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Bu ¢alismanin birinci agamasinda, 8 kanola (Brassica napus L.) gesidinin (Champlain,
Dante, Heros, Nelson, NK Petrol, Sary, Stzer ve Vectra) hekzavalent krom [Cr(VI)] i¢cin
fitoremediasyon potansiyelleri hidroponik kiltlir ortaminda degerlendirilmistir. Bu
amacla, 7 glin sureyle Cr(VI) stresine (0, 10, 50 ve 100 uM potasyum dikromat) maruz
birakilan 14 ginlik kanola fidelerinde biyime, Cr birikimi, malondialdehit (MDA)
icerigi, klorofil igerigi, protein olmayan tiyol (NPT) igerigi ve bazi antioksidan enzimlerin
[stperoksit dismutaz (SOD), guaiakol peroksidaz (POD) ve katalaz (CAT)] aktivitesindeki
degisimler incelenmistir. Cr(VI) stresi kuru agirhk (KA), klorofil icerigi ve CAT
aktivitesinde azalmaya, MDA icerigi, NPT icerigi, SOD ve POD aktivitelerinde artisa
neden olmustur. Kuru agirlik temelinde belirlenen tolerans indeksi NK Petrol ¢esidinde
maksimum (%82.5-74.1), Sary cesidinde ise minimum (%65.7-40.8) olarak
bulunmustur. Sary cesidi, distk klorofil seviyeleri ve yiksek MDA icerigi ile iliskili
olarak en yiksek oranda (705.8 pug g~ KA) Cr biriktirmistir. Bununla birlikte, en dusuk
Cr birikimi (255.0 ug g KA) NK Petrol ¢esidinde bulunmustur. Ayrica, NK Petrol ¢esidi
Cr(V1) stresi altinda yliksek klorofil icerigini ve CAT aktivitesini strdirmdistir. Sary

cesidinde gore NK Petrol cesidi nispeten Cr'u dokulari disinda tutabilen bir cesit



olmasina ragmen, daha yiksek oranda biyokitle Ureterek Cr(VI) stresini tolere

edebildigi icin Cr ile kirlenmis alanlarin fitoremediasyonu igin potansiyele sahip olabilir.

Bu calismanin ikinci asamasinda, Cr(VI) toleransinda farklilik gosteren nispeten Cr-
toleransli (NK Petrol) ve Cr-hassas (Sary) kanola cesitlerinde kiikirt (S) beslemesi ve
Cr(VI1) stresi arasindaki etkilesimler degerlendirilmistir. Kanola fideleri 7 glin siireyle S-
yeterli (1 mM S) besin c¢oOzeltisinde buyatalmistir. Sonrasinda fideler farkli S
konsantrasyonlarinda [0 mM S (-S), 1 mM S (+S) ve 2 mM S (+HS)] 7 glin daha
blyutilmuistir. On dort glinlik fideler 3 gin sireyle 6 farkli uygulamaya maruz
birakilmistir: (1) +S/-Cr; 1 mM silfat, 0 uM Cr(VI) (kontrol), (2) +S/+Cr; 1 mM silfat,
100 uM Cr(V1), (3) -S/-Cr; 0 mM silfat, 0 uM Cr(VI) (kukurt eksikligi), (4) -S/+Cr; 0 mM
stlfat, 100 uM Cr(VI) (kombine stres), (5) +HS/-Cr; 2 mM sulfat, 0 uM Cr(VI) (asirt S
uygulamasi) ve (6) +HS/+Cr; 2 mM silfat, 100 uM Cr(VI). Bu sire sonunda fideler
blylme, Cr birikimi, MDA igerigi, klorofil igerigi, tiyol igerigi, sistein igerigi, askorbik asit
(AsA) ve glutatyon (GSH) icerikleri, bazi antioksidan enzimlerin [SOD, POD, CAT,
askorbat peroksidaz (APX), glutatyon S-transferaz (GST) ve glutatyon rediiktaz (GR)]
aktivitesi, metallotiyonein protein 1 geninin (BnMP1) ifade seviyesi ve yaprak
proteomundaki degisimleri degerlendirmek icin kullaniimistir. Sary ¢esidinin blyime
parametrelerinde, —-S/—Cr ve -S/+Cr uygulamalari belirgin bir azalmaya neden
olmustur. Maksimum Cr birikimi —=S/+Cr bitkilerinde ve 06zellikle de Sary cesidinde
belirlenmistir. Sary cesidindeki ylksek seviyedeki Cr, MDA icerigini arttirmis ve klorofil
icerigini azaltmistir. Antioksidan enzimlerin aktivitesi ve sistein icerigi —S/+Cr kosullari
altindaki NK Petrol cesidinde daha yiiksek bulunmustur. Antioksidan metabolitlerin
(AsA ve GSH) icerikleri her iki cesitte —S/—Cr uygulamasi tarafindan azaltiimistir. BnMP1
geninin ifade seviyesi NK Petrol ¢cesidinde —S/+Cr uygulamasi, Sary ¢esidinde ise +S/+Cr
ve +HS/+Cr uygulamalari tarafindan arttirilmistir. Bu sonug, metallotiyonein proteininin
S kullanilabilirligi sirasinda degil, S-eksikligi altinda Cr toleransinda fonksiyon
gorebilecegini ileri slirmektedir. Sonuc¢ olarak, kikirt beslemesinin Cr alinimini
engellenmesinin yani sira savunma sistemleri ve gen ifadesi Uzerindeki pozitif etkileri

ile de toleransi arttirmistir.



Mevcut arastirmada, nispeten Cr-toleransli NK Petrol ve Cr-hassas Sary kanola
cesitlerinde kukirt beslemesi ve Cr(VI) stresi ile iliskili proteom degisimleri
belirlenmistir. iki-yénlii jel elektroforezi ile analiz edilen yaprak protein profilleri, farkl
S konsantrasyonlari ve Cr(VI) stresine cevap olarak farkli sekilde ifade olan 65 proteini
ortaya koymustur. Farkh sekilde ifade olan bu proteinlerden 46 protein benegi MALDI-
TOF/TOF kutle spektrometrisi ve veri tabani taramasi ile basaril bir sekilde
tanimlanmistir. Farkli sekilde ifade olan proteinlerin blyik ¢ogunlugunun fotosentez,
enerji metabolizmasi ve stres savunmada fonksiyon gordigiu belirlenmistir. Stres
savunma ile iliskili olarak 2-Cys peroksiredoksin BAS1, glutatyon S-transferaz, ferritin-
1, L-askorbat peroksidaz 1, tiazol biyosentetik enzim ve mirosinaz-baglayici protein-
benzeri proteinin nispeten Cr-hassas Sary cesidine gore Cr-toleransli NK Petrol
cesidinde kukirt eksikligi ve Cr(VI) stresine cevap olarak daha fazla artis gdstermistir.
NK Petrol cesidinde enerji metabolizmasinda fonksiyon géren proteinlerin bollugundaki
daha fazla artisin muhtemelen yiiksek enerji talebini karsilamak icin Cr(VI) stresi
altindaki hticrelere yardim edebilecegi ileri sirilebilir. Diger taraftan, NK Petrol
cesidinde molekiler saperonun (20 kDa saperonin) artan ifadesi, yanhs katlanmis
proteinlerin tekrar katlanmasi ve protein fonksiyonlarinin stabilizasyonu icin ilave
savunma mekanizmasi olabilecegi ileri sirilebilir. Mevcut proteomik g¢alismanin
bulgular, kanola cesitlerinde kukirt eksikligi ve Cr(Vl) toleransinin molekiler

mekanizmalari ile ilgili birincil verileri saglamistir.

Anahtar kelimeler: Brassica napus L., Cr(Vl), Kikilrt, Tolerans, Fitoremediasyon,

Proteomik
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ABSTRACT
PhD Thesis

INVESTIGATION OF THE CHROMIUM(VI) TOLERANCE AND THE ROLES OF
CHROMIUM(VI) AND SULFATE ON THE PROTEOME CHANGES IN CANOLA (Brassica
napus L.) SEEDLINGS

Hakan TERZI

Afyon Kocatepe University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Mustafa YILDIZ

In the first stage of this study, the phytoremediation potential of 8 canola (Brassica
napus L.) cultivars (Champlain, Dante, Heros, Nelson, NK Petrol, Sary, Siizer and Vectra)
for hexavalent chromium [Cr(VI)] were evaluated in hydroponic culture. For this
purpose, the alterations in seedling growth, Cr accumulation, malondialdehyde (MDA)
content, chlorophyll content, non-protein thiol content (NPT) and activities of some
antioxidant enzymes [superoxide dismutase (SOD), guaiacol peroxidase (POD) and
catalase (CAT)] were investigated in canola seedlings exposed to Cr(VI) stress (0, 10, 50
and 100 uM potassium dichromate) for 7 days. Chromium stress caused a reduction in
dry weights (DW), chlorophyll content and CAT activity, and increase in lipid
peroxidation, NPT content and activities of SOD and POD. Based on the dry weight, the
tolerance index was found maximum in cultivar NK Petrol (%82.5-74.1) and minimum
in cultivar Sary (%65.7-40.8). The cultivar Sary accumulated the maximum amount of
Cr (705.8 pg g ' DW), which was correlated with the lowest levels of chlorophyll
content and highest levels of lipid peroxidation. However, Cr accumulation was found
lowest (255.0 pg g* DW) in NK Petrol. Moreover, the cultivar NK Petrol maintained

high content of chlorohyll and CAT activity under Cr(VI) stress. Although NK Petrol may



be a Cr(VI) excluder cultivar relative to Sary, it may have the potential for the
phytoremediation of Cr-contaminated sites as it tolerates Cr(VI) stress by producing

higher biomasses.

In the second stage of this study, the interactions between sulfur (S) nutrition and
Cr(VI1) stress were evaluated in relatively Cr-tolerant (NK Petrol) and Cr-sensitive (Sary)
canola cultivars differing in Cr(VI) tolerance. The canola seedlings were grown S-
sufficient (1 mM S) nutrient solution for 7 days. The seedlings were then grown in
variable S concentrations [0 MM S (-S), 1 mM S (+S) and 2 mM S (+HS)] for another 7
days. The fourteen-day-old seddlings were exposed to 6 different treatments for 3
days: (1) +S/-Cr; 1 mM sulfate, 0 uM Cr(VI1) (control), (2) +S/+Cr; 1 mM sulfate, 100 uM
Cr(V1), (3) =S/-Cr; 0 mM sulfate, 0 uM Cr(VI) (sulfur deficiency), (4) -S/+Cr; 0 mM
sulfate, 100 uM Cr(VI) (combined stress), (5) +HS/-Cr; 2 mM sulfate, 0 uM Cr(VI)
(excess S treatment) and (6) +HS/+Cr; 2 mM sulfate, 100 uM Cr(VI). After this period,
the seedlings were used to evaluate the alterations in growth, Cr accumulation, lipid
peroxidation, chlorophyll content, thiol content, cysteine content, ascorbic acid (AsA)
and glutathione (GSH) contents, activities of some antioxidant enzymes [SOD, POD,
CAT, ascorbate peroxidase (APX), glutathione S-transferase (GST) and glutathione
reductase (GR)], expression level of metallothionein protein 1 gene (BnMP1) and leaf
proteome. The —=S/-Cr and —S/+Cr treatments caused a marked decrease in growth
parameters of cultivar Sary. The maximum Cr accumulation was measured in —=S/+Cr
plants, especially in cultivar Sary. The higher level of Cr in cultivar Sary increased lipid
peroxidation and decreased chlorophyll content. The activities of antioxidant enzymes
and cysteine content were found higher in NK Petrol under —S/+Cr condition. The
levels of antioxidant metabolites (AsA and GSH) in both cultivars were decreased by —
S/-Cr treatment. The expression level of BnMP1 gene was increased by —S/+Cr
treatment in NK Petrol, while incrased +S/+Cr and +HS/+Cr treatments in Sary. This
result suggests metallothionein protein may be involved in Cr(VI) tolerance but only

under S-deficiency not during availability of S. In conclusion, the tolerace was



increased by the positive effects of sulfur nutrition on defense systems and gene

expression as well as by the preventing Cr uptake.

In the present study, the proteome changes related to sulfur nutrition and Cr(VI) stress
were determined in a relatively Cr-tolerant NK Petrol and a Cr-sensitive Sary cultivars
of canola. Leaf protein profiles analyzed by two-dimensional gel electrophoresis
revealed that 65 protein spots were differentially expressed in response to variable S
concentrations and Cr(VI) stress. Of these, differentially expressed 46 protein spots
were identified successfully by MALDI-TOF/TOF mass spectrometry and database
search. Majority of the differentially expressed proteins were involved in
photosynthesis, energy metabolism and stress defense. In relation to stress defense, 2-
Cys peroxiredoxin BAS1, glutathione S-transferase, ferritin-1, L-ascorbate peroxidase 1,
thiazole biosynthetic enzyme and myrosinase-binding protein-like exhibited a greater
increase in response to sulfur deficiency and Cr(VI) stress in the relatively Cr-tolerant
NK Petrol compared to Cr-sensitive Sary. It is suggested that the greater increase in the
abundance of proteins involved in energy metabolism in cultivar NK Petrol might help
to Cr(VI) stressed cells to meet the high energy demand. On the other hand, it is
suggested that the enhanced expression of molecular chaperone (20 kDa chaperonin)
in NK Petrol might be another additional defense mechanism for refolding of misfolded
proteins and to stabilize protein structure and function. The findings of the present
proteomics study provide the primary information regarding the molecular basis of

sulfur deficiency and Cr(VI) tolerance in canola plants.

Keywords: Brassica napus L., Cr(VI), Sulfur, Tolerance, Phytoremediation, Proteomics

2014, xv + 177 pages
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1. GiRiS

Agir metaller madencilik, enerji ve yakit tretimi, asiri pestisit ve giibre kullanimi gibi
endustriyel aktiviteler sonucu énemli miktarlarda ¢evreye yayilmaktadir (Halim et al.
2003; Samarghandi et al. 2007). Topraktaki metal konsantrasyonu tipik olarak 1 ila
100.000 mg kg™' arasinda degismektedir. Agir metallerin yiiksek seviyeleri toprak
kalitesinin bozulmasina, trin verim ve kalitesinde azalmaya neden olmakta (Long et al.
2002) ve dolayisiyla insan ve diger organizmalar icin dnemli tehlikelere yol agmaktadir

(Blaylock and Huang 2000).

Krom (Cr), diinyada en fazla bulunan yedinci elementtir (Cervantes et al. 2001). Metal
sanayi ve kimya enddstrisi gibi alanlarinda yaygin kullanimindan dolayr Cr'un farkli
bilesikleri hizla cevreye yayilmaktadir. Krom bilesikleri deri isleme, paslanmaz celik
Uretiminde, boya pigmenti ve kromik asit Gretiminde blyik 6l¢tiide kullanilmaktadir
(Shanker et al. 2005). Kromun trivalent [kromik formu; Cr(lll)] ve hekzavalent [kromat
formu; Cr(VI)] olarak adlandirilan gesitli fitotoksik formlari bulunur. Cr(VI), en toksik
form olup; kromat (CrO,?%) veya dikromat (Cr,0;2) oksianyonlari seklinde genellikle
oksijen ile iliskili olarak olusmaktadir. Oldukca toksik olan Cr membran zararlarina,
organellerde yapisal degisimlere, metabolik aktivitede bozulmalara ve blyimede

inhibisyona neden olmaktadir (Shanker et al. 2005).

Agir metallerle kirlenmis alanlarin iyilestiriimesinde (remediasyon) kullanilan
geleneksel miuhendislik yontemleri pahali olmaktadir (Salt et al. 1995; Glass 2000). Bu
nedenle, mevcut remediasyon teknikleri yerine disiik maliyetli ve ¢evre dostu olan
fitoremediasyon teknigi Gzerinde yogunlasiimistir (Arshad et al. 2008; Shi et al. 2009).
Toprak Ustli organlarinda topraktaki metal konsantrasyonundan 50 ila 500 kat daha
fazla metal biriktirebilen bitkiler hiperakimilator olarak adlandirilmaktadir (Clemens
2006). Yaklasik 450 bitki tiirt (angiospermlerin sadece %0.2’si) hiperakiimiilator olarak
tanimlanmistir (Baker and Brooks 1989; Ellis and Salt 2003; Reeves 2006; Milner and
Kochian 2008). Bununla birlikte, bircok hiperakimilator tiriin fitoremediasyon

potansiyeli yavas bliyime hizi, diisiik biyokiitle ve genellikle belirli bir habitatla siki bir



iliski nedeniyle sinirlanmaktadir (Chaney et al. 2005). Bu sinirlamalarin (stesinden
gelebilmek icin istenilen 6zelliklere sahip genetik olarak modifiye edilmis bitki tlrlerinin
gelistirilmesine gerek duyulmaktadir. Bu nedenle, hiperakiimulator bitkilerde agir
metal birikimi mekanizmasinin fizyolojik ve molekiler dizenlenmesinin iyi sekilde

anlasiimasi gerekmektedir.

Agir metal stresine cevap ile iliskili fonksiyonel gen veya proteinlerin teshisi agir metal
toleransinin molekiler mekanizmalarinin anlasiilmasinda énemli bir basamaktir. Bu tarz
bilgiler agir metallerle kirlenmis alanlarin fitoremediasyonu igin toleransh transgenik
bitkilerin gelistirilmesini saglayabilmektedir. Son zamanlarda, gen ifadesindeki agir
metal tesvikli degisimler, mikrocip analizleri ile mRNA seviyesinde arastirilmis ve
bitkilerde agir metal cevaplarinin anlasiimasi i¢in degerli bilgiler saglamistir
(Chakrabarty et al. 2009; Yu et al. 2012a; Shen et al. 2013). Bununla birlikte, bitkilerde
agir metal stresine cevap olarak ifade olan proteinler ile ilgili bir¢ok soru cevapsiz
kalmaktadir. Bu nedenle, bir hiicre hatti, doku veya organda ifade olan proteinlerin
kapsamli ve nicel analizi olan proteomik, biyolojik sistemler ile ilgili genomik ve
transkriptomik yaklasimlardan saglanamayacak 6nemli bilgiler vermektedir. Cinki
transkriptlerin aksine proteinler bitkilerdeki stres cevaplarini direkt olarak
yansitmaktadir. Bununla birlikte, mRNA’larin ifade seviyeleri ve ilgili proteinler arasinda
zayif korelasyon bulunmasi transkripsiyonel analizlerde bazi sinirlamalara neden
olmaktadir (Rose et al. 2004; Bogeat-Triboulot et al. 2007). mRNA ve protein seviyeleri
arasinda korelasyon belirlenmis olmasina karsin (Joosen et al. 2007; Li et al. 2007),
protein ifadesi sadece transkripsiyonel seviyede degil, ayni zamanda translasyonel ve
post-translasyonel seviyelerde de dizenlenmektedir. Sonug¢ olarak, bitki

proteomundaki degisimlerin arastirilmasi oldukca 6nemlidir.

Proteomik yaklasim, farkh proteomlarin karsilastiriimasi temeline dayanmaktadir. Agir
metaller gibi abiyotik stres calismalarinda, kontrol ve uygulama grubu bitki
dokularindan izole edilen proteomlar karsilastirilmaktadir (Kosova et al. 2011). iki-

yonli (2-D) elektroforez ile birlikte kitle spektrometrisi proteomik calismalarin



gercgeklestiriimesinde en fazla kullanilan etkili bir yoldur ve biyolojik fonksiyona sahip
karmasik protein aglarinin c¢alisilmasina olanak saglamaktadir. Son vyillarda, bitki
proteomu Uzerine agir metal stresinin etkilerini inceleyen c¢alismalar artmistir (Ahsan et
al. 2010; Wang et al. 2011b; Sharmin et al. 2012). Yapilan bu proteomik analizler, agir
metal stresine cevap olarak bitki proteomunda meydana gelen degisimlerin
anlasilmasina katkida bulunmus olmasina ragmen, spesifik bir agir metal igin
biyomarkdrlerin teshisini saglayacak ileri galismalara gereksinim duyulmaktadir. Bu
nedenle, agir metallerin translokasyonu, transformasyonu, i¢sel alikonulmasi ve hiicre
icerisinde bu metallerin detoksifikasyonunda muhtemel role sahip proteinlerin daha iyi
tanimlanmasini saglayacak proteomik tizerine yogunlasiimasi gerekmektedir (Ahsan et

al. 2009).

Kikart (S) bitki blylime ve gelisimi icin dnemli bir besin elementidir ve biyotik ve
abiyotik streslere karsi savunmada dnemli bir rol oynamaktadir. Kikiirt; sistein (Cys) ve
metiyonin amino asitlerinin, kofaktorlerin, metal kimelerinin ve bitkileri g¢evresel
streslerin etkilerinden koruyan glutatyon (GSH), fitoselatinler (PC’ler), fitoaleksinler ve
glukozinolatlar gibi primer ve sekonder metabolitlerin bilesenidir (Rausch and Wachter
2005). Ayrica kukart klorofil Gretimi ve inorganik azotun proteinlere déonisimi igin
gereklidir. Metabolik olarak kiikiirt metabolizmasi, bitkilerde agir metal toleransi igin
gerekli molekillerin sentez i¢in temel bir yol olusturmaktadir (Hardulak et al. 2011).
Bitkilerde agir metal stresinin silfat aliniminda (Nocito et al. 2006; Sun et al. 2007b;
Schiavon et al. 2007, 2008; Shahbaz et al. 2010) ve kikirt 6ziimlemesinde fonksiyon
goren enzimlerin ifadesinde degisimlere neden oldugu bildirilmistir (Herbettea et al.
2006; Weber et al. 2006; Schiavon et al. 2007, 2008; van de Mortel et al. 2008). Bu
nedenle, bitkilerde agir metal toleransi ve kiikiirt metabolizmasinin birbirleri ile iliskili

oldugu belirtilmistir (Na and Salt 2011).

Kanola (Brassica napus L.) parlak sari cicekleriyle Brassicaceae familyasinin bir Gyesidir.
Kanola hizli biiyime orani, yliksek biyokuitle iretimi ve bircok agir metale karsi belirgin

toleransindan dolayi fitoremediasyon prosesinde potansiyel kullanimi icin calisilmistir



(Hernandez-Allica et al. 2008). Bununla birlikte, kanola bitkilerinde Cr(VI) toleransi ve
Cr birikimini degerlendiren az sayida ¢alisma mevcuttur (Shams et al. 2010; Yu et al.
2012b). Bu arastirmada, Cr(VI) toksisitesine toleransli ve toprak Usti dokularinda
yuksek seviyede Cr biriktirebilen ve dolayisiyla Cr ile kirlenmis alanlarin
fitoremediasyonunda kullanilabilecek kanola (Brassica napus L.) cesitlerinin
belirlenmesi hedeflenmistir. Bu amagla, hidroponik kiltlir ortaminda farkli Cr(VI)
konsantrasyonlarina (0, 10, 50 ve 100 uM) maruz birakilmis 8 kanola cesidinde
(Champlain, Dante, Heros, Nelson, NK Petrol, Sary, Stizer ve Vactra) fide bliyiimesi,
toprak Ustl dokularda Cr birikimi ve yaprak dokularinda klorofil igerigi, lipid
peroksidasyonu, tiyol icerigi ve slperoksit dismutaz (SOD), guaiakol peroksidaz (POD)
ve katalaz (CAT) gibi bazi antioksidan enzimlerin aktivitesindeki degisimler
degerlendirilmigtir. Bu tez ¢alismasinin ikinci asamasinda ise Cr(VI) toleransi ve Cr(VI)
tesvikli proteom degisimleri Gzerine silfatin rollinin arastirilmasi amaglanmistir. Bu
amacla, nispeten Cr-toleranshh NK Petrol ve Cr-hassas Sary cesitlerinde farkh siilfat
konsantrasyonlarinin [noksan (0 mM), normal (1 mM) ve asirt (2 mM)] ve Cr(VI)
stresinin (100 uM) fide biylimesi, Cr birikimi, lipid peroksidasyonu, klorofil, tiyol,
sistein, askorbat ve glutatyon icerikleri, SOD, POD, CAT, askorbat peroksidaz (APX),
glutatyon rediiktaz (GR) ve glutatyon S-transferaz (GST) gibi enzimlerin aktivitesi ve
metallotiyonein proteinini kodlayan BnMP1 geninin (Brassica napus metallotiyonein
protein 1) ifadesindeki degisimler lzerine etkileri belirlenmistir. Bununla birlikte,
proteomik yaklasim kullanilarak silfat metabolizmasi ve Cr(VI) stresi ile iliskili

proteinlerin belirlenmesi hedeflenmistir.



2. LITERATUR BILGILERI

2.1. Kanola (Brassica napus L.) Bitkisi

Kanola (Brassica napus L.), kultirQ yapilan alti Brassica tirinden biridir. B. napus’un
muhtemelen yem salgami (Brassica rapa; AA, 2n = 20) ve lahana (Brassica oleracea; CC,
2n=18) genotipleri arasindaki bagmsiz ve kendiliginden olusan tirler arasi
hibridizasyonla ortaya ¢iktigi diistinilmektedir (Prakash and Hinata 1980, Kimber and
McGregor 1995, Gupta and Pratap 2007). Kolza yaginda yiliksek seviyede bulunan
erusik asidin ve tohumlari islendikten sonra kiispesinde olusan kiikirt yoniinden zengin
glukozinolatlarin insan saghg icin bir risk faktorli olabilecegi ortaya ¢ikmistir. Bu
nedenle, erusik asit ve glukozinolat seviyeleri disik kolza cesidi Kanada’da islah
edilmistir. Kolzanin islahi sonucu elde edilen disik erusik asit (%2’den az) ve
glukozinolat igeriklerine (30 mg/g’dan az) sahip hatlar ticari olarak “CanOLA” (Canadian
Oil Low Acid) seklinde adlandiriimis ve Tirkce’ye “kanola” olarak girmistir. Kanola hizh
bliyime orani, yiksek biyokitle Gretimi ve bircok agir metale karsi belirgin
toleransindan dolayi fitoremediasyon prosesinde potansiyel kullanimi icin ¢alisiimistir
(Hernandez-Allica et al. 2008). Bununla birlikte, kanola bitkilerinde Cr(VI) toleransi ve
Cr birikimini degerlendiren az sayida calisma mevcuttur (Shams et al. 2010; Yu et al.

2012b).

2.2. Agir Metallerin Cevreden Uzaklastirilmasi: Fitoremediasyon

Fitoremediasyon tekniginde cevresel kirleticileri absorbe eden, dokularinda yiliksek
seviyelerde biriktiren (hiperakiimilator) ve fiziksel, kimyasal ve biyolojik siregler
araciliglyla detoksifiye eden bitkilerin kullanimi tercih edilmektedir. Fitoremediasyon

teknolojisi temel siire¢ ve uygulanabilirligi temelinde farkli gruplara ayrilabilir.

2.2.1. Fitoekstraksiyon

Bitki kokleri tarafindan kirleticilerin alinimi ve sonrasinda toprak Ustli organlarda

biriktirilmesini takiben bitkilerin hasat edilerek yok edilmesini icermektedir. Bu teknik



Cu ve Zn gibi aktif olarak alinan mikrobesin elementleri ve Cd, Cr ve Pb gibi besin
elementi olmayan agir metallerin  uzaklastirilmasinda  kullanilabilmektedir.
Fitoekstraksiyon teknolojisi sadece metal kirliliginin dlisiik veya orta seviyede oldugu
alanlar i¢in uygulanabilmektedir. Clinkl ¢ok fazla kirlenmis alanlarda bitki blylimesi
surdiurilememektedir (Padmavathiamma and Loretta 2007). Bu teknolojide dogal
hiperakiimulator bitki tdrleri kullaniimaktadir (Baker et al. 1994). Bununla birlikte,
toprak c¢ozeltisinde disiik ¢oziinlrlige sahip metallerin ¢ozinirliginl arttirmak icin
selatlayici ajanlar eklenebilmektedir (Evangelou et al. 2007). Bir selatlayici ajan olan
EDDS (etilen diamin distiksinik asit)’'nin Helianthus annuus bitkilerinde Cu birikimini
arttirdigi bildirilmistir (Meers et al. 2005). Bununla birlikte, EDTA (etilen diamin
tetraasetik asit) uygulamasinin Brassica napus bitkilerinde Zn, Mn ve Pb alinimi ve
translokasyonunu arttirdig belirtilmistir (Zaier et al. 2010). Basarili bir fitoekstraksiyon,
bitkilerin hizli bir sekilde biyokitle tGretmesine ve alinan metalleri gévde dokularinda
yuksek miktarlarda biriktirme yetenegine baghdir (Blaylock and Huang 2000).
Hiperakiimulator aday bitkilerin taranmasi, bitki islahi ve genetik yontemler
kullanilarak hiperakiimilator bitkilerin gelistirilmesi fitoremediasyon teknolojilerinin

gelistirilmesinde kullanilan 6nemli stratejilerdir.

2.2.2. Rizofiltrasyon

Bitki kokleri tarafindan sivi  bliyime ortamlarindan fazla miktardaki besin
elementlerinin veya metal kirleticilerin alinimi ve alikonmasini kapsamaktadir. Brassica
juncea, Phaseolus vulgaris ve Helianthus annuus gibi hidroponik ortamda buyutilen
bircok bitki tlrtnin kokleri Cu, Cd, Cr, Ni, Pb, Zn ve U gibi toksik metallerin sivi
cozeltilerinden uzaklastiriimasinda kullanilabilmektedir (Dushenkov et al. 1995; Raskin
and Ensley 2000; Lee and Yang 2010). Rizofiltrasyon icin ideal bitki nemli miktarda kok
biyokutlesi veya ylizey alani tGretmeli, yliksek miktarda hedef metali biriktirebilmeli ve
tolere edebilmeli, disik maliyetli olmali ve minimum diizeyde sekonder atik

Uretmelidir (Dushenkov and Kapulnik 2000).



2.2.3. Fitostabilizasyon

Bu teknikte, erozyonun onlenmesi, yeralti sularina kirleticilerin sizmasinin azaltiimasi
ve toprakla dogrudan temasin dnlenmesi icin toprak ylzeyi bitkiler ile 6rtilmektedir
(Bert et al. 2005). Bu teknikte bitki kokleri fiziksel ve kimyasal olarak kirleticileri
immobilize etmektedir (Berti and Cunningham 2000). Bu teknik, kirlenmis topraklarda
blylyebilen ve toksik metalleri daha az toksik formlara donistiirmek igin topragin
fizyolojik, kimyasal ve biyolojik 6zelliklerini degistirebilen bitkilere gereksinim
duymaktadir. Fitostabilizasyon igin kullanilacak bitkiler genis bir kdk sistemine sahip
olmali, yiksek konsantrasyonlardaki agir metallerin varliginda yliksek oranda biyokiitle
Uretebilmeli ve agir metalleri gbvdeye en az seviyede transloke etmelidir (Rizzi et al.

2004).

2.2.4. Fitovolatilizasyon

Bu teknolojide, bitkiler tarafindan absorbe edilen agir metaller daha az toksik ugucu
formlara donustirilerek transpirasyon ile atmosfere verilmektedir. As, Hg ve Se gibi
metaller dogada gaz formunda bulunabilmektedir. Dogal olarak olusan veya genetigi
degistirilmis Brassica juncea ve Arabidopsis thaliana gibi bazi bitkilerin agir metalleri
absorbe ettikleri ve gaz formuna donistlrerek atmosfere verebildikleri bildirilmistir
(Ghosh and Singh 2005). Bununla birlikte, Populus ve Salix gibi agac¢ tirleri etkin
fitoremediasyon ozelliklerinden dolayi siklikla bu teknikte kullanilmaktadir (Pulford ve
Watson 2003). Selenyum iceren besi ortaminda bliylyen Arabidopsis thaliana ve
Brassica juncea bitkilerinin dimetilselenit ve dimetildiselenit formunda ugucu Se
Uretebildikleri gosterilmistir (Banuelos 2000). Fitovolatilizasyon hidrojenin radyoaktif
bir izotopu olan ve helyuma donustirilen trityumun (*H) uzaklastirilmasinda da
kullaniimaktadir (Dushenkov 2003). iyonik formdaki civayr (Hg™) daha az toksik olan
forma (Hgo) donustiren civa rediiktaz genini iceren Nicotiana tabacum ve Arabidopsis

thaliana bitkileri genetik olarak modifiye edilmistir (Meagher et al. 2000).



2.2.5. Fitodegradasyon (Fitotransformasyon)

Bu metotta, bitkilerdeki metabolik islevler ve toprak mikroorganizmalari arasindaki
rizosferik birliktelikle organik kirleticiler pargalanmaktadir. Organik kirleticilerin
fitodegradasyonu bitki icerisinde veya rizosferde gercgeklesebilmektedir. Yeralti
sularindaki c¢oziculer, topraktaki petrol ve aromatik bilesikler ve havadaki ucucu
bilesikler gibi bircok farkl kirletici bu metot ile uzaklastirilabilmektedir (Newman and
Reynolds 2004). Kirleticileri metabolize eden dehalojenaz, nitrorediiktaz, peroksidaz,
lakkaz ve nitrilaz gibi bitki enzimleri, kirleticilerin transformasyonunda aktif rol
oynadiklari rizosfere salinmaktadir. Trinitrotolueni (TNT) daha az zararli bilesiklere
indirgeyen iki bakteriyel enzim (PETN rediktaz ve nitrorediiktaz) titin bitkilerinde TNT
toleransinin arttirilmasi icin kullanilmistir. Onr ve nfs genlerinin, yabani tip bitkilerin
gelisimini ciddi sekilde etkileyen TNT konsantrasyonuna karsi transjenik bitkilerin
tolerans gostermesini sagladigl bildirilmistir (Hannink et al. 2001). Bununla birlikte,
Banks vd. (2003), polisiklik aromatik hidrokarbonlarla (PAH) kirlenmis alanlarin
remediasyonunda Sorghum bicolor bitkilerinin oldukga etkin oldugunu bildirmislerdir.
Toprak ya da su ortaminda bulunan metal kirleticilerin fitoremediasyonunda kullanilan

teknolojiler ve bitkiler Cizelge 2.1’de listelenmistir.

2.3. Agir Metal Alinimi ve Taginimi

Bitkiler tarafindan metal iyonlarinin alinimi; metal iyonlarinin kok yiizeyine tutunmasi,
kok icine alinimi ve kiitle akisi ve diflizyon aracihgiyla gévdeye translokasyonunu
kapsamaktadir. Toprak partikillerine bagh halde bulunan metallerin alinimi kdklerden
rizosfere salgilanan metal selatlayici molekiller, plazma membranina bagli metal
rediiktaz ve proton salinimiyla saglanmaktadir (Salt et al. 1995). Bitki tlriine ve metal
tipine bagh olarak, metal iyonlari kdkler tarafindan ya simplast (interseliilar) ya da
apoplast (ekstraseliilar) yolla alinmaktadir. Apoplastik tasinim hiicre ¢eperinin katyon
degisim kapasitesi ile sinirlandirilmaktadir (Raskin et al. 1997). Simplastik tasinimda,
metal iyonlar yaklasik 170 mV’luk negatif potansiyele sahip plazma membranindan

gecmektedir. Bu membran potansiyeli, metal iyonlarinin hiicre igine hareketi icin



kuvvetli bir elektrokimyasal gradiyent saglamaktadir (Ghosh and Singh 2005). Metal

iyonlarinin ¢ogu enerji gerektiren bir islemle spesifik veya genel iyon tasiyicilari veya

kanallari araciligiyla bitki hiicrelerine girmektedir (Bubb and Lester 1991).

Cizelge 2.1 Metallerin fitoremediasyonunda kullanilan bazi bitki tirleri (Jabeen et al. 2009’dan

degistirilerek).

Metal Ortam Metot Bitki
As Toprak Fitoekstraksiyon Pteris vittata
Fitostabilizasyon Piricum sativum
B Toprak Fitoekstraksiyon Gypophila sphaerocephala
Cd Toprak Fitoekstraksiyon Oryza sativa
Fitostabilizasyon Vettiveria zizanioides
Su Rizofiltrasyon Lemna minor
Co Toprak Fitoekstraksiyon Berkheya coddii
Cr Toprak Fitoekstraksiyon Brassica juncea
Su Rizofiltrasyon Brassica juncea
Cu Toprak Fitoekstraksiyon Elsholtzia splendens
Fitostabilizasyon Festuca rubra
Su Rizofiltrasyon Lemna minor
Hg Toprak Fitoekstraksiyon Marrubium vulgare
Su Rizofiltrasyon Pistia stratiotes
Mn Toprak Fitoekstraksiyon Phytolacca americana
Ni Toprak Fitoekstraksiyon Alyssum lesbiacum
Fitostabilizasyon Agropyron elongatum
Su Rizofiltrasyon Lemna minor
Pb Toprak Fitoekstraksiyon Chenopodium album
Fitostabilizasyon Vetiveria zizanioides
Su Rizofiltrasyon Hemidesmus indicus
Se Toprak Fitoekstraksiyon Brassica rapa
Fitovolatilizasyon Brassica spp.
Zn Toprak Fitoekstraksiyon Cynodon dactylon
Su Rizofiltrasyon Brassica juncea




Bitkilerde birkag protein sinifi agir metal taginiminda fonksiyon gérmektedir. Bitkilerde
agir metal toleransi ile iliskili olarak metal iyonu homeostazisi ve toleransinda
fonksiyon goren agir metal (veya CPx-tip) ATPaz’lari (Williams et al. 2000), dogal
direngle iliskili makrofaj protein (Nramp) ailesi, katyon-diflizyon hizlandirici (CDF)
protein ailesi ve cinko-demir permeaz (ZIP) ailesi (Guerinot 2000) gibi metal tasiyicilarin

birkag sinifi belirlenmistir.

CPx-tip agir metal ATPazlarin Cu, Zn, Cd ve Pb gibi toksik metallerin hiicre
membranlarindan gegisinde rol aldigi bildirilmistir (Williams et al. 2000). Korunmus bir
membran igi sistein-prolin-sistein, sistein-prolin-histidin veya sistein-prolin-serin (CPx)
motifine sahip olduklari icin tip IB olarak siniflandirilan agir metal tasiyicilari CPx-
ATPaz'lar olarak adlandiriimaktadir. Arabidopsis P-tip ATPaz (PAA1) ylksek bitkilerde
teshis edilen ilk CPx-ATPaz'dir (Belouchi et al. 1997). Bu proteinlerin plazma
membraninda bulundugu ve sitoplazmadan toksik metallerin uzaklastirilmasinda
pompalar olarak fonksiyon gordigi veya ¢esitli hiicre ici membranlarda bulunabildigi
ve agir metallerin kompartimanlasmasindan sorumlu olabilecegi ileri strGlmustir

(Yang et al. 2005).

Nramp gen ailesi, demir tasinimina aracilik eden integral zar proteinini kodlamaktadir
(Belouchi et al. 1997). Bununla birlikte, bitkilerde toksik metal iyonlarinin tasiniminda
Nramp proteininin fonksiyonu tam olarak agiklanmamigtir. Divalent metal iyonlarinin
tasinimi ile iliskili Nramp proteinini kodlayan genlerin homologlari piring bitkilerinde
teshis edilmistir (Belouchi et al. 1997). Nramp genine homoloji gbsteren iki Arabidopsis
geni teshis edilmistir (Alonso et al. 1999). Tatin bitkilerinde Thlaspi caerulescens
Nramp3 (TcNramp3) geninin asiri ifadesinin Cd hassasiyetine neden oldugu ve
TcNramp3 tastyicisinin bitkilerde katyon homeostazisinde rol oynadigi ileri stiriImustir
(Wei et al. 2009). Benzer olarak, AtNrampl, AtNramp3, AtNramp4 ve AtNramp6
tasiyicilarini ifade eden mayada ve AtNramp3, AtNramp4 ve AtNramp6 genlerini asiri
ifade eden Arabidopsis bitkilerinde asiri Cd hassasiyetinin gorildigiu belirtilmistir

(Thomine et al. 2000; Lanquar et al. 2004; Cailliatte et al. 2009). Bununla birlikte, A.
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thaliana bitkilerinde AtNramp3 ve AtNramp4 genlerinin inaktivasyonunun asiri Cd ve

Zn hassasiyetine neden oldugu bildirilmistir (Oomen et al. 2008).

Elektrokimyasal gradiyente karsi metal iyonlarinin ATP hidrolizi ile taginmasi dnemlidir.
Arabidopsis ve Oryza sativa bitkileri sekiz HMA (agir metal ATPaz) genine sahip olup
(Baxter et al. 2003); agir metal tasiyici ATPaz4 (HMAA4) olarak da adlandirilan Pyp-tip
ATPaz’lar metal transportunda 6nemli bir rol oynamaktadir. Arabidopsis bitkilerinde
yapilan genom analizleri, HMA’larin bir grubu olan HMA1-4’iin Zn, Co, Cd ve Pb
tasinimi ve diger grubu olan HMA5-8’in ise Cu ve Ag tasinimindan sorumlu oldugunu
gostermistir. Bununla birlikte, Arabidopsis bitkilerinde HMA4 tasiyicilarinin  Zn
homeostazisi ve Cd detoksifikasyonu ile bu metallerin kokten goévdeye
translokasyonunda rol aldigi bildirilmistir (Mills et al. 2005; Hussain et al. 2004; Verret
et al. 2005; Courbot et al. 2007).

Bitkilerde ABC tasiyicilari arasinda sadece AtMRP3 (Bovet et al. 2003) ve AtATM3 (Kim
et al. 2006) tasiyicilarinin Cd transportunda fonksiyon gordigl ileri strilmustir.
Mitokondriyal ABC tasiyict AtATM3’ln Arabidopsis bitkilerinde Cd ve Pb toleransinda
artisa neden oldugu bildirilmistir (Kim et al. 2006). Demir, Zn, Mn ve Cd iyonlarinin
tasiniminda rol oynayan ZIP gen ailesine ait birgok gen ve ZIP gen homologu olan ZNT1
hiperakiimulatoér Thlaspi caerulescens bitkilerinde teshis edilmistir (Pence et al. 2000).
Yang vd. (2005), Thlaspi caerulescens bitkilerinde metal birikim kapasitesi ve ZIP
protein ailesine ait proteinlerin asiri birikimi arasinda bir korelasyonun oldugunu
bildirmislerdir. Zn stresi kosullari altinda, hiperakiimilatér olmayan T. arvense
aksesyonlarina gore T. caerulescens aksesyonlarinin koklerinde iki ZIP cDNA’sinin (ZNT1
ve ZNT2) 6nemli dizeyde daha yiiksek seviyede ifade oldugu bildirilmistir (Pence et al.
2000, Assuncdo et al. 2001). Ayrica ZNT1, ZNT5 ve MTP1 genlerinin hicresel
ifadelerindeki Cd-tesvikli degisimlerin Cd toksisitesine T. caerulescens bitkilerinin

uyumu ile iliskili olabilecegi bildirilmistir (Kiipper and Kochian 2010).
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Hiperakiimulatoér bitkilerin kdklerinde metal baglayici ligandlar olarak fonksiyon
gorebilen bircok kiiclik organik molekil bulunmaktadir (Rascio and Navari-lzzo 2011).
Agir metal hiperakiimilasyonunda histidin ve nikotinamin gibi bivalent katyonlarla
kararli kompleksler olusturan amino asitler fonksiyon gormektedir. Serbest histidinin
(His) Ni hiperakiimilasyonunda fonksiyon géren énemli bir ligand oldugu bildirilmistir
(Callahan et al. 2006). Nikel hiperakiimilatériu Alyssum lesbiacum koklerinde TP-PRT1
geninin (histidin biyosentez yolunun ilk basamaginda fonksiyon géren ATP-fosforibozil
transferaz enzimini kodlayan gen) asiri ifadesinin His konsantrasyonunu arttirdigi
bildirilmistir (Kerkeb and Kramer 2003; Ingle et al. 2005a). Farkh Ni hiperakiimulatori
Thlaspi tirlerinin koklerinde histidinin ylksek seviyelerde bulunmasi, bu amino asidin
diger hiperakiimilator bitkilerde de ayni fizyolojik yolda fonksiyon gorebilecegini

gostermektedir (Assuncdo et al. 2003).

MATE (Multidrug And Toxin Efflux) protein ailesi, hiperakimilator bitkilerde agir
metallerin translokasyonunda aktif olarak fonksiyon goren diger bir membran
proteinidir. Bu protein ailesinin bazi (yeleri, toksik bilesikleri veya sekonder
metabolitlerin sitosolden hiicre disina ¢ikartilmasi veya vakuollerde alikonulmasinda
rol alan katyon antiportirlari olarak fonksiyon gordikleri bildirilmistir (Delhaize et al.
2007). MATE protein ailesinin bir Gyesi olan FDR3 kok dokularinda sitratin vaskular
dokulara salinmasinda fonksiyon gérmektedir. FDR3 geninin Thlaspi caerulescens ve
Arabidopsis halleri kdklerinde yapisal olarak asiri ifade edildigi bildirilmistir (Talke et al.
2006; van de Mortel et al. 2006). Perisikl plazma membraninda lokalize olmus FDR3
proteinin Fe tasinimi icin gerekli bir ligand olan sitratin ksileme salgilanmasinda
fonksiyon gordigu bildirilmistir (Durret et al. 2007). Bununla birlikte, hiperakiimilator
bitkilerde bu genin asiri ifade olmasi FDR3 proteininin Zn gibi diger metallerin de

translokasyonunda bir rol oynayabilecegini ileri sirmektedir (Krdmer et al. 2007).

2.4. Metal Toleransi Mekanizmasi

Bir bitkinin herhangi bir agir metale olan tolerans mekanizmasinin anlasiimasi,

kirlenmis alanlarin fitoremediasyonu icin uygun bitkilerin gelistirilmesi icin oldukca
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onemlidir. Bitkilerde agir metal toleransi birbiriyle iliskili fizyolojik ve molekiler
mekanizmalar tarafindan belirlenmektedir. Toksik metallerin artan seviyelerine
tolerans, toksik elementlerin bitki disinda tutulmasi (exclusion) veya metabolik

toleranstan kaynaklanmaktadir (Singh et al. 2003).

Detoksifikasyon ve igsel alikoyma, toprak Ustli organlarinda herhangi bir fitotoksik etki
gostermeksizin yiksek miktarlarda agir metalleri biriktirebilen hiperakiimilator bitkiler
icin onemli bir ozelliktir. Hiperakiimilator bitkilerin toprak Gsti organlarinda
detoksifikasyon ve alikoyma mekanizmalari genel olarak agir metallerin ligandlar ile
kompleks olusturulmasini veya agir metallerin metabolik olarak aktif sitoplazmadan
vakuol ve hiicre duvari gibi inaktif bolgelere tasinimini kapsamaktadir (Rascioa and
Navari-lzzo 2011). Hiperakimulator ve hiperakiimilator olmayan bitkiler arasinda
yapilan karsilastirmali transkriptom analizleri i¢sel alikkoyma mekanizmasinin, en
azindan tonoplast ve/veya plazma membranindan agir metallerin tasinimini saglayan

proteinleri kodlayan genlerin asiri ifadesine bagh oldugunu gostermistir.

2.4.1. Agir Metallerin Vakuolde Alikonulmasi

Bitkilerde vakuol genellikle metal iyonlari icin ana depolama bdélgesi olarak kabul
edilmekte ve fitoselatin (PC)-metal kompleksleri vakuollere pompalanmaktadir (Salt et
al. 1995). Tatlin mezofil protoplastlari, Cd ile muamele edildiklerinde Cd ve PC'lerin
blylk bir cogunlugunun vakuolde biriktigi belirtilmistir (Tong et al. 2004). Vakuolde
metal iyonlarinin kompartimanlastiriimasi bazi hiperakiimilator bitkilerde tolerans
mekanizmasinin bir parcasini olusturmaktadir (Tong et al. 2004). ABC-tip tasiyici
protein ailesinin bir Gyesi olan vakuolar membran proteinini (HMT1) kodlayan hmtl
geni yuksek molekiler agirlikh PC-Cd komplekslerini olusturamayan mutant S.
pombe’den izole edilmistir (Ortiz et al. 1992). Ortiz vd. (1995), HMT1 proteinin dislik
molekiler agirlikli PC-Cd komplekslerinin ATP’ye bagimli olarak sitosolden vakuollere
tasinimina aracilik ettigini bildirmislerdir. PC-Cd kompleksinin tasinimi, vakuolar-ATPaz
inhibitoleri tarafindan engellenmedigi icin bu tasinimin pH gradiyentinden bagimsiz

oldugu belirtilmistir. Benzer olarak, PC’ler ve PC-Cd komplekslerinin tasinimi igin
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HMT21’in ATP bagimli ve proton gradiyentinden bagimsiz aktivitesi yulaf kdklerinde de
belirlenmistir (Salt and Rauser 1995). Diger taraftan, abccl abcc2 ¢ift mutantina sahip
Arabidopsis bitkilerinin As stresine asiri hassas oldugu ve yabani tip bitkilere gére PC-As
komplekslerini daha az oranda vakuole aldig bildirilmistir (Song et al. 2010). ilging
olarak, ABCC1 ve ABCC2 tasiyicilari glutatyon-konjugat komplekslerini vakuole tasiyan
ABC taslyicilari olarak tanimlanmistir (Liu et al. 2001; Rea 2007).

Katyon diflizyon kolaylastirict (CDF) protein ailesinin (iyesi olan metal tolerans
proteinleri (MTP’ler), Zn, Mn, Fe, Ni, Cd ve Co gibi metal iyonlarinin sitoplazmadan
hicre disina veya vakuole tasiniminda fonksiyon gérmektedir (Montanini et al. 2007).
Bitkilerde teshis edilen ilk MTP geni Arabidopsis thaliana bitkilerinden izole edilen
AtMTP1 genidir (van der Zaal et al. 1999). AtMTP1 geninin tliim organlarda teshis
edildigi, keza Zn uygulamasindan etkilenmedigi bildirilmistir (van der Zaal et al. 1999;
Kobae et al. 2004). Diger taraftan, AtMTP1 geni transfer edilmis transjenik bitkilerin
koklerinde Zn konsantrasyonunun ve toleransinin arttigi ve bu gen susturulmus
bitkilerin asiri Zn hassasiyeti gosterdigi bildirilmistir (Desbrosses-Fonrouge et al. 2005).
AtMTP1 homologu olan AhMTP1 geni, bir Zn hiperakiimilatori olan Arabidopsis halleri
bitkisinde teshis edilmistir (Drager et al. 2004). Diger bir MTP geni metal
hiperakliimilatorlu Thlaspi goesingense bitkilerinden izole edilen TgMTP1 genidir. T.
goesingense bitkilerinde vakuolar metal-iyon tasiyicisinin (TgMTP1) yiksek seviyedeki
ifadesinin gévde vakuollerinde Ni iyonlarinin birikimini arttirdigi bildirilmistir. Bununla
birlikte, Thlaspi goesingense membran MTP proteinini asiri ifade eden mayada Cd, Co,

Ni ve Zn iyonlarina toleransin arttigi bildirilmistir (Persans et al. 2001).

Bitki hiicrelerinde, glutatyon (GSH) ve PC’ler tarafindan olusturulan PC-metal
kompleksleri tonoplastta bulunan bir ABC-tip tasiyici protein tarafindan vakuole
alinmaktadir (Lu et al. 1997). Cd-fitoselatin kompleksleri konsantrasyon gradiyentine
zit yonde spesifik tasiyicilar ile tonoplasttan tasinmakta ve tonoplast vezikiilleri icinde
birikmektedir (Salt and Rauser 1995). Ayrica, multidrug direng proteinleri (MRP), PC-Cd

veya GSH-Cd komplekslerinin tonoplasttan gecisinde fonksiyon gormektedir (Rea et al.
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1998). Antosiyaninler de agir metallere baglanabilmekte (Pilon-Smits and Pilon 2002)
ve agir metallerin alikonulmasinda rol oynayabilmektedirler. Bugiine kadar, metal
toleransi ile iliskili vakuolar taslyict ve kanallarin en iyi karakterize edileni
Saccharomyces cerevisiae’den izole edilen YCF1 (maya kadmiyum faktér 1)dir.
Transjenik Brassica juncea bitkilerinde YCF1 geninin asiri ifadesinin Cd ve Pb birikimi ve
toleransinda artisa neden oldugu bildirilmistir (Bhuiyan et al. 2011). Bu gibi vakuolar
tasiyici  proteinlerin asiri  ifadesi, glvenli hicresel boélgelerde agir metalleri

biriktirebilme yetenegi arttirilmis bitkilerin Gretilmesinde kullanilabilir.

2.4.2. Agir Metal Baglayici Ligandlar

Agir metaller hiicre-igi olarak fitoselatinler (PC’ler) veya metallotiyoneinler (MT’ler) gibi

ligandlarla kompleksler olusturabilmektedir.

2.4.2.1. Fitoselatinler

Fitoselatinler (PC’ler) genel yapisi (y-Glu-Cys),-Gly olan ve sisteince zengin kicgulk
polipeptitlerdir (Cobbet 2000). Bu peptitler, bircok metali metal-tiyolat kompleksleri
seklinde alikoyabilmekte ve agir metal detoksifikasyonunda 6nemli rol oynamaktadir
(Cobbett and Goldsbrough 2002; Clemens 2006). Gen Urlnleri olan MT’lerin aksine
PC'ler, PC sentaz enziminin fonksiyon gordlgl bir transpeptidasyon reaksiyonuyla
glutatyondan (y-glutamilsisteinilglisin, GSH) enzimatik olarak sentezlenmektedir (Pal
and Rai 2010). Glu-Cys birimlerinin sayisina bagh olarak PC’ler PC,, PCs, PC4, PCs ve PCq
olarak siniflandirilmaktadir (Rauser 1995). Bitkilerde agir metal birikimi PC’lerin
Uretimini tesvik etmektedir (Ramos et al. 2007, Mendoza-Cozatl et al. 2008). Bitki
dokularinda PC lretiminin agir metal birikimi ile pozitif korelasyon goéstermesi PC'lerin
agir metal stresi tarafindan tesvik edildigini gostermektedir. Iglesia-Turino vd. (2006),
Hg stresine maruz birakilan Brassica napus bitkilerinde Hg birikiminin PC,
konsantrasyonu ile kuvvetli bir sekilde iliskili oldugunu belirtmislerdir. Fitoselatin
sentezi metal tirine bagh olarak farkhlik gbsterebilmektedir. Vestergaard vd. (2008),

Mg, Mn*?, Ca* ve Na*? uygulamalarinin PC sentezini etkilemedigini, buna karsin Cd*?
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ve Zn*? uygulamalarinin PC Uretimine neden oldugunu bildirmislerdir. Benzer olarak,
Zhang vd. (2008), Sedum alfredii bitkilerinde Cd ve Pb stresinin PC liretimini arttirdigini,

buna karsin Zn stresinin etki gostermedigini belirtmislerdir.

Bitkilerde glutatyon (GSH) y-glutamil-cis sentaz (y-ECS) ve glutatyon sentetaz (GS)
tarafindan kataliz edilen iki basamakli bir reaksiyonla sisteinden sentezlenmektedir. y-
glutamil-cis sentaz aktivitesi sisteinin kullanilabilirligine baghdir ve glutatyon tarafindan
geri-bildirim regulasyonu ile kontrol edilmektedir (Mejare and Bullow 2001). Bu enzimi
kodlayan gen Arabidopsis thaliana ve Triticum aestivum gibi bitkilerde teshis edilmistir
(Clemens et al. 1999). Bakteriyel y-ECS ve GS genlerini asiri ifade eden Brassica juncea
bitkilerinde yiksek oranda GSH ve PC’lerin biriktigi ve Cd toleransi ve birikiminde artisa
neden oldugu bildirilmistir (Reisinger et al. 2008). Benzer olarak, Arabidopsis thaliana
bitkilerinde y-ECS veya GS genlerinin asiri ifadesinin yabani tip bitkilere gére daha
yliksek seviyede GSH, PC,, PCs ve PC,4 birikimine ve Hg ve As toleransinda artisa neden
oldugu bildirilmistir (Li et al. 2006a). Diger taraftan, Brassica juncea bitkilerinde PC
sentazin asiri ifadesinin yiksek oranda GSH ve PC birikimine neden olarak As, Cd ve Zn
toleransinin artmasina neden oldugu bildirilmistir (Gasic and Korban 2007). Clemens
vd. (1999), yabani tip mayalarda Cd toleransinda artisa neden olan bir bugday cDNA’s
(TaPCS1) teshis etmislerdir. Vakuol eksik mutantlarda AtPCS1 ve TaPCS1 proteinlerinin
toleransa neden olmasi, PC'lerin sitosolde lokalize oldugunu ve tolerans
mekanizmasinda onemli rol oynadigini gostermektedir. Gisbert vd. (2003), titdn
bitkilerde bugday TaPCS1 geninin asiri ifadesinin Pb ve Cd stresine toleransi biylk
Olclide arttirdigini ve yabani tip bitkilere gore kok blylimesinde %160 artisa neden
oldugunu bildirmistir. Kursun iceren toprakta (1.572 mg/kg) blydltilen transjenik
fidelerin yabani tip fidelere gore iki kat daha fazla Pb ve Cd biriktirdigi belirtilmistir. Agir
metal detoksifikasyonunda vyilksek PC seviyelerinin pozitif bir roliniin oldugu
gosterilmis olmasina ragmen, A. thaliana bitkilerinde asiri PC sentazi kodlayan AtPCS1
geninin ifadesinin Cd hassasiyetine neden oldugu bildirilmistir (Lee et al. 2003). Benzer
olarak, tutin bitkilerinde AtPCS1 geninin asiri ifadesinin Cd hassasiyetine neden oldugu

belirtilmistir (Wojas et al. 2008). Lee vd. (2003), Cd hassasiyetinin supraoptimal
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seviyelerdeki fitoselatinlerin ve glutatyon tiiketiminin neden oldugu toksisiteden

kaynaklanabilecegini bildirmislerdir.

2.4.2.2. Metallotiyoneinler

Metallotiyoneinler (MT’ler) dusik molekller agirlikli, sisteince zengin ve metal
selasyonu icin tiyol gruplarina sahip bir grup metal baglayici proteindir. Sistein
kalintilarinin sayisi ve diizenlenisine bagl olarak tim bitki MT’leri sinif II'ye aittir ve
amino asit sekanslarina gore dort farkh tipe ayrilmaktadir (Cobbett and Goldsbrough
2002). ifade analizleri tip 1 MT’lerin genel olarak kdklerde (Hudspeth et al. 1996), tip 2
MT’lerin gogunlukla yapraklarda (Zhou and Goldsbrough 1995; Hsieh et al. 1995), tip 3
MT’lerin olgunlasmis meyveler ve Arabidopsis yapraklarinda (Guo et al. 2003) ve tip 4
MT’lerin ise sadece gelismekte olan tohumlarda ifade oldugunu géstermistir (Chyan et
al. 2005). MTlerin metal baglayici 06zellikleri onlarin metal homeostazisi ve
detoksifikasyonunda rol oynayabilecegini gostermektedir. Bitkilerde MT’ler sadece Cu
ve Zn gibi mikro besin elementlerinin homeostazisinin sirdirilmesinde degil, ayni
zamanda Cd ve As gibi toksik metallerin detoksifikasyonunda da fonksiyon
gorebilmektedir (Lee et al. 2004; Merrifield et al. 2004; Zimeri et al. 2005). Sucul Azolla
filiculoides bitkilerinde tip 2 MT gen (AzMT2) ifade seviyesinin Cd, Cu, Zn ve Ni
uygulamalarina cevap olarak arttigi bildirilmistir (Schor-Fumbarov et al. 2005). Wang
vd. (2011a), Medicago sativa bitkilerinde MsMT2a geninin kontrol ve Cd
uygulamalarinda, MsMT2b geninin ise sadece Cd uygulamalarinda ifade oldugunu
bildirmislerdir. Ayrica, MT’lerinin oksidatif stresten bitkileri koruyucu o6zelliklere de
sahip olduguna dair kanitlar bulunmaktadir (Akashi et al. 2004; Brkljacic et al. 2004;
Wong et al. 2004). Pamuk GhMT3a genini asiri ifade eden transjenik titin bitkilerinde
abiyotik stres kosullarina karsi toleransin arttigi ve GhMT3a proteininin reaktif oksijen

turlerinin temizlenmesinde fonksiyon gorebildigi bildirilmistir (Xue et al. 2009).
Metal selatorlerinin sentezi ile iliskili genlerin asiri ifadesi metal aliniminin artmasina
veya azalmasina, metallerin translokasyonuna ve/veya alikonulmasina neden

olabilmektedir (Cherian and Oliveira 2005). Ornegin, metallicolous (bir agir metali
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normal konsantrasyonun (zerinde iceren topraklarda blyimeye adapte olmus
populasyon, tir ya da aksesyon) olmayan bitkilere gére metallicolous bitkilerde MT2b
ortologlarinin (farkh tirlerde bulunan benzer islevli proteini kodlayan genler) asiri ifade
oldugu gosterilmistir (Mengoni et al. 2003; van de Mortel et al. 2006; Jack et al. 2007;
Hassinen et al. 2009). Brassica oleracea bitkilerinde bir MT geninin (CUP1) asir
ifadesinin 16 kat daha fazla Cd toleransina neden oldugu belirtilmistir (Hesegawa et al.
1997). Benzer olarak, bezelye MT genini asiri ifade eden Arabidopsis thaliana bitkisinde
Cu birikiminin arttig1 bildirilmistir (Pan et al. 1994). Transjenik titlin bitkilerinde
AtMT2b ve AtHMA4 genlerinin birlikte ifadesinin Cd toleransini ve gévde dokusuna Cd
ve Zn translokasyonunu arttirdigi bildirilmistir (Grispen et al. 2011). Kloroplastik mt1
genini asiri ifade eden tutin bitkilerinde Hg toleransinin arttigi ve herhangi bir olumsuz
etki olmaksizin bitki dokularinda daha fazla seviyede Hg biriktigi bildirilmistir (Ruiz et al.
2011). Diger taraftan, Arabidopsis AtMT2b genini ifade eden transjenik tatdn
hatlarinda As birikiminin kék dokusunda azaldigl, govde de ise arttigi ve yabani tip
bitkilere gore As toleransinin azaldigr bildirilmistir (Grispen et al. 2009).
Metallotiyonein-metal komplekslerinin glutatyonlanabildigi (Brouwer et al. 1993), bu
kompleksin uzun sireli alikonma icin vakuollere tasinabildigi ileri sliriimustir (Jabeen
et al. 2009). Bununla birlikte, OsMT1a genini asiri ifade eden celtik bitkilerinde kuraklk
toleransinin arttigi bildirilmistir (Yang et al. 2009). Yiksek sicaklik stresi ve alliminyum
gibi diger stres kosullarinin MT’lere ait genlerin ifadesini tesvik ettigi icin genel bir stres

cevabi olarak ifade olduklari ileri strGImistir (Cobbett and Golsbrough 2002).

2.5. Fitoremediasyon igin Bitkilerin Gelistirilmesi

Bitkilerin agir metalleri biriktirebilme kapasiteleri genetik diizenlemeler veya selatlama

stratejileri ile arttinlabilmektedir.

2.5.1. Genetik Stratejiler

Hiperakiimulator bitkilerin teshisi, kirlenmis alanlarin temizlenmesinde bu bitkilerin

genetik bir potansiyele sahip oldugunu gostermistir. Hiperakiimulator bitkilerin kiictik
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boyutlara ve dislik bliyime oranlarina sahip olmalari, fitoremediasyon potansiyelini
olumsuz etkilemekte ve mekanik hasat gibi tarimsal uygulamalari sinirlamaktadir (Tong
et al. 2004). Bu dezavantajlarin Ustesinden gelebilmek igin yavas biliyliyen ve disik
biyokutleli bitkilerden yiksek biyokutleli cesitlerin gelistirilmesi temelinde klasik i1slah
yontemleri kullanilmaktadir (Li et al. 2004). Diger bir yaklasim ise bitkilerin agir
metalleri selatlayarak ile sitoplazmada detoksifiye etme, toksik iyonlarin daha az toksik
formlara donustiirme ya da kompartimanlastirma kapasitelerinin arttiriimasini
hedeflemektedir. Arabidopsis genom projesinin tamamlanmasini takiben bircok diger
bitkinin genom taramasi ile agir metal homeostazisi ve birikimi ile iliskili olan bir dizi
genin teshisi saglanmistir (Dhankher et al. 2002). iyonomik taramalar degisken element
icerikli mutantlarin teshis edilmesi icin A. thaliana mutant populasyonlarinda yapilan
multi-element profillemeyi iceren fitoremediasyon iliskili arastirmalarda baslamistir
(Lahner et al. 2003; Salt 2004). Metal alinimi, tasinimi ve birikiminin genetik ve
biyokimyasinin anlasilmasi fitoremediasyon kapasitesi yiksek transjenik bitkilerin
gelistirilmesine neden olabilmektedir (Salt and Kramer 2000; Baker et al. 2000). Metal
biriktirici bitkilerin gelistirilmesi igin gerekli strateji Sekil 2.1’de verilmistir (Karenlampi

et al. 2000).

Bitkilerde esensiyal metallerin plazma veya organel membranlarindan primer veya
sekonder aktif tastyicilar ile tasinimi metal homeostazisinde 6nemli rol oynamaktadir.
Titln bitkilerinde, plazma membranina lokalize olmus NtCBP4 (kalmodulin baglayic
protein) tasiyicisinin asiri ifadesinin Pb alinimini ve gévde dokularina translokasyonunu
arttirdig1 bildirilmistir (Arazi et al. 1999). A. thaliana metal iyonu/H" antiportirlari olan
CAX2 ve CAX4’U asin Ureten transjenik tutln bitkilerinin etkin sekilde Cd, Zn ve Mn
metallerini detoksifiye edebildikleri belirtilmistir (Hirschi et al. 2000; Korenkov et al.
2007).

Bitkilerdeki konsantrasyonu 2-3 mM olan glutatyon (GSH), sadece PC’lerin 6ncisi degil

ayni zamanda agir metal cevabinda rol alan diger mekanizmalarin 6nemli bir bilesenidir

(Noctor et al. 2002). Bir antioksidan molekiil olarak GSH hiicrelerde agir metal iyonlari
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Metal biriktirici bitkilerin belirlenmesi

l

Disulk ve yuksek metal konsantrasyonlarinda bitki tirlerinin test edilmesi
veya
Toleransli turlerin toleransl olmayan yakin akraba tirlerle karsgilastiriimasi

l

Tolerans geninin izolasyonu ve klonlanmasi

l

Maya/prokaryotik sistemlerde gen trtintinin karakterizasyonu

l

ilgili genin hedef bitkiye aktarimi

l

Ustiin fitoremediasyon yetenegine sahip bitki

Sekil 2.1 Fitoremediasyon yetenegine sahip bitkilerin elde edilme stratejisi (Karenlampi et al.

2000’den degistirilerek).

tarafindan olusturulan reaktif oksijen tirlerinin direkt olarak temizlenmesinde
fonksiyon gormekte (Schiitzendiibel and Polle 2002) ve metabolizma, sinyal iletimi ve
gen ifadesi icin redoks homeostazisinin sirdirilmesi igin askorbat-glutatyon
donglsiinde indirgeyici esdeger glic saglamaktadir (Foyer and Noctor 2005). Agir metal
hiperaklimulatorl Thlaspi goesigense bitkilerinde GSH’un asiri Gretiminin Cd ve Ni
tarafindan olusturulan oksidatif strese karsi toleransi arttirdigi bildirilmistir
(Boominathan and Doran 2003; Freeman and Salt 2007). Bununla birlikte, Cd
hiperakiimulatort S. alfredii bitkilerinin kirlenmis alanlara adaptasyonunun PC’lerden
ziyade asiri GSH Uretimine bagl oldugu belirtilmistir (Sun et al. 2007a). GSH ve PC
sentezi ile iliskili enzimlerin modifikasyonu ve asiri ifadesi agir metal toleransinin ve
dolayisiyla fitoremediasyon potansiyellerinin arttirilmasi icin iyi bir yaklasim
olabilmektedir. Maya GSH1 ve Allium sativum AsPCS1 genlerini asiri ifade eden A.
thaliana bitkilerinin daha yiksek seviyede arsenit ve arsenat toleransi ve birikimi

gosterdigi belirtilmistir (Guo et al. 2008). Zhu et al. (1999), E. coli y-ECS ve GS genlerini
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asiri ifade eden Brassica juncea bitkilerinin yabani tip bitkilere gére daha fazla Cd

biriktirdigini bildirmistir.

Hiperakiimilasyonun genetik temelleriyle iliskili kapsamli bilgi, etkin fitoremediasyon
kapasitesine sahip transjenik bitkilerin gelistirilmesinde olduk¢a dnemlidir. Dogal metal
hiperakiimulatori bitkilerde metal alinimi, translokasyonu, birikimi ve toleransi
mekanizmalarinin kritik analizleri metal baglayici protein veya peptitlerin sentezinden
sorumlu genlerin teshisine yardim edecektir. Metallotiyoneinleri ve PC sentezi ile iliskili
enzimleri kodlayan genlerin teshisi, fitoremediasyonun molekiler mekanizmasinin
aydinlatiimasinda ilk basamagi olusturmaktadir. Transjenik Nicotiana tabaccum,
Brassica oleracea ve Arabidopsis thaliana bitkilerinde fare MT-1, insan hMT-1A ve
hMT-II genlerinin ifadesinin Cd toleransini arttirdigi, buna karsin govde dokularindaki
metal birikiminde %20 ila 70 azalmaya neden oldugu bildirilmistir (Eapen and D'Souza
2005; Cherian and Oliveira 2005). HisCUP1 genini asiri ifade eden titin bitkilerinde Cd
icin fitoekstraksiyon potansiyelinin arttig1 belirtilmistir (Macek et al. 2002; Pavlikova et
al. 2004). A. thaliana koklerinde bugday TaPCS1 geninin asiri ifadesinin govde
dokularina Cd translokasyonunu arttirdigi ve yabani tip bitkilere gére kok dokularinda
metal birikimini azalttigi rapor edilmistir (Gong et al. 2003). Bununla birlikte, Nicotiana
glaucum bitkilerinde TaPCS1 geninin asiri ifadesinin Pb ve Cd toleransini (Gisbert et al.
2003) ve govde dokusunda Cu, Zn, Pb ve Cd birikimini (Martinez et al. 2006) arttirdig
bildirilmistir. Zit olarak, A. thaliana bitkilerinin yapraklarinda (Peterson and Oliver
2006) ve kloroplastlarinda (Picault et al. 2006) asiri AtPCS1 iretiminin sadece Cd
toleransini arttirdigl, buna karsin govde dokusunda metal birikime bir etkisi olmadigi
belirtilmistir. Bununla birlikte, tltlin bitkilerinde AtPCS1 geninin asir ifadesinin PC
seviyesini 14 kat arttirdigi, koklerde Cd toleransi ve birikimini arttirdigi, ancak govde

dokusuna translokasyonu etkilemedigi bildirilmistir (Pomponi et al. 2006).

Agir metallerin  temizlenmesi icin  transjenik  bitkilerin  gelistirilmesi,

mikroorganizmalarin arastiriimasi ve tarla denemeleri fitoremediasyon teknolojisini

daha etkili ve uygulanabilir hale getirmektedir. Bakteriler birka¢ agir metali daha az
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toksik formlara indirgeyebilmektedir (Lovely 1993). Gram-negatif bakterilerde civa
toleransi civa-iyon rediiktaz (merA) genini iceren bir operon tarafindan
kodlanmaktadir. MerA enzimi toksik Hg*”yi daha az toksik civaya (Hg°)
dontstirmektedir. Rugh vd. (1996), merA genini iceren transjenik Arabidopsis thaliana
fidelerinin kontrol fidelerine gére 2-3 kat daha fazla Hg° tirettiklerini bildirmislerdir.
Bununla birlikte, metilciva liyaz organik civa detoksifikasyonu igin bitki potansiyelini
arttirabilmektedir (Bizily et al. 2003). A. thaliana (Yang et al. 2003), N. tabacum (Ruiz et
al. 2003), Oryza sativa (Heaton et al. 2003), Spartia alterniflora (Czaké et al. 2006) ve
Populus deltoides (Lyyra et al. 2007) gibi bitki tirlerinde merA, merB veya her iki genin
birlikte asirn ifadesinin Hg toleransi ile sonuglandigi belirtilmistir. Bununla birlikte,
Hg+2’nin sitoplazmaya aktarilmasi ve sonrasinda metalik civaya indirgenmesini
kapsayan bakteriyel Hg direnci, metal iyonlarini MerT, MerC veya MerF tasiyicilarina
kanalize eden periplazmik Hg+2—baélama proteini MerP’ye bagh gerceklesmektedir
(Silver and Phung 2005). Bitki hiicre membranlarinda ve vezikillerinde lokalize olmus
MerP’nin transjenik A. thaliana bitkilerinde asiri Gretiminin Hg toleransini ve birikimini

arttirdigi bildirilmistir (Hsieh et al. 2009).

Dhankher vd. (2002), kirlenmis alanlardan As’in temizlenmesi icin E. coli AsrC geni
(arsenat rediktazi kodlayan) ve E.coli y-ECS genini asir ifade eden transjenik
Arabidopsis bitkileri gelistirmislerdir. Govde ve yaprak dokusunda yiliksek seviyede
ifade olan AsrC proteini arsenatin arsenite indirgenmesini katalizlerken, PC biyosentez
yolunun ilk enzimi olan y-ECS bitkilerde PC havuzunun artisina neden olmaktadir. AsrC
ve y-ECS proteini iceren transjenik bitkilerin yabani tip bitkilere gére 4-17 kat daha
fazla govde taze agirligina sahip oldugu ve dokularinda 2-3 kat daha fazla As biriktirdigi
bildirilmistir (Dhankher et al. 2002). Selenyum hiperakiimilatori  Astragalus
bisculcatus bitkisinden izole edilen selenosistein metiltransferaz (SMT) genini asiri ifade
eden transjenik A. thaliana bitkilerinin selenit (SeO07) ile kirlenmis topraklarda
yetistirdiklerinde yabani tip bitkilere gore 8 kat daha fazla Se biriktirdikleri bildirilmistir
(Ellis et al. 2004). Transjenik B. juncea bitkilerinde Se toleransi, birikimi ve volatizasyon

kapasitesinin arttirilmasi icin SMT geninin kullanimi, tarimsal gereksinimler icin bir
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hiperakiimulator geni ile modifiye edilen ilk bitki 6rnegini temsil etmektedir (LeDuc et

al. 2006; Bafiuelos et al. 2007).

Metal homeostazisi ile iligkili genlerin karakterizasyonu ile bu genlerin fonksiyonlari ve
fitoremediasyonda kullanilabilme potansiyelleri hakkinda énemli bilgiler saglanmistir
(Song et al. 2004). A. thaliana’da yiksek afiniteli demir alim sistemi (/IRT1) (Connolly et
al. 2002; Vert et al. 2002; Verret et al. 2003) ve kéklerden gévdeye Zn*™ ve Cu*?
tasiniminda fonksiyon géren iki P1g-tip Zn*?/Cu*™*-ATPaz’'lar (HMA2 ve HMA4) (Eren &
Arguello 2004; Hussein et al. 2004; Papoyan and Kochian 2004; Verret et al. 2004) bu
genlerden en oOnemlileridir. Kursun akimdlatori B. juncea ve Zn ve Ni
hiperakiimulatori olarak bilinen Thlaspi caerulescens arasinda yapilan somatik hiicre
hibridlerinin Pb, Ni ve Zn stresine artan tolerans gosterdigi ve yiksek oranda Pb’u
fitoekstrakte ettigi rapor edilmistir (Gleba et al. 1999; Dushenkov et al. 2002). Boylece,
ylksek ve dustk biyokitleli metal hiperakiimulator bitkiler arasinda yapilan somatik
hiicre hibridizasyonu, ylksek biyokitleli ve hiperakiimilasyon kapasitesine sahip

hibridlerin gelistirilmesine olanak saglayabilmektedir.

2.5.2. Selat-Temelli Stratejiler

Kirlenmis alanlarda agir metalleri yiksek oranlarda biriktirebilen ve yiksek biyokitleli
bitkilerin gelistirilmesi fitoremediasyonun etkinligini belirleyen bir faktérdiir. Herhangi
bir Griin kaybi olmaksizin yiiksek biyokitleli bitkilerde agir metal birikiminin arttiriimasi
fitoremediasyon gelisiminde en uygun strateji olarak ortaya c¢ikmaktadir.
Hiperakiimilatér olmayan bitkilerde metal alinim kapasitesinin ve alim hizinin
arttirllmasi icin selatlayici ajanlarin  kullanilabilecegi belirtilmistir. Etilen diamin
tetraasetik asit (EDTA) gibi aminopolikarboksilik asitler (APCA’lar) bircok
fitoekstraksiyon denemelerinde kullaniimistir. Etilen diamin disliksinat (EDDS) ve nitrilo
triasetik asit (NTA) gibi biyolojik olarak degrade edilebilen APCA’lar EDTA ve diger kalic
APCA’lara alternatif olarak kullanilmaktadir. Sentetik selatorlerin kullanimi bircok agir
metalin alinimi ve koklerden godvde translokasyonunu arttirmakta ve boylelikle

metallerin fitoekstraksiyonunu kolaylastirmaktadir (Meers et al. 2008; Luo et al. 2008;
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Petra et al. 2009; Zaier et al. 2010). Bununla birlikte, bir¢ok ¢alismada disiik molekiler
agirhkli organik asitler agir metal alinimini arttirmada kullanilmistir (Evangelou et al.
2007). Bu selatorler birgok farkl agir metal icin kuvvetli bir afinite gostermekte (Meers
et al. 2005; Lotte et al. 2007) ve olusan agir metal-selatér kompleksleri koklerden
govde dokusuna kolaylikla transloke olabilmektedir (Wenger et al. 2003; Tandy et al.
2006). Boylelikle, selatorler agir metallerin alinimi ve translokasyonunu arttirmakla
kalmaz (Wu et al. 2004; Tandy et al. 2006), ayni zamanda serbest metal iyonlarinin
fotosentetik organlara zarar vermesini de engellemektedir (Hernandez-Allica et al.

2003).

Tarimsal alanlarda kullanilan selatlayici ajanlar, topragin kati fazindan metallerin
ayrilmasini saglayarak veya ¢okelmis metal iyonlarini daha ¢ozinir hale getirerek
toprak c¢ozeltisi icerisinde metal iyonlarinin bitkiler tarafindan kullanilabilirligini
arttirmaktadir (Prasad 2003). Akiimulator olmayan bir bitkide toksik metallerin selator
aracihgiyla birikimi selat-destekli hiperakiimilasyon olarak adlandiriimaktadir (Huang
et al. 1997). Selat-destekli hiperakimilasyonda, misir gibi tarimsal bitkilerin hizla
bliylimesine izin verecek sekilde kirlenmis alanlardaki metallerin 6nceden immobilize
edilmesi gerekmektedir. Bu nedenle, selat-destekli hiperakiimilasyon bitkilerin toprak
¢Ozeltisindeki toksik olmayan seviyelerdeki metallere maruz birakildigi ve bitki
blylimesiyle birlikte kademeli olarak metal birikiminin gerceklestigi normal
fitoekstraksiyon yonteminden farkhlik gostermektedir. Bununla birlikte, sentetik
selatorlerin kullanimi agir metallerin mobilizasyonunu arttirmasina karsin énemli
cevresel sorunlara neden olabilmektedir (Blaylock et al. 1997). Wenzel vd. (2003),
metal mobilizasyonundaki artis sonucu yeralti sularinin kirlenme riskinden dolayi selat-
destekli fitoekstraksiyonun sinirli etkinlige sahip oldugunu bildirmislerdir. Bu nedenle,
selatlayici ajanlar tarafindan mobilize edilen metaller ile yeralti sularinin kirlenmesinin
onlenmesi icin sentetik selator uygulamasinin topraktan sizacak suyu toplayabilecek bir

sistem ile birlestirilmesi gerekmektedir (Navari-lzzo and Quartacci 2001).
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2.6. Kiikiirt Metabolizmasi ve Agir Metal Toleransi

Bitki bliylime ve gelisimi icin 6nemli bir besin elementi olan kikdirt, biyotik ve abiyotik
streslere karsi savunmada 6nemli bir rol oynamaktadir. Kiikiirt elementi sistein (Cys) ve
metiyonin amino asitleri, kofaktorler, metal kiimeleri ve bitkileri ¢evresel streslerin
etkilerinden koruyan glutatyon (GSH), fitoselatinler (PC'ler), fitoaleksinler ve
glukozinolatlar gibi primer ve sekonder metabolitlerin bilesenidir (Rausch and Wachter
2005). Kikurt toprakta sdlfat formunda bulunmaktadir. Bitkiler topraktaki kiktrdi
koklerindeki siilfat icin farkli afinitelere sahip silfat tasiyicilari ile almaktadir (Bick and
Leustek 1998). Silfat Cys ve homosistein (HCys) gibi organik metabolitlerin yapisina
katilmadan o©nce kiikirt 6zimleme yolunu olusturan bir seri reaksiyonla silfide
donustiridlmektedir. Bununla birlikte, kikirt indirgenmis veya ylkseltgenmis formda
O0zlimlenebilmektedir. Ylkseltgenmis formda indirgeyici olmayan yol, direkt olarak
sulfati glukozinolatlar, hormonlar, flavonoidler ve jasmonatlar gibi metabolitlerin

yapisina katmaktadir (Mugford et al. 2010).

Metabolik olarak kiikiirt metabolizmasi, bitkilerde agir metal toleransi igin gerekli
molekdillerin sentezi icin temel bir yol olusturmaktadir (Hardulak et al. 2011). Bitkilerde
agir metal stresinin silfat aliniminda (Nocito et al. 2006; Sun et al. 2007b; Schiavon et
al. 2007, 2008; Shahbaz et al. 2010) ve kiklrt 6zimlemesinde fonksiyon goren
enzimlerin ifadesinde degisimlere neden oldugu bildirilmistir (Herbettea et al. 2006;
Weber et al. 2006; Schiavon et al. 2007, 2008; van de Mortel et al. 2008). Bu nedenle,
bitkilerde agir metal toleransi ve kikirt metabolizmasinin birbirleri ile iliskili oldugu

belirtilmistir (Na and Salt 2011).

2.6.1. Silfat Alinimi ve Agir Metallerin Etkisi

Bitki icin biyolojik olarak kullanilabilir molekiile kikirdln 6zimlemesindeki ilk basamak
sulfat tasiyicilari araciligi ile alimdir (Sekil 2.2). Silfat alinimi ve 6ziimleme basamaklari
enerji bagimhdir ve gerekli enerji bu tasiyicilar iceren kok tiyl ve kok epidermis

hiicrelerinin plazma membranlarinda olusturulan proton gradiyenti ile saglanmaktadir
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(Takahashi 2010). Sulfat aliniminin regulasyonu transkripsiyonel, translasyonel ve/veya

post translasyonel seviyede kontrol edilebilmektedir.
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Sekil 2.2 Kikiirt iceren savunma bilesiklerinin biyosentezi icin kiikirt 6zimleme basamaklari.
(1) Yuksek afiniteli tasiyicilar, (2) ATP silfarilaz, (3) APS rediiktaz, (4) APS kinaz, (5) silfit oksidaz, (6)
silfit rediiktaz, (7) serin aseti transferaz, (8) O-asetil(tiyol)liyaz, (9) silfidraz (Rausch and Wachter
2005'den degistirilerek).
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Glutatyon gibi tiyol bilesiklerinin yani sira dissal ve i¢sel silfat konsantrasyonunun
sulfat tasiyicilarinin ifadesi ve aktivitesinin kontroliinde fonksiyon gordiugi ileri
suralmustir (Hawkesford and De Kok, 2006; Rouached et al. 2009). Bitkilerde silfat
tastyicilari, Arabidopsis thaliana'da belirlenen amino asit sekanslari temelinde 5
gruptan (AtSULTR1-5) olusmaktadir (Nocito et al. 2007). Bu tasiyicilar silfat igin
afiniteleri, tasinma hizlari ve lokalize olduklari doku tiplerine gore farkhlik
gostermektedir. Silfat tastyicilarinin lokasyonlari ve kapasiteleri cevredeki kikirdin
kullanilabilirliginden énemli derecede etkilenmektedir (Takahashi et al. 1997). Grup 1
yuksek afiniteli stlfat tasiyicilari kdkler tarafindan primer alimi saglamaktadir. Deneysel
olarak saglanan disik S konsantrasyonunun kok tlyleri, epidermis ve korteks
hicrelerinin plazma membraninda bulunan yuksek afiniteli stlfat tasiyicisi SULTR1;1
(HAST)'in ifadesini artan yonde diizenledigi gosterilmistir (Maruyama-Nakashita et al.
2004). Koklerde bulunan yiksek afiniteli tastyicilarin (SULTR1;1 ve SULTR1,2) ifadesinin
kikirt eksikligine cevap olarak arttigl, buna karsin SULTR1;2’in yiksek kukirt
konsantrasyonlarinda da ifadesinin arttigi belirtilmistir (Yoshimoto et al. 2002;
Herbette et al. 2006). Cd ve Zn'ye maruz kalan bitkilerde artan SULTR1;1 ifadesinin
koklerde daha yliksek siilfat konsantrasyonu ile sonuglandigi bildirilmistir (Nocito et al.
2006; Sun et al. 2007b; Fassler et al. 2011). Stylosanthes hamata'dan yiksek afiniteli
sulfat tasiyici geni SHST1'i ifade eden transgenik Brassica juncea hatlarinin ayni SHST1
transkript seviyelerine sahip olmalarina karsin, hatlardan birinin koklerde artan Cd
seviyelerinin yeterli sekilde detoksifiye edemediginden dolayr Cd’a hassas oldugu
bildirilmistir (Lindblom et al. 2006). Misir bitkilerinde Cd uygulamasinin yiksek afiniteli
sulfat tasiyicisi ZmST1;1'i tesvik ettigi ve icsel sulfat iceren bilesikleri tikettigi
bildirilmistir (Nocito et al. 2006). Cu (2 ve 5 uM Cu) stresine maruz kalan Brassica
pekinensis bitkisinin koklerinde SULTR1;2geninin yiksek dizeyde ifade edildigi buna
karsin SULTR1;1geninin neredeyse hic¢ ifade edilmedigi bildirilmistir (Shahbaz et al.
2010, 2013). Bu calismalarda, SULTR1,2'nin ifade seviyesindeki artisa artan siilfat alim
kapasitesinin eslik ettigi belirtilmistir (Shahbaz et al. 2010, 2013). Diger taraftan, silfat
eksikliginin musirda ylksek afiniteli silfat tasiyicisi ZmST1;1 ve B. juncea’da disuk

afiniteli silfat tasiyicisi BjST1’in ifade seviyesinde o6nemli artisa neden oldugu
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belirtilmistir (Lindblom et al. 2006; Nocito et al. 2006). Ayrica Cr(VI) stresinin her iki
bitkide siilfat taslyicillarinin ifade seviyesini azalttigi bildirilmistir (Schiavon et al. 2007,
2008).

Grup 2 taslyicillar dustk afiniteli stlfat tastyicilaridir. Grup 3 tastyicilari nispeten
karakterize edilememis olmasina ragmen SULTR3;5 izoformunun Arabidopsis'te kdkten
govdeye kiikirt tasinimini kolaylastiran SULTR2;1 ile bir heterodimer olusturabildigi
bildirilmistir (Kataoka et al. 2004). Ayrica grup 3 taslyicilar tercihen yapraklarda ifade
edilmektedir (Takahashi 2010). Brassica napus ve B. juncea'da Cd stresinin SULTR2;2
(LAST) transkript seviyelerini kdk dokularinda azalttig buna karsin yaprak dokularinda
arttirdig gosterilmistir (Heiss et al. 1999; Sun et al. 2007b).

Kok dokusundaki stlfid, GSH ve non-protein tiyollerin seviyelerindeki artis ile
gosterildigi gibi, koklerdeki tasiyici aktivitesindeki azalmanin Cd detoksifikasyonu icin
koklerde yeterli Kukirdli saglayabildigi ileri striGlmuistir (Sun et al. 2007b). A.
thaliana'da SULTR2;1 koklerden yapraklara kikirt tasinimi igin ksilem borularina
sulfatin yiklenmesini sagladigi bilinmektedir (Kataoka et al. 2004). Cr(VI) stresi altinda
B. juncea BjSULTR2;1'in ifade seviyesinin hizli sekilde azaldigi ve sistein seviyesini direkt
veya dolayl olarak arttiran kromatin bu etkiden sorumlu olabilecegi ileri strGImustir

(Schiavon et al. 2012).

Grup 4 tasiyicillari esas olarak koék ve goévdede vakuolar silfat havuzlarinin
mobilizasyonunda fonksiyon gormektedir. Bitkiler tim olasi kullanilabilir silfati
vakuolden tekrar mobilize etmeye ve tekrar dagitmaya calistiginda, yapisal silfat
tasiyicisi SULTR4;1 ve tesvik edilebilir silfat tasiyicisi SULTR4;2 genellikle kikdrt
eksikliginde sadece artan yonde reglle olmaktadir (Buchner et al. 2004; Koralewska et
al. 2009; Stuiver et al. 2009). Duslik kikirt kosullarinda biylyen bugdayda artan
SULTR4;1 ifadesinin tohumda Se ve Mo birikimini arttirdigi bildirilmistir (Shinmachi et
al. 2010). Brassica pekinensis bitkilerinde SULTR4;1 ifadesinin 10 puM Cu

konsantrasyonunda govdede artarken, kokte azaldigi belirlenmistir. Diger taraftan,
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SULTR4;2 kok ve govdede c¢ok az ifade olmasina karsin govdedeki ifadenin
konsantrasyondaki artisa bagli olarak arttig1 rapor edilmistir (Shahbaz et al. 2010). B.
juncea bitkisinde BjSULTR4,;1’in BjSULTR2;1'e benzer bir gen ifade profili gosterdigi ve
bu nedenle, Cr(VI) stresine cevapta her iki genin koordineli regiilasyonu oldugu ileri

surilmustir (Schiavon et al. 2012).

Grup 5'i olusturan kisa amino asit sekanslarina sahip olan tasiyicilar hakkinda bilinenler
azdir. Arabidopsis'te SULTR5;2’in Mo birikiminde fonksiyon gordugli disinilmekte;
fakat kukirt noksanligi kosullarinda buydatilen bugdayda SULTR5;2'nin ifade profilleri
bitki dokularinda Mo’in dagilim profillerini tam olarak agiklamamaktadir (Shinmachi et
al. 2010). Silfat tastyicilarinin temel filogenetik gruplari ve fonksiyonlari belirlenmis
olmasina karsin, bu tasiyicilarin etki mekanizmalari ve dizenlenisleri ile ilgili ilave

¢alismalara gereksinim vardir.

2.6.2. Kukirt Oziimlemesi

Silfat ve siilfitin indirgenmesinden sorumlu olan ilk iki enzim ATP silfiirilaz (ATPS) ve
APS rediktaz (APSR) (Sekil 2.2) (Leustek et al. 1994; Bick et al. 1998) olup; sadece
plastidde lokalize olmustur. Silfat bir kez bitki blnyesine alindiginda, ATPS enzimi
sulfatin indirgeyici asimilasyon yoluna giris basamagini kataliz etmektedir. ATPS, silfat
ve ATP'den adenozin-5'-fosfosiilfatin olusumu yoluyla silfati aktive eder (Leustek et al.
1994) ve APSR enzimi elektron donorl olarak GSH kullanarak APS'den siilfidi olusturur
(Bick et al. 1998). APSR kukirt 6zimlemesinde ilk kararli basamagi katalizlediginden,
bitkilerde agir metal toleransinin arttirmada transgenik yaklasim icin hedef olmustur
(Khan et al. 2009). Cd uygulamasi A. thaliana (Harada et al. 2002) ve B. juncea (Heiss et
al. 1999)'da her iki enzimin transkripsiyonunu artan yonde regiile etmektedir. Ayrica A.
thaliana'daki proteomik analizler her iki enzimin miktar ve aktivitesinin Cd'a maruz
kalmadan sonra arttigini gostermistir (Roth et al. 2006; Sarry et al. 2006; Yamaguchi et
al. 2010). Benzer olarak, silfat noksanligi ve normal kosullar altindaki A. thaliana
bitkilerinde ATPS aktivitesinin Cd stresine cevap olarak arttigi ve bu artisin silfat

noksan bitkilerde daha diisiik oldugu belirtilmistir (Bashir et al. 2013). ATPS'yi asiri
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ifade eden transgenik B. juncea bitkilerinde glutatyon ve toplam tiyol iceriklerinin
yabani-tip bitkilere gére daha yiksek seviyelerde oldugu belirlenmesine ragmen, Cd,
Zn, Cr, Cu, Pb ve Mn'in birikiminin yabani tipe goére degismedigi bildirilmistir (Bennett
et al. 2003). B. juncea'da ATPS'nin asiri ifadesinin, As, Cd, Cu ve Zn'ya karsi bazal
toleransi arttirdigl ve transgenik bitkilerin govdelerinde Cd, Cu ve S'lQ daha yiksek

seviyelerde biriktirdigi belirtilmistir (Wangeline et al. 2004).

Kikart 6zimlemesi yolunda ilk Griin olan adenozin-5'-fosfosilfat (APS) APS rediktaz
(APSR) ve APS kinaz (APSK) icin bir substrattir. APSR daha ileri indirgeme igin bilesikteki
kiikirdi islerken (Suter et al. 2000), APSK ise glukozinolatlar ve flavonoidlerin
sentezine katilan bir kikirt vericisi saglamak icin APS'yi fosforile etmektedir (Kopriva
2006). APSR’nin kiikirt 6zimleme yolunun esas dizenleyici basamagi olarak
disinidlmekte ve bitkinin kikirt durumu (sistein veya glutatyonla inhibe edilen ve
kikurt eksikligiyle tesvik edilir) ile regiile edilmektedir (Kopriva and Koprivova 2004).
Misir bitkisinin kok dokusunda ATP-S ve APS-R transkript birikiminin Cr(VI) uygulamasi
ile bliyik oranda arttigi bildirilmistir (Schiavon et al. 2007). APSR transkriptlerinin
birikimi titln bitkilerinin kék ve yapraklarinda Cd uygulamasi ile dnemli oranda
artmustir (Fassler et al. 2011). Bununla birlikte, Brassica pekinensis bitkisinde APSR'In
ifadesi kok ve govdelerde 10 uM’dan distik Cu konsantrasyonlarindan etkilenmedigi,
10 uM Cu’in ise koklerde yaklasik %50 azalmaya, gévdede ise 1.5 kat artisa neden
oldugu gosterilmistir (Shahbaz et al. 2010). Krom stresi altindaki B. juncea bitkilerinde
artan APSR transkripsiyonunun dokularda kukirt ve GSH igeriklerinin azalmasindan
kaynaklandigi belirtilmistir. Ayrica Cr(VI) stresi altindaki bitkilerde yiiksek oranda
biriken sisteinin APSR'nin azalan yonde regililasyonuna neden olmadig bildirilmistir
(Schiavon et al. 2012). Bunlara ilaveten, A. thaliana'da Pseudomonas aeruginosa
PaAPSR geninin heterolog ifadesinin Se indirgenmesinde azalisa neden oldugu

bildirilmistir (Sors et al. 2005).

Sulfat rediktaz (SiR) silfatin silfide indirgenmesinde gorev alan son enzimdir. SiR

yapisal olarak ifade olur ve allosterik efektorlere veya posttranslasyonal
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modifikasyonlara maruz kalmamaktadir (Nakayama et al. 2000). Sentez yolunun
kontrolinde SiR'in roli bazen ihmal edilmesine ragmen, SiR'in aktivitesindeki
azalmanin tim indirgeyici yol ve silfat iceren metabolitlerin sentezi igin engelleyici bir

etkiye sahip oldugu gosterilmistir (Khan et al. 2010).

2.6.2.1. Sistein Sentezi

Sistein (Cys), protein yapisi ve redoks kontrolliiniin surdirilmesini iceren cesitli
biyolojik fonksiyonlarda énemli rollere sahiptir (Leustek et al. 2000; Saito, 2004). Cys;
metiyonin (Met), glutatyon (GSH) ve fitoselatinler (PC’ler)'in dncilldir. Cys biyosentezi
tiyol gruplari iceren organik molekillere kuiklrdin katilmi igin giris noktasi
saglamaktadir (Sekil 2.2). Cys biyosentezi; asetil-CoA ile serinin asetilasyonu sonucu O-
asetilserinin olusumunu ve O-asetilserindeki bir asetil grubunun silfid ile yer
degistirmesini kapsayan iki basamakta gerceklesmektedir (Yi et al. 2010). Serin asetil
transferaz (SAT) ilk reaksiyonu katalizler ve O-asetil (tiyol) liyaz (OAS-TL) ise ikinci
reaksiyonu gerceklestirir. SAT, asetil-CoA ve serinin biyosentezinden sorumludur ve Cys
ise OAS-TL'nin katalizledigi reaksiyonla OAS ve siilfidden sentezlenir. Her iki enzim
bircok bitki tiriinde multigen familyalari tarafindan kodlanmakta (Inoue et al. 1999) ve
sistein sentaz (CS) kompleksi olarak Cys biyosentezinde birlikte fonksiyon gérmektedir
(Feldman-Salit et al. 2009). SAT agir metal toleransi ve birikiminde 6nemli rol
oynamaktadir (Freeman and Salt 2007). Arabidopsis'te Cd’a maruz kalmayi takiben
yapitlan gen ifade calismalarinda SAT izoformlarinin ifadesinde artis oldugu
belirlenmistir (Howarth et al. 2003). Thlaspi'nin hiperakiimilator ve hiperakiimulator
olmayan tdrlerinin karsilastiriimasi, artan SAT aktivitesinin Ni hiperakiimilasyonu ile
iliskili oldugunu gostermistir (Freeman et al. 2004). Thlaspi goesingense'nin TgSATm
tarafindan kodlanan mitokondrial SAT'In asiri Uretimi, A. thaliana'nin yapraklarinda
GSH'un birikimini tesvik etmis ve esas olarak Ni, Co, Zn ve Cd'a kars! artan tolerans
saglamistir (Freeman and Salt 2007). Farkli As(V) konsantrasyonlarina (100—1000 uM)
maruz kalan Sesuvium portulacastrum tirinde SAT ve CS gibi Cys biyosentez
enzimlerinin aktivitesi kadar Cys seviyesi de azalma egilimi gostermistir (Lokhande et

al. 2011). Kadmiyum (Dominguez-Solis et al. 2001; Roth et al. 2006), As (Ahsan et al.
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2008) ve Al (Yang et al. 2007) uygulamalarinin OAS-TL ifadesini arttirdig bildirilmistir.
Bununla birlikte, OAS-TL ifadesinin N. tobacum'da Cd, Se ve Ni direnci (Kawashima et
al. 2004), celtikte Cd direnci (Harada et al. 2001) ve A. thaliana’da Cd direncindeki
(Dominguez-Solis et al. 2001) artisla iliskili oldugu belirtilmistir. Agir metal stresi
kosullarinda (400 uM Cd) azalan OAS-TL aktivitesinin, Cys ve GSH seviyelerinin
azalmasina neden oldugu bildirilmistir. Sitozolik OAS-TL'yi asiri ifade eden bitkilerin,
yabani tip bitkilere gére Cd’a 9 kat daha toleransli oldugu ve fitoremediasyon icin
potansiyel bir ara¢ oldugu bildirilmistir (Dominguez-Solis et al. 2004). Bu bulgular,
fitoremediasyon uygulamasinda genetik mihendisligi icin SAT ve OAS-TL'nin

kullaniminin dnemli bir potansiyel oldugunu géstermektedir.

2.6.3. Bir Kiikiirt igeren Bilesik Olarak Glutatyon

Bitkilerde tiyol-iceren tripeptid glutatyon (GSH) hiicresel redoks durumunun énemli bir
dizenleyicisi oldugu kadar ksenobiyotiklerin detoksifikasyonu, agir metallerin
alikonulmasi, sistein formunda fazla kiikiirdiin depolanmasi ve kiikirt asimilasyonunda
APSR icin bir substrat olarak islevlere sahiptir (Noctor et al. 2012). Glutatyon ¢ok
fonksiyonlu bir molekildir ve hiicre farklilasmasi, 6liim, senesens, patojen direnci ve
enzimatik regilasyonda dnemli rol oynamaktadir (Sekil 2.3) (Noctor et al. 2012). Ayrica
GSH agir metal kosullari altinda fitoselatin sentaz (PCS) ile sentez edilen sisteince
zengin peptidler olan fitoselatinlerin 6ncisudir (Cobbett and Goldsbrough 2002).
Glutatyonun sentezi iki ardisik ATP-bagimli basamakta gerceklesir. ilk basamakta,
plastidlerde lokalize olan y-GluCys sentaz (y-ECS) enziminin katalizledigi reaksiyonla
sistein ve glutamat amino asitlerinden y-glutamil sistein (y-EC) sentezlenmektedir (Sekil
2.4) (Rausch and Wachter 2005). ikinci basamak, sitozolde lokalize olan GSH sentaz
tarafindan y-EC'ye glisin katilmaktadir. Her iki enzim GSH1 ve GSH2 olmak lizere birer
gen tarafindan kodlanmaktadir (Rausch et al. 2007). y-ECS'yi kodlayan GSH1 ifadesinin
devre disi birakilmasi embriyo evresinde (Cairns et al. 2006), glutatyon sentazi
kodlayan GSH2'nin devre disi kalmasi ise fide evresinde letaliteye neden olmaktadir
(Pasternak et al. 2008). Bununla birlikte, diisiik GSH seviyesine sahip A. thaliana’nin y-

ECS allel mutantlari (pad2-1) Cd ve Hg streslerine karsi hassasiyet gostermistir
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(Sobrino-Plata et al. 2014). Bununla birlikte, Cr(VI) stresinin B. juncea'da GSH2'nin
transkript seviyelerini arttirdigr ve Cr(Vl) toleransi ve birikiminde kikirt

metabolizmasinin dnemli rol oynadigi bildirilmistir (Schiavon et al. 2008).

Primer Savunma
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Cve N metabolizmas =wwwzzzzssssso..... Sekonder metabolizma

; ™ Ty 4 Ksenobiyotik detoksifikasyonu

Gl Gly . ‘ Agrr metal

k \ GS-konjtigatlart * detoksifikasyonu
’-..'... . - ———pare® v
S metabolizmasi - R O] y-EC GSH : - Fitoselatinler
NADP* =\ : g,
GR ROS ", GSNO - pNs
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Sekil 2.3 Bazi ¢cok 6nemli glutatyon fonksiyonlarina genel bakis. Cys: Sistein, y-EC: g-glutamil
sistein, GS-konjiligatlari: glutatyon S-konjigatlari, GSNO: S-nitrosoglutatyon, Glu: glutamat, Gly: glisin,
RNS: reaktif azot tirleri, ROS: reaktif oksijen tlrleri (Noctor et al. 2012'den degistirilerek).

Transgenik bitkilerde GSH1 ve GSH2 genlerinin ifadesi, agir metal stresini igeren farkli
abiyotik streslere karsi toleransi arttirabilmektedir. Bir y-ECS eksik A. thaliana
mutantinin yapraklarinda E. Coli y-ECS geninin ifadesi Hg, Cd ve As(V)'e karsi toleransin
artmasina neden olmustur (Li et al. 2006b). Transgenik B. juncea bitkisinde bakteriyel
v-ECS veya GS genlerinin asiri ifadesinin, GSH ve fitoselatinlerin yiksek seviyede
birikimine ve agir metal toleransi ve birikime neden oldugu bildirilmistir (Reisinger et
al. 2008). Sitozolde asiri GSH1 ifadesinin agir metallerle kontamine olmus toprakta
transgenik kavak bitkilerinin performansini arttirdigi belirtilmistir (lvanova et al. 2011).
Yabani tip bitkilere gore bakteriyel y-ECS genini asiri ifade eden A. thaliana (A2::ECS)
bitkilerinin As, Hg ve Cd stresleri kosullarinda 3 ila 20 kat daha yiksek y-EC,GSH ve
fitoselatin seviyelerine sahip oldugu bildirilmistir. A2::ECS transgenik bitkilerin As’e son

derece direncli ve Hg'ya direncinin ise zayif oldugu ve Cd stresinin bu bitkilerde y-EC ile
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iliskili peptidlerin seviyelerinde 3 ila 5 kat artisa neden olmasina ragmen Cd'a énemli

diizeyde duyarli olduklari gosterilmistir (Li et al. 2005).

Sistein
ATP-| Glutamat
ADP + P,
e @ Fitoselatinler
y-EC Agir metal baglayici peptidler
ATP Glisin
7
ADP +Pi #F@ @  NaDP*  NADPH+H'
Depolama GSH = A\@/ GSSG
Tasinim @
@ DHA
Ksenobiyotikler ve T//CW‘\ASA
sekonder bilesikler NADPH+H"  NADP*
ile GSH’un birlesimi MDHA ASA-GSH

donglist
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Sekil 2.4 Farkh stres cevaplarinda glutatyonun biyosentezi ve multifonksiyonel roli. (1) y-
Glutamil sistein sentaz, (2) glutatyon sentaz, (3) fitoselatin sentaz, (4) GSH-S-transferazlar, (5) glutatyon
rediktaz, (6) dehidroaskorbat rediktaz, (7) monodehidroaskorbat (MDHA) rediktaz; (8) askorbat
peroksidaz (Rausch and Wachter, 2005'den degistirilerek).

Glutatyon serbest metal iyonlarinin potansiyel olarak duyarli sisteince zengin
proteinlere baglanmasini 6nlemekte ve dolayisiyla bu proteinlerin fonksiyonlarini
etkilemektedir. Metallerle toksik olmayan kompleksleri olusturduktan sonra GSH
hiicrelerdeki hassas bélgelerden uzakta metallerin alikonulmasini kolaylastirmaktadir
(Foyer and Noctor 2011). Bununla birlikte, sadece serbest metaller degil ayni zamanda
herbisitler gibi potansiyel tehlikeye sahip ksenobiyotikler ve antosiyaninler gibi
metabolitler GSH'a baglanabilmektedir. Glutatyon silfo-transferazlar (GST'ler)
tarafindan katalizlenen reaksiyon GSH’un kiikirt atomu ve bir elektrofilik bilesik
arasindaki kovalent bagin olusumudur (Noctor et al. 2012). GST aktivitesinin Cu ve Cd
streslerine maruz birakilan Arabidopsis'te arttig1 gosterilmistir (Skorzynska-Polit et al.
2010; Bashir et al. 2013). GST'lerin farkli siniflarinin  bircok bitki tirinde

kimliklendirilmesi ve karakterize edilmesi bu multigen familyasinin cesitliligi ve
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fonksiyonunu anlamada bilgi saglamistir. Transgenik bitkilerde GST genlerinin asiri veya
heterolog ifadesinin agir metal stresini iceren farkl abiyotik streslere toleransi arttirdigi
ileri strilmustir. Ornegin, bir fungus GST genini ifade eden transgenik titiin
bitkilerinin kadmiyuma c¢ok toleransh oldugu gosterilmistir (Dixit et al. 2011). ilaveten,
celtik OsGSTL2 geninin transgenik Arabidopsis bitkilerindeki ifadesinin agir metallere
(As, Cd ve Cr) ve soguk, ozmotik ve tuz stresi gibi diger abiyotik streslere karsi toleransi

arttirdigi bildirilmistir (kumar et al. 2013).

Glutatyon, reaktif oksijen tirlerinin (ROT) temizlenmesinde dnemli fonksiyona sahip
olmasi ve hiicresel redoks durumunu dengede tutmak igin bir redoks tamponu olmasi
nedeniyle antioksidatif savunma sisteminin 6énemli bir bilesenidir (Meyer and Hell
2005). GSH ile farkh ROT’larin enzimatik olmayan reaksiyonlari sirasinda, GSH
(indirgenmis form) GSSG (glutatyon disiilfid; okside form)'ye donusturilir (Szalai et al.
2009). H,0,'i iceren ROT’larin parcalanmasi sirasinda GSH’un GSSG’a olan oranindaki
degisim redoks sinyal yollarinda énemlidir (Millar et al. 2003). indirgenmis durumda,
sisteinin tiyol grubu ROT’lar gibi kararsiz molekillere direkt olarak indirgeyici bir
elektron verebilme yetenegindedir. Bir elektron verdiginde, GSH kendi kendine reaktif
hale gelir; fakat GSSG olusturmak icin diger reaktif GSH ile kolayca reaksiyona
girmektedir. ROT’lar ile reaksiyona girebilen birka¢ diger primer ve sekonder
metabolitlerin okside formlarindan farkli olarak GSSG, sitozol ve anahtar organellerde
glutatyon rediktaz (GR) ile hizlica tekrar dongliye girmektedir (Kataya and Reumann
2010). GR, bitkilerde ROT’larin temizlenmesinde hiicrenin savunma sisteminin anahtar
bir bilesenidir. GR ¢ogunlukla kloroplastlarda lokalize olmustur; fakat bu enzimin kigik
miktari mitokondri ve sitozoldede bulunmustur (Gill and Tuteja 2010). Kloroplast ve
mitokondriyal GR, GR2 geni tarafindan kodlanirken, GR1 sitozol ve peroksizomda
bulunan bir proteini kodlamaktadir (Kataya and Reumann 2010). Arabidopsis’in
kloroplast veya mitokondriyal GR2 icin T-DNA mutantlari embriyo-letalken (Tzafrir et
al. 2004), grl devre disi mutantlari ekstrakte edilebilir enzim aktivitesinde %30-60
azalma gostermesine ragmen fenotipik etkileri gostermez (Marty et Mhamdi et al.
2010). Toksik metaller ve metalloidleri iceren bircok biyotik ve abiyotik stres faktori

bitkilerde GR'nin aktivitesini etkilemektedir (Anjum et al. 2010; Gill and Tuteja 2010;
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Bashir et al. 2013). GR aktivitesinde %111-178 araligindaki bir artis Cr(VI) stresine
maruz kalan B. juncea'da gozlenirken, Vigna radiata'da uygulamadan sonra GR

aktivitesinde %56-77 araliginda bir artis belirlenmistir (Diwan et al. 2010).

Glutatyon, antioksidan kapasitesinin yani sira farkli hicre-alti kompartimanlarda
askorbat-glutatyon (AsA-GSH) siklusuna katilmaktadir. AsA-GSH yolu, ROT'larin blyuk
cogunlugunun etkili bir bicimde eliminasyonu icin dnemli enzimleri ve metabolitleri
iceren reaksiyonlar aginda anahtar bir kissmdir ve bdylece bitkilerde ROT-aracili
oksidatif zarari ©onlemektedir (Anjum et al. 2010). AsA-GSH yolu, indirgeyici
esdegerlerin siklik bir transferi ile AsA ve GSH'In ard arda oksidasyonu ve
indirgenmesini icerir ve boylece bitkiye 6zgl askorbat peroksidaz (APX) H,0,'i H,O'ya
indirgeyebilmektedir. Glutatyon peroksidazlar (GPX'ler), genis substrat spektrumuna
sahip olan farkli izozimlerin genis bir familyasidir. GPX'ler; sitozol, kloroplast,
mitokondri, peroksizom ve apoplasti iceren bitki hiicrelerinde yaygin olarak gézlenen
antioksidan enzim olarak etki eder. GPX'ler indirgeyici gli¢c olarak direkt GSH havuzunu
kullanarak H,0,, organik ve lipid hidroperoksitlerin indirgenmesini kataliz etmekte ve
boylelikle oksidatif zarara karsi hiicreleri korumaktadir (Anjum et al. 2010). Millar ve
ark. (2003), Arabidopsis'de AtGPX1—7 olarak adlandirilan yedi protein familyasi teshis
etmistir. izoformlar arasinda, kloroplastlara post-translasyonel olarak hedeflenen
AtGPX1 ve AtGPX7’nin (Milla et al. 2003) antioksidan koruma sagladig ve salisilik ve
ROT ile tetiklenen bitki immuin cevaplarini regiile ettigi ileri stirtilmustir (Chang et al.
2009). GPX'lerin diger izoformlari sitozol, mitokondri ve endoplazmik retikulumda
lokalize olmustur (Milla et al. 2003). Farkl bitki tiirlerinde birka¢ toksik metal ve
metalloidin degisen konsantrasyonlarina karsi GPX'lerin cevabina iliskin celiskili
raporlar mevcuttur. Arsenik stresine toleransli B. juncea genotipi TPM-1'de GPX
aktivitesinin As(V) ve As(lll) uygulamalarinda arttigi, buna karsin As’e duyarlh TM-4
genotipinde ise GPX aktivitesinin azaldigi bildirilmistir (Srivastava et al. 2010). Fatima
ve Ahmad (2005), bircok agir metalin (Hg, Pb, Cr, Cu, Zn veya Cd) benzer

konsantrasyonlarina maruz kalan Allium cepa'da GPX aktivitesinde 6nemli artis
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gozlemisler ve artan GPX aktivitesinin metal tesvikli serbest radikal olusumunun bir

sonucu oldugunu ileri sirmuslerdir.

Kikirt metabolizmasi, bitki bliyime ve gelisiminin yani sira birgok ¢evresel strese karsi
olusturulan savunmada fonksiyon gormektedir. Yapilan fizyolojik, biyokimyasal ve
molekiler gahsmalar kikirt 6zimlemesi, tasinimi ve metabolizmasi ile ilgili baz
bilgileri saglamaktadir. Kikilrt iceren bilesiklerin sentezinde rol alan bircok enzimin
aktivitesi, agir metal stresine cevap olarak tesvik edilmekte ve transgenik bitkilerde bu
enzimlerin asiri Uretiminin agir metal stresine karsi toleransi arttirdigi bilinmektedir.
Kukart iceren bilesiklerin bitkilerde agir metallerin detoksifikasyonunda énemli bir rol
oynamasl nedeniyle kukirt ve kikirt iceren bilesiklerin agir metal toleransindaki
rollerinin anlasilabilmesi igin transkriptomik, proteomik ve metabolomik gibi kapsamli

arastirmalara gereksinim duyulmaktadir.

2.7. Agir Metal Toksisitesinin Degerlendirilmesinde Proteomik Yaklasim

Agir metal stresine cevap ile iliskili fonksiyonel gen veya proteinlerin teshisi agir metal
toleransinin molekiler mekanizmalarinin anlasiimasinda énemli bir basamaktir. Bu tarz
bilgiler agir metallerle kirlenmis alanlarin fitoremediasyonu icin toleransh transgenik
bitkilerin gelistirilmesini saglayabilmektedir. Son zamanlarda, gen ifadesindeki agir
metal tesvikli degisimler, mikrocip analizleri ile mRNA seviyesinde arastirilmis ve
bitkilerde agir metal cevaplarinin anlasilmasi igin degerli bilgiler saglamistir
(Chakrabarty et al. 2009; Yu et al. 2012a; Shen et al. 2013). Bununla birlikte, bitkilerde
agir metal stresine cevap olarak ifade olan proteinler ile ilgili bir¢ok soru cevapsiz
kalmaktadir. Bu nedenle, bir hiicre hatti, doku veya organda ifade olan proteinlerin
kapsamli ve nicel analizi olan proteomik, biyolojik sistemler ile ilgili genomik ve
transkriptomik yaklasimlardan saglanamayacak 6nemli bilgiler vermektedir. Cinki
transkriptlerin aksine proteinler bitkilerdeki stres cevaplarini direkt olarak
yansitmaktadir. Bununla birlikte, mRNA’larin ifade seviyeleri ve ilgili proteinler arasinda
zayif iliski bulunmasi transkripsiyonel analizlerde bazi sinirlamalara neden olmaktadir

(Rose et al. 2004; Bogeat-Triboulot et al. 2007). mRNA ve protein seviyeleri arasinda
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korelasyon belirlenmis olmasina karsin (Joosen et al. 2007; Li et al. 2007), protein
ifadesi sadece transkripsiyonel seviyede degil, ayni zamanda translasyonel ve post-
translasyonel seviyelerde de dilizenlenmektedir. Sonug¢ olarak, bitki proteomundaki

degisimlerin arastirilmasi oldukga 6nemlidir.

Proteomik yaklasim, farkli proteomlarin karsilastiriimasi temeline dayanmaktadir. Agir
metaller gibi abiyotik stres calismalarinda, kontrol ve uygulama grubu bitki
dokularindan izole edilen proteomlar karsilastirilmaktadir (Kosova et al. 2011). iki-
yonli (2-D) elektroforez ile birlikte kitle spektrometrisi proteomik c¢alismalarin
gercgeklestiriimesinde en fazla kullanilan etkili bir yoldur ve biyolojik fonksiyona sahip
karmasik protein aglarinin ¢alisiimasina olanak saglamaktadir. Son vyillarda, bitki
proteomu Uzerine agir metal stresinin etkilerini inceleyen calismalar artmistir (Ahsan et
al. 2010; Wang et al. 2011b; Sharmin et al. 2012). Yapilan bu proteomik analizler, agir
metal stresine cevap olarak bitki proteomunda meydana gelen degisimlerin
anlasilmasina katkida bulunmus olmasina ragmen, ozgil bir agir metal igin
biyomarkorlerin teshisini saglayacak ileri ¢alismalara gereksinim duyulmaktadir. Bu
nedenle, agir metallerin translokasyonu, transformasyonu, i¢sel alikonulmasi ve hiicre
icerisinde bu metallerin detoksifikasyonunda muhtemel role sahip proteinlerin daha iyi
tanimlanmasini saglayacak proteomik tizerine yogunlasiimasi gerekmektedir (Ahsan et

al. 2009).

2.7.1. Bitki Proteomundaki Agir Metal Tegsvikli Degisimler

Birgok proteomik galismada, bazi protein siniflarinin agir metal stresine cevap olarak
tesvik edildigi ve bu proteinlerin savunma ve uyum siireclerinde 6nemli rol
oynayabilecegi gosterilmistir (Cizelge 2.2). Bitkilerde agir metal stresi, metal baglayici
ligandlar ile selatlama, antioksidan savunma sistemi ve saperonlar gibi birka¢ savunma
mekanizmasini tesvik etmektedir. Bununla birlikte, agir metal stresine cevap olarak
patojenle iliskili (PR) proteinlerin sentezinde artis goriilmektedir. Ayrica, agir metaller
fotosentez ve fotosolunum gibi primer metabolizmada degisimlere neden

olabilmektedir (Cizelge 2.2) (Ahsan et al. 2009).
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Cizelge 2.2 Metal stresine cevap olarak proteomik analizlerle tanimlanmis proteinler ve
fonksiyonlari (Ahsan vd. 2009’den degistirilerek)

Protein Fonksiyon Metal Kaynak
APX, CS, CAT, DHAR, GSH1, GPX, GST,  Antioksidatif Al, As, Fecht-Christoffers et al. 2003;
MDHAR, POD, Prx, SOD, Trx savunma Cd, Cr, Bona et al. 2007; Ahsan et al.

Cu, Mn, 2010; Bah et al. 2010; Cai et al.

Ni, Pb 2011; Wang et al. 2011b; Sharmin
et al. 2012; Hossain et al. 20123,
Song et al. 2013

Saperonin 60, HSP70, Dnaj-benzeri protein, Saperonlar Al, As, Ingle et al. 2005b; Tuomainen et
kiigik  HSP, Saperonin 21, DnaK-tip B, Cd, al. 2006; Patterson et al. 2007;
molekiler saperon, HSP101, PDI Cu, Hg Ahsan et al. 2008; Zhao et al. 2011;
;\“ Chen et al. 2012; Wang et al. 2013
SAMS, ACC oksidaz, OPR, CHS, lipoksigenaz, Sinyal Al, As, Labra et al. 2006; Aina et al. 2007;
ABP19, jasmonat-tesvikli protein-benzeri, molekilleri B, Cd, Fukuda et al. 2007; Patterson et al.
oksin-tesvikli protein Sekonder Cs, Cr 2007; Ahsan et al. 2008; Wu et al.
metabolizma Cu, Hg 2013
RuBisCO buyuk ve kiglk alt birimler, Cco, As, B, Fiihrs et al. 2008; Li et al. 2009;
RuBisCO aktivaz dzimlemesi Cd, Co, Ahsan et al. 2010; Bah et al. 2010;
Fotosentez Cu, Hg Tuomainen et al. 2010; Zhao et al.
Mn. Pb 2011; Hossain et al. 2012b
Zn
PR-1 protein, PR protein P4, PR protein 5-1, Patojen Al, B, Patterson et al. 2007; Zhen et al.
PR10-benzeri proteinler, PR protein 5 savunma Cd, Cu, 2007; Fiihrs et al. 2008; Farinati et
oncusu, sinif | kitinaz, kitinaz 2, kitinaz Il Mn, Hg al. 2009; Zhang et al. 2009;
C10701, kitinaz 4, taumatin-benzeri protein Pb Walliwalagedara et al. 2010; Cai et
1, taumatin-benzeri protein TLP5, taumatin- al. 2011

benzeri protein PR-5a, 3-1,3-glukanaz

2.7.1.1. Karbondioksit Oziimlemesi ve Fotosentez ile iliskili Proteinler

Agir metal stresi altindaki bitkilerde farkli sekilde ifade olan proteinlerin biytk
cogunlugunu fotosentez ile iliskili proteinler olusturmaktadir (Farinati et al. 2009;
Ahsan et al. 2010; Zhao et al. 2011). RuBisCO (ribuloz 1,5-bifosfat
karboksilaz/oksijenaz) ¢Ozunebilir yaprak proteininin %30-70’ini olusturmakta
(Douillard and Mathan 1994) ve fotosentezde onemli rol oynamaktadir. RuBisCO,
karbon metabolizmasinin ilk basamagl olan CO, fiksasyonunu kataliz etmektedir.
Bununla birlikte, RuBisCO-baglayici alt birim, RuBisCO aktivaz ve fosforibulokinaz CO,
fiksasyonu icin gerekli bilesenlerdir. RuBisCO-baglayici alt birim, RuBisCO bilyuk alt
biriminin katlanmasi icin gerekli bir proteindir (Boston et al. 1996). RuBisCO aktivaz,

RuBisCO’nun katalitik aktivitesini saglamaktadir (Portis 2003). Fosforibulokinaz, Calvin
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donglislintin CO, fiksasyonu icin bir alici molekiil olan ribuloz-1,5-bifosfatin olusumunu

kataliz etmektedir (Miziorko 2000).

Metal stresine cevap olarak RuBisCO proteininin miktarindaki azalma bircok bitki
tlrtinde rapor edilmistir (Hajduch et al. 2001; Fihrs et al. 2008; Kieffer et al. 2009;
Ahsan et al. 2010; Zhao et al. 2011). Bununla birlikte, RuBisCO alt birimlerindeki azalma
Cd stresine maruz kalan hiperakimiulatér Thlaspi caerulescens bitkilerinde de
belirlenmistir (Tuomainen et al. 2006). Ayrica, As’e toleransli bitki tirlerinin yani sira
toleransli bitkilerde de RuBisCO alt birimlerinin As stresine cevap olarak azaldig
bildirilmistir (van Keulen et al. 2008; Duquesnoy et al. 2009; Ahsan et al. 2010). Arsenik
stresi altindaki bitkilerde fotosentezdeki azalmanin RuBisCO alt birimlerindeki azalma
ile iliskili olabilecegi belirtilmistir (Ahsan et al. 2010). Bununla birlikte, protein
miktarindaki azalmanin yaninda RuBisCO aktivitesinde de énemli bir azalmanin oldugu
bildirilmistir (Novakova et al. 2004). Karbon fiksasyonu proteinlerinin miktarindaki
azalmayla birlikte, fotosentezin 1sik evresi, fotosistem |l kompleksi ve klorofil
biyosentezi ile iliskili proteinlerin miktarinda da azalma oldugu rapor edilmistir (Kieffer
et al. 2008). Sonug olarak, agir metal stresine cevap olarak fotosentezdeki inhibisyon
ve klorofil Uretimindeki azalmanin RuBisCO ve diger fotosentezle iliskili proteinlerin

miktarindaki azalmadan kaynaklanabilecegi bildirilmistir (Ahsan et al. 2009).

Fotosentez ile iliskili proteinlerin (klorofil a/b baglayici proteinin 6zel alt birimleri ve
fotosistem II'nin membran ekstrinsik alt birimi miktarindaki artis Cd ve Zn stresine
maruz birakilan hiperakiimulatér Arabidopsis halleri (Farinati et al. 2009) ve As stresine
maruz birakilan Pteris vittata bitkilerinde (Bona et al. 2010) belirlenmistir. Benzer
sonuclar, Zn/Cd hiperakimulatorii Arabis paniculata ve Pb hiperakiimulatori
Helianthus annuus bitkilerinde de belirlenmistir (Walliwalagedara et al. 2010; Zeng et
al. 2011). Agir metal stresi altinda artan enerji ihtiyaci, hiperakiimilatér tirlerde
miktari artan fosforibulokinaz, fruktozbifosfat aldolaz ve RuBisCO’nun buyik alt birimi
gibi enerji metabolizmasi ve Calvin dongisl ile iliskili enzimlerin aktivasyonunu
gerektirmektedir (Bona et al. 2010; Zeng et al. 2011). Farinati vd. (2009), agir metal

stresi altindaki bitkilerde 1sik toplayici komplekslerin alt birimlerinin (klorofil a/b
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baglayici protein) asiri ifadesinin tim hicresel metabolizmanin artan enerji ihtiyacini
karsilamak igin gerekli oldugunu belirtmistir. Bununla birlikte, Thlaspi caerulescens
bitkilerinin hassas aksesyonlarina gore toleransh aksesyonlarinda bazi Calvin déngusi
enzimlerinin (RuBisCO biylk alt birimi, gliseraldehid-3-fosfat dehidrogenaz ve
sedoheptuloz-1,7-bifosfat) daha fazla ifade oldugu bildirilmistir (Tuomainen et al.
2006). Bah vd. (2010), Cr(VI) stresi altindaki bitkilerde ATP sentaz, RuBisCO kii¢uk alt
birimi ve koproporfirinojen Ill oksidazin ifadesinin artmasindan dolay! bu proteinlerin
Cr(VI1) detoksifikasyonunda ve klorofil biyosentezi ve karbon metabolizmasinin yiksek

seviyelerde sirdirilmesinde 6nemli rol oynadigini rapor etmistir.

2.7.1.2. Primer Karbon ve Enerji Metabolizmasi ile iliskili Proteinler

Agir metal stresi bircok katabolik yolu etkilemekte ve ATP lretimini azaltmaktadir. Agir
metal stresine maruz kalan bitkilerde artan enerji ihtiyacina cevap olarak enerji
metabolizmasi (karbohidrat metabolizmasi, pentoz fosfat yolu ve trikarboksilik asit
donglisii) ile ilgili bircok enzimin miktari degisim gostermektedir (Ahsan et al. 2010;

Hossain et al. 2012b; Sharmin et al. 2012; Visioli et al. 2012).

Gliseraldehit-3-fosfat dehidrogenaz (GAPDH), fruktoz-1,6-bifosfatin gliseraldehit-3-
fosfat ve sonunda 1,3-bifosfogliserata donisimiini saglayan bir housekeeping
enzimdir. Bununla birlikte, Giege vd. (2003), bu enzimin programlanmis hiicre 6limd,
DNA onarimi ve DNA replikasyonunda isleve sahip oldugunu bildirmistir. Bircok
proteomik calismada, agir metal stresine cevap olarak GAPDH proteininin farkli sekilde
ifade oldugu belirtilmistir (Kieffer et al. 2009; Ahsan et al. 2010; Sharmin et al. 2012).
Arsenik stresi altindaki celtik yapraklarinda artan GAPDH miktarindan dolayi As stresi
sirasinda karbohidrat metabolizmasinin koklere gore yapraklarda daha aktif oldugu
bildirilmistir (Ahsan et al. 2010). Domates koklerinde glikolitik yolla iliskili GADPH,
pirlvat dehidrogenaz ve enolaz enzimlerinin 10 uM Cd uygulamasinda arttigl, buna
karsin 100 uM Cd uygulamasinin bu enzimlerin ifadesini baskiladigl rapor edilmistir
(Rodriguez-Celma et al. 2010). Bununla birlikte, Cd’a toleransh Brassica juncea

bitkilerinde glikolitik enzimlerin 250 uM Cd uygulamasinda azaldigi, Arabidopsis
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thaliana bitkilerinde ise 10 uM Cd uygulamasinda arttigi bildirilmistir (Sarry et al. 2006;
Alvarez et al. 2009). Kadmiyum stresine maruz kalan bitkilerde karbohidrat
metabolizmasi ile iliskili proteinlerin ifadesindeki degisimlerin doz ve tiire bagli oldugu
belirtilmistir (Rodriguez-Celma et al. 2010). Bununla birlikte, enolaz ve GAPDH gibi
glikolitik yol ile iliskili proteinlerin Cr(VI) altindaki Miscanthus sinensis koklerinde
azaldigi ve bu nedenle glikolize karbon akisinin Cr(VI) stresi tarafindan inhibe edildigi
ileri strtlmistir (Sharmin et al. 2012). Chen vd. (2012), enolaz ve fruktokinaz gibi
enzimlerin Hg stresi altindaki c¢eltik koklerinde azaldigi ve karbohidrat
metabolizmasinin ciddi sekilde Hg stresinden etkilendigini belirtmistir. Song vd. (2013),
Cu’a toleransli celtik koklerinde pirtivat dekarboksilaz miktarinin azaldigi ve bu nedenle
karbonun etanol fermantasyonundan ziyade trikarboksilik asit (TCA) donglsline

katildigini bildirmistir.

Pirivat dehidrogenaz kompleksinin (PDC) bilesenleri, akonitaz, NADP-bagimli malik
enzim (NADP-ME), siksinat dehidrogenaz ve malat dehidrogenaz (MDH) gibi TCA
dongusu ile iliskili enzimlerin ifadesindeki degisimler agir metal stresine maruz kalan
bitkilerde belirlenmistir (Ahsan et al. 2010; Rodriguez-Celma et al. 2010; Chen et al.
2012). Dihidrolipoamid dehidrogenaz, plastidlerde PDC, mitokondrilerde ise glisin
dekarboksilaz kompleksinin (GDC) alt birimidir. Karbonun TCA dongisline girisini
dizenleyen PDC ve fotosolunumun mitokondriyal basamagini kataliz eden GDC
solunumda 6nemli rol oynamaktadir. Bu nedenle, PDC ile ilgili proteinlerin miktarindaki
artis glikolitik Urinlerin TCA dénglsine girisini arttirabilmektedir (Ahsan et al. 2010).
Agir metal stresine cevap olarak bu proteinin ifadesinde artis gozlenmis olmasina
karsin (Fukuda et al. 2007; Ahsan et al. 2010; Sharmin et al. 2012), agir metal

stresindeki kesin rolt hentiz bilinmemektedir.

Bitkilerde farkli metabolik yollara katilan NADP-ME’ler solunum ve ATP {retimi icin
mitokondrilere pirlivat saglamaktadir. Bununla birlikte, NADP-ME’in cevresel stresler
ile iliskili olarak savunma reaksiyonlarinda fonksiyon gordiiga bildirilmistir (Casati et al.

1999). Tuz, ozmotik ve kuraklik stresi altindaki celtik bitkilerinde NADP-ME transkript
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ve NADP-ME aktivitesinin arttigi bulunmustur (Liu et al. 2007; Ke et al. 2009). Ayrica,
Arabidopsis bitkilerinde asirt NADP-ME ifadesinin tuz ve ozmotik stres toleransina
katkida bulundugu belirtilmistir (Cheng and Long 2007; Liu et al. 2007). Arsenik stresi
altindaki bitkilerde artan NADP-ME aktivitesinin yliksek enerji Uretimi ile iligkili
olabilecegi bildirilmistir (Ahsan et al. 2010).

Mitokondri membranlarinda ADP’den ATP olusumunu kataliz eden mitokondriyal ATP
sentazin miktarinin arttig1 ve bu nedenle Cr(VI) stresi altinda mitokondriyal solunumun
artabilecegi belirtilmistir (Sharmin et al. 2012). Bununla birlikte, ATP Uretimi icin gerekli
dihidrolipoamid dehidrogenaz (pirtivat dehidrogenazin E-3 bileseni) enziminin
miktarinda artis belirlenmistir. Bu enzimlerin miktarindaki artis Al ve As stresine maruz
birakilan geltik bitkilerinde de belirlenmistir (Fukuda et al. 2007; Ahsan et al. 2010).
Bununla birlikte, Phytolacca americana bitkilerinin tilakoid membranlardaki CF1 ATP
sentazin [ alt biriminin Cd stresine cevap olarak artis gosterdigi belirtilmistir (Zhao et
al. 2011). Diger taraftan, disik Cd uygulamasinin (10 uM) ATP sentazin beta alt
biriminin miktarinda artisa neden oldugu belirtilmistir. Bununla birlikte, ylksek Cd
uygulamasinin (100 uM) ATP sentaz ve sitokrom c rediktaz alt birimlerini azaltarak
enerji Uretimini baskiladigini bildirilmistir (Rodriguez-Celma et al. 2010). Benzer
sonugclar Cd stresine maruz birakilan Solanum torvum koklerinde de belirlenmistir (Wu
et al. 2013). Agir metallerin etkilerinin metal tipi, bitki tlirii ve dokuya bagl olarak
degisebilmektedir (Ahsan et al. 2009).

2.7.1.3. Kiikiirt ve Glutatyon Metabolizmasi ile iliskili Proteinler

Karbon metabolizmasina ek olarak kikirt metabolizmasi da agir metal stresinden
etkilenmektedir (Chen et al. 2012; Hossain et al. 2012; Song et al. 2013). Bitkilerde S-
adenozil-L-metiyonin (SAM) birka¢ transmetilasyon reaksiyonunda onemli bir metil
vericisidir (Van Breusegem et al. 1994). L-metiyonin ve ATP’den SAM sentetaz ile SAM
olusmaktadir. Kobalamin-bagimsiz metiyonin sentaz (MS) ise L-homosisteine bir metil
grubunun transferini kataliz etmektedir (Pejchal and Ludwig 2005). Metal stresine

maruz kalan bircok bitki tirlinde gerceklestirilen proteomik calismalarda SAMS ve MS
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enzimlerinin miktarinda artis belirlenmistir (Farinati et al. 2009; Ge et al. 2009; Zhao et
al. 2011). Ayrica, Cd stresi altindaki hiicrelere uygulanan SAM’in koruyucu etkiye sahip
oldugu gosterilmistir (Noriega et al. 2007). Bu enzimlerin metiyonin olusumu ve metil
dongislindeki ara reaksiyonlarin kataliz edilmesindeki fonksiyonundan dolayi (Sarry et
al. 2006), bu proteinlerin miktarindaki artisin metiyonin seviyesinde bir artisa neden
olabilecegi ve bu artisin Cd toksisitesinin (istesinden gelmede bircok biyosentetik
yoldaki metilasyon reaksiyonlari icin gerekli metil gruplarinin saglanmasiyla
sonuglanabilecegi bildirilmistir (Zhao et al. 2011). Bununla birlikte, geltik bitkilerinde Cu
stresinin SAM sentetaz miktarini arttirdigl, buna karsin MS ifadesini arttirdigi ve bu
durumun metiyonin seviyesinde azalmaya neden olabilecegi bildirilmistir (Song et al.

2013).

inorganik kiikiirt 6ziimlemesinde anahtar bir enzim olan sistein sentaz (CS) sistein
amino asidini sentezlemektedir. Protein yapisina katilmasinin yani sira sistein enzimatik
olmayan bir antioksidan olan glutatyonun (GSH) 6ncisudur. Bitkilerde y-glutamilsistein
sentetaz (y-ECS) ve glutatyon sentetaz enzimleri tarafindan GSH sentezlenmektedir.
GSH ise sisteince zengin ve agir metal baglayici 6zellige sahip fitoselatinlerin (PC’ler)
oncilsiudir (Cobbett and Goldsbrough 2002). Celtik koklerinde Cu stresinin kikirt
O0zlimlemesi ve GSH biyosentezi ile ilgili proteinlerin ifadesinde artisa neden oldugu
bildirilmistir (Song et al. 2013). Bununla birlikte, bu proteinlerde CS’nin bakira hassas
celtik cesidine gore toleransli cesitte daha fazla oranda ifade oldugu belirtilmistir. Diger
taraftan, kukirt 6zimlemesi ve GSH metabolizmasi ile ilgili enzimleri kodlayan bazi
genlerin Pb tarafindan tesvik edildigi rapor edilmistir (Liu et al. 2009). Song vd. (2013),
Cu stresi altindaki celtik bitkilerinde GSH, PC ve MT’lerin sentezi icin artan sistein
gereksinimi karsilamak amaciyla kikirt 6zimlemesinin arttigini ileri stirmastar. Ingle et
al. (2005b), hiperakiimilator Alyssum lesbiacum bitkilerinde kikiirt metabolizmasi ile
ilgili bazi proteinlerin Ni toleransinda 6nemli bir rol oynayabilecegini bildirmistir. Diger
taraftan, Hg stresine maruz kalan celtik kdklerinde CS ifadesinin ve GSH iceriginin
azaldig1 ve GSH icerigindeki azalmanin artan PC biyosentezinden veya CS ifadesindeki

azalmadan kaynaklanabilecegi belirtilmistir (Chen et al. 2012).
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2.7.1.4. Azot Metabolizmasi ile iligkili Proteinler

Glutamin sentetaz (GS) amonyum Oziimlemesinde 6nemli bir enzimdir. Bu enzim,
glutamini olusturmak icin amonyum iyonlari ile glutamatin ATP bagimli birlesmesini
kataliz etmektedir. Agir metal stresinin bazi bitki tirlerinde GS proteininin miktarinda
azalmaya neden oldugu belirtilmistir (Lee et al. 2010; Zeng et al. 2011; Hossain et al.
2012a; Sharmin et al. 2012). Foto-oksidatif stres kosullarinda, GS proteininin hidroksil
radikalleri tarafindan siratle parcalandigi rapor edilmistir (Ishida et al. 2002). Sharmin
vd. (2012), Cr(VI) stresi altindaki bitkilerde GS miktarindaki azalmanin artan oksidatif
stres kosullarina bagh oldugunu bildirmistir. Bununla birlikte, Cr(VI) stresi altindaki
bitkilerde azot metabolizmasi ile ilgili bir enzim olan nitrat rediiktaz proteininin
miktarinda azalma belirlenmistir (Sharmin et al. 2012). Diger taraftan, Cd stresine
maruz birakilan Arabidopsis thaliana ve soya fasulyesi bitkilerinde GS proteininin
ifadesinde artis belirlenmistir (Semane et al. 2010; Hossain et al. 2012a). GS proteininin
ifadesindeki artis daha fazla GSH olusumuna neden olabilmektedir. GSH
biyosentezindeki artis, oksidatif strese karsi hlicresel savunma mekanizmasinin
artmasinin yani sira metal baglama kapasitesinin de artmasi anlamina gelmektedir

(Verbruggen et al. 2009).

2.7.1.5. Antioksidan Savunma ve Detoksifikasyon ile iliskili Proteinler

Bitkilerde agir metal stresinin etkilerinden biri de oksidatif stresle iliskili birka¢ enzimin
ifadesindeki degisimlerdir. Agir metal stresi altindaki bitkilerde reaktif oksijen tirlerinin
temizlenmesinde fonksiyon goéren askorbat-glutatyon donglislii enzimlerinin yani sira
bircok antioksidan enzimin arttigi proteomik galismalarla gosterilmistir (Alvarez et al.
2009; Wang et al. 2010; Chen et al. 2012). Siperoksit dismutaz (SOD), stperoksit
radikallerinin ~ (0,"") hidrojen perokside (H,0,) donisimini katalizleyen
detoksifikasyon isleminin ilk enzimidir. Bircok proteomik calisma metal toksisitesinin
SOD proteininin miktarinda artisa neden oldugunu gostermistir (Labra et al. 2006;
Alvarez et al. 2009; Wang et al. 2013). Alvarez et al. (2009), Brassica juncea bitkilerinde

Cd stresinin Fe-SOD proteininin miktarinda artisa, Cu/Zn-SOD proteininin miktarinda
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ise azalmaya neden oldugunu bildirmistir. Aragtirmacilar, bu durumun Cd stresinin Cu
ve Zn alinimini azaltmasindan kaynaklanabilecegini bildirmislerdir. Bununla birlikte,
Al’a hassas celtik ¢esidine gore toleransli ¢esitte SOD proteininin miktarinin daha fazla
artis gosterdigi belirtilmistir (Wang et al. 2013). Askorbat peroksidaz (APX), indirgenmis
askorbik asidin (AsA) varliginda H,0,’in suya indirgenmesinde islev gormekte ve olusan
dehidroaskorbat indirgenmis glutatyonu elektron vericisi olarak kullanildigi reaksiyonla
dehidroaskorbat rediiktaz (DHAR) tarafindan AsA’ya donustirilmektedir. Bu askorbat
dongisl enzimlerinin yaninda monodehidroaskorbat rediiktaz (MDHAR) ve okside
glutatyonun (GSSG) GSH’a indirgenmesini saglayan glutatyon rediiktaz (GR) proteininin
de agir metallerce tesvik edildigi bircok proteomik calismada gosterilmistir (Lee et al.
2010; Song et al. 2013; Chen et al. 2012). Bu enzimlerden APX ve DHAR’In yani sira bir
diger H,0, temizleyici enzim olan peroksidazlarin (POD) bakira toleransh celtik
cesidinde daha fazla ifade oldugu belirtilmistir (Song et al. 2013). Peroksiredoksinler
kloroplast ve mitokondrilerde lokalize olmus distk etkinlikli peroksidazlardir (Dietz
2003). Peroksiredoksinler gelisim, antioksidan, i¢sel apoptoz diizenleyicisi (Ichimia et
al. 1997), hiicreler arasi sinyal molekili ve molekiler saperon (Jang et al. 2004) gibi
farkli hicresel fonksiyonlara sahiptir. Bu proteinin ifadesindeki artis metal stresi
altindaki bircok bitki tirinde tespit edilmistir (Labra et al. 2006; Wang et al. 2011b;
Hossain et al. 2012a).

Birkag proteomik c¢alisma sistein sentaz, y-glutamilsistein sentaz, glioksalaz 1 ve
glutatyon-S-transferaz (GST) gibi glutatyon biyosentezi veya dongusia ile ilgili
proteinlerin agir metal stresinde farkl sekilde ifade oldugunu gostermistir (Cizelge 2.2).
Bitkiler coklu gen ailesi tarafindan kodlanan ve agir metal detoksifikasyonunu da igeren
birkac hicresel fonksiyonda islev goren cok sayida GST izozimlerine sahiptir (Dixon et
al. 2002). GST’ler normal bitki gelisiminin slirdlrilmesinin yani sira cevresel stres
kosullarinda bitkileri koruyan GSH bagimli detoksifiye edici enzimlerdir (Marrs 1996).
GST’ler hidrofobik, elektrofilik bilesiklerin GSH ile birlesmesini kataliz ederek bu
maddelerin detoksifiye edilmesini saglamaktadir (Jwa et al. 2006). Hem mRNA hem de

protein seviyesinde artan GST ifadesi metal stresine maruz birakilan bitki tlrlerinde
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belirlenmistir (Herbette et al. 2006; Alvarez et al. 2009; Zhao et al. 2011). Bununla
birlikte, Al stresi altindaki geltik bitkilerinde iki GST proteininin sadece toleransl gesitte
belirlendigi ve GST’lerin Al toleransinda 6énemli bir rol oynayabilecegi belirtilmistir
(Wang et al. 2013). Diger taraftan, Ahsan vd. (2007) Cu stresine maruz birakilan
cimlenen geltik tohumlarinda GST proteininin azaldigini bildirmistir. Celtikte OsGST1 ve
OsGST2’'nin karakterizasyonu, bu proteinlerin savunma ve stres cevap yollarinda rol
oynadigini ileri sirmistir (Jwa et al. 2006). Sonug olarak, SOD, CAT, POD ve APX metal
tesvikli oksidatif strese karsi ilk savunma hattini olusturmaktadir. Diger taraftan,
MDHAR, DHAR, GR ve GST’ler gibi glutatyon biyosentezi ve déngisu ile ilgili enzimler
ikinci savunma hatti olarak degerlendirilen detoksifikasyonla iliskili basamaklarda

fonksiyon gorebilmektedir (Ahsan et al. 2009).

Vakuolar alikonmanin agir metal detoksifikasyonunda énemli bir mekanizma oldugu
bilinmektedir (Hall 2002). Vakuolar-H*-ATPaz (V-ATPaz) vakuol membraninda
elektrokimyasal pH derecelenmesinin olusturulmasi icin ATP hidrolizinden saglanan
enerjiyi kullanmakta (Sun-Wada et al. 2003) ve bu derecelenme toksik iyonlarin
vakuolde birikimi igin itici glcli saglamaktadir (Hamilton et al. 2001). V-ATPaz'larin
serbest veya tiyol bilesiklerine bagh Cd iyonlarinin vakuole tasinmasini saglayan pH
derecelenmesini olusturdugu belirtilmistir (Mendoza-Cdézatl and Moreno-Sanchez
2005). Bu nedenle, V-ATPazin Cd detoksifikasyonunda fonksiyon gorebildigi
belirtilmistir (Wang et al. 2011b). Birka¢ proteomik calismada Cd ve Cr stresinin V-
ATPaz proteininin sentezinde artisa neden oldugu bildirilmistir (Ge et al. 2009; Wang et
al. 2011b; Sharmin et al. 2012).

Metallotiyoneinler (MT’ler) diisiik molekiler agirlikh, sisteince zengin ve metal
selasyonu icin tiyol gruplarina sahip bir grup metal baglayici proteindir (Cobbett and
Golsbrough 2002). ABC (ATP-binding cassette) tasiyicilar metal iyonlarinin vakuollerde
veya hiicre ceperinin disinda alikonulmasinda fonksiyon gormektedir (Sanchez-
Fernandez et al. 2001; Martinoia et al. 2002). Her iki proteinin sentezindeki artis agir

metal stresine maruz birakilmis bitki tiirlerinde belirlenmistir (Alvarez et al. 2009;
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Visioli et al. 2012). Bununla birlikte, agir metal konsantrasyonu ve MT igerikleri
arasinda korelasyon kurulamamasina karsin, bu proteinin icerigi Thlaspi caerulescens,
Arabidopsis halleri, Silene paradoxa ve Silene vulgaris gibi hiperakiimilator tirlerde
belirlenmistir (van Hoof et al. 2001; Mengoni et al. 2003; Chiang et al. 2006; van de
Mortel et al. 2006; Visioli et al. 2012).

2.7.1.6. Protein Metabolizmasi ile iliskili Proteinler

Agir metal stresi altindaki bitkilerde transkripsiyon ve translasyon ile ilgili bircok
proteinin sentezinde farkliliklar tespit edilmistir (Lee et al. 2010; Zhao et al. 2011;
Wang et al. 2013). Uzama faktorleri (EF) translasyonel uzamayi saglayan bir protein
setidir. Kloroplast translasyonel EF-Tu ve EF-P proteinlerinin miktarinin Cd stresi
altindaki Arabidopsis thaliana ve celtik bitkilerinde arttigi belirtilmistir (Ge et al. 2009;
Lee et al. 2010; Semane et al. 2010; Cai et al. 2011). Kloroplastik EF-Tu’nun bitkilerde
sicakhik toleransina katkida bulundugu ve sicakliga hassas kloroplast proteinlerini
termal ¢okelmeden ve inaktivasyondan koruyan bir molekiler saperon olarak islev
gordugl bildirilmistir (Ristic et al. 2007). Wang vd. (2013), EF-2 proteininin Al’a hassas
celtik cesidinde arttigi ve EF-2’nin bir erken cevap geni oldugu ve Al stresine
adaptasyonda bir negatif dlzenleyici olarak fonksiyon goérebilecegini belirtmistir.
Bununla birlikte, Cd hiperakiimiilatori Phytolacca americana bitkilerinde EF-2’nin Cd

stresine cevap olarak azaldigi bildirilmistir (Zhao et al. 2011).

Sicakhk soku proteinleri (HSP) normal kosullar altinda hiicrelerde bulunmasina karsin,
agir metaller gibi bircok stres kosulunda sentezleri artis gdsterebilmektedir. Protein-
protein etkilesimleri, katlanma, parcalanma, hiicre ici lokalizasyon, salgilama ve zarar
gormis proteinlerin yeniden aktivasyonu gibi bircok olayda HSP’ler 6nemli rol
oynamaktadir (Parsell and Lindquist 1993). Sharmin vd. (2012), Cr(VI) stresine maruz
kalan bitkilerde HSP70 ailesine ait Ui¢ proteinin ifadesinin arttigini belirtmistir. Bununla
birlikte, Cd stresi altindaki soya fasulyesinde HSP70 proteininin ifadesinde azalma
belirlenmistir (Hossain et al. 2012b). HSP70 hiicrelerin her béliminde olmasina karsin,

saperonin 60 mitokondri ve plastidlerde daha fazla bulunmaktadir (Nelson et al. 1992).
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Saperonin 60 proteininin c¢eltik yapraklarinda Cd stresine cevap olarak azaldig
bildirilmistir (Lee et al. 2010). Saperonin 60, yeni sentezlenen proteinlerin katlanmasi
ve oligomerizasyonunda, multimerik yapinin kurulmasi ve bozulmasinda ve birgok stres
kosulunda koruyucu proteinlerin denatiirasyonunda fonksiyon gérmektedir (Nelson et
al. 1992). Arabidopsis’te saperonin 60 geninin delesyonunun, sistemik kazanilmis
direng gibi savunma cevaplarinin olusumuna neden olan hiicre 6limina tetikledigi
gosterilmistir (Ishikawa et al. 2003). Bu nedenle, saperonin 60 proteininin ifadesindeki
azalmanin genel bir stres cevabi olarak bitki savunma sistemi ile iliskili oldugu ileri
surilmustir (Lee et al. 2010). Bununla birlikte, HSP90 protein ailesi protein
katlanmasinin yani sira sinyal iletim aginda ve stres adaptasyonunda 6nemli rol
oynamaktadir (Wang et al. 2004). Celtik bitkilerinde HSP90 proteininin agir metal
stresi, yliksek sicaklik ve tuzluluk gibi cesitli abiyotik stresler tarafindan tesvik edildigi

bildirilmistir (Liu et al. 2006; Song et al. 2013).

Sicakhk soku proteinlerine ek olarak protein disllfid izomeraz (PDI) proteininin
miktarindaki agir metal tesvikli degisimler bircok proteomik calismada gosterilmistir
(Ahsan et al. 2008; Zeng et al. 2011; Chen et al. 2012). Bir endoplazmik retikulum
proteini olan PDI, yanlis olusmus disulfid baglarini diizelterek yeni sentezlenen
proteinlerin olgunlagsmasinda 6nemli rol oynamaktadir (Song and Wang 1995). Bu
durum, agir metal stresi altindaki bitkilerde molekiler saperonlarin tesvikinin
proteinlerde meydana gelebilecek zarari 6nleyebildigini gostermektedir (Ahsan et al.

2009).

2.7.1.7. Sinyal iletim Mekanizmasi ve Sekonder Metabolizma ile iliskili Proteinler

Bitkilerde Ca*™ ve kalmodulin mesaj sisteminin bitki-cevre etkilesimlerinde fonksiyon
gordigu bilinmektedir (Arazi et al. 2000). Kalmodulin bagimli protein kinazlar (CPK)
Ca*?-kalmodulin kompleksleri tarafindan diizenlenmektedir. Bu protein ailesinin bazi
Uyeleri metal tasiyicilari olarak fonksiyon gorebilmektedir. Tatln bitkilerinde
kalmodulin baglayici plazma membran proteininin (NtCBP4) halkasal-nikleotid kapili

secici olmayan katyon kanallarinin yapisina benzer oldugu tespit edilmistir. Transgenik
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bitkilerde agiri NtCBP4 ifadesinin Pb alimini ve hassasiyetini arttirdigi buna karsin Ni
alimini azaltarak Ni toleransinda artisa neden oldugu bildirilmistir (Arazi et al. 2000).
Bununla birlikte, Cr(VI) stresinin CPK miktarinda artisa neden oldugu bildirilmistir

(Sharmin et al. 2012).

Bircok proteomik ¢alismada, antioksidan ve savunma ile iliskili proteinlerin yani sira
jasmonik asit (JA), etilen ve salisilik asit (SA) gibi sinyal yollari ile ilgili proteinlerin farkl
sekilde ifade oldugu gosterilmistir (Cizelge 2.2). Bitki hormonlari agir metal toleransinin
dizenlenmesinde 6nemli rol oynamaktadir. Bununla birlikte, agir metal toleransinin
hormonal dizenlenme mekanizmasi ile ilgili bilgiler sinirhdir. Kadmiyumun Cd stres
cevaplarinin diizenlenmesinde, poliaminler ve etilen hormonlarinin fonksiyon gérdigu
bildirilmistir (Groppa et al. 2001; lakimova et al. 2008). Bircok proteomik calismada,
etilen ve poliamin biyosentezinde rol alan S-adenozil-L-metiyonin (SAM) sentetaz
proteininin miktarinda 6nemli artig belirlenmistir (Aloui et al. 2009; Sharmin et al.
2012; Wu et al. 2013). Bitkilerde SAM, 1-aminosiklopropan-1-karboksilik asit (ACC) ve
ACC'de etilen biyosentezi icin substrattir. SAM sentetaz ve ACC'den etilen
biyosentezinde rol alan ACC oksidaz enzimlerinin agir metallerce tesvik edilmesiyle
etilen Uretiminin arttig1 ve dolayisiyla bu artisin agir metal tesvikli hicre 6limu ile
iliskili oldugu ileri strGlmustir (Yakimova et al. 2006). Bununla birlikte, Cr(VI) stresinin
SAM sentetaz miktarini azaltarak SAM ve ACC biyosentezini azalttigi ve bu nedenle
azalan etilen sentezinin Cr(VI) tesvikli senesensi geciktirdigi bildirilmistir (Sharmin et al.

2012).

Jasmonik asit bitkilerde bircok gelisimsel siirecte fonksiyon gérmekle birlikte bircok
savunma ile iliskili genin ifadesini tetikleyen bir sinyal molekilidir (Turner et al. 2002).
Bitkilerde 12-okso-fitodienoik asit rediktaz (OPR) jasmonik asidin éncili olan 12-okso-
fitodienoik asit (OPDA)’in siklopenton halkasinin sentezini kataliz etmektedir. Agir
metal stresine maruz kalan bitkilerde OPR ifadesinin tesviki hem mRNA hem de protein
seviyesinde gosterilmistir (Agrawal et al. 2003; Ahsan et al. 2008). Bununla birlikte, agir

metal stresi altindaki bitkilerde JA seviyesinin artmasi (Rodriguez-Serrano et al. 2006),
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JA biyosentezi veya sinyal yolunun agir metal toleransinda 6nemli oldugunu

gostermektedir.

Bitkilerde  karboksivinil-karboksifosfonat =~ fosforilmutaz ~ sekonder = metabolit
biyosentezinde sira disi C-P baginin olusumunu kataliz etmektedir. Bu enzimin roli
mikroorganizmalarda iyi bilinmesine karsin (Hidaka et al. 1990), yliksek bitkilerdeki rolu
hakkinda nispeten daha az bilgi mevcuttur. Bununla birlikte, bu enzimin miktarinin As
stresine maruz birakilan celtik yapraklarinda azaldigi rapor edilmistir (Ahsan et al.
2010). Celtik bitkilerinde Osr40cl1 proteininin absisik asit (ABA) cevap proteini oldugu
asiri ozmotik kosullara adaptasyonda rol oynadigi gosterilmistir (Moons et al. 1997).
Bununla birlikte, Osr40c1 ifade seviyesinin ABA’ya cevap olarak artmasina karsin, JA ve
SA tarafindan negatif olarak diizenlendigi bildirilmistir. Ayrica Osr40cl proteininin As

stresi altindaki celtik bitkilerinde azaldigi bildirilmistir (Ahsan et al. 2008; 2010).

2.7.1.8. Patojenle iliskili Proteinler

Bitkilerde coklu stres cevap proteinleri olarak kabul edilen patojenle iliskili (PR)
proteinler yapisal ve fonksiyonel olarak -1,3-glukanaz (PR-2), kitinaz (PR-3, PR-4, PR-8
ve PR-11), endoproteinaz (PR-7), peroksidaz (PR-9) ve ribonikleaz (PR-10) gibi 17 farkli
aileye siniflandiriimaktadir (Edreva 2005; van Loon et al. 2006). Glukanazlar bitkilerde
bol miktarlarda bulunan hidrolitik enzimlerdir. Hwang vd. (2007), geltik bitkilerinde 27
glukanaz geninin ifade seviyesini farkli gelisim evrelerinin yani sira biyotik ve abiyotik
faktorlere cevap olarak karakterize etmistir. Bununla birlikte, glukanaz ifadesinin agir
metaller tarafinda da diizenlendigi proteomik yaklasimla goésterilmistir (Flihrs et al.
2008; Kieffer et al. 2008; Ahsan et al. 2010; Lee et al. 2010). Glukanazlarin agir metal
cevaplarindaki rolleri tam olarak acik olmamasina karsin, genel stres cevabi olarak
diizenlendigi ileri strilmistir (Ahsan et al. 2009). Ayrica, mRNA seviyesinde glukanaz
ifadesinin celtik yapraklarinda JA ve etilen gibi bitki hormonlari tarafindan arttirildigi
bildirilmistir (Akiyama et al. 2009). Bitkilerde metal toksisitesine cevap olarak JA ve
etilen seviyesinin artmasinin (Rodriguez-Serrano et al. 2006) artan glukanaz aktivitesi

ile iliskili olabilecegi bildirilmistir (Ahsan et al. 2010).
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Kitinaz, fungal hiicre ¢eperinin 6nemli bir bileseni olan kitini parcalayan proteindir.
Bununla birlikte, patojen saldirisi ve agir metal stresine karsi bitki savunma sisteminin
bir bilesenidir (Graham and Sticklen 1994). Birka¢ proteomik calismada kitinaz
izoformlarinin agir metal stresine maruz kalan bitkilerde arttig1 rapor edilmistir (Cai et
al. 2011; Sharmin et al. 2012). Ayrica, kitinaz proteininin Cd’a hassas celtik cesidine
gore toleransl gesitte daha fazla oranda arttigi bildirilmistir (Cai et al. 2011). Abiyotik
streslere maruz birakilan bitkilerde kitinaz aktivitesindeki artisin sinyal iletim yollari ile
capraz toleransin tesvikinden kaynaklanabilecegi belirtilmistir (Sharmin et al. 2012).
Fungal kitinaz genini ifade eden transgenik tutin bitkilerinin hem fungal enfeksiyona
hem de metal ve tuz stresine daha toleransli oldugu gosterilmistir (Dana et al. 2006).
Metal toleransi ve kitinaz izoformlari arasindaki iliski agiklanmaya ¢alisilsa da, metal
spesifik kitinazlar ile yapilacak calismalar agir metal detoksifikasyonu ile ilgili

mekanizmalarin aydinlatilmasina katkida bulunacaktir.

Agir metal stresi altindaki bitkilerde glukanaz ve kitinazlarin yani sira PR-4, PR-5, PR-10
ailelerine ait proteinler, PR-5 benzeri protein, taumatin benzeri protein, P69G gibi
patojenle iliskili proteinlerin farkh sekilde ifade oldugu gosterilmistir (Fihrs et al. 2008;
Zhang et al. 2009; Rodriguez-Celma et al. 2010). Celtik bitkilerinde, agir metal stresi
tesvikli reaktif oksijen birikiminin PR proteinlerinin ifadesini arttirdigi gosterilmistir
(Jwa et al. 2006). Sonug olarak, bircok PR proteininin agir metaller gibi stres faktorleri
tarafindan tesvik edilmesi bu proteinlerin sinyal yollarindaki muhtemel fonksiyonunu
gostermektedir. Bununla birlikte, bitkilerin agir metallere olan cevabinda PR

proteinlerinin kesin roliinl agiklamak icin kapsamli ¢calismalara gerek duyulmaktadir.

Bu arastirmada, hidroponik kiltiir ortaminda farkh Cr(VI) konsantrasyonlarina (0, 10,
50 ve 100 uM) maruz birakilmis 8 kanola cesidinde (Champlain, Dante, Heros, Nelson,
NK Petrol, Sary, Stzer ve Vactra) fide bliyiimesi, toprak Ustli dokularda Cr birikimi ve
yaprak dokularinda klorofil icerigi, lipid peroksidasyonu, tiyol icerigi ve sliperoksit

dismutaz (SOD), guaiakol peroksidaz (POD) ve katalaz (CAT) gibi bazi antioksidan
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enzimlerin aktivitesindeki degisimlerin degerlendirilmesi amaglanmistir. Bununla
birlikte, Cr(VI) toleransi ve Cr(VI) tesvikli proteom degisimleri lizerine silfatin roliiniin
arastirilmasi amaclanmistir. Bu amacla, nispeten Cr-toleransli NK Petrol ve Cr-hassas
Sary cesitlerinde farkli siilfat konsantrasyonlarinin [noksan (0 mM), normal (1 mM) ve
asiri (2 mM)] ve Cr(VI) stresinin (100 pM) fide blylmesi, Cr birikimi, lipid
peroksidasyonu, klorofil, tiyol, sistein, askorbat ve glutatyon igerikleri, SOD, POD, CAT,
askorbat peroksidaz (APX), glutatyon rediktaz (GR) ve glutatyon S-transferaz (GST) gibi
enzimlerin aktivitesi ve metallotiyonein proteinini kodlayan BnMP1 geninin (Brassica
napus metallotiyonein protein 1) ifadesindeki degisimler lizerine etkileri belirlenmistir.
Bununla birlikte, proteomik yaklagim kullanilarak silfat metabolizmasi ve Cr(VI) stresi

ile iliskili proteinlerin belirlenmesi hedeflenmistir.
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3. MATERYAL ve METOT
3.1. Kanola Cesitlerinin Fitoremediasyon Potansiyellerine iliskin Analizler
3.1.1. Bitki Materyali ve Bitki Yetistirme Kosullari

Bu arastirmada, kanola (Brassica napus L.) gesitlerine (Champlain, Dante, Heros,
Nelson, NK Petrol, Say, Suzer ve Vectra) ait tohumlar ticari firmalardan ve Trakya
Tarimsal Arastirma Enstitlisii’'nden elde edilmistir. Kanola ¢esitlerine ait tohumlar,
icerisinde distile su ile islatiimis iki kat filtre kagidi bulunan 20x11.5x5 cm boyutlarinda
seffaf plastikten yapilmis ¢cimlendirme kaplarinda kontrollii iklim kabininde (23+1°C,
karanlik, %60 nem) 24 saat ¢imlendirilmistir. Yaklasik ayni kék uzunluguna sahip
cimlenmis tohumlar, 0.5 L besin ¢ozeltisi [(mM): 2.4 Ca(NOs),, 1.0 KH,PO,4, 3.0 KNO3,
1.0 MgS0O,4 ve 0.5 NaCl, (uM): 23.1 H3BO3, 4.6 MnCl,, 0.38 ZnSO,4, 0.16 CuSQ,4, 0.052
H,MoO, ve 44.8 FeEDTA; pH: 6.0)] iceren hidroponik kiltlir ortamina (Diwan et al.
2008) transfer edilmistir. Fideler kontrolll iklim kabininde (23+1°C, 260 umol m?2st
foton akis yogunlugu, 16:8 saat fotoperiyot ve %60 nem) 14 gin boyunca
blyatalmistir. Besin ¢ozeltisinin pH’si 0.05 M KOH kullanilarak 6.0+0.1’e ayarlanmis
ve gin asiri degistirilmistir. Farkh Cr(VI) konsantrasyonlarinin (0-300 uM) kullanildigi 6n
calismalar ile uygun test konsantrasyonlari belirlenmistir. Nominal Cr(VI)
konsantrasyonlari [0 (kontrol), 10, 50 ve 100 uM potasyum dikromat] biliyiime
inhibisyonu temelinde belirlenmistir. Bununla birlikte, besin ¢ozeltisi icerisindeki Cr
konsantrasyonlarinin belirlenmesi icin ¢ozeltiler nitrik asit ile muamele edilmistir.
Cozeltilerin  krom konsantrasyonlari ICP-OES (inductively coupled plasma-optical
emission spectroscopy, PerkinElmer Optimal 2100DV) cihazi ile belirlenmistir. Analitik
belirleme limiti Cr icin 0.05 mg L™ olacak sekilde ayarlanmistir. Besin c¢ozeltilerinin
nominal konsantrasyonlari icin 06lcilen Cr konsantrasyonlari ve nominal

konsantrasyonun geri kazanim oranlari (%) Cizelge 3.1’de verilmistir.
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Cizelge 3.1 Farkli nominal Cr konsantrasyonlarina sahip besin c¢o6zeltilerinin olcllen Cr
konsantrasyonlari ve nominal konsantrasyonlarin geri kazanim oranlari

Nominal konsantrasyon Olgiilen konsantrasyon Nominal konsantrasyonun
(LM) (uUM) geri kazanim orani (%)
10 9.3+0.3* 93.0
50 47514 95.0
100 94.4+23 94.4

* Ortalama + standart sapma (n = 3)

Krom uygulamasinin yedinci glininde fideler hasat edilmis ve asagida belirtilen

fizyolojik ve biyokimyasal analizlerde kullaniimistir.

3.1.2. Toprak Ustii Organlarin Taze ve Kuru Agirliklarinin Belirlenmesi

Farkli Cr(VI) konsantrasyonlarina maruz birakilan kanola cesitlerinin toprak Usti
organlari 80°C'lik etlivde 48 sa sireyle kurutulmus ve bu siire sonunda kuru agirliklar
(KA, mg fide™) belirlenmistir. Bununla birlikte, tolerans indeksi (%) degerleri kuru
agirlik temelinde asagidaki formile gore belirlenmistir.

KAKontrol - KAKrom

Tolerans indeksi (%) = x 100

KAKontrol

3.1.3. Krom Birikiminin Belirlenmesi

Toprak Ustl organlarda Cr birikimi NMKL (1998)'ye gore belirlenmistir. Kuru bitki
ornekleri (0.5 g), 10 mL %65’lik HNO3 kullanilarak mikrodalga firinda (Berghof Products
+ Instruments, Germany) yakilmistir. Yakma islemi sonucunda érnekler filtre edilmis ve
hacimleri bidistile su ile 100 mLye tamamlanmistir. Stok Cr ¢6zeltisinden (1000 ppm;
Inorganic Ventures, Christiansburg, Virginia, USA; CGCR(3)1-1, Lot # A2-CR03007)
hazirlanan farkli konsantrasyondaki c¢ozeltilerle kalibrasyon egrisi elde edilmistir.
Kalibrasyon egrisinin korelasyon katsayisi (¥ = 0.999 ve uzeri) ve 6rneklerin Cr
konsantrasyonlari, Winlab32 paket programi kullanan ICP/OES (Inductively Coupled
Plasma/Optical Emission Spectrometry, Perkin Elmer 2100 DV) cihazi ile
hesaplanmistir. Analitik belirleme limiti Cr icin 0.05 mg L™ olacak sekilde ayarlanmistir.

Toprak Gstii ve kok dokularinda Cr birikimi pug g KA olarak hesaplanmistir.
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3.1.4. Malondialdehit igeriginin Belirlenmesi

Kanola fidelerinin yaprak dokularinda lipid peroksidasyonunun bir gostergesi olan
malondialdehit (MDA) miktarinin belirlenmesi Heath ve Packer (1968)'in bildirdigi
metoda gore yapiimistir. Yaprak dokusu (250 mg) 5 mL %5’lik trikloroasetik asit (TCA)
ile homojenize edilmistir. Homojenatlar +4°C ve 12.000xg’de 5 dakika santrifij
edilmistir. Sipernatanttan 250 pL alinarak tzerine %0.5 tiyobarbdtirik asit (TBA) iceren
%20’lik TCA c¢ozeltisi eklenmistir. Bu karisim daha sonra 95°C'de 30 dakika su
banyosunda tutulmustur. Su banyosundan ¢ikarilan tiplerdeki reaksiyonlari durdurmak
icin tlpler buz banyosuna konulmustur. Sonrasinda 6rnekler 2 mL’lik test tliplerine
alinarak 10.000xg’de 10 dakika santriflij edilmistir. Stipernatantlar kuvars kiivetlere
alinarak 532 ve 600 nm’de TU-1880 Double Beam UV-VIS spektrofotometre ile
absorbanslari 6lglilmistir. Kor olarak %0.5 TBA ihtiva eden %20’lik TCA ¢Ozeltisi (6rnek
icermeyen) kullanilimistir. Yaprak dokularinin MDA igerigi molar ekstinksiyon katsayisi

(e = 155 mM " cm™) kullanilarak pmol g ' TA olarak belirlenmistir.

3.1.5. Klorofil igeriginin Belirlenmesi

Kanola fidelerinin yaprak dokularindan toplam klorofil (Klo a + b) igerigi Wellburn
(1994)’e gore belirlenmistir. Uygulamalara ait fidelerin yapraklarindan yaklasik 50 mg
taze yaprak dokusu alinmistir. Kiglk parcalara ayrilan dokular, 10 mL sogutulmus
metanol iceren agzi kapakh cam test tilplerine alinmistir. Pigmentlerin tamamen
metanole ge¢mesi icin tlipler 48 sa slresince +4°C ve karanlkta bekletilmistir. Her
uygulamaya ait ¢ozeltinin Klo a ve Klo b absorbanslari sirasiyla 666 ve 653 nm dalga
boylarinda, TU-1880 Double Beam UV-VIS spektrofotometre kullanilarak olgilmus ve
konsantrasyonlar asagidaki formiillere gére taze agirlik (TA) temelinde mg g~* TA olarak
hesaplanmistir (Wellburn 1994):

Klorofil a (Klo a) = 15.65A666— 7.34A653 X S*

Klorofil b (Klo b) =27.05A6535— 11.21A655 % S

* S: Seyreltme katsayisi
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3.1.6. Tiyol igeriklerinin Belirlenmesi

Kanola fidelerinin yaprak dokularinda protein olmayan tiyol icerikleri Nagalakshmi ve
Prasad (2001)’a gore belirlenmistir. Yaprak dokulari (500 mg) sivi azot kullanilarak
havanda toz haline getirildikten sonra 20 mM EDTA ve 20 mM askorbik asit iceren
ekstraksiyon tamponunda homojenize edilmistir. Homojenatlar +4°C ve 12.000xg’de
20 dakika santrifiij edildikten sonra 1 mL sUpernatant 2 mL %10’luk (w/v) sulfosalisilik
asit ile karistirillmistir. Daha sonra bu karisim 15 dakika oda sicakliginda inklibe
edildikten sonra 15 dakika 3.000xg’de santriflij edilmistir. Santrifigasyondan sonra 2
mL stpernatant 1.9 mL 400 mM Tris-HC| (pH 8.9) tamponu ve 0.1 mL 10 mM 5,5'-
dithiobis-2-nitrobenzoik asit (Ellman’s ayiraci) c¢ozeltileri ile karistirilmistir. Karisim 5
dakika oda sicakliginda inkiibe edildikten sonra 412 nm’de absorbanslari 6lgtUlmustar.

13.100 M cmfl) kullanilarak

Toplam tiyol gruplari ekstinksiyon katsayisi (&

hesaplanmistir (Harmens et al. 1993).

3.1.7. Antioksidan Enzim Aktivitelerinin Belirlenmesi

Kanola fidelerinin yaprak dokulari (500 mg) 1 mM EDTA, %1 (w/v) polivinilpirrolidon
(PVP) iceren 5 mL 50 mM potasyum fosfat tamponunda (pH 7.0) homojenize edilmistir.
Homojenat +4°C ve 14.000 rpm’de 20 dakika santrifiij edilmistir. Sipernatantlar
siperoksit dismutaz (SOD), guaiakol peroksidaz (POD) ve katalaz (CAT) aktivitesinin
belirlenmesi icin kullaniimistir. Stpernatantlardaki protein miktari Bradford (1976)'a

gore belirlenmigstir.

Superoksit dismutaz (SOD; EC 1.15.1.1) aktivitesi, nitroblue tetrazolium (NBT)
metoduna gore (Beauchamp and Fridovich 1971) NBT’nin fotoindirgenmesinin 560
nm’de Olcllmesi ile belirlenmistir. Aktivite tayini icin 50 mM fosfat tamponu (pH 7.8),
0.1 mM EDTA, 13 mM metionin, 75 uM NBT ve %1’lik Triton X-100 iceren karigima 70
ul enzim ekstrakti ilave edilmistir. Daha sonra bu karisima ve 2 uM riboflavin eklenmis
ve test tlplerinin 10 dakika icin beyaz i1sik kaynagi altina yerlestirilmesiyle reaksiyon

baslatilmistir.  Orneklerin  absorbans degerleri 560 nm dalga boyunda
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spektrofotometrik (TU-1880 Double Beam UV-VIS) olarak belirlenmistir. Bir Ginite SOD,
deneysel kosullar altinda NBT indirgenmesinde %50 inhibisyona neden olan enzim
miktar1 olarak ifade edilmistir. Toplam SOD aktivitesi U mg_1 protein olarak

hesaplanmistir.

Guaiakol peroksidaz (POD; EC 1.11.1.7) aktivitesi Mika ve Lithje (2003)'e gore
belirlenmigstir. Reaksiyon karisimi 25 mM sodyum-asetat-HCl (pH 5.0), 51.3 mM
guaiakol, 12.5 mM H,0, ve enzim ekstrakti icermektedir. Reaksiyon enzim ekstraktinin
ilavesiyle baslatilmis ve absorbanstaki degisim 470 nm’de 3 dakika slire boyunca takip
edilmistir. Toplam POD aktivitesi, guaiakolun ekstinksiyon katsayisi (¢ = 26.6 mM™

cm ™) kullanilarak pmol min~* mg_1 protein olarak belirlenmistir.

Toplam katalaz aktivitesi (CAT; EC 1.11.1.6) Aebi vd. (1984)'ne gore belirlenmistir.
Reaksiyon karisimi 50 mM potasyum fosfat tamponu (pH 7.0) ve 10.6 mM H,0,
icermektedir. Reaksiyon 25 pL enzim ekstraktinin ilave edilmesi ile baslatilmigtir. CAT
aktivitesi, H,0,’in 3 dakika icin 240 nm’de (¢ = 39.4 mM ™ cmfl) bozunmasi ile pmol

min"* mg " protein olarak belirlenmistir.

3.2. Silfat Kullanilabilirligine Bagh Krom Toleransi Analizleri
3.2.1. Bitki Yetistirme Kosullari, Siilfat ve Stres Uygulamalari

Bu arastirmada, tolerans indeksi (%) degerlerine gore nispeten Cr-toleransli (NK Petrol)
ve Cr-hassas (Sary) olarak belirlenen kanola cgesitlerine ait tohumlar icerisinde distile su
ile 1slatilmis iki kat filtre kagidi bulunan 20x11.5x5 cm boyutlarinda seffaf plastikten
yapilmis cimlendirme kaplarinda kontrolli iklim kabininde (23+1°C, karanlik, %60 nem)
24 saat ¢imlendirilmistir. Cimlenen tohumlar icerisinde besin ¢ozeltisi bulunan 1 L'lik
kaplara transfer edilmistir. Besin ¢ozeltisi 200 uM KNOs, 200 uM Ca(NOs),, 40 uM
KH,PO4, 1000 pM MgSO4, 10 uM FeNaEDTA, 4.6 uM H3BOs, 0.16 uM CuCl,, 0.9 uM
MnCl,-2H,0, 0.09 uM ZnCl, ve 0.01 uM NaMoO4-2H,0 bilesiklerini icermektedir
(Schiavon et al. 2007). Fideler kontrolli iklim kabininde (23+1°C sabit sicaklik, 260
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umol m™ s 1sik yogunlugu, 16:8 saat fotoperiyot ve %60 nem) hidroponik olarak 7
gin boyunca S-yeterli (1 mM S) besin ¢ozeltisinde biyitulmustir. Sonrasinda fideler
farkl S konsantrasyonlarinda [0 mM S (-S), 1 mM S (+S) ve 2 mM S (+HS)] 7 glin daha
blyutilmuistir. On dort glinlik fideler 3 gin sireyle 6 farkli uygulamaya maruz
birakilmistir: (1) +S/-Cr; 1 mM silfat, 0 uM Cr(VI) (kontrol), (2) +S/+Cr; 1 mM siilfat,
100 uM Cr(V1), (3) -S/-Cr; 0 mM siilfat, 0 uM Cr(VI) (kukurt eksikligi), (4) -S/+Cr; 0 mM
stlfat, 100 uM Cr(VI) (kombine stres), (5) +HS/-Cr; 2 mM sulfat, 0 uM Cr(VI) (asirt S
uygulamasi) ve (6) +HS/+Cr; 2 mM siilfat, 100 uM Cr(VI). Bu periyot sonunda fideler
farkl siilfat konsantrasyonlari iceren besin ¢ozeltilerine transfer edilmistir: eksik (0 mM
S; =S), yeterli (1 mM S; +S) ve asiri (2 mM S; +HS). Silfat noksanhgi icin MgSO,4 yerine es
konsantrasyonda MgCl, kullanilirken, +HS uygulamasi icin MgS0O,4 konsantrasyonu iki
katina c¢ikarilmistir. Besin ¢ozeltisinin pH’si 6.0+0.1’e ayarlanmis ve ¢Ozelti glin asiri
degistirilmistir. Krom uygulamasinin 3. glintinde fideler hasat edilmis ve bazi fizyolojik

ve biyokimyasal analizlerde kullaniimistir.

100 uM Cr(VI)

1 mM ——
MgSO, +S/-Cr
G
+S/+Cr
1 mM 0 mM ———
MgSO, MgSO, -S/-Cr
 CEEEE—
7 gln -S/+Cr
| ——
2 mM ——
MgSO, +HS/-Cr
+HS/-Cr
SR
7 gin +HS/+Cr
3 gin

Sekil 3.1 Kanola fidelerinde kiikiirt (S) ve Cr(VI) uygulamalarinin sematize gésterimi.
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3.2.2. Biiyiime Parametreleri ve Krom Birikiminin Belirlenmesi

Alti farklh uygulama grubundan elde edilen nispeten Cr-toleransli NK Petrol ve Cr-
hassas Sary cesitlerine ait fidelerin toprak Ustl organlarinin (gévde+yaprak) taze
agirliklar (TA, mg fide™) belirlendikten sonra 80°C’lik etiivde 48 sa siireyle kurutulmus
ve bu siire sonunda kuru agirliklari (KA, mg fide™) belirlenmistir. Bununla birlikte,
toprak Ustl organlarda Cr birikimi NMKL (1998)’e gore belirlenmistir. Krom birikimi
ICP/OES (Inductively Coupled Plasma/Optical Emission Spectrometry, Perkin Elmer
2100 DV) cihazi ile kullanilarak belirlenmistir. Toprak Usti ve kok dokularinda Cr

birikimi pg g_1 KA olarak hesaplanmistir.

3.2.3. Malondialdehit ve Klorofil igeriginin Belirlenmesi

Kanola fidelerinin yaprak dokularinda lipid peroksidasyonunun bir gostergesi olan
malondialdehit (MDA) miktari, detaylari Baslik 3.1.4 altinda verilen Heath ve Packer
(1968)'In metoduna gore belirlenmistir. Yaprak dokularindan toplam klorofil (Klo a + b)
icerigi, detaylari Baslhk 3.1.5 altinda verilen Wellburn (1994)'Gin metoduna gore

belirlenmistir.

3.2.4. Enzimatik ve Enzimatik Olmayan Antioksidanlarin Belirlenmesi

Kanola fidelerinin yaprak dokulari (500 mg) 1 mM EDTA, %1 (w/v) polivinilpirrolidon
(PVP) iceren 5 mL potasyum fosfat tamponunda (50 mM, pH 7.0) homojenize
edilmistir. Homojenat +4°C ve 14.000 rpm’de 20 dakika santrifiij edilmistir.
Supernatantlar SOD, POD, CAT, askorbat peroksidaz (APX), glutatyon rediiktaz (GR) ve
glutatyon S-transferaz (GST) aktivitelerinin  belirlenmesi icin  kullaniimistir.

Supernatantlardaki protein miktari Bradford (1976)’a gore belirlenmistir.
SOD, POD ve CAT aktivitleri, detaylari Baslk 3.1.7 altinda verilen metotlar kullanilarak

sirasiyla Beauchamp ve Fridovich (1971), Mika ve Luthje (2003) ve Aebi vd. (1984)'ne

gore belirlenmistir.
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Askorbat peroksidaz (APX; EC 1.11.1.11) aktivitesi Nakano ve Asada (1987)’ya gore
belirlenmistir. Reaksiyon karisimi 50 mM fosfat tamponu (pH 7.0), 0.1 mM EDTA, 0.25
mM askorbat, 5 mM H,0, ve 20 uL enzim ekstraktindan olusmaktadir. Reaksiyon, 100
uL H,O, (5 mM) ilavesi ile baslatilmistir. Askorbik asidin oksidasyon orani,
spektrofotometre kullanilarak 3 dakika icin 290 nm’de absorbanstaki azalmayi takiben
belirlenmistir. Toplam APX aktivitesi, askorbatin ekstinksiyon katsayisi (¢ = 2.8 mM™

cm ™) kullanilarak hesaplanmistir.

Glutatyon rediktaz (GR; EC 1.8.1.7) aktivitesi Carlberg ve Mannervik (1985)’e gore
belirlenmistir. Reaksiyon karisimi 0.1 M sodyum fosfat tamponu (pH 7.2), 1 mM GSSG,
0.1 mM NADPH ve enzim ekstraktindan olusmaktadir. Reaksiyon 0.1 mL stipernatantin
eklenmesiyle baslatiimis ve 340 nm’de absorbanstaki azalis gdzlemlenmistir. Enzim
aktivitesi 1 pmol GSSG’un indirgenmesini katalizleyen enzim miktari olarak

belirlenmistir.

Glutatyon S-transferaz (GST; EC 2.5.1.18) aktivitesi Habig ve Jacoby (1981)'e gore
belirlenmistir. Reaksiyon karisimi 0.1 M potasyum fosfat tamponu (pH 6.5), 1 mM
EDTA, 1 mM 1-kloro-2,4-dinitrobenzen (CDNB), 1 mM GSH ve enzim ekstraktindan
olusmaktadir. Reaksiyon, enzim ekstraktinin eklenmesiyle baslatiimis ve 340 nm’de
absorbanstaki artis belirlenmistir. GST aktivitesi 9.6 mM em™ ekstinksiyon katsayisi

kullanilarak hesaplanmistir.

Kanola fidelerinin yaprak dokularinda toplam askorbat (AsA + DHA) ve indirgenmis
askorbat (AsA) icerikleri Hodges vd. (1996)'ne gore belirlenmistir. Taze yaprak dokulari
(300 mg) %5’lik 6-fosforik asit icerisinde homojenize edildikten sonra 12,000 g’de 20
dakika santrifij edilmistir. Toplam askorbat icerigi siipernatant, 5 mM EDTA iceren 150
mM potasyum fosfat tamponu ve DHA’I AsA’a indirgemek icin 10 mM ditiyoteritol
(DTT) iceren reaksiyon karisimi ile belirlenmistir. Bu karisim 50 dakika laboratuvar
kosullarinda tutulduktan sonra fazla DTT'nin uzaklastiriimasi igin Gzerine %0.5’lik N-

etilmaleimid ilave edilmistir. Daha sonra her bir tiipe 0.61 M trikloroasetik asit, 0.8 M
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ortofosforik asit, a,a’-bipyridyl ve 30 g L™* FeCls eklenmis ve 1 saat 40°C’de inkiibe
edilmistir. AsA igerigi ise DTT ve N-etilmaleimid yerine distile su kullanilarak yukari
belirtilen metoda gore belirlenmistir. Toplam askorbat ve indirgenmis askorbat
icerikleri L-askorbat ile hazirlanan standart egri ile belirlenmistir. DHA igerigi ise toplam

AsA’dan indirgenmis AsA’nin ¢ikarilmasi ile hesaplanmistir.

Kanola fidelerinin yaprak dokularinda indirgenmis (GSH) ve ylkseltgenmis (GSSG)
glutatyon icerikleri Griffith (1980)’in bildirdigi metoda gore belirlenmistir. Yaprak
dokusu (500 mg) %5’lik silfosalisilik asit ¢ozeltisinde homojenize edilmis ve
homojenant +4°C’de 10 dakika 12.000 xg’de santrifiij edilmistir. Santifligasyon sonrasi
300 pL stpernatant 18 pulL 7.5 M trietanolamin ile nétralize edilmistir. Yalnizca GSSG’nin
belirlenebilmesi icin 150 pL nétralize edilmis ornek 3 pL 2-vinilpiridin ile 60 dakika
20°C’de inklbe edilmistir. Diger 150 uL’lik 6rnek ise toplam glutatyonun (GSH+GSSG)
iceriginin belirlenmesi i¢in kullanilmistir. Her iki tip 6rnekten 50 pL alinmis ve 0.3 mM
NADPH, 10 mM ditiyobisnitro benzoik asit (DTNB) ve 6.3 mM EDTA igeren 125 mM
sodyum fosfat tamponu (pH 6.5) ile karistirilmistir. Karisima 10 uL glutatyon rediktaz
(5 U mL™) ilavesiyle reaksiyon baslatiimis ve absorbanstaki degisim 421 nm’de
izlenmistir. GSH ve GSSG igeriklerinin belirlenmesi icin GSH ve GSSG kullanilarak

hazirlanan standart egriler kullaniimistir.

3.2.5. Sistein ve Tiyol iceriklerinin Belirlenmesi

Kanola fidelerinin yaprak dokularinda sistein igerikleri Gaitonde (1967) nin bildirdigi
standart protokole gore belirlenmistir. Yaprak dokulari (500 mg) %5’lik perklorik asitte
ekstrakte edilmis ve homojenantlar +4°C ve 10.000 xg’de 10 dakika santrifiij edilmistir.
Daha sonra stipernatant es hacimde ninhidrin ayiraci ve glasiyal asetik asit ile muamele
edilmistir. Ornekler 95°C’de 30 dakika inkiibe edildikten sonra buz {izerinde
sogutularak reaksiyon durdurulmustur. Olusan renk 560 nm dalga boyunda okunmus
ve sistein icerigi L-sistein ile elde edilen standart egriyle belirlenmistir. Sistein icerigi

nmol g TA olarak ifade edilmistir.
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Kanola fidelerinin yaprak dokularinda tiyol igerikleri, detaylari Baslik 3.1.6 altinda

verilen Nagalakshmi ve Prasad (2001)’in bildirdigi metoda gore belirlenmistir.

3.2.6. Gergek Zamanli Kantitatif PCR Analizleri

Alti farkli uygulama grubundan elde edilen Cr-toleransli NK Petrol ve Cr-hassas Sary
cesitlerine ait fidelerin yaprak dokularindan total RNA izolasyonu RNeasy Plant Mini Kit
(Qiagen) kullanilarak gerceklestirilmistir. Yaklasik 50 mg yaprak dokusu steril havan ve
tokmagi kullanilarak sivi azot ile toz haline getirilmis ve sivi azot ile sogutulmus steril
1.5 mL'lik test tlplerine alinarak liziz tamponu ile muamele edilmistir. Lizatlar 2 mL’lik
toplama tiplerine yerlestirilmis QlAshredder spin kolonlara transfer edilmis ve 13.000
rom’de 2 dakika santrifiij edilmistir. Toplama tlplinde olusan stipernatant yeni bir 1.5
mL’lik test tliptine alinmis ve lizerine 0.5 hacim etanol (%96—-100) eklenmistir. Daha
sonra bu karisim 2 ml’lik toplama tiplerine yerlestiriimis RNeasy spin kolonlara
transfer edilmistir. Transfer sonrasi tipler 10.000 rpm’de santrifiij edilmis ve toplama
tliplnde biriken stipernatant uzaklastirilmistir. Spin kolonlarin yikanmasi icin kolonlar 3
kez yikama c¢o6zeltisi ve santrifligasyon serilerinden gegirilmistir. Daha sonra RNA
ellisyonu igin spin kolonlar 50 uL RNaz icermeyen su ile yikanmis ve RNA Orneklerini
iceren elisyon -20°C'de saklanmistir. RNA konsantrasyonu 260 nm’de absorbansin
Olcllmesiyle spektrofotmetrik olarak belirlenmistir. RNeasy ile saflastirilmis total
RNA’nin butinligi ve boyut dagilmi %1.2’lik denatiire edici agaroz jel elektroforezi ve

etidyum bromiir boyama ile kontrol edilmistir.

Tek iplik cDNA (komplementer DNA=tamamlayici DNA) sentezi QuantiTect® Reverse
Transcription kiti (Qiagen) kullanilarak gergeklestirilmistir. Saflagtirlmis 1 pg RNA
iceren drnekler genomik DNA (gDNA)’ nin etkin bir sekilde uzaklastiriimasi icin 2 dakika
42°C'de gDNA uzaklastirma tamponunda inkibe edilmistir. Daha sonra &rnekler
Quantiscript Reverse Transcriptase (RT), Quantiscript RT tamponu ve RT Primer
karisimini iceren master karisimi ile muamele edilmistir. Tlpler daha sonra 42°C’'de 30
dakika inklibe edilmis ve bu siire sonunda Quantiscript Reverse Transkriptaz enziminin

inaktivasyonu icin 3 dakika 95°C’ye maruz birakilmistir. Sentezlenen tek iplik cDNA'lar
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gercek zamanh kantitatif polimeraz zincir reaksiyonlarinda (RT-QPCR veya qPCR)

kullanilincaya kadar -20°C’de saklanmusgtir.

Brassica napus metallotiyonein proteini (BnMP1; Gen bankasi aksesyon no:
GU189581.1) ve B-aktin (BnActin; Gen bankasi aksesyon no: AF111812.1) kodlayan
transkriptler ileri ve geri primerler kullanilarak amplifiye edilmistir. Hedef cDNA’larin
amplifikasyonu icin kullanilacak primerler NCBI (National Center for Biotechnology
Information) veri bankasindaki (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) Brassica napus
genlerine gore tasarlanmistir. Her iki gene ait ileri ve geri primerler yaklasik 120 bg
uzunlugunda, %45-58 GC oranina ve 56 ila 57°C araliginda erime sicakligina sahip
olacak sekilde tasarlanmigtir. Bitki hiicrelerinde sirekli ifade olan B-aktin geni gergek
zamanli kantitatif PCR"1 dogrulamak igin i¢ kontrol olarak kullanilmistir. BnMP1 ve

BnActin genleri icin primerler Cizelge 3.2’de verilmistir.

Cizelge 3.2 BnMP1 ve BnActin genleri igin tasarlanmis primer ciftleri

Gen Primer

BnMP1 ileri (Forward) 5'-TACCACCACCCAGACTCTTG
Geri (Reverse) 5’-GCAGACAGATCCGCACTTG

BnActin ileri (Forward) 5'-CAGACCGTATGAGCAAAGAGAT
Geri (Reverse) 5'-CTGAGGGAAGCAAGAATGGAA

mRNA seviyelerinin kantitatif degerlendirmeleri Rotor-Gene Q cihazi (QIAGEN)
kullanilarak gerceklestirilmistir. Ger¢cek zamanli kantitatif PCR amplifikasyonu, Uretici
firma tarafindan saglanan protokole gore QuantiTect® Probe RT-PCR Master karisimi
(QIAGEN) kullanilarak gergeklestirilmistir. PCR kosullari 95°C’de 15 dakika ve 40
donglilik 94°C'de 15 s ve 60°C'de 60 s olacak sekilde ayarlanmistir. cDNA
konsantrasyonlari 15-30. dongiiler arasinda Cr (esik donglsi; reaksiyon fllioresans
sinyalinin esik degerini kestigi dongl sayisi) degerleri olusturmak icin kullaniimistir.
Hedef gene ait transkriptlerin miktari 8-aktin mRNA’sI ile normalize edilmistir. Kontrol
bitkilerine gore BnMP1 mRNA ifadesindeki artis Livak ve Schmittgen (2001)’in standart

272 metodu ile belirlenmistir.
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3.2.7. Proteomik Analizler

3.2.7.1. Protein Ekstraksiyonu

Alti farkli uygulama grubundan elde edilen Cr-toleransli NK Petrol ve Cr-hassas Sary
cesitlerine ait fidelerin taze yaprak dokularindan proteinlerin ekstraksiyonu fenol
ekstraksiyon metoduna gore gerceklestirilmistir (Hurkman and Tanaka 1986; Ahsan et
al. 2008). Yaprak dokulari (1 g) havan ve tokmagi kullanilarak sivi azot igerisinde toz
haline getirilmis ve 0.5 M Tris-HCI (pH 8.3), %2 v/v NP-40, 20 mM MgCl,, %2 v/v B-
merkaptoetanol, 1 mM fenilmetansulfonil fluorid ve 0.7 M sukroz iceren 5 mL Mg/NP-
40 ekstraksiyon tamponunda homojenize edilmistir (Kim et al. 2001). Her bir uygulama
grubuna ait homojenatlar falkon tiiplerine transfer edilmis ve 10 dakika buz (izerinde
inkiibe edilmistir. Daha sonra homojenata esit hacimde Tris-HCl ile doyurulmus fenol
¢Ozeltisi eklenmis ve 10 dakika boyunca laboratuvar kosullarinda inkibe edildikten
sonra 3.500 xg’de 15 dakika santriflij edilmistir. Santrifligasyondan sonra lst kisimda
kalan fenol faz ayr bir tiipe alinmis ve es hacimde ekstraksiyon tamponu ilave
edildikten sonra 10 dakika laboratuvar kosullarinda inklbe edilmistir. Daha sonra
tipler 3.500 xg’de 15 dakika santrifij edilmis ve Ust kisimda kalan fenol faz temiz bir
falkon tliptine transfer edilmistir. Proteinlerin c¢oktirdlmesi icin tiplere 0.1 M
amonyum asetat iceren 4 hacim soguk metanol ilave edilmis ve -20°C’de gece boyunca
inklibe edilmistir. Bu periyot sonunda ¢oktirilmis proteinler 10 dakika 3.500 xg’de
santriflij edilmis ve elde edilen protein peleti 3 kez 0.1 M amonyum asetat iceren
soguk metanol ve bir kez aseton ile yikanmistir. Her yikama basamaginda tipler 10
dakika 3.500 xg’de santrifiij edilmistir. Son yikama basamagindan sonra tipler santrifiij
edilmis ve slipernatant uzaklastirildiktan sonra tlipte kalan peletler desikatérde
kurutularak kullanilincaya kadar -20°C'de saklanmistir. Peletler rehidrasyon
tamponunda (7 M urea, 2 M thiourea, %4 (w/v) CHAPS, 40 mM DTT ve %0.2
Ampholyte pH 3-10) ¢6zlinmis ve peletlerdeki protein miktarlari Bradford (1976)'a

gore belirlenmistir. Protein standardi olarak Bovine Serum Albumin (BSA) kullanilmistir.
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3.2.7.2. iki-Yonlii (2-D) Poliakrilamid Jel Elektroforezi

Protein profillerindeki polimorfizmler iki-yonli (2-D) poliakrilamid jel elektroforezi
(izoelektrik Fokuslama/Sodyum Dodesil Siilfat-Poliakrilamid Jel Elektroforezi, IEF/SDS-
PAJE) teknigi kullanilarak belirlenmistir. Elektroforezin ilk yoni olan IEF'de, Protean®
i12™ IEF Cell (Bio-Rad) sisteminde IPG (immobilized pH gradient) stripleri (pH 4-7, 17
cm) kullanilarak proteinler izoelektrik noktalarina gore ayristiriimistir. Protein peletleri
rehidrasyon tamponunda c¢6ziinmis ve 1 saat laboratuvar kosullarinda inkiibe
edildikten sonra 10 dakika 10.000 xg’de santriflij edilmistir. Gorintl analizlerinde
kullanilacak analitik jeller igin 80 pg protein, kiitle spektrometrisi analizlerinde
kullanilacak preparatif jeller icin ise 500 pg protein IPG striplere yuklenmistir.
Rehidrasyon islemi laboratuvar kosullarinda 16 saat olacak sekilde pasif olarak
gerceklestirilmistir. Rehidrasyon isleminin ardindan IPG stripler Protean IEF Cell
sistemine transfer edilmis ve toplamda 70.000 V olacak sekilde IEF islemi

gerceklestirilmistir.

IEF'den sonra stripler 15 dakika dengeleme ¢ozeltisi | [6 M urea, 0.375 M Tris-HCI, pH
8.8, %2 (w/v) SDS, %20 (v/v) gliserol ve %2 (w/v) DTT] ve 15 dakika dengeleme ¢o6zeltisi
Il [6 M urea, 0.375 M Tris-HCI pH 8.8, %2 (w/v) SDS, %20 (v/v) gliserol ve %2.5 (w/v)
iodoacetamide] ile muamele edilmistir. Dengeleme basamagindan sonra ikinci yon olan
SDS-PAJE %12’lik akrilamid jelde (%30 akrilamid/bisakrilamid, 1.5 M Tris-HC| tamponu,
pH 8.8, %10 SDS, %10 amonyum persilfat ve TEMED) Laemmli (1970)ye gore
gercgeklestirilmistir. 2-D elektroforez icin PROTEAN Il XL Cell (Bio-Rad) kullaniimistir.
Protein standardi olarak 14.4-97.4 kDa araliginda SDS-PAGE standardi (Bio-Rad)
kullanilmistir. 2-D elektroforez isleminden sonra jeller boyama islemlerine kadar fiksatif

icerisinde saklanmistir.

3.2.7.3. Jelleri Boyanmasi ve Goriintii Analizleri

Analitik jellerdeki protein benekleri gimiis boyama (Cizelge 3.3) kullanilarak goérinir

hale getirilmistir (Sinha et al. 2001). Bununla birlikte, kitle spektrometrisi analizleri i¢in
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hazirlanan preparatif jellerdeki protein benekleri kolloidal CBB (Coomassie Brilliant
Blue) boyama yontemi kullanilarak gorinir hale getirilmistir (Neuhoff et al. 1988).
Perparatif jeller %2 fosforik asit iceren %50’lik etil alkol ¢dzeltisinde gece boyunca fikse
edilmistir. Fiksasyon isleminden sonra jeller iki kez distile su ile yikanmistir. Daha sonra
jeller %0.12 CBB, %10 amoyum siilfat, %10 fosforik asit ve %20 metil alkol iceren
¢ozeltide inkiibe edilmistir. Boyama isleminden sonra jel zeminindeki fazla boyanin

uzaklagitiriimasi igin jeller birkag kez distile su ile yikanmistir.

Cizelge 3.3 Glimis boyama yontemi

Basamak Cozelti Siire
Hassaslastirma 3 g/L potasyum tetratiyonat, 0.5 M potasyum asetat, 45 dk
%30 etanol
Yikama Distile su 6 x 10 dk
Boyama 2 g/L glimUs nitrat 30 dk
Yikama Distile su 4x30s
. 30 g/L potasyum karbonat, 300 uL/L formaldehit

Gelitirme (%40), 125 uL/L sodyum tiyosilfat (%10) 15-30 dk
Durdurma 40 g/L Tris, 20 mL/L asetik asit 30 dk

Gumiis ve CBB boyall jeller ChemiDoc™ MP jel gorintlileme sistemi (Bio-Rad) ile
goruntilenmistir. Farkli sekilde ifade olan proteinler (sentezi artan ve/veya azalan)
PDQuest yaziimi (versiyon 8.0.1, Bio-Rad) ile saptanmis ve nispi hacimleri temelinde
miktarlari belirlenmistir. Bir protein beneginin miktari, jel gorintisinde benegi
olusturan tiim piksellerin toplam yogunlugu olarak tanimlanan protein hacmi olarak
ifade edilmistir. Bununla birlikte, her bir protein beneginin hacmi protein miktar tayini,
ornek yikleme veya jel boyama basamaklarinda meydana gelebilecek olasi hatalari
telafi etmek icin jelde bulunan tim protein beneklerinin toplam hacminin yilizdesi

olacak sekilde normalize edilmistir.
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3.2.7.4. Jeldeki Proteinlerin Tripsin ile Kesimi

Secilmis protein benekleri CBB boyali jellerden EXQuest Spot Cutter (Bio-Rad) cihazi
kullanilarak kesilmis ve 0.6 mL’lik steril tiplere alinmigtir. Protein beneklerinin triptik
kesimi icin In-Gel Tryptic Digestion Kiti (Thermo Scientific) kullanilmistir. Fazla boyanin
uzaklastiriimasi icin kesilen jel parcalari 2 g/L amonyum bikarbonat iceren %50’lik
asetonitril ¢ozeltisi ile 37°C'de 30 dakika muamele edilmistir. Boya uzaklastirma
¢Ozeltisi tlplerden uzaklastirildiktan sonra indirgenme ve alkilasyon basamaklarina
gecilmistir. indirgenme basamagi icin jel parcaciklari 50 mM Tris(2-karboksietil)fosfin
cozeltisi iceren 2 g/L amonyum bikarbonat ¢ozeltisi ile 60°C'de 10 dakika muamele
edilmistir. Bu periyot sonunda indirgenme ¢ozeltisi uzaklastiriimis ve alkilasyon igin jel
parcaciklari 100 mM iodoasetamid ile oda sicakliginda 1 saat inkibe edilmistir.
Alkilasyon tamponu uzaklastirildiktan sonra jel pargalari 2 g/L amonyum bikarbonat
%50 asetonitril ¢ozeltisi ile 37°C’'de 15 dakika muamele edilmistir. Jel pargalarini
dehidrate etmek icin o6rnekler konsantre asetonitril ile oda sicakliginda 15 dakika
inkibe edilmistir. Asetonitril ¢ozeltisi uzaklastirildiktan sonra érnekler oda sicakliginda
kurutulmustur. Daha sonra kurutulmus jel parcaciklari Gzerine aktive edilmis tripsin (10
ng/uL) eklenmis ve 30°C'de gece boyunca inklibe edilmistir. Bu siire sonunda tipler
icerisindeki ¢ozelti yeni bir tiipe alinmis ve vakum konsantrator (Eppendorf, Germany)
ile kurutulmustur. Daha sonra kurutulmus 6rnekler 10 puL %0.1’lik trifloroasetik asit
(TFA) ile yeniden siispanse edilmis ve kitle spektrometrisi analizlerinde kullanilincaya

kadar -20°C’de saklanmistir.

3.2.7.5. Kiitle Spektrometrisi Analizleri

Kutle spektrometrisi analizleri icin %0.1’lik TFA’da ¢dziinmus peptidler ZipTip Cisg
(Millipore, Bedford, MA, USA) kullanilarak konsantre hale getirilmistir. Peptid
cozeltileri, %50 asetonitril ve %0.1 TFA ile doyurulmus 10 mg L' a-siyano-4-
hidroksisinnamik asit (matriks) ile karistirilmistir. Daha sonra yaklasik 1 pL c¢ozelti
MALDI plakasina yerlestirilmis ve kurumasi saglanmistir. Kiitle spektrometrisi analizleri

AB Sciex TOF/TOF 5800 kiitle spektrometrisi cihazi (Applied Biosystems, Framingham,
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MA, USA) kullanilarak gergeklestirilmistir. Kiitle spektrumu (m/z 800—3000) pozitif iyon
reflektér modunda elde edilmistir. Bir protein benegi icin MS modundan elde edilen 10
pik, MS/MS fragmentasyonu igin segilmistir. MS/MS modu 1 kV’lik ¢arpisma (collision)
enerjisi kullanilarak gergeklestirilmistir. Carpisma tesvikli fragmentasyon igin ¢carpisma
gazi olarak hava kullaniimistir. Oncii MS spektrumlari icin internal kalibrasyon olarak
otolitik tripsin peptidleri kullanilmistir. Glu-Fib fragmentleri ile elde edilen eksternal
kalibrasyon ise MS/MS spektrumlarina uygulanmistir. MS verileri GPS Explorer (Applied
Biosystem) ve MASCOT (Matrix Science, London, UK) yaziimlari kullanilarak veri
tabanlarina karsi taranmistir. Protein tanimlamada segilen tarama parametreleri

Cizelge 3.4’de verilmistir.

Cizelge 3.4 Protein tanimlamada segcilen tarama parametreleri

Parametre

Enzim Tripsin

Degisken modifikasyonlar Metiyonin oksidasyonu

Sabit modifikasyonlar Sistein karbamidometilasyonu
Peptid toleransi 50 ppm

MS/MS toleransi 0.4 dalton

Taksonomi Viridiplantae (yesil bitkiler)
Cihaz MALDI-TOF/TOF

Veri tabani aramasi SwissProt ve NCBInr protein veri tabanina karsi yapilmistir. MS/MS
verilerine gore dnemli diizeyde yliksek MASCOT skorlarina (gliven araligi %95’den daha

bliyik) sahip protein, givenilir sekilde tanimlanmis protein olarak kabul edilmistir.

3.4. istatistiki Analizler

Denemeler, rastgele deneme deseninde diizenlenmistir. Denemelerden elde edilen
veriler en az (¢ tekrarh olarak dizenlenmis iki bagimsiz denemeden elde edilmistir.
Analizlerden elde edilen veriler SPSS paket programi (SPSS ver. 16, Chicago, IL, USA)
kullanilarak analiz edilmistir. Proteomik analizler harig, diger tim analizlerden elde
edilen ortalamalar arasindaki onemli farkhliklar Duncan c¢oklu karsilastirma testi ile

belirlenmistir (P < 0.05).
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4. BULGULAR
4.1. Kanola Cesitlerinin Fitoremediasyon Potansiyellerinin Belirlenmesi
4.1.1. Fide Biiyiimesi ve Krom Birikimi Uzerine Cr(VI) Stresinin Etkisi

Varyans analizi (ANOVA) test edilen tim parametreler lzerine gesit, Cr(VI) stresi ve bu
etmenlerin etkilesimlerinin 6nemli (P<0.001) etkiye sahip oldugunu gostermistir
(Cizelge 4.1). Bu galismada, sekiz kanola gesidinin Cr(VI) stresine olan toleranslarindaki
genotipik cesitlilik degerlendirilmistir. Tium gesitlerin kuru agirliklari kontrole goére
Cr(V1) konsantrasyonlarinda énemli diizeyde (P<0.05) azalmistir (Cizelge 4.2). Kanola
cesitlerinin  kuru agirliklarindaki azalmalar 10, 50 ve 100 uM Cr(VI)
konsantrasyonlarinda sirasiyla %18-35, %20-50 ve %26-59 olarak belirlenmistir.
Bununla birlikte, tolerans indeksi (%) degerleri NK Petrol gesidinde en yiksek (%82.5-
74.1), Sary cesidinde ise en disuk (%65.7-40.8) bulunmustur (Cizelge 4.2).

Kanola gesitlerinin toprak Ustl dokularinda Cr birikimi Cr(VI) konsantrasyonunun
artisina bagh olarak 6nemli dizeyde (P<0.05) artis gostermistir (Cizelge 4.2). Kanola
cesitleri arasinda en yiiksek Cr birikimi 705.8 ug g_1 KA ile Sary cesidinde belirlenirken,
en disik Cr birikimi 255.0 pg g'1 KA ile NK Petrol ¢esidinde belirlenmistir.

Cizelge 4.1 Cr(VI) stresine maruz kalan kanola gesitlerinde kuru agirlik (KA), tolerans indeksi
(Ti), Cr birikimi (Cr), malondialdehit (MDA), klorofil (Klo), protein olmayan tiyol (NPT),
sUperoksit dismutaz (SOD), guaiakol peroksidaz (POD) ve katalaz (CAT) verilerinin varyans
analizinden elde edilen ortalama kareler

Ana etmen df KA Ti Cr MDA Klo NPT SOD POD CAT
Cesit ()* 7 10811 6713  19.67 3509  20.14 4.72 871.8 3778 6176
Cr(v)* 3 4422.9 2312.8 1265.0 3594.2 54.89 14.26 1617.7 1932.4 20.53

CxCr(vn* 21 98.06 54.4 18.27 67.17 7.19 0.38 77.02 149.1 2.62

Hata 160 9.37 14.39 7.45 24.15 0.34 0.13 9.03 5.41 0.69

* 0.001 seviyesinde dnemlidir.
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Cizelge 4.2 Kanola gesitlerinin kuru agirlik, tolerans indeksi ve Cr birikimi tizerine farkli Cr(VI)

konsantrasyonlarinin etkisi

Nominal Cr(VI) konsantrasyonu (uM)

Cesit 0 10 50 100
Kuru agirlik (mg fide™)
Champlain 56.0+ 1.2 % 42.7 +1.5* 320+0.6™ 28.7+0.9"
Dante 92.7+2.1° 62.5+2.1° 57.9+2.0%% 43.4+1.8%
Heros 72.8+4.8" 53.0+1.3°® 39.9+1.0" 30.4+19"
Nelson 75.5+1.8° 59.7+1.8 51.8+1.4%" 47.8+1.9%"
NK Petrol 63.0+1.2°¢ 52.0+1.7%" 50.3 + 1.58" 46.7 +1.7"
Sary 77.7+2.8°" 51.0+1.7%" 39.3+1.2% 31.7+1.7™
Siizer 443+1.9% 340+06™ 31.7+03™ 28.7+2.0'
Vectra 62.8+1.1°¢ 48.6 +1.28" 40.8+0.7" 36.5+1.1"™
Tolerans indeksi (%)
Champlain 76.2 +2.6°0* 57.1+1.0% 51.2+1.6"
Dante 67.4+2.2°%%® 62.4+2.1°%" 46.8+2.0™
Heros 72.8+1.8°%¢ 54.8+1.4% 41.8+2.7"
Nelson 77.2+2.4°° 66.9+1.9°® 61.8 +2.58"
NK Petrol 82.5+2.7° 79.9+2.3% 74.1+2.7%
Sary 65.7+2.2%® 50.6+1.6" 40.8+2.2"
Stizer 76.7 + 1.3 71.4+1.7° 64.7+4.6™"
Vectra 77.4+1.9%° 65.0+ 1.2 58.1+1.8"
Cr birikimi (ug g™* KA)
Champlain ND 25.9+0.23" 60.5+1.46° 414.0+ 6.48'
Dante ND 22.9+0.65° 89.6+1.49" 508.9+5.58™
Heros ND 19.9+0.21° 80.1+2.10° 338.9+9.61’
Nelson ND 13.8+0.03° 85.7+1.77°" 384.3+8.90"
NK Petrol ND 18.0+0.07% 62.0+1.71° 255.0+ 7.66'
Sary ND 18.8+0.17°" 72.5+3.13° 705.8+ 8.44°
Stizer ND 20.3+0.31° 61.6+1.06° 412.5+6.68'
Vectra ND 19.6 +0.12° 82.4+1.04% 516.2+ 8.88"
Varyans analizi
Kuru agirlik Tolerans indeksi Cr birikimi
Cesit F=115.4, P<0.05 F=46.65, P<0.05 F=2606, P <0.05
Uygulama F=472.2, P<0.05 F=160.7,P<0.05 F=1676, P<0.05

Cesit x Uygulama F=10.47, P<0.05 F=3.781,P<0.05 F=2421, P <0.05

* Her bir parametre igin farkh harflere (a-o) sahip veriler Duncan ¢oklu karsilastirma testine 6nemli
diizeye farkhdir (P<0.05). Tum veriler ortalama * standart hata olarak ifade edilmistir (n = 6).

4.1.2. Lipid Peroksidasyonu, Klorofil ve NPT igerikleri Uzerine Cr(VI) Stresinin Etkisi

Lipid peroksidasyonunun bir gostergesi olan malondialdehit icerigi Cr(VI) stresi
altindaki kanola cesitlerinde onemli diizeyde (P<0.05) artis gostermistir (Cizelge 4.3).

Kanola c¢esitlerinin MDA igerigindeki artis 10, 50 ve 100 uM Cr(VI)
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konsantrasyonlarinda sirasiyla 1.1-1.5, 1.4-2.0 ve 1.5-2.4 kat olarak belirlenmistir.
Bununla birlikte, en yiksek Cr(VI) konsantrasyonunda (100 uM) MDA icerigindeki artis
NK Petrol cesidinde en disik (1.4 kat), Sary cesidinde ise en ylksek (2.5 kat)

bulunmustur.

Cizelge 4.3 Kanola cesitlerinin yaprak dokusunda malondialdehit (MDA), klorofil ve protein
olmayan tiyol (NPT) icerikleri Gzerine farkli Cr(VI) konsantrasyonlarinin etkisi

Nominal Cr(VI) konsantrasyonu (uM)

Cesit 0 10 50 100
MDA igerigi (umol g ™' TA)
Champlain 19.4+0.7 °* 28.5+2.3°% 33.9+2.2°® 32.6+1.1%%
Dante 22.6+1.9% 28.5+2.4°% 457 +4.7" 47.2 £2.5%
Heros 20.7+1.8% 30.2+1.4% 37.3+3.6% 44.0+4.0%™
Nelson 200+0.9% 28.8+1.1°%¢ 32.5+1.8%® 40.9 +2.0M
NK Petrol 19.9+1.7%® 22.5+1.3%° 28.0+1.6% 30.5+0.3%
Sary 205+1.9% 28.0+0.7°% 35.7+0.7% 48.7 +1.9*
Stizer 18.7+1.2° 26.1+1.0° 33.8+2.0°® 33.7+0.9°®
Vectra 228+1.9% 34.7 +2.0°%" 38.9+1.4°8" 45.4 +2.1*
Klorofil icerigi (mg g™* TA)
Champlain 9.21+0.08 * 8.39+0.23 8.24 +0.20°% 7.46+0.18"
Dante 7.62+0.17 7.39+0.24 7.10+0.17 " 5.40 +0.15'
Heros 9.39+0.34° 7.43+0.25f 6.43 +0.14 5.12 +0.07'
Nelson 6.16+0.20 ¢ 9.88+0.25° 8.41+0.26“ 6.60 + 0.37 "k
NK Petrol 7.01+0.10 "  7.20+0.41%" 7.38+0.22 7.73+0.11°%f
Sary 8.37+0.35 ™ 6.60 +0.38 "k 5.26 +0.13' 2.63+0.12"
Stizer 8.57+0.25 ™ 9.22+0.38% 7.32+0.07%" 6.33+0.18%"
Vectra 9.87+0.20° 9.66 +0.26° 8.27 +0.20°% 6.66 +0.31 8"k
NPT igerigi (umol g * TA)
Champlain 2.85+0.10 3.18 +0.07 " 4.34+0.10“™  3.66+0.08""
Dante 3.62+0.05%%  3.87+0.14°8" 438+0.11"™  499+0.17°
Heros 2.87+0.08 3.20+0.07 3.81+0.12 %" 3.77 +0.06 "
Nelson 2.69+0.17° 3.52+0.12°%  350+0.15“%  4.09 +0.08"*
NK Petrol 3.07+0.21 *¢ 436+0.08"™  460+0.13'™°  4.72+0.16™
Sary 3.24+0.18°%  4.27+0.15%™  4.30+0.08"™  4.56+0.12™°
Stizer 3.36+0.09°*"  4.13+0.20™ 462+0.24™°  4.17+0.367"
Vectra 3.85+0.23 & 468+0.11" 4.92 +0.33° 5.12+0.19°
Varyans analizi
MDA Chl NPT
Cesit F=14.53, P<0.05 F=59.81, P<0.05 F=150.5, P <0.05
Uygulama F=148.8, P<0.05 F=163.1,P<0.05 F=265.5, P<0.05

Cesit x Uygulama F=2.782, P<0.05 F=21.37,P<0.05 F=24.57,P<0.05

* Her bir parametre icin farkli harflere (a-o) sahip veriler Duncan coklu karsilastirma testine 6nemli
diizeye farkhdir (P<0.05). Tum veriler ortalama * standart hata olarak ifade edilmistir (n = 6)
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Cizelge 4.4 Kanola cesitlerinin yaprak dokusunda SOD, POD ve CAT aktivitesi Uzerine farkli

Cr(VI1) konsantrasyonlarinin etkisi

Nominal Cr(VI) konsantrasyonu (uM)

Cultivars 0 10 50 100
SOD aktivitesi (U mg™" protein)
Champlain 18.3+1.2 % 19.0+0.7 21.5+ 0.6 26.2+05™®
Dante 21.6+0.8 " 21.3+1.0° 260+15" 40.1+1.6'
Heros 20.0+0.9 ™ 21.8+1.5° 25.8+13" 26.0+0.8™
Nelson 18.9+1.2%® 16.4+0.7° 18.2+1.5%® 21.6+1.0°
NK Petrol 21.3+1.4"° 25.5+1.8°® 27.2+0.5" 406+1.1"
Sary 27.5+2.0¢ 309+0.8" 41.7+2.1' 51.8+1.2!
Siizer 17.9+1.2°%® 18.3+0.8%° 23.3+0.4 < 324+1.2"
Vectra 25.0+ 1.7 % 27.0+1.3"% 314+15" 346+1.2"
POD aktivitesi (umol min~" mg™" protein)
Champlain 431+0.3° 5.06+0.3° 13.9+2.2°%%" 57 0+1.5%
Dante 10.9+0.5%%  20.8+2.4 °f" 27.9+54" 99.1+6.8"
Heros 7.05+0.9 ** 11.9+1.0°%"  17.6+0.8%" 220+1.6™"
Nelson 5.99+0.2 % 12.6+0.9°%"  17.1+1.6® 23.0+1.6%"
NK Petrol 12.9+1.1°%"  295+20" 40.3 +3.3! 92.145.7"
Sary 6.52+1.5% 7.88 +1.5 % 37.7+3.1" 759+6.1'
Stizer 5.96+0.8% 12.8+0.5°%"  153+1.1°%*% 594+49*
Vectra 7.12+0.8°%%  154+20°%%%  20.8+1.8°®" 29.4+3.0"
CAT aktivitesi (umol min™ mg™" protein)
Champlain 5.55+0.23°%  356+0.10° 3.56+0.35° 4.88+0.09°
Dante 9.65+0.23™ 8.37+0.20 7.39+0.37" 7.07 +0.51 8"
Heros 7.93+0.64" 6.20+0.20 %  6.18+0.47 %%  506+0.23"
Nelson 6.64+0.13°%"  4.84+0.25° 5.44 +0.28 * 4.96+0.21"
NK Petrol 9.35+0.15'" 9.15+0.32 1" 8.43+0.24 10.3+0.67"
Sary 6.49+0.38 "  564+0.51°"" 552+040°% 468+0.25°
Stizer 6.92 +0.36 &" 6.03+0.29 %  573+0.31°%"  §36+0.32 %"
Vectra 8.16 +0.47 8.40+0.29 7.10+0.28 & 6.72 +0.09 &"
Varyans analizi
SoD POD CAT
Cesit F=96.56, P <0.05 F=126.6, P<0.05 F=89.89, P <0.05
Uygulama F=179.2, P<0.05 F=611.8, P<0.05 F=29.87, P <0.05

Cesit x Uygulama F=8.530, P<0.05 F=78.96, P <0.05 F=3.820, P <0.05

* Her bir parametre igin farkh harflere (a-n) sahip veriler Duncan ¢oklu karsilastirma testine 6nemli
diizeye farkhdir (P<0.05). Tum veriler ortalama * standart hata olarak ifade edilmistir (n = 6).

Kanola cesitlerinin klorofil icerigi genellikle Cr(VI) konsantrasyonunun artisina bagl
olarak 6nemli dizeyde (P<0.05) azalmistir (Cizelge 4.3). Bununla birlikte, Nelson
cesidinin klorofil icerigi 10 ve 50 uM Cr(VI) konsantrasyonlarinda artis gosterirken, NK

Petrol cesidinin klorofil iceriginde tim Cr(VI) konsantrasyonlarinda énemli bir degisiklik
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belirlenmemistir. Kontrol fidelerine gore klorofil icerigindeki en fazla azalma %21-

69’luk oranla Sary ¢esidinde belirlenmistir.

Protein olmayan tiyol (NPT) icerigi Cr(VI) stresi altindaki kanola gesitlerinde kontrol
uygulamasina gore 6nemli diizeyde (P<0.05) artis gostermistir (Cizelge 4.3). Kanola
cesitlerinin MDA igerigindeki artis 10, 50 ve 100 uM Cr(VI) konsantrasyonlarinda
sirasiyla %6.7-41.7, %20.8-52.1 ve %28.9-53.9 olarak belirlenmistir. Bununla birlikte,
NPT iceriginde en yiksek artis %42-54 oranla NK Petrol ¢esidinde belirlenmistir (Cizelge
4.3).

4.1.3. Bazi Antioksidan Enzimleri Aktivitesi Uzerine Cr(VI) Stresinin Etkisi

Bu calismada, Cr(VI) stresi 8 kanola cesidinin yaprak dokularinda SOD ve POD
aktivitelerinde 6nemli diizeyde (P<0.05) artisa neden olurken, CAT aktivitesinde 6nemli
diizeyde azalisa neden olmustur (Cizelge 4.4.). En duslik Cr(VI) konsantrasyonunun (10
UM) SOD aktivitesi Uzerine olan etkisi genellikle 6nemsiz bulunmustur. Bununla
birlikte, en yiksek Cr(Vl) konsantrasyonunda (100 uM) SOD aktivitesindeki en yiksek
artis %90.4 ve %88.5 oranla sirasiyla NK Petrol ve Sary gesitlerinde belirlenmistir. Tim
cesitlerin POD aktiviteleri karsilastirildiginda, kontrole gore Cr(VI) stresindeki en ylksek
artis 11.7 kat artisla Sary cesidinde belirlenmistir (Cizelge 4.4). Bununla birlikte, Cr(VI)
stresi kanola gesitlerinin CAT aktivitesinde dnemli diizeyde azalmaya neden olmasina

karsin, NK Petrol ¢esidinin CAT aktivitesinde énemli bir etkiye neden olmamistir.

4.2. Siilfat Kullanilabilirliginin Cr(VI) Toleransi Uzerine Etkisi

Bu calismada, Cr(VI) stresi altindaki Cr-toleransh (NK Petrol) ve Cr-hassas (Sary) kanola
cesitlerinde silfat kullanilabilirliginin 6nemi belirlenmistir. Bu amacla, farkl stlfat
konsantrasyonlari (0, 1 ve 2 mM MgS0Q4) ve 100 uM Cr(VI) stresine maruz birakilan
kanola cesitlerinde fide blylmesi, Cr birikimi, klorofil icerigi, tiyol icerigi, lipid
peroksidasyonu, antioksidan enzimlerin aktivitesi, AsA-GSH dongistinin onemli

bilesiklerin icerikleri ve BnMP1 geninin ifade seviyesindeki degisimler belirlenmistir.
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4.2.1. Fide Biiyiimesi ve Krom Birikimi Uzerine Siilfat Kullanilabilirligi ve Cr(VI)

Stresinin Etkisi

Kanola gesitlerinin toprak UGstl organlarinin taze ve kuru agirliklari Gzerine farklh sulfat
konsantrasyonlari ve Cr(VI) stresinin etkisi Cizelge 4.5’de gosterilmistir. Kontrol
uygulamasi (+S/—Cr) ile karsilastinldiginda siilfat eksikligi (—S/—Cr) kanola ¢esitlerinin
taze ve kuru agirliklarinda 6nemli diizeyde (P<0.05) azalmaya neden olmus; fakat bu
azalmalar Sary cesidinde daha belirgin bulunmustur. Bununla birlikte, +HS/—Cr
uygulamasi blylime parametrelerinde kontrole gére onemli bir degisiklige neden
olmamuistir. Cr(VI) stresi tiim silfat uygulamalarinda blyime parametrelerini onemli
diizeyde azaltirken bu azalma Sary c¢esidinde daha belirgin bulunmustur. Bununla
birlikte, taze ve kuru agirliklardaki en yiksek azalma kombine stres (—S/+Cr) altindaki

bitkilerde belirlenmistir.

Cizelge 4.5 Cr-toleransli ve Cr-hassas kanola gesitlerinin toprak Ustli organlarinin taze ve kuru
agirhklari ve Cr birikimi tizerine farkh silfat konsantrasyonlari ve Cr(VI) stresinin etkisi

Cesit Uveulamalar Taze agirlik Kuru agirlik Cr birikimi
: ve Kontroliin yiizdesi (%) ug g KA
NK Petrol +S/—Cr 100.0 + 0.0°"* 100.0 + 0.0°® ND
(Cr-toleransli) +S/+Cr 91.1+1.8“ 94.0 + 3.3 31.5+5.4°
—S/—Cr 98.8 +2.5% 90.6 + 2.1 ND
—S/+Cr 83.6+1.8¢ 83.1+1.6% 241.6 +22.9°
+HS/—Cr 103.1+2.7° 103.4 + 1.8° ND
+HS/+Cr 94.5 + 3.3% 97.5+3.2% 33.2+7.0°
Sary +S/—Cr 100.0 + 0.0® 100.0 + 0.0* ND
(Cr-hassas) +S/+Cr 66.1+2.5° 82.4+1.2% 479+3.9°
—S/—Cr 89.2 + 1.4 79.8+2.7¢ ND
—S/+Cr 547+1.7 62.7+4.5 343.4 +27.5¢
+HS/—Cr 100.0 + 2.1%° 99.9+5.1% ND
+HS/+Cr 66.9 + 2.4° 80.8+2.9° 46.5+4.7°

* Her bir parametre icin farkl harflere (a-f) sahip veriler Duncan c¢oklu karsilastirma testine 6nemli
diizeye farkhdir (P<0.05). Tim veriler ortalama + standart hata olarak ifade edilmistir (n = 6).
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Kanola cesitlerinin toprak Ustli dokularinda Cr birikimi Gzerine siilfat konsantrasyonlari
ve Cr(VI) stresinin etkileri Cizelge 4.5'de verilmistir. Her iki ¢cesidin Cr birikimleri +S/+Cr
ve +HS/+Cr silfat uygulamalarinda benzerlik gostermistir. Bununla birlikte, —S/+Cr
uygulamasi her iki gesidin Cr birikiminde onemli diizeye artisa neden olmustur
(P<0.05). Diger taraftan, Cr(VI) stresi altindaki Sary cesidi tiim silfat uygulamalarinda

NK Petrol ¢esidine gore onemli diizeyde daha fazla Cr biriktirmistir (Cizelge 4.5).

4.2.2. Lipid Peroksidasyonu ve Klorofil igerigi Uzerine Siilfat Kullanilabilirligi ve Cr(VI)

Stresinin Etkisi

Lipid peroksidasyon trini olan malondialdehit (MDA) icerigi Cr(VI) stresine maruz
birakilan kanola cesitlerinin yaprak dokularinda o6nemli dizeyde (P<0.05) artis
gostermistir (Sekil 4.1a). Kombine stres (—S/+Cr) her iki ¢esidin MDA igeriginde diger
stres uygulamalarina goére daha fazla artisa neden olmustur. Bununla birlikte, +HS
uygulamasi MDA icerigi Uzerine Cr(VI) stresinin arttirici etkisini sadece NK Petrol
cesidinde ortadan kaldirmistir. Ayrica Cr(VI) stresi altindaki NK Petrol ¢esidine gore Sary
cesidinin tim sillfat uygulamalarinda daha fazla MDA icerigine sahip oldugu

belirlenmistir.

Bu ¢alismada, iki kanola ¢esidinin klorofil icerigi lizerine farkl stlfat konsantrasyonlari
ve Cr(VI) stresinin etkisi Sekil 4.1b’de gosterilmistir. Kontrole gére -S/-Cr uygulamasi
sadece Sary cesidinin klorofil iceriginde onemli bir azalmaya (%23.6) neden olmustur
(P<0.05). Bununla birlikte, Cr(VI) stresi Sary cesidinin klorofil icerigini tim silfat
uygulamalarinda azaltirken, NK petrol c¢esidinin klorofil icerigi sadece -S/+Cr
uygulamasinda azalmistir. Ayrica klorofil icerigindeki en fazla azalma -S/+Cr

uygulamasina maruz kalan fidelerde belirlenmistir.
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Uygulamalar

Sekil 4.1 Kanola cesitlerinin yaprak dokusunda (a) MDA ve (b) klorofil icerikleri tGzerine farkli
silfat konsantrasyonlari (0, 1 ve 2 mM MgS0,) ve Cr(VI) stresinin (100 uM) etkisi. Farkh harfler
Duncan ¢oklu karsilastirma testine gére 6nemli dizeydeki farkhliklari gostermektedir (P<0.05).

4.2.3. Antioksidan Savunma Sistemi Uzerine Siilfat Kullanilabilirligi ve Cr(VI) Stresinin

Etkisi

Kanola cesitlerinin yaprak dokularinda SOD, POD, APX, CAT, GR ve GST gibi antioksidan
enzimlerin aktivitesi Uzerine farkli siilfat konsantrasyonlari ve Cr(VI) stresinin etkisi
Sekil 4.2, 4.3 ve 4.4de gosterilmistir. Cr(VI) stresi her iki ¢cesidin SOD aktivitesini tim
sulfat uygulamalarinda 6nemli diizeyde (P<0.05) arttirmis olmasina karsin, bu artis NK
Petrol cesidinde daha fazla bulunmustur (Sekil 4.2a). Bununla birlikte, diger stres
uygulamalarina goére -S/+Cr uygulamasi SOD aktivitesinde daha fazla artisa neden
olmustur. Kontrole gore -S/-Cr uygulamasi sadece NK Petrol c¢esidinin APX
aktivitesinde 6nemli dizeyde artisa neden olmustur (Sekil 4.2b). -S/+Cr ve +S/+Cr

uygulamalari APX aktivitesinde artisa neden olurken, bu artis NK Petrol cesidinde
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onemli duzeyde daha yiiksek bulunmustur. Bununla birlikte, +HS/-Cr uygulamasi her

iki cesidin APX aktivitesinde kontrole gore bir artisa neden olmustur.
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Uygulamalar

Sekil 4.2 Kanola cesitlerinin yaprak dokusunda (a) SOD ve (b) APX aktiviteleri Gzerine farkli
silfat konsantrasyonlari (0, 1 ve 2 mM MgS0,) ve Cr(VI) stresinin (100 uM) etkisi. Farkh harfler
Duncan ¢oklu karsilastirma testine gére onemli dizeydeki farkhliklari gostermektedir (P<0.05).

Kontrole gore tim silfat uygulamalarinda Cr(VI) stresi POD aktivitesinde 6nemli
(P<0.05) artisa neden olmustur (Sekil 4.3a). Bununla birlikte, kontrole gére +HS/-Cr
uygulamasi POD aktivitesinde 6nemli bir artis saglamistir. Ayrica tim silfat
uygulamalarinda Cr(VI) stresi NK Petrol cesidine gore Sary cesidinin POD aktivitesinde
onemli dizeyde daha fazla artisa neden olmustur. Silfat eksikligi ve +HS/-Cr
uygulamalari her iki cesidin CAT aktivitesinde kontrole gore bir azalmaya neden
olmustur (Sekil 4.3b). Bununla birlikte, Cr(VI) stresi CAT aktivitelerinde 6nemli diizeyde

azalmaya neden olurken bu azalis Sary ¢esidinde daha fazla bulunmustur.
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Uygulamalar

Sekil 4.3 Kanola cesitlerinin yaprak dokusunda (a) POD ve (b) CAT aktiviteleri Gzerine farkli
silfat konsantrasyonlari (0, 1 ve 2 mM MgSQ,) ve Cr(VI) stresinin (100 uM) etkisi. Farkh harfler
Duncan ¢oklu karsilastirma testine gére 6nemli dizeydeki farkhliklari gostermektedir (P<0.05).

Sulfat eksikligi ve +HS/-Cr uygulamalari her iki ¢esidin GR aktivitesinde kontrole gore
bir azalmaya neden olmustur (Sekil 4.4a). Kombine stres GR aktivitesinde artisa neden
olurken bu artis NK Petrol ¢esidinde daha fazla bulunmustur. Bununla birlikte, +S/+Cr
uygulamasi her iki ¢esidin GR aktivitesini azaltirken, +HS/+Cr uygulamasi 6nemli bir
etkiye neden olmamistir. -S/-Cr uygulamasi NK petrol cesidinin GST aktivitesinde
kontrole gére 6nemli bir artisa neden olurken Sary c¢esidinin GST aktivitesine azalisa
neden olmustur (Sekil 4.4b). Kombine stres NK Petrol ¢cesidinin GST aktivitesinde ilave
artisa neden olmustur. +S/+Cr uygulamasi her iki ¢esidinin GST aktivitesinde azalmaya
neden olmustur. Bununla birlikte, +HS/-Cr uygulamasi Sary ¢esidinin GST aktivitesini

azaltmistir.
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Uygulamalar

Sekil 4.4 Kanola cesitlerinin yaprak dokusunda (a) GR ve (b) GST aktiviteleri Gzerine farkl silfat
konsantrasyonlari (0, 1 ve 2 mM MgS0O,) ve Cr(VI) stresinin (100 uM) etkisi. Farkli harfler
Duncan ¢oklu karsilastirma testine goére onemli diizeydeki farkhliklari géstermektedir (P<0.05).

Kontrole goére -S/-Cr uygulamasi her iki cesidin AsA iceriginde 6nemli dizeyde (P<0.05)
azalmaya neden olmustur (Sekil 4.5a). Bununla birlikte, -S/+Cr uygulamasi AsA
iceriklerinde daha fazla azalmaya neden olmustur. +S/+Cr uygulamasi sadece NK Petrol
cesidinin AsA icerigini 6nemli duzeyde azaltmistir. +HS/+Cr uygulamasi Sary ¢esidinin
AsA iceriginde azalmaya neden olurken NK Petrol ¢esidinin AsA iceriginde 6nemli etki
gostermemistir. Bununla birlikte, Cr(VI) stresinin yani sira sulfat eksikligi AsA/DHA

oraninda azalmaya neden olmustur (Sekil 4.5b).
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Uygulamalar

Sekil 4.5 Kanola cesitlerinin yaprak dokusunda (a) AsA icerigi ve (b) AsA/DHA orani Uzerine
farkh silfat konsantrasyonlari (0, 1 ve 2 mM MgS0O,) ve Cr(VI) stresinin (100 uM) etkisi. Farkh
harfler Duncan c¢oklu karsilastirma testine gore 6nemli dizeydeki farkhliklari gbéstermektedir
(P<0.05).

Kontrole gére —S/-Cr uygulamasi her iki ¢cesidin GSH icerigini 6nemli diizeyde (P<0.05)
azaltmistir (Sekil 4.6a). +S/+Cr ve +HS/+Cr uygulamalari NK Petrol ¢esidinin GSH
iceriginde azalmaya neden olurken Sary cesidinde 6nemli bir etki gostermemistir.
Bununla birlikte, —=S/+Cr uygulamasi GSH iceriklerini arttirirken bu artis Sary ¢esidinde
daha fazla bulunmustur. Ayrica silfat eksikligi ve asiri silfat uygulamalarinin yani sira
Cr(VI) stresi GSH/GSSG oranlarinda artisa neden olurken bu artis Sary ¢esidinde daha
yuksek bulunmustur (Sekil 4.6b).
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Sekil 4.6 Kanola cesitlerinin yaprak dokusunda (a) GSH igerigi ve (b) GSH/GSSG orani Uizerine
farkh silfat konsantrasyonlari (0, 1 ve 2 mM MgSQO,) ve Cr(VI) stresinin (100 uM) etkisi. Farkh
harfler Duncan c¢oklu karsilastirma testine gore dnemli dizeydeki farkhliklari gbéstermektedir
(P<0.05).

4.2.4. Sistein ve Tiyol icerikleri Uzerine Siilfat Kullanilabilirligi ve Cr(VI) Stresinin Etkisi

Kontrolle mukayese edildiginde, -S/-Cr veya +HS/-Cr uygulamalari her iki ¢esidinin
sistein iceriklerinde 6nemli bir degisime neden olmamistir (Sekil 4.7a). Bununla birlikte,
tim sdlfat uygulamalarinda Cr(VI) stresi sistein iceriklerini 6nemli diizeyde (P<0.05)
arttirmis ve bu artis NK Petrol ¢cesidinde daha fazla bulunmustur. Ayrica kombine stres
NK Petrol cesidinin sistein icerigini yaklasik 8 kat arttirirken, Sary c¢esidinde énemli bir
etki gostermemistir. Kontrole gore -S/-Cr uygulamasi her iki ¢esidin NPT icerigini
onemli duzeyde (P<0.05) azaltmistir (Sekil 4.7b). Bununla birlikte, -S/+Cr ve +S/+Cr
uygulamalari NPT iceriklerine artisa neden olurken bu artis Sary cesidinde daha fazla

bulunmustur.

82



NK Petrol
(@) 180 - e L]
e H Sary
150 d

’§”'\ | c
E‘;f—( 120 c X
O
c o 90
£5
BE  60-
(D\/

30 ’_Y_’a a aa i a a

O T T ’;- T T ’;. T
(b) 54

e

4 dd d %
’5’3 be & odod od
ol 3 aab
O o
e

2_
o
z5

1_

0 T T T T T

+S/-Cr  +S/+Cr -S/-Cr  -S/+Cr +HS/-Cr +HS/+Cr
1mM MgSO, O0mM MgSO, 2 mM MgSO,
Uygulamalar

Sekil 4.7 Kanola cesitlerinin yaprak dokusunda (a) sistein ve (b) NPT icerikleri Gzerine farkli
silfat konsantrasyonlari (0, 1 ve 2 mM MgS0,) ve Cr(VI) stresinin (100 uM) etkisi. Farkh harfler
Duncan ¢oklu karsilastirma testine gére 6nemli dizeydeki farkhliklari gostermektedir (P<0.05).

4.2.5. Brassica napus Metallotiyonein Protein 1 (BnMP1) Geninin ifadesi Uzerine

Sulfat Kullanilabilirligi ve Cr(VI) Stresinin Etkisi

Bu arastirmada, kanola cesitlerinin yaprak dokularinda metallotiyonein proteinini
kodlayan genin (BnMP1) ifade seviyesi Gizerine farkli siilfat konsantrasyonlari (0, 1 ve 2
mM MgS0O,) ve Cr(VI) stresinin (100 uM) etkisi incelenmistir. BnMP1 geninin ifade
profilini belirlemek icin, yaprak dokularindan total RNA izole edilmis ve gercek-zamanh

kantitatif PCR (qPCR) analizlerine maruz birakilmistir. Kanola BnMP1 ve S-aktin genleri

83



icin gergeklestirilen qPCR analizleri her iki gen igin de basarili bir amplifikasyonun

oldugunu gostermistir (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8 Farkl siilfat konsantrasyonlari ve Cr(VI) stresine maruz birakilan kanola gesitlerinde
RT-Q-PCR ile belirlenmis (a) BnMP1 geninin transkript birikimleri ve (b) bu 6rneklere ait
standart egri.

Kanola fidelerinin yaprak dokularinda BnMP1 geni {zerine farkli silfat
konsantrasyonlari ve Cr(VI) stresinin etkisini Sekil 4.9’da gosterilmistir. Kontrolle
mukayese edildiginde -S/-Cr uygulamasi her iki ¢esidin ifade seviyelerinde énemli bir
degisime neden olmamistir. Kombine stres sadece NK Petrol ¢cesidinde BnMP1 geninin
ifade seviyesinde bir artisla sonuglanmistir. +HS/-Cr uygulamasi Sary cesidinin ifade
seviyesinde kontrole gore bir artisa neden olurken, NK Petrol cesidinde 6nemli bir etki

gostermemistir. Bununla birlikte, +HS/+Cr uygulamasi hassas Sary c¢esidinin ifade
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seviyesinde 4 kat artisa neden olurken, NK Petrol ¢esidinde dnemli bir etkiye neden
olmamistir. Ayrica +S/+Cr uygulamasi sadece Sary gesidinin gen ifadesinde 6nemli bir

artisa neden olmustur (Sekil 4.9).
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+S/-Cr  +S/+Cr -S/-Cr -S/+Cr +HS/-Cr +HS/+Cr
1mM MgSO, O0mM MgSO, 2 mM MgSO,
Uygulamalar

(o]

Nispi ekspresyon seviyesi

Sekil 4.9 Kanola cesitlerinin yaprak dokusunda BnMP1 mRNA’sinin ifade seviyesi lizerine farkli
sulfat konsantrasyonlari (0, 1 ve 2 mM MgSQ,) ve Cr(VI) stresinin (100 uM) etkisi. Nispi BnMP1

-AACT

gen ifade seviyesi 2 metodu ile belirlenmis ve B-aktin mRNA seviyesi ile normalize

edilmistir. Kontrol grubu (+S/-Cr) kalibrasyon igin kullanilmistir. Farkli harfler Duncan ¢oklu
karsilastirma testine gore 6nemli diizeydeki farkliliklari géstermektedir (P<0.05).

4.2.6. Proteom Degisimleri Uzerine Siilfat Kullanilabilirligi ve Cr(VI1) Stresinin Etkisi

Bu arastirmada, nispeten Cr-toleransli NK Petrol ve Cr-hassas Sary cesitlerinin yaprak
dokularinda Cr(VI)-tesvikli proteom degisimleri Gzerine  farkl sulfat
konsantrasyonlarinin etkisi degerlendirilmistir. Bu amacgla, +S/—Cr (kontrol), +S/+Cr,
—S/—Cr (kukart eksikligi), —S/+Cr (kombine stres), +HS/—Cr (asirt S uygulamasi) ve
+HS/+Cr uygulamalarina ait fidelerin yaprak dokularindan elde edilen proteinler 2-D
elektroforez (IEF/SDS PAJE) yontemi ile analiz edilmistir. Uygulamalar arasinda kontrole
(+S/—Cr) gore ifade seviyesi 2 kat veya daha fazla degisim gosteren protein benekleri
farkli sekilde ifade olan protein olarak tanimlanmistir. Jeller PDQuest yazilimiyla analiz
edildiginde, azalan yonde diizenlenen 23 ve artan yonde diizenlenen 42 protein benegi
belirlenmistir (Sekil 4.10). Farkh sekilde ifade olan 65 proteinden 46’si MALDI-TOF/TOF
kitle spektrometrisi analizleri ve veri tabani (NCBInr ve Swiss-Prot) taramasi ile basarili

bir sekilde tanimlanmistir (Cizelge 4.6).
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Sekil 4.10 Kanola gesitlerinin yaprak dokusunda Cr(VI) stresi ve farkh siilfat uygulamalarinda
farkl sekilde ifade olan 65 proteinin 2-D elektroforetik jellerdeki gdsterimi. Birinci boyut 80 pg
protein ylUklenmis IPG stripleri (17 cm, pH 4-7) ve ikinci boyut olan SDS-PAJE ise %12’lik jelde
gerceklestirilmistir. Bu analitik jellerdeki proteinler gimis boyama ile goérinir hale
getirilmistir.

Tanimlanan 46 protein fonksiyonlarina gére fotosentez, enerji metabolizmasi, stres
savunma, sinyal iletimi ve saperon olmak Uzere farkh kategorilere ayrilmistir (Cizelge
4.7; Sekil 4.11). Bununla birlikte, 2-D jellerdeki bazi protein beneklerinin 6zdes oldugu
belirlenmistir. Cr(VI) stresi ve farkh silfat konsantrasyonlari kanola fidelerinin yaprak
dokularinda fotosentez ile iliskili 18 proteinin (5, 7, 8, 9, 16, 26, 27, 28, 29, 34, 37, 38,
39, 44, 46, 59, 61 ve 64 nolu benekler) ifadesinde farkliliga neden olmustur (Cizelge 4.6
ve 4.7). Kontrole gore —S/—Cr uygulamasi, sitokrom be-f kompleksi demir-kukirt alt
biriminin (benek 7) toleransli NK petrol ¢esidinde 2.4 kat, hassas Sary cesidinde ise 2.0
kat artmasina neden olmustur. Bu proteinin —S/+Cr uygulamasinda her iki ¢esitte de
azalan yonde dizenlendigi belirlenmistir. Bir diger sitokrom bs-f kompleksi demir-
kikart alt biriminin (benek 8) NK Petrol ¢esidinde —S/—Cr uygulamasi ile 9.2 kat arttigi,
buna karsin —S/+Cr uygulamasi ile azaldigi bulunmustur. Sitokrom bs-f kompleksi
demir-kikart alt biriminin tclinci formunun (benek 5) ise Sary cesidinde —S/+Cr

uygulamasinda azalan yonde diizenlendigi belirlenmistir.

86



L8

Cizelge 4.6 Cr(VI) stresi ve farkli siilfat konsantrasyonlarina maruz birakilan kanola gesitlerinin yaprak dokusunda MALDI-TOF/TOF kitle spektrometrisi

ile tanimlanan 46 protein

Aksesyon d Deneysel Teorik h . ;
Benek® Protein® Organizma Skor® EPS Ifade profili'
numarasi® g pI/MA"  pl/MA® P
2 ATPE_ARATH ATP sentaz epsilon zinciri Arabidopsis 525 6.3/14.9 5.0/14.5 14 3 +S =S +HS
thaliana i?
‘5
g ol
-Cr +Cr -Cr +Cr -Cr +Cr
3 ATPE_ARATH ATP sentaz epsilon zinciri Arabidopsis 414 5.8/15.6 5.0/14.5 10 3 +S S 4HS
thaliana ﬁ
§
o 04
-Cr +Cr -Cr +Cr -Cr +Cr
4 PRX2E_ARATH  Peroksiredoksin-2E Arabidopsis 107 5.1/19.0 9.12/24.7 4 2 +S  -S  +HS
thaliana %
£
s
~ "_Cr +Cr -Cr +Cr -Cr +Cr
5 UCRIA_ARATH  Sitokrom bg-f kompleksi demir-kiikiirt alt birimi Arabidopsis 265 6.2/19.1 8.8/24.4 10 3 +S  -S  +4HS
thaliana %
£
@
§ 11
"-Cr +Cr -Cr +Cr -Cr +Cr
6 TRXM4_ARATH Tiyoredoksin M-tip 4 Arabidopsis 108 4.7/18.7 9.6/21.2 8 3 +S -S  +4HS
thaliana i?
‘5
g ol
-Cr +Cr -Cr +Cr -Cr +Cr
7 UCRIA_ARATH  Sitokrom bg-f kompleksi demir-kiikiirt alt birimi Arabidopsis 172 5.8/19.2 8.8/24.4 7 3 +S _-S  _+HsS
thaliana ﬁ
§
o

04
-Cr +Cr -Cr +Cr Cr +Cr
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Cizelge 4.6 Devami

Aksesyon . d Deneysel Teorik h . i
Benek® Protein® Organizma Skor® EPS Ifade profili
numarasi® & pl/MA"  pl/MmAE P
8 UCRIA_ARATH  Sitokrom bg-f kompleksi demir-kiikirt alt birimi Arabidopsis 113 5.7/19.2 8.8/24.4 5 3 51_+8 _-S _+HS
thaliana 3
€ 2%
2
o 04
-Cr +Cr -Cr +Cr Cr +Cr
9 RK123_ARATH  50S ribozomal protein L12-3 Arabidopsis 223 4.6/19.0 5.5/19.7 7 3 3145 _-S _+Hs
thaliana i? 24
£ 4l
g
o 04
-Cr +Cr -Cr +Cr -Cr +Cr
14 GLP1_SINAL Germin-benzeri protein 1 Sinapis alba 250 5.8/22.8 6.3/21.9 4 3 2145 _-S _+HS
=
£
g
o 04
-Cr +Cr -Cr +Cr -Cr +Cr
16 CB11_SOLLC Klorofil a-b baglayici protein 6A Solanum 147 5.6/23.7 5.8/26.6 6 3 471_48 -S  +HS
lycopersicum §
c 2]
5
]
o o4
-Cr +Cr -Cr +Cr -Cr +Cr
17 BAS1A_ARATH  2-Cys peroksiredoksin BAS1 Arabidopsis 257 4.5/24.2 6.9/29.1 6 3 3148 _-8 _+HS
thaliana % 21
5 ]
o
o 04
-Cr +Cr -Cr +Cr Cr +Cr
18 BAS1A_ARATH  2-Cys peroksiredoksin BAS1 Arabidopsis 266 4.9/24.2 6.9/29.1 5 3 3145 _-5 _+HS
thaliana 3 2
£ 4l
g
T o

"_Cr +Cr -Cr +Cr -Cr +Cr
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Cizelge 4.6 Devami

Aksesyon d Deneysel Teorik h . i
Benek® Protein® Organizma Skor® EPS Ifade profili'
numarasi® & pl/MA"  pl/MmAE P
19 BAS1A_ARATH  2-Cys peroksiredoksin BAS1 Arabidopsis 248 4.6/24.2 6.9/29.1 4 3 51 _+S _-S _4Hs
thaliana 3
< 25
-
a o4
-Cr +Cr -Cr +Cr -Cr +Cr
21 GST16_ARATH  Glutatyon S-transferaz 16 Arabidopsis 69 6.1/27.4 6.3/24.1 5 2 671+ _-S +HS
thaliana i? 41
5 2
]
a o4
-Cr +Cr -Cr +Cr -Cr +Cr
22 FRI1_BRANA Ferritin-1 Brassica 405 5.2/27.5 5.5/28.2 13 3 51_4S S  +HS
=3
napus 3
p g 251
g
o o4
-Cr +Cr -Cr +Cr -Cr +Cr
23 CH10C_ARATH 20 kDa saperonin Arabidopsis 175 5.5/27.5 8.9/26.8 7 3 31_+S _-8 _4HS
thaliana 3 2
g 1
°
o o4
-Cr +Cr -Cr +Cr -Cr +Cr
25 GSTXA_ARATH  Glutatyon S-transferaz 103-1A Arabidopsis 92 6.3/28.1 5.4/25.9 2 3 31_+S _-S _4Hs
thaliana 3 2
£ 4]
-
a o4
-Cr +Cr -Cr +Cr -Cr +Cr
26 CB26_ARATH Klorofil a-b baglayici protein CP26 Arabidopsis 320 5.9/28.2 6.0/30.1 11 3 2145 _-S _+Hs
thaliana i?
c "
=
o

0_—Cr +Cr -Cr +Cr -Cr +Cr
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Cizelge 4. 6 Devami

Aksesyon d Deneysel Teorik h . i
Benek® Protein® Organizma Skor® EPS Ifade profili'
numarasi® & pI/MA"  pl/MA® P
27 CAHC_ARATH  Karbonik anhidraz Arabidopsis 184 6.1/28.2 5.7/37.4 8 3 +S _-S _4Hs
thaliana 3
-
o 4
-Cr +Cr -Cr +Cr -Cr +Cr
28 PAP6_ARATH Muhtemel plastid-lipid-iliskili protein 6 Arabidopsis 187 5.6/28.5 5.8/30.4 8 3 +S S  4HS
thaliana i?
£
=
o 4
-Cr +Cr -Cr +Cr -Cr +Cr
29 CB23_SOLLC Klorofil a-b baglayici protein 13 Solanum 76 4.7/27.7 5.1/28.6 3 3 +S S 4HS
lycopersicum %
£
g
o 4
-Cr +Cr -Cr +Cr -Cr +Cr
30 TPIS_ARATH Triozefosfat izomeraz Arabidopsis 354 6.2/28.8 5.4/27.2 9 2 +S S +HS
thaliana §
.‘053
° h I I
o 4
-Cr +Cr -Cr +Cr -Cr +Cr
33 APX1_ARATH L-askorbat peroksidaz 1 Arabidopsis 173 5.8/29.4 5.7/27.5 12 3 +S  _-S_ +Hs
thaliana %
£
-
o 4
-Cr +Cr -Cr +Cr -Cr +Cr
34 CAHC_ARATH  Karbonik anhidraz Arabidopsis 109 6.0/30.4  5.7/37.4 2 2 +S -8 _+HS
thaliana i?
£
=
o

0_—Cr +Cr -Cr +Cr -Cr +Cr
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Cizelge 4.6 Devami

Aksesyon d Deneysel Teorik h . i
Benek® Protein® Organizma Skor® EPS ifade profili'
numarasi® & pl/MA"  pl/MmAE P
37 RBL_BRAOL RuBisCO biiylik zincir Brassica 556 6.2/32.0 5.9/52.9 26 3 +S -S  +HS
oleracea 3
£
S
o 4
-Cr +Cr -Cr +Cr -Cr +Cr
38 RBL_MORRU RuBisCO buyik zincir Morus rubra 252 6.4/32.8 6.0/51.6 17 3 +S  -S  +HS
8
£
3
o 4
-Cr +Cr -Cr +Cr -Cr +Cr
39 RBL_ARAHI RuBisCO biyiik zincir Arabidopsis 277 6.5/32.8 5.9/52.9 19 3 +S =S +HS
thaliana %
£
=
o 4
-Cr +Cr -Cr +Cr -Cr +Cr
40 LGUL_BRAOG Laktoilglutatyon liyaz Brassica 150 5.4/32.1 5.2/31.6 8 2 +S  -S  +HS
oleracea §
.5
°
o 4
-Cr +Cr -Cr +Cr -Cr +Cr
42 THI4_ARATH Tiazol biyosentetik enzim Arabidopsis 113 5.5/32.8 5.8/36.6 4 2 +§ _-S  +Hs
thaliana %
£
S
o 4
-Cr +Cr -Cr +Cr -Cr +Cr
44 RCA2_LARTR RuBisCO aktivaz 2 Larrea 294 6.2/33.5 6.8/48.0 14 3 +S S +HS
tridentata i?
£
3
o

0_—Cr +Cr -Cr +Cr -Cr +Cr
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Cizelge 4.6 Devami

Aksesyon d Deneysel Teorik h . i
Benek® Protein® Organizma Skor® EPS ifade profili'
numarasi® & pl/MA"  pl/MmAE P
45 THI4_ARATH Tiazol biyosentetik enzim Arabidopsis 121 5.4/33.5 5.8/36.6 6 3 +S _-S _+HS
thaliana 3
£
S
o 4
-Cr +Cr -Cr +Cr -Cr +Cr
46 RR30_SPIOL 30S ribozomal protein 1 Spinacia 61 6.2/33.6 6.7/33.7 5 3 +S S <HS
oleracea i?
£
3
o 4
-Cr +Cr -Cr +Cr -Cr +Cr
50 THI4_ARATH Tiazol biyosentetik enzim Arabidopsis 119 5.1/34.4 5.8/36.6 4 3 +S =S +HS
thaliana %
L
°
o 4
-Cr +Cr -Cr +Cr -Cr +Cr
51 ANXD1_ARATH Anneksin D1 Arabidopsis 521 5.4/36.3 5.2/36.2 20 2 +S S +HS
thaliana §
.5
2 LI
-Cr +Cr -Cr +Cr -Cr +Cr
52 ANXD1_ARATH Anneksin D1 Arabidopsis 216 5.3/37.0 5.2/36.2 13 2 +S -S  +HS
thaliana %
£
S
o 4
-Cr +Cr -Cr +Cr -Cr +Cr
53 ANXD1_ARATH Anneksin D1 Arabidopsis 507 5.5/37.0  5.2/36.2 20 3 +§ _-S _+HS
thaliana i?
£
3
o

0_—Cr +Cr -Cr +Cr -Cr +Cr




Cizelge 4.6 Devami
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Aksesyon d Deneysel Teorik h . i
Benek® Protein® Organizma Skor® EPS Ifade profili'
numarasi® & pl/MA"  pl/MmAE P
54 ALFC3_ARATH  Muhtemel fruktoz-bifosfat aldolaz 3 Arabidopsis 106 6.7/37.1 8.2/42.3 6 33
thaliana % 2
£ 1
£
0-—Cr +Cr -Cr +Cr -Cr +Cr
56 LONH1_ARATH Lon proteaz homologu 1 Arabidopsis 46 6.6/37.8 6.9/97.8 1 2 .S 4HS
thaliana i? 4
£ L]
g
- -Cr +Cr -Cr +Cr -Cr +Cr
57 ALF2_PEA Fruktoz-bifosfat aldolaz Pisum sativum 76 6.5/38.5 6.8/38.5 5 3 4145 - +H
2
L o
0-fCr +Cr -Cr +Cr -Cr +Cr
59 CHLI_ARATH Magnezyum-selataz alt birim chill Arabidopsis 173 5.1/40.1 6.1/46.2 15 3 27_4+S -S  +HS
thaliana 2
c 1
5
L
-Cr +Cr -Cr +Cr -Cr +Cr
60 DCUP2_ARATH Uroporfirinojen dekarboksilaz 2 Arabidopsis 169 6.5/40.3 8.3/43.6 4 3 21 _+S _-S _4HS
thaliana 3
c
S
0 Cr+Cr -Cr +Cr-Cr +Cr
61 CHLI_ARATH Magnezyum-selataz alt birim chll Arabidopsis 188 5.1/40.5 6.1/46.2 10 3 271 .+8 -8 +Hs
thaliana 3
£ 1
=
o

0_—Cr +Cr -Cr +Cr -Cr +Cr
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Cizelge 4.6 Devami

Aksesyon d Deneysel Teorik h . i
Benek® Protein® Organizma Skor® EPS Ifade profili'
numarasi® & pl/MA"  pl/MmAE P
62 METK2_BRAJU  S-adenozilmetiyonin sentetaz 2 Arabidopsis 371 5.8/43.2 5.4/42.9 12 3 31 45 -8 _4Hs
thaliana % )
£ 4]
2
a o4
-Cr +Cr -Cr +Cr -Cr +Cr
63 MB31_ARATH Mirosinaz-baglayici protein-benzeri At3g16470 Arabidopsis 147 5.1/45.0 5.1/48.5 1 3 67 +8 -8 +Hs
thaliana i? 4]
£,
g
a o4
-Cr +Cr -Cr +Cr -Cr +Cr
64 PGKH_ARATH Fosfogliserat kinaz Arabidopsis 76 5.2/45.5 6.2/49.9 5 3 6145 _-S8 _+HS
thaliana 3 41
£ 5l
o
o o4
-Cr +Cr -Cr +Cr -Cr +Cr
65 ATPA_DIOEL ATP sentaz alt birim alfa Dioscorea 152 5.3/58.6 5.4/55.1 13 3 27_48 S +HS
elephantipes §
c 11
5
]
o

0 Cr+Cr-Cr +Cr -Cr +Cr

?2-D jellerde gosterilen benek numarasini ifade eder (Sekil 4.10).

® SwissProt ve NCBI veri tabanlarina karsi yapilan MASCOT taramasinin en iyi sonucuna gére belirlenen aksesyon numarasini ifade eder.

“ SwissProt ve NCBI veri tabanlarina karsi yapilan MASCOT taramasinin en iyi sonucuna gore belirlenen proteini ifade eder.

4 SwissProt ve NCBI veri tabanlarina karsi yapilan MASCOT taramasinin en iyi sonucuna gore belirlenen bitki tirin( ifade eder.

¢ MS analizleri ve MASCOT taramasi temelinde yapilan protein tanimlamasi icin olasilik skorunu ifade eder.

fTanimlanan protein icin deneysel izoelektrik noktasi (p/) ve molekiiler agirhigi (MA, kDa) ifade eder.

€ Tanimlanan protein icin teorik izoelektrik noktasi (p/) ve molekiiler agirhgi (MA, kDa) ifade eder.

" Eslesen peptid sayisini (EPS) ifade eder.

"NK Petrol (gri kolonlar) ve Sary (siyah kolonlar) cesidinde protein bollugundaki degisimleri ifade eder.
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Sekil 4.11 Kanola gesitlerinin yaprak dokusunda Cr(VI) stresi ve farkli siilfat uygulamalarinda
tanimlanmis proteinlerin fonksiyonlarina gore siniflandiriimasi.

Kontrole gére —S/—Cr uygulamasi NK petrol cesidinde klorofil a-b baglayici protein 6A
(benek 16)'nin ifadesini azalan yonde diizenlerken, —S/+Cr uygulamasi bu proteinin
ifadesinde 3.2 katlik bir artisa neden olmustur. Kontrole gére —S/—Cr uygulamasi NK
Petrol cesidinde klorofil a-b baglayici protein CP26 (benek 26)'nin ifadesini azalan
yonde duzenlemistir. +S/+Cr uygulamasinin NK Petrol ¢esidinde klorofil a-b baglayici
protein 13 (benek 29)’ln ifade seviyesini 2.2 kat arttirdigl bulunmustur. Kontrole gore
+S/+Cr uygulamasi Sary cesidinde karbonik anhidraz proteininin (benek 27) ifade
seviyesini azalan yonde dizenlemistir. NK Petrol cesidinde karbonik anhidraz
proteininin (benek 34) ifade seviyesi —S/-Cr uygulamasinda azalan yonde
dizenlenmistir. Ribuloz bifosfat karboksilaz/oksijenaz (RuBisCO)'in buytk zincirinin
(benek 37, 38 ve 39) kikurt eksikligi altindaki NK Petrol cesidinde azalan yoénde
dizenlendigi belirlenmistir. Krom stresine hassas Sary ¢esidinde magnezyum-selataz alt
birim chli'nin —=S/+Cr uygulamasi (benek 59) ve +S/+Cr uygulamasinda (benek 61)
azalan yonde diizenlendigi bulunmustur. NK Petrol ¢esidinde plastid-lipid-iliskili protein
6 (benek 28)'nin kontrole gére —S/+Cr uygulamasinda 2.6 kat arttigi belirlenmistir.
Bununla birlikte, RuBisCO aktivaz (benek 44) proteininin —S/—Cr uygulamasina maruz

kalan NK Petrol ¢esidinde azalan yonde diizenlendigi, buna karsin +S/+Cr uygulamasi
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altindaki Sary cesidinde 2.2 kat artis gosterdigi bulunmustur. Fosfogliserat kinaz (benek
64) enziminin ifade seviyesi NK Petrol g¢esidinde +S/+Cr uygulamasinda 4.3 kat, Sary
cesidinde ise —S/+Cr uygulamasinda 2.4 kat artis gostermistir. Kombine stres (—S/+Cr)
ve +HS/—Cr uygulamasi 50S ribozomal protein L12-3 (benek 9)’ln ifade seviyesini NK
Petrol cesidinde sirasiyla 2.1 ve 2.3 kat arttirmistir. Bununla birlikte, +HS/+Cr
uygulamasi 30S ribozomal protein 1 (benek 46)’in ifade seviyesini Sary cesidinde azalan

yonde diizenlemistir (Cizelge 4.6).

Mevcut arastirmada, enerji metabolizmasi ile ilgili 5 proteinin (2, 3, 30, 54 ve 57 nolu
benekler) ifadesi artan yonde dizenlenirken, 1 proteinin (benek 65) ifadesi azalan
yonde dizenlenmistir (Cizelge 4.6 ve 4.7). Krom stresine toleransli NK Petrol cesidinde
—S/+Cr ve +HS/+Cr uygulamalari ATP sentaz epsilon zinciri (benek 2 ve 3) proteininin
ifadesini artan yonde diizenlemistir. Diger taraftan, her iki cesitte ATP sentazin alfa alt
biriminin (benek 65) ifade seviyesinin —S/—Cr uygulamasi tarafindan azalan yonde
dizenlendigi belirlenmistir. Kombine stres (—S/+Cr), Sary ¢esidinde triozfosfat izomeraz
(benek 30) proteinini azalan yonde dlizenlemistir. Muhtemel fruktoz-bifosfat aldolaz 3
(benek 54) enziminin ifade seviyesi +S/+Cr uygulamasi altindaki Sary cesidinde 2.1 kat
artis gostermistir. Cr(VI) stresi ve tiim S konsantrasyonlarina ait uygulamalar NK Petrol
cesidinin fruktoz-bifosfat aldolaz (benek 57) enziminin ifade seviyesinde 2.1-3.1 kat

artisa neden olmustur (Cizelge 4.6).

Mevcut arastirmada, stres savunma ile ilgili 10 proteinin (6, 17, 18, 19, 21, 22, 25, 33,
45 ve 63 nolu benekler) ifadesi artan yonde diizenlenirken, 5 proteinin (4, 14, 42, 50 ve
60 nolu benekler) ifadesi azalan yonde duzenlenmistir (Cizelge 4.6 ve 4.7). +S/+Cr
uygulamasi NK Petrol cesidinde peroksiredoksin-2E proteininin (benek 4) ifade
seviyesini azalan yonde duzenlemistir. Kontrole gére +HS/—Cr uygulamasi NK Petrol

cesidinde tiyoredoksin M-tip 4 (benek 6) proteininin ifade seviyesini 2.3 kat arttirmistir.
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Cizelge 4.7 MALDI-TOF/TOF kitle spektrometrisi ve MASCOT veri tabani taramasi ile
tanimlanan proteinlerin hicresel lokalizasyonu ve fonksiyonlari.

Benek Protein

Lokalizasyon

Fonksiyon

ATP sentaz epsilon zinciri
ATP sentaz epsilon zinciri

Peroksiredoksin-2E

Sitokrom bg-f kompleksi demir-kikirt alt birimi

Tiyoredoksin M-tip 4

Sitokrom bg-f kompleksi demir-kiikirt alt birimi

Sitokrom bg-f kompleksi demir-kiikirt alt birimi

50S ribozomal protein L12-3
Germin-benzeri protein 1
Klorofil a-b baglayici protein 6A
2-Cys peroksiredoksin BAS1
2-Cys peroksiredoksin BAS1
2-Cys peroksiredoksin BAS1
Glutatyon S-transferaz
Ferritin-1

20 kDa saperonin

Glutatyon S-transferaz 103-1A
Klorofil a-b baglayici protein CP26
Karbonik anhidraz

Muhtemel plastid-lipid-iliskili protein 6
Klorofil a-b baglayici protein 13
Triozefosfat izomeraz
L-askorbat peroksidaz 1
Karbonik anhidraz

RuBisCO buyik zincir

RuBisCO buyik zincir

RuBisCO biyiik zincir
Laktoilglutatyon liyaz

Tiazol biyosentetik enzim
RuBisCO aktivaz 2

Tiazol biyosentetik enzim

30S ribozomal protein 1

Tiazol biyosentetik enzim
Anneksin D1

Anneksin D1

Anneksin D1

Kloroplast
Kloroplast
Kloroplast
Kloroplast
Kloroplast
Kloroplast
Kloroplast

Kloroplast

Kloroplast
Kloroplast
Kloroplast

Kloroplast

Kloroplast

Kloroplast

Kloroplast
Kloroplast
Kloroplast
Kloroplast
Sitozol
Sitozol
Kloroplast
Kloroplast
Kloroplast

Kloroplast

Kloroplast
Kloroplast
Kloroplast
Kloroplast

Kloroplast

Enerji metabolizmasi
Enerji metabolizmasi
Stres savunma
Fotosentez

Stres savunma
Fotosentez
Fotosentez
Fotosentez

Stres savunma
Fotosentez

Stres savunma
Stres savunma
Stres savunma
Stres savunma
Stres savunma
Saperon

Stres savunma
Fotosentez
Fotosentez
Fotosentez
Fotosentez

Enerji metabolizmasi
Stres savunma
Fotosentez
Fotosentez
Fotosentez
Fotosentez

Redoks diizenleme
Stres savunma
Fotosentez

Stres savunma
Fotosentez

Stres savunma

Sinyal iletimi
Sinyal iletimi
Sinyal iletimi
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Cizelge 4.7 Devami

Benek Protein Lokalizasyon Fonksiyon
54 Muhtemel fruktoz-bifosfat aldolaz 3 Kloroplast Enerji metabolizmasi
56 Lon proteaz homologu 1 Saperon
57 Fruktoz-bifosfat aldolaz Sitozol Enerji metabolizmasi
59 Magnezyum-selataz alt birim chll Kloroplast Fotosentez
60 Uroporfirinojen dekarboksilaz 2 Kloroplast Stres savunma
61 Magnezyum-selataz alt birim chll Kloroplast Fotosentez
62 S-adenozilmetiyonin sentetaz 2 Kiklrt metabolizmasi
63 Mirosinaz-baglayici protein-benzeri At3g16470 Stres savunma
64 Fosfogliserat kinaz Kloroplast Fotosentez
65 ATP sentaz alt birim alfa Kloroplast Enerji metabolizmasi

Germin-benzeri proteinin (benek 14) ifade seviyesi +HS/—Cr uygulamasinda Sary
cesidinde azalan yonde diizenlenmistir. NK Petrol ¢esidinde +S/+Cr, —S/—Cr, —S/+Cr ve
+HS/—Cr uygulamalari 2-Cys peroksiredoksin BAS1 proteininin (benek 17, 18 ve 19)
ifade seviyesinde 2.1-3.2 kat artisa neden olmustur. Kombine stres (—S/+Cr), NK Petrol
cesidinde glutatyon S-transferaz (benek 21) enziminin ifade seviyesini 4.3 kat
arttirmistir. Bir diger glutatyon S-transferaz 103-1A (benek 25)'nin ifade seviyesi ise
—S/—Cr uygulamasi altindaki Sary ¢esidinde 2.1 kat artis gdstermistir. Kombine stres NK
Petrol cesidinde ferritin-1 (benek 21) ifadesinde 4 kat artisa neden olurken, Sary
cesidinde 2.3 kat artisa neden olmustur. Diger bir 6nemli antioksidan enzim olan L-
askorbat peroksidaz 1 proteininin (benek 33) ifade seviyesi —S/+Cr uygulamasi altindaki
NK Petrol cesidinde 2.6 kat artis gOstermistir. Sary cesidinde tiazol biyosentetik
enziminin (benek 42 ve 50) ifade seviyesi kontrole goére +S/+Cr ve -S/—Cr
uygulamalarinda azalan yonde diizenlenirken, bu enzimin diger bir formu (benek 45)
+HS/+Cr uygulamasi altindaki NK Petrol cesidinde 2.4 kat artis goOstermistir.
Uroporfirinojen dekarboksilaz 2 (benek 60) enziminin ifade seviyesi +HS/+Cr
uygulamasi altindaki Sary cesidinde azalan yonde diizenlenmistir. Bununla birlikte, tim
S konsantrasyonlari ve Cr(VI) stresi uygulamalarinda mirosinaz-baglayici protein-
benzeri At3g16470 (benek 63) proteininin ifade seviyesi NK Petrol cesidinde 2.6-4.4 kat

artarken, Sary cesidinde 2.5-2.9 kat artis gostermistir (Cizelge 4.6).
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Mevcut arastirmada, saperon aktivitesi gosteren 2 proteinin (23 ve 56 nolu benekler)
ifadesi artan yonde dizenlenmistir (Cizelge 4.6 ve 4.7). Kukurt eksikligi NK Petrol
cesidinde 20 kDa saperonin (benek 23) proteininin ifade seviyesini kontrole gére 2.1
kat arttirmistir. Bununla birlikte, +S/+Cr uygulamasi lon proteaz homologu 1 (benek 56)
proteininin ifade seviyesini NK Petrol ¢esidinde 2.5 kat arttirirken, Sary ¢esidinde 4 kat
arttirmistir. Ayrica +HS/+Cr uygulamasi sadece NK Petrol ¢esidinde bu proteinin ifade

seviyesinde 2.4 kat artisa neden olmustur (Cizelge 4.6).

Kanola fidelerinde Cr(VI) stresi ve farkh silfat uygulamalari sinyal iletimi ile iliskili
anneksin D1 (51, 52 ve 53 nolu benekler) proteininin ifadesini artan yodnde
dizenlemistir (Cizelge 4.6 ve 4.7). +S/+Cr uygulamasi, anneksin D1 (benek 51)
proteininin ifadesini NK Petrol ¢esidinde 2.4 kat, Sary cesidinde ise 2.2 kat arttirmistir.
Ayrica +HS/+Cr uygulamasi sadece Sary cesidinde anneksin D1’in ifade seviyesinde 3.3
kat artisa neden olmustur. Diger anneksin D1 proteininin (benek 52) ifade seviyesi
+S/+Cr uygulamasinda sadece Sary cesidinde arttarken, Uguncl anneksin D1
proteininin (benek 53) ifade seviyesi her iki kanola cesidinde artmistir (Cizelge 4.6).
Redoks dizenlenmesi ile iliskili protein olan laktoilglutatyon liyaz (benek 40)'in ifade
seviyesi NK Petrol cesidinde tim Cr(VI) uygulamalarinda 2.2-2.9 kat artis gosterirken,
Sary cesidinde +S/+Cr ve —S/+Cr uygulamlarinda sirasiyla 2.5 ve 6.9 kat artis
gostermistir. Bununla birlikte, —S/—Cr uygulamasi kiikiirt metabolizmasi ile iliskili S-
adenozilmetiyonin sentetaz 2 (benek 62) proteininin ifade seviyesini NK Petrol

cesidinde 2.5 kat arttirmistir (Cizelge 4.6).

99



5. TARTISMA ve SONUG

5.1. Kanola Cesitlerinin Fitoremediasyon Potansiyellerinin Belirlenmesi

Bitkilerde Cr(VI) toksisitesinin en yaygin etkisi blylime inhibisyonu, yaprak klorozu ve
cesitli metabolik vyollarda islev goren bircok enzimin aktivitesindeki degisimleri
kapsamaktadir (Tiwari et al. 2013). Cr(VI) stresi asimilatlarin Gretimi ve
translokasyonunu azaltarak bliyime ve gelismeyi olumsuz etkilemektedir (Hayat et al.
2012). Mevcut arastirmada, sekiz 8 kanola (Brassica napus L.) ¢esidinin (Champlain,
Dante, Heros, Nelson, NK Petrol, Sary, Stzer ve Vectra) fide bliyimesi tzerine Cr(VI)
stresinin etkilerinin belirlenmesinin yani sira Cr(VI) stresine en toleransli ve en hassas
kanola gesitlerinin belirlenmesi amaglanmistir. Bu amacgla, hidroponik kiltiir ortaminda
yetistirilen 14 gilinlik kanola fideleri 0, 10, 50 ve 100 uM Cr(VI) konsantrasyonlarina 7
gin sureyle maruz birakilmistir. Cr(VI) stresi fidelerin kuru agirliklarinda 6nemli
azalmaya neden olmustur. Kuru madde lretimi Gzerine Cr(VI)'un olumsuz etkileri,
fotosentetik ve mitokondriyal islevlerde oksidatif zararla sonuglanan Cr(VI)'un indirekt
etkilerinden kaynaklandigi bildirilmistir (Dixit et al. 2002; Subrahmanyam 2008).
Bununla birlikte, Cr(VI)'un kok hiicrelerinde bulunan tasiyicilara baglanmada S, P, Fe ve
Mn gibi bircok besin elementi ile rekabet ettigi bilinmektedir. Bir¢cok c¢alismada,
Cr(Vl)’'un normal blyime icin gerekli bircok besin elementinin alinimini ve
translokasyonunu engelleyerek biylimede inhibisyona neden oldugu belirtilmistir

(Shanker et al. 2005; Zeng et al. 20103, b).

Bircok mekanizmayi kapsayan agir metal toleransi, potansiyel olarak toksik metallerin
varliginda buylmenin sirdirilmesi olarak ifade edilmektedir (Clemens 2006). Mevcut
arastirmada, 8 kanola c¢esidi kuru agirliktaki inhibisyon temelinde Cr(VI) stresine
toleranslari bakimindan siniflandirilmistir. Bu baglamda, NK Petrol %82.5-74.1’lik
tolerans indeksi degerleri ile Cr(VI) stresine en toleransli ¢esit olarak belirlenirken, Sary
%65.7-40.8’lik tolerans indeksi degerleri ile en hassas cesit olarak belirlenmistir. Diwan
vd. (2008), farkh Cr(VI) konsantrasyonlarina maruz birakilan 10 Hint hardali (Brassica

juncea L.) genotipini kuru agirliklarindaki inhibisyonlar temel alinarak hesaplanan
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tolerans indeksi degerlerine gore siniflandirmis ve bu genotiplerin fitoremediasyon
potansiyellerini degerlendirmistir. Arastiricilar, Pusa Jai Kisan genotipinin yiksek Cr(VI)
konsantrasyonlarinda yiksek blylime oranlarini sirdirerek maksimum tolerans

indeksi degerlerine sahip oldugunu bildirmislerdir.

Fitoremediasyon, agir metallerle kirlenmis ekosistemlerin iyilestirilmesinde bitkilerin
kullanildigi bir teknolojidir. Mevcut arastirmada, hidroponik kiltir ortaminda
yetistirilen 8 kanola c¢esidinin Cr(VI) agir metali icin fitoremediasyon potansiyelleri
degerlendirilmistir. Toprak Ustl dokularda Cr birikimi kanola gesitleri arasinda énemli
farklihiklar gostermistir. En yiksek Cr(VI) konsantrasyonunda (100 uM), maksimum Cr
birikimi hassas Sary (705.8 ug g'1 KA) cesidinde belirlenirken, minimum Cr birikimi
toleransli NK Petrol (255.0 pg g_1 KA) cesidinde belirlenmistir. Arastirmamiza zit olarak,
B. juncea’nin toleransl genotipinin en yliksek oranda Cr biriktirdigi, hassas genotipin
ise en disuk oranda Cr biriktirdigi bildirilmistir (Diwan et al. 2008). Bununla birlikte,
hidroponik denemelerden elde edilen bulgular direkt olarak dogal kosullara
uygulanamamaktadir (Hernandez-Allica et al. 2008). Bu baglamda hassas Sary cesidinin
toprakta blylimesi durumunda, topraktaki yiksek Cr konsantrasyonlari tarafindan
olumsuz etkilenecegi ve dolayisiyla olgunlasmis bitkilerde Cr aliniminin sinirlanacagini
soylemek mumkin olabilir. Herndndez-Allica vd. (2008), yiiksek biyokitleli cesitlerin
fitoremediasyon potansiyelinin sadece toprak Ustl organlarda metalleri biriktirebilme
yetenegine degil, ayni zamanda topraktaki yiliksek konsantrasyonlardaki metalleri
tolere edebilme kapasitesine bagh oldugunu bildirmislerdir. Sonu¢ olarak, NK Petrol
cesidinin Sary cesidine gore nispeten Cr metallerini dokularinin disinda tutmasi
nedeniyle daha fazla biyokitle Ureterek Cr(VI) toksisitesine daha ylksek seviyede
tolerans gosterdigi ve Cr ile kirlenmis alanlarin temizlenmesinde fitoremediasyon
potansiyeline sahip oldugu ileri sirilebilir. Bununla birlikte, fitoremediasyonda bitkiler
kullanildiktan sonra agir metal iceren biyokitlenin imha edilmesi gerekmektedir. Son
yillarda, fitoremediasyondan elde edilen bitki materyallerinin 0zellikle enerji

Uretiminde kullanilabilecegi ileri sirGlmustir (Zhang et al. 2013).
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Agir metaller direkt olarak veya reaktif oksijen tirlerinin olusumuyla dolayli olarak
membranlara zarar vermektedir (Pandey et al. 2009). Lipid peroksidasyonunun énemli
bir sitotoksik Griinii olan malondialdehidin (MDA) olusumu membran lipidlerinin
peroksidasyonunun bir gostergesi olarak kabul edilmektedir (Singh et al. 2004). Mevcut
arastirmada, kanola cesitlerinin yaprak dokularinda MDA igeriginin artmasi artan lipid
peroksidasyonunu gostermektedir. Kontrole gore 100 uM Cr(VI) konsantrasyonunda
MDA icerigindeki artis hassas Sary cesidinde en yiksekken (2.4 kat), toleransli NK
Petrol c¢esidinde en dusiik (1.5 kat) bulunmustur. Kanola fidelerinin yaprak
dokularindaki MDA igerigindeki artis Cr(VI) stresi kosullarinda artan reaktif oksijen
tirlerinin Uretiminin bir gostergesi olabilir. NK Petrol cesidine gore Sary cesidinin daha
fazla MDA icerigine sahip olmasi, blylimedeki sinirli inhibisyonla gosterildigi gibi NK
Petrol cesidinin daha az oksidatif strese maruz kaldigi ve stresin olumsuz etkilerini
azaltici bazi 6zelliklere sahip olabilecegini gosterebilir. Cr(VI1) stresi altindaki bircok bitki
tirinde de lipid peroksidasyonu ve dolayisiyla oksidatif stresin bir gostergesi olan MDA
icerigindeki artis belirlenmistir (Sharma et al. 2011; Rai et al. 2013; Tiwari et al. 2013).
Bununla birlikte, B. juncea’nin toleransli genotipine gore hassas genotipinde Cr(VI)
stresinin ¢ok daha fazla seviyede lipid peroksidasyonuna neden oldugu belirtilmistir

(Diwan et al. 2008).

Fotosentetik pigmentlerin seviyesi Cr(VI) tesvikli toksisitenin dnemli bir gostergesidir
(Shanker et al. 2005; Subrahmanyam 2008). Fotosentetik pigmentlerin igerigindeki
azalmanin fotosentetik kapasitede azalmaya ve dolayisiyla bitki bliyimesinde
inhibisyona neden oldugu bildirilmistir (Sharma and Sharma 2003). Mevcut
arastirmada, Cr(VI) stresi kanola cesitlerinin klorofil iceriginde genellikle 6nemli
azalmaya neden olmustur. Krom stresine toleransli NK Petrol c¢esidi tim Cr(VI)
konsantrasyonlarinda klorofil icerigini korurken, hassas Sary cesidinin klorofil icerigi
kontrole gore Cr(VI) konsantrasyonlarinda %21-69 oraninda azalmistir. Klorofil
icerigindeki azalma Cr(VI) stresi altindaki bir¢cok bitki tlirinde de belirlenmistir (Rai et
al. 2013; Shardendu 2013; Yildiz et al. 2013). Krom stresi altindaki bitkilerde klorofil

icerigindeki azalmanin klorofil biyosentezinde fonksiyon goéren &-aminoleviilinik asit
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dehidrataz ve protoklorofillid rediiktaz gibi enzimlerin aktivitesindeki azalmayla iliskili
oldugu bildirilmistir (Vajpayee et al. 2000; Ganesh et al. 2008). Shanker vd. (2005),
yapraklardaki Cr birikimi ve fotosentetik pigment icerikleri arasinda ters bir iliski
oldugunu belirtmistir. Bu durum yiliksek seviyede Cr biriktiren Sary cesidinde disik
klorofil icerigini ve en dlisik seviyede Cr biriktiren NK Petrol cesidinde yliksek klorofil

icerigini aciklayabilir.

Bitkilerde agir metallerin detoksifikasyonunda sistein ve glutatyon gibi diisik molekdler
agirhkli salfidril iceren bilesiklerin 6nemli rol oynadiklari bildirilmistir (Cobbet and
Goldsbrough 2002). Sinha vd. (2005), tiyol gruplarinin Cr(VI) tesvikli oksidatif strese
kars! bitkileri koruyabilecegini belirtmistir. Mevcut arastirmada, Cr(VI) stresi altindaki
kanola fidelerinde protein olmayan tiyollerin (NPT) konsantrasyonundaki artis tiyoll{
bilesiklerin Cr(VI) toleransinda fonksiyon gordiigiini gostermektedir. Bununla birlikte,
NPT icerigindeki artis %42-54’lik oranla NK Petrol cesidinde en yiiksek bulunmustur.
Tiyol icerigindeki artis Cr(VI) stresi altindaki birgok bitki tiirinde de belirlenmistir (Sinha
et al. 2005, 2009; Yildiz et al. 2013). Zit olarak, Ocimum tenuiflorum bitkilerinde Cr(VI)
stresinin NPT iceriklerinde azalmaya neden oldugu bildirilmistir (Rai et al. 2004).
Mevcut arastirmada, distk miktarda Cr biriktiren NK Petrol cesidinde daha yliksek
oranda tiyol birikimi, tiyol iceren bilesiklerin Cr’un igsel olarak alikonulmasindan ziyade
toleransla iliskili farkh metabolik vyollarda ©6nemli bir rol oynayabilecegini

gostermektedir.

Metal hiperakiimilasyonu icin agir metallere tolerans gerekli bir 6zellik olup; bir
bitkinin tolerans kapasitesi glicll bir antioksidan savunma sistemine baghdir (Pandey et
al. 2005). Agir metal tesvikli oksidatif stresin (stesinden gelebilmek icin bitkiler
enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlardan olusan antioksidan savunma
sistemine sahiptir. Stiperoksit dismutaz (SOD), iki siiperoksit anyonunun (O,"") hidrojen
peroksit (H,0,) ve O,’e donlisimiini katalizleyen anahtar bir enzimdir. Katalaz (CAT) ve
guaiakol peroksidaz (POD) ise H,0,’i temizler ve sirasiyla O,+H,0,’e ve fenolik

bilesiklere donustlrir (Gajewska et al. 2006). Bu antioksidan enzimlerin birlikte
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fonksiyonu reaktif oksijen tirlerinin temizlenmesinde ve fizyolojik redoks durumunun
surdiridlmesinde 6nemli rol oynamaktadir (Pandey et al. 2009). Mevcut arastirmada,
Cr(VI1) stresi altindaki kanola cesitlerinin yaprak dokularinda SOD aktivitesi kontrole
gore onemli artis gdstermistir. Kanola cesitlerinde SOD aktivitesinin artmasi Cr(VI)'un
oksidatif strese neden oldugunu gostermektedir. Bununla birlikte, SOD aktivitesindeki
en fazla artis toleransli NK Petrol ve hassas Sary cesitlerinde belirlenmis olmasi bu
enziminin etkinliginin Cr(VI) toleransi ile iliskili olmayabilecegini géstermektedir. Cr(VI)
stresi kanola cesitlerinin yaprak dokusunda POD aktivitesinde 6nemli artisa neden
olmustur. Tim c¢esitlerin POD aktiviteleri karsilastirildiginda, hassas Sary cesidinin
kontrole gore Cr(VI) stresi altinda daha yilksek POD aktivitesine sahip oldugu
belirlenmistir. Agir metallerin POD’un lokalize oldugu hiicre duvari ve vakuollerde
alikonuldugundan dolayi Sary gesidinde daha fazla Cr birikiminin POD aktivitesinde
daha fazla artisa neden oldugu ileri sirilebilir. SOD ve POD aktivitesindeki Cr(VI) stresi
tesvikli artis birgok bitki tiriinde de belirlenmistir (Subrahmanyam 2008; Rai et al.
2013; Shardendu 2013; Yildiz et al. 2013). Katalaz H,0,’in detoksifikasyonunda
fonksiyon goren diger bir 6nemli enzimdir. Mevcut arastirmada, Cr(VI) stresi altindaki
kanola cesitlerinin yaprak dokularinda CAT aktivitesi kontrole gore 6nemli dizeyde
azalmistir. CAT aktivitesindeki Cr(V1) stresi tesvikli azahs bircok bitki tlrinde de
belirlenmistir (Liu et al. 2008; Gangwar et al. 2011; Yildiz et al. 2013). CAT
aktivitesindeki azalmanin, Cr iyonlarinin enzim sistemi lzerine inhibe edici etkisinden
veya Cr iyonlarinin tiyol bilesiklerine baglanarak protein sentezini ve enzim aktivitesini
bozmasindan kaynaklanabilecegi bildirilmistir (MacRae and Fergusam 1985). Diger
taraftan, toleransl NK Petrol cesidinin Cr(VI) stresi kosullarinda yiksek CAT aktivitesini
surdirebildigi belirlenmistir. Krom stresi kosullarinda yiksek CAT aktivitesinin

sirdirilmesinin NK Petrol cesidinin toleransina katkida bulundugu ileri stirtlebilir.

Sonu¢ olarak, kanola cesitlerinin fitoremediasyon potansiyelleri incelenen
parametrelere bagli olarak farkhlik géstermistir. NK Petrol ¢esidi en diisiik seviyede Cr
biriktirmis ve Cr iyonlarinin toksik etkilerinden uzak kalarak Cr(VI) stresini tolere

edebilmistir. Buna karsin, toprak Ustli dokularinda yiiksek seviyede Cr biriktiren Sary
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cesidi Cr(VI) stresine karsi bliyimede asiri hassasiyet gostermistir. Bu baglamda, dogal
kosullar altinda fitoremediasyondaki basari hem bitkilerin toprak Ustii dokularinda
metalleri biriktirebilme kapasitesine hem de bitkinin nispeten ylksek metal
konsantrasyonlarini tolere edebilme kapasitesine bagl oldugu ifade edilebilir. Bu
nedenle, NK Petrol cesidinin toprak isti dokularinda diger cesitlere gore nispeten daha
disik miktarda Cr biriktirebilmesine karsin, Cr(VI) toksisitesini tolere edebilmesi
nedeniyle  kromla  kirlenmis alanlarin  fitoremediasyonunda  kullanilabilme

potansiyelinin daha yliksek oldugu soylenebilir.

5.2. Siilfat Kullanilabilirliginin Cr(VI) Toleransi Uzerine Etkisi

Bu arastirmada, kukidrt (S) kullanilabilirliginin Cr(VI) stresi altindaki nispeten Cr-
toleransli NK Petrol ve Cr-hassas Sary kanola cesitlerinde 6nemini belirlemek icin fide
blylmesi, Cr birikimi, klorofil icerigi, tiyol icerigi, lipid peroksidasyonu, antioksidan
enzimlerin aktivitesi, AsA-GSH dongusinin énemli bilesenlerinin icerikleri ve BnMP1
geninin ifade seviyesindeki degisimler belirlenmistir. Bu amagla, 7 ginlik kanola
fideleri farkli S konsantrasyonlarini (—=S: 0 mM siilfat, +5: 1 mM siilfat ve +HS: 2 mM
silfat) iceren besin ¢ozeltilerinde 7 giin daha buyutuldikten sonra 3 gilin siireyle 100

UM Cr(VI) stresine maruz birakilmistir.

Kikirt sistein ve metiyonin gibi amino asitler, glutatyon (GSH), proteinler ve
sulfolipidler gibi bilesiklerin yapisinda bulunmasindan dolayi bitki bliylime ve gelisimi
icin onemli bir elementtir. Diger tarimsal bitkilere gore kanola yiksek kikirt
gereksinimine sahiptir. Bu nedenle, kanola bitkileri kikiirt eksikligine oldukga hassastir
(De Pascale et al. 2008). Kiikirt eksikligi tarimsal alanlarda yaygin olarak olusmakta
(Astolfi et al. 2010) ve bitki metabolizmasinda degisimlere neden olmaktadir (Honsel et
al. 2012). Mevcut arastirmada, kontrole (+S/—Cr) gore kukurt eksikligi (—=S/—Cr) NK
Petrol ve Sary kanola cesitlerinin taze ve kuru agirliklarini azaltirken, bu azalma Sary
cesidinde daha fazla bulunmustur. Sulfat eksikliginin fide blylmesi lizerine olumsuz
etkisi A. thaliana bitkilerinde de belirlenmistir (Bashir et al. 2013). Mevcut arastirmada,

Cr(V1) stresi tiim silfat konsantrasyonlarinda her iki ¢cesidin taze agirliklarinda azalmaya
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neden olurken, kuru agirhktaki azalma sadece Sary cesidinde belirlenmistir. Keza Sary
cesidinde taze ve kuru agirliklardaki maksimum azalma kombine strese (—S/+Cr) maruz
birakilan fidelerde belirlenmistir. Kikirt eksikligi kosullarinda fide biytumesindeki
inhibisyonun klorofil biyosentezinin bozulmasindan ve fotosentetik enzimlerin
azalmasindan kaynaklandigi bildirilmistir (Nikiforova et al. 2003; Lunde et al. 2008;
Bashir et al. 2013). Ayrica Cr iyonlari spesifik tasiyicilarina baglamada siilfat ile rekabet
ettigi ve azalan silfat aliniminin fide blyimesini azalttigi belirtilmistir (Shanker et al.
2005). Bununla birlikte, dustk afiniteli stlfat tasiyicilarinin transkript birikimindeki ve
buna bagl olarak silfat alinimindaki azalma Cr(VI) stresi altindaki B. juncea bitkilerinde

belirlenmistir (Schiavon et al. 2008).

Krom kokler tarafindan absorbe edildikten sonra ¢ok disiik oranda toprak Usti
organlara tasinmaktadir. Krom hem trivalent hem de hekzavalent formda alinmasina
karsin Cr alinimi igin spesifik bir mekanizma bulunmamaktadir (Singh et al. 2013).
Bununla birlikte, bitkilerde Cr(VI) aliniminin muhtemelen silfat veya fosfat tasiyicilar
aractligiyla aktif bir mekanizmayla olustugu belirtilmistir (Shanker et al. 2005). Sivi
besin ortamindan Cr alinimi pH, oksidasyon durumu ve biliyime ortamindaki
konsantrasyonu tarafindan belirlenmektedir (Babula et al. 2008). Brassicaceae ailesinin
bircok Uyesi kiikirt seven bitkiler olarak tanimlanmakta ve yiksek oranlarda Cr'u
dokularinda biriktirebilmesi nedeniyle (Zayed et al. 1998), Cr tasiniminin silfat alinim
mekanizmasi ile gerceklestigi ileri strilmustir (Barcelo and Poschenrieder 1997).
Bununla birlikte, besin ortamindaki kiklrdin Cr alinimini azalttig bildirilmistir
(Schiavon et al. 2008). Mevcut arastirmada, Cr(VI) stresi NK Petrol ve Sary kanola
cesitlerinin toprak Ustli dokularinda Cr birikimine neden olmustur. +S/+Cr ve +HS/+Cr
uygulamalarinda Cr birikimi benzerken, —S/+Cr uygulamasinda oldukga ylksek seviyede
Cr birikimi gozlemlenmistir. Bu sonug, S ve Cr(VI)'un tasiyicilar ile aliniminda birbirleri
ile rekabet ettigini gostermektedir. Benzer sonugclar, Cr(VI) stresi altindaki B. juncea
bitkilerinde de belirlenmistir (Schiavon et al. 2008, 2012). Bununla birlikte, tim S

konsantrasyonlarinda hassas Sary cesidi daha yiksek seviyede Cr biriktirmistir. Hassas
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Sary cesidinde fide blyimesindeki daha fazla azalma toprak Uistli organlarda daha fazla

Cr birikiminden kaynaklanabilecegi ileri stirtlebilir.

Membranlardaki Cr(VI)-tesvikli oksidatif zararin degerlendirilmesi igin NK Petrol ve Sary
kanola gesitlerinin yaprak dokularinda malondialdehit (MDA) igerikleri belirlenmistir.
Tim S konsantrasyonlarinda Cr(VI) stresi her iki cesidin MDA igeriklerinde artisa neden
olurken, bu artis toleransh NK Petrol cesidinde 1.2-1.3 kat, hassas Sary cesidinde ise
1.3-1.8 kat olarak belirlenmistir. Bu sonuglar, Sary ¢esidinde yiiksek seviyede biriken Cr
iyonlarinin  reaktif oksijen tlrlerinin Uretimini arttirarak daha fazla lipid
peroksidasyonuna neden oldugunu gostermektedir. Brassica campestris (Anjum et al.
2008) ve A. thaliana’da (Bashir et al. 2013) yapilan calismalara zit olarak,
arastirmamizda kikurt eksikligi her iki ¢esidin MDA igeriginde dnemli degisiklige neden
olmamistir. Bununla birlikte, Cr(VI) stresi altindaki bitkilerde yiiksek S konsantrasyonu
ve disik MDA igerigi arasindaki iliski Cr(V1)-tesvikli oksidatif stresin hafifletilmesinde
kikirdin roliint gostermektedir. Yaprak klorozu bitkilerde Cr(VI) stresinin yani sira S
eksikliginin de en erken ve en belirgin semptomlarindan biridir (Lunde et al. 2008;
Schiavon et al. 2012). Bununla birlikte, fotosentetik pigmentlerin seviyesinin Cr(VI)-
tesvikli toksisitenin 6énemli bir gostergesi oldugu bildirilmistir (Shanker et al. 2005;
Subrahmanyam 2008). Mevcut arastirmada, kontrole gére -S/-Cr uygulamasi sadece
hassas Sary cesidinin klorofil iceriginde bir azalmaya neden olmustur. Bununla birlikte,
Cr(VI) stresi Sary cesidinin klorofil icerigini tim S konsantrasyonlarinda azaltirken, NK
Petrol ¢esidinin klorofil icerigi sadece kombine stres uygulamasinda azalmistir. Kikirt
eksikligi ceken bitkilerde S-adenozil-metiyoninin miktarindaki azalmanin klorofil
iceriginde azalmaya ve fotorespirasyonda artisa neden oldugu belirtilmistir (Hoefgen
and Nikiforova 2008). Ayni arastiricilar, bu azalma ve artislarin fotosentezin azalmasina
ve enerji asimilasyonunun sinirlanmasina ve metabolizmada genel bir diislise neden
oldugunu bildirmistir (Hoefgen and Nikiforova 2008). Bu sonuglar, kikirt eksikligi ve
Cr(VI) stresine maruz birakilan kanola fidelerinde biyokitle Uretimindeki azalmanin
MDA igerigindeki artisin yani sira klorofil icerigindeki azalma ile iliskili oldugunu

gostermektedir.
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Bitkiler reaktif oksijen tilrlerinin asiri Uretimini engelleyen ve agir metal tesvikli
oksidatif stresten hicreleri koruyan iyi organize olmus ve karmasik antioksidan
savunma sistemi gelistirmistir (Mittler 2002). Bu savunma sistemi sliperoksit dismutaz
(SOD), guaiakol peroksidaz (POD), katalaz (CAT), glutatyon S-transferaz (GST), askorbat
peroksidaz (APX) ve glutatyon rediiktaz (GR) gibi antioksidan enzimleri ve askorbat
(AsA) ve glutatyon (GSH) gibi enzimatik olmayan antioksidanlari icermektedir (Apel and
Hirt 2004). Mevcut arastirmada, Cr(VI) toleransi lizerine silfat kullanilabilirliginin daha
iyi anlasilabilmesi icin antioksidan savunma sistemi ¢alisiimistir. Bu arastirmada farkh
kiikirt konsantrasyonlari ve Cr(VI) stresinin SOD, POD, CAT ve GST enzimlerinin yani
sira AsA-GSH dongusinilin enzimatik bilesenleri olan APX ve GR aktivitesini etkiledigi
bulunmustur. SOD oksidatif strese karsi bitkileri koruyan anahtar bir enzimdir ve
0,"’in H,0, ve O,’e dismutasyonunu kataliz etmektedir. Farkli S konsantrasyonlari her
iki cesidin SOD aktivitesinde énemli bir degisiklige neden olmamistir. Bununla birlikte,
Cr(VI1) stresi tim S konsantrasyonlarinda SOD aktivitesini arttirirken bu etki toleransli
NK Petrol gesidinde daha belirgin bulunmustur. Kombine stres SOD aktivitesinde daha
fazla artisa neden olmustur. Bu durumun toprak Ustl dokularda daha fazla Cr
birikiminden kaynaklandigi ileri sirtlebilir. Ayrica kikirt eksikligi ve Cr(VI) stresi
kosullarinda NK Petrol cesidinin O, i temizleme kapasitesinin daha yiiksek olmasi lipid
peroksidasyonu ile gosterildigi gibi daha duslik orandaki oksidatif stresi aciklayabilir.
Tim S konsantrasyonlarinda Cr(VI) stresi POD aktivitesinde artisa neden olmustur.
Bununla birlikte, NK Petrol ile mukayese edildiginde Sary ¢esidinin daha yiksek POD
aktivitesine sahip oldugu belirlenmistir. SOD aktivitesine benzer olarak, -S/+Cr
uygulamasi POD aktivitesinde daha fazla artisa neden olmustur. Bu durum, POD
enziminin lokalize oldugu hiicre ceperi ve vakuolde (Asada 1992) yiksek oranlarda

alikonulan Cr iyonlarindan kaynaklanmis olabilir.
Diger bir H,0, temizleyici enzim olan APX aktivitesi —S/—Cr uygulamasina maruz

birakilan NK Petrol g¢esidinde artis gostermistir. Ayrica —S/+Cr ve +S/+Cr uygulamalari

APX aktivitesinde artisa neden olurken bu artis NK Petrol cesidinde daha yiksek
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bulunmustur. Bununla birlikte, kontrole gore mukayese edildiginde asiri +HS/—Cr
uygulamasi APX aktivitesinde artisa neden olmustur. Enzimin sistein rezidieleri icin S
gerekli olmasina karsin S eksikligi kosullarinda APX aktivitesindeki artis, S eksikligi
altindaki A. thaliana bitkilerinde APX aktivitesinde bir azalis belirleyen Bashir vd.
(2013)'nin bulgulariyla g¢elismektedir. Katalaz oksidatif strese karsi bitki savunma
sisteminde 6nemli bir role sahiptir. Kontrole gére -S/-Cr uygulamasi CAT aktivitesinde
azalmaya neden olmustur. Benzer sonuglar kikart eksikligi altindaki A. thaliana
bitkilerinde de belirlenmistir (Bashir et al. 2013). Arastirmamizda +HS/-Cr uygulamasi
her iki ¢esidin CAT aktivitesini azaltirken bu etki Srivastava ve D’Souza (2010)'nin
bulgulariyla benzerlik géstermektedir. Bununla birlikte, tim S konsantrasyonlarinda
Cr(VI) stresi CAT aktivitesinde azalmaya neden olurken bu etki Sary ¢esidinde daha

fazla bulunmustur.

Glutatyon rediiktaz reaktif oksijen tirlerinin temizlenmesinde fonksiyon goren
antioksidan sistemin énemli bir bilesenidir. GR bir elektron vericisi olarak NADPH’I
kullanarak GSSG’u GSH’a indirgenmesine aracilik etmekte ve bdylelikle oksidatif stres
kosullarinda ytiksek GSH/GSSG ve AsA/DHA oranlarini koruyarak htcresel redoks
seviyelerinin slrdlrilmesini saglamaktadir (Anjum et al. 2012). Cr(VI) stresinin GR
aktivitesini etkiledigi bircok bitki tirinde belirlenmistir (Pandey et al. 2009; Diwan et
al. 2010; Tiwari et al. 2013). Mevcut arastirmada, kukart eksikligi her iki ¢esidin GR
aktivitesinde onemli bir azalmaya neden olmustur. Kikirt eksikligi altindaki fidelerde
Cr(VI1) stresi GR aktivitesinde artisa neden olurken bu artis NK Petrol ¢esidinde daha
fazla bulunmustur. Bununla birlikte, +S/+Cr uygulamasi GR aktivitesini azaltirken
+HS/+Cr uygulamasi GR aktivitesinde 6nemli bir degisime neden olmamistir. Cr(VI)
stresi altindaki bitkilerde GR aktivitesindeki azalma sulfidril gruplari ile Cr iyonlarinin
direkt reaksiyonundan kaynaklanabilir; clinkl Cr iyonlarinin tiyol gruplarina baglandigi
ve GR gibi tiyol iceren enzimleri inaktive ettigi bilinmektedir. Bununla birlikte, kiikirt
eksikligi ve Cr(VI) stresi altindaki NK Petrol ¢esidinde daha ylksek GR aktivitesi Cr(VI)-

tesvikli oksidatif strese karsi bu cesidinin yiksek seviyedeki toleransi ile iliskili olabilir.
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Glutatyon S-transferazlar, daha diisiik seviyede toksik veya toksik olmayan peptitler
olusturmak icin elektrofilik ksenobiyotiklerin GSH’a baglanmasini kataliz eden GSH-
bagimli enzimlerdir (Marrs 1996). GST aktivitesindeki artis Cr(VI) stresine maruz kalan
B. juncea bitkilerinde belirlenmistir (Pandey et al. 2005). Ayrica geltik GST geninin
(OsGSTL2) Arabidopsis bitkilerinde asiri ifadesinin agir metalleri de iceren bircok strese
karsi toleransi arttirdigi bildirilmistir (Kumar et al. 2013). Mevcut arastirmada, kikirt
eksikligi NK Petrol cesidinin GST aktivitesinde artisa neden olurken Sary cesidinde bir
azalisa neden olmustur. Bununla birlikte, kombine stres NK Petrol ¢esidinin GST
aktivitesinde ilave bir artisa neden olurken Sary cesidinde 6nemli bir etkiye neden
olmamistir. +S/+Cr uygulamasi her iki cesidin GST aktivitesini azaltirken, +HS/+Cr
uygulamasi Sary cesidinin GST aktivitesini azaltmistir. Kiiklrt eksikligi kosullarinda GST
aktivitesindeki artis, kuklrt eksikligi altindaki Arabidopsis bitkilerinde GST aktivitesinin
azaldigini gosteren Bashir vd. (2013)'nin bulgularindan farklilik gostermektedir. Sonug
olarak, kiikurt eksikligi ve Cr(VI) stresi altindaki NK Petrol ¢esidinde daha yiiksek enzim
aktivitelerinin reaktif oksijen tirlerinin seviyesini duslrerek ve Cr(VI)-tesvikli lipid

peroksidasyonunu hafifleterek tolerans sagladigi ileri surilebilir.

Askorbat (AsA) apoplastta bulunan 6nemli bir antioksidan ve o6nemli hiicresel
fonksiyonlarda gérev alan bir metabolittir. AsA direkt olarak ‘OH, O, ve 102 radikalleri
ile reaksiyona girebilen bir antioksidan molekildiir (Chen and Gallie 2004). AsA-GSH
donglisiinde GSH ile birlikte reaktif oksijen tirlerinin detoksifiye edilmesinde fonksiyon
gorerek toleransi arttirdigi belirtilmistir (Anjum et al. 2008). Bitkilerde AsA seviyeleri
agir metalleri de iceren bircok faktor tarafindan kontrol edilmektedir (Hancock and
Viola 2005). Cr(VI) stresinin bitkilerde AsA iceriginde azalmaya neden oldugu
bildirilmistir (Diwan et al. 2008; Pandey et al. 2009; Gangwar et al. 2011). Mevcut
arastirmada, kontrole gore kiikirt eksikligi AsA iceriklerinde 6nemli bir azalmaya neden
olmustur. Kombine stres AsA iceriklerinde daha fazla azalmaya neden olmustur. +S/+Cr
uygulamasi sadece NK Petrol c¢esidinin AsA icerigini azaltmistir. Bununla birlikte,
+HS/+Cr uygulamasi Sary cesidinin AsA icerigini azaltirken, NK Petrol cesidinin AsA

iceriginde 6nemli bir etki gostermemistir. Azalan AsA/DHA oranlariyla gosterildigi gibi
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kikart eksikligi ve Cr(VI) stresi AsA havuzunun asiri oksidasyonuna neden olmustur. Bu
sonuglar, kikirt eksikligi altindaki Hydrilla verticillata bitkilerinde AsA igeriginde artis

belirleyen Srivastava ve D'Souza (2010)'nin bulgularina zithk géstermektedir.

AsA-GSH yolunun 6nemli bir bileseni olarak GSH direkt veya dolayh olarak reaktif
oksijen tirlerinin seviyesinin kontrol edilmesinde fonksiyon géormekte ve bu nedenle
agir metal tesvikli oksidatif zarardan bitkileri korumaktadir (Anjum et al. 2012).
Bununla birlikte, enzimatik olmayan antioksidanlar arasinda tripeptid GSH’un bitkilerde
agir metal tesvikli oksidatif strese karsi en dGnemli savunma noktasi oldugu bildirilmistir
(Anjum et al. 2010, 2011; Gill and Tuteja 2010). Mevcut arastirmada, kontrole gore
kikart eksikligi her iki ¢esidin GSH igeriginde 6nemli bir azalmaya neden olmustur.
Bircok c¢alismada kikirt eksikliginin GSH igeriginde azalmaya neden oldugu
bildirilmistir (Schiavon et al. 2007, 2008; Bashir et al. 2013). Arastirmamizda, normal ve
asiri silfat uygulamalarinda Cr(VI) stresi sadece NK Petrol cesidinin GSH iceriginde
azalmaya neden olmustur. Kombine stres her iki ¢esidinin GSH iceriginde bir artisa
neden olurken bu artis Sary cesidinde daha yiksek bulunmustur. Bitkilerde GSH/GSSG
oraninin  H,0,’in  parcalanmasi  sirasinda  hiicrelerdeki redoks dengesinin
strdurilmesinde 6nemli rol oynadigi bilinmektedir. Ayrica yiksek GSH/GSSG oraninin
sirdiridlmesinin agir metal toleransinda énemli rol oynadigi gésterilmistir (Anjum et al.
2012). Mevcut arastirmada, her iki ¢esidin GSH/GSSG orani kukdrt eksikligi, asirt kiikirt
ve Cr(VI) stresi tarafindan arttiriirken bu artis Sary cesidinde daha vyiksek
bulunmustur. Toleransli NK Petrol ¢esidinde disiik GSH konsantrasyonu ve GSH/GSSG
orani, hiicresel detoksifikasyonda GSH’u kullanan GST enziminin yiiksek aktivitesinden
veya GSH’dan sentezlenen fitoselatinlerin asiri Giretiminden kaynaklanmis olabilir. Bu
sonuclar kanola cesitlerinde tesvik edilen GSH sentezinin Cr(VI) toleransindan ziyade Cr

birikiminden sorumlu olabilecegini gostermektedir.

Kiakirt 6zimlemesi ve kikirt iceren bilesiklerin Gretimi bitkilerde agir metallerin

homeostazisi ve detoksifikasyonu icin mutlak gereklidir (Na and Salt 2011).

Fitoselatinler ve GSH’un 6nciisii olarak sistein, protein yapisinin stirdiriilmesi ve redoks
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kontroll gibi cesitli biyolojik proseslerde énemli rollere sahiptir (Droux 2004). Mevcut
arastirmada, kontrole gore kukirt eksikligi ve asiri kiikiirt uygulamalari her iki ¢esidin
sistein iceriginde 6nemli bir degisime neden olmamistir. Bununla birlikte, Cr(VI) stresi
sistein iceriginde onemli bir artisla sonuglanmistir. Kombine stres NK Petrol ¢esidinin
sistein iceriginde yaklasik 7.6 kat artisa neden olurken Sary cesidinde 6nemli bir
degisime neden olmamistir. Bu sonuglar kanola fidelerinde sistein biyosentez yollarinin
onemli bir metabolik proses oldugunu ve Cr(Vl) toleransinda bir rol oynadigini
gosterebilir. Bitkilerde toksik metallerin homeostazisi ve detoksifikasyonunun, yliksek
afiniteli tiyol gruplarina sahip peptidlerin veya proteinlerin metal baglama kapasitesine
bagl oldugu bildirilmistir (Ernst et al. 2008). Mevcut arastirmada, kontrole gore kiikirt
eksikligi her iki cesidin protein bagh olmayan tiyol (NPT) iceriginde dnemli bir azalmaya
neden olmustur. Kombine stres ve +S/+Cr uygulamasi NPT iceriklerinde artisa neden
olurken bu artis Sary ¢esidinde daha yiksek bulunmustur. Artan NPT igerigi ve Cr
birikimi arasindaki korelasyon, kanola fidelerinde tiyol iceren selatorlerin Cr'un igsel

olarak alikonulmasinda dnemli bir rol oynayabilecegini gostermektedir.

Metallotiyoneinler (MT’ler) dusik molekiler agirlikh, yiksek sistein icerigi ve metal
baglayici 6zellige sahip proteinlerdir (Cobbett and Goldsbrough 2002). Bitkiler MT’lerin
etkin sekilde metalleri baglayabildigi (Huang et al. 2011) ve bazi MT genlerinin metaller
tarafindan dilizenlendigi icin MTlerin metal homeostazisi ve tolerans
mekanizmalarinda fonksiyon gordigl disintlmektedir (Cobbett and Goldsbrough
2002). Bununla birlikte, bitkilerde MT’lerin sistein kalintilarindaki tiyol gruplari ile metal
iyonlarina baglanabilmelerinden dolayi metal toleransi ve homeostazisinde islev
gorebilecegi ileri slrllmuistur (Hassinen et al. 2011). Mevcut arastirmada, farkli S
konsantrasyonlari (0, 1 ve 2 mM silfat) ve Cr(VI) stresinin (100 uM) BnMP1 geni
Uzerine etkilerini test etmek icin BnMP1 mRNA’sinin ifade seviyesi kanola ¢esitlerinin
yapraklarinda arastiriimistir. BnMP1 geninin ifade seviyesi farkli S konsantrasyonlari ve
Cr(VI) stresine maruz birakilan iki kanola cesidi arasinda farklilik gostermistir. Kontrole
gore kukirt eksikligi her iki cesidin ifade seviyesinde 6nemli bir degisime neden

olmamistir. Kombine stres sadece NK Petrol cesidinin ifade seviyesinde 6nemli bir
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artisa neden olmustur. Kontrole gére +HS/-Cr uygulamasi sadece Sary cesidinin ifade
seviyesini arttirmistir. Bununla birlikte, +HS/+Cr uygulamasi Sary c¢esidinin ifade
seviyesinde yaklasik 4 kat artisa neden olurken NK Petrol cesidinde 6nemli bir etki
gostermemistir. Ayrica +S/+Cr uygulamasi sadece Sary ¢esidinin ifade seviyesinde artisa
neden olmustur. Suana kadar, Cr(VI) stresine cevap olarak bitki tirlerinde MT
mRNA’lari ifade profilleri Gizerine ¢ok az sayida ¢alisma bulunmaktadir. Yildiz vd. (2013),
kanola fidelerinde 50 uM Cr(VI) uygulamasinin BnMP1 geninin ifade seviyesini 1. giin
sonunda arttirdigl, 7. giin sonunda ise azalttigini bildirmistir. Domates fidelerinde
LeMT2 geninin ifade seviyesinin 24 sa 80 uM Cr(VIl) uygulamasi tarafindan tesvik
edildigi, buna karsin 160 uM ve Uzerindeki Cr(VI) uygulamalarinin ifade seviyesini
azalttigi bildirilmistir (Goupil et al. 2009). Mevcut arastirmanin sonuglari muhtemelen
BnMP1 proteininin sadece kiikirt eksikligi kosullarinda Cr(VI) toleransinda fonksiyon
gorebildigini gostermektedir. Ayrica Cr(VI) stresi altindaki hassas Sary ¢esidinde BnMP1
ifadesinin tesviki be genin kodladigl proteinin S-bagimh Cr(VI) toleransinda fonksiyon

gormedigini ileri surebilir.

Bu arastirmanin sonuglari, kiikirt eksikligi ve Cr(VI) stresinin membran bozulmasina
neden olan ve antioksidan savunma sistemini etkileyen oksidatif stresle sonuglandigini
gostermistir. Kuikart eksikligi ve Cr(VI) stresi kosullarinda toleransli NK Petrol ¢esidinde
daha yuksek SOD, APX, CAT, GR ve GST aktiviteleri muhtemelen reaktif oksijen
turlerinin Uretimini kontrol ederek tolerans saglamistir. Bununla birlikte, Cr(VI) stresi
kiikirt 6zimlemesinde fonksiyon gbren genleri tesvik ettigi ve sistein birikimine neden
oldugu igin sonuglarimiz kikirt iceren bilesiklerin S eksikligi kosullarinda Cr(VI)
toleransinda dnemli rol oynadigini ileri strmdistir. Kikirt eksikligi kosullarinda toprak
Ustd kisimlarda Cr birikiminin fazla belirlenmesinden dolayi siilfat ve Cr(VI) aliniminin
rekabet ettigi ortaya c¢ikmistirr Bu nedenle, Cr ile kirlenmis alanlarin
fitoremediasyonunda kanola bitkileri kullanilacagi zaman biylime ortamindaki siilfat

konsantrasyonunun degerlendirilmesi uygun olacaktir.
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5.2. Siilfat Kullanilabilirligi ve Cr(VI1) Stresinin Proteom Degisimleri Uzerine Etkisi

Proteomik yaklasim biyotik veya abiyotik streslere maruz birakilan bitkilerde proteom
degisimlerinin calisiimasinda etkili bir teknik olarak kullaniimaktadir. Agir metal stresi
ile iliskili olarak proteomik yaklasimin kullanilmasi agir metal cevabi ile iliskili yeni aday
proteinlerin teshisini saglayabilmektedir. Bitkilerde kikirt (S) metabolizmasi ve agir
metal stresi arasindaki iliski transkriptomik yaklasim kullanilarak degerlendirilmis
olmasina karsin (Schiavon et al. 2007, 2008, 2012), mevcut arastirma bitkilerde S
metabolizmasi ve Cr(VI) stresi arasindaki iliskiyi degerlendiren ilk proteomik ¢alisma
niteligindedir. Kanola bitkilerinde S kullanilabilirligi ve Cr(VI) stresi ile iliskili molekiler
mekanizmalarin daha iyi anlasilabilmesi igin iki-yonli (2-D) jel elektroforezi Cr-toleransli
NK Petrol ve hassas Sary cesitlerinin yaprak dokularindaki proteom degisimlerini
mukayese etmek icin kullaniimistir. Yapilan analizler ile gimis boyama veya kolloidal
coomassie boyama ile goriiniir hale getirilmis 2-D jellerde 500’den fazla protein benegi
belirlenmistir. Krom stresine toleranshi ve hassas kanola ¢esitlerinin yaprak
dokularindan elde edilen proteinlerin  karsilastirmali  analizleri, farkh S
konsantrasyonlari ve Cr(VI) stresi uygulamalarinda farkh sekilde ifade olan 65 proteinin
belirlenmesini saglamistir. Bununla birlikte, MALDI-TOF/TOF analizlerini takiben yapilan
MASCOT taramasi ile bu proteinlerden 46’si basarili bir sekilde tanimlanabilmistir.
Tanimlanan proteinler biyolojik fonksiyonlarina gére fotosentez, enerji metabolizmasi,
stres savunma, saperon ve sinyal iletimi gibi gruplara ayrilmistir. Bununla birlikte,
Cizelge 4.6’da gosterildigi gibi tanimlanan proteinlerin deneysel ve teorik izoelektrik
noktalari (p/) ve molekuler agirhiklari (MA) arasinda farkhliklar goézlemlenmistir.
Bununla birlikte, 7 proteininin (benekler 5, 6, 7, 8, 23, 54 ve 60) teorik p/ degerlerinin
kullanilan IPG striplerinin pH araliginin Gzerinde oldugu belirlenmistir. Bu durumun tuz
ve metal stresi altindaki bitkilerde de belirlendigi ve genomik bilginin noksanhgi, gen
ifade drinlerinin farkhhgi, post-translasyonel modifikasyonlar ve degradasyon gibi

faktorlerden kaynaklanabilecegi bildirilmistir (Ma et al. 2012; Wang et al. 2013).

Bitkilerde Cr(VI) stresi fotosentetik aygitlara zarar vererek, redoks reaksiyonlarini

inhibe ederek ve oksidatif zarara yol acarak fotosentez ve solunumu olumsuz
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etkilemektedir (Liu et al. 2008; Pandey et al. 2009). Bununla birlikte, S kullanilabilirligi
ve Cr(VI) stresine cevap ile iliskili tanimlanan proteinlerinin ¢ogunun kloroplastlarda
lokalize oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.7). Kloroplastlarda lokalize olan bu proteinlerin
fotosentetik elektron tasinimi (sitokrom bgf kompleksi), 15k yakalama (klorofil a-b
baglayici protein), karbon fiksasyonu ve kullanimi (RuBisCO buyik alt birim, RuBisCO
aktivaz ve karbonik anhidraz), kloroplast organizasyonu (muhtemel plastid-lipid-iliskili
protein 6), klorofil biyosentezi (magnezyum selataz alt birim chli) ve kloroplastik
protein sentezi (50S ribozomal protein L12-1 ve 30S ribozomal protein 1) gibi kloroplast

yapisi ve fonksiyonu ile iligkili proteinleri icerdigi belirlenmistir.

Sitokrom bgf kompleksi fotosistem Il (FSIl) ve fotosistem | (FSI) arasindaki elektron
transferine ve FSI etrafinda dongusel elektron akisina aracihk etmektedir. Bu
kompleksin 1sik enerjisinin termal dagilimina ve limenin asitlesmesine katkida
bulunarak fotooksidatif zarara karsi direng sagladigi bildirilmistir (Munekage et al.
2001; Maiwald et al. 2003). Kukurt eksikligi (—S/—Cr) kosullarinda sitokrom bgf
kompleksinin ifade seviyesi hassas Sary kanola cesidine gore toleransli NK Petrol kanola
cesidinde daha fazla artan yonde dizenlenmistir. Bununla birlikte, kombine stres
(=S/+Cr) kosulunda, diger bir sitokrom bgf kompleksi proteininin NK Petrol ¢esidinde
ifadesinin degismedigi, fakat Sary cesidinde azalan yénde diizenlendigi belirlenmistir.
Bu sonugclar, kikirt eksikligi ve Cr(VI) kosullarinda bu proteinin NK Petrol cesidinde
elektron akisinin sdrdardlebilirligini korudugunu, kukart eksikligi ve Cr(VI) varliginda

bile bu gesidin toleransina katkida bulunabilecegi ileri strilebilir.

Bitkilerde 1sik yakalayici kompleks (LHC), klorofil a, b ve klorofil a/b baglayici
proteinlerden olusmaktadir. Bu kompleks eksitasyon enerjisini yakalayan ve FSI ve
FSII'ye aktaran bir 1sik reseptorii olarak fonksiyon gormektedir (Liu and Shen 2004).
Mevcut arastirmada, NK Petrol ¢esidinde kukirt eksikligi (—S/—Cr) klorofil a/b baglayici
proteinin ifade seviyesini azaltmis olmasina karsin, Cr(VI) stresi (—S/+Cr ve +S/+Cr) bu
proteinin ifade seviyesini arttirmistir. Klorofil a/b baglayici proteininin ifade

seviyesindeki artan yonde diizenleme Cd, Hg ve Zn stresi altindaki Arabidopsis halleri
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(Farinati et al. 2009), Arabis paniculata (Zeng et al. 2011) ve bugday (Ge et al. 2012)
bitkilerinde, As stresine maruz birakilan Pteris vittata (Bona et al. 2010) ve Agrostis
tenuis (Duquesnoy et al. 2009) bitkilerinde ve Pb stresi altindaki aygicegi
(Walliwalagedara et al. 2010) bitkilerinde de bildirilmistir. Bu proteinlerin ifade
seviyesindeki artan yonde diizenlemenin tim hiicresel metabolizmanin artan enerji
talebini karsilamak icin gerekli olabilecegi belirtilmistir (Farinati et al. 2009; Bona et al.
2010). Toleransli NK Petrol ¢esidinde Cr(VI) stresine cevap olarak klorofil a/b baglayici
proteinin artan ifadesi, bu proteinin Cr(VI) toksisitesinde fonksiyonlarini sirdirdigu ve

cesidin toleransina 6nemli katki sagladigi ileri surilebilir.

Fotosentezde karbon birikiminde énemli rol oynayan karbonik anhidraz ginko iceren ve
karbondioksitin geri donldsimli  olarak suda ¢oOziinmesinden sorumlu bir
metalloenzimdir (Badger and Price 1994; Yan et al. 2006). Mevcut arastirmada, NK
Petrol cesidinde kikirt eksikligi (—S/—Cr), Sary cesidinde ise +S/+Cr uygulamasi
karbonik anhidraz proteininin ifade seviyesini azalan yonde dlizenlemistir. Kanola
fidelerinin yaprak dokularinda karbonik anhidraz bollugundaki bu azalmalar karbon
fiksasyon etkinliginin kukirt eksikligi ve Cr(Vl) stresi kosullarinda azaldigini ileri

stirmektedir.

Fotosentezde karbon indirgeme reaksiyonlarinin ilk enzimi olan ribuloz 1,5-bifosfat
karboksilaz/oksijenaz (RuBisCO), karbon metabolizmasinin ilk basamag olan
karbondioksit fiksayonunu kataliz etmektedir. Mevcut arastirmada, NK Petrol ¢esidinde
kakart eksikligi (—S/—Cr), RuBisCO buyuk alt birimi ve RuBisCO’nun aktive olmasinda
gorev yapan RuBisCO aktivazin ifade seviyesini azalan yonde diizenlemistir. RuBisCO alt
birimlerinin azalan yodnde dizenlendigi hiperakiimulator bitki tirlerinde de
belirlenmistir (Tuomainen et al. 2006; Zhao et al. 2011). Toksik metal stresi altindaki
bircok bitki tirinde RuBisCO’nun degradasyonu ve/veya fragmentasyonunun (Fihrs et
al. 2008; Kieffer et al. 2008, 2009; Ahsan et al. 2010) s6z konusu olmasi ¢alismamiz
acisindan degerlendirildiginde muhtemelen RuBisCO’nun azalan yonde ifade

edilmesinin sonucu olabilir. Zit olarak, Cr(VI) stresi altindaki Typha angustifolia
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bitkilerinde RuBisCO’nun alt birimlerinin artan yénde diizenlendigi bildirilmistir (Bah et

al. 2010).

Mg+2 iyonunun protoporfirin IX’un yapisina katilimini katalize eden magnezyum-selataz
klorofil biyosentezinde fonksiyon goren Uc alt birimden olusan bir enzimdir (Rissler et
al. 2002). Mevcut arastirmada, +S/+Cr ve —S/+Cr uygulamalari Sary kanola ¢esidinin
magnezyum-selataz alt birim chli proteininin ifade seviyesini azalan ydnde
diizenlemistir. Aksine bu proteinin ifade seviyesinin artan yonde diizenlenmesi Pb
stresi altindaki Typha angustifolia bitkilerinde bildirilmistir (Bah et al. 2010). Bu
sonuglar, kukirt eksikligi ve Cr(VI) stresi kosullarinda NK Petrol ¢esidine gore hassas

Sary cesidinde daha disuk klorofil icerigi ile aciklanabilir.

Fotosistem Il 1sik yakalayici kompleksin bir bileseni olan plastid-lipid iliskili protein 6
(fibrillin)’nin plastoglobiil gelisimi ve bircok strese karsi direng igin gerekli oldugu
bildirilmistir (Galetskiy et al. 2008). Bununla birlikte, fibrillin proteininin lipofilik
antioksidanlarin plastoglobiillere tasiniminda fonksiyon gordigu belirtilmistir (Singh et
al. 2010). Plastoglobiil organizasyonunun tilakoid membranlarin lipid kompozisyonunu
etkileyen agir metaller gibi stres durumlari ile siki bir sekilde iliskili oldugu bildirilmistir
(Simkin et al. 2007; DalCorso et al. 2008). Ayrica fibrillin proteininin plastoglobil
olusumu ve yapisini etkileyerek dolayli bir membran koruyucu role sahip olacagi
belirtilmistir. Ornegin, plastidik-ATPaz’lar lizerine eslesme engelleyicilerinin inhibe edici
etkilerini fibrillinin ortadan kaldirdig1 gosterilmistir (Simkin et al. 2007). Mevcut
arastirmada, kombine stres (—S/+Cr) toleransh NK Petrol cesidinde plastid-lipid ilikili
protein 6'nin ifade seviyesini artan yonde dizenlemistir. Bu proteinin artan yonde
dizenlenmesi, muhtemelen plastoglobil olusumlarina ve plastoglobillere
antioksidanlarin tasinimina neden olarak kikirt eksikligi ve Cr(VI) stresi kosullarinda
tilakoid membranlarini korudugu ve dolayisiyla NK Petrol cesidinin toleransh olmasina

katki sagladigi ileri surilebilir.
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Kanola fidelerinin yaprak dokularinda ATP sentaz epsilon ve alfa alt birimleri,
triozfosfat izomeraz, fruktoz bifosfat aldolaz ve fosfogliserat kinaz proteinlerinin ifade
seviyesindeki degisimler ile gosterildigi gibi enerji metabolizmasi S ve Cr(VI)
uygulamalarindan etkilenmistir. Transmembran ATPaz’lar membranlardan protonlarin
tasinimi igin ATP hidrolizini kullanan membran bagli enzim kompleksleridir (Morsomme
and Boutry 2000). Bununla birlikte, bazi transmembran ATPaz'lar proton
gradiyentindeki enerjiyi ATP sentezinde kullanmaktadir. Mitokondri ve kloroplastlarda
bulunan F-ATPaz'lar, oksidatif fosforilasyon veya fotosentez ile olusan proton
gradiyentini kullanarak ATP sentezleyen onemli yapilardir. F-ATPaz’lar iki baglantili
kompleksten olugsmaktadir: F1 ATPaz kompleksi katalitik 6zdlir ve 5 alt birimden (alfa,
beta, gama, delta ve epsilon) olusmaktadir (Mellwing and Bottcher 2003). Mevcut
arastirmada, ATP sentaz epsilon alt birimlerinin ifade seviyesi toleranshi NK Petrol
cesidinde —S/+Cr ve +HS/+Cr uygulamalarinda artis géstermistir. Labra vd. (2006), krom
stresi altindaki misir fidelerinde ATP sentaz alfa alt biriminin artis gosterdigini
bildirmistir. Krom stresi altinda bu proteinlerin sentezinde artisin muhtemelen
indirgenmis fotosentetik oran altinda artan enerji gereksinimini karsilamak olabilecegi
ileri srilebilir. Diger taraftan, kikurt eksikligi (—S/—Cr) uygulamasinda her iki kanola
cesidinde ATP sentaz alfa alt biriminin ifade seviyesinin azalan yonde diizenlenmesi, Cr
stresinin olmadigl durumlarda ekstra enerji gereksinimine ihtiya¢ olmadiginin da bir

gostergesi olabilir.

Bitkiler, stres kosullarinda normal biyime ve gelisimlerini stirdirebilmek icin glikoliz ve
trikarboksilik asit (TCA) donglsi gibi solunumun metabolik yollarini dizenlemek
zorundadirlar. Glikolizde dihidroksiaseton fosfat ve gliseraldehit 3-fosfat arasindaki geri
doénisimli reaksiyonu katalize eden trioz fosfat izomeraz etkin bir enerji Giretiminde
rol oynamaktadir. Mevcut arastirmada, sadece kombine stres (—S/+Cr) uygulamasinda
ve hassas Sary kanola c¢esidinde triozfosfat izomeraz proteininin ifade seviyesi azalan
yonde dizenlenmistir. Bu sonug, kombine stres kosullarinda hassas Sary cesidinde
glikolizde enerji Uretiminin azalmis olabilecegini ve cesidin Cr(VI)’a hassasiyetinde S

eksikliginin 6nemini ortaya koymada onemli bir kriter oldugunu gosterebilir.
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Fruktoz-bifosfat aldolaz geri donislimli olarak fruktoz-bifosfati dihidroksiaseton fosfat
ve gliseraldehit 3-fosfata donlslimini kataliz eden glikolitik bir enzimdir (Perham
1990). Mevcut arastirmada, tim S konsantrasyonlarinda Cr(VI) stresi sadece NK Petrol
cesidinde fruktoz-bifosfat aldolaz proteininin ifade seviyesinde artisa neden olmustur.
Glikolitik yollarda fonksiyon gdren bu proteinlerin ifade seviyelerindeki artis Cd stresi
altindaki bugday (Wang et al. 2010) ve celtik (Lee et al. 2010) bitkilerinin yaprak
dokularinda da belirlenmistir. Krom stresi altindaki toleransli NK Petrol g¢esidinde
glikolitik yollardaki bu proteinlerin artan yonde dizenlenmesi muhtemelen indirgenmis
fotosentetik oran altinda vyeterli enerjinin saglanmasi icin bu metabolik yoldan
sekerlerin akisinin arttirildiginin bir gostergesi olabilir. Bununla birlikte, toleransh NK
Petrol cesidinde fruktoz-bifosfat aldolaz proteininin artan yonde diizenlenmesi ile
Cr(VI) stresi altinda sekerlerin ve nisastanin seviyelerinin degisebildigi ve bu cesidin fide

blylimesine katki saglanabildigi ileri stirtlebilir.

Solunumda fonksiyon goren glikolitik fosfogliserat kinaz, 1,3-bifosfogliseratin 3-
fosfogliserata ADP-bagimli defosforilasyonunu kataliz etmektedir. Kloroplastlardaki
izoformu ise Calvin dongusiinde fonksiyon gérmektedir (Anderson et al. 2004). Mevcut
arastirmada, +S/+Cr uygulamasi NK Petrol ¢esidinde, kombine stres ise Sary cesidinde
kloroplastik fosfogliserat kinaz proteinin ifade seviyesini sirasiyla 4.3 ve 2.4 kat
arttirmistir. Cr(VI) stresi altindaki fidelerde fosfogliserat kinazin ifade seviyesindeki

artis, bu proteinin Cr(VI) toleransinda rol oynayabilecegini géstermektedir.

Bitkilerde agir metal stresinin etkilerinden biri de oksidatif stresle iliskili birka¢ enzimin
ifadesindeki degisimlerdir. Agir metal stresi altindaki bitkilerde savunma mekanizmalari
ile iliskili bircok antioksidan enzimin arttigi proteomik calismalarla gosterilmistir
(Alvarez et al. 2009; Wang et al. 2010; Chen et al. 2012). Mevcut arastirmada, farkh S
konsantrasyonlari ve Cr(VI) stresine cevap olarak peroksiredoksin-2E, tiyoredoksin M-
tip 4, germin-benzeri protein 1, 2-Cys peroksiredoksin BAS1, glutatyon S-transferaz,

ferritin-1, L-askorbat peroksidaz 1, tiazol biyosentetik enzim, Uroporfirinojen
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dekarboksilaz 2 ve mirosinaz-baglayici protein-benzeri At3g16470 gibi stres savunma

ile iliskili proteinlerin ifade seviyelerinde degisimler belirlenmistir.

Peroksiredoksinler antioksidan savunma sisteminin 6nemli bilesenleridir ve redoks
sinyalinde fonksiyon gormektedir. Tiyol spesifik peroksidazlar olan peroksiredoksinler,
tiyoredoksin veya glutaredoksin sistemi araciligiyla saglanan indirgeyici giic ile hidrojen
peroksit ve alkil hidroperoksitleri indirgemektedir (Dietz 2003; Villiers et al. 2011).
Ayrica peroksiredoksinlerin  kloroplastlardaki redoks homeostazisinde fonksiyon
gorebilecegi bildirilmistir (Hall et al. 2011). Amino asit sekanslari ve immiunolojik
Ozelliklerine gore peroksiredoksinler, bir veya iki korunmus sistein (Cys) rezidlesi
iceren alti farkli gruba ayrilmaktadir (Lyu et al. 1999). Ayrica peroksitleri indirgemede
peroksiredoksinlerin yeteneginin sistein rezidielerine bagh oldugu belirtilmistir.
Peroksiredoksin proteininin artan yonde diizenlenmesi Cr(VI) stresi altindaki misir
(Labra et al. 2006) ve Cd stresi altindaki Phytolacca americana (Zhao et al. 2011),
Populus (Durand et al. 2010) ve celtik (Ahsan et al. 2007) bitkilerinde belirlenmistir.
Mevcut arastirmada, —S/—Cr ve +HS/—Cr uygulamalarinin yani sira Cr(VI) stresi (+S/+Cr
ve —S/+Cr) toleransli NK Petrol kanola g¢esidinde 2-Cys-peroksiredoksin proteininin
ifade seviyelerinde artisa neden olmustur. Bu proteinin kloroplastlarda lokalize oldugu
ve reaktif oksijen tirlerine karsi bitki hicrelerini korumadaki rolleri distinildiginde,
toleransli NK Petrol gesidinin S eksikligi ve Cr(VI) stresi kosullarinda etkin bir hidrojen

peroksit temizleme sistemine sahip oldugu ileri strilebilir.

Tiyoredoksinlerin disilfit baglarini indirgedigi ve peroksiredoksinler gibi c¢esitli
enzimlere elektron verdigi bildirilmistir (Dietz et al. 2006). Diger bir savunma ile iligkili
protein olan germin-benzeri proteinlerin Mn-SOD aktivitesi gosterdigi bildirilmistir
(Yamahara et al. 1999). Bununla birlikte, germin-benzeri proteinlerin muhtemelen
metal iyonlarini baglamada fonksiyon goren histidin iceren motiflere sahip oldugu
belirtilmistir (Membre et al. 2000). Mevcut arastirmada, +HS/—Cr uygulamasi NK Petrol
cesidinde tiyoredoksin proteinin ifade seviyesinde artisa neden olurken, Sary cesidinde

germin-benzeri proteininin ifade seviyesini azalan yonde diizenlemistir. Bu sonuglar,
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Cr(VI) stresinin olmadig kosullarda asiri S uygulamasinin kanola fidelerinin stres

savunma ile ilgili mekanizmalari diizenleyebilecegini gostermektedir.

Glutatyon S-transferazlar (GST), bircok sitotoksik bilesik ile glutatyonun
konjugasyonunu kataliz eden enzimlerdir (Marrs 1996). GST’nin aktivitesi sonucu
olusan bilesiklerin tonoplastta lokalize olmus GS-X pompalarinin bir ailesi ile vakuole
tasindigi belirtilmistir (Rea et al. 1998). Bitkilerde bu konjlige edici aktiviteye sahip
bitkilere 6zgl tau ve phi GST ailelerini iceren yedi farkli GST sinifi bulunmaktadir (Dixon
et al. 2002). Mevcut arastirmada, kombine stres (—S/+Cr) toleransli NK Petrol kanola
cesidinde phi ailesine ait GST 16 proteininin ifade seviyesini 4 kat arttirmistir. Bununla
birlikte, kiiklrt eksikligi Sary ¢esidinde tau ailesine ait GST proteininin ifade seviyesinde
artisa neden olmustur. Kukirt eksikligi kosullarinda Cr(VI) stresine cevap olarak GST
proteininin ifade seviyesindeki artma, GSH’un artmasina bagli Cr detoksifikasyonunu
ileri strebilir. Bununla birlikte, agir metal stresine cevap olarak GST ifadesindeki artis
Cd stresi altindaki celtik (Lee et al. 2010), bugday (Wang et al. 2010), Arabidopsis
thaliana (Semane et al. 2010) ve Phytolacca americana (Zhao et al. 2011) gibi bitki

turlerinde de belirlenmistir.

Ferritin bitkilerde 6nemli demir depolama proteinlerinden biridir (Theil 1987). Bir
demir baglayici protein olarak ferritinin sadece demir homeostazisinde rol oynamadigi,
ayni zamanda Cd gibi agir metallere de baglanabildigi gosterilmistir (kumar and Prasad
1999). Bununla birlikte, Arabidopsis’te ferritin proteininin énemli bir demir havuzu
olusturmadigi, buna karsin oksidatif strese karsi korumada fonksiyon gordugi
bildirilmistir (Ravet et al. 2009). Mevcut arastirmada, kombine stres (—S/+Cr)
uygulamasinda ferritin D1 proteininin ifade seviyesinin hassas Sary kanola c¢esidine
gore toleransli NK Petrol kanola cesidinde daha fazla oranda arttigi belirlenmistir. Bu
sonug, NK Petrol cesidinde kiikurt eksikligi ve Cr(VI) stresi kosullarinda olusan oksidatif

strese karsl ferritin proteininin daha iyi bir koruma saglayabildigi ileri strilebilir.
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Mevcut arastirmada, kombine stres (—S/+Cr) toleransli NK Petrol kanola gesidinde L-
askorbat peroksidaz 1 (APX1) proteininin ifade seviyesini arttirmistir. Bu bulgulara zit
olarak, APX proteininin ifade seviyesinin Cr(VI) stresi altindaki Miscanthus sinensis
bitkilerinin kok dokusunda azalan yonde dizenlendigi bildirilmistir (Sharmin et
al.2012). Bununla birlikte, Cu stresine hassas celtik ¢cesidine gore toleransl cesitte APX1
proteininin Cu stresine cevap olarak artan yonde diizenlendigi belirtilmistir (Song et al.
2013). Bitkilerde APX izoenzimler olarak bulunmakta ve hidrojen peroksit
metabolizmasinda énemli bir rol oynamaktadir (Mittler 2002). Bununla birlikte, AsA-
GSH donglislintin bir bileseni olarak APX’in fotosentetik organizmalarda toksik seviyede
hidrojen peroksit birikimini engelledigi belirtilmistir (Asada 1992). Bu nedenle, kikirt
eksikligi ile birlikte Cr(VI) stresi uygulamasinda APX1 proteininin NK Petrol ¢esidinde
artan yonde dizenlenmesi, fotosentez uzerinde etkili bir korumanin yani sira
karbohidrat metabolizmasi ve antioksidan kapasitenin gelistirilmesi sayesinde Cr(VI)
detoksifikasyonunda fonksiyon gordigi ileri sirilebilir. Ayrica krom toleransh NK
Petrol ¢esidinde APX ve GST enzimlerinin artan yonde diizenlenmesi, Cr(VI) stresi

altinda antioksidan enzimlerin dnemli bir role sahip oldugunu gostermektedir.

Mevcut arastirmada, kombine stres (—S/+Cr) Cr(VI)-hassas Sary kanola ¢esidinde tiazol
biyosentetik enzimin ifade seviyesini azalan yonde dizenlemistir. Tiazol biyosentetik
enzim oksidatif stresin azaltiimasinda 6nemli roli olan tiaminin &ncusi tiazoliin
olusumunda fonksiyon gordtugi bildirilmistir (Nandi et al. 2005). Antioksidan
potansiyelinin yani sira tiaminde bulunan silfidril gruplarinin metallere kovalent olarak
baglanabildigi ve boylelikle toksisiteyi azaltabildigi 6ne strilmustir (Aloui et al. 2009).
Bununla birlikte, tiazol biyosentetik enzimin bircok stres durumuna karsi adaptasyonda
rollere sahip oldugu ve DNA zararina karsi tolerans sagladigi bildirilmistir (Papini-Terzi
et al. 2003). Mevcut arastirmanin sonuglari, Sary cesidinde tiazol biyosentetik enzimin
ifade seviyesindeki azalmanin muhtemelen kikurt eksikligi ve Cr(VI) stresine

hassasiyetle iliskili olabilecegini gostermistir.

122



Uroporfirinojen  dekarboksilaz  (iroporfirinojen  ll'iin  koproporfirinojen  lll’e
donlstiraldigli heme biyosentetik yolun besinci basamagini kataliz etmektedir
(Whitby et al. 1998). Bu reaksiyondan sonra heme ve klorofillerin ortak éncisi olan
protoporifirin IX olusmaktadir. Bununla birlikte, Groporfirinojen dekarboksilaz katalaz
ve peroksidazlarin 6ncusl olan protohemenin lretiminde fonksiyon géren dnemli bir
enzimdir. Cd stresi altindaki Arabidopsis yapraklarinda Uroporfirinojen dekarboksilaz
proteininin ifadesinin artan yonde dizenlendigi bildirilmistir (Semane et al. 2010).
Mevcut arastirmada, +HS/+Cr uygulamasi Sary ¢esidinde Groporfirinojen dekarboksilaz
proteininin ifadesini azalan yénde diizenlemistir. Bu sonug, asiri S uygulamasindaki
hassas Sary cesidinde heme biyosentetik yolun Cr(VI) stresinden olumsuz etkilendigini

ve bu durumun Sary ¢esidinin hassasiyeti ile iliskili olabilecegini ileri stirebilir.

Mirosinazlar, glukozinolatlarin bocek ve patojenlere karsi biyolojik aktivitelere sahip
bilesiklere pargalanmasini kataliz etmekte (Bones and Rossiter 1996) ve
glukozinolatlarda bulunan azot ve kikiirte gereksinim duyuldugunda bu enzim aktivite
gostermektedir. Mevcut arastirmada, kikdrt eksikliginin  yani sira Cr(VI) stresi
mirosinaz-baglayici protein-benzeri proteinin ifade seviyesinde artisa neden olmustur.
Bu sonuglar, kiikurt eksikligi ve Cr(VI) stresinin kanola gesitlerinde bu enzimi aktivite

ederek mevcut stres durumlarini tolere etmeye calistigi ileri stirtlebilir.

Bitkilerde agir metal stresi protein fonksiyonlarinda bozulmalara neden olabilmektedir.
Mevcut arastirmada, 20 kDa saperonin ve lon proteaz homologu 1 proteinlerinin ifade
seviyeleri silfat uygulamalari ve Cr(Vl) stresine cevap olarak farkli sekilde
dizenlenmistir.  Molekiler  saperonlar  diizgiin  protein  katlanmasi  ve
translokasyonundan sorumlu proteinlerdir (Wang et al. 2004). ATP-bagimli serin
proteazlar (lon proteaz homologu) peroksizom matriksinde yanhs katlanmis
proteinlerin parcalanmasina aracilik etmektedir (Lingard and Bartel 2009). Mevcut
arastirmada, 20 kDa saperonin proteininin ifade seviyesi kiikirt eksikligi altindaki NK
Petrol kanola g¢esidinde artan yonde diizenlenmistir. +S/+Cr uygulamasi her iki gesitte,

+HS/+Cr uygulamasi ise sadece NK Petrol cesidinde lon proteaz homologu proteininin
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ifade seviyesini artan yonde diizenlemistir. Protein yapisini ve fonksiyonunu stabilize
eden molekiler saperonlarin artan ifade seviyesinin, kanola cesitlerinde hiicresel
homeostazinin siirdiirtilmesi icin dGnemli savunma mekanizmalarindan biri oldugu ileri
surtlebilir.

Anneksinler, vakuol olusumu ve yeni sentezlenen plazma membrani ve hiicre ceperi
materyallerinin golgi araciligiyla salgilanmasini igceren bir dizi fonksiyona sahip kalsiyum
bagimh membran baglayici proteinlerin bir ailesidir (Delmer and Potikha 1997). Agir
metaller membran proteinlerini ciddi sekilde etkiledigi ve vakuollerde metal iyonlari
biriktirildigi icin anneksinler agir metal stresine karsi bitki hcrelerini korumaya
yardimci olabilirler. Bununla birlikte, A. thaliana’da anneksinlerin peroksidaz benzeri
aktivite gosterdigi ve oksidatif stresin hafifletiimesinde rol oynayabilecegi bildirilmistir
(Gorecka et al. 2005). Ayrica anneksinlerin kalsiyum iyonlari ile etkilesim halinde
olduklarindan, énemli bir sinyal molekill olarak stres cevaplarinda rol oynayabilecegi
bildirilmistir (Mortimer et al. 2008). Mevcut arastirmada, +S/+Cr uygulamasi her iki
cesitte anneksin D1 proteininin ifade seviyesinde artisa neden oldugu belirlenmistir.
Proteomik seviyede anneksin proteininin bollugundaki artis Cd stresi altindaki bezelye
ve Medicago truncatula bitkilerinin kok dokusunda da belirlenmistir (Repetto et al. 2003;
Aloui et al. 2009). Bu sonuglar, anneksin proteininin kikdrt varhiginda Cr(VI) stres

cevabi ile iligkili olabilecegini gbstermektedir.

Sitozolik bir enzim olan laktoilglutatyon liyaz (glioksalaz 1), Zn iyonlarina baglanarak
glioksal yolun ilk basamagini kataliz ettigi ve glutatyon homeostazisinin
sirdirilmesinde 6neme sahip oldugu bildirilmistir (Kim et al. 1993). Titln ve celtik
bitkilerinde glioksalaz genlerinin asiri ifadesinin tuzluluk, kuraklik ve agir metallere karsi
tolerans sagladigi bildirilmistir (Singla-Pareek et al. 2006). Mevcut arastirmada, tim S
konsantrasyonlarinda uygulanan Cr(VI) stresi NK Petrol ve Sary kanola cgesitlerinde
laktoilglutatyon liyaz proteininin ifade seviyesini artan yonde dizenlemistir. Ayrica
kombine stres (—S/+Cr) NK Petrol cesidinde yaklasik 3 kat artisa neden olurken, Sary
cesidinde yaklasik 7 kat artisa neden olmustur. Glioksilaz | proteininin ifade seviyesinin

bakir stresine hassas celtik ceside gore toleransh cesidin kok dokusunda daha fazla
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oranda arttig1 bildirilmistir (Song et al. 2013). Glioksilaz | proteininin artan yonde
diizenlenmesi Cr(VI) stresi altindaki misir bitkilerinde de belirlenmistir (Labra et al.

2006).

S-Adenozilmetiyonin sentaz (SAMS) enzimi metiyonin ve ATP’den S-adenozilmetiyonin
(SAM) olusumunu katalize eder. SAM etilen sentezi (Wang et al. 2002), poliamin
sentezi (Bouchereau et al. 1999) ve glukozinolatlar gibi sekonder metabolitlerin
sentezini (Grubb and Abel 2006) iceren bircok metabolik yol icin 6nctidiir. SAM sentaz
(SAMS) proteininin ifade seviyesi kikilrt eksikligi altindaki NK Petrol ¢esidinde artan
yonde dizenlenmistir. Bununla birlikte, Cd stresi ile olusturulmus oksidatif strese karsi
SAM’in koruyucu etkileri soya fasulyesi yaprak disklerinde gosterilmistir (Noriega et al.
2007). Ayrica SAM’in, glutatyonun yeniden olusturulmasi igin metilazlarin substrati
oldugu belirtilmistir (Roth et al. 2006; Sarry et al. 2006). Bu sonuglar, toleransh NK
Petrol cesidinde artan yonde diizenlenen SAMS’in kiikirt eksikligine karsi koruma

saglayabildigi ileri strllebilir.

Sonug olarak, Cr(VI) toleransinda farklilik gosteren kanola gesitlerinde karsilastirmal
proteomik analizler kullanilarak farkh silfat konsantrasyonlari ve Cr(VI) stresine cevap
ile iliskili molekiler mekanizmalarin degerlendirilmesi saglanmistir. Toleransli NK Petrol
cesidinde 46, hassas Sary cesidinde 35 proteinin ifade seviyelerinde farkhlik belirlenmis
ve bu proteinlerden sirasiyla 32 ve 25 protein kiitle spektrometrisi ile basarili bir
sekilde tanimlanmistir. Kanola gesitlerinin yaprak dokularinda kukdrt eksikligi ve Cr(VI)
stresine cevap olarak farkl sekilde ifade olan proteinlerin ¢gogunlukla fotosentez, enerji
metabolizmasi ve stres savunma ile ilgili oldugu ortaya konulmustur. Kanola
yapraklarinda kikirt eksikligi ve Cr(VI) stresi antioksidan enzimlerin yani sira birkag
savunma ile ilgili proteinin ifadesini tesvik etmistir. Bu proteinlerden, 2-Cys
peroksiredoksin BAS1, glutatyon S-transferaz, ferritin-1, L-askorbat peroksidaz 1, tiazol
biyosentetik enzim ve mirosinaz-baglayici protein-benzeri proteinin Sary cesidine gore
NK Petrol c¢esidinde daha fazla artis gosterdigi belirlenmistir. Bununla birlikte, stres

kosullarinda bitkiler tolerans mekanizmalarini giiclendirdikleri zaman ekstra ener;ji
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kaynagi gerekmektedir. NK Petrol gesidinde ATP sentaz epsilon zinciri, trioz fosfat
izomeraz ve fruktoz-bifosfat aldolaz gibi enerji metabolizmasi ile ilgili proteinlerin ifade
seviyesindeki artis bu proteinlerin kikirt eksikligi ve Cr(VI) stresini tolere etmedeki
muhtemel fonksiyonlarini géstermektedir. Ek olarak, saperon ve proteazlarin artan
ifadeleri ile gosterildigi gibi daha yiliksek orandaki protein degradasyonu ve sentezi icin
muhtemelen daha fazla enerji gerekebilir. ilgin¢ olarak, NK Petrol ¢esidinde sitokrom
bs-f kompleksi demir-kikirt alt birimi, 50S ribozomal protein L12-3, klorofil a-b
baglayici protein 6A, karbonik anhidraz, magnezyum-selataz alt birim chll ve
fosfogliserat kinaz gibi fotosentezle iliskili bircok proteinin ifade seviyesi kiikiirt eksikligi
ve Cr(VI) stresi kosullarinda artmis olmasi karsin RuBisCO blyik zincir ve RuBisCO
aktivaz 2 proteinlerinin ifadesi bu cesitte azalan yonde diizenlenmistir. Bu proteomik
bulgular, kukart eksikligi ve Cr(VI) stresine cevap olarak yeni bir hicresel
homeostazinin olusturulmasi icin metabolizma veya stres ile iliskili proteinlerin birlikte
fonksiyon gordiglini ileri surebilir. Bu calismadan elde edilen bulgular, kanola
yapraklarinda kikirt eksikligi ve Cr(VI) stresine karsi gelistirilen molekiiler cevaplarin

daha iyi anlasilmasinin yani sira fonksiyonel ¢alismalar igin temel saglayacaktir.
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