ya da metallerin tehlikeli etkilerini ortadan kaldirmak i¢in gesitli
ikincil metabolitleri salgilarlar. Sayet, agir metaller biyofiziksel engelleri ve diger metal
Iyonlarinin bariyerlerini asarsa, yani dokulara ve hiicrelere girerlerse, bu durumda
bitkiler agir metallerin olumsuz etkilerini bertaraf etmek veya zayiflatmak icin bazi
hiicresel savunma mekanizmalarint harekete gecirir. Mesela bazi  hiicresel

biyomolekiillerin ve hormonlarin biyosentezi, metal toksisitesini tolere etmenin veya
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notralize etmenin baslica yoludur. Bu nikotinamin, putresin, spermin, mugineik asitler,
organik asitler, glutatyon, fitoselatinler (PC) ve metallotiyoninler (MT) veya flavonoid
ve fenolik bilesikler, protonlar, 1s1 soku proteinleri, prolin ve histidin gibi spesifik
aminoasitler ve de salisilik asit, jasmonik asit (JA) ve etilen gibi hormonlarin
indiiksiyonunu igerir. Bahsedilen bu yolla metal toksisitesi engellenemezse, bitkilerdeki
hiicresel redoks sistemlerinin dengesi bozulur ve bu da ROT'larin olusumunu tetikler.
Serbest radikallerin zararl etkilerini azaltmak i¢in bitki hiicreleri, SOD, CAT, askorbat
peroksidaz (APX), GPX ve glutatyon rediiktaz gibi enzimatik antioksidanlardan ve
askorbat (AsA), glutatyon(GSH), karotenoidler, alkaloidler, tokoferoller, prolin ve
fenolik bilesikler (flavonoidler, tanenler ve lignin) gibi nonenzimatik antioksidanlardan
olusan antioksidan savunma mekanizmasin1 harekete gegirirler (Emamverdian et al.
2015).

Pb’nin ¢ok az miktar1 bile kdk hiicre zarlarina niifuz ettigi zaman hiicresel bilesenlerle
etkilesime girer ve hiicre duvarmin kalinlasmasina yol agar. Bitki hiicre duvarinin bir
bileseni olan pektinin karboksil gruplari ile Pb’nin kompleks olusturmasi bitki
hiicrelerinin kursun toksisitesine karsi direng saglayan bir tolerans seklidir. Pb’nin
JIM5-pektin’e (JIM5: diisitk metil esterli homogalakturonon-hiicre ¢eperi iginde bulunur
ve bunun sonucunda kalinlasma olusturur) baglanmasinin, Funaria hygrometrica
protonematasinda ki plazma membranina Pb erigimini kisitlayan fiziksel bir bariyer
gorevi gordigi gozlemlenmistir (Krzeslowska et al. 2009). Son zamanlarda bir¢ok
arastirmaci, metal iyonlarinin ekstraseliiler alanlara atilmasini saglayarak metal
detoksifikasyonun da onemli bir rol oynayan bitki hiicreleri arasinda bir ¢esit tasiyici
proteinin varligini rapor etmislerdir. Bazi transkriptom analizleri sayesinde Pb’nin bu
tasiyict proteinlerinin gen ifadesini uyardigi belirlenmistir. Pb’ye karsi toleransta bir
diger mekanizma hiicresel sekestrasyondur. Bu olay bitkilerde metal homeostazi ve agir
metal detoksifikasyonunda 6nemli rol oynamaktadir. Bazi organik molekiiller tarafindan
baglanabilen Pb bitkinin bazi hiicre kompartimanlarinda tutulmaktadir. Yani Pb,
vakuollerde, diktiyozom vezikiillerinde, endoplazmik retikulum vezikiillerinde ve
plazmatiibiillerinde depolanmaktadir. Bu sekilde bitki kendini savunmaya galismaktadir.

Bilinen en iyi savunma sekillerinden biri de antioksidanlardir. Sistein ve GSH,
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bitkilerde enzimatik olmayan antioksidanlardir. GSH, Pb kaynakli ROT'u sondiirerek
bitkileri kursun stresinden korumaktadir. Pb muamelesi, glutatyon sentetaz, -peroksidaz
ve rediiktaz ve glutamil sistein sentetaz da dahil olmak iizere farkli GSH genlerini
indiikleyebilir. GSH ayrica, zarlar ve proteinlerdeki hasarin azaltilmasi ile baglantili
olarak, stresli bitkilerde prolin birikimini de artirabilir. PC’ler bitki hiicrelerinde en iyi
karakterize edilmis metal baglama ligandlarindan biridir. Bu ligandlar, sistein agisindan
zengin olup agir metal baglayici protein molekiillerinin bir grubunu olustururmaktadir.
Pb’nin PC tiretimini tesvik ettigi ve fitoselatin sentaz (PCS)’1 aktive ettigi bilinmektedir.
PC’ler, sitoplazmada ¢oztiniir haldeki Pb’yi vakuollere ve kloroplastlara tasimadan 6nce
kendilerine baglamakta ve boylece hiicrelerdeki Pb'nin zararlh etkisini azaltmaktadirlar.
Agir metale maruz kalma sonucunda artan ROT {iretimine kars1 bitki hiicreleri farkli
antioksidan enzim sistemlerine sahiptirler. Pb kaynakli toksisite, Pb konsantrasyonuna
bagl olarak bu enzimlerin aktivitesini inhibe edebilir veya daha fazla sentezlenmesine
neden olabilir. Genelde Pb enzimatik aktiviteleri inhibe etmektedir. Bu enzimlerin
inhibisyonu enzimlerde bulunan —SH gruplarina kars1 Pb’nin biiyiik bir afiniteye sahip
olmasindan kaynaklanmaktadir. Bu enzimlerin inaktivasyonu, Pb’nin Kkatalitik
bolgelerine veya proteinin herhangi bir yerine baglanmasi ile ii¢ boyutlu yapilarinin
degismesi sonucunda gergeklesmektedir. Pb ayn1 zamanda enzimlerin protein-COOH

gruplarina baglanarakta ayni etkiyi olusturabilmektedir (Pourrut et al. 2011).

Bitkilerde agir metallere karst bunlardan bagka tolerans mekanizmalar1 da
bulunmaktadir. Bu mekanizmalar bitkinin tiiriine gore ¢esitlilik gostermektedir.
Bugdayda agir metallere karsi verilen cevapta SA’nin sinyal molekiilii olarak 6nemli bir
yeri vardir. Zira SA bu 6zelligi sayesinde Pb gibi agir metal stresi altindaki bitkide
antioksidan metabolizmasin1 harekete gecirdigi ve bdylece Onemli enzimlerin

aktivasyonunu arttirarak stresin siddetini azaltabildigi bilinmektedir.

SA dogal olarak sentezlenen yedi karbonlu fenolik bir bilesiktir. Sikimik asit ve
mevalonik asit yolu, bitki fenolik bilesiklerinin Sentezini saglayan iki metabolik yoldur.
Sikimik asit yolu, ¢ogu fenolik bilesiklerin biyosentezinden sorumludur. SA onciili,

glikolizden ve pentoz fosfat yolundan tiiretilen basit karbonhidrat onciillerini,
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fenilalanin de dahil olmak tlizere aromatik amino asitlere doniistiirmektedir (Khan et al.

2015).

Yukarida da belirtildigi gibi SA, 6nemli bir sinyal molekiilii olarak islev goren, ¢esitli
biyokimyasal ve fizyolojik islevleri etkileyen ve dogal olarak sentezlenen bitki
hormonlarindan biridir ve hem biyotik hem de abiyotik stresle tolerans olayinda ¢esitli
rolleri vardir. Genellikle SA, tohum g¢imlenmesi, fide olusumu, hiicre biiyiimesi,
solunum, stoma kapanmasi, senesens gibi olaylarda gen ifadesinin diizenlenmesinde,
abiyotik  streslere yamitlarin  olusturulmasinda, termotolerans saglanmasinda,
baklagillerdeki nodiilasyon olayinda, ¢iceklenme ve meyve olusumunda, patojenlere
kars1 direncin saglanmasinda rolii oldugu, bu rolleri de transkripsiyonel diizenlemeler

yaparak gergeklestirdigi belirlenmistir (Wani et al. 2017).

Salisilatlar (salisilik asit ve bunlarin tiirevleri, topluca salisilatlar olarak anilir) stres
sartlarinda bitki savunma genlerini aktive eden bitki tarafindan sadece gerekli olan
durumlarda iiretilen sinyal ajanlar1 olarak adlandirilir. Bu sinyaller yogunlastikca,
bitkiye koruma saglayan allelokimyasal ve savunma proteinlerinin sentezinde de bir
artis gergeklesir. Kisaca biiyiik miktarlarda SA birikimi, bitkilerin gesitli streslere karsi
kendilerini savunmak igin gelistirdikleri ¢esitli mekanizmalardan biridir (Wani et al.

2017).

SA bitkiyi sadece patojenik streslere karsi degil agir metal stresine karsi da koruma
saglamaktadir. Agir metallerin yol actigi ROT’lar oldukga kararsiz bilesiklerdir ve
bitkiye biiyiik hasarlar verebilirler. Bu durumda SA’nin antioksidan savunma sistemini
harekete gegirerek bitkinin strese karsi kendini korumasinda yardimci oldugu

bilinmektedir (Chen et al. 2016).

Vallisneria natans (Lour.) bitkisine SA (10 veya 100 uM) ile Pb (50 uM) uygulanmis
ve yaprak igerisinde besin elementi igeriginin, ROT seviyesinin ve antioksidan enzim
aktivitelerinin degistigi rapor edilmistir. Bu olumlu degisikligin, SA uygulamasinin Pb
alimin1 inhibe etmesi, dolayisiyla Pb kaynakli oksidatif stresi azaltarak MDA
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(malondialdehit) ve ROT artigin1 inhibe etmesi suretiyle ortaya ¢iktigi ileri stirlilmistiir
(Wang et al. 2011a).

Pb stresi altindaki geltik fidelerinde SA’nin biiyiimedeki roli ve H202’yi metabolize
eden enzimler iizerine olasi etkileri arastirillmistir. Pb stresi altinda yetistirilen geltik
fidelerinin biyokiitlesinde ve yaprak klorofil igeriginde azalma tespit edilmistir. Celtik
fidelerine Pb stresinden 48 saat énce 0.1 mmol / L SA ile muamele edilmesi
durumunda ise CAT ve APX aktivitesini baski altina aldigi, SOD aktivitesinin arttigi ve
boylece ¢eltik fidelerinin Pb toksisitesinden korundugu bildirilmistir (Chen et al. 2007).

Brassica juncea (L.) Czern. ve Trigonella foenum-graecum L. bitkilerinde SA'nin, Cd
ve Pb stresi altindaki etkileri ile ilgili bir arastirmada SA’nin agir metallere karsi
iyilestirici (her iki bitki tiirinde de Cd ve Pb uygulanmasi sonucu H202 gibi ROT
tretimini azaltmak)etkisinin oldugu, bu etkisini antioksidan savunma mekanizmasini
diizenleyerek, (6zellikle de SOD aktivitesini up regiile ederek ve CAT aktivitesini
bastirarak) yerine getirdigi tespit edilmistir (Goel 2012).

Disaridan uygulananSA’nin bitkilerdeki toksik metal etkilerini yok etme etkisine sahip

oldugu bilinmekte olup bu yondeki etkileri asagidaki Cizelge 1.1°de sunulmustur.

Cizelge 1.1. Metallere kars1 ekzojen uygulanan salisilik asitin etkileri (Wani et al. 2017)

APX aktivitesi ve
SOD aktivitesinde
azalma, GPX
aktivitesinde, prolin
tiretiminde ve lipid
peroksidasyon
hizlarinda ve elektrolit
sizintilarinda artig

Agir Bitki Stres altinda toksik etki|Uygulanan | SA uyguladiktan sonraki
metal SA dozu etki
Cd Misir Taze agirlikta, kok ve | 0.5mM Cd'nin bitki biiylime
(Zeamays | siirgiin biiyiimesinde, parametreleri tizerindeki
L.) fotosentez hizinda, olumsuz etkisinin

hafifletilmesi, Cd'nin enzim
aktivitesi, prolin tiretimi,
lipid peroksidasyon oranlari
ve elektrolit sizintisi ve
katalaz aktivitesi tizerindeki
inhibe edici etkisi, CO2
fiksasyonunda, APX
aktivitesi ve SOD
aktivitesinde artis.
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Cd Bugday SOD, CAT ve POX 0.5mM | Cd'nin olusturdugu stresin
(Triticum | aktivitelerinde azalma, azaltilmas1 ve bunun sebep
aestivumL.)|  biiylime, pigment oldugu olumsuz etkilerde
igerigi, ve nispi su belirgin iyilesme.
iceriginde azalma. Antioksidan savunma
faaliyetlerinin ve yaprak
anatomisinin gelistirilmesi.
B Arpa CO:z tiiketimi, protein ImM CO2 tiiketimi, protein
(Hordeum | igerigi, klorofil (a+b) igerigi, klorofil (a+b) ve
vulgare L.) ve karbonhidrat karbonhidrat igerigi ve
iceriginde azalma proteaz aktivitesinde artis.
Pb Piring Bitki biyokiitlesi ve 0.1mM Klorofil igerigi ve SOD
(Oryza klorofil igeriginde aktivitesinde artis, kok ve
sativa L.) azalma, H202 stirgiinde uzama.
seviyesinde artig
Pb Lour Klorofil a ve b de 0.01- Malondialdehit, O2." ve
(Vallisneria | azalma, MDA, O2. 0.1ImM | H20:2 igeriginde Pb kaynakli
natans) (stiperoksit) ve H202 artigin kismen dnlenmesi
iceriginde artig
Hg Alfalfa Hg'nin proteinlerin 0.2mM Koklerde Hg'ye bagl
(Medicago | siilfhidril gruplarina toksisiteyi hafifleme ve
sativa) baglanarak protein biiytimelerini tegvik etme,
yapisini bozmasi ve Daha fazla, GSH ve prolin
ROT olusumu birikimi
nedeniyle bitkilerin
olimii
As | Arabidopsis | Bitki biyokiitlesinde ve | 0.025mM |  Bitki biyokiitlesinde ve
thaliana klorofil igeriginde klorofil igeriginde artis,
azalma, lipid lipid peroksidasyonunda,
peroksidasyonunda, CAT, APX ve SOD
CAT, APX ve SOD aktivitelerinde azalma
aktivitelerinde artig
Al Piring Bitki canliliginda ve | 0.06mM Al alim azaltilarak, kok
(Oryza protein tiyol membran biitiinligi geri
sativa L.) seviyesinde azalma, kazanilarak, ROT seviyesi
kok plazma zar ve ROT ile indiiklenen
biitiinliigiiniin oksidatif hasar azaltilarak
kaybedilmesi. Oz, ve antioksidatif enzim
H202, lipid aktivitelerinin seviyesi
peroksidasyonu ve diizenlenerek Al
protein karbonil toksisitesinin hafifletilmesi.
icerigindeki artis.
Antioksidan enzimlerin
aktivitesinde onemli
degisiklikler.
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Ni Bugday Biiyiime 0.5mM | Fotosentetik pigmentlerin
(Triticum | ozelliklerinde azalma (klorofil a ve klorofil b)
aestivum (bitki boyu, taze iyilestirilmesi ve Ni stresi

L.) agirlik, kuru agirlik ve altindaki besleyin
yaprak alani), homeostazin siirdiiriilmesi
Karbonik anhidraz
aktivitesinin
engellenmesi, Ni ve
MDA birikimi.

Mn Salatalik | Ciddi kloroza neden | 0,ImM | Mn'nin kdklerden siirgiine
(Cucumis | olur, Ca, Mg ve Zn taginmasinda, toksisite
sativus L.) emiliminde ve semptomlarinda, ROT,

biiylimede inhibisyon, lipit peroksidasyonunda
hem siirgiinlerde hem azalma ve Ca, Mg ve Zn
de koklerde Mn emiliminin
birikiminde arts, inhibisyonunun
ROT birikiminde artis hafifletilmesi.
ve lipid
peroksidasyonu.
Cu Piring Yapraklarda kloroz, | 0.1mM | Toksisite semptomlarinda
(Oryza nekroz, MDA, H202 azalma ,lipoksigenaz
sativa L.) icerigi ve aktivitesi, H202, MDA ve
lipoksigenaz prolin iceriklerinde
aktivitesinde artis, azalma, nispi su ve

klorofil ve nispi su Klorofil miktarinda artis,
iceriginin azalmasi, SOD, APX, ve GPX
aktivitelerinde artis.

SA’nin aynt zamanda hem abiyotik hem biyotik stres durumlarinda PR genlerini
etkiledigi bilinmektedr. Bitki patogenezi ile ilgili (PR) proteinler, biyolojik patojenler
(mantarlar, bakteriler, virtisler, nematodlar) ve bocekler tarafindan saldirt
gerceklestikten sonra konakei igerisinde indiiklenen ve biriken ¢esitli proteinlerden
olusur. PR-1 proteinleri, ilk kesfedilen PR ailesini temsil eden ve patojen saldirilarinda
en fazla iiretilen PR formudur. PR-1 proteinleri gesitli bitki tiirlerinde sentezlenmekte
olup, bu protein grubunun homologlar1 mantar, bocek, hayvan ve insanlar da dahil
olmak tizere diger organizmalarda da belirlenmistir. Biitiin PR-1 benzeri proteinler, N-
terminal bolgesinde bir sinyal peptidi (SP) ve bir "PR-1 fold" (veya SCP_PR-1_like
bolgesi, cd05381) olarak adlandirilan korunmus bir ii¢ boyutlu yap1 igermektedir. PR-1

fold igin fazla asidik pH gibi hiicre dis1 ortamlarda PR-1 proteinlerinin stabilitesine
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katkida bulundugu diistiniilmektedir (Lu et al. 2011).

PR gen proteinleri, genellikle patojen saldiris1 durumunda fazla miktarda iiretilir. Fakat
PR genlerinin sadece patojen istilasi durumunda degil ayn1 zamanda agir metal stresi
altinda da tolerans saglamak {iizere sentezlenmekte oldugu tespit edilmistir. Nitekim
arpa (Hordeum vulgare L.) fidelerinin gévdesinde Cd’nin protein ifadesi iizerine etkisi,
yaprak apoplast proteinlerinin proteomik analizi ile arastirilmig ve Cd stresine maruz
birakilmis olan arpa fidelerinde, patojen stresinde oldugu gibi PR proteinlerinin (PR1,
PR2, PR3, PR4, PR5 ve PR17 ailelerine ait proteinler) Onemli seviyelerde
sentezlendikleri goriilmistiir (Pos et al. 2011). Yine baska bir calismada, Cu stresi
altindaki Phaseolus vulgaris L.’in protein analizi sonucunda ise ti¢c PR protein tipine
rastlanmis ve Cu konsantrasyonunun artmasiyla bu protein seviyelerininde arttigi

belirlenmistir (Cuypers et al. 2005).

Agir metallere kars1 en 6nemli savunma tiplerinden bir digeri ise MT genlerinin bitkiler
tarafindan aktive edilmesidir. Bu genler, metal baglayici genler olarak bilinmekte olup,
sistein kalintilar1 sayesinde agir metallerin toksik etksini gidermesinde etkilidirler. Agir
metalleri kendilerine baglayabilen bu proteinler, bitkilerde yaygin olan diisiik molekiil
agirhikli (2~7 kDa), sistein agisindan zengin (20%~30%) ve 1siya dayaniklidirlar. MT,
mantarlar, omurgasizlar, memeliler ve bitkiler gibi baz1 6karyotik ve bazi prokaryot
organizmalarda tespit edilmistir (Cobbett and Goldsbrough 2002). Son yillarda,
hayvanlarda ve mantarlarda oldugu gibi bitki MT genlerinin daha birgok onemli roller
(apoptoz, biiylime, embriyonik gelisim, mikrospor gelisim, yaslanma, meyve gelisimi,
olgunlagma ve streslere karsi tolerans saglama) Oynayabilecegini gosteren ¢aligmalar
mevcuttur. Bitkilerde, MT'lerin ifade diizeylerinin, metal iyonlari, ozmotik stres,
kuraklik, karanlik nedenli senesens, 1s1 soku, UV 1sinlamasi, oksidatif stres ve patojen
saldirisindan ve ayrica gesitli bitki hormonlar1 ve baz1 endojen faktorlerden etkilendigi
saptanmistir. MT genlerinin ifadesi, sadece Cu ve Zn gibi temel metaller tarafindan
degil ayn1 zamanda Cd gibi toksik metaller tarafindan da indiiklenmektedirler. MT
genlerinin bitkilerde ifadesi, agir metal stesinde ¢esitli uyaranlarla diizenlenmektedir

(Kisa et al. 2016). Pb stresine maruz kalan aygicegi bitkisinde yapilan arastirmada MT
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geninin ifadesinin arttigi goriilmiistiir. Bu sonug, MT geninin Pb detoksifikasyonunda
rol aldigini diistindiirmiistiir (Winska-Krysiak et al. 2015). MT'lerin, ¢ogunlukla Cu ve
Zn gibi metallerle kompleks olustururken, Cd, Hg ve Pb gibi agir metallerle de
kompleks olusturduklari bilinmektedir (Du et al. 2012).

[k bitki MT'leri, soya fasulyesinin koklerinde Casterline ve Barnett (1982) tarafindan
kesfedilmistir (Du et al. 2012). MT’ler, N ve C terminal bolgelerindeki sistein
kalintilarinin MT1, MT2, MT3 ve MT4 olarak diizenlenmesine bagli olarak dort
kategoriye ayrilmistir. Bu genler, ¢esitli agir metaller tarafindan indiiklenir ve bitki
dokularinda farkli seviyelerde ifade edilir. Tipl MT genleri baskin olarak hem
yapraklarda hem de koklerde ifade edilirken tip 2 MT genleri 6ncelikle yapraklar, saplar
ve gelismekte olan tohumda ifade edilmektedir. Tip 3 MT genleri yapraklarda veya
olgunlasan meyvelerde eksprese edilirken tip 4 MT genleri gelismekte olan tohumda ve
ayn1 zamanda iireme organlar1 ve vejetatif dokularda da ifade edilmektedir (Kisa et al.
2016).

Son zamanlarda, bitki MT'lerinin antioksidan &zellikleri {izerine yapilan arastirmalar
giderek artmaktadir. Bununla birlikte, metal baglama ve ROT temizleme arasindaki
etkilesim konusu halen net degildir. ROT temizleme islemi sirasinda, ROT tiirleri
MT'lerin Cys kalintilarina baglandiginda metaller salinabilmektedir. Salinan metallerin
ard arda sinyal olusumuna Katilabilecegi ileri siiriilmiistiir. Bu sonuglara dayanarak,

bitkilerde MT’lerin eylemlerinin bir model mekanizmasi 6nerilmektedir. (Sekill.1)

STRES MTs ROT Temizleme Tolerans

Metaller,

heonlar, Tuz. Kuraklik Antioksidan Enzimler(CAT,

SOD, GPX...)

Sekil 1.1. Bitkilerde MT'lerin bir model mekanizmasi (Du et al. 2012)
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Yine yabani karpuzda (Citrullus lanatus sp.) yapilan bir ¢aligmada siddetli kuraklik ve
yiiksek 1s1k stresi altinda, CIMT2 indiiksiyonunun, yabani karpuzun (Citrullus lanatus
sp.) hayatta kalmasina katkida bulundugu ve antioksidan 6zellikli bir bitki MT"sinin, bir

ROT temizleyici olarak islev gordiigii ileri siiriilmiistiir (Akashi et al. 2004).

Abiyotik streslerle basa ¢ikmaya calisan bitkilerin essiz mekanizmalarindan biride
kiigiik RNA'lar (sRNA) dir. Bitkiler strese karst yanit verirken bazi genlerin
aktivasyonu veya regiilasyonu gergeklesmektedir. Gen susturma isleviyle bilinen bu
kiiciik RNAlar, molekiiler diizeydeki savunma mekanizmalarindan biridir. Bu gen
susturma mekanizmasi yani RNAi (RNA interferans) mekanizmasi iki 6nemli RNA tiirii
sayesinde gergeklesmektedir. Bunlar miRNA (mikro RNA) ve siRNA (kiigiik
miidahaleci RNA)’dir. miRNA'lar, cogu 6karyotik organizmada bulunan, biytikligii 20
ila 24 niikleotit arasinda degisen, protein kodlamayan RNA (hpc RNA) molekiillerinin
bir riboregiilator sinifidir. MiRNA’lar transkripsiyon sonrasi Seviyede, ya translasyon
inhibisyonu ile ya da hedef geni parcalamasiyla sekansa oOzgii gen ifadesinin
diizenlenmesinde 6nemli rol oynarlar. MiIRNA’lar kuraklik, tuzluluk, agir metal, soguk,
151, oksidatif stres ve UV radyasyonu gibi ¢esitli abiyotik stres durumlarinda bitkinin bu
streslere karsi toleransi i¢in bitki genlerinde regiilasyonun saglanmasinda gorev alirlar

(Gupta et al. 2014).

Metal toksisitesine maruz kalan bitkilerde miRNA’lar ile ilgili pek ¢ok calismalar
yapilmistir. Bu arastirmalarda miRNA’lar ve hedefledikleri genlerin ifadelerine
bakilarak miRNA’larin toksisiteye karsi bitkiyi korumada o6nemli rol oynadigi
goriilmiistiir. miRNA’lar ve hedef genleri stres durumuna gore up veya down regiile
olarak cgesitli yanitlar olusturabilirler. Sekil 1.2°de miRNA ve hedef genleri arasindaki
iligki gosterilmistir (Gielen et al. 2012).
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Sekil 1.2. miRNA'lar ve hedef genleri (Gielen et al. 2012).
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Abiyotik streslerle ilgili bazi miRNA tipleri ve bunlarin hedef genleri iizerine ¢ok
sayida arastirmalar yapilmis ve bunlardan birtanesi de miR398’dir. miR398 oksidatif
stresle tanimlanan ilk miRNA ¢esididir. Hedefleri, Cu / Zn superoksit dismutaz (CSD)
enzimleridir. Oksidatif stres sirasinda CSD1(sitozolik CSD) ve CSD2 (plastidik CSD)
transkriptlerinin birikimi i¢in gerekli olan miR398 down regiile olmaktadir. miR398,
Fenton tipi reaksiyonlarda yer alir ve hidroksil radikalleri iiretme potansiyeline sahiptir,
Cu?* ve Fe*" gibi agir metallere maruz kaldiginda indirgenir. Buna ek olarak miR398,
(genellikle CSD1 ve CSD2 transkriptlerinin seviyelerini arttirarak) yiiksek 1sik ve MV

(metil viyologen)’e tepki olarak down regiile olmustur (Mendoza-Soto et al. 2012).

Arabidopsis thaliana bitkisine Cu, Fe ve MV uygulanarak miR398 ve hedef genlerinin
ifade diizeylerinin incelendigi bir aragtirma sonucunda miR398’in down regiile oldugu
ve hedef genlerinin ifadelerini (CSD1 ve CSD2) arttirarak agir metal stresinin sebep
oldugu ROT’lar1 yok ettigi bildirilmistir. Bu ¢alisma sonucunda oksidatif strese cevap
olarak CSD1 ve CSD2 tipi mRNA birikiminin, miR398 klavuzlugunda transkripsiyon

sonrasi regiilasyonun bir sonucu oldugu ileri siirtilmiistiir (Sunkar et al. 2006).

Medicago truncatula bitkisiyle yapilan bir bagka ¢alismada ise yine miR398 in ve hedef
genlerinin oksidatif strese yanitta etkili oldugu, Hg, Cd ve Al uygulanan bitkide
miR398’in agir metale karsi down regiile oldugu belirlenmistir. miR398’in hedef
genleri olan CSD1 ve CSD2 ifadelerinin miR398 tarafindan diizenlendigi ve oksidatif
strese karsi antioksidan sistemi harekete gecirerek bitkide bu agir metallere karsi

korumay1 sagladigi bildirilmistir (Zhou et al. 2008).

Daha Onceki caligmalar, farkli metallerin maruziyetine yanit olarak yer alan bir¢cok
genin up-down regulesini géstermesine ragmen, bu diizenlenmenin mekanizmasi heniiz
tam olarak anlagilamamustir. Bitkilerde metal stresine karsi tolerans gelistirilebilmesi
icin ilk adimin, metal stresine cevap veren genleri ve bu genlerin diizenlenme
mekanizmasinin aydinlatilmasi olduguna inanilmaktadir. Son yillarda bitkilerde agir
metal toksisitesine verilen tepkiler arasinda olan miRNA'larin ve hedef genlerinin

ifadelerinin, strese toleransta onemli bir yerinin oldugu fikri giderek yaygmn hale
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gelmektedir. Bununla birlikte agir metal toksisitesine tolerans saglamada miRNA'larin
roliiniin 6nemli oldugu yoniindeki bulgulara ragmen, maalesef miRNA'larin bu olaydaki

roliinii nasil gergeklestirdigi konusu heniiz kesinlik kazanmamistir (Gupta et al. 2014).

Literatiirde bitkilerin strese karsi olan savunma mekanizmalariyla ilgili pek cok ¢alisma
yer almaktadir. Fakat agir metal stresine cevap olayr ile MT geni, PR geni ve
miRNA’larin bu olayda ki rolleri hakkinda yeterli bilgi heniiz mevcut degildir.
Dolayisiyla bu arastirmada bugdayda Pb stresinde MT, PR ve miR398’in hedef
genlerinin ifade seviyelerinin, ayrica mikro elementlerden Cu, Zn ile SA’nin bu genlerin

ifade seviyelerine olan etkilerinin belirlenmesi amaglanmistir.
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2. KAYNAK OZETLERI

Bugday diinya niifusunun kalori ihtiyacinin yaklasik %20'sini karsilayan 6nemli bir
tarim bitkisidir. Uluslararas1 Gida Politikast Arastirma Enstitiisii (IFPRI) tarafindan
yapilan tahminlere gore, diinya bugday talebi 2020'de 841 milyon tona ulasacaktir.
Mevcut azalan ekilebilir alan, kiiresel iklim degisikligi ve niifusun siirekli bilylimesi goz
Oniine alindiginda, bugday tretiminin halen biiyiik zorluklarla kars1 karsiya oldugunu

gostermektedir (Yi et al. 2015).

Bitkiler ¢ok sayida abiyotik ve biyotik strese maruz kalmaktadir. Abiyotik stresler

arasinda agir metal stresi bitkiler i¢in biiytik bir tehlike olusturmaktadir.

Artan agir metal kirliligi diinya ¢apinda ciddi bir ¢evre sorunu haline gelmistir. Bitkiler
topraktan gerekli mineralleri almaktadirlar. Coklu fizyolojik islemler i¢in temel
metaller, 6rnegin Zn, Mn, Cu bitkiler i¢in gereklidir, ancak bunlar yiiksek seviyelerde
toksik olabilir. Cd, Pb, Hg gibi diger bazi1 metaller ise bitkiler i¢in gerekli degildir ve
oldukga toksiktir. Agir metal toksisitesinin ayirt edici ozellikleri, enzim sisteminin
bozulmas: ve oksidatif strestir. Bitkilerde Cd veya Hg gibi metal iyonlarinin yiiksek
birikimi, proteinlerin serbest siilfhidril gruplariyla baglandiklar1 igin proteinlerin
konformasyonel ve fonksiyonel olarak bozulmasina yol agtigindan dolay1 hiicrelerdeki
homeostazi de bozulur ve bu durum bitki gelisiminin engellenmesine, hatta oliimiine
neden olabilir. Toksik metallerle temas etmis olan bitkiler, giivenli gida iiretimi i¢in
biiylik tehlike haline gelir. Bu nedenle, toprak ve bitkilerin artan metal iyonlar: ile
kontaminasyonlarini azaltmak, hi¢ degilse bu agir metallerin bitkilerdeki birikimini
engellemek, diinyadaki tiim canlilar agisindan biiyiik 6nem tagir. Ancak bitkilerdeki
metal birikimini engellemek igin, metal-duyarli genlerin belirlenmesi ve iligkili

regiilasyon aglarinin ¢ok iyi anlagilmasi gereklidir (Noman and Aqgeel 2017).

Metal toksisitesini bertaraf etmek igin (detoksifikasyon), bitkilerin, PC’ler ve MT’ler

gibi farkli protein cesitlerini sentezlemek gibi yanitlar olusturdugu bilinmektedir. Yine
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sitrik, oksalik, malik - amino asit ve histidin gibi organik asitlerin koklerden rizosfere
salinimi da detoksifikasyon amagli olusturulan 6nemli bir fizyolojik tepkidir. Zira bu
bilesikler de, agir metallerle kompleks olusturarak detoksifikasyon saglamaktadir.

Cesitli metal tasiyicilarin ekspresyonu, metal toksisite toleransi i¢in gereklidir.

Agir metal stresi, ROT larin birikimine yol agar ve bu stres nedeniyle up regiile edilen
antioksidan enzimlerin aktivitesinin dengesizlesmesine neden olurlar. Bilindigi lizere,
oksidatif stres, hiicredeki lipidlerin, proteinlerin ve DNA'nin hasar gérmesine neden
olur. Metal toksisitesi gibi abiyotik bir stresle bitkinin basa g¢ikabilmesi i¢in, ilgili
genlerin ekspresyonlarinin gerek transkripsiyonel ve gerekse post-transkripsiyonel
basamaklarini ¢ok hassas bir sekilde diizenleyebilmesi gereklidir. S6z konusu bu tip bir
diizenlemede, miyeloblastoz proteini (MYB), bazik 16sin fermuar1 (bZIP), etilen yanith
faktor (ERF) ve WRKY gibi farkli gen ailelerinden olan bazi transkripsiyon
faktorlerinin (TF) rol aldigi bilinmektedir. Bundan baska, esasinda protein kodlamakla
gorevli olmayan ve npcRNA (protein kodlamayan RNA) adi verilen RNA'larinda, metal
toksisite yanitinin diizenlenmesinde rol alabilecegi rapor edilmistir (Mendoza-Soto et
al. 2012).

Bitkileri etkileyen yaygin kirleticiler arasinda Pb en toksik ve sik karsilasilanlardan
biridir. Pb bircok endiistriyel proseste halen yaygin olarak kullanilmakta olup, tim
cevre katmanlarinda (toprak, su, atmosfer ve canli organizmalar) kontaminant olarak
goriilmektedir. Pb’nin, morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal kaynakli olanlar da dahil
olmak {izere tiim canli organizmalar i¢in genis bir toksik etki sergiledigi bilinmektedir.
Bu agir metal gesiti, bitki biliylimesi, kok uzamasi, tohum ¢imlenmesi, fide gelisimi,
transpirasyon, klorofil {iretimi, kloroplasttaki lamel organizasyonu ve hiicre boliinmesi
gibi bir¢ok hayati 6neme sahip fizyolojik olaylar1 inhibe etmektedir. Bununla birlikte,
Pb’nin bitkideki etki derecesi, test edilen Pb konsantrasyonuna, maruz kalma siiresine,
baska bir stres tipinin varlifina, bitki gelisme evresine ve bitkinin organlarina bagh

olarak degisebilir.
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Pb elementinin bitkiler tizerindeki toksik etkilerini belirlemek amaciyla birgok aragtirma

yapilmis olup, bunlardan bazilar1 asagida sunulmustur:

Pb’nin 1spanak (Spinacia oleracea L.) ve bugday (Triticum aestivum L.)’in kuru
agirliklarinda azalmaya ve gayet net bir biiyiime inhibisyonuna neden oldugu
gosterilmistir. Bu semptomlarin temelde Pb’nin neden oldugu makroelement
eksikliginden (6zellikle K, P, Ca ve Mg) kaynaklandig1 ifade edilmistir (Lamhamdi et
al. 2013).

Pb'nin iki bugday ¢esidinde, (Chakwal-97 ve Sehar-2006,) yaprak / kok uzunlugu, taze /
kuru agirlik verimi, siirgiin sayis1 gibi morfolojik parametreleri ve yine kl a, kl b gibi
fotosentetik pigmentleri ve Na*, K* iyonlarinin igeriginde azalmaya yol agtigi fakat
karoten igerigini artirtigi belirlenmistir (Bhatt et al. 2013).

Cd ve Pb stresine maruz kalan bugday fidelerinde antioksidan enzim aktivitelerinde
onemli degisimlerin oldugu ve lipid peroksidasyonunda ciddi artiglarin oldugu ve sonug
itibariyle, Cd ve Pb agir metallerinin bitkilerin biiylimesine, kok ve siirglinlerde biiyiime

inhibisyonuna sebep oldugu rapor edilmistir (Dey et al. 2007).

Bugday (Triticum aestivum)’da Pb uygulamasinin oksidatif strese yol agtigi, bu
durumun da bitkide biiylime inhibisyonuna ve fotosentetik aktivitenin olumsuz

etkilenmesine sebep oldugu sonucuna varilmistir (Kaur et al. 2012).

Diger taraftan, bitkiler, toksik metal stresine cevap vermek igin c¢esitli yontemler
gelistirmistir. Bunlardan bazilar1 sunlardir; Secici metal alimi, bosaltimi, spesifik
ligandlarla kompleksler olusturma ve koklere gelen bu metallerin st kisimlara
tasinmay1p kok dokularinda depo edilmesidir (Pourrut et al. 2011). Bitkiler agir metale

maruz kaldiklarinda bazi savunma sistemleri devreye girmektedir.

Bazi durumlarda ise metallerin bir arada bulunmasi antagonistik etki yaparak agir

metalin bitkide olusturdugu hasarlar1 hafifletebilmektedir
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Nitekim Sesbania drummondii bitkisiyle Pb, Cu, Ni ve Zn’nin biiyiime, metal alim1 ve
antioksidatif metabolizmasi lizerindeki kombine etkileri ile ilgili bir ¢caligmada, bitki
gelisimi ve biliylimesinin, metal uygulamasi ile 6nemli derecede azaldigi ve koklerde
siirgiinlerden ¢ok daha yiiksek konsantrasyonlarda metal biriktigi belirlenmistir. Metal
aliiminin, koklerde Pb> Cu> Zn> Ni sirasini; siirgiinlerde ise Pb> Zn> Cu> Ni sirasini
izledigi belirtilmistir. Ayn1 ¢alismada enzimatik SOD, APX, GR ve enzimatik olmayan
(GSH gibi) antioksidanlarda belirgin bir artis gézlenmis ve enzim aktivitelerinde artigin,
Cu> Ni> Pb> Zn sirasini izledigi belirlenmistir. Calismanin sonucunda bir metalin
alimmnin diger metallerin varlifindan etkilendigi, metallerin birlikte bulunmasinin
oksidatif stresini arttirabilecegi ortaya koyulmustur (Israr et al. 2011). Agir metallerin
antagonistik ve sinerjik etkisi i¢in yapilan baska bir ¢alismada ise Cu, Cd ve Pb’nin
Cucumis sativus’un Dbiiylimesi ve biyoakiimiilasyonu iizerine kombine etkisi
aragtirillmistir. Aragtirmanin sonucunda, Cd ve Pb’nin kombinasyon halinde sinerjik
yanit gosterdigi, liglii kombinasyondaki Cu, Cd ve Pb toksisitesinin, tek tek uygulandigi

durumla kiyaslandiginda, daha diisiik oldugu sonucuna varilmistir (An et al. 2004).

Bugdayda ise Cu, Zn ve Pb’nin tohum ¢imlenmesi, plumula ve radikula uzamasini
engelledigi ve inhibisyon siralamasinin Cu> Pb > Zn seklinde oldugu ifade edilmistir.
Ayrica bu aragtirmada yaprak ve koklerde Cu'mun asiri birikiminin Zn seviyesini
azaltabilecegi, Pb'nin birikmesinin, yaprak ve koklerde Cu veya Zn seviyesini azalttigi;
Zn'nin asir1 birikiminin, yaprak ve koklerde Cu birikimleri tizerinde higbir etkiye sahip
olmadig1 tespit edilmistir. Ayrica bu ¢alismada, bugday fidesindeki agir metal
konsantrasyonu normal veya fitotoksik seviyelerden yiiksek oldugunda, besin elementi
olarak Zn veya Cu emilim prosesinin bundan etkilenmekte oldugu goriilmiistiir (Wang
et al. 2011b). Benzer bir ¢alisma soya fasulyesi lizerinde yapilmis olup, bu ¢alismada
ise Cd, Pb ve As metallerinin kombinasyon halinde iken bitkide olusturduklari
fitotoksik etkileri belirlenmeye calisilmigtir. Bu arastirma sonucunda, kombinasyon
halinde uygulanan agir metallerin sinerjistik ve antagonistik etkilerinin olabildigi, kok
bliylimesi agisindan Pb ve As arasindaki etkilesimin antagonistik, Cd ile Pb ve Cd ile
As kombinasyonlarinin sinerjistik etkiler olusturdugu ifade edilmistir. Ayni ¢alismada,

stirgiin biiylimesi tizerine ikili kombinasyonlarin, Cd ve As birlikte uygulandiginda
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sinerjistik, Pb ve As birlikte uygulandiginda ise antagonistik, tiglii kombinasyon olarak
uygulandiklarinda ise sinerjistik bir etkiye neden olduklart belirlenmistir (Luan et al.
2008).

SA, monohidroksibenzoik asit bitkilerdeki ¢esitli fizyolojik ve biyokimyasal
fonksiyonlar1 diizenleyen dogal olarak olusan bir bitki hormonudur. Ayni zamanda,
biyotik ve abiyotik streslere karsi tolerans gostermede Onemli rolleri olan bir
molekiildiir. Soyle ki; SA soguk, 1s1, agir metaller, ozmotik stres ve tuzluluk gibi bir¢cok
abiyotik strese maruz kaldiginda stres kaynakli antioksidan sistemin aktivasyonunda yer
alir. Patogenezle iliskili gen ekspresyonunda, sistemik olarak kazanilmis direngte ve
astya duyarlilik olayinda SA’nin rolii vardir. Onceki calismalarda, SA uygulamasinin,
bitki biiylimesi ve verimi, antioksidan enzimlerin uyarilmast ve bazi fotosentetik
reaksiyonlarin diizenlemesi gibi ¢ok cesitli bitki siireglerini etkiledigi belirtilmistir

(Chen et al. 2016).

Bir tiir organik asit olan SA'nin, Pb ve diger agir metal streslerinin neden oldugu
hasarlar1 hafifletici etkiye sahip oldugu, bitkilerde patojenlere karsi hastalik direncini
arttirabildigi, ciceklenmeyi tesvik edebildigi, kuraklik sartlarinda transpirasyonu
diistirebildigi ve gerektiginde etilen sentezini inhibe edebildigi iyi bilinmektedir (Song
etal. 2012).

SA’nin, bitkilerdeki agir metal stresine karsi hafifletici etkisinin olduguna dair bazi

arastirma Ornekleri asagida sunulmustur:

Pb stresi maruz birakilan alt1 farkli bugday genotipinde SA’nin, APX ve CAT aktivitesi,
MDA ve prolin icerigi gibi parametreler iizerine etki etmek suretiyle stresin neden

oldugu hasarlar1 azalttig1 rapor edilmistir (Song et al. 2012).

SA uygulanarak karnabahardaki agir metal (Co, Ni, Cd, Cr ve Pb) toksisitesinin

azaltilmasi ile ilgili yapilan bir ¢alismada SA’in antioksidan savunma sistemini harekete
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gecirmek siiretiyle agir metal toksisitesinin olusturdugu hasarlar1 hafiflettigi yoniinde

bulgular elde edilmistir (Sinha et al. 2015).

SA’nin bezelye bitkisinde Cd toksisitesine karsi Ribuloz-1,5-bisfosfat karboksilaz
(RuBPC, E.C. 4.1.1.39) aktivitesini ve klorofil seviyelerini muhafaza etmek siiretiyle
fotosentezin devamliligini saglayabildigi ifade edilmistir (Popova et al. 2008).

Cd stresine maruz birakilan baklagil bitkisine SA uygulanmasinin, bitkilerin bilylimesi,
fotosentetik verimliligi, prolin birikimi ve antioksidan enzim aktiviteleri gibi
parametrelere etki ettigi ve verim Ozelliklerini iyilestirdigi belirtilmistir (Alyemeni et al.
2014).

Cd ve Pb stresine altindaki Brassica juncea (L.) Czern. ve Trigonella foenum-graecum
L. bitkilerine SA uygulamalari1 yapilarak bitkilerin bilylime ve antioksidan savunma
sistemi parametrelerine bakilmis, nihayetinde SA'nin Cd ve Pb’nin toksik
konsantrasyonlarina karst antioksidan savunma mekanizmasini diizenleyerek bu

bitkilerde toleransi artirabildigi sonucuna varilmistir (Goel 2012).

Bitkiler siirekli abiyotik ve biyotik streslere maruz kalmaktadirlar. Bitkiler gen
ifadesindeki hizli degisimler sonucu patojen saldirilarina veya abiyotik streslere tepki
verebilme ozelligindedir ve bu tepkilerden biri de, bazi spesifik proteinlerin (PR gibi)

sentezlenmesini gerceklestirmek seklindedir.

Transgenik tiitiin bitkilerinde biber geni olan patojeneze-bagl protein 1 (CABPR1)
geninin asir1 ifadesi, agir metal ve patojen streslerine karsi direnci arttirdigi

belirlenmistir (Sarowar et al. 2005).

Arpa’da (Hordeum vulgare L.) Cd stresi altinda PR proteinlerinin (PR1, PR2, PR3,
PR4, PR5 ve PR17) indiiksiyonu agir metal stresine yanitin bir pargast oldugu ifade
edilmistir (Pos et al. 2011).
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Fasulyede (Phaseolus vulgaris L.) Cu stresiyle indiiklenen PR-10 ailesinin 3 iiyesi
tanimlanmis, fakat PR-10 proteinlerinin savunma yanitlarindaki rolii, bu proteinlerin

ana islevi kesin olarak belirtilmemistir (Cuypers et al. 2005).

Abiyotik bir stres olan agir metal stresi karsisinda bitkilerin kendilerini korumalari i¢in
essiz mekanizmalarindan birisi de MT genidir. MT geni insan, hayvan ve bitkilerde

bulunmus ve agir metal stresiyle iliskisi lizerine pek ¢ok ¢alisma yapilmustir.

MT, sisteince zengin diisiik molekiil agirlikli proteinler olup, bunlar aromatik amino asit
icermezler. MT'ler yiiksek sistein igeriginden dolayr agir metallere karsi yiiksek
afiniteye sahiptirler ve agir metallere kolayca baglanirlar. Bu nedenle agir metallere
maruz kalan hiicrelerde ve organellerde koruyucu bir rol oynadiklar1 diisiiniilmektedir

(Brewer and Marcus 2007; Shi and Chance 2008).

MT’lerin metal stresine karsi tolerans sagladiklarina dair bazi arastirma ornekleri

asagida sunulmustur:

Cd’ye maruz birakilan domates (Solanum lycopersicum L.)'de MT gen ifade analizi
sonuglarinda MT1, MT2, MT3 geni ifadelerinin arttigi1 gézlenmistir (Kisa et al. 2016).

Karabugday bitkisi agir metale maruz birakilmis ve stres altinda FeMT3 geni
incelenmistir. Caligma sonunda MT geninin agir metal baglamasinda 6nemli rol

oynadigi ortaya koyulmustur (Nikolic et al. 2010).

Pb stresi altindaki aygicegi bitkisiyle yapilan bir ¢alismada, MT1 geninin (HaMT1)
ifade diizeyleri incelenmis ve arastirma sonucunda MT’lerin, stresin diisiik veya orta
diizeyde oldugu durumlarda Pb detoksifikasyonunda etkili olduklar1 belirtilmistir
(Winska-Krysiak M. et al. 2015).
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Arabidopsis thaliana’da metallotiyoenin genlerinin (MT1, MT2a ve MT2b) agir
metallerle indiiklenebilirliginin, bitkinin organlarina bagli olarak degismekte oldugu
ifade edilmistir (Zhou and Goldsbrough 1995). Tath patateste (Ipomoea batatas) ise ¢
MT geninin (:bMT1,1bMT2,1bMT3), bir¢cok degisik metal stresi (CaClz, CuSOs, FeSOa,
ZnS0s4, CdSOs4, Pb(NO)3, MgSOs ve MnSOas) sartlar1 altinda iken ekspresyon
seviyelerinin organa bagli olarak degisebildigi tespit edilmistir (Kim et al. 2014). Yine,
Silene vulgaris ekotiplerinde, Cu stresi altinda, MT3 ekspresyonunun dokuya spesifik
olarak degistigi ve Cu toleransi ile iliskili oldugu ifade edilmistir (Nevrtalova et al.
2014). Yiiksek doz Zn’ye maruz birakilan beyaz kavakta (Populus alba) PaMT1,
PaMT3 ve PaMT2 gen ifade seviyelerinin organa bagli olarak degisiklik gosterdigi

belirlenmistir (Castiglione et al. 2007).

Cd ve Pb stresi uygulanan Aegiceras corniculatum bitkisinde MT2 geninin ifade
seviyelerinin arttig1 ve bu genin kodladig1 proteinin, Pb ve Cd’ye kars1 bitkinin sahip

oldugu savunma mekanizmalarindan biri olabilecegi belirtilmistir (Li et al. 2013).

MT’lerle ilgili yapilan bir baska ¢alisma ise, Ziziphus jujuba’da tipl MT (ZjMT) geni
izole edilerek Escherichia coli‘ye aktarilmis ve gen aktarilmis olan bu Escherichia coli
hiicrelerin, bu geni i¢cermeyen kontrol hiicrelerine kiyasla daha yiiksek metal iyonu
birikimi 6zelligi gosterdigi ve ¢cok daha yiliksek agir metal toleransina sahip olduklari
belirlenmigtir. Bu  bulgulardan hareketle, ZjMT geninin metal iyonlarinin
detoksifikasyonuna katkida bulundugunu ve metal streslerine karsi bariz bir tolerans

sagladig1 sonucuna varilmustir (Li et al. 2016).

Elsholtzia haichowensis, Cu’ya toleransi olan bir bitkidir. Bu bitkiden EnMT1, tipl MT
geni izole edilmis ve c¢esitli organdaki ekspresyon seviyesi incelendikten sonra
Escherichia coli'ye aktarilmistir. EAMT1 geni aktarilmis Escherichia coli'nin Cu, H202
ve 1s1 soku tarafindan indiikklenmesi durumunda, EnMT1 geninin Cu iyonlarinin neden

oldugu toksisitesini hafifletmede 6nemli bir iglevi oldugu sonucuna varilmistir (Xia et

al. 2012).
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Agir metale toleransa sahip bir mangrov (Kandelina candel) bitkisinde ZnSO4,CuSOs4,
PbCl2, HgCl2 ve CdCl2 streslerinin, MT geninin ifade seviyesinde degisikliklere yol
actig1 tespit edilmistir (Zhang et al. 2012).

MsMT2a ve MsMT2b geninin, Cd stresine karsi tolerans etkisi ile ilgili Medicago
sativa’da yapilan bir aragtirmada, MSMT2a geninin yoncanin tiim gelisim evrelerinde
ifade edilmekte oldugu ve bu genin Cd toleransimi indiikleyici bir gen olabilecegi

bildirilmistir (Wang et al. 2011c).

Du ve arkadaslar1 (2012) MT grubu genlerden bazilarinin hangi agir metal streslerinde
ekspresyona ugradiklart ve ne gibi fonksiyonlar iistlendikleri asagidaki ¢izelge 2.1°de

sunulmustur.

Cizelge 2.1. Bazi bitki tiirlerinde MT genlerinin fonksiyonlari (Du et al. 2012).

TUR GEN FONKSIYON
Arabidopisis thaliana L. AtMT Senesens sirasinda ve Cu'ya yanit olarak
dokuya spesifik ifade ve indiiksiyon
AtMT1 Mayada Cd'ye tolerans: arttirir.
AtMT2 | Kadmiyuma duyarli mayada Cd'ye toleransi
arttirir.
AtMT2a | Vicia faba guard hiicrelerinde Cd'ye direnci
arttirir.
AtMT3 | Vicia faba guard hiicrelerinde Cd'ye direnci
arttirir.
AtMT4a | A.thaliana'daki Cu ve Zn toleransini arttirir.
Brassica juncea L. BjMT2 E. coli ve A. thaliana'da Cu ve Cd
toleransini arttirir.
Citrullus lanatus CIMT2 Kuraklik stresinde ifade olur
Fagopyrum esculentum L. | FeMT3 Karabugdayda kuraklik ve oksidatif
tolerans1 artirir.
Gossypium hirsutum L. GhMT3a | Transgenik tiitiin ve mayada biyotik stres

toleransini arttirir.

Oryza satiral L. OsMT1a | Cinko homeostazinda rol oynar ve transjenik

pirinci kurakliga toleransini arttirir




Cizelge 2.1. (devam)
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Porteresia coarctata PcMT3 Cd, Cu ve Zn tarafindan ifade olur
Thlaspi caerulescens MT2 T. caerulescens'in metal uyarlanmis fenotipe
katkida bulunur
MT3 T.caerulescens'de Cu homeostazisini saglar
Avicennia marina AMMT2 Transgenik A. marina‘da Zn, Cd, Cu, Pb
toleranslarini arttirir.
Populus alba L. MT1 Zn tarafindan indiiklenir
MT2 Cd, Cu, Zn tarafindan ifade olur
MT3 Su stresini indiikler ve ROT’lar1 temizler
Populus trichocarpas x PdtMT1a Zn varliginda koklerde ifade olur
deltoide
PdtMT1b Zn varliginda koklerde ifade olur
PdtMT2a | Mayada Cd toleransini arttirir, Zn varliginda
kok, yaprak ve govdede ifade olur
PdtMT2b | Mayada Cd toleransini arttirir, Zn varliginda
kok, yaprak ve govdede ifade olur
PdtMT3a | Mayada Cd toleransini arttirir, Zn varliginda
kok, yaprak ve govdede ifade olur
PdtMT3b | Zn yaprak da gen ekspreyonunu indiikler
Tamarix hispida ThMT3 Transgenik mayada Cd, Zn, Cu ve NaCl

toleransini arttirir.

Bikilerde strese karsi savunma mekanizmalarinda bilimsel ilerlemeler kaydedilmis ve

bu essiz, karmasik mekanizmalar aydinlatilmaya ¢alisilmaktadir. Son zamanlarda, post-

transkripsiyonel seviyede gen ifadesinin onemli diizenleyicileri olarak tanimlanan

miRNA'lar savunma mekanizmasinin 6nemli bir pargasidirlar. Strese duyarli miRNA'lar

arasinda, miRNA398 (miR398), bitki stres diizenleyici agiyla direkt olarak baglantili

oldugu diisiiniilen miRNA c¢esididir. Oksidatif stres, su stresi, tuz stresi, absisik asit

stresi, ultraviyole stresi, bakir ve fosfat eksikligi, yiiksek sukroz ve bakteriyel

enfeksiyon gibi bitki yanitlarini diizenleyen bir miRNA'dir. Bu yiizden miR398 ile

yapilan arastirmalar bitkilerin strese karsi kendini savunmasinda 6nemli bir yere sahip

oldugu bilinmektedir (Zhu et al. 2011).
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Arabidopsis thaliana L. bitkisi Cu, Fe ve yiiksek 1s1k stresine maruz birakilarak miR398
ve hedef genlerin ifade seviyeleri incelenmistir. Oksidatif stres altinda miR398in down
regiile oldugu, miR398’in hedef genleri olan CSD1 ve CSD2’nin ifadeleri bu oksidatif
stres karsisinda arttig1 belirlenmistir (Sunkar et al. 2006).

Zn stresinin Arabidopsis thaliana L.’da oksidatif stresle ilgili olan CSD1 mRNA
seviyelerini artirdigi CSD2 ise mMRNA seviyelerini ise tim konsantrasyonlar da azalttig

tespit edilmistir (Remans et al. 2012).

Medicago truncatula’da Hg, Cd ve Al stresine maruz birakilmis ve miRNA'larin analizi
yapilmig, miR395 ve miR160’1n ifade seviyesinin degismedigi; miR171, miR319 ve
miR393’lin up regiile oldugu; MiR166 ve miR398’in ise down regiile olduklar
belirlenmistir (Zhou et al. 2008).
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Bitki materyali

Calismamizda bitkisel materyal olarak, Atatiirk Universitesi Ziraat Fakiiltesi’nden temin
edilen ve agir metallere hassas oldugu bilinen Triticum aestivum L. cv. ‘Cetinel 2000’
cesidi kullanilmigtir. Tohumlar ¢imlendirilmis ve yetistirilen bugday bitkisinin kok ve

yapraklarindan yararlanilmstir.

3.1.2. Arastirmada kullanilan cihazlar

Calisma esnasinda kullanilan cihazlar ve modelleri asagida verilmistir.

Otoklav (Hirayama, JAPAN, HVE 50, SN 030787253)

Otomatik Pipetler (Eppendorf, GERMANY)

Magnetik Karistirict (Daihan Scientific MSH 20A, KOREA)

Hassas Terazi (Mettler Toledo AL204, CHINA)

Su Banyosu (Memmert WNB14, GERMANY)

Spektrofotometre (Cecil, CE 5502)

Sogutmali Santrifiij (Hettich, Mikro 22R, M10, SN 0001279-03-00)
Santrifiij (Hettich, GERMANY, EBA-20)

PCR (Corbett Research CG1-96, AUSTRALIA)

Saf Su Cihaz1 (GFL 2004, GERMANY)

Steril Kabin (Esco AC2-4E1, SINGAPORE)

Derin Dondurucu (Nuarie, U.S.A. , -86 Ultralow Freezer, SN P07K-476316-PK)
Buzdolabi (Argelik, TURKIYE, 8190NF)
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3.1.3. Kullamilan c¢ozelti ve soliisyonlar

Arastirma boyunca kullanilan kimyasallar ve hazirlanma sekilleri asagida verilmistir.

3.1.3.a. Salisilik Asit soliisyonunun hazirlanisi

Uygulama dozu olan 1ImM SA igin; 0.0138 g SA tartilmis ve 20 ml etil alkol de
¢Ozilmistiir. Daha sonra iizerine su eklenerek toplam hacim 100 ml olarak

tamamlanmistir.

3.1.3.b. Tohum sterilizasyonu i¢in kullanilan ¢ozeltiler

%+  %10’luk Sodyum hipoklorit (NaOCI):

%10’luk NaOCl igin; ABC® marka ¢amasir suyundan 10ml alinarak toplam hacim 100

ml olarak tamamlanmustir.

% %70’lik Etil Alkol:

%100 likk etil alkolden 70 ml alinmig ve toplam hacim saf su ile 100 ml’ye

tamamlanmustir.

3.1.3.c. Besin cozeltisinin hazirlamisi

Denemede hazir olarak saglanan Hoagland ve Arnon (1938) (Sigma H2395-10L) tuzu

10L saf su igerisinde ¢oziilmiistiir.

3.1.3.d. Agir metal cozeltileri ve hazirlamsi

Caligilan agir metaller ve hazirlanis1 asagidaki Cizelge 3.1°de verilmistir.
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Cizelge 3.1. Kullanilan agir metal ¢ozeltilerinin hazirlanmasi

Agir  metalin| Uygulanan | Hazirlamisi

adi Dozu

PbSO4: Kursun|5mM 1.516gr PbSO4 az miktar sodyum hidroksit(NaOH)

(1) siilfat icinde ¢oziinmiis ve toplam hacim su eklenerek 1lt
olarak tamamlanmustir.

CuS04.5H0: | 1mM 0,249gr bakir siilfat tartilarak 11t suda ¢oziilmiistiir.

Bakir )]

stilfatpentahidrat

ZnS04.7H,0: [0,015mM  |0,0043 gr ¢inko siilfat tartilarak 11t suda ¢6ziilmiistiir.
Cinko siilfat
heptahidrat

3.1.3.e. Kullanilan Primerler ve Hazirlamislari

Triticum aestivum L. genomunda yapilan biyoinformatik c¢aligsmalar ile ilgili veri
tabanlarindan yararlanilarak MT, PR ve miR398 hedef genleri i¢in primer tasarimi
yapilmistir. Arastirmada kullanilan genler i¢in Pfam (pfam.xfam.org) veritabani
kullanilarak genlerin erisim numaralar1 bulunmustur. Daha sonra bitki genomik kaynagi
olan Phytozom (https://phytozome.jgi.doe.gov/) veri tabani kullanilmistir. Veri
tabaninda Triticum aestivum L. bitki tiirii se¢ilmis ve erisim numarasi girilerek genlerin
sekans  dizilerine  ulasilmistir.  (MiR398  hedef genleri igin  mirbase
(http://www.mirbase.org/) veritabani kullanilarak bugdayda miR398’in hedef genleri
bulunmus ve Interpro (https://www.ebi.ac.uk/interpro/) veritaban1 ile protein
sekanslama yapilarak bu genlerin islevlerine ulasilmistir. Son olarak segilen baz
dizilerinden Primer3 (http://frodo.wi.mit.edu/) programi kullanilarak primerler
tasarlanmistir. Arastirma siirecinde kullanilacak olan primerler elde edildikten sonra
firmanin Onerdigi miktarda sulandirilarak stok sollisyon hazirlanmistir. Daha sonra
yapilan hesaplamalar sonucunda 1uM olacak sekilde ¢alisma soliisyonlari

hazirlanmistir.
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Calismada kullanilan genlerin ifade diizeylerini incelemek i¢in hazirlanan primerlerin
baz dizilimleri Cizelge 3.2°de yer almaktadir. Ayrica ¢alismada referans gen olarak -

Aktin kullanilmustir.

Cizelge 3.2. Kullanilan primerlerin baz dizilimi

Primer-GEN GEN ID Forward Primer Reverse Primer
5>3 523
Metallotiyonein |543479 |GGCTGCAACGACAAGTGC |GGTTGCACCCACAGTGCT
(MT2)

PR-1.2 543488 |TCGCCTCAGGACTACCTCTC |[CTCTGGTTGGCGTAGCTCTG
patogenez ile
ilgili protein 1.2

S-Aktin AB ACCTTCAGTTGCCCAGCAAT |CAGAGTCGAGCACAATACTG
181991.1

Calismada kullanilan miRNA ve hedef genlerinin ifade diizeylerini incelemek igin

hazirlanan primerler ise Cizelge 3.3’de yer almaktadir.



Cizelge 3.3. Calismada kullanilan miR398 hedef genlerinin gRT-PCR i¢in primer dizileri

EC 1.15.1.1)

Primer-miRNA Hedef Gen ID: Fonksiyonu Forward Primer Reverse Primer
523’ 5°>3
ath-miR398a-3p  [Traes _3B_E1131EA03.1 Metallo-beta-lactamaz ACTCCTGTCGTCATTGCAGA GCCATTGAAGCAAACCTCCT
EC 3.5.2.6)
ath-miR398a-5p [Traes _7BL_A04B4A50C.1 Protein kinaz TGCCCATATAGAAGCGACTTG GAGCTCTCTTGATGGCAACC
EC 2.7.11)
ath-miR398a-5p [Traes _5BL_DF8CO0753E.1 Bax-Inhibitorl GCGCTACTACCACCAGAAGC CTCTTTGCAGCCCAGAAAGT
bol-miR398a-5p [Traes 2BS B4F22F1BC.1 F-Box domain TGGATACATTGTGGTGCTCA [CCAAATGAAGTGACCGCATA
ptc-miR398a Traes _2DS_3C3A2A12A.2Siiperoksit dismutaz ATCCCCCTTACTGGACCAAA [CGTTTCCAGTGCTCTTGCTA

8¢
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3.2. Yontem

3.2.1. Tohum sterilizasyonu

Ekim Oncesi tohumlar asagidaki sekilde sterilize edilmistir.

1-Calismada kullanilan Triticum aestivum cv. Cetinel 2000 ¢esidine ait tohumlar ilk
olarak musluk suyunda yikanmustir.

2-Daha sonra %70’lik alkolde 1 dakika karistirilmis ve devaminda steril suyla iyice
calkalanmustir.

3-Sonrasinda %10’luk NaOCI ¢ozeltisiyle 10 dakika muamele edilmistir.

4-Son olarak tohumlar 4 kez steril suyla iyice calkalanmis ve kurutma kagidinda

kurutulmustur.

3.2.2. Agir metal uygulamasi icin gereken dozlarin belirlenmesi

Uygun dozlarin bulunmasi i¢in steril olan petri kaplarina bugday tohumlar1 ekilmistir.
Her agir metal ve konsantrasyonu igin 4 tekrarli olacak sekilde steril 12 cm ¢apli cam
petri kaplarinin igine filtre kagidi koyulmus ve iglerine 25 tane sterilizasyonu yapilmis
tohum ekilmistir. Pb i¢cin 5SmM, 10mM, 15mM, Cu i¢in 1mM, 2mM, 3mM, Zn i¢in
0.015mM, 0.03mM, 0.06mM olan dozlar denenmistir.

Zn i¢in Thlaspi ochroleucum bitkisinde 1mM Zn ve iizerinin toksik oldugu tespit
edilmistir (Shen et al. 1997). Calismada 1mM altindaki dozlar denenerek toksik

olmayan doz bulunmustur

Pb i¢in 1mM’dan fazlasiin toksik oldugu tespit edilmistir (Verma and Dubey 2003).

Calismada bu dozun iistiindekiler denenerek uygun olan toksik doz secilmistir.

Cu, bitkilerde belirli dozda bulunmasi gerekmektedir. Gerekli dozu asmasi halinde
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toksik etki yapmaktadir. Bu yiizden hiicrelerdeki Cu konsantrasyonlarinin diisiik
seviyelerde tutulmalidir. Calismada Cu i¢in 3 doz denenmis ve uygun olan doz tespit

edilmistir.

Pb i¢in toksik doz belirlenirken Cu ve Zn igin toksik olmayan doz belirlenmistir. Her bir
petri kabina bu dozlardaki soliisyonlardan 10 ml koyulmustur. Kontrol gruplarina ise 10
ml distile su koyulmustur. Ekim yapildiktan sonra petriler parafilm ile kapatilip 1 hafta
oda sicakliginda gozlenmistir. Elde edilen sonuglara gore Pb i¢in en uygun dozun 5SmM,

Cuigin 1 mM ve Zn i¢in 0.015 mM oldugu tespit edilmistir.

3.2.3. Kullanilan bitkinin yetistirilmesi ve metaller ile salisilik asit uygulamasi

Bitkilerin yetistirilmesi agir metal ve SA uygulamasi hidrofonik sistemde
yuriitiilmiistiir. 3 L kapasiteli plastik kaplarin kapaklar1 51 mm ¢apindaki file saksilarin
girecegi sekilde 6 tane delik acgilmis ve file saksilarin igerisine hidroton eklenmistir.
Hidrotonun soliisyonla temas edecek sekilde plastik kaplara soliisyon eklenmistir.
Hidrofonik sistem kesintisiz bir sekilde elektrikli hava motoru kullanilarak

havalandirilmistir.

Her agir metal ve kombinasyonlar1 ve de SA uygulamast igin 1 plastik kap kullanilmis
ve her saksi 1 tekerriir olarak kabul edilmistir. Steril edilen tohumlar nemlendirilmis
¢imlendirme kagidi igeren petri kutularina birakilarak homojen bir ¢imlenme saglamak
icin +4°C’de 48 saat siireyle bekletilmistir. Bu tohumlardan 2 dozda Hoogland and
Arnon (1938) soliisyonu iceren (pH=5,5-5,7) plastik kaplar iizerindeki her saksiya 10
tane olacak sekilde birakilmis ve 20+1°C’de 16 saat 151k (Floresans lambasi1-300 Imol/
m?s!) 8 saat karanlik sartlarda 14 giin siireyle biiyiitiilmiistiir. Cimlenen tohumlardan
gelisen fidelerden her saksida 5 tane kalacak sekilde homojen biiyiime gosteren fideler
birakilarak bu fidelere agir metal ve SA uygulamasi yapilmistir. 14 giinliik fidelere
yapraktan spreyle SA uygulamasini [0,0 (etil alkol) ve 1,0 mM] miitakiben iki giin sonra
asagida verilen agir metal ve/veya metal kombinasyonlar1 Hoagland and Arnon (1938)

soliisyonuna aktarilmis ve yine ayni kiiltiir sartlarinda 10 giin siireyle agir metal stresine
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maruz birakilmistir. Bu siirenin sonunda bitki Ornekleri alinarak -80°C’de calisma

yapilacag giine kadar bekletilmistir.

Uygulama Aciklama
1 5mM PbSO4 (Pb)

2 1mM CuSO4.5H20(Cu)

3 0,015 mM ZnS04.7H20(Zn)
4 Pb+Cu+Zn
5

6

7

Pb+Cu
Pb+Zn
KONTROL(Ag1ir metalsiz)

3.2.4. RNA izolasyonu

Aragtirilan bitkinin yaprak ve koklerinden RNA izolasyonu Trizol reagent (Invitrogene,

USA) ile yapilmustir.

RNA izolasyon asamalar1:

1- 100 mg bitki ornekleri sivi azot yardimiyla 1ml Trizol reaktifi (invitrogene,USA)
icinde 2 ml’lik steril tiiplerde pargalanarak homojenize edilmistir.

2- Bu ornekler 5 dk. Oda sicakliginda bekletilerek niikleoprotein komplekslerinin
tamamen ayrismasi saglanmistir.

3- 1 ml Trizol reaktifi i¢in 0.2 ml kloroform eklenmistir.

4- Tiplerin kapaklar1 iyice kapatilip 15sn. elle kuvvetlice g¢alkalanip 5dk. oda
sicakliginda bekletilmis ve daha sonra 4°C’de 10dk 15000 rpm’de santrifiij edilmistir.
5- Ustteki s1v1 faz yeni bir tiipe aktarilip isopropanolle karistirilarak RNA’nin ¢dkmesi
saglanmustir.

6- Ornekler oda sicakliginda 10dk bekletilip 15000 rpm’de 4°C’de 10dk santrifiij

edilmistir.
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7- RNA ¢okeltisi %75°1ik etanol ile bir kez yikanip kullanilan her 1ml Trizol reaktifi
icin 1ml etanol eklenmistir.

8- Ornekler vorteks ile karistirilarak 5dk. 1000 rpm’de 4 °C’de santrifiij edilmistir.

9- Islemler sonunda RNA ¢okeltisi 5-10 dk kurumaya birakilmis ve RNA 30ul steril su
ile ¢oziiliip ve 10dk 55-60°C’de bekletilip kullanilincaya kadar -80°C’de saklanmustir.

3.2.5. cDNA sentezi

Miktarlar1 esitlenmis olan RNA ornekleri Thermo Scientific RevertAid First Strand
cDNA Sentez Kiti protokol firetici firmanin Onerilerine uygun yapilmistir. Protokol

asagidaki sekilde uygulanmustir.

1- Steril tiipe miktar1 0,1ng-5ug olacak sekilde toplam RNA, 1 ul oligo (dT)is primer
konulmustur ve son hacim 12 pl’ye tamamlanmustir.

2- Bu karisim hafif bir sekilde santrifiij edilmistir ve 65°C’de 5 dk inkiibasyona
birakilmistir. Cikarildiktan sonra hemen buz {lizerine alinmistir.

3- Bu karigimin iizerine 4 ul 5X Reaksiyon Buffer, 1 ul RiboLock RNase Inhibitor, 2 ul
10 mM dNTP Mix ve 1 ul RevertAid M-MuLV RT eklenmistir ve son hacim 20 pl
olmustur.

4- Karisim hafif bir sekilde santrifiij edilmis ve PCR’a konulmustur. Termalcycler
cihazinda; 42°C’de 60 dk. inkiibasyondan sonra 70°C’de 5 dk reaksiyon

sonlandirilmistir.

3.2.6. gRT-PCR ile gen ifade analizi

gRT-PCR islemini gergeklestirmek icin Thermo Scientific Maxima SYBR Green/ROX
gPCR Kiti kullanilmigtir. Protokol {iretici firmanin talimatlarina uygun sekilde

yapilmistir. Talimatlar asagida verilmistir.

1- Kullanilacak tiim soliisyonlar hafif bir sekilde vortekslenmistir.
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2- Stok master mix asagida verildigi gibi hazirlanmistir.

Maxima SYBR Green/ROX QPCR Master Mix (2X) 12,5 ul
Forward Primer (0,3uM) 1,2 ul
Reverse Primer (0,3uM) 1,2 ul
Kalip DNA (cDNA) 500ng
Steril su Son hacim 25 pl’ye tamamlanir

3- Karisim PCR tiiplerine aktarilmis ve hafifce santrifiijlendirilmistir.

4- Asagidaki PCR dongiisti uygulanmistir.

1) 10dk 95°C

2) 15sn 95°C
30sn 60°C 40 dongii
30sn 72°C

3.2.7. Verilerin Analizi

Gen ifade analizi sonucunda Orneklerin esik (threshold) degerleri belirlenmistir. PCR
analiz sonuglarina gore orneklerin Ct degerlerine ait standart sapmalar Microsoft Excel
programi yardimiyla hesaplanmistir. Standart sapmasi diisiik olan 6rnekler 3 tekerriir
tizerinden degerlendirilmistir. Bugday ¢esitlerine ait genlerin ifade oranlar1 Livak and
Schmittgen (2001) gére 2722t oransal hesaplama algoritmasi ile belirlenmistir. qRT-
PCR analizinde referans gen olarak bugday S-Aktin geni kullanilmis ve genlerin ifadesi

referans gen ifadesine gore gerceklestirilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

Pb, Cu ve Zn metallerinin ve bu metallerin kombinasyonlarinin uygulandigi ortamda
yetistirilen bugdayda (Triticum aestivum L.) MT2, PR-1 ve miR398’in hedef genlerinin
toksisiteye karsi ifade degisimleri ve SA uygulamasiminda bu genlerin ifadesi iizerine
olan etkileri asagida sunulmustur. Herbir genin kok ve yapraklart igin qRT-PCR
amplifikasyonu sonucunda SYBR-Green sinyal grafigi Sekil 4.1 ve Sekil 4.2°de

verilmistir.

Norm. Fluoro.
o
'Y

o
w

Morm. Fluoro.
4
'Y

0,0 {Tnreshoid

Sekil 4.2. Bugday yapraklarinda segilen genlerin qRT-PCR ¢alisma egrileri
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PR-1 geninin ifade analizi sonuglari sekil 4.3 ve sekil 4.4’de gosterilmistir. Sekil 4.3
incelendiginde yaprakta PR-1 geninin Pb+Zn+Cu uygulamasi hari¢ diger
uygulamalarda up regiile oldugu gozlenmistir. En fazla ifade seviyesi Pb+Zn+SA
uygulamasinda belirlenirken, en diisiik ifade seviyesi Pb+Zn+Cu uygulamasinda tespit

edilmistir.

PR-1 geninin kokte Pb+Cu, Pb+Zn, Pb+Zn+Cu ve Pb+Cu+SA uygulamalarinda up
regiile oldugu, Cu, Zn, Pb, SA, Pb+Zn+SA ve Pb+Zn+Cu+SA uygulamalarinda ise
down regiile oldugu goézlenmistir (Sekil 4.4). En fazla ifade seviyesi Pb+Cu

uygulamasinda, en diisiik ise Zn uygulamasinda belirlenmistir.

100
PR GEN-YAPRAK

jIIII_IIIl

0,1

Log10 Fold Change vs. Control

Pb+Zn+ Pb+Zn+ | Pb+Cu+ | Pb+Zn+
Cu Zn Pb Pb+Cu | Pb+Zn cu SA SA SA CU+SA

’lSERil 1,94435|10,2625/11,1851|14,2454|7,78209| 0,8003 |11,0304|25,3262|2,82076|8,37694

Sekil 4.3. Agir metal ve SA uygulamasmin PR-1 geni ifadesindeki etkisi (2744<")
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100

PR GEN-KOK

10

‘T - I!- -

Log10 Fold Change vs. Control

0,1

Pb+Zn+ Pb+Zn+ | Pb+Cu+ | Pb+Zn+
Cu Zn Pb Pb+Cu | Pb+Zn cu SA SA SA CU+SA

’iSERil 0,61781/0,12245|0,60041|24,6241|2,07139|2,719050,34393|0,71767|3,38218|0,77318

Sekil 4.4. Agir metal ve SA uygulamasimin PR-1 geni ifadesindeki etkisi (2"24¢t)

Pb stresine kars1 Cu, Zn ve SA uygulamalarmin MT2 geni ifadesinde yaptigi
degisiklikler Sekil 4.5 ve 4.6°da gosterilmistir. Sekil 4.5 incelendiginde bitkinin yaprak
kisminda elde edilen MT2 gen ifade analizi sonuglarma gore; Pb, Pb+Zn+Cu,
Pb+Zn+SA ve Pb+Zn+Cu+SA uygulamalarinda MT geninin up regiile oldugu diger
uygulamalarda ise genin ifadesinin down regiile oldugu gozlenmistir. Yaprakta MT
geninin en fazla Pb+Zn+Cu+SA uygulamasinda up regiile oldugu; SA uygulamasinda

ise en fazla down regiile oldugu ise gézlenmistir.

Sekil 4.6.’da goriildiigi gibi kok kisminda elde edilen MT2 gen ifade analizi sonuglarina
gore; Pb+Cu, Pb+Zn+Cu, Pb+Zn+SA, Pb+Cu+SA ve Pb+Zn+Cu+SA uygulamalarinda
MT2 geninin up regiile oldugu gozlenirken, Pb, Zn, Cu, Pb+Zn ve SA uygulamalarinda
bu genin down regiile oldugu belirlenmistir. MT2 geninin Pb+Cu+SA uygulamasinda en
fazla up regiile oldugu; Zn uygulamasinda ise en fazla down regiile oldugu gozlenmistir.
Kok ve yaprak birlikte ele alindiginda MT2 geninin ifade seviyesinin kokte daha yiiksek
oldugu tespit edilmistir.
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10000

Metallotiyonin-Yaprak

1000

100

=
o

1A‘-—¥—_Y_—h- . —

Log10 Fold Change vs. Control

o
il

0,01

Pb+Zn+ Pb+Zn+|Pb+Cu+| Pb+Zn+
Cu Zn Pb | Pb+Cu | Pb+Zn cu SA SA SA | CusSA

’lSERil 0,3657|0,70497| 1,1061 | 1,01 |0,3148 |84,8524/0,101843,67497/0,70948| 3248,1

Sekil 4.5. Agir metal ve SA uygulamasinin bitki yapraginda MT2 gen ifadesine etkisi
(2-AACt)

100

Metallotiyonin-Kok

| I I
. ] = I N

- "

Log10 Fold Change vs. Control

0,1

Pb+Zn+ Pb+Zn+ | Pb+Cu+|Pb+Zn+
Cu Zn Pb Pb+Cu | Pb+Zn cu SA SA A CU+SA

’ m SERi10,69468/0,18868|0,63147|3,01666/0,593438,69374/0,235474,31976|9,13792|1,57685

Sekil 4.6. Agir metal ve SA uygulamasinin bitki kokiinde MT2 gen ifadesine etkisi (2°
AACt)



48

Calismada incelenen bir diger gen MiR398’in hedef geni olan Cu / Zn superoksit
dismutaz(CSD) genidir. Bitkinin kdk ve yaprak kisminda elde edilen bu hedef genin
ifade analizi sonuglar1 Sekil 4.7 ve Sekil 4.8’da verilmistir. Sekil 4.7 incelendiginde; Zn,
Pb ve SA uygulamalarinda bu genin up regiile oldugu, diger uygulamalarda ise down
regiile oldugu tespit edilmistir. SOD un ifade seviyesinin SA uygulamasinda en fazla

oldugu; Pb+Zn+Cu uygulamasinda ise en diisiik oldugu tespit edilmistir.

Sekil 4.8 incelendiginde ise kokte SA uygulamasi hari¢ bu hedef genin tiim
uygulamalarda down regiile oldugu goézlenmistir. CSD 'nin ifade seviyesinin en fazla SA
uygulamasinda; en diisiik ifade oraninin ise Pb+Zn+Cu+SA uygulamasinda oldugu

saptanmistir.

10

Siiperoksit Dismutaz
Traes_2DS_3C3A2A12A-YAPRAK

L

Log10 Fold Change vs. Contol

.,ll .

0,1

Pb+Zn+ Pb+Zn+ | Pb+Cu+|Pb+Zn+
Cu Zn Pb Pb+Cu | Pb+Zn Cu SA SA A Cu+SA

’ m SERI1/0,49978 1,145451,23264/0,91046 0,53724/0,17789 2,42001/0,92594/0,69478/0,47742

Sekil 4.7. Agir metal ve SA uygulamasinda miR398 hedef geni olan CSD 'nin ifadesi
(Z—AACt)
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10

Siiperoksit Dismutaz
Traes_2DS_3C3A2A12A-KOK

SN Bl BN BN

Log10 Fold Change vs. Control

0,1
0,01
0,001 Pb+Z Pb+Zn+|Pb+Cu+| Pb+Z
+Zn+ +Zn+|Pb+Cu+|Pb+Zn+
Cu Zn Pb | Pb+Cu | Pb+zn | *~ SA SA SA | CutSA

’ m SERi1|0,38605|0,83642|0,52761/0,524310,60764(0,01217 1,156410,17894(0,55165 0,00602

Sekil 4.8. Agir metal ve SA uygulamasinda miR398 hedef geni olan CSD’nin ifadesi
(Z-AACt)

Calismada CSD disinda miR398’in diger hedef genleri olan metallo-beta laktamaz,

protein kKinaz, F-box domaini ve Bax inhibitor1’in ekspresyon seviyeleri incelenmistir.

Metallo beta laktamaz enzimini kodlayan bir diger hedef geninin bitkinin kok ve yaprak
kisminda elde edilen ifade analizi sonuglar1 Sekil 4.9 ve Sekil 4.10°da gosterilmistir.
Sekil 4.9 incelendiginde, yapakta Zn uygulamasi hari¢ bu genin diger tiim
uygulamalarda down regiile oldugu gozlenmistir. Metallo beta laktamaz geninin ifade
seviyesi en fazla Zn uygulamasinda, en diisiik ise Pb+Zn+Cu uygulamasinda tespit

edilmistir.

Sekil 4.10 incelendiginde ise kokte Pb uygulamasi hari¢ diger tiim uygulamalarda bu
hedef genin down regiile oldugu tespit edilmistir. Metallo beta laktamaz enzimini
kodlayan hedef genin ifade seviyesi en fazla Pb uygulamasinda, en diisiik ifade orani ise

Pb+Cu uygulamasinda gézlenmistir.
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Sekil 4.9. Agir metal ve SA uygulamasinda miR398 hedef geni olan metallo-beta-
laktamazin ifadesi (2724<")
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Sekil 4.10. Agir metal ve SA uygulamasinda miR398 hedef geni olan metallo-beta-
laktamazin ifadesi (244
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mMiR398’in bir baska hedef geni protein kinazlardir. Bitkinin kok ve yaprak kisminda
elde edilen bu hedef genin ifade analizi sonuglart Sekil 4.11 ve Sekil 4.12°de

gosterilmistir.

Sekil 4.11 incelendiginde, yaprakta bu hedef genin tiim uygulamalarda down regiile

oldugu, en diisiik ifade seviyesinin Pb+Zn+SA uygulamasinda oldugu saptanmustir.

Bu hedef genin kokteki ifade seviyeleri incelendiginde, Pb+Zn+Cu, Pb+Zn+SA ve
Pb+Zn+Cu+SA uygulamalart haric diger tiim uygulamalarda up regiile oldugu
gozlenmistir (Sekil4.12). Bu hedef genin ifadesi en fazla SA uygulamasinda, en disiik

ise Pb+Zn+SA uygulamasinda belirlenmistir.
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Protein Kinaz
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+Cu +SA +SA A

’l SERI1|0,0645|0,5489/0,2831/0,0966, 0,092 10,0754 0,5905 0,0405/0,0432/0,0708

Sekil 4.11. Agir metal ve SA uygulamasinda miR398 hedef geni olan proteinkinazin
ifadesi (2724<)
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’lSERil 3,8345|4,8158|13,493| 4,845 |5,8278|0,0905 | 25,894 | 0,078 |5,8277|0,7154

Sekil 4.12. Agir metal ve SA uygulamasinda miR398 hedef geni olan proteinkinazin
ifadesi (2°44¢)

miR398’in bir diger hedef geni de F-box proteinleridir. Bitkinin kok ve yaprak kisminda
elde edilen bu hedef genin ifade analizi sonuglart Sekil 4.13 ve Sekil 4.14’de
gosterilmistir. Sekil 4.13 incelendiginde yaprakta bu hedef genin Pb, Pb+Cu, Pb+Zn,
Pb+Zn+SA ve Pb+Cu+SA uygulamalarinda up regiile oldugu, Cu, Zn, Pb+Zn+Cu, SA
ve Pb+Zn+Cu+SA uygulamalarinda ise down regiile oldugu gozlenmistir. Bu hedef
genin ifadesinin en fazla Pb+Zn uygulamasinda, en disiik ise Pb+Zn+Cu

uygulamasinda gozlenmistir.

Bu hedef genin kokte tim uygulamalarda up regiile oldugu ve en yiiksek ifade
seviyesinin Pb+Zn+Cu uygulamasinda gergeklestigi tespit edilmistir (Sekil 4.14).
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Sekil 4.13. Agir metal ve SA uygulamasinda miR398 hedef geni olan F-box proteinin
ifadesi (2°44¢)
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Sekil 4.14. Agir metal ve SA uygulamasinda miR398 hedef geni olan F-box proteinin
ifadesi (2°44¢)

Son olarak miR398’in bir diger hedef geni Bax-inhibitor-1’dir. Sekil 4.15
incelendiginde yaprakta Zn uygulamasi hari¢ bu hedef genin diger uygulamalarda down
regiile oldugu tespit edilmistir. Bax-inhibitor-1 geninin ifadesi en fazla Zn

uygulamasinda, en diisiik ise Pb+Cu+SA uygulamasinda gozlenmistir.
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Bax-inhibitor-1 geninin kokte tiim uygulamalarda down regiile oldugu, en diisiik ifade

seviyesi ise Pb+Zn+Cu uygulamasinda belirlenmistir (Sekil 4.16).
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Sekil 4.15. Agir metal ve SA uygulamasinda miR398 hedef geni olan Bax-inhibitor-1"in
ifadesi (2724<)
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Sekil 4.16. Agir metal ve SA uygulamasinda miR398 hedef geni olan Bax-inhibitor-1’in
ifadesi (2724<")
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5. TARTISMA ve SONUC

Agir metaller, toksisite ve daha uzun yarilanma dmrii nedeniyle organizmalar i¢in ana
abiyotik stres faktoriidiir. Bitkiler agir metallerin hiicre i¢ine alinmasi, agir metallerin
mobilizasyonu ve hiicrede konsantrasyonunun diizenlenmesi gibi molekiiler ve
biyokimyasal mekanizmalarla toksisiteye karsi savunma yapmaktadirlar. PR genleri
bitkilerde direng genleri olup agir metal stresi durumunda ifadeleri degismektedir. Bitki
patogenezi ile ilgili (PR) proteinler, mikrobiyal patojenler (mantarlar, bakteriler, viriisler
ve nematodlar) veya bocekler tarafindan saldir1 gergeklestikten sonra konake1 igerisinde
indiiklenen ve biriken ¢esitli proteinlerden olusur. PR-1 proteinleri, ilk kesfedilen PR
ailesini temsil eder ve iyi c¢aligilan bitki tiirlerinde gosterildigi iizere patojen saldirisi
lizerine en bol sekilde iiretilir. PR-1 proteinleri ¢esitli bitki tiirleri arasinda korunur ve
homologlar1 mantar, bodcek, hayvan ve insanlar da dahil olmak {izere diger

organizmalarda bulunur (Lu et al. 2011).

Arastirmada yaprakta agir metale karst PR1 genlerinini ifadesinin arttigi ve SA’nin
bunu daha fazla indiikledigi gorilmistiir. Arachis hypogaea bitkisinde PR gen ifadesi
tizerine yapilan ¢alismada AhSIPR10 geninin tuz, agir metal, soguk stresi, kuraklik stres
ortamlar1 boyunca yerfistigi kallus kiiltiirlerinde AhSIPR10 transkripsiyonunun hizla up
regiile oldugu saptanmistir. Ayrica AhSIPR10 ifadesi SA, metil jasmonat, ABA ve H202
tedavileri gibi savunma / stres sinyal molekiillerine de cevap vermistir (Jain et al. 2011).
Diger taraftan bugday kokiinde tek basina uygulanan metallerde, SA uygulamalarinda
ve li¢li metal ile SA uygulamasinda genin down regiile oldugu tespit edilmistir. Bu
durum bu gen ifadesinin bitkinin farkli dokularinda farkli etkiler gosterebilecegini
diisindirmektedir. Fasulyede Cu stresi altinda PR genlerinin ifade seviyelerinin
organlara gore farklilik gosterdigi ve PR genlerinin ifadesinin kontrol koklerinde

yiiksekken birincil yapraklarda mevcut olmadigi tespit edilmistir (Cuypers et al. 2005).

Agir metallerin detoksifikasyonu i¢in bitki stratejilerinden bir digeride, metal iyonlarini
en aza indirgemek i¢in selatorleri sentezlemektir. MT’ler, bu tolerans mekanizmasinda

cok oOnemli roller oynamaktadirlar. MT’ler diisiik molekiil agirhikli ve sistein
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aminoasitince zengin polimerlerdir. Fazla sistein igeriginden dolay1 agir metallere
afiniteleri yiiksektir. Agir metalleri baglayarak bitkiyi korumada etkilidirler (Kisa et al.
2016). Sekerkamigi bitkisinde agir metal stresine karst MT geninin koruyucu rolii

oldugu tespit edilmistir (Guo et al. 2013).

Aragtirma sonucunda bugday yapraginda MT2 geninin ifadesinin Pb uygulamasinda up
regiile oldugu, kokte ise yapragin tersine bu genin down regiile oldugu gozlenmistir.
Benzer sekilde domateste yapilan bir ¢alismada MT2 geninin Pb stresi altinda
yapraklarda up regiile oldugu; kokte ise 6nemli bir ifade degisikliginin olmadigi
belirlenmistir (Kisa et al. 2016). Diger calismalardan elde edilen bulgularla birlikte, MT
geninin, kursun stresiyle iliskili oldugunu sdylemek miimkiindiir. Nitekim genel olarak
tip 1 MT genlerinin koklerde, tip 2 MT genlerinin yapraklarda, tip 3 MT genlerinin
olgunlasan meyvelerde ve tip 4 MT genlerinin tohumlarda ifade edildigi bildirilmistir
(Du et al.2012).

Bu arastirmada, bugdaya ayr1 ayr1 Cu ve Zn uygulandiginda, kokte ve yaprakta MT
geninin down regiile oldugu saptanmis, Pb+Cu+Zn uygulamasmin ise MT2 geninin
ifadesini hem kokte, hem yaprakta istatistiksel olarak onemli seviyede arttirdigi tespit
edilmistir. Bugdayda yapilan bagka bir arastirmada Pb, Cd ve As metallerinin iiclii
kombinasyonunun sinerjistik etki gosterdigi, yani bu agir metallerin tek baslarina
yaptiklar1 etkilere nispeten bitkide cok daha fazla toksik etki gosterdikleri rapor
edilmistir (Luan et al. 2008). Bu arastirmada, ti¢lii kombinasyonun ilk bakista, s6z
konusu edilen bu sinerjistik etkinin olusumuna yol ag¢tig1 diistiniilmektedir. Ancak Luan
ve ark. (2008)’nin yaptig1 ¢alismada uyguladiklari kombinasyonlarin hepsi de agir metal
olup, hepsi de bitki i¢in diisik dozlarda bile toksik etkiye sahiptir. Oysa bizim
uyguladigimiz elementlerden sadece biri agir metal (Pb), diger ikisi (Cu ve Zn)
esansiyel element niteligindedir ve bunlar da toksik olmayan dozlarda bitkiye
uygulanmistir. Suda ¢Oziiniir formlarda olan Cu ve Zn’nin tek baslarinda
uygulandiginda toksik etki gostermezken, Pb ile siddetli bir toksisite gostermis

olmalarindan dolayi, bunun, sinerjistik etkiden daha ziyade, her {i¢ elementin ayni
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ortamda bulunmalar1 nedeniyle ortaya ¢ikan osmotik stresten kaynaklanabilecegini

distindiirmektedir.

Arastirmada bugday kok ve yapraginda, Pb+Zn uygulamasi bu genin down regiile
olmasina neden olmustur. Bunun nedeni Pb ve Zn’nin antagonistik etkisinden olabilir.
Pb ve Zn metallerinin antagonistik etkileriyle ilgili literatiirde ¢alismalar bulunmaktadir.
Dianthus carthusianorum L., Thymus serpyllum L.emend. Fr., Senecio sylvaticus L.,
Succisa pratensis Moench. ve Hypericum hirsutum L. bitki tiirlerinde Pb ve Zn’nin
antagonistik etkisi incelenmis ve bitkilerin tiim organlarinda Zn’nin, Pb aliminm ve

birikimini azalttigi bildirilmistir (Musielinska et al. 2016).

Pb+Cu elementlerini bugday bitkilerine kombinasyon halinde uyguladigimizda, MT
geninin ifadesinin yaprakta degisim gostermedigi, fakat kokte ise bu genin Onemli
seviyede up regiile oldugu saptanmistir. Koke giren Pb’nin apoplastik yolla
endodermise kadar diffiize olabildigi, %95 inin koklerde birikim gdstermesi kaydiyla,
sadece %5’lik bir kisminin bitkinin govdesi ve yapraklarina kadar tasinabildigi rapor
edilmistir (Pourrut et al. 2011) Bu bilgiye gore, bizim uyguladigimiz Pb’nin bugdayin
koklerinde birikmesinden dolayi, Pb’nin kokteki hiicrelerde, daha fazla ROT
olusturdugunu, olusan bu ROT’larin da sinyal ajani1 olarak MT2 geninin ekspresyon
seviyesini artirdigini sdylemek miimkiindiir. Bununla birlikte, Zn’nin kursunla birlikte
iken kokte MT2 geni ekspreyonu lizerine down-regiilasyon yapar iken, Cu ile up-
regiilasyon yapmis olmasi, Cu elementinin Pb toksisitesini 6nlemede, Zn’nin gosterdigi
antogonistik etkiyi, en azindan bugday koklerinde gdsteremedigi, sadece yapragi i¢in
bunu sdylemenin miimkiin olabilecegini diisiindirmiistiir. Yaptigimiz uygulamalar
sonrast gozlemlerimizde, Pb+Cu uygulamasinin, Pb+Zn kadar olmasa da, Pb’nin tek

basina yaptig1 6liimciil hasarlar1 bir dereceye kadar hafifletmis oldugu farkedilmistir.

Tek bagia SA uygulamasinda hem kok hem yaprakta MT2 geninin down regiile oldugu
belirlenmistir. Herhangi bir agir metal stresi yokken SA’nin MT2’nin ifadesini
etkilemedigini disiindiirmektedir. Nitekim Brassica rapa’da SA uygulamasinin MT
genlerinin (BrMT1, BrMT2, BrMT3) ifadesine etkisi arastirilmig, BrMT1 geninin SA
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tarafindan up regiile edildigi BrMT2 ve BrMT3 geninin ise down regiile oldugu ifade
edilmistir (Ahn et al. 2012). Bu arastirmada elde edilen sonuglar sonuglarimizla

paralellik gostermektedir.

Arastirmada metal kombinasyonlariyla birlikte SA uygulamasi dikkate alindiginda MT2
geninin en fazla ifade seviyesi yaprakta Pb+Cu+Zn+SA uygulamasinda goriilmiistir.
Kokte ise genin ifadesi yapraktaki kadar artmamistir. Daha 6nce yapilan bir ¢alismada
SA’nin agir metal stresinde MT gen ifadesini degistirdigi rapor edilmistir (Ahn et al.
2012).

MT2 geni bitki agir metal stresinde gorev alan, bitkinin yapisinda bulunan essiz bir
gendir. Arastirma sonucunda Pb toksisitesine karst MT geninin etkili oldugu ve buna ek
olarak agir metale karsi iyilestirici sinyal molekiilii olan SA’nin bu genin ifadesini daha
da arttirdigr gozlenmistir. Agir metal toksisitesine karsi var olan mekanizmayi1 daha
fazla harekete gecirmek agir metale hassas bitkilerin tolerans kazanmasi agisindan

onemli oldugu sonucuna varilmistir.

miRNA'lar, bitkilerde endojen, kii¢iik, tek sarmalli RNA'lardir. miRNA'lar bitki
biiylimesi ve gelisimi i¢in ana diizenleyiciler olarak kabul edilmektedir. Bitki
miRNA'lar1 abiyotik ve biyotik stres tepkilerinde, bitki hormonal regiilasyonu ve
gelisim siireglerinde 6nemli roller oynarlar. Bu miRNA’lar ya hedef mRNAy1 bolerek
ya da traslasyonu baskilayarak geni sustururlar (Noman and Ageel 2017).

Agir metal stresi altinda sentezlenen bircok miRNA kesfedilmistir. Bunlardan birisi de
miR398’dir. miR398 oksidatif stres ile diizenlenen ilk miRNAdir. Hedefleri, Cu / Zn
stiperoksit dismutazlardir. CSD’ler ROT’u yok eden enzimlerdir (Mendoza-Soto et al.
2012).

SOD, siiperoksit radikallerini hizli bir sekilde H202 ve molekiiler oksijene ¢evirerek ilk
savunma hattin1 olusturur. Kullanmis oldugu farkli metal kofaktorlerine goére, demir

SOD (FeSOD), manganez SOD (MnSOD) ve bakir-¢inko SOD (Cu / Zn SOD)olmak
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tizere Ui¢ grupta smiflandirilirlar. Bu enzimin aktivitesi sayesinde ise bitkiler agir metale

kars1 kendilerini savunurlar (Sunkar et al. 2006).

miR398’in hedef geni ile iliskisi aslinda SOD aktivitesinden dolayr Cu ile
iliskilendirilmistir. Cu fazla oldugu zaman miR398 down regiile olur ve hedef geni olan
CSD mRNA birikimine yol agcarak SOD aktivitesini arttirir ve sonug olarak ROT’lar1
yok eder. Cu eksikliginde ise miR398 up regiile olur hedef geni CSD1 down regiile
olurken FSD1 (demir siiperoksit dismutaz) up regiile olup yine ROT’lar1 yok eder
(Gupta et al. 2014).

Ayrica miR398 hedef geni olan CSD metallerin homeostazisini diizenlemektedir. Son
calismalarda, Brassica juncea L., Brassica napus L., Medicago truncatula, Oryza sativa
L. ve Phaseolus vulgaris L. gibi bitkilerde agir metallere (6rnegin Al, As, Cd, Hg ve
Mn) yanit olarak bircok miRNA belirlenmistir.

Aragtirmada, hedef gen CSD’nin yaprakta Pb toksisitesine karsi up regiile oldugu, kokte
down regiile oldugu tespit edilmistir. Pamukta Pb stresinin miR398 {izerindeki etkisinin
arasgtirildigr bir arastirmada kok ve yapraktaki ifadeleri kiyaslandiginda, yaprakta
miR398’in down regiile oldugu, kokte ise up regiile oldugu gdézlenmistir. Bu sonuglara
gore miRNA’larin ifadesinin hem bitki tilirline, hem dokuya, hem de metale gore
degisiklik gosterdigi tespit edilmistir (He et al. 2014). Agir metal stresinde miR398
down regiile olmakta ve hedef geni olan CSD aktivitesini arttirarak ROT’lar1 yok
etmektedir (Gupta et al. 2014). Bu sonuglara gére bugday yapraginda Pb toksisitesine
karsti miR398 aracili posttranskripsiyonel diizenleme mekanizmas:1 ile CSD’nin
savunmada yer aldig1 sonucuna varilmistir. miR398 mekanizmasi agir metallere karst
down veya up regiile olsada hedef geni CSD’yi etkileyerek agir metal stresinde olusan
siiper oksit radikallerini yok ederek antioksidan metabolizmasini diizenleyip strese
cevap verdigi ve hedef genini etkilerken aslinda metale 6zgii 6zel sinyal iletim
yollariyla tepki verdigi ifade edilmistir (Yang and Chen 2013). Ayrica arastirmamizda
yaprakta ve kokte hedef genler ikili ve ti¢li metal uygulamalarinda down regiile olmus

ve en fazla down regiilenin hem kokte hem yaprakta de ti¢li metal uygulamasinda
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gerceklestigi tespit edilmistir. Bunun nedeni muhtemelen bitki ile agir metal tiiriinden
ve de agir metallerin etkilesimlerinden kaynaklanmis olabilir. Yapilan arastirmalarda
MiRNA yanitinin metallere olan degisimi bitki ve metal tiirlerine bagli oldugu
goriilmiistiir. Baz1t miRNA’lar ¢esitli metal streslerine karsi up regiile olurken bazilarida
down regiile olarak hedef genlerini etkilemektedir. miR398’in Cd, As ve Mn kars1 up
regiile olurken, Al ve Hg karsi down regiile oldugu tespit edilmistir (Yang and Chen
2013).

Calismada SA’nin etkileri incelendiginde ise hem kok hem yaprakta SA’nin metallerle
beraber uygulanmasinda CSD hedef genin down regiile oldugu saptanmistir. Fakat tek
basina uygulandiginda hedef geni up regiile ettigi belirlenmistir. Nitekim fasulyede
yapilan dizi analizi sonu¢larinda CSD1 geninin promotoriiniin ASF-1 bdlgesi i¢erdigi ve
bu bolgenin SA ile aktifleserek CSD1 geninin ifadesini arttirdig1 belirlenmistir (Naya et
al. 2014).

Aragtirmamizda metallo beta laktamaz enzimini kodlayan miR398’in hedef geninin
kokte sadece Pb toksisitesinde up regiile oldugu gézlenmistir. Literatiirde miR398’in bu
hedef geninin agir metalle etkilesimiyle ilgili calisma yer almamaktadir. Diger taraftan
Pb bitkiye koklerin absorbsiyonu ile girmektedir. Kokler vasitasiyla emilen Pb daha
sonra direk rhizoderm hiicre yiizeyindeki polisakkaritlere baglanmaktadir. Metallo beta
laktamaz enzimi ise hiicre duvarindaki bu kismi yikmaktadir. Pb toksisitesinde, hiicre
duvarma baglanabilen Pb toksisitesine karsi bitkide bu hedef genin miR398’in
diizenlemesiyle up regiile oldugu ve hiicre yiizeyindeki bu tutuluma kars1 bu enzimin
direng sagladigini diisiindiirmektedir. Diger kosullarda hedef gen down regiile olmus ve
miR398 bu hedef geni susturmustur. Metal kombinasyonlarmin Pb toksisitesini
antagonistik etkiyle azaltabileceginden bu hedef genin down regiile olmasi1 beklendik bir
sonugtur. Ayni sekilde SA uygulanmasinin da bu genin ifadesinde bir etki yapmadig

saptanmistir.

miR398’in bir bagka hedef geni protein kinazlardir. Protein kinazlarin, 6zellikle MAPK

(mitojen aktive protein kinaz)’larin agir metallerle ¢esitli bitki sistemlerinde aktive
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oldugu bilinmektedir. Bu ¢alismada yaprakta Pb toksisitesine karsi hedef gen down
regiile olurken kokte up regilile olmustur. Agir metal stresine karsi proteinkinaz
enziminin aktivitesi artmis ve toleransta etkili oldugu sonucuna varilmistir. Yapilan bir
calismada yoncada MMK2, MMK3, SAMK; misirda ZmMPK3 ve ¢eltikte OSMSRMK?2,
OsMPK3, OsMPK4, OsMKK4 protein kinazlarinin agir metal ile aktive oldugu
bildirilmistir (Sinha et al. 2011). Ayrica bu genin yaprak ve kokteki ifade farkliliginin
sebebi miRNA’larin ifadesinin hem bitki tiiriine, hem dokuya, hem de metale gore
degisiklik gostermesinden kaynaklanmis olabilecegi ifade edilmistir (He et al. 2014).
Yine kokte metal kombinasyonlarinin etkisine bagl olarak hedef genin up regiile olmasi

agir metal toleransinda proteinkinazlarin etkili oldugunu gostermistir.

SA uygulamasinin ise kokte bu hedef genini up regiile ettigi saptanmistir. SA Snemli
bir sinyal molekiilii olarak hem biyotik hem abiyotik streslerde etkilidir. Stres altinda bir
MAPK olan SIPK aktivitesinin SA tarafindan indiiklendigi belirlenmistir (Zhang and
Liu 2001). Bu sonuglara gore SA’nin hedef gen ifadesini up regiile ettigi tespit

edilmistir.

F-box proteinleri genis bir protein ailesidir. Bitki F-box proteinleri, hormon algilamasi
ve sinyal verme, gelisme, ¢ogalma, savunma ve sirkadiyen saat gibi ¢esitli fizyolojik

stireglerde kilit rollere sahiptir.

Calismamizda kokte ve yaprakta bu hedef genin up regiile oldugu saptanmistir. Kok ve
yaprak kiyaslandiginda bu genin en ¢ok kdkte eksprese oldugu gozlenmistir. F-Box
proteini olan FBSlile ilgili yapilan bir arastirmada, soguk ve tuz stresi altinda bu genin
en ¢ok koklerde ifade oldugu ve olumsuz ortamlarda abiyotik ve biyotik stres genlerinin
dogru sekilde ekspresyonu i¢in FBS1’in gerekli oldugu ve bu nedenle F-Box’1n bir stres
yanit regiilatoriinii kodladigi bildirilmistir. Ayrica FBS1’in, JA ve ABA bitki stres
hormonlarina cevap veren yiizlerce geni diizenleyerek bitki stres tepkilerini etkiledigi
ifade edilmistir (Gonzales et al. 2017)
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Yine baska bir ¢alismada, F-box proteinlerinin C-terminal bolgelerinde (6rn. LRR,
Kelch, FBA ve PP2) birkag¢ fonksiyonel alana sahip oldugunu gdsterilmis ve bu bolgeler
sayesinde abiyotik strese cevap verdigi bildirilmistir. Gen ekspresyon analizi
sonuglarina goére Hg stresinde birgok genin, koklerde ve yapraklarda up regiile veya
down regiile oldugu ifade edilmistir. Ayrica fidelerin SA ile isleme tabi tutulmasinin,
bazi genlerin up regiilasyonuyla sonuglandigida belirtilmistir. Bu sonuglar, F-Box
genlerinden bazilarinin, biyotik veya c¢evresel streslere karsi bitki yanitin
diizenleyebilecegini gostermektedir. Ayrica abiyotik streslerin sebep oldugu gen
ekspresyonundaki fark, gen promotdrlerinde duyarli elementleri spesifik olarak uyaran

cevresel sinyallere baglanabilmektedir (Song et al. 2015).

Bax Inhibitéri-1 geni, H202 ve ER stres kaynakli bitki hiicre Sliimiinii bastirmakla
gorevlidir. Calismada miR398’in bu geni SA’nin tek basina uygulanmasi hari¢ yaprak
ve kokte down regiile ettigi saptanmustir. Dolayisiyla bu ¢alismada Bax Inhibitérii-1
geninin bu streslere tepkide olumsuz bir rol oynadigi sdylenebilir. Arastirmadaki
bulgularimizin aksine, Arabidopsis ve tiitiin gibi model dikot bitki tiirlerinde, Bl-1'in
asir1 ekspresyonunun, 1s1 ve sicaklik gibi abiyotik streslere artan toleransi sagladigi
tespit edilmistir (Ramiro et al. 2016). Fakat baska bir ¢alisma da agir metal stresine
kars1 BAX1’in up regiile olsa bile uzun siire agir metale maruz kalmasi sonucunda genin
transkript seviyesinin azaldig1 bildirilmistir (Isbat et al. 2009) Bu durum, agir metal
stresinin bir¢cok gen tarafindan diizenlendigi ve g¢alismamizda olmayan genlerin bu

durumu etkiledigini diisiindiirmektedir.

Arastirmanizda Bax Inhibitorii-1 geni ve miRNA'lar transkripsiyonel olarak hedef gen
ekspresyonunu negatif olarak diizenledigi belirlenmistir. Ayrica SA tek basina
uygulandiginda hedef gen up regiile olmustur. Bu sonu¢ da daha 6nce tiitiin bitkisinde

Bax Inhibitéri-1 geninin SA tarafindan indiiklenmesi ile yapilan ¢alisma ile uyumludur
(Kawai-Yamada et al. 2004).
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5.1. Sonuc ve Oneriler

Arastirmamizda elde edilen bulgular goéz Oniine alindiginda bugdayda agir metal
stresine karst MT2 ve PR genlerinin etkili oldugu ve miR398 hedef genlerinin toleransta
onemli rol oyandiklar1 sonucuna varilmistir. Bitkilerin birgok savunma mekanizmalari
mevcuttur. Fakat bu mekanizmada yer alan MT ve PR genlerinin SA ile daha fazla
tetiklenmesi agir metale hassas bitkinin aslinda disaridan uygulamalarla daha giiclii
olabilecegini gostermektedir. MiRNA hedeflerini belirlemek, bitki biliylimesi ve
gelisiminin miRNA aracili mekanizmalarin1 anlamak, g¢evresel streslere karsi bitki
direncini ve iiriin verimi artirmak i¢in yeni miRNA ile ilgili stratejiler tasarlamak
olduk¢a Onemlidir. Ayrica gen ifadelerinin yaninda proteom analizleride sonuglarin

daha net anlasilmasina olanak saglayacaktir.
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