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ÖZET 

Yüksek Lisans Tezi 

 

ARPA (Hordeum vulgare L.) FİDELERİNDE NİTRİK OKSİT TEŞVİKLİ 

KADMİYUM TOLERANSININ ARAŞTIRILMASI 

 

Kübra ALP 

Afyon Kocatepe Üniversitesi  

Fen Bilimleri Enstitüsü  

Moleküler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dalı 

Danışman: Dr. Öğr. Üyesi Hakan TERZİ 

İkinci Danışman: Prof. Dr. Mustafa YILDIZ 

 

Tarım topraklarında kadmiyum (Cd) kirliliği yaygın bir çevre sorunudur ve gıda 

güvenliği için potansiyel tehditler oluşturmaktadır. Nitrik oksit (NO), çevresel stres 

tepkilerini düzenleyen gaz halinde biyoaktif bir sinyal molekülüdür. NO'nun Cd 

toksisitesini hafiflettiği bildirilmiş olsa da, arpa fidelerinde NO teşvikli Cd toleransı 

hakkında moleküler düzeyde sınırlı bilgi mevcuttur. Bu nedenle bu çalışmada, NO'nun 

Cd stresine yanıttaki potansiyel rolü arpa (Hordeum vulgare L.) fidelerinin 

yapraklarında fizyolojik, biyokimyasal ve proteomik analizlerle incelenmiştir. Sonuçlar, 

50 µM Cd stresinin bitki büyümesini ve klorofil içeriğini önemli ölçüde azalttığını ve 

lipid peroksidasyonu ve H2O2 içeriğini arttırdığını göstermiştir. Bununla birlikte, dışsal 

100 µM sodyum nitroprussit (SNP; NO donörü) uygulaması, fide büyümesindeki Cd 

kaynaklı inhibisyonu ve klorofil içeriğindeki azalmayı önemli ölçüde hafifletmiş ve 

yaprak malondialdehit (MDA) birikimini önemli ölçüde azaltmıştır. Cd stresi, 

süperoksit dismutaz (SOD), guaiakol peroksidaz (POD) ve askorbat peroksidaz (APX) 

aktivitesini önemli ölçüde artırmıştır. Diğer taraftan, dışsal SNP uygulaması, Cd 

uygulamasına göre APX aktivitesinde daha fazla artışa neden olurken, SOD ve POD 

seviyelerini önemli ölçüde azaltmıştır. İfade seviyelerinde değişiklik (2 kat ve üzeri) 

gösteren yaprak proteinleri, iki boyutlu jel elektroforezi (2-DE) ile ayrıştırılmıştır. Otuz 

dört protein, MALDI TOF/TOF (matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-

flight/ time-of-flight) kütle spektrometrisi ile başarıyla tanımlanmıştır. Kontrol ile 
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karşılaştırıldığında, 28 proteinin ifade seviyesi artarken, 6 protein ifade seviyesi SNP 

ve/veya Cd stresi tarafından azaltılmıştır. Bununla birlikte, dışsal SNP uygulaması, 

protein seviyelerini farklı şekilde düzenlemiştir. Farklı şekilde ifade olan proteinler 

fonksiyonel olarak fotosentez ve karbohidrat biyosentezi (%47.1), protein 

metabolizması (%23.5), primer metabolizma (%11.8), enerji metabolizması (%11.8), 

stres savunma (%5.9) ve sinyal iletimi (%2.9) olmak üzere altı gruba ayrılmıştır. 

Metabolik yolak analizleri, fotosentez, protein sentezi, redoks homeostazı ve sinyal 

iletimi gibi Cd stresi tarafından bozulmuş yolakların SNP uygulaması tarafından 

belirgin şekilde iyileştirildiğini göstermiştir. Dışsal SNP uygulaması ile enerji 

metabolizması ile ilgili proteinlerin artan yönde düzenlenmesi artan enerji üretimini 

ihtiyacını göstermektedir. Protein metabolizmasında fonksiyon gören proteinlerin SNP 

uygulaması ile artan yönde düzenlenmesi, NO'nun stres direnci ve proteomun yeniden 

düzenlenmesindeki rolünü göstermektedir. Bu sonuçlar, NO'nun daha fazla enerji için 

fotosentezin teşvik edilmesi, proteinlerin korunması ve stres savunmasının aktivasyonu 

yoluyla Cd'un neden olduğu büyüme inhibisyonunu hafifletebileceğini ileri sürebilir. 

 

2021, x + 80 sayfa  

 

Anahtar kelimeler: Arpa, Kadmiyum stresi, Nitrik oksit, Proteomik  
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ABSTRACT 

M.Sc. Thesis 

 

INVESTIGATION OF THE NITRIC OXIDE-INDUCED CADMIUM TOLERANCE 

IN BARLEY (Horedum vulgare L.) SEEDLINGS 

 

Kübra ALP 

Afyon Kocatepe University 

Graduate School of Natural and Applied Sciences 

Department of Molecular Biology and Genetics 

Supervisor: Asst. Prof. Hakan TERZİ 

Co-Supervisor: Prof. Mustafa YILDIZ 

 

Cadmium (Cd) contamination in agricultural soils is a prevalent environmental issue 

and poses potential threats to food security. Nitric oxide (NO) is a gaseous bioactive 

signaling molecule regulates environmental stress responses. Although NO is reported 

to alleviate the Cd toxicity, limited information is existing about the NO-induced Cd 

tolerance at molecular level in barley seedlings. In this study, therefore, the potential 

role of NO in response to Cd stress was examined by physiological, biochemical, and 

proteomic analyses in leaves of barley (Hordeum vulgare L.) seedlings. The results 

showed that 50 M Cd stress dramatically reduced plant growth and chlorophyll 

content, and increased lipid peroxidation and H2O2 content. However, exogenous 

application of 100 M sodium nitroprusside (SNP; NO donor) significantly alleviated 

Cd-induced growth inhibition and reductions in chlorophyll content, and dramatically 

reduced leaf malondialdehyde (MDA) accumulation. Cd stress significantly increased 

the activities of superoxide dismutase (SOD), guaiacol peroxidase (POD) and ascorbate 

peroxidase (APX). On the other hand, application of exogenous SNP further increased 

the activity of APX, and significantly decreased the levels of SOD and POD activity as 

compared to Cd stress. The leaf proteins exhibiting significant abundance changes (2.0-

fold change) were separated by two-dimensional gel electrophoresis (2-DE). Thirty-four 

protein spots were successfully identified by MALDI TOF/TOF (matrix-assisted laser 

desorption/ionization time-of-flight/ time-of-flight) mass spectrometry. When compared 
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with control, 28 proteins were up-regulated and 6 proteins were up-regulated by SNP 

and/or Cd stress. Meanwhile, exogenous SNP treatment differentially regulated the 

levels of proteins. Differentially-expressed proteins were functionally classified into six 

groups including photosynthesis and carbohydrate biosynthesis (47.1%), protein 

metabolism (23.5%), primer metabolism (11.8%), energy metabolism (11.8%), stress 

defense (5.9%), and signal transduction (2.9%). Metabolic pathway analysis indicated 

that several Cd-disruptive pathways were markedly reversed by SNP treatments, 

including photosynthesis, protein synthesis, redox homeostasis, and signal transduction. 

Exogenous SNP up-regulated proteins involved in energy metabolism implying an 

enhancement in energy generation. Proteins involved in protein metabolism were 

differently regulated by SNP which indicated the roles of NO in stress resistance and 

proteome rearrangement. These findings suggest that NO may alleviate Cd-induced 

growth inhibition through the promotion of photosynthesis to generate more energy, 

protection of proteins, and activation of stress defense. 

 

2021, x + 80 pages 

 

Keywords: Barley, Cadmium stress, Nitric oxide, Proteomics  
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1. GİRİŞ 

 

Tarımın kimyasal gübrelere olan bağımlılığının artması, atık sular ile sulama ve hızlı 

sanayileşme, toksik metallerin tarımsal topraklarda birikmesine neden olmaktadır. Son 

yıllarda, toprak, sucul ekosistemler ve bitkilerde ağır metal birikiminin olumsuz etkileri 

konusunda endişeler artmaktadır. Çeşitli ağır metaller arasında kadmiyum (Cd), 

toprakta binlerce yıl kalabilmekte ve tarımsal alanlar için önemli bir çevresel problem 

olarak kabul edilmektedir (Kumar 2013). Kadmiyumun gıda zincirine girmesi tüm 

dünyada küresel bir sorun ve ciddi bir sağlık problemi haline gelmektedir. Dünya 

genelinde potansiyel olarak tarıma elverişli arazilerin yaklaşık %40'ının Cd ile kirlenmiş 

olduğu ve Cd seviyesinin hala yükselişte olduğu tahmin edilmektedir (Saha vd. 2017). 

Bu nedenle, bitkilerin Cd stresine verdiği cevapların araştırılması büyük önem 

taşımaktadır.  

 

Bitkiler diğer iki değerlikli iyonlarla birlikte Cd'u kolaylıkla almaktadırlar (Liu vd. 

2016). Kadmiyum büyüme ve gelişme için gerekli olmayan bir ağır metaldir ve 

Uluslararası Kanser Araştırmaları Ajansı Cd’u potansiyel bir kanserojen olarak 

sınıflandırmaktadır (Hermand vd. 2014). Zehirli Maddeler ve Hastalık Sicil Dairesi, 

tehlikeli maddelerin öncelik listesinde Cd yedinci sırada yer almaktadır (ATSDR 2017). 

Bitkilerde, Cd'un yapraklarda kloroza, büyümede inhibisyona, reaktif oksijen türlerinin 

(ROT) üretimine ve membranların peroksidasyonuna neden olarak toksisiteye yol açtığı 

bilinmektedir (Rady ve Hemida 2015, Sidhu vd. 2017). Diğer taraftan, Cd stresi 

karbohidrat metabolizması (Gill ve Tuteja 2010), fotosentez (Paunov vd. 2018), amino 

asit sentezi (Sharma ve Dietz 2006, Rady vd. 2016) ve poliamin birikimi (Groppa ve 

Benavides 2008; Rady ve Hemida 2015) gibi metabolik olayları etkilemektedir. 

 

Bitkiler ağır metal stresine adapte olmak ve hayatta kalmak ve ağır metallerin zararlı 

etkilerinin detoksifikasyonu için önemli savunma sistemleri geliştirmiştir (Clemens 

2006). Kadmiyum stresine bağlı olarak ROT’ların seviyesindeki artış antioksidan 

enzimlerin aktivasyonuna, strese cevap ile ilişkili genlerin ifade seviyelerinin artmasına 

ve peptitlerin, hormonların ve metabolitlerin sentezine neden olmaktadır (Baxter vd. 

2013). Bununla birlikte, bitki hücre zarı sistemleri, metal alımı ve homeostazı için 
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gerekli olan çeşitli taşıyıcılara sahiptir. Plazma zarı ve tonoplast üzerinde bulunan metal 

taşıyıcılar, bitki hücrelerindeki ağır metallerin fizyolojik konsantrasyonlarının 

düzenlenmesi için oldukça önemlidir (Mendoza-Cózatl vd. 2011). Bununla birlikte, 

bitkilerde Cd toleransını artırmak için farklı stratejiler geliştirilmiştir. Bitkilerde salisilik 

asit, poliaminler ve brassinosteroidler gibi bitki büyüme düzenleyicileri (Belkadhi vd. 

2014, Fariduddin vd. 2014, Nahar vd. 2016), organik asitler (de Araújo vd. 2017, Al 

Mahmud vd. 2018), selenyum (Wu vd. 2016) ve silikon (Tang vd. 2015) gibi 

kimyasallar bitkilerde Cd toleransının artırılması için kullanılmaktadır.    

 

Nitrik oksit (NO), hücre zarlarından geçebilen gaz halinde serbest bir radikaldir. Son 

yıllarda, NO'nun ağır metallere verilen yanıtlar da dahil olmak üzere bitkilerde çok 

sayıda fizyolojik ve patofizyolojik süreçte rol oynadığı bulunmuştur (Domingos vd. 

2015, Sahay ve Gupta 2017, Umbreen vd. 2018). Çok sayıda çalışma NO'nun potansiyel 

bir sinyal molekülü olduğunu ve Cd stresine maruz kalan bitkilerde NO üretiminin 

arjinin bağımlı yolla olduğu bildirilmiştir (Rodríguez-Serrano vd. 2006, De Michele vd. 

2009). Nitrik oksit, proteinlerin demir-kükürt veya hem merkezlerine ve sistein veya 

tirozin kalıntılarına bağlanıp proteinleri modifiye ederek Cd toleransında rol oynayan 

pek çok proteini düzenlemektedir (Arasimowicz-Jelonek ve Floryszak-Wieczorek 

2011). Ayrıca birçok fitohormon, NO-teşvikli sinyal yolaklarını etkilemekte ve 

böylelikle birçok genin ifadesini düzenlemekte ve ağır metal stresi altında geniş bir 

savunma cevabı aralığı oluşturmaktadır (Pedranzani ve Vigliocco 2017). Çok sayıda 

çalışma, NO donörlerinin [sodyum nitroprussid (SNP) gibi] dışsal uygulamalarının 

bitkileri ağır metal kaynaklı hasara karşı koruduğunu göstermiştir (Terrón-Camero vd. 

2019). Bitkilerde SNP uygulamasının ROT üretimini ve lipid peroksidasyonunu 

azalttığı ve böylece oksidatif stresi azaltarak ağır metal stresine karşı koruma sağladığı 

bilinmektedir (Terrón-Camero vd. 2019). Diğer taraftan, NO kök hücre çeperlerinin 

yapısını etkileyerek Cd’un kök dokusunda birikimini artırmakta ve toprak üstü 

dokularda birikimini azaltmaktadır (Liu vd. 2015). Dışsal SNP uygulamasının Cd stresi 

altındaki bitkilerde oksinin parçalanmasını azalttığı ve antioksidan etkinliği arttırdığı 

belirtilmiştir (Iqbal vd. 2017). Ayrıca Cd stresinin bezelye fidelerinde NO üretimini 

baskıladığı gösterilmiştir. Bununla birlikte, Cd stresi altındaki çavdar ve acı bakla 
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bitkilerinde salisilik asit, hidrojen peroksit ve NO arasında çapraz bir etkileşim olduğu 

bildirilmiştir (Asgher vd. 2017). 

 

Bitkilerde stres toleransını sağlayan moleküler mekanizmaların daha iyi anlaşılabilmesi 

için metabolomik, transkriptomik ve proteomik gibi farklı “omik” yaklaşımları 

kullanılabilmektedir (Mosa vd. 2017). Yüksek verimlilikli proteomik analizlerin, 

bitkilerde Cd stresine cevap olarak ifade seviyesi değişen proteinlerin kapsamlı şekilde 

belirlenebilmesi için güçlü bir araç olduğu kanıtlamıştır. Önceki araştırmalarda, birçok 

farklı bitki türünün farklı dokularında 4720'den fazla Cd'a duyarlı protein tanımlanmıştır 

(Bagheri vd. 2015, Sun vd. 2016, Cao vd. 2017, Carneiro vd. 2017). Bu proteinlerin 

esas olarak fotosentez, enerji metabolizması, stres savunma, transkripsiyon ve 

translasyon, protein modifikasyonu, taşıma ve sinyal iletimi gibi süreçlerle ilişkili 

olduğu ortaya konulmuştur. Diğer taraftan, SNP uygulamasına maruz bırakılan çeltik 

yapraklarında 53 proteinin farklı şekilde ifade olduğu ve süperoksit dismutaz, glutatyon 

redüktaz, katalaz, askorbat peroksidaz, peroksidaz, monodehidroaskorbat redüktaz ve 

glutatyon S-transferaz gibi antioksidan savunma ile ilgili proteinlerin artan yönde 

düzenlendiği bildirilmiştir (Lee vd. 2019). Kadmiyum stresi altındaki salatalık 

bitkilerinde NO’nun fotosentez ile ilişkili proteinleri artırdığı, glutatyon 

metabolizmasında rol oynayan proteinleri düzenlediği rapor edilmiştir (Gong vd. 2017). 

Bitkilerde Cd gibi ağır metal toksisitesinin hafifletilmesinde dışsal SNP’nin rollerini 

araştıran çok sayıda çalışma olmasına karşın, bu iyileştirici etkilerin altında yatan 

moleküler mekanizmaları araştıran çok az sayıda çalışma bulunmaktadır. Bu nedenle, 

bu araştırmada Cd stresi altındaki arpa yapraklarında fizyolojik, metabolik ve proteomik 

değişiklikleri NO’nun nasıl düzenlediği hakkında kapsamlı bilgilerin elde edilmesi 

amaçlanmıştır.  
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2. LİTERATÜR BİLGİLERİ  

 

2.1 Bitkilerde Kadmiyumun Alımı, Taşınımı ve Depolanması  

 

Son iki yüzyıl boyunca artan endüstriyel faaliyetler ve madencilik nedeniyle, çevre 

kirliliği dünya çapında önemli bir sorun haline gelmiştir. Çevre kirliliğine neden olan 

çeşitli faktörler arasında kadmiyum (Cd), kurşun ve cıva gibi tehlikeli ağır metaller, 

antropojenik aktiviteler sonucu çevreye yüksek oranlarda yayılmalarından dolayı ağır 

metal kirliliğinin önemli bir bölümünden sorumludurlar (Pinto vd. 2004). Toprakta 

kalma süresi binlerce yıl olabileceğinden Cd tarım sistemi için önemli bir çevresel 

endişe olarak kabul edilmektedir (Kumar 2013). Kadmiyum 2B grubunda bulunan bir 

geçiş metalidir ve iyi bir iletkendir ve korozyona karşı direnç gösterir. Cd'un bu 

özellikleri alaşım, boya, Ni-Cd pil, pigment ve plastik endüstrilerinde kullanımını 

artırmaktadır (Sebastian ve Prasad 2014). Kirlenmemiş topraklarda bulunan Cd 

konsantrasyonları genellikle 0.5 mg kg
1

'ın altındadır, ancak toprak ana materyallerine 

bağlı olarak 3.0 mg kg
1

'a kadar çıkabildiği bildirilmiştir (Nazar vd. 2012). Bununla 

birlikte, madencilik faaliyetleri, kanalizasyon atıkları ve fosfat gübrelerinin kullanımı 

gibi aktiviteler topraklarda Cd konsantrasyonlarının artmasına yol açmaktadır (Rehman 

vd. 2015, Huang vd. 2017). 

 

Cd'un bitkilerde önemli bir işlevi yoktur, ancak kökler tarafından kolayca alınmakta ve 

yenilebilir bitki kısımlarına taşınmaktadır (Adams vd. 2004). Ağır metaller, uygun 

taşıma sistemleri ile bitki gövdelerine girerler. Yüksek bitkilerde, topraktan inorganik 

besinlerin ve ağır metal iyonlarının alımı kök salgıları ve rizosferik mikroorganizmalar 

tarafından düzenlenmektedir. Cd gibi ağır metal iyonları için herhangi bir biyolojik 

fonksiyonun bulunmaması, bitkilerdeki spesifik bir taşıyıcısının bulunmaması anlamına 

gelmektedir (Ghosh ve Roy 2019). Bitki hücre zarı sistemleri, metal alımı ve homeostaz 

için gerekli olan çeşitli taşıyıcılara sahiptir. Plazma zarı ve tonoplast üzerinde bulunan 

metal taşıyıcıları, bitki hücrelerindeki ağır metallerin fizyolojik konsantrasyonlarının 

düzenlenmesi için oldukça önemlidir. Bitki köklerinde Cd alımı ve taşınması hem 

apoplastik hem de simplastik yollarla gerçekleşmektedir (Lux vd. 2011). Bitkilerde P 

tipi ATPaz ağır metal taşıyıcıları (HMA'lar), doğal dirençle ilişkili makrofaj proteini 
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(NRAMP) ve ZIP protein ailesi Cd alımında ve taşınmasında rol oynayan önemli 

taşıyıcı aileleridir (Persans vd. 2001, Sebastian ve Prasad 2014). Arabidopsis halleri 

köklerindeki ZIP6 ve ZIP9 ve Thlaspi caerulescens bitkilerindeki ZTN1 ve ZTN2 gibi 

ZIP ailesi taşıyıcıları, Zn ile birlikte Cd’un alımında işlev görmektedir (Weber vd. 

2006). Arabidopsis thaliana'da, ZIP taşıyıcı ailesinin bir başka üyesi olan IRT1'in, Cd, 

Fe, Mn, Ni ve Zn gibi iki değerlikli katyonların taşınmasında rol oynadığı gösterilmiştir 

(Rogers vd. 2000). 

 

Kök hücrelerindeki taşıyıcılarla alındıktan sonra ağır metal iyonları, ksilem 

elemanlarına girmekte ve çeşitli metal iyon şelatörleri ile kompleksler oluşturarak 

toprak üstü kısımlara taşınmaktadır. ATP-bağlayıcı kaset taşıyıcı (ABC) ailesi üyesi bir 

taşıyıcının, buğday bitkilerinde Cd’un ksileme yüklenmesinde rol oynadığı 

gösterilmiştir (Kretzschmar vd. 2011). Ksilem yüklemesi ATP'ye bağımlı bir işlem 

olduğundan, Cd'un toprak üstü organlara taşınması, mitokondriyal solunum ve 

fotosentetik elektron taşınması gibi ATP üretici yollara bağlıdır. Cd'un köklerden toprak 

üstü kısımlara taşınması, HMA ailesine ait taşıyıcılar yardımıyla gerçekleşmektedir 

(Uraguchi vd. 2009). A. thaliana'da AtHMA4 proteini, plazma zarı P tipi ATPaz olarak 

işlev görmekte ve sitozolik serbest Ca
+2

'un seviyelerini koruyarak Cd 

detoksifikasyonunda rol oynamaktadır. Bununla birlikte, bir Zn/Cd taşıyıcı olarak işlev 

gören AtHMA3 proteininin Cd ve Zn homeostazının düzenlenmesinde rol oynadığı 

gösterilmiştir (Mills vd. 2005, Mendoza-Cózatl vd. 2011). Kadmiyumun vakuollerde 

depolanması fotosentez gibi metabolik yolların çalışmasını sağlamak için gereklidir. 

Cd'un vakuollerde alıkonması, metal hiperakümülatör bitkilerinin karakteristik bir 

özelliği olan yapraklarda Cd'un daha fazla birikmesini sağlamaktadır. Arpa gibi tahıl 

bitkileri ise yapraklara kıyasla kökte daha fazla Cd biriktirmektedir (Harris ve Taylor 

2013). ABC taşıyıcıları ağır metallerin vakuole taşınmasında çok önemli bir rol 

oynamaktadır. Arabidopsis'teki ABC taşıyıcı ailesinin iki önemli üyesi olan AtMRP1 ve 

AtMRP2’nin fitoşelatin–Cd komplekslerinin vakuole taşınmasında rol oynadığı 

bildirilmiştir (Song vd. 2014). Diğer taraftan, diğer bir ABC ailesi taşıyıcısı olan 

AtPDR8’in, kök tüyleri ve epidermal hücrelerin plazma zarında Cd’un dışa atılması için 

bir pompa işlevi görerek ağır metal toleransını sağladığı bildirilmiştir (Kim vd. 2007). 
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2.2 Bitkilerde Kadmiyum Stresinin Etkileri 

 

Esansiyel olmayan ve toksik bir element olan Cd, çevreye zararlı kirleticilerden biridir. 

Bitkilerde, Cd birikiminden kaynaklanan toksisite belirtileri arasında kloroz, solma, 

büyüme inhibisyonu ve hatta hücre ölümü bulunur (Gill vd. 2013). Kadmiyumun 

bitkilerde reaktif oksijen türlerinin oluşumunu teşvik ederek ve proteinlerin karboksil 

veya tiyol grupları ile doğrudan etkileşime girerek önemli metabolik yolakları bozduğu 

ileri sürülmüştür (Xiong vd. 2010). Bitkilerde Cd stresinin neden olduğu toksisite 

belirtileri birçok ağır metal için belirtilen durumlara benzemektedir (Sharma vd. 2016). 

Cd stresi Fe ve Ca gibi elementlerin hücre içi seviyelerinde bozulmalara yol açmaktadır 

(Gupta vd. 2017). Antioksidan savunma sistemindeki dengesizlik, Cd iyonlarının 

metaloproteinlerdeki Cu ve Fe iyonlarının yerine geçmesi ve solunum zinciri bozukluğu 

nedeniyle Fenton reaksiyonlarının tetiklenmesine bağlı olarak oksidatif strese neden 

olan redoks durumu dengesizliğine neden olmaktadır (Cuypers vd. 2016). Proteinlerin 

sistein rezidüelerine Cd’un bağlanması (Schützendübel ve Polle 2002) ve proteinlerin 

fonksiyonel bölgelerindeki metallerin Cd ile yer değiştirmesi (Clemens 2006) enzim 

inaktivasyonuna neden olmaktadır.  

 

Cd'un yapraklara girişi ksilem yoluyla gerçekleşmektedir (Song vd. 2017). Yaprakta 

yüksek miktarda Cd birikimi, fotosentez gibi metabolik yollarda değişikliklere neden 

olarak verimliliği azaltmaktadır (Paunov vd. 2018). Fotosentetik aktivitedeki bu düşüş 

pigment seviyelerindeki azalmanın yanı sıra, CO2 asimilasyon hızı ve RuBisCO 

aktivitesindeki azalmadan kaynaklanabilmektedir (Asgher vd. 2014). Fotosentezin ışık 

reaksiyonlarındaki hasarın fotooksidatif strese neden olduğu iyi bilinmektedir. Bu 

nedenle, Cd stresi altında fotosentetik ışık reaksiyonunun engellenmesi yapraklardaki 

oksidatif stresi hızlandırmaktadır (Sebastian ve Prasad 2019). Bununla birlikte, Cd stresi 

azot asimilasyonunu ve besin elementlerinin alımını etkileyebilmektedir (Sebastian ve 

Prasad 2015). Cd stresi altında besin elementlerinin alımındaki azalmanın, Cd’un 

taşıyıcılar için diğer elementlerle rekabetinden veya demir taşıyıcı protein olan IRT1'de 

olduğu gibi metal girişini önlemek için taşıyıcıların inhibisyonundan kaynaklanmaktadır 

(Rizwan vd. 2016). Bununla birlikte, Arabidopsis bitkilerinde Cd'un köklere girişinde 

ve toprak üstü dokulara taşınımın düzenlenmesinde NADPH oksidazların önemli bir 
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rolü olabileceği gösterilmiştir (Gupta vd. 2017). Cd toksisitesinin tüm semptomları 

sonuçta bitki büyümesini ve verimini azaltmakta ve bazen bitki ölümüne yol açan 

genotoksisiteye neden olmaktadır. Bununla birlikte, toksisitenin şiddeti, bitkinin 

büyüme aşamasına, metal konsantrasyonuna, maruz kalma süresine ve bitkinin tolerans 

mekanizmalarına bağlıdır (Romero-Puertas vd. 2019). 

 

2.3 Bitkilerin Kadmiyuma Verdiği Hücresel Cevaplar 

 

Bitkilerin ağır metallere duyarlılığı etkileşim halinde olan fizyolojik ve moleküler 

mekanizma ağına bağlıdır. Bu mekanizmalar (1) hücre dışı salgılara ve hücre çeperi 

bileşenlerine bağlanarak metallerin alınması ve birikmesi, (2) ağır metallerin sitozol gibi 

biyoaktif bölgelerden uzaklaştırılması için vakuollere taşınması, (3) ağır metal 

iyonlarının hücre içinde organik ve amino asitler, fitoşelatinler (PC'ler) ve 

metallotiyoneinler gibi çeşitli bileşikler ile kompleks oluşturması, (4) ozmolitlerin ve 

ozmotik koruyucu bileşiklerin birikmesi ve antioksidatif enzimlerin artan seviyeleri ve 

(5) metabolik yolakların yeteri kadar çalışmasına ve hasarlı hücrelerin hızlı bir şekilde 

onarılmasına izin vermek için bitki metabolizmasının düzenlenmesini içermektedir 

(Cho vd. 2003). 

 

Kadmiyum stresinin olumsuz etkilerinin üstesinden gelinebilmesi için bitki hücreleri Cd 

stresini algılayabilmeli ve Cd'a tolerans sağlayacak şekilde tepki verebilmelidir. 

Kadmiyum stresinin algılanması ve tolerans mekanizmaları, gen ve proteinlerin 

ifadesindeki değişiklikler gibi karmaşık fizyolojik ve biyokimyasal süreçlerin 

koordinasyonunu gerektirmektedir (Urano vd. 2010). Bir stres koşuluna yanıt olarak 

gen ekspresyonu ve gen regülasyonundaki değişikliklerin iyi anlaşılması, sinyal iletim 

yolakları hakkındaki bilgi sağlamak için önemlidir. Metabolom, transkriptom ve 

proteom seviyesindeki araştırmalar Cd kaynaklı sinyallemenin mekanizmalarını ortaya 

koymak için gerçekleştirilmiştir (Arruda ve Azevedo 2009). Sinyal yolakları, bitkilerde 

Cd alımını ve taşınımını düzenlemeye yardımcı olmaktadır (DalCorso vd. 2010). Sinyal 

iletim yolakları genellikle Cd'a duyarlı genlerin transkripsiyonuna yol açmaktadır. Bu 

tür sinyal iletim yolakları protein komplekslerinin aktivasyonu, hormon aracılı 

düzenleme, reaktif oksijen türlerinin (ROT) üretimi ve stresle ilişkili genlerin 



8 

 

transkripsiyonunu sağlayan transkripsiyon faktörlerini (TF'leri) aktive eden ikincil 

habercilerin sentezi gibi farklı mekanizmaları içermektedir (Şekil 2.1) (DalCorso vd. 

2010). 

 

 

Şekil 2.1 Savunma ile ilişkili genlerin aktivasyonuna ve ifadesine yol açan Cd kaynaklı sinyal 

iletim yolağınıngenel şeması (Amir vd. 2019’tan değiştirilerek). 

 

Bitkilerde Cd sinyallerine aracılık eden anahtar moleküller ROT’lar ve nitrik oksittir 

(Besson-Bard vd. 2009). Cd stresi altında ROT üretimi, NADPH oksidaz, fotosentez ve 

solunumun aktivitesi yoluyla gerçekleşir (Heyno vd. 2008). Cd stresine bağlı olarak 

artan ROT seviyesi, antioksidan enzimlerin (SOD, CAT, APX, POD ve GR gibi) 

aktivasyonuna yol açan mitokondriyal ve ER streslerine neden olmaktadır. Antioksidan 

savunma sistemine ek olarak, kalsiyum-sinyal yolakları ile strese duyarlı genlerin 

aktivasyonu ve diğer birçok bitki hormonu ve metabolitin sentezi stresin etkilerini 

hafifletmektedir (Baig vd. 2019). Bitkilerde hücresel düzeyde, mitojenle aktifleştirilen 

protein kinaz (MAPK) şelalesi adı verilen üç ardışık protein kinazdan oluşan bir ağ, 

MAPKKK (MAPK kinaz kinaz), MAPKK (MAPK kinaz) ve MAPK'yı içeren stres 

sinyalleme mekanizmasında yer almaktadır (Widmann vd. 1999). Bu tür birçok 
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fosforilasyon şelalesinin, Cd aracılı stres sinyal iletiminde rol oynadığı düşünülmektedir 

(Jonak vd. 2004). MAPK kinaz bağımlı sinyal yolaklarının aktivasyonu, Cd stresi 

altındaki bitkilerde rapor edilmiştir (Sinha vd. 2011). 

 

Şekil 2.2 Bitkilerde Cd iyonlarının içsel alıkonması veya dışa atılması ile ilişkili olası 

mekanizmalar (Sebastian ve Prasad 2019’tan değiştirilerek). 

 

Cd hücreye girdikten sonra en iyi karakterize edilmiş bitki yanıtlarından biri de ağır 

metalleri şelatlayan bir peptid olan fitoşelatinlerin (PC'ler) sentezidir (Mendoza-Cózatl 

vd. 2010). PC'ler, substrat olarak GSH’un kullanıldığı ve fitoşelatin sentaz (PCS) ile 

enzimatik olarak sentezlenen sistein açısından zengin peptitlerdir (Al-Huqail vd. 2017). 

Kadmiyum stresine maruz kalan bitkilerde PCS’ın etkinleştiği bildirilmiştir (Thangavel 

vd. 2007). Bitkilerde Cd-PC kompleksleri oluştuktan sonra vakuol içine ABC 
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taşıyıcıları (Vögeli-Lange ve Wagner 1990), Cd/proton antiportırları (Berezin vd. 2008) 

ve V-ATPaz veya V-PPaz (Sharma vd. 2016) proteinleri ile taşınmaktadır (Şekil 2.2). 

Cd detoksifikasyonunda anahtar rol oynayan vakuolun hacmi ve şekli ağır metal 

stresine yanıt olarak değişmektedir (Sharma vd. 2016). Diğer taraftan, transkripsiyon 

sonrası düzeyde TF'leri ve stresle ilişkili spesifik mRNA'ları negatif olarak düzenleyen 

mikroRNA'ların (miRNA'lar) da ağır metal toleransında rol oynadığı bulunmuştur 

(Cuypers vd. 2016). 

 

2.4 Bitkilerin Kadmiyuma Verdiği Proteomik Cevaplar 

 

Son yıllarda, “Omik” yaklaşımları, çevresel streslerin neden olduğu değişikliklerin 

kapsamlı şekilde analizlerine izin vermektedir. Bitkilerde transkriptomik, metabolomik 

ve proteomik gibi farklı yaklaşımlardan elde edilen verilerin analiz edilmesi, stres 

toleransı altında yatan moleküler mekanizmaların anlaşılmasına katkıda bulunmaktadır 

(Mosa vd. 2017, Ahmad vd. 2018). Proteomik ve metabolomik veriler, transkriptomik 

düzeyde regülasyonu ve karmaşık hücresel ağları bütünsel olarak anlamak için 

transkriptom profilleri ile ilişkilendirilebilir (Urano vd. 2010). Farklı omik verilerin 

birlikte yorumlanması metabolizma, büyüme, gelişme ve stres tepkisini kontrol eden 

fonksiyonel ağların belirlenmesine yardımcı olmaktadır (Moreno-Risueno vd. 2010). 

Proteomik, ağır metal toleransı ve hücresel detoksifikasyon ilişkili mekanizmalarda yer 

alan proteinler, etkileşim ağları ve metabolik yolaklar hakkında önemli bilgiler 

sağlamaktadır (Hossain ve Komatsu 2013). Proteomik, Cd gibi stres koşulları altındaki 

bitkilerin proteomları karşılaştırmak için kullanılabilmektedir. Proteomik yaklaşım, Cd 

stresi ile ilişkili birçok proteinin tanımlanması için Arabidopsis thaliana (Carneiro vd. 

2017), Oryza sativa (Liu vd. 2020), Cucumis sativus (Gong vd. 2017), Solanum 

lycopersicon (Borges vd. 2019) ve Brassica napus (Luo ve Zhang 2019) gibi birçok 

bitki türünde kullanılmıştır. Bu proteinlerin ağırlıklı olarak fotosentez ve enerji 

metabolizması, stres savunma ve detoksifikasyon, gen ifadesi, protein metabolizması ve 

sinyal iletimi gibi olaylarda işlev gördüğü bildirilmiştir. Bununla birlikte, bu 

proteinlerin farklı hücresel lokalizasyonlara sahip olduğu bulunmuştur (Şekil 3.3) 

(Ahmad vd. 2019). 
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Şekil 2.3 Farklı bitki türlerinde proteomik analizler ile tanımlanmış proteinlerin fonksiyonları 

(a) ve hücresel lokalizasyonları (b) (Ahmad vd. 2019’tan değiştirilerek). 

 

2.4.1 Kadmiyum Stresi ve Enerji Metabolizması ile İlişkili Proteinler 

 

Bitkilerde, karbohidrat ve enerji metabolizması stres koşullarında metabolik yolların ve 

karbohidrat dengesinin korunması için önemli biyolojik süreçlerdir. Karbohidratlar en 

fazla bulunan metabolitlerdir ve abiyotik stres koşullarında enerji kaynakları ve sinyal 

molekülleri olarak hizmet etmektedirler. Glikoliz, glikozu pirüvat dönüştüren ve enerji 

üreten metabolik bir süreçtir (Ahmad vd. 2019). Glikoliz ve ATP sentezindeki bazı 

anahtar enzimler Cd stresine cevapta önemli rol oynamaktadır. Fruktokinaz 
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seviyesindeki artışın karbohidrat metabolizması homeostazisinin yeniden kurulması için 

faydalı olabildiği, hasarlı proteinlerin ve zarların korunması ve restorasyonunda rol 

oynayabildiği bildirilmiştir (Bah vd. 2010). Fosfogliserat kinaz proteininin buğday 

fidelerinde oksidatif stresin etkilerinin üstesinden gelmede yardımcı olduğu 

bildirilmiştir (Mohapatra ve Mittra 2016). Triozfosfat izomeraz glikolizde önemli bir rol 

oynamakta ve verimli enerji üretimi için gerekli olduğu belirtilmiştir. Bununla birlikte, 

glikoliz ve trikarboksilik asit (TCA) döngüsü ile ilişkili proteinlerin hassas domates 

genotipinde güçlü bir şekilde azaldığı ve bu azalmanın büyümedeki inhibisyon ile 

ilişkili olduğu bildirilmiştir (Borges vd. 2019). 

 

Glikolizin yanı sıra TCA döngüsü de Cd stresi altındaki bitkilerde farklı şekilde 

düzenlenebilmektedir. TCA döngüsü, karbohidratlar, yağlar ve proteinler gibi 

moleküllerden elde edilen asetil-CoA'nın karbondioksite oksidasyonu ile ATP ve 

NADH formunda enerji depolayabilen bir dizi kimyasal reaksiyondur. TCA döngüsü ile 

ilişkili proteinler arasında süksinat dehidrogenaz hem TCA döngüsünde hem de 

elektron taşıma zincirinde fonksiyon görmekte ve stres koşullarında mitokondrinin 

işlevliğini koruyan önemli bir enzimdir (Jardim-Messeder vd. 2015). Sitrat sentaz ve 

izositrat dehidrogenaz da önemli işleve sahiptir, çünkü bu enzimler sitrik asit 

döngüsünün bir düzenleme noktası olarak işlev görmektedir. Karbohidrat metabolizması 

ile ilgili bu tür enzimlerin artan yönde düzenlenmesi, bitkilerin Cd stresi ile başa çıkmak 

için sürekli enerji gereksiniminin önemli olduğunu göstermektedir (Ahmad vd. 2019). 

 

2.4.2 Kadmiyum Stresi ve Savunma Sistemi ile İlişkili Proteinler 

 

Kadmiyum, bitki hücrelerine zarar veren reaktif oksijen türlerinin (ROT) üretimini 

teşvik etmektedir (Cuypers vd. 2016). Bitkiler, oksidatif stresin etkilerini en aza 

indirgemek için ROT temizleme mekanizmasının geliştirilmesi gerekmektedir. Bu 

mekanizmalar arasında antioksidan savunma sistemi süperoksit dismutaz (SOD), 

katalaz (CAT), askorbat peroksidaz (APX) ve glutatyon redüktaz (GR) gibi çeşitli 

antioksidan enzimlerin aktivasyonu ile ilişkilidir. Bu enzimler, ağır metal kaynaklı 

ROT’ların detoksifikasyonuna katılmaktadırlar (Štolfa vd. 2015). Antioksidan savunma 

sisteminin ilk enzimi olan SOD süperoksit radikallerinin H2O2’ye dönüşümünü kataliz 
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etmekte ve Cd stresi altındaki bitki türlerinde SOD proteinlerinin arttığı gösterilmiştir 

(Ma vd. 2015, Borges vd. 2019). Bitkilerde, H2O2 içeriğinin düzenlenmesinde CAT ve 

APX proteinlerinin ifade seviyelerinin Cd stresi koşullarında artan yönde düzenlendiği 

bildirilmiştir (Sun vd. 2016, Xu vd. 2017, Zhong vd. 2017). Bununla birlikte, proteomik 

analizler, Cd stresinin glutatyonaskorbat döngüsü enzimleri olan GR, dehidroaskorbat 

redüktaz (DHAR) ve monodehidroaskorbat redüktaz (MDAR)’ın ifade seviyelerinde 

değişikliklere neden olduğunu göstermiştir (Cao vd. 2017, Gong vd. 2017, Xu vd. 

2017). Hücre çeperinde lokalize olan peroksidazların (POD) bolluğunun Cd stresi 

altında arttığı ve bu durumun hücre çeperi lignifikasyonuna, sertleşmesine ve sonuç 

olarak büyüme bozukluğuna yol açtığı ileri sürülmüştür (Gutsch vd. 2018). 

 

Stres koşullarında normal hücresel fonksiyonların sürdürülmesi direkt olarak protein 

fonksiyonlarının sürdürülmesi ile ilişkilidir. Zarar görmüş proteinlerin onarılmasına ve 

doğal yapılarının tekrar kazanılmasına yardımcı olan ısı şoku proteinleri (HSP) ağır 

metaller gibi birçok stres koşulunda hücrelerde yüksek seviyelerde birikmektedir 

(Ahsan vd. 2009). Cd stresi, HSP'ler ve şaperonlar gibi çeşitli düzenleyici proteininin 

bolluğunda değişikliklere neden olduğu bildirilmiştir (Sun vd. 2016, Xu vd. 2017, 

Zhong vd. 2017). Örneğin, HSP90 ve HSP40/DnaJ'lerin bitki savunmasında yer aldığı 

bildirilmiştir (Park ve Seo 2015). Bununla birlikte, tütün bitkilerinde yonca-DnaJ (MsD-

JLP) proteininin aşırı ifadesinin yüksek sıcaklık ve soğuk streslerine karşı toleransı 

artırdığı bulunmuştur (Lee vd. 2018).  

 

Bitkiler kendilerini stres kaynaklı yaralanmalardan korumak için çok çeşitli savunma 

cevaplarını aktive ederler. Hastalığa dirençli yanıt proteini ve patogenezle ilişkili (PR) 

proteinlerin savunma yanıtlarında rol oynadığı bilinmektedir (Buchanan vd. 2005). Bazı 

PR protein izoformlarının, Cd stresi altındaki çeşitli bitki türlerinde önemli seviyede 

arttığı bildirilmiştir (Dai vd. 2017, Xu vd. 2017, Zhong vd. 2017). Kitinazlar genellikle 

patogenezle ilişkili proteinler olarak kabul edilmekte ve bitkilerde yaygın olarak 

bulunmaktadır. Patojen stresine karşı bitki yanıtlarındaki rollerine rağmen, kitinazlar 

çeşitli abiyotik streslerde de rol oynamaktadır (Grover 2012). Kitinaz proteininin ifade 

seviyesindeki artış Cd stresi altındaki bazı bitki türlerinde de belirlenmiştir (Daud vd. 
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2015, Gutsch vd. 2018). Bu bulgular, Cd'un bitkipatojen etkileşimi tarafından üretilen 

aşırı duyarlı yanıta benzer bir yanıtı teşvik ettiğini göstermektedir (Ahmad vd. 2019). 

 

2.4.3 Kadmiyum Stresi ve Sinyal İletimi ile İlişkili Proteinler 

 

Kadmiyum stresi altında gen ifadesinin regülasyonu spesifik sinyal iletim yolakları ile 

gerçekleştirilmektedir. Bu tür sinyal yolakları, protein komplekslerinin aktivasyonu, 

hormon aracılı düzenleme ve ikinci habercilerin sentezi gibi farklı mekanizmaları 

içermektedir (Şekil 2.4) (DalCorso vd. 2010). 1433 proteinleri, tipik olarak 

fosforilasyona bağlı etkileşimlerle fonksiyonel olarak farklı yüzlerce proteini ve 

enzimleri düzenlemektedir (Chang vd. 2009). Bu proteinlerin, kalsiyum bağımlı protein 

kinaz (CDPK) ve mitojenle aktifleştirilen protein kinaz (MAPK) gibi bir dizi sinyal 

iletim molekülü ile etkileştiği bildirilmiştir (Ormancey vd. 2017). CDPK'ler, doğrudan 

Ca
+2

 sinyallerini ileten ve çoklu çevresel uyaranlara yanıt olarak bitkilerdeki serbest 

Ca
+2

 seviyelerinin yükselmesini tetikleyen önemli bir Ca
+2

 sensör proteinidir (Gao vd. 

2014). Proteomik çalışmalarda, 1433 proteinlerinin Cd stresi altındaki bazı bitki 

türlerinde farklı şekilde ifade olduğu belirlenmiştir (Xie vd. 2014, Zhong vd. 2017). 

Bununla birlikte, Escherichia coli bakterisinde Hevea brasiliensis 1433c proteininin 

aşırı ifadesinin Co, Cu ve Zn ağır metallerine karşı toleransı artırdığı bildirilmiştir 

(Yang vd. 2012). Sonuç olarak, 1433 proteinlerinin sinyal iletimi, transkripsiyonun 

aktivasyonu ve savunma ile ilişkili hedef proteinlerin düzenlenmesi gibi çeşitli hücresel 

cevapların oluşmasında rol oynayabildiği bildirilmiştir (Ahmad vd. 2019). Diğer bir 

sinyal iletimi ile ilişkili protein olan MAPK biyotik ve abiyotik stres yanıtlarında 

önemli bir rol oynamaktadır (Ichimura vd. 2002). MAPK yolunun ROT indüksiyonu 

yoluyla Cd tarafından aktive edildiği bildirilmiştir (Dai vd. 2017). Diğer taraftan, 

kalmodulin ve CDPK proteinlerinin Cd stresi altında azalan yönde düzenlendiği ve Cd 

stresi altında Ca
+2

 sinyal yolaklarının inhibe olduğu rapor edilmiştir (Xu vd. 2017). 
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Şekil 2.4 Bitkilerdeki abiyotik stres cevapları ve sinyal iletim yolakları (Baig vd. 2019’tan 

değiştirilerek). 

 

2.4.4 Kadmiyum Stresi ve Fotosentez ile İlişkili Proteinler 

 

Kadmiyum stresinin karbon asimilasyonu ve fotosentetik elektron transferi gibi 

fotosentetik süreçlerde belirgin bir azalmaya neden olduğu gösterilmiştir (Bashir vd. 

2015). Cd stresi sırasında fotosentezdeki azalmanın, Cd’un RuBisCO (ribuloz-1,5-

bifosfat karboksilaz/oksijenaz) aktivitesi üzerindeki zararlı etkisinin sonucudur. Birçok 

araştırmada, RuBisCO’nun büyük ve küçük altbirimlerinin yanı sıra gliseraldehit-3-

fosfat dehidrogenaz, sedoheptuloz-1,7 bifosfataz, transketolaz ve karbonik anhidraz 

(CA) gibi CO2 özümleme yolaklarında işlev gören birçok proteinin Cd stresi altında 
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farklı şekilde ifade edildiği gösterilmiştir (Sergeant vd. 2014, Roy vd. 2016, Gong vd. 

2017, Rao vd. 2017). Yapraklar yüksek dozlarda Cd'a maruz kaldığında CA proteinin 

fotosistem bileşenlerini değiştirebilmekte ve sonuç olarak CO2 homeostazının 

düzenlenmesinin bozulmasını hızlandırmakta ve bu da CO2 tükenmesini ve O2 

birikimini teşvik etmektedir (D’Alessandro vd. 2013). CA'nın, özellikle 

karboksilasyon/dekarboksilasyon gibi birçok biyolojik süreçte önemli bir enzim olduğu 

düşünülmektedir (Moroney vd. 2001).  

 

Kadmiyum stresi sadece CO2 özümlemesi ile ilgili enzimlerin değil aynı zamanda 

fotosentezin ışık reaksiyonlarından sorumlu birçok proteinin de ifade seviyesinde 

değişimlere neden olmaktadır. Kadmiyum stresinin ışık-yakalayan klorofil a/b bağlayıcı 

protein (LHCB), oksijen üretici kompleks (OEC) ve oksijen üreten arttırıcı protein 

(OEE) gibi proteinleri etkileyerek fotosistem II aktivitesini değiştirdiği bildirilmiştir 

(Roy vd. 2016, Sun vd. 2016, Gong vd. 2017). Ferredoksin-NADP redüktaz (FNR), 

ferredoksinden NADP
+
'ya fotosentetik elektron taşınmasında rol oynar ve bitkilerdeki 

CO2'nin asimilasyonu için gereklidir (Musumeci vd. 2012). Cd stresi altındaki bitkilerde 

FNR proteininin azalması fotosistemin bütünlüğünü bozduğuna işaret etmektedir (Gong 

vd. 2017, Rao vd. 2017). 

 

2.4.5 Kadmiyum Stresi ve Metal Taşınımı ile İlişkili Proteinler 

 

Bitkilerin toprak üstü kısımlarında Cd birikimi, kök dokuları içine Cd’un apoplastik 

olarak girişi, hücre çeperi tarafından tutulması, membranlardan enerji bağımlı taşınımı, 

vakuollerde alıkonulması ve ksileme yüklenmesi gibi çeşitli işlemlerle kontrol 

edilmektedir (Loix vd. 2017). Proteomik çalışmalar, farklı taşıma proteinlerinin Cd 

stresinden önemli ölçüde etkilendiğini göstermiştir. Bitkilerde doğal dirençle ilişkili 

makrofaj proteinleri (Nramp) (Takahashi vd. 2011), çinko/demir taşıyıcıları (ZIP-IRT) 

(Milner vd. 2013) ve P1B-ATPaz’lar (Takahashi vd. 2012) gibi çeşitli metal taşıyıcı 

protein aileleri Cd’un taşınmasına aracılık etmektedir. Transgenik çeltik hatlarında 

plazma zarında lokalize olmuş OsNrampl'in aşırı ifadesinin hücresel sürgünlerde Cd 

birikimini artırdığı ve bu proteinin hücresel Cd alımında rol oynadığı ileri sürülmüştür 

(Takahashi vd. 2011). Ayrıca, plazma zarında lokalize olmuş OsHMA2 (Takahashi vd. 
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2012) ve AtHMA4 (Verret vd. 2004) proteinlerinin ksileme Cd’un yüklemesinde rol 

oynadığı gösterilmiştir. Bazı ABC taşıyıcı ailesi üyelerinin Cd'un alınması ve 

translokasyonuna katıldığı doğrulanmıştır (Briat vd. 2007). Yüksek oranda Cd 

biriktirebilen yerfıstığı genotipinde sekiz adet ABC taşıyıcı proteinin (ABCB11, 

ABCB25, ABCC2, ABCC4, ABCC14, ABCG8-benzeri, ABCF1 ve ABCF3) artan 

yönde düzenlendiği gösterilmiştir (Yu vd. 2019). AtABCC2 ilk olarak Arabidopsis'te 

PC-As komplekslerini vakuole taşıyan bir protein olarak tanımlanmış ve kök 

vakuollerinde Cd'u alıkoyarak Cd toleransında rol oynadığı gösterilmiştir (Park vd. 

2012). Bununla birlikte, salatalık bitkilerinde CsPDR12/CsABCG40 taşıyıcılarının Cd 

stresi altında artan yönde düzenlendiği rapor edilmiştir (Migocka vd. 2017). Bu taşıyıcı 

proteinlerin Cd stresi altında artan yönde düzenlenmesinin, vakuolar alıkonulmayı ve 

simplasttan apoplasta geçişi artırarak Cd detoksifikasyonunu sağlayabildiği ileri 

sürülmüştür (Yu vd. 2019). 

 

Vakuolar alıkonmanın, bitki hücrelerinde ağır metal detoksifikasyonu için önemli bir 

mekanizma olduğu bilinmektedir (Hall 2002). Vakuolar tip ATPaz’lar (V-ATPaz), iyon 

taşınımı için enerji sağlayan tonoplastta lokalize olmuş bir proton pompasıdır (Dietz vd. 

2001). Cd'un tonoplast boyunca vakuollere taşınması, büyük ölçüde V-ATPaz 

aktivitesine bağlı olan bir proton gradiyenti gerektirmektedir (Dietz vd. 2001). 

Kadmiyum stresinin A. thaliana, O. sativa ve C. sativus gibi bitki türlerinde H
+
ATPaz 

proteinlerinin seviyesinde artışa neden olduğu gösterilmiştir (Carneiro vd. 2017, Gong 

vd. 2017, Zhong vd. 2017). Bununla birlikte, bazı V-ATPaz altbirimlerinin yüksek 

oranda Cd biriktiren yerfıstığı genotipinde artan yönde düzenlendiği gösterilmiştir (Yu 

vd. 2019). Diğer taraftan, Cd/Zn taşıyıcı ATPaz proteinlerinin darı ve pamuk 

bitkilerinde artan yönde düzenlendiği belirtilmiştir (Deeba vd. 2012, Roy vd. 2016). 

Ayrıca Arabidopsis’te Cd’un köklerden sürgünlere taşınma mekanizmasının Cd/Zn 

taşıyıcı ATPaz (HMA2 ve HMA4) proteinlerine bağlı olduğu ileri sürülmüştür (Wong 

vd. 2009).  

 

  



18 

 

2.4.6 Kadmiyum Stresi ve Protein Metabolizması ile İlişkili Proteinler 

 

Protein sentezi, protein modifikasyonu ve degredasyonu çevresel streslere karşı bir 

hücresel yanıtın gerçekleşmesi için önemli düzenleyici yollardır (Araújo vd. 2011). Ağır 

metal cevapları ve tolerans mekanizmaları hücresel protein sentezi tarafından önemli 

ölçüde etkilenmektedir. Bitkiler, Cd stresi sırasında proteinleri yenileyerek veya 

onararak stresin üstesinden gelmektedirler (Chen vd. 2018). Proteomik çalışmalar 

protein sentezinin farklı bileşenlerinin Cd stresi altında farklı şekilde ifade olduğunu 

ortaya koymuştur (Carneiro vd. 2017, Zhong vd. 2017, Lan vd. 2018, Yu vd. 2019). 

Ökaryotik translasyon başlatıcı (eIF) ve peptit uzama faktörleri (EF) protein sentezinde 

önemli rol oynamaktadır (Fan vd. 2015). Kadmiyum stresi altındaki Raphanus sativus 

bitkilerinin köklerinde eIF ve EF proteinlerinin ifade seviyesindeki artışın protein 

sentezini hızlandırdığı ve bu durumun sentez ve degredasyon arasındaki dengeye 

katkıda bulunduğu ileri sürülmüştür (Xu vd. 2017).  

 

Protein degredasyonu sadece bitki solunumu için moleküler substratlar sağlamakla 

kalmaz, aynı zamanda çeşitli abiyotik streslere karşı adaptasyon yanıtlarını da 

başlatmaktadır (Fan vd. 2015). 26S proteazom, ubikitinlenmiş proteini küçük peptitlere 

parçalayan büyük bir proteolitik komplekstir (Collins ve Goldberg 2017). Ubikitin/26S 

proteazom sisteminin bitki büyüme ve gelişimi, sinyal iletimi ve stres tepkileri gibi 

hücresel süreçlerin düzenlenmesinde önemli rol oynadığı gösterilmiştir (Oh ve Komatsu 

2015). Kadmiyum stresi altındaki Raphanus sativus bitkilerinin köklerinde 26S 

proteazom ve ubikitin proteinlerinin arttığı gösterilmiş ve ubikitin/26S proteazom 

sisteminin Cd stresine cevapta önemli roller oynadığı ileri sürülmüştür (Xu vd. 2017). 

ClpC proteaz, yanlış katlanmış, kümelenmiş veya istenmeyen proteinlerin seçici olarak 

uzaklaştırarak plastid gelişimi ve fonksiyonunda merkezi bir rol oynamaktadır 

(Nishimura ve van Wijk 2015). Proteazom alt birimi alfa, ubikuitin-proteazom yolağı 

yoluyla proteinlerin parçalanmasına katılan 20S proteazom kompleksinin alfa tipi bir alt 

birimidir (Li vd. 2011). Amaranthus hybridus köklerinde Cd stresinden zarar gören 

proteinlerin ClpC proteaz ve 20S proteazomu tarafından parçalandığı ifade edilmiştir 

(Jin vd. 2016).   
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2.5 Bitkilerde Nitrik Oksit ve Biyolojik Etkileri 

 

Nitrik oksit (NO), S-nitrosotiyoller, dinitrosil demir kompleksleri ve peroksinitrit gibi 

reaktif azot türleri normal metabolizmanın bir sonucu olarak üretilmektedir. Bununla 

birlikte, aşırı üretilen reaktif azot türleri, membran lipidlerinin bozulmasına, enzim 

inaktivasyonuna, DNA hasarına ve hatta mutasyona neden olarak bitkilere ciddi zararlar 

verebilmektedir (Romero-Puertas ve Sandalio 2016). Diğer taraftan, çok sayıda çalışma 

NO’nun tohum çimlenmesi, kök oluşumu, gravitropizma, tohum gelişimi, stoma 

hareketleri, fotosentez, mitokondri fonksiyonları, yaşlanma, biyotik ve abiyotik stres 

cevaplarında işlev gördüğünü göstermiştir (Arc vd. 2013, Fancy vd. 2017, 

Hasanuzzaman vd. 2018, Vaishnav vd. 2018). Hayvan dokularında, NO üretimi nitrik 

oksit sentaz (NOS) enzimi yoluyla gerçekleşmektedir. NO'nun bitkilerde işlevsel olarak 

var olduğu bilinmesine rağmen, nasıl sentezlendiğine hakkında kesin bilgiler 

bulunamamıştır (Santisree vd. 2019). NO'nun bitkilerde dört farklı yolla sentezlendiği 

düşünülmektedir: Hayvanlarınkine benzer NO sentez yolu (Negi vd. 2010), nitrat 

redüktaz (NR) yolu ve diğer enzimatik ve enzimatik olmayan yollar (Sahay ve Gupta 

2017). NO üretiminin ayrıca mitokondriyal elektron taşıma sistemi ve ksantin 

dehidrogenaz/oksidaz gibi indirgeyici yollar yoluyla olduğu ileri sürülmüştür (Sahay ve 

Gupta 2017). İndirgeyici yolda, nitrit:NO redüktaz aktivitesine sahip olan NR özellikle 

anoksik ve asidik koşullarda NO’yu sentezleyebilmektedir (Chamizo-Ampudia vd. 

2017, Astier vd. 2018). Bununla birlikte, ksantin oksidoredüktaz, sitokrom c 

oksidaz/redüktaz ile mitokondriyal nitrit indirgenmesi ve kök apoplastlarında nitrit:NO 

redüktaz indirgeyici yolda işlev görmektedir (Stoimenova vd. 2007). İlaveten, 

Chlamydomonas reinhardtii alglerindeki nitrik oksit oluşturan nitrit redüktazın 

(NOFNiR), nitriti NO'ya indirgediği bildirilmiştir (Chamizo-Ampudia vd. 2017).  

 

Birçok çalışma bitki hormonu aracılı gelişim ve stres yanıtlarını düzenlemede NO'nun 

önemli rolünü tanımlamıştır (Asgher vd. 2017). Ayrıca, NO birikiminin stres koşulları 

ve iyileşme sırasında savunma proteinlerinin gen ifadesini indüklediği gösterilmiştir 

(Fancy vd. 2017). Bununla birlikte, NO'nun bir antioksidan işlevi görerek oksidatif 

hasarın şiddetini azaltması ile hücresel homeostazın korunmasında rol oynadığı 

bildirilmiştir (Hasanuzzaman vd. 2012). Nitrik oksidin muhtemelen post-translasyonel 
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protein modifikasyonları (PTM'ler) yoluyla enzimlerin ve bazı önemli sinyal 

bileşenlerinin aktivitesini modifiye ettiği gösterilmiştir. Nitrik oksidin neden olduğu 

PTM'ler arasında protein S-nitrosilasyonu ve tirozin nitrasyonu bulunmaktadır (Fancy 

vd. 2017). Stres koşulları altındaki Arabidopsis thaliana, Brassica juncea, Citrus 

aurantium ve Zea mays gibi bitkilerde bir dizi S-nitrosillenmiş protein tanımlanmıştır 

(Fan vd. 2014, Fancy vd. 2017). Ek olarak NO, stresle ilişkili kinazların ifadesini 

artırarak ve diğer sinyal molekülleri ve fitohormonlarla etkileşimi yoluyla 

transkripsiyon seviyesinde bir sinyal molekülü olarak işlev görmektedir (Lozano-Juste 

ve León 2011). Ayrıca NO’nun stresle ilişkili genlerin aktivasyonuna neden olan 

MAPK aktivitesini uyardığı gösterilmiştir (Li ve Xue 2010). Salatalık bitkilerinde, 

MAPK'ların katıldığı NO-bağımlı-sinyalleme yolunun oksin-kaynaklı köklenme işlemi 

sırasında aktive olduğu gösterilmiş ve MAPK'ların gelişimsel süreçler sırasında NO'nun 

hedefleri arasında olduğu ileri sürülmüştür (Kalachova vd. 2016). 

 

2.6 Bitkilerde Nitrik Oksit ve Ağır Metal Toleransı 

 

Oldukça reaktif bir molekül olan NO, gelişim, yaşlanma ve çevresel streslere yanıtlar 

gibi fizyolojik süreçlerde rol oynayan gaz formunda bir serbest radikaldir (Astier vd. 

2018, Umbreen vd. 2018). NO üretiminin esas olarak nitrik oksit sentaz (NOS) enzim 

aktivitesine (Förstermann ve Sessa 2012) bağlı olduğu hayvanlardan farklı olarak, 

bitkiler şu ana kadar tanımlanmış 11 farklı mekanizmayla NO üretebilmektedir (Astier 

vd. 2018). Tüm bu mekanizmalarda iki ana yol yaygın olarak yer alır: İndirgeyici nitrata 

bağımlı yolak ile oksidatif arjinin bağımlı ve hidroksilamine bağımlı yolaklar (Fröhlich 

ve Durner 2011, Mur vd. 2013). Biyokimyasal ve moleküler veriler, bitkilerde arjinin ve 

NO arasında bir ilişki olduğunu göstermiştir (Astier vd. 2018). Oksidatif yolaklarda 

arjinin bağımlı nitrik oksit sentaz benzeri (NOS-l) aktivite gözlenmiştir (Moreau vd. 

2010). Kadmiyum konsantrasyonu, uygulama süresi ve tür açısından farklılıklar 

olduğundan Cd stresi altında NO üretimi ile ilgili genel sonuçlar çıkarmak oldukça 

zordur. Buğday, arpa ve soya fasulyesi gibi farklı bitki türlerinin köklerinde Cd 

uygulamasından sonra NO seviyesinde artış gözlenmiştir (Groppa vd. 2008, 

Valentovičová vd. 2010, Pérez-Chaca vd. 2014). Arpa köklerinde NO perisıkl, 

parankimatik öz hücrelerinde ve protofloemin arkadaş hücrelerinde tespit edilmiştir 
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(Valentovičová vd. 2010). Bununla birlikte, çeltik köklerinde Cd uygulamasından bir 

gün sonra ve bezelye kök ve yapraklarında 14 gün sonra NO seviyesinin azaldığı 

gözlenmiştir (Rodríguez-Serrano vd. 2006, Xiong vd. 2009). Arabidopsis'te NO 

seviyesinin Cd konsantrasyonundaki artışa bağlı olarak kademeli olarak arttığı buna 

karşın uygulama süresindeki artışa bağlı olarak azaldığı bildirilmiştir (Gupta vd. 2017). 

Nitrik oksit seviyelerindeki azalmanın, aşırı ROT ve etilenin neden olduğu erken 

yaşlanmadan ve Ca eksikliğinin neden olduğu NOS-1 aktivitesinin inhibisyonundan 

kaynaklandığı bildirilmiştir (Rodríguez-Serrano vd. 2009). 

 

Birçok çalışmada NO verici bileşiklerin [çoğunlukla sodyum nitroprussid (SNP)] dışsal 

uygulamalarının bitkileri ağır metal kaynaklı hasara karşı koruduğu gösterilmiştir (Gong 

vd. 2017, Li vd. 2019, Kaya vd. 2020). Nitrik oksit, esas olarak iki strateji ile 

bitkilerdeki ağır metal toksisitesini hafifletmektedir. İlk stratejide, NO antioksidan 

enzim aktiviteleri artırarak veya savunma ile ilişkili genlerin ifade seviyesini artan 

yönde düzenleyerek bitkilerin ağır metal stresi koşullarında hayatta kalmalarına 

yardımcı olmaktadır (Ortega-Galisteo vd. 2012). NO vericisi uygulamalarına bağlı 

olarak süperoksit radikali ve hidrojen peroksit gibi ROT’ların üretimi ve lipid 

peroksidasyonuna neden olan oksidatif hasarın azaldığı bilinmektedir (Şekil 2.5) 

(Terrón-Camero vd. 2019). Kadmiyum stresine maruz bırakılan Lolium perenne 

bitkilerinde artan ROT üretimi ve lipid peroksidasyonunun, SNP uygulamasına bağlı 

olarak artan antioksidan enzim aktivitesi ile azaltıldığı gösterilmiştir (Arasimowicz-

Jelonek vd. 2011). Ayrıca NO sinyal yolaklarının, pirinçte kadmiyum toleransını artıran 

antioksidan enzimler, glutatyon (GSH) ve fosfatidik asit birikimi ile ilişkili olduğu 

bildirilmiştir (Yang vd. 2016). GSH'nin sadece Cd şelasyonunu ve içsel alıkonulmasını 

teşvik etmekle kalmayıp, aynı zamanda NO, S-nitrosotiyolleri ve antioksidan sistemi bir 

redoks bağımlı mekanizma yoluyla uyararak domates fidelerinin Cd stresine karşı 

toleransını artırdığı ileri sürülmüştür (Hasan vd. 2016). Nitrik oksit, hücrelerdeki serbest 

metal konsantrasyonunu, köke ağır metal girişini engelleyerek veya hücresel 

birikimlerini toksik seviyenin altında tutarak düzenlemektedir (Oz vd. 2015). Bitkilere 

uygulanan NO verici bileşikleri, hücreye esas girişi IRT1 taşıyıcısı gibi görünen Cd'un 

alımı üzerine daha güçlü bir etkiye sahip olmayabilir. NO'nun As(III) ile muamele 

edilmiş çeltik bitkilerinde NIP, NRAMP ve ABC gibi metal taşıyıcılarını ve Cd stresi 
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altındaki Trifolium repens, Arabidopsis ve tütün bitkilerinde proton pompaları ve 

antiportırları (CAX) modüle ettiği gösterilmiştir (Şekil 2.5) (Lee ve Hwang 2015, Liu 

vd. 2015, Singh vd. 2017, Bahmani vd. 2019). 

 

 

Şekil 2.5 Bitkilerin ağır metallere verdiği cevaplarda nitrik oksidin rolleri (Terrón-Camero vd. 

2019’tan değiştirilerek). 

 

Çeltik bitkilerinde NO uygulamasının kök hücre çeperinde pektin ve hemiselüloz 

içeriğini arttırarak ve plazma membranında fosfotik asit birikimi ve fosfolipaz D 

aktivitesini teşvik ederek Cd’un köklere girişini engellediği gösterilmiştir (Xiong vd. 

2009, Yang vd. 2016). SNP uygulamasının Arachis hypogeae bitkilerinde Cd 

translokasyonunu azalttığı ve fotosentetik aktivitede artışa neden olduğu bildirilmiştir 

(Kong vd. 2014). Bununla birlikte, bitkilerin ağır metallere olan cevaplarında yer alan 

diğer NO-bağımlı sinyal yollarının anlaşılabilmesi için daha fazla araştırmaya ihtiyaç 

vardır. 
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3. MATERYAL ve METOT 

 

3.1 Büyüme Koşulları ve Stres Uygulaması 

 

Bu araştırmada kullanılan arpa (Hordeum vulgare L. cv. Akar) çeşidine ait tohumlar 

Ankara Tarla Bitkileri Merkez Araştırma Enstitüsü’nden temin edilmiştir. Tohumlar 

%10’luk ticari çamaşır suyu içerisinde 10 dakika çalkalanarak steril edilmiş ve 5 kez 

steril distile su ile yıkanmıştır. Steril tohumlar, distile su ile ıslatılmış iki kat filtre kağıdı 

bulunan çimlendirme kaplarında (20×11.5×5 cm) kontrollü koşullarda (25C, karanlık) 

48 saat çimlendirilmiştir. Yaklaşık aynı kök ve koleoptil uzunluğuna sahip fideler 

içerisinde 0.5 L modifiye Hoagland besin çözeltisi (pH 6.0) bulunan 1 L’lik hidroponik 

kültür kaplarına transfer edilmiştir. Fideler 3 gün boyunca kontrollü iklim kabininde 

(23C, 14:10 foroperiyot, 250 µmol m
-2

 s
-1

 ışık şiddeti ve %60 nem) büyütülmüştür. Bu 

süre sonunda, kök ortamında 50 M Cd ve 100 M sodyum nitroprussid (nitrik oksit 

donörü) eklenerek 4 farklı uygulama grubu oluşturulmuştur: (1) Kontrol (0 µM SNP ve 

0 µM Cd), (2) SNP (100 µM SNP ve 0 µM Cd), (3) Cd (0 µM SNP ve 50 µM Cd) ve 

(4) SNP+Cd (100 µM SNP ve 50 µM Cd). Besin çözeltisi iki günde bir değiştirilmiştir. 

Stres uygulamasının 10. gününde fideler hasat edilmiş, sürgün ve kök dokularının taze 

ağırlıkları (TA, mg bitki
1

) belirlenmiştir. Dokuların kuru ağırlıkları (TA, mg bitki
1

) 48 

saat 80C’de inkübe edildikten sonra belirlenmiştir. Bununla birlikte, uygulamalardan 

elde edilen fidelerin yaprak dokuları sıvı azot ile dondurulmuş ve analizlere kadar 

80C’de saklanmıştır. 

 

3.2 Klorofil İçeriğinin Belirlenmesi 

 

Dört farklı uygulamadan elde edilen fidelerin 2. yapraklarından toplam klorofillerin 

(klorofil a+b) ekstraksiyonu ve miktarlarının belirlenmesi Welbern (1994)’e göre 

gerçekleştirilmiştir. Yaprak dokularından 0.1 g alınmış ve küçük parçalara ayrıldıktan 

sonra 10 mL soğuk metanol içeren tüplere konulmuştur. Tüpler daha sonra 48 saat 

+4C’de tutulmuştur. Yaprak dokularındaki klorofiller tamamen metanole geçtikten 

sonra örneklerin absorbansı 666 ve 653 nm’de spektrofotmetre ile ölçülmüştür. Toplam 
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klorofil konsantrasyonu göre taze ağırlık (TA) temelinde mg g
1

 TA olarak 

hesaplanmıştır (Wellburn 1994). 

 

3.3 Malondialdehit İçeriğinin Belirlenmesi 

 

Dört farklı uygulamadan elde edilen fidelerin 2. yapraklarında, lipid peroksidasyon 

ürünü olan malondialdehit (MDA) içeriğinin belirlenmesi Heath ve Packer (1985)’e 

göre yapılmıştır. Öncelikle 500 mg taze yaprak dokusu 5 mL %0.1’lik trikloroasetik asit 

(TCA) içerisinde homojenize edilmiştir. Daha sonra homejenatlar 12000 ×g’de ve 

+4C’de 10 dakika santrifüj edilmiştir. Santrifüj sonrası süpernatanlar cam deney 

tüplerine alınmış ve üzerlerine 1:4 oranında %0.5 tiyobarbütirik asit (TBA) içeren 

%20’lik TCA çözeltisi eklenmiştir. Tüpler 30 dakika boyunca 95C’lik sıcak su 

banyosunda tutulmuştur. Bu süre sonunda reaksiyonun durdurulması için tüpler buz 

üzerinde tutulmuştur. Kuvars küvet kullanılarak karışımların 532 ve 600 nm’de 

spektrofotometre ile absorbansları ölçülmüştür. Yaprak dokularındaki MDA içeriği 

molar ekstinksiyon katsayısı ( = 155 mM
1

 cm
1

) kullanılarak µmol g
1

 TA olarak 

belirlenmiştir. 

 

3.4 Hidrojen Peroksit ve Lipid Peroksidasyonunun Histokimyasal Belirlenmesi 

 

Dört farklı uygulamadan elde edilen fidelerin yaprak dokularında hidrojen peroksit 

(H2O2) ve lipid peroksidasyonu aşağıda belirtilen yöntemler ile boyanmış ve kök 

segmentleri Olympus SZ61TR Stereozoom mikroskop (Olympus Corporation, 

Shinjuku, Japan) kullanılarak görünür ışık altında görüntülenmiş ve mikroskoba entegre 

edilmiş görüntüleme sistemi ile fotoğraflanmıştır. Hidrojen peroksit 3,3′-

diaminobenzidin (DAB) boyama metodu kullanılarak belirlenmiştir (Thordal-

Christensen vd. 1997). Yaprak dokuları (yaklaşık 3 cm) karanlık koşullar altında 10 

mM potasyum fosfat tamponu (pH 7.8), 10 mM sodyum azid ve %0.1 3,3-

diaminobenzidin (DAB) içeren çözeltiye alınmış ve 5 dakika vakumla infiltre edilmiştir. 

Yapraklar gece boyunca karanlık koşullar altında inkübe edilmiş ve daha sonra %0.15 

TCA içeren etanol:koloroform (4:1) içerisinde klorofilleri uzaklaştırılmıştır. 

 



25 

 

Lipid peroksidasyonunun histokimyasal olarak belirlenmesi aldehidleri tespit eden 

Schiff reaktifi ile gerçekleştirilmiştir (Yamamoto vd. 2001). Yapraklar, Schiff 

reaktifinde 60 dakika süreyle inkübe edilmiş ve daha sonra klorofillerin uzaklaştırılması 

için 60 dakika boyunca kaynayan etanolde bekletilmiştir. 

 

3.5 Antioksidan Enzim Aktivitelerinin Belirlenmesi 

 

Dört farklı uygulamadan elde edilen fidelerin yaprak dokuları (0.5 g) sıvı azotta iyice 

öğütüldükten sonra 5 mL ekstraksiyon tamponu [50 mM potasyum fosfat tamponu (pH 

7.0), 1 mM EDTA, %1 polivinilpirrolidon ve 5 mM askorbik asit (yalnızca APX için)] 

ile homojenize edilmiştir. Daha sonra homejantlar 14000 rpm’de ve +4C’de 20 dakika 

santrifüj edilmiştir. Süpernatanlardaki protein miktarı Bradford (1976)’a göre 

belirlenmiştir. 

 

Süperoksit dismutaz (SOD; EC 1.15.1.1) aktivitesi, nitroblue tetrazolium (NBT)’un 

fotoindirgenmesinin 560 nm’de ölçülmesi ile belirlenmiştir (Beauchamp ve Fridovich 

1971). Reaksiyon karışımı için 50 mM fosfat tamponu (pH 7.8), 0.1 mM EDTA, 13 mM 

metiyonin ve 75 M NBT içeren karışıma 50 L enzim ekstraktı ilave edilmiştir. Daha 

sonra bu karışıma ve 2 M riboflavin eklenmiş ve test tüplerinin 10 dakika için beyaz 

ışık kaynağı altına yerleştirilmesiyle reaksiyon başlatılmıştır. Örneklerin absorbans 

değerleri belirlendikten sonra, bir ünite SOD, NBT indirgenmesinde %50 inhibisyona 

neden olan enzim miktarı olarak ifade edilmiştir. Toplam SOD aktivitesi EU mg
1

 

protein olarak hesaplanmıştır. 

 

Toplam katalaz aktivitesi (CAT; EC 1.11.1.6) Aebi (1984)’ye göre belirlenmiştir. 

Reaksiyon karışımı 50 mM potasyum fosfat tamponu (pH 7.0) ve 10.6 mM H2O2 

içermektedir. Reaksiyon 20 µL enzim ekstraktının ilave edilmesi ile başlatılmıştır. CAT 

aktivitesi, H2O2’in 3 dakika için 240 nm’de (ε= 39.4 mM
1 

cm
1

) bozunması ile EU dk
1 

mg
1

 protein olarak belirlenmiştir. 

 

Guaiakol peroksidaz (POD; EC 1.11.1.7) aktivitesi Mika ve Lüthje (2003)’ye göre 

belirlenmiştir. Reaksiyon karışımı 25 mM sodyum-asetat-HCl (pH 5.0), 51.3 mM 



26 

 

guaiakol, 12.5 mM H2O2 ve enzim ekstraktı içermektedir. Reaksiyon enzim ekstraktının 

ilavesiyle başlatılmış ve absorbanstaki değişim 470 nm’de 3 dakika süre boyunca takip 

edilmiştir. Toplam POD aktivitesi, guaiakolun ekstinksiyon katsayısı ( = 26.6 mM
1 

cm
1

) kullanılarak EU min
1 

mg
1 

protein olarak belirlenmiştir. 

 

Askorbat peroksidaz (APX; EC 1.11.1.11) aktivitesi Nakano ve Asada (1987)’ya göre 

belirlenmiştir.  Reaksiyon karışımı 50 mM fosfat tamponu (pH 7.0), 0.1 mM EDTA, 

0.25 mM askorbat, 5 mM H2O2 ve 20 µL enzim ekstraktından oluşmaktadır. Reaksiyon, 

100 µL 5 mM H2O2’in ilavesi ile başlatılmıştır. Askorbik asidin oksidasyon oranı, 

spektrofotometre kullanılarak 3 dakika için 290 nm’de absorbanstaki azalmayı takiben 

belirlenmiştir. Toplam APX aktivitesi, askorbatın ekstinksiyon katsayısı ( = 2.8 mM
1 

cm
1

) kullanılarak µmol min
1 

mg
1 

protein olarak hesaplanmıştır. 

 

3.6 Protein Ekstraksiyonu 

 

Dört farklı uygulamadan elde edilen yapraklar (0.5 g) sıvı azot ve havan kullanılarak 

iyice öğütülmüştür. Öğütülmüş yaprak dokuları %10’luk TCA, 1 mM PMSF ve %0.07 

β-merkaptoetanol içeren soğuk aseton içerisinde homojenize edilmiştir. Homojenatlar 1 

saat boyunca −20°C’de inkübe edildikten sonra 15000 ×g’de ve +4°C’de 15 dakika 

santrifüj edilmiştir. Süpernatan kısmı döküldükten sonra kalan peletler %0.07 β-

merkaptoetanol içeren aseton ile üç kez yıkanmıştır. Tüpler santrifüj edildikten sonra 

protein peletleri vakum altında kurutulmuştur. Peletler rehidrasyon tamponunda (7 M 

urea, 2 M thiourea, %4 (w/v) CHAPS, 65 mM DTT ve %0.4 Ampholyte pH 3-10) 

çözünmüş ve protein miktarları Bradford (1976)’a göre hesaplanmıştır. Protein 

standardı olarak Bovine Serum Albumin (BSA) kullanılmıştır. 

 

3.7 İki-Yönlü (2-D) Poliakrilamid Jel Elektroforezi 

 

Protein profillerindeki polimorfizmler iki-yönlü (2-D) poliakrilamid jel elektroforezi 

(İzoelektrik Fokuslama/Sodyum Dodesil Sülfat-Poliakrilamid Jel Elektroforezi, 

IEF/SDS-PAJE) tekniği kullanılarak analiz edilmiştir. Elektroforezin ilk yönü olan 

IEF’de, Protean IEF Cell (Bio-Rad) sisteminde IPG (Immobilized pH Gradient) stripleri 
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(pH 4-7, 17 cm) kullanılarak proteinlerin izoelektrik noktalarına göre ayrıştırılması 

sağlanmıştır. Analitik jeller için 80 g protein ve preparatif jeller 500 g protein içeren 

rehidrasyon tamponuyla muamele edilmiş IPG stripleri Protean i12 IEF Cell sistemine 

transfer edilmiştir. Stripler benç üzerinde pasif olarak rehidrate edilmiştir. İzoelektrik 

fokuslama 20°C’de ve toplamda 70,000 Vh (30 dakika 250 V sabit akım, 2 saat 10,000 

V doğrusal akım ve sabit 10,000 V) olacak şekilde gerçekleştirilmiştir. IEF’ten sonra 

stripler −20°C’de saklanmıştır. Elektroforezin ikinci boyutu olan SDS-PAGE için 

öncelikle stripler 15 dakika dengeleme çözeltisi I [6 M üre, 0.375 M Tris-HCl, pH8.8, 

%2 (w/v) SDS, %20 (v/v) gliserol ve %2 (w/v) DTT] ve daha sonra 15 dakika 

dengeleme çözeltisi II [6 M üre, 0.375 M Tris-HClpH 8.8, %2 (w/v) SDS, %20 (v/v) 

gliserol ve %2.5 (w/v) iodoacetamide] ile muamele edilmiştir. Dengeleme 

basamağından sonra ikinci yön olan SDS-PAGE %12’lik akrilamid jelde (%30 

akrilamid/bisakrilamid, 1.5 M Tris-HCl tamponu, pH 8.8, %10 SDS, %10 amonyum 

persülfat ve TEMED) gerçekleştirilmiştir. 2-D elektroforez PROTEAN II XL Cell (Bio-

Rad) sisteminde gerçekleştirilmiştir. Elektroforez ilk 30 dakika 16 mA/jel ve daha sonra 

24 mA/jel olacak şekilde gerçekleştirilmiştir. Protein standardı olarak 14.497.4 

kDa’luk protein standardı (Bio-Rad) kullanılmıştır. Görüntü analizlerinin yapılacağı 

analitik jellerdeki protein benekleri gümüş boyama (Sinha vd. 2001) ile kütle 

spektrometrisi analizlerinde kullanılacak jeller ise Coomassie Brillant Blue (CBB) 

içeren Blue-Silver boyama ile görünür hale getirilmiştir (Candiano vd. 2004). 

 

3.8 Görüntü Analizleri ve Jelde Triptik Kesim 

 

Gümüş boyalı jeller ChemiDoc™ MP jel görüntüleme sistemi (Bio-Rad) ile 

görüntülenmiştir. İfade seviyesinde 2.0 kat ve üzeri değişiklik gösteren (ifadesi artan 

ve/veya azalan yönde düzenlenen) protein benekleri PDQuest yazılımı (versiyon 8.0.1, 

Bio-Rad) ile saptanmış ve nispi hacimleri temelinde miktarları belirlenmiştir. Belirli bir 

protein beneğinin yoğunluğu, jel görüntüsündeki beneği oluşturan tüm piksellerin 

toplam yoğunluğu olarak tanımlanan protein hacmi olarak ifade edilmiştir. Bununla 

birlikte, protein miktar tayini, örnek yükleme veya jel boyama basamaklarında meydana 

gelebilecek olası hataları telafi etmek için her bir protein beneğinin hacmi, jelde 
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bulunan tüm protein beneklerinin toplam hacminin yüzdesi olacak şekilde normalize 

edilmiştir.  

 

Seçilmiş protein benekleri CBB boyalı jellerden temiz bistüri kullanılarak kesilmiş ve 

0.6 mL’lik steril tüplere alınmıştır. Protein beneklerinin triptik kesimi için ticari kit 

(Thermo Scientific) kullanılmıştır. Jel parçaları, fazla boyanın ve SDS gibi kirleticilerin 

uzaklaştırılması için amonyum bikarbonat içeren asetonitril çözeltisinde inkübe 

edilmiştir. Jel parçalarındaki proteinlerin indirgenmesi için tris(2-karboksietil)fosfin 

çözeltisi kullanılmıştır. Alkilasyon basamağında jel parçaları iyodoasetamid 

çözeltisinde inkübe edilmiştir. Alkilasyon işleminden sonra jel parçaları yeniden 

amonyum bikarbonat çözeltisi ile yıkanmıştır. Jel parçalarının dehidrasyonu için 

konsantre asetonitril kullanılmış ve örnekler oda sıcaklığında kurutulmuştur. Bu 

işlemden sonra kurumuş jel parçaları üzerine aktive tripsin (10 ng/μL) eklenmiş ve gece 

boyunca 30C’de inkübe edilmiştir. Tüpler 15 dakika sonikatörlü su banyosunda 

tutulduktan sonra tüp içeriği yeni bir tüpe alınmış ve vakum konsantratörde (Eppendorf, 

Germany) kurutulmuştur. Kurutulmuş peptitler %0.1’lik trifloroasetik asit (TFA) ile 

süspanse edilmiş ve kütle spektrometrisi analizlerinde kullanılmıştır.          

 

3.9 Kütle Spektrometresi Analizleri 

 

Kütle spektrometrisi analizleri için %0.1’lik TFA’da çözünmüş peptidler ZipTip C18 

(Millipore, Bedford, MA, USA) kullanılarak konsantre hale getirilmiştir. Peptid 

çözeltileri, %50 asetonitril ve %0.1 TFA ile doyurulmuş 10 mg L
1

 α-cyano-4-

hydroxycinnamic asit (matriks) ile karıştırılmıştır. Daha sonra yaklaşık 1 μL çözelti 

MALDI plakasına yerleştirilmiş ve kuruması sağlanmıştır. Kütle spektrometrisi 

analizleri AB Sceix TOF/TOF 5800 kütle spektrometrisi cihazı (Applied Biosystems, 

Framingham, MA, USA) kullanılarak gerçekleştirilmiştir. Kütle spektrumu (m/z 800–

3000) pozitif iyon reflektör modunda elde edilmiştir. Her bir protein beneği için MS 

modundan elde edilen 10 pik MS/MS fragmentasyonu için seçilmiştir. MS/MS modu 1 

kV’lık çarpışma (collision) enerjisi kullanılarak gerçekleştirilmiştir. Çarpışma teşvikli 

fragmentasyon için çarpışma gazı olarak hava kullanılmıştır. Öncü MS spektrumları için 

internal kalibrasyon olarak otolitik tripsin peptidleri kullanılmıştır. MS/MS verileri GPS 
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Explorer (Applied Biosystem) ve MASCOT (Matrix Science, London, UK) yazılımları 

kullanılarak protein veri tabanlarına karşı taranmıştır. Veri tabanı taraması SwissProt 

veri tabanına karşı yapılmıştır. Arama kriterleri olarak Çizelge 3.1’deki parametreler 

kullanılmıştır. MS/MS verileri için %95’den daha büyük olarak belirlenen önemli 

derecede yüksek MASCOT skorları, güvenilir şekilde tanımlanmış protein olarak kabul 

edilmiştir.    

 

Çizelge 3.1 Protein tanımlamada kullanılan parametreler 

Parametre  Açıklama 

Enzim  Tripsin 

Değişken modifikasyonlar  Metiyonin oksidasyonu 

Sabit modifikasyonlar  Sistein karbamidometilasyonu 

Peptid toleransı  50 ppm 

MS/MS toleransı  0.4 Da 

Taksonomi  Viridiplantae (yeşil bitkiler) 

Cihaz  MALDI-TOF/TOF 

 

Protein-protein etkileşim ağlarının ortaya konulması için mevcut çalışmada tanımlanan 

proteinler STRING 11.0 ile analiz edilmiştir (Szklarczyk vd. 2011). Tanımlanan tüm 

proteinler, protein etkileşimlerinin ortaya konulması için Arabidopsis thaliana TAIR10 

protein veritabanına (http://www.arabidopsis.org/) karşı taranmıştır. Biyolojik süreçler 

ve moleküler fonksiyonlar BiNGO 3.0.3 ile tahmin edilmiştir (Maere vd. 2005). Arama 

parametreleri için A. thaliana taksonomisi seçilmiştir. 

 

3.10 İstatistiksel Analizler 

 

Denemeler, rastgele deneme deseninde düzenlenmiştir. Veriler en az üç tekrarlı olarak 

düzenlenmiş üç bağımsız denemeden elde edilmiştir. Proteomik çalışmalar dışındaki 

diğer analizlerden elde edilen verilere SPSS (versiyon 22) paket programı kullanılarak 

varyans analizi yapılmıştır. Ortalamalar arasındaki önemli farklılıklar Duncan çoklu 

karşılaştırma testi ile belirlenmiştir (P < 0.05). 
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4. BULGULAR 

 

4.1 Fide Büyümesi Üzerine SNP ve Cd Uygulamalarının Etkisi 

 

Arpa fidelerinin sürgün ve kök büyüme parametreleri (taze ve kuru ağırlıkları) üzerine 

dışsal 100 M SNP uygulaması ve 50 M Cd stresinin etkisi Şekil 4.1’de verilmiştir. 

Cd stresi sürgün ve kök taze ağırlıklarını kontrole göre sırasıyla %38.1 ve %53.4 

oranlarında azaltırken, kuru ağırlıklarını sırasıyla %29.5 ve %41.9 oranlarında 

azaltmıştır (P < 0.05). Bununla birlikte, SNP+Cd uygulaması kök taze ağırlığı hariç 

diğer parametrelerde Cd uygulamasına göre önemli artışa neden olmuştur. Bu artış, 

sürgün taze ağırlığında %26.7, kök kuru ağırlığında %23.8 ve sürgün kuru ağırlığında 

%27.6 olarak bulunmuştur  (Şekil 4.1). 

 

 

Şekil 4.1 Arpa fidelerinin sürgün ve kök büyümesi üzerine SNP, Cd ve SNP+Cd 

uygulamalarının etkisi. Her bir sütundaki farklı harfler (a-d), istatistiksel olarak 

önemli farklılıkları göstermektedir (P < 0.05). 
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4.2 Klorofil İçeriği Üzerine SNP ve Cd Uygulamalarının Etkisi 

 

Arpa fidelerinin yaprak klorofil (klorofil a + b) içeriği üzerine dışsal 100 M SNP 

uygulaması ve 50 M Cd stresinin etkisi Şekil 4.2’de verilmiştir. Cd stresi klorofil 

içeriğinde kontrole göre %51.9 oranında azalmaya neden olmuştur (P < 0.05). Bununla 

birlikte, Cd uygulamasına göre SNP+Cd uygulaması klorofil içeriğini %58.7 oranında 

arttırmıştır. Ayrıca kontrole göre SNP uygulaması klorofil içeriğinde önemli artışa 

neden olmuştur (Şekil 4.2).  

 

 

Şekil 4.2 Arpa fidelerinin klorofil içeriği üzerine SNP, Cd ve SNP+Cd uygulamalarının etkisi. 

Farklı harfler (a-d), istatistiksel olarak önemli farklılıkları göstermektedir (P < 0.05). 

 

4.3 MDA İçeriği Üzerine SNP ve Cd Uygulamalarının Etkisi 

 

Arpa fidelerinin yaprak malodialdehit (MDA) içeriği üzerine 100 M SNP uygulaması 

ve 50 M Cd stresinin etkisi Şekil 4.3’de verilmiştir. Cd stresi MDA içeriğinde kontrole 

göre 1.55 kat artışa neden olmuştur (P < 0.05). Bununla birlikte, Cd uygulamasına göre 

SNP+Cd uygulaması MDA içeriğini %23.6 oranında azaltmıştır (Şekil 4.3).  

 

4.4 Hidrojen Peroksit Birikimi ve Lipid Peroksidasyonu Üzerine SNP ve Cd 

Uygulamalarının Etkisi 

 

Arpa fidelerinin yaprak dokularında hidrojen peroksit birikimi ve lipid peroksidasyonu 

üzerine 100 M SNP uygulaması ve 50 M Cd stresinin etkisi Şekil 4.4’de verilmiştir. 
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Cd stresi belirgin şekilde hidrojen peroksit birikimini ve lipid peroksidsyonunu 

artırmıştır. Bununla birlikte, Cd uygulamasına göre SNP+Cd uygulaması bu 

parametrelerde belirgin bir şekilde azalmaya neden olmuştur (Şekil 4.4).  

 

 

Şekil 4.3 Arpa fidelerinin MDA içeriği üzerine SNP, Cd ve SNP+Cd uygulamalarının etkisi. 

Farklı harfler (a-c), istatistiksel olarak önemli farklılıkları göstermektedir (P < 0.05). 

 

 

Şekil 4.4 Arpa yapraklarında histokimyasal olarak belirlenmiş hidrojen peroksit ve lipid 

peroksidsyonu üzerine SNP, Cd ve SNP+Cd uygulamalarının etkisi. 
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4.5 Antioksidan Enzim Aktiviteleri Üzerine SNP ve Cd Uygulamalarının Etkisi 

 

Arpa fidelerinin yaprak dokularında süperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), 

guaiakol peroksidaz (POD) ve askorbat peroksidaz (APX) aktiviteleri üzerine dışsal 100 

M SNP uygulaması ve 50 M Cd stresinin etkisi Şekil 4.5’de verilmiştir. Cd stresi 

SOD aktivitesinde kontrole göre önemli bir artışa neden olurken, SNP+Cd uygulaması 

bu artışı ortadan kaldırmıştır. Cd uygulaması POD aktivitesini kontrole göre 13.7 kat 

artışa neden olurken, SNP+Cd uygulaması bu artışı önemli seviyede düşürmüştür. 

Bununla birlikte, APX aktivitesinde kademeli bir artış belirlenmiş ve bu artış kontrole 

göre SNP, Cd ve SNP+Cd uygulamalarında sırasıyla 1.4, 1.8 ve 2.4 kat olarak 

bulunmuştur (P < 0.05). Diğer taraftan, CAT aktivitesi Cd ve/veya SNP 

uygulamalarında herhangi bir önemli değişim göstermemiştir (Şekil 4.5).  

 

 

Şekil 4.5 Arpa fidelerinin yaprak dokularında antioksidan enzim aktiviteleri üzerine SNP, Cd ve 

SNP+Cd uygulamalarının etkisi. Farklı harfler (a-d), istatistiksel olarak önemli 

farklılıkları göstermektedir (P < 0.05). 
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4.6 Proteom Değişimleri Üzerine SNP ve Cd Uygulamalarının Etkisi 

 

Farklı uygulama gruplarına maruz bırakılan fidelerin yapraklarından izole edilmiş 

proteinler iki boyutlu (2-D) jel elektroforezi (IEF/SDS-PAGE) kullanılarak 

ayrıştırılmıştır (Şekil 4.6). Jel görüntüleri PDQuest yazılımı ile analiz edilmiştir. 

PDQuest ile ifade seviyesinde 2.0 kat ve üzeri artış gösteren 39 protein beneği 

belirlenmiştir. Bu protein benekleri jelde triptik sindirime maruz bırakılmış ve kütle 

spektrometrisi ile analiz edilmiştir. Kütle spektrometrisi sonuçları Swiss-Prot veri 

tabanına karşı taranmış ve 34 protein tanımlanmıştır (Çizelge 4.1).  

 

 

Şekil 4.6 Kontrol, SNP, Cd ve SNP+Cd uygulamalarına maruz bırakılan arpa fidelerinin yaprak 

dokularından ekstrakte edilen proteinlerin iki-yönlü (2-D) elektroforetik profilleri. 

Total proteinler (60 μg) 17 cm’lik IPG striplere (pH 4-7) yüklenmiş ve SDS-PAJE 

%12’lik jelde gerçekleştirilmiştir. Proteinler gümüş boyama ile görünür hale 

getirilmiştir. Jel profillerinde oklar ile gösterilmiş ve numaralandırılmış (1–34) 

proteinler artan ya da azalan şekilde ifade olan proteinlerdir (Çizelge 4.1).    
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Çizelge 4.1 Arpa fidelerinin yaprak dokularında MALDI-TOF/TOF kütle spektrometrisi ile 

tanımlanmış proteinler 

Benek Protein 
Aksesyon 

numarası 
Skor 

MA 

pI 

Dizi 

örtüşmesi 

Eşleşen 

peptit 
İfade seviyesi 

Fotosentez ve karbohidrat biyosentezi 

1 RuBisCO küçük zincir 

Hordeum vulgare 

RBS_HORVU 247 19.4 
8.98 

%55 18 

 
2 ATP sentaz epsilon 

zinciri 

Kloroplastik 

Hordeum vulgare 

ATPE_HORVU 399 15.2 

5.20 

%77 15 

 
5 Klorofil a-b bağlayıcı 

protein LHCII tip III 

Hordeum vulgare 

CB23_HORVU 101 28.7 

4.99 

%7 6 

 
8 Plastid-lipid-ilişkili 

protein 2 

Kloroplastik 

Oryza sativa 

PAP2_ORYSJ 98 33.9 

5.04 

%4 2 

 
11 Ferredoksin-NADP 

redüktaz 

Mesembryanthemum 

crystallinum 

FENR_MESCR 115 41.0 

8.54 

%11 7 

 
12 ATP sentaz beta 

altbirimi 

Kloroplastik 

Illicium oligandrum 

ATPB_ILLOL 74 53.5 

5.36 

%6 3 

 
13 RuBisCO aktivaz A 

Hordeum vulgare 

RCAA_HORVU 186 51.0 

8.04 

%15 7 

 
15 RuBisCO aktivaz B 

Hordeum vulgare 

RCAB_HORVU 608 47.2 

7.59 

%44 29 
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Çizelge 4.1 Devamı 

Benek Protein 
Aksesyon 

numarası 
Skor 

MA 

pI 

Dizi 

örtüşmesi 

Eşleşen 

peptit 
İfade seviyesi 

Fotosentez ve karbohidrat biyosentezi 

16 RuBisCO aktivaz A 

Hordeum vulgare 

RCAA_HORVU 103 51.0 
8.04 

%20 10 

 
17 RuBisCO aktivaz A 

Hordeum vulgare 

RCAA_HORVU 81 51.0 

8.04 

%27 12 

 
18 ATP sentaz beta 

altbirimi 

Kloroplastik  

Hordeum vulgare 

ATPB_HORVU 412 53.8 
5.17 

%38 20 

 
19 Gliseraldehit-3-fosfat 

dehidrogenaz B 

Kloroplastik 

Pisum sativum 

G3PB_PEA 278 48.1 

7.57 

%23 16 

 
23 RuBisCO aktivaz A 

Hordeum vulgare 

RCAA_HORVU 498 51.0 

8.04 

%50 28 

 
24 Glukoz-1-fosfat 

adenililtransferaz 

küçük altbirim 

Kloroplastik 

Hordeum vulgare 

GLGS_HORVU 878 56.0 

6.11 

%44 27 

 
25 ATP sentaz beta 

altbirimi 

Kloroplastik  

Hordeum vulgare 

ATPB_HORVU 1080 53.8 
5.17 

%42 24 

 
33 Transketolaz 

Kloroplastik 

Zea mays 

TKTC_MAIZE 152 72.9 

5.47 

%9 10 
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Çizelge 4.1 Devamı 

Benek Protein 
Aksesyon 

numarası 
Skor 

MA 

pI 

Dizi 

örtüşmesi 

Eşleşen 

peptit 
İfade seviyesi 

Protein metabolizması 

3 50S ribozomal protein 
L12-1 

Kloroplastik 

 Secale cereale 

RK121_SECCE 227 18.2 
5.60 

%16 5 

 
9 Proteaz Do-benzeri 12 

Mitokondriyal 

Arabidopsis thaliana 

DGP12_ARATH 40 56.1 

9.24 

%24 12 

 
28 Protein disülfit-

izomeraz 

Hordeum vulgare 

PDI_HORVU 399 56.4 

5.02 

%53 33 

 
29 Hücre bölünmesi 

proteaz ftsH homolog 

1 

Kloroplastik 

Oryza sativa 

FTSH1_ORYSJ 90 72.7 

5.51 

%7 9 

 
30 Heat shock 70 kDa 

protein 

Mitokondriyal 

Phaseolus vulgaris 

HSP7M_PHAVU 127 72.5 

5.95 

%15 14 

 
31 Heat shock cognate 70 

kDa protein 1 

Arabidopsis thaliana 

HSP71_ARATH 184 71.3 

5.03 

%18 11 

 
32 Heat shock cognate 70 

kDa protein 1 

Solanum lycopersicum 

HSP71_SOLLC 398 71.2 

5.15 

%20 19 

 
34 ATP-bağımlı Clp 

proteaz ATP-bağlayıcı 

altbirim clpA homolog 

Kloroplastik 

Brassica napus 

CLPA_BRANA 69 97.3

5.90 

%19 25 

 

 

  



38 

 

Çizelge 4.1 Devamı 

Benek Protein 
Aksesyon 

numarası 
Skor 

MA 

pI 

Dizi 

örtüşmesi 

Eşleşen 

peptit 
İfade seviyesi 

Primer metabolizma 

14 Glutamin sentetaz 
sitozolik izozim 1-1 

Oryza sativa 

GLN11_ORYSJ 445 39.2 
5.51 

%36 15 

 
20 S-adenozilmetiyonin 

sentetaz 2 

Hordeum vulgare 

METK2_HORV

U 
694 42.8 

5.58 

%51 24 

 
21 S-adenozilmetiyonin 

sentetaz 3 

Hordeum vulgare 

METK3_HORV

U 
352 42.7 

5.51 
%48 20 

 
22 S-adenozilmetiyonin 

sentetaz 1 

Hordeum vulgare 

METK1_HORV

U 
567 42.7 

5.51 

%33 20 

 

Enerji metabolizması 

6 Adenilat kinaz A 

Oryza sativa 

KAD1_ORYSJ 51 26.4 
8.49 

%49 15 

 
26 ATP sentaz alfa 

altbirimi 

Mitokondriyal 

Oryza sativa 

ATPAM_ORYS

A 
656 55.3 

5.85 

%48 31 

 
27 Enolaz 1 

Hevea brasiliensis 

ENO1_HEVBR 48 47.8 
5.57 

%12 14 

 

Stres savunma 

4 1-Cys peroksiredoksin 

PER1 

Hordeum vulgare 

REHY_HORVU 30 23.9 

6.31 

%29 8 
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Çizelge 4.1 Devamı 

Benek Protein 
Aksesyon 

numarası 
Skor 

MA 

pI 

Dizi 

örtüşmesi 

Eşleşen 

peptit 
İfade seviyesi 

Stres savunma 

10 Laktoyilglutatyon 
liyaz 

Oryza sativa 

LGUL_ORYSJ 151 32.5 
5.51 

%21 12 

 

Sinyal iletimi 

7 14-3-3-benzeri protein 

A  

Hordeum vulgare 

1433A_HORVU 129 29.3 

4.83 

%38 9 

 

 

Arpa fidelerinin yaprak dokusunda tanımlanan 34 protein moleküler fonksiyonlarına 

göre fotosentez ve karbohidrat metabolizması, protein metabolizması, primer 

metabolizma, enerji metabolizması, stres savunma ve sinyal iletimi kategorilerine 

sınıflandırılmıştır (Çizelge 4.1). Fotosentez ve karbohidrat biyosentezi ile ilişkili 16 

protein (benek 1, 2, 5, 8, 11, 12, 13, 15, 16, 17, 18, 19, 23, 24, 25 ve 33) kontrole göre 

SNP ve/veya Cd uygulamalarında farklı şekilde ifade olmuştur (Şekil 4.6, Çizelge 4.1). 

Bu proteinlerden ribuloz bifosfat karboksilaz/oksijenaz (RuBisCO) küçük altbirimi 

(benek 1), ATP sentaz epsilon zinciri (benek 2) ve ferredoksin-NADP redüktaz (benek 

11) proteinlerinin ifade seviyeleri Cd stresinde azalırken, dışsal SNP uygulaması bu 

inhibisyonu azaltmıştır. Diğer taraftan, plastid-lipid-ilişkili protein 2 (benek 8), 

RuBisCO aktivaz A (benek 13, 16, 17 ve 23), RuBisCO aktivaz B (benek 15), ATP 

sentaz beta altbirimi (benek 18 ve 25), gliseraldehit-3-fosfat dehidrogenaz B (benek 19), 

Glukoz-1-fosfat adenililtransferaz küçük altbirim (benek 24) ve transketolaz (benek 33) 

proteinlerinin ifade seviyeleri Cd stresi altındaki fidelerde artarken, SNP+Cd 

uygulamasında yalnızca Cd uygulamasına göre nispeten azalmıştır. Bununla birlikte, 

klorofil a-b bağlayıcı protein LHCII tip III (benek 5)’ün ifade seviyesi SNP 

uygulamasında artan yönde düzenlenmiştir. Ayrıca diğer bir ATP sentaz beta altbirimi 

(benek 12) proteininin ifadesi kademeli olarak artış göstermiştir.     

 

Protein sentezi ve metabolizması ile ilgili 8 proteinin (benek 3, 9, 28, 29, 30, 31, 32 ve 

34) kontrole göre SNP ve/veya Cd uygulamalarında farklı şekilde ifade olduğu 
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belirlenmiştir (Şekil 4.6, Çizelge 4.1). Kloroplastik 50S ribozomal protein L12-1 (benek 

3) proteininin ifadesi Cd uygulamasında azalırken, SNP+Cd uygulaması bu inhibisyonu 

azaltmıştır. Mitokondriyal proteaz Do-benzeri 12 (benek 9) proteininin ifade seviyesi 

Cd ve SNP+Cd uygulamalarında artan yönde düzenlenmiştir. Diğer taraftan, protein 

disülfit-izomeraz (benek 28), hücre bölünmesi proteaz ftsH homolog 1 (benek 29), 

mitokondriyal heat shock 70 kDa protein (benek 30), heat shock cognate 70 kDa protein 

1 (benek 31 ve 32) ve ATP-bağımlı Clp proteaz ATP-bağlayıcı altbirim clpA homolog 

(benek 34) proteinlerinin ifade seviyeleri Cd uygulamasında artış gösterirken, SNP 

uygulaması bu artışı azaltmıştır.  

 

Primer metabolizma ile ilgili 4 proteinin (benek 14, 20, 21 ve 22) kontrole göre SNP 

ve/veya Cd uygulamalarında farklı şekilde ifade olduğu belirlenmiştir (Şekil 4.1, 

Çizelge 4.1). Glutamin sentetaz sitozolik izozim 1-1 (benek 14) ve farklı S-

adenozilmetiyonin sentetaz proteinlerinin (benek 20, 21 ve 22) ifade seviyeleri Cd 

uygulamasında artış gösterirken, bu artış SNP+Cd uygulamasında yalnızca Cd 

uygulamasına göre azalmıştır (Çizelge 4.1). 

 

Enerji metabolizması ile ilişkili adenilat kinaz A (benek 6) proteininin ifade seviyesi Cd 

uygulamasında azalırken, dışsal SNP uygulaması bu etkiyi azaltmıştır. Bununla birlikte, 

mitokondriyal ATP sentaz alfa altbirimi (benek 26) proteininin ifadesi yalnızca 

SNP+Cd uygulamasında artmıştır. Diğer taraftan, enolaz 1 (benek 27) proteininin 

ifadesi kademeli olarak artış göstermiştir (Çizelge 4.1).  

 

Stres savunma ile ilişkili 1-Cys peroksiredoksin PER1 (benek 4) proteinin ifade seviyesi 

Cd uygulamasında azalan yönde düzenlenirken, dışsal SNP bu etkiyi ortadan 

kaldırmıştır. Bununla birlikte, diğer bir stres savunma ile ilişkili protein olan 

laktoyilglutatyon liyaz (benek 10) proteinin ifade seviyesi Cd uygulamasında artmış, 

ancak bu artış dışsal SNP uygulaması ile azalmıştır. Son olarak, hücre sinyal iletiminde 

fonksiyon gören 14-3-3-benzeri protein A (benek 7)’nın ifade seviyesi SNP+Cd 

uygulamasında artış göstermiştir (Çizelge 4.1). 
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STRING kullanılarak oluşturulmuş protein–protein etkileşimleri Şekil 4.7’de 

verilmiştir. Gliseraldehit-3-fosfat dehidrogenaz (GAPB), transketolaz (AT3G60750), 

ATP sentaz proteinleri (ATP1, ATPB, ATPE) ve sitozolik enolaz 1 (ENOC) gibi 

fotosentez ve enerji metabolizması ile ilişkili proteinlerin önemli etkileşim noktaları 

olduğu belirlenmiştir. Ayrıca heat shock 70 kDa proteinler (HSC70 ve HSP70), ATP-

bağımlı Clp proteaz ATP-bağlayıcı altbirim clpA homolog (CLPC1), protein disülfit-

izomeraz (PDI) ve 1-Cys peroksiredoksin PER1 (PER1) gibi proteinlerin diğer bir 

etkileşim grubu oluşturduğu belirlenmiştir (Şekil 4.7).  

 

 

Şekil 4.7 STRING (http://string.embl.de) kullanılarak hazırlanan protein etkileşim haritası. 

Farklı renkteki çizgiler, protein etkileşim türünü göstermektedir. 
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Dışsal SNP ve Cd uygulamaları ile ilişkili biyolojik yolakları ve moleküler 

fonksiyonları belirlemek için bu araştırmada belirlenen proteinler web tabanlı BiNGO 

kullanılarak analiz edilmiştir (Şekil 4.8). Kadmiyum stresi ve SNP uygulamaları, yoğun 

olarak stres yanıtı ile ilgili proteinleri ve daha az yoğun olarak fotosentez ile ilgili 

proteinleri teşvik etmiştir. 

 

 

 

Şekil 4.8 BiNGO tarafından üretilmiş moleküler fonksiyon ağları. Halkaların boyutu, bu 

gruptaki moleküllerin sayısıyla orantılıdır ve halkanın rengi zenginleştirmenin 

önemini ifade etmektedir. 
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5. TARTIŞMA ve SONUÇ 

 

Gaz formunda serbest bir radikal olan nitrik oksidin (NO), çevresel streslere maruz 

kalan bitkilerin çeşitli fizyolojik ve biyokimyasal tepkilerini düzenleyebildiği 

bilinmektedir (Domingos vd. 2015, Prakash vd. 2019). Birçok çalışmada, tuzluluk, ağır 

metal, ısı ve ışık gibi streslerin toksisitesinin NO ile etkili bir şekilde azaltılabileceği 

gösterilmiştir (Xu vd. 2010, Charrier vd. 2012, Singh vd. 2020). Kadmiyum (Cd) 

toksisitesinin, bitkilerin çeşitli fizyolojik, biyokimyasal ve anatomik özellikleri 

üzerindeki etkisi iyi belgelenmiştir ve çalışmalar Cd'un önemli bitki gelişim süreçlerini 

bozan oldukça toksik bir element olduğunu göstermiştir (Haider vd. 2021). Singh vd. 

(2020), NO'nun, Cd ve oksidatif stres belirteçlerinin birikimini azaltarak ve yaprak ve 

kök yapılarını iyileştirerek buğday fidelerinde Cd toksisitesini önemli ölçüde azalttığını 

ve dolayısıyla gelişmiş bir büyüme fark edildiğini göstermiştir. NO'nun buğday 

bitkilerde oksidatif stresi ve Cd alımını azaltarak ve ayrıca antioksidan savunma 

sistemini ve bazı temel mineral besin maddelerinin alımını artırarak Cd toksisitesine 

karşı bitki direncini önemli ölçüde iyileştirebileceği gösterilmiştir (Kaya vd. 2020).  

 

Mevcut araştırmada, Cd toksisitesi arpa bitkilerinin toplam sürgün ve kök taze ve kuru 

ağırlıklarını önemli ölçüde azaltmış ve bu azalma kök dokularında daha fazla 

bulunmuştur. Bu bulgular, köklerin metal stresine maruz kalan ilk doku olması 

nedeniyle Cd stresinin inhibitör etkisinin sürgün büyümesine kıyasla kök büyümesi 

üzerinde daha çarpıcı olduğunu göstermiştir. Büyüme üzerine Cd stresinin bu etkisinin, 

oksidatif strese neden olan aşırı hücresel Cd birikimi ve sonuç olarak fotosentetik 

verimin azalması ile ilişkili olabileceği bildirilmiştir (Singh vd. 2020). Bununla birlikte, 

Cd stresi altında bitki büyümesindeki azalmanın besin alımının engellenmesi ve su 

içeriğindeki düşüşten kaynaklandığı belirtilmiştir (Gomes vd. 2013). Hücre bölünmesi 

ve doku uzaması gibi büyüme ve gelişme olayları, membran potansiyeli ve ilişkili 

proton pompaları üzerindeki etkileri nedeniyle ağır metallerden geri dönüşümsüz olarak 

etkilenmektedir (Karcz ve Kurtyka 2007). Mevcut araştırmada, Cd stresine bağlı olarak 

fide büyümesindeki azalma domates (Ahmad vd. 2018b), bezelye (Baruah, vd. 2019) ve 

buğday (Kaya vd. 2020) gibi bitki türlerinde de belirlenmiştir. Bununla birlikte, SNP 

uygulaması, sürgün taze ve kuru ağırlıkları ile kök kuru ağırlığında önemli bir 
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iyileşmeye neden olmuştur. Benzer olarak, SNP'nin bitkilerde metal toksisitesinin 

hafifletilmesindeki etkisi farklı bitki türlerinde de rapor edilmiştir (Dong vd. 2020, Kaya 

vd. 2020, Liu vd. 2020). Bitkilerde NO’nun hücre çeperi gevşemesini sağlayarak ve 

membran lipidleri üzerine etki ederek membran akışkanlığını arttırdığı ve hücre 

genişlemesini sağladığı bildirilmiştir (Xiong vd. 2009). Bununla birlikte, Singh vd. 

(2020) NO teşvikli Cd toleransının, makromoleküllerde oksidatif hasarın oluşumunun 

en aza indirilmesi için antioksidan savunma sisteminin düzenlenmesi, metal birikiminin 

azaltılması için kök hücre çeperinin organizasyonu ve strese yanıt genlerinin 

ifadelerinin düzenlenmesi ile ilişkili olduğunu ileri sürmüştür. Ayrıca NO'nun, salisilik 

asit ve hidrojen peroksit gibi moleküller ile etkileşime girerek önemli savunma 

mekanizmalarını etkinleştirdiği ve böylece oksidatif hasarın giderilmesini sağladığı 

bildirilmiştir (Mostofa vd. 2015). Bu bilgiler ışığında, dışsal SNP uygulaması ile arpa 

fidelerinde Cd toleransının teşvik edilmesi düşük toksik iyon alımı, reaktif oksijen 

türlerinin düşük seviyede birikimi, oksidatif savunma sisteminin teşvik edilmesi ve 

önemli ozmotik koruyucu bileşiklerin yüksek seviyelerde birikimi ile ilişkili olabilir. 

 

Yapraklardaki kloroz Cd toksistesinin en yaygın semptomlarından biridir. Mevcut 

araştırmada, Cd stresi arpa fidelerinin klorofil içeriğinde önemli azalmaya neden 

olmuştur. Kadmiyum stresine bağlı olarak klorofil içeriğindeki azalma Ahmad vd. 

(2018) ve Dong vd. (2020)’nin bulguları ile uyumludur. Ağır metal birikiminin, klorofil 

biyosentezindeki ara metabolitleri etkileyerek klorofil pigmentlerinin sentezinde 

azalmaya neden olduğu bildirilmiştir (Ahanger vd. 2016). Ayrıca klorofil içeriğindeki 

azalmanın, klorofil degradasyonu ve pigment protein komplekslerinin duyarlılığından 

kaynaklandığı belirtilmiştir (Khathwat ve Shekhawat 2020). Mevcut araştırmada, dışsal 

SNP uygulamasının Cd stresi altındaki arpa fidelerinin yapraklarındaki klorofil hasarına 

bir dereceye kadar dayanmasına yardımcı olduğu gözlemlenmiştir. Bu sonuç, NO’un 

klorofil sentezi üzerindeki Cd toksisitesini hafifletebileceğini göstermektedir. Klorofil 

içeriğindeki NO teşvikli iyileşme, bitki Cd toleransı için önemli olan fotosentezin 

artmasına ve bitki büyümesine neden olabilir. NO'nun bu olumlu etkisinin, klorofillerin 

ve ilişkili protein bileşenlerinin de novo sentezi üzerindeki etkisi ile ilişkili olabileceği 

bildirilmiştir (Ahmed vd. 2018b). NO’nun, kloroplast zarını stres kaynaklı zararlardan 

koruyarak pigment içeriğini koruduğu bildirilmiştir (Kausar vd. 2013, Ahmad vd. 
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2018b). Ayrıca, Dong vd. (2020) klorofil içeriğindeki NO teşvikli artışın, Fe ve Mg gibi 

besin elementlerinin artışına bağlı olarak klorofil biyosentezindeki artış ile ilişkili 

olabileceği rapor edilmiştir. Chen vd. (2010), Cd stresi altındaki arpa fidelerinde 

subselüler yapıların NO teşvikli kararlılığı ve bütünlüğünün, yaprak klorozunun ve 

fotosentezin inhibisyonunu önlemede etkili rolüne katkıda bulunduğunu bildirmiştir. 

Sonuç olarak, NO pigmentlerin ve ilgili bileşenlerin seviyelerini koruyarak Cd'nin 

fotosentez üzerindeki olumsuz etkilerine karşı koymuş olabilir. 

 

Kadmiyum toksisitesi, reaktif oksijen türlerinin (ROT) oluşumunu teşvik ederek 

doğrudan veya dolaylı olarak bitkilere oksidatif zararlara neden olmaktadır. Hidrojen 

peroksit (H2O2) ve molandialdehit (MDA), sadece ağır metal stresi altında sinyal 

molekülleri olarak işlev görmez, aynı zamanda aşırı-duyarlı tepki ve stoma iletkenliği 

gibi birçok fizyolojik olayda da önemli bir rol oynamaktadır (Cheng ve Song 2006). 

Mevcut çalışmada, Cd stresi H2O2 üretimini belirgin şekilde arttırmış ve böylece lipid 

peroksidasyonu ve MDA içeriğinde artışa neden olmuştur. Lipid peroksidasyonu, 

oksidatif stresin büyüklüğünü ölçmek için yaygın olarak kullanılan önemli bir 

parametredir ve lipoksijenaz aktivitesinin arttırılmasına bağlı olarak lipidlerin artan 

peroksidasyonundan kaynaklanmaktadır (Macri vd. 1994). Diğer taraftan, mevcut 

araştırmada dışsal SNP uygulaması, lipit peroksidasyonunun yanı sıra yaprak 

dokularında MDA ve H2O2 içeriğini düşürmede etkili olmuştur. Bu bulgular, NO'nun 

Cd toksisitesinin neden olduğu oksidatif hasarın azaltılmasında rol oynadığını 

göstermektedir. Mevcut bulgulara benzer şekilde NO'nun Cd stresi koşullarında ROT 

oluşumunu ve lipid peroksidasyonunu önlediği önceki çalışmalarda gösterilmiştir 

(Ahmad vd. 2018, Kaya vd. 2020, Khator vd. 2021). Ahmad vd. (2018), Cd stresi 

koşullarında NO’nun lipid peroksidasyonuna karşı koruyucu rollerinin serbest radikal 

üretimini azaltılması ile ilişkili olduğunu bildirmiştir. Mevcut araştırmada, SNP 

uygulanmış arpa fidelerinde H2O2 seviyesi ve lipid peroksidasyonundaki azalma, 

antioksidan savunma sisteminin uyarılmasından kaynaklanmış olabilir.  

 

Kadmiyum stresinin neden olduğu oksidatif hasarı en aza indirmek için, bitki hücreleri 

genellikle ROT birikimini güçlü bir şekilde engelleyen ve hücresel redoks durumunu 

yeniden oluşturan antioksidan savunma mekanizmalarını uyarma kabiliyetine sahiptir 
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(Nabi vd. 2019). Antioksidan savunma sisteminin düzenlenmesi, Cd stresi altındaki 

bitkilerde ROT kaynaklı toksisiteyi en aza indirmek için önemli bir tolerans 

mekanizmasıdır (Kaya vd. 2019). Mevcut araştırmada, süperoksit dismutaz (SOD), 

askorbat peroksidaz (APX) ve guaiakol peroksidaz (POD) antioksidan enzimlerinin 

aktiviteleri Cd stresi altındaki arpa fidelerinin yaprak dokularında artış gösterirken, 

katalaz (CAT) aktivitesi değişmeden kalmıştır. Benzer olarak SOD, POD ve APX gibi 

enzimatik antioksidanların, Cd stresi altındaki bitkilerde önemli ölçüde arttığı 

gösterilmiştir (Ahmad vd. 2018, Kaya vd. 2019, Singh vd. 2020). Bununla birlikte, 

dışsal SNP+Cd uygulaması SOD ve POD enzimlerinin aktivitelerini Cd uygulamasına 

göre önemli ölçüde azaltırken, APX aktivitesini artırmıştır. SNP uygulamasına bağlı 

olarak antioksidan enzimlerin aktivitesindeki düşüşün, NO’un ağır metal kaynaklı 

oksidatif strese karşı koymada doğrudan önemli bir rol oynamasından kaynaklandığı 

bildirilmiştir (Kaur vd. 2015). Antioksidan enzimlerin aktivitelerinde gözlemlenen bu 

azalma, Cd kaynaklı oksidatif stresin hafifletmesinde NO’nun varsayılan bir rolü ile 

ilişkilendirilebilir. Ayrıca APX aktivitesindeki artış, H2O2 temizlenmesinde ve NADH 

konsantrasyonunu koruyarak fotosentetik elektron transportunun korunmasında NO’nun 

önemli bir role sahip olduğunu göstermektedir. APX hücresel yapıların korunmasını 

sağlamak için askorbat-glutatyon yolağında fonksiyon gören bir antioksidan enzimdir. 

Mevcut çalışmada, APX aktivitesinin NO ile teşvik edilmesi, GSH/GSSH oranını ve 

askorbat-glutatyon yolağının ilişkili enzimlerini artırarak fotosentetik yapıları koruduğu 

ileri sürülebilir. 

 

Kentleşme ve sanayileşme, bitkiler için hem sitotoksik hem de genotoksik olan ağır 

metallerin birikmesine neden olmaktadır. Kadmiyum, oksidatif stresi birden fazla yolak 

aracılığıyla dolaylı olarak tetiklemekte ve bu da bitkilerde birçok önemli metabolik 

yolun bozulmasına neden olabilmektedir (Emamverdian vd. 2015). Dışsal SNP ve Cd’a 

maruz kalan arpa yapraklarının proteomik analizi, dirençte kritik rol oynayan 

proteinlerin tanımlanmasını ve ağır metalin toksisitesini hafifletebilecek proteinleri 

kodlayan genlerin genetik mühendisliği ile aktarılması ile Cd'a dirençli çeşitlerin 

geliştirilmesini sağlayabilir. Bu araştırmada, iki boyutlu (IEF-SDS/PAJE) proteomik 

yaklaşım kullanılarak arpa fidelerinin yaprak dokularında SNP ve/veya Cd stresinin 

etkileri değerlendirilmiştir. Protein profillerinin nicel analizi ile ifade seviyesi 2 kat ve 
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üzerinde artış veya azalış gösteren 39 protein beneği belirlenmiştir. Bu proteinlerden 

34’ü MALDI-TOF/TOF (matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight/time-

of-flight) kütle spektrometrisi ve veri tabanı taraması ile başarılı bir şekilde 

tanımlanmıştır. Protein seviyesindeki değişiklikler fotosentezin büyük ölçüde 

bozulduğunu ve hasarı hafifletmek için birçok düzenleyici proteinin farklı şekilde ifade 

olduğunu göstermiştir. İfade seviyesinde farklılık belirlenen proteinlerin fotosentez ve 

karbohidrat biyosentezi, protein metabolizması, primer metabolizma, enerji 

metabolizması, stres savunma ve sinyal iletimi ile ilişkili olduğu belirlenmiştir. 

 

Kadmiyum, klorofil içeriğini azaltarak, fotosentetik hızı yavaşlatarak ve fotosentetik 

enzimlere doğrudan zarar vererek fotosentezi olumsuz etkilemektedir. Bu nedenle, 

Cd'un ağırlıklı olarak fotosentezde yer alan proteinlerin ifade seviyelerinde değişime 

neden olması sürpriz değildir. Cd stresi altındaki bitkilerde fotosentezin inhibisyonu, 

Cd'nin elektron taşınması üzerindeki zararlı etkisinden ve azalmış RuBisCO 

aktivitesinden kaynaklanmaktadır. Mevcut araştırmada, proteomik analizler 

fotosentezde rol oynayan RuBisCO küçük zincir, ATP sentaz epsilon zinciri ve 

ferredoksin-NADP redüktaz (FNR) proteinlerinin ifade seviyelerinin Cd stresi altında 

azaldığını ortaya koymuştur. SNP uygulaması, Cd stresi altındaki fidelerde bu 

proteinlerin daha yüksek seviyelerini sağlamıştır. RuBisCO, karbondioksit 

fiksasyonundaki birincil olay olan D-ribuloz 1,5-bifosfatın karboksilasyonunu katalize 

etmektedir. Küçük alt birim katalitik olmasa da maksimum aktivite için gereklidir. 

Özellikle, karboksilasyonun katalitik etkinliği ve CO2/O2 özgüllüğü için RuBisCO 

küçük altbiriminin gerekli olduğu rapor edilmiştir (Krech vd. 2012). Tilakoid 

membranda bulunan kloroplastik ATP sentazlar, elektron transferi ile oluşturulan 

elektrokimyasal gradiyent ile ATP üretmektedir (Yamori ve Shikanai 2016). Bu 

proteinin, Cd stresi altındaki bitki türlerinde farklı şekilde düzenlendiği ve Cd toksisitesi 

altında hayatta kalmak için bitkinin ihtiyacına göre ATP sentezini ayarladığı 

belirtilmiştir. Proteomik çalışmalar, FNR proteininin ifade seviyesinin Cd stresi 

altındaki Arabidopsis thaliana (Wang vd. 2013), Populus tremula (Sergeant vd. 2014), 

Cucumis sativus (Sun vd. 2016, Gong vd. 2017) ve Oryza sativa (Zhong ve ark. 2017) 

farklı şekilde düzenlendiği bildirilmiştir. Ferredoksin-NADP redüktaz enzimi, elektron 

taşıma zinciri ve kloroplast redoks homeostazının bir bağlantı halkası olarak işlev 



48 

 

görmektedir. Bu proteinin yüksek seviyelerinin, çeşitli proteomik çalışmalarda stres 

toleransı ile pozitif olarak ilişkili olduğu belirtilmiştir. Fotosentez sırasında fotosistem 

I'den NADPH'ye elektron aktarmanın yanı sıra FNR'nin oksidatif strese tolerans 

sağladığı da öne sürülmüştür (Girardini vd. 2005). Dışsal SNP uygulaması, CO2 

fiksasyonunu sağlayan ve Cd stresi tarafından inhibe edilen bu enzimlerin aktivitelerini 

arttırmıştır. Bu sonuçlar, SNP uygulamasının Cd toksisitesine karşı direnci artırmak için 

fotosentez ile ilgili proteinlerin birikimini indüklediğini ileri sürmektedir. 

 

Fotosistemlerde ve Calvin döngüsünde yer alan proteinlerin artan ifade seviyeleri, Cd 

hasarının üstesinden gelmek için düzenlenebilir bir özellik olabilir. Proteomik analizler, 

fotosentezin farklı evrelerinde fonksiyon gören plastid-lipid-ilişkili protein 2 (fibrillin), 

RuBisCO aktivaz A, RuBisCO aktivaz B, ATP sentaz beta altbirimi, gliseraldehit-3-

fosfat dehidrogenaz B, transketolaz ve glukoz-1-fosfat adenililtransferaz küçük altbirim 

proteinlerinin ifade seviyeleri Cd stresi altında artmıştır. Ancak, SNP+Cd uygulaması 

bu proteinlerin yüksek seviyelerini Cd uygulamasına göre azaltmıştır. Fibrillinler, stres 

toleransı ve hastalık direnci ile bağlantılı olan büyük bir kloroplastik yapısal protein 

ailesidir (Singh vd. 2010). Ayrıca fibrillinler, plastoglobül yapısal gelişiminde 

(Ytterberg vd. 2006), kromoplast pigment birikimi, hormonal tepkiler, fotosentetik 

aygıtın foto-hasardan korunması ve çeşitli biyotik ve abiyotik streslere karşı bitki 

direncinin sağlanmasında fonksiyon gördüğü bildirilmiştir (Singh vd. 2010). RuBisCO 

aktivaz, RuBisCO'nun aktivasyonunu katalize eden kilit bir düzenleyici enzimdir 

(Ashraf ve Harris 2013). Önceki çalışmalarda, Cd stresinin RuBisCO aktivaz proteinin 

bolluğunu arttırdığı bulunmuştur (Sergeant vd. 2014, Bagheri vd. 2015, Rao vd. 2017). 

Bu tür proteinlerin yüksek bolluğu, Cd toleransının geliştirilmesinde bu proteinlerin 

doğrudan dahil olduğunu göstermektedir. ATP sentazın katalitik nükleotid bağlama 

bölgesinin beta alt biriminden oluştuğu göz önüne alındığında, Cd stresi altında beta alt 

biriminin artması, bitkilerin Cd stresi ile baş etmesi için büyük miktarda enerji 

gerektiğini göstermektedir. Bununla birlikte, SNP uygulamasına bağlı olarak bu 

proteinlerin Cd stresi altındaki bitkilerde azalması, NO’nun fotosentetik mekanizma 

üzerine düzenleyici rolünü göstermektedir.  
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Gliseraldehit-3-fosfat dehidrojenaz (GAPDH) ve transketolaz proteinleri, karbohidrat 

biyosentezinin bir parçası olan Calvin döngüsünde fonksiyon görmektedir. Kloroplastik 

GAPDH ile D-gliseraldehit 3-fosfatın 3-fosfo-D-gliseroil fosfata dönüştürülmesi C3 

döngüsünün önemli bir adımıdır. Bu basamak, ışık ve karbon özümleme reaksiyonunun 

birleşim noktasıdır ve NADP
+
'yi yeniden oluşturmak için asimilasyon gücü ATP ve 

NADPH'yi kullanmaktadır (Hildebrandt vd. 2015). Transketolaz, hem pentoz fosfat 

yolunda hem de Calvin döngüsünde aktif olarak rol oynamaktadır (Suzuki vd. 2017). 

Biyosentetik enzimlerin bu şekilde düzenlenmesinin, sadece hücrelerin enerji ve 

indirgeyici molekül talebine bağlı olarak ATP, NADH ve NADPH üretimini arttırmak 

için değil, aynı zamanda Cd şelasyonunda yer alan amino asitlerin ve moleküllerin 

sentezi için karbon iskeletlerini (fosfogliserat, a-ketoglutarat) sentezlemek için 

gereklidir (Sarry vd. 2006). ADP-glukoz pirofosforilaz olarak da adlandırılan 

kloroplastik glikoz-1-fosfat adenililtransferaz küçük alt birimi, nişasta biyosentezinde 

ve sakaroz metabolizmasında rol oynamaktadır. ADP-glukoz pirofosforilaz proteininin 

Cd stresine maruz bırakılan Arabidopsis yapraklarında ve çeltik tanelerinde artan yönde 

düzenlendiği gösterilmiştir (Semane vd. 2010, Xue vd. 2014). Bu protein Cd stresine 

adaptasyonda önemli roller oynayabilir. 

 

Tanımlanan proteinlerin sekizi, protein metabolizmasında yer almaktadır ve üç 

fonksiyonel gruba ayrılmıştır. Birinci grup, kloroplastlarda yeni sentezlenmiş peptit 

zincirlerinin başlatılmasında doğrudan yer alan 50S ribozomal protein L12'yi 

içermektedir. Kadmiyum stresinin 50S ribozomal protein L12'nin ifade seviyesini 

önemli ölçüde azaltması kloroplastlarda protein biyosentezinin Cd stresi altında inhibe 

edildiğini göstermektedir. Bununla birlikte, dışsal SNP uygulaması Cd stresi altında bu 

proteinin ifade seviyesini arttırmıştır. İkinci grupta, protein katlanması ve bir araya 

getirilmesinde görev alan protein disülfit izomeraz, heat shock 70 kDa proteini ve heat 

shock cognate 70 kDa protein 1 yer almaktadır. Proteomik analizler, bu proteinlerin 

ifade seviyelerinin Cd stresi altında arttığını ortaya koymuştur. Diğer taraftan, SNP+Cd 

uygulaması bu proteinlerin ifade seviyesi Cd uygulamasına göre azaltmıştır. Protein 

yapısının stabilizasyonuna ve bu proteinlerin hücre altı lokalizasyonuna ısı şoku 

proteinleri (HSP'ler) ve diğer moleküler şaperonlar aracılık etmektedir (Park ve Seo 

2015). Cd stresinin HSP'ler/şaperoninler (Carneiro vd. 2017, Xu vd. 2017, Zhong vd. 
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2017) ve protein disülfid izomeraz (Daud vd. 2015, Wang vd. 2016) gibi çeşitli 

düzenleyici proteinlerin ifadesinde değişikliklere neden olduğu bildirilmiştir. Bu 

proteinlerin, normal protein katlanmasının onarımı ve sürdürülmesi yoluyla stresten 

zarar görmüş proteinlerin yeniden doğal yapılarının kazanılmasında çok önemli bir rol 

oynadığı bildirilmiştir (Finka vd. 2016). NO, protein katlanmasını kolaylaştırmak ve 

katlanmama veya yanlış katlanmaya bağlı protein agregasyonunu önlemek için 

şaperonları düzenleyebilir, böylece normal protein konformasyonunu yeniden kurabilir 

ve Cd stresine maruz kalındığında hücresel metabolizmayı sürdürebilir. Bu sonuçlar, Cd 

stresinin protein metabolizmasını olumsuz etkilediğini ve NO’nun muhtemelen farklı 

mekanizmalar ile proteinleri Cd teşvikli hasara karşı koruduğunu ileri sürebilir.  

 

Protein metabolizması ile ilgili üçüncü grupta, protein yıkımı ile ilişkili üç protein 

bulunmaktadır. Cd'nin fotosentezi bozduğu ve ROT üretimi ile bitkilerde oksidatif 

strese neden olduğu iyi bilinmektedir (Schützendübel ve Polle 2002). Reaktif oksijen 

türlerinin proteinleri oksitleyebildiği ve proteaz aktivitesini arttırabildiği bildirilmiştir 

(Sandalio vd. 2001). Mevcut araştırmada, Cd stresinin kloroplastik hücre bölünmesi 

proteaz ftsH homolog 1 ve ATP-bağımlı Clp proteaz ATP-bağlayıcı altbirim clpA 

homoloğu proteinlerinin artan yönde düzenlendiği belirlenmiştir. Ayrı ayrı moleküler 

şaperonlara ve proteolitik aktiviteye sahip olan ClpA ve ClpP, ATP'ye bağımlı Clp 

proteazın iki ana alt birimidir (Wickner vd. 1994). ATP'ye bağımlı Clp proteazın, 

anormal veya hasarlı proteinlerin uzaklaştırılmasına yardımcı olduğu bildirilmiştir 

(Lionaki ve Tavernarakis 2013). Clp homologlarının, Cd'ye maruz kalan pamuk (Daud 

vd. 2015) ve tütün (Xie vd. 2014) fidelerinin yaprak dokusunda tanımlanmıştır. Bu 

proteazlar, fonksiyonlarını kaybetmiş proteinlerin birikmesini önlemek için protein 

dönüşümünde çok önemli bir işlevi olabilir ve böylece savunma ile ilgili proteinlerin 

sentezi için gerekli olan mevcut amino asit havuzunu artırabilirler. Bununla birlikte, bir 

serin proteaz olan mitokondriyal proteaz Do-benzeri 12 proteininin ifade seviyesi Cd ve 

SNP+Cd uygulamalarında artmıştır. Bu sonuçlar, Cd stresine maruz kalan arpa 

fidelerinin hayatta kalması için protein biyosentezinin, katlanmanın ve kompleks 

oluşumunun inhibisyonunun ve protein bozulmasının arttırılmasının gerekli olduğunu 

göstermektedir. 
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Kadmiyum stresine maruz kalan bitkilerde, nitrat redüktaz ve glutamin sentetaz 

aktivitelerinin inhibisyonu bağlı olarak nitrojen alımı ve taşınımının azaldığı 

bildirilmiştir. Glutamin sentetaz (GS) amonyum asimilasyonunda fonksiyon 

görmektedir ve yapraklarda sitozolik glutamin sentetik yolunun önemli bir bileşenidir 

(Kusano vd. 2011). GS, sürgünlerde ve köklerde amonyum asimilasyonu sırasında 

metabolik karbon ve azot dengesinin korunmasında önemli bir rol oynamakta ve 

böylece bitki büyümesini ve gelişimini kontrol etmektedir (Bao vd. 2014). Mevcut 

proteomik çalışmada, Cd stresi glutamin sentetaz sitozolik izozim 1-1 proteininin ifade 

seviyesinde artışa neden olmuştur. Bununla birlikte, SNP uygulaması Cd stresine göre 

ifade seviyesini düşük seviyede azaltmıştır. Glutamin sentaz, glutatyon (GSH) 

biyosentezinin hız sınırlayıcı bir substratı olarak işlev gören glutamatın temini ile 

glutatyon homeostazında önemli bir role sahiptir (James vd. 2018). Böylece, GS'nin 

artan yönde düzenlenmesi Cd stresi altında daha fazla GSH oluşumuna yol açmış 

olabilir. GSH sentezinin artışı, daha yüksek metal bağlama kapasitesinin yanı sıra 

oksidatif strese karşı gelişmiş hücresel savunma mekanizması anlamına gelebilir 

(Verbruggen vd. 2009). 

 

S-Adenozilmetiyonin sentetaz (SAMS), S-adenozilmetiyonin (SAM) sentezi için 

anahtar bir enzimdir. SAM, hücrelerdeki metabolik reaksiyonlarda bir metil grubu 

vericisidir ve aynı zamanda poliaminlerin bir öncüsüdür (Aloisi vd. 2016). Arabidopsis 

bitkilerinde MAT3'ün (bir SAM geni) metiyonin birikimi ve büyüme ve gelişmeyi 

arttıran poliamin biyosentezinde yer aldığı bildirilmiştir (Chen vd. 2016). Ayrıca, SAM 

ekspresyonu ile bitkilerin tuz stresi altında daha iyi adapte olması için kökün mekanik 

sağlamlığını sağlayan hücre çeperi lignifikasyonları arasında bir korelasyon 

bulunmuştur (Rahman vd. 2015). Bununla birlikte, metiyonin ve ATP'den S-

adenozilmetiyonin oluşumu, metiyoninin sisteine dönüşümünün ilk adımıdır (Baric vd. 

2004). Mevcut araştırmada, Cd uygulaması S-adenozilmetiyonin sentetazın üç 

izoformunun ifade seviyesini arttırırken SNP uygulaması Cd stresine kıyasla bu 

proteinlerin ifade seviyesinde azalmaya neden olmuştur. Bu nedenle, SAM'lerin Cd 

stresi altındaki arpa fidelerinde artan seviyeleri, fidelerin Cd toleransını arttırmak için 

SAM bağımlı metabolizmayı destekleyebileceğini öne sürülebilir. 
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Bitkilerde karbohidrat ve enerji metabolizmaları, metabolik yolların ve karbohidrat 

dengesinin sürdürülmesi için hayati biyolojik süreçlerdir. Adenilat kinazlar, bir fosfat 

grubunun ATP'den AMP'ye transferi yoluyla geri dönüşümlü olarak ADP oluşumuyla 

adenilat seviyelerini dengeler (Dzeja ve Terzic 2009). Mevcut çalışmada, mitokondriyal 

adenilat kinazın NO teşvik artan seviyesi, Cd stresi altındaki mitokondrilerde ATP 

sentezi için daha fazla adenilat substratı sağlayabilir. Bununla birlikte, mitokondriyal 

ATP sentaz alfa altbirimi ve enolaz 1 proteinlerinin ifade seviyeleri SNP+Cd 

uygulamasında artan yönde düzenlenmiştir. Mitokondriyal membran ATP sentaz, 

solunum zincirinin elektron taşıma kompleksleri tarafından oluşturulan proton 

gradiyenti varlığında ADP'den ATP üretir. Enolaz, tüm organizmalarda tüm dokularda 

bulunur ve 2-fosfogliseratın fosfoenol pirüvata dönüşümünü katalize eden önemli bir 

glikolitik enzimdir. Bu enzimlerin artan yönde düzenlenmesi, stres koşullarında artan 

enerji talebini karşılamak için gerekli olabilir. 

 

Kadmiyumun bitkilerdeki önemli etkilerinden biri, oksidatif stres savunmasında yer 

alan birkaç enzimin ifadesindeki artıştır. Bu çalışmada, SNP ve Cd uygulamasına bağlı 

olarak birkaç anahtar antioksidan ve/veya ROT homeostazıyla ilişkili proteinin farklı 

şekilde düzenlendiği bulunmuştur. Cd stresi 1-Cys peroksiredoksin PER1 proteininin 

ifade seviyesini azaltırken dışsal SNP uygulaması bu etkiyi ortadan kaldırmıştır. 

Peroksiredoksin, peroksitleri detoksifiye eden ve ayrıca enzim aktivasyonunda ve 

redoks algılamasında önemli roller oynayan tiyol spesifik bir peroksidazdır (Barranco-

Medina vd. 2009). Peroksiredoksin/tioredoksin (Prx/Trx) yolağının, hidrojen peroksit 

detoksifikasyonunda temel bir rol oynadığı bildirilmiştir (Gupta vd. 2018). Bu yolak, 

Prx ile hidrojen peroksidin indirgenmesi ve Trx kullanılarak Prx’in katalitik 

aktivitesinin tekrar kazanılmasını içermektedir (Zhong vd. 2017). Mevcut araştırmada, 

Cd uygulaması Cd detoksifikasyonunu gösteren Prx bolluğunda artışa neden olmuştur. 

Arpa fidelerinde detoksifikasyonu sağlayan diğer bir önemli bileşen de 

laktoyilglutatyon liyazdır (glioksalaz I). Proteomik analizler, laktoyilglutatyon liyaz 

bolluğunun Cd stresi altında arttığını ortaya koymuştur. Ancak, SNP uygulaması bu 

proteinlerin yüksek seviyelerini azaltmıştır. Proteomik araştırmalar, Cd stresinin 

laktoyilglutatyon liyaz proteinini artan yönde düzenlediği ve metilglioksallerin 

detoksifikasyonunu kolaylaştıran glioksalaz sisteminin önemli bir enzimi olarak görev 
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yaptığı bildirilmiştir (Wang vd. 2016, Xu vd. 2017). Bu bulgular, bu enzimlerin arpanın 

Cd toleransında rol oynayabileceğini düşündürmektedir. 

 

Kadmiyum stresinin toksik etkileriyle başa çıkabilmek için bitki hücreleri Cd stresini 

algılayabilmeli ve Cd'ye karşı tolerans sağlayacak şekilde hücresel cevapları 

oluşturmalıdır. Kadmiyum stresinin algılanması ve tolerans tepkilerinin oluşturulması, 

gen ekspresyonundaki değişimleri, birincil ve ikincil metabolit bileşimindeki 

değişiklikleri ve protein modifikasyonları gibi karmaşık fizyolojik ve biyokimyasal 

süreçlerin koordinasyonunu gerektirmektedir (Urano vd. 2010). Bu nedenle, Cd stresine 

güçlü bir yanıt, stresle ilgili sinyal yolaklarının aktivasyonunu gerektirmektedir 

(DalCorso vd. 2010). 14-3-3 protein grubu, hücredeki çeşitli yolakları ile ilişkili çok 

işlevli düzenleyiciler içermektedir. 14-3-3 proteinleri kalsiyum bağımlı protein kinaz ve 

mitojenle aktive olan protein kinaz gibi bir dizi sinyal molekülü ile etkileşmektedir 

(Ormancey vd. 2017). 14-3-3 proteinlerinin, Cd stresini de içeren çeşitli streslere karşı 

hücresel yanıtların oluşturulmasında rol oynadığı bilinmektedir (Du vd. 2015). Bu 

proteinler sinyalleme, transkripsiyon aktivasyonu ve savunma ile ilgili hedef 

proteinlerin düzenlenmesi dahil olmak üzere çeşitli seviyelerde stres yanıtlarının 

oluşturulmasında rol oynuyor olabilirler. Bu çalışmada, SNP+Cd uygulması 14-3-3 

proteininin ifade seviyesini artırmıştır. Bu sonuçlar, 14-3-3 proteinindeki NO kaynaklı 

değişikliklerin, Cd stresine yanıtta yer alan birkaç metabolik yolağı düzenlediğini 

göstermektedir. 

 

Sonuç olarak, Cd stresi klorofil içeriğini önemli azalmaya ve lipid peroksidasyonunu ve 

H2O2 içeriğini artışa neden olarak fide büyümesini olumsuz etkilediği belirlenmiştir. 

Bununla birlikte, SNP uygulaması klorofil içeriğindeki Cd kaynaklı azalmaları önemli 

ölçüde hafifletmiş ve antioksidan enzimlerin aktivitesini düzenleyerek lipid 

peroksidasyonunda azalmaya neden olarak Cd stresi altında arpa fidelerinin büyümesini 

sürdürmelerine yardımcı olmuştur. Ayrıca, arpa fidelerinde SNP uygulaması ve Cd 

stresine cevap olarak farklı şekilde ifade olan proteinler proteomik yaklaşım 

kullanılarak belirlenmiştir. Çoğunlukla ifadesinde artış belirlenen bu proteinlerin Cd 

toksistesinin üstesinden gelebilmek için bitki metabolizmasını etkilediği ileri sürülebilir. 

Fotosentez, karbohidrat metabolizması ve glikolizde yer alan anahtar proteinlerin artan 
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ifade seviyeleri Cd stresi altındaki arpa fidelerinin büyümesi ve metabolizması için 

gerekli bir enerji kaynağı sağlamıştır. Bununla birlikte, dışsal SNP uygulaması özellikle 

fotosentez, protein ve enerji metabolizmasını düzenleyerek Cd toleransının gelişmesine 

katkıda bulunmuştur. Bu bulgular, bitkilerde SNP teşvikli Cd toleransı ile ilişkili 

moleküler mekanizmaların daha iyi anlaşılmasını sağlayacak ve sonraki fonksiyonel 

çalışmalar için bir temel oluşturacaktır.       
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