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Damsman: Dr. Ogr. Uyesi Hakan TERZI
Ikinci Damisman: Prof. Dr. Mustafa YILDIZ

Tarim topraklarinda kadmiyum (Cd) kirliligi yaygin bir ¢evre sorunudur ve gida
giivenligi i¢in potansiyel tehditler olusturmaktadir. Nitrik oksit (NO), g¢evresel stres
tepkilerini diizenleyen gaz halinde biyoaktif bir sinyal molekiiliidiir. NO'nun Cd
toksisitesini hafiflettigi bildirilmis olsa da, arpa fidelerinde NO tesvikli Cd toleransi
hakkinda molekiiler diizeyde smirli bilgi mevcuttur. Bu nedenle bu ¢alismada, NO'nun
Cd stresine yanittaki potansiyel rolii arpa (Hordeum vulgare L.) fidelerinin
yapraklarinda fizyolojik, biyokimyasal ve proteomik analizlerle incelenmistir. Sonuglar,
50 uM Cd stresinin bitki biiytimesini ve klorofil igerigini 6nemli 6l¢iide azalttigini ve
lipid peroksidasyonu ve H,0; igerigini arttirdigini gostermistir. Bununla birlikte, dissal
100 uM sodyum nitroprussit (SNP; NO donérii) uygulamasi, fide biiylimesindeki Cd
kaynakli inhibisyonu ve klorofil icerigindeki azalmay:r 6nemli olgiide hafifletmis ve
yaprak malondialdehit (MDA) birikimini 6nemli ol¢lide azaltmigtir. Cd stresi,
stiperoksit dismutaz (SOD), guaiakol peroksidaz (POD) ve askorbat peroksidaz (APX)
aktivitesini 6nemli Ol¢lide artirmistir. Diger taraftan, dissal SNP uygulamasi, Cd
uygulamasina gore APX aktivitesinde daha fazla artisa neden olurken, SOD ve POD
seviyelerini 6nemli &lgiide azaltmistir. Ifade seviyelerinde degisiklik (2 kat ve iizeri)
gosteren yaprak proteinleri, iki boyutlu jel elektroforezi (2-DE) ile ayristirilmistir. Otuz
dort protein, MALDI TOF/TOF (matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-

flight/ time-of-flight) kiitle spektrometrisi ile basariyla tanimlanmistir. Kontrol ile



karsilastirildiginda, 28 proteinin ifade seviyesi artarken, 6 protein ifade seviyesi SNP
ve/veya Cd stresi tarafindan azaltilmistir. Bununla birlikte, digsal SNP uygulamasi,
protein seviyelerini farkli sekilde diizenlemistir. Farkli sekilde ifade olan proteinler
fonksiyonel olarak fotosentez ve karbohidrat biyosentezi (%47.1), protein
metabolizmast (%23.5), primer metabolizma (%11.8), enerji metabolizmasit (%11.8),
stres savunma (%5.9) ve sinyal iletimi (%2.9) olmak iizere alti gruba ayrilmustir.
Metabolik yolak analizleri, fotosentez, protein sentezi, redoks homeostazi ve sinyal
iletimi gibi Cd stresi tarafindan bozulmus yolaklarin SNP uygulamasi tarafindan
belirgin sekilde iyilestirildigini goéstermistir. Digssal SNP uygulamasi ile enerji
metabolizmasi ile ilgili proteinlerin artan yonde diizenlenmesi artan enerji iiretimini
ihtiyacin1 gostermektedir. Protein metabolizmasinda fonksiyon goren proteinlerin SNP
uygulamast ile artan yonde diizenlenmesi, NO'nun stres direnci ve proteomun yeniden
diizenlenmesindeki roliinii gostermektedir. Bu sonuglar, NO'nun daha fazla enerji igin
fotosentezin tesvik edilmesi, proteinlerin korunmasi ve stres savunmasinin aktivasyonu

yoluyla Cd'un neden oldugu biiyiime inhibisyonunu hafifletebilecegini ileri siirebilir.
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INVESTIGATION OF THE NITRIC OXIDE-INDUCED CADMIUM TOLERANCE
IN BARLEY (Horedum vulgare L.) SEEDLINGS

Kiibra ALP
Afyon Kocatepe University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Molecular Biology and Genetics
Supervisor: Asst. Prof. Hakan TERZI
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 uM Cd stress dramatically reduced plant growth and chlorophyll
content, and increased lipid peroxidation and H,O, content. However, exogenous
application of 100 uM 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



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
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1. GIRIS

Tarimin kimyasal giibrelere olan bagimliliginin artmasi, atik sular ile sulama ve hizli
sanayilesme, toksik metallerin tarimsal topraklarda birikmesine neden olmaktadir. Son
yillarda, toprak, sucul ekosistemler ve bitkilerde agir metal birikiminin olumsuz etkileri
konusunda endiseler artmaktadir. Cesitli agir metaller arasinda kadmiyum (Cd),
toprakta binlerce yil kalabilmekte ve tarimsal alanlar i¢in énemli bir ¢evresel problem
olarak kabul edilmektedir (Kumar 2013). Kadmiyumun gida zincirine girmesi tim
diinyada kiiresel bir sorun ve ciddi bir saglik problemi haline gelmektedir. Diinya
genelinde potansiyel olarak tarima elverisli arazilerin yaklasik %40'1inin Cd ile kirlenmis
oldugu ve Cd seviyesinin hala yiikseliste oldugu tahmin edilmektedir (Saha vd. 2017).
Bu nedenle, bitkilerin Cd stresine verdigi cevaplarin arastirilmasi biiyik 6nem

tagimaktadir.

Bitkiler diger iki degerlikli iyonlarla birlikte Cd'u kolaylikla almaktadirlar (Liu vd.
2016). Kadmiyum biiyiime ve gelisme icin gerekli olmayan bir agir metaldir ve
Uluslararas1 Kanser Arastirmalar1 Ajansi Cd’u potansiyel bir kanserojen olarak
siniflandirmaktadir (Hermand vd. 2014). Zehirli Maddeler ve Hastalik Sicil Dairesi,
tehlikeli maddelerin 6ncelik listesinde Cd yedinci sirada yer almaktadir (ATSDR 2017).
Bitkilerde, Cd'un yapraklarda kloroza, biiyiimede inhibisyona, reaktif oksijen tiirlerinin
(ROT) iiretimine ve membranlarin peroksidasyonuna neden olarak toksisiteye yol agtigi
bilinmektedir (Rady ve Hemida 2015, Sidhu vd. 2017). Diger taraftan, Cd stresi
karbohidrat metabolizmasi (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 olaylar1 etkilemektedir.

Bitkiler agir metal stresine adapte olmak ve hayatta kalmak ve agir metallerin zararl
etkilerinin detoksifikasyonu igin onemli savunma sistemleri gelistirmistir (Clemens
2006). Kadmiyum stresine bagli olarak ROT’larin seviyesindeki artis antioksidan
enzimlerin aktivasyonuna, strese cevap ile iliskili genlerin ifade seviyelerinin artmasina
ve peptitlerin, hormonlarin ve metabolitlerin sentezine neden olmaktadir (Baxter vd.

2013). Bununla birlikte, bitki hiicre zar1 sistemleri, metal alimi ve homeostazi igin



gerekli olan c¢esitli tasiyicilara sahiptir. Plazma zar1 ve tonoplast {izerinde bulunan metal
tasiyicilar, bitki hiicrelerindeki agir metallerin fizyolojik konsantrasyonlarinin
diizenlenmesi i¢in olduk¢a Onemlidir (Mendoza-Cozatl vd. 2011). Bununla birlikte,
bitkilerde Cd toleransini artirmak i¢in farkl: stratejiler gelistirilmistir. Bitkilerde salisilik
asit, poliaminler ve brassinosteroidler gibi bitki biiylime diizenleyicileri (Belkadhi vd.
2014, Fariduddin vd. 2014, Nahar vd. 2016), organik asitler (de Aratjo vd. 2017, Al
Mahmud vd. 2018), selenyum (Wu vd. 2016) ve silikon (Tang vd. 2015) gibi

kimyasallar bitkilerde Cd toleransinin artirilmasi i¢in kullanilmaktadir.

Nitrik oksit (NO), hiicre zarlarindan gecebilen gaz halinde serbest bir radikaldir. Son
yillarda, NO'nun agir metallere verilen yanitlar da dahil olmak {izere bitkilerde ¢ok
sayida fizyolojik ve patofizyolojik siiregte rol oynadigi bulunmustur (Domingos vd.
2015, Sahay ve Gupta 2017, Umbreen vd. 2018). Cok sayida ¢alisma NO'nun potansiyel
bir sinyal molekiilii oldugunu ve Cd stresine maruz kalan bitkilerde NO iiretiminin
arjinin bagimli yolla oldugu bildirilmistir (Rodriguez-Serrano vd. 2006, De Michele vd.
2009). Nitrik oksit, proteinlerin demir-kiikiirt veya hem merkezlerine ve sistein veya
tirozin kalintilarina baglanip proteinleri modifiye ederek Cd toleransinda rol oynayan
pek c¢ok proteini diizenlemektedir (Arasimowicz-Jelonek ve Floryszak-Wieczorek
2011). Ayrica birgok fitohormon, NO-tesvikli sinyal yolaklarini etkilemekte ve
boylelikle bir¢ok genin ifadesini diizenlemekte ve agir metal stresi altinda genis bir
savunma cevabi araligi olusturmaktadir (Pedranzani ve Vigliocco 2017). Cok sayida
calisma, NO dondrlerinin [sodyum nitroprussid (SNP) gibi] dissal uygulamalarinin
bitkileri agir metal kaynakli hasara karsi korudugunu gostermistir (Terron-Camero vd.
2019). Bitkilerde SNP uygulamasinin ROT iiretimini ve lipid peroksidasyonunu
azalttig1 ve boylece oksidatif stresi azaltarak agir metal stresine karsi koruma sagladigi
bilinmektedir (Terron-Camero vd. 2019). Diger taraftan, NO kok hiicre g¢eperlerinin
yapisini etkileyerek Cd’un kok dokusunda birikimini artirmakta ve toprak istii
dokularda birikimini azaltmaktadir (Liu vd. 2015). Digsal SNP uygulamasinin Cd stresi
altindaki bitkilerde oksinin parcalanmasini azalttigi ve antioksidan etkinligi arttirdigi
belirtilmistir (Igbal vd. 2017). Ayrica Cd stresinin bezelye fidelerinde NO {iretimini

baskiladig1 gosterilmistir. Bununla birlikte, Cd stresi altindaki ¢avdar ve aci bakla



bitkilerinde salisilik asit, hidrojen peroksit ve NO arasinda ¢apraz bir etkilesim oldugu
bildirilmistir (Asgher vd. 2017).

Bitkilerde stres toleransini saglayan molekiiler mekanizmalarin daha iyi anlagilabilmesi
icin metabolomik, transkriptomik ve proteomik gibi farkli “omik™ yaklasimlar
kullanilabilmektedir (Mosa vd. 2017). Yiiksek verimlilikli proteomik analizlerin,
bitkilerde Cd stresine cevap olarak ifade seviyesi degisen proteinlerin kapsamli sekilde
belirlenebilmesi icin giiclii bir ara¢ oldugu kamitlamistir. Onceki arastirmalarda, birgok
farkl1 bitki tiirtiniin farkli dokularinda 4720'den fazla Cd'a duyarli protein tanimlanmistir
(Bagheri vd. 2015, Sun vd. 2016, Cao vd. 2017, Carneiro vd. 2017). Bu proteinlerin
esas olarak fotosentez, enerji metabolizmasi, stres savunma, transkripsiyon ve
translasyon, protein modifikasyonu, tasima ve sinyal iletimi gibi siireglerle iligkili
oldugu ortaya konulmustur. Diger taraftan, SNP uygulamasina maruz birakilan ¢eltik
yapraklarinda 53 proteinin farkli sekilde ifade oldugu ve siiperoksit dismutaz, glutatyon
rediiktaz, katalaz, askorbat peroksidaz, peroksidaz, monodehidroaskorbat rediiktaz ve
glutatyon S-transferaz gibi antioksidan savunma ile ilgili proteinlerin artan yonde
diizenlendigi bildirilmistir (Lee vd. 2019). Kadmiyum stresi altindaki salatalik
bitkilerinde NO’nun fotosentez ile iligkili proteinleri artirdigi, glutatyon
metabolizmasinda rol oynayan proteinleri diizenledigi rapor edilmistir (Gong vd. 2017).
Bitkilerde Cd gibi agir metal toksisitesinin hafifletilmesinde digsal SNP’nin rollerini
arastiran ¢ok sayida calisgma olmasma karsin, bu iyilestirici etkilerin altinda yatan
molekiiler mekanizmalar1 arastiran ¢ok az sayida calisma bulunmaktadir. Bu nedenle,
bu aragtirmada Cd stresi altindaki arpa yapraklarinda fizyolojik, metabolik ve proteomik
degisiklikleri NO’nun nasil diizenledigi hakkinda kapsamli bilgilerin elde edilmesi

amagclanmistir.



2. LITERATUR BILGILERI

2.1 Bitkilerde Kadmiyumun Alimi, Tasginimi ve Depolanmasi

Son iki yiizyll boyunca artan endiistriyel faaliyetler ve madencilik nedeniyle, ¢evre
kirliligi diinya ¢apinda 6nemli bir sorun haline gelmistir. Cevre kirliligine neden olan
cesitli faktorler arasinda kadmiyum (Cd), kursun ve civa gibi tehlikeli agir metaller,
antropojenik aktiviteler sonucu ¢evreye yiiksek oranlarda yayilmalarindan dolay1 agir
metal kirliliginin 6nemli bir boliimiinden sorumludurlar (Pinto vd. 2004). Toprakta
kalma siiresi binlerce yil olabileceginden Cd tarim sistemi i¢in 6nemli bir cevresel
endise olarak kabul edilmektedir (Kumar 2013). Kadmiyum 2B grubunda bulunan bir
gecis metalidir ve iyi bir iletkendir ve korozyona karsi direng gosterir. Cd'un bu
ozellikleri alasim, boya, Ni-Cd pil, pigment ve plastik endistrilerinde kullanimini
artirmaktadir (Sebastian ve Prasad 2014). Kirlenmemis topraklarda bulunan Cd
konsantrasyonlari genellikle 0.5 mg kg in altindadir, ancak toprak ana materyallerine
bagl olarak 3.0 mg kg a kadar ¢ikabildigi bildirilmistir (Nazar vd. 2012). Bununla
birlikte, madencilik faaliyetleri, kanalizasyon atiklar1 ve fosfat giibrelerinin kullanimi
gibi aktiviteler topraklarda Cd konsantrasyonlarinin artmasina yol agmaktadir (Rehman
vd. 2015, Huang vd. 2017).

Cd'un bitkilerde 6nemli bir islevi yoktur, ancak kokler tarafindan kolayca alinmakta ve
yenilebilir bitki kisimlarina taginmaktadir (Adams vd. 2004). Agir metaller, uygun
tasima sistemleri ile bitki govdelerine girerler. Yiiksek bitkilerde, topraktan inorganik
besinlerin ve agir metal iyonlarinin alim1 kok salgilari ve rizosferik mikroorganizmalar
tarafindan diizenlenmektedir. Cd gibi agir metal iyonlar i¢in herhangi bir biyolojik
fonksiyonun bulunmamasi, bitkilerdeki spesifik bir tagiyiciSinin bulunmamasi anlamina
gelmektedir (Ghosh ve Roy 2019). Bitki hiicre zar1 sistemleri, metal alimi1 ve homeostaz
icin gerekli olan ¢esitli tastyicilara sahiptir. Plazma zar1 ve tonoplast iizerinde bulunan
metal tasiyicilari, bitki hiicrelerindeki agir metallerin fizyolojik konsantrasyonlarinin
diizenlenmesi i¢in olduk¢a Onemlidir. Bitki koklerinde Cd alimi ve tasinmasi hem
apoplastik hem de simplastik yollarla gerceklesmektedir (Lux vd. 2011). Bitkilerde P
tipi ATPaz agir metal tasiyicilart (HMA'lar), dogal direngle iliskili makrofaj proteini



(NRAMP) ve ZIP protein ailesi Cd aliminda ve taginmasinda rol oynayan onemli
tasiyici aileleridir (Persans vd. 2001, Sebastian ve Prasad 2014). Arabidopsis halleri
koklerindeki ZIP6 ve ZIP9 ve Thlaspi caerulescens bitkilerindeki ZTN1 ve ZTN2 gibi
ZIP ailesi tastyicilari, Zn ile birlikte Cd’un aliminda islev gormektedir (Weber vd.
2006). Arabidopsis thaliana'da, ZIP tasiyici ailesinin bir bagka iiyesi olan IRT1'in, Cd,
Fe, Mn, Ni ve Zn gibi iki degerlikli katyonlarin tasinmasinda rol oynadig1 gosterilmistir
(Rogers vd. 2000).

Kok hiicrelerindeki tastyicilarla alindiktan sonra agir metal iyonlari, ksilem
elemanlarina girmekte ve ¢esitli metal iyon selatorleri ile kompleksler olusturarak
toprak Ustli kisimlara taginmaktadir. ATP-baglayici kaset tasiyict (ABC) ailesi iiyesi bir
tastyicinin, bugday bitkilerinde Cd’un ksileme yiiklenmesinde rol oynadig
gosterilmistir (Kretzschmar vd. 2011). Ksilem yiiklemesi ATP'ye bagimli bir islem
oldugundan, Cd'un toprak {istii organlara tasinmasi, mitokondriyal solunum ve
fotosentetik elektron tasinmasi gibi ATP {iretici yollara baglidir. Cd'un koklerden toprak
istii kisimlara taginmasi, HMA ailesine ait tasiyicilar yardimiyla gerceklesmektedir
(Uraguchi vd. 2009). A. thaliana'da AtHMAA4 proteini, plazma zar1 P tipi ATPaz olarak
islev gormekte ve sitozolik serbest Ca**un seviyelerini koruyarak Cd
detoksifikasyonunda rol oynamaktadir. Bununla birlikte, bir Zn/Cd tasiyici olarak islev
goren AtHMAS3 proteininin Cd ve Zn homeostazinin diizenlenmesinde rol oynadigi
gosterilmistir (Mills vd. 2005, Mendoza-Coézatl vd. 2011). Kadmiyumun vakuollerde
depolanmasi fotosentez gibi metabolik yollarin ¢aligmasini saglamak ig¢in gereklidir.
Cd'un vakuollerde alikonmasi, metal hiperakiimiilator bitkilerinin karakteristik bir
ozelligi olan yapraklarda Cd'un daha fazla birikmesini saglamaktadir. Arpa gibi tahil
bitkileri ise yapraklara kiyasla kokte daha fazla Cd biriktirmektedir (Harris ve Taylor
2013). ABC tasiyicilart agir metallerin vakuole tasinmasinda ¢ok Onemli bir rol
oynamaktadir. Arabidopsis'teki ABC tasiyict ailesinin iki 6nemli iiyesi olan AtMRP1 ve
AtMRP2’nin fitoselatin-Cd komplekslerinin vakuole tasinmasinda rol oynadigi
bildirilmistir (Song vd. 2014). Diger taraftan, diger bir ABC ailesi tasiyicisi olan
AtPDR8’in, kok tiiyleri ve epidermal hiicrelerin plazma zarinda Cd’un disa atilmasi igin

bir pompa islevi gorerek agir metal toleransini sagladigi bildirilmistir (Kim vd. 2007).



2.2 Bitkilerde Kadmiyum Stresinin Etkileri

Esansiyel olmayan ve toksik bir element olan Cd, gevreye zararli kirleticilerden biridir.
Bitkilerde, Cd birikiminden kaynaklanan toksisite belirtileri arasinda kloroz, solma,
biliyiime inhibisyonu ve hatta hiicre o6limi bulunur (Gill vd. 2013). Kadmiyumun
bitkilerde reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu tesvik ederek ve proteinlerin karboksil
veya tiyol gruplari ile dogrudan etkilesime girerek 6nemli metabolik yolaklari bozdugu
ileri siriilmistir (Xiong vd. 2010). Bitkilerde Cd stresinin neden oldugu toksisite
belirtileri bir¢ok agir metal i¢in belirtilen durumlara benzemektedir (Sharma vd. 2016).
Cd stresi Fe ve Ca gibi elementlerin hiicre i¢i seviyelerinde bozulmalara yol agmaktadir
(Gupta vd. 2017). Antioksidan savunma sistemindeki dengesizlik, Cd iyonlarinin
metaloproteinlerdeki Cu ve Fe iyonlarmin yerine gegmesi ve solunum zinciri bozuklugu
nedeniyle Fenton reaksiyonlarinin tetiklenmesine bagli olarak oksidatif strese neden
olan redoks durumu dengesizligine neden olmaktadir (Cuypers vd. 2016). Proteinlerin
sistein rezidiielerine Cd’un baglanmasi (Schiitzendiibel ve Polle 2002) ve proteinlerin
fonksiyonel bolgelerindeki metallerin Cd ile yer degistirmesi (Clemens 2006) enzim

inaktivasyonuna neden olmaktadir.

Cd'un yapraklara girisi ksilem yoluyla gerceklesmektedir (Song vd. 2017). Yaprakta
yiiksek miktarda Cd birikimi, fotosentez gibi metabolik yollarda degisikliklere neden
olarak verimliligi azaltmaktadir (Paunov vd. 2018). Fotosentetik aktivitedeki bu diisiis
pigment seviyelerindeki azalmanin yani sira, CO, asimilasyon hizi ve RuBisCO
aktivitesindeki azalmadan kaynaklanabilmektedir (Asgher vd. 2014). Fotosentezin 151k
reaksiyonlarindaki hasarin fotooksidatif strese neden oldugu iyi bilinmektedir. Bu
nedenle, Cd stresi altinda fotosentetik 151k reaksiyonunun engellenmesi yapraklardaki
oksidatif stresi hizlandirmaktadir (Sebastian ve Prasad 2019). Bununla birlikte, Cd stresi
azot asimilasyonunu ve besin elementlerinin alimini etkileyebilmektedir (Sebastian ve
Prasad 2015). Cd stresi altinda besin elementlerinin alimindaki azalmanin, Cd’un
tastyicilar igin diger elementlerle rekabetinden veya demir tasiyici protein olan IRT1'de
oldugu gibi metal girisini 6nlemek igin tastyicilarin inhibisyonundan kaynaklanmaktadir
(Rizwan vd. 2016). Bununla birlikte, Arabidopsis bitkilerinde Cd'un koklere girisinde

ve toprak iistii dokulara taginimin diizenlenmesinde NADPH oksidazlarin énemli bir



rolii olabilecegi gosterilmistir (Gupta vd. 2017). Cd toksisitesinin tiim semptomlari
sonugta bitki biiylimesini ve verimini azaltmakta ve bazen bitki 6liimiine yol agan
genotoksisiteye neden olmaktadir. Bununla birlikte, toksisitenin siddeti, bitkinin
biiyiime asamasina, metal konsantrasyonuna, maruz kalma siiresine ve bitkinin tolerans

mekanizmalarina baglidir (Romero-Puertas vd. 2019).

2.3 Bitkilerin Kadmiyuma Verdigi Hiicresel Cevaplar

Bitkilerin agir metallere duyarlilifi etkilesim halinde olan fizyolojik ve molekiiler
mekanizma agma baglidir. Bu mekanizmalar (1) hiicre dis1 salgilara ve hiicre ¢eperi
bilesenlerine baglanarak metallerin alinmasi ve birikmesi, (2) agir metallerin sitozol gibi
biyoaktif bolgelerden uzaklastirilmasi i¢in vakuollere tasinmasi, (3) agir metal
iyonlarinin hiicre i¢inde organik ve amino asitler, fitoselatinler (PC'ler) ve
metallotiyoneinler gibi gesitli bilesikler ile kompleks olusturmasi, (4) ozmolitlerin ve
ozmotik koruyucu bilesiklerin birikmesi ve antioksidatif enzimlerin artan seviyeleri ve
(5) metabolik yolaklarin yeteri kadar ¢alismasina ve hasarli hiicrelerin hizli bir sekilde
onarilmasina izin vermek i¢in bitki metabolizmasinin diizenlenmesini igermektedir

(Cho vd. 2003).

Kadmiyum stresinin olumsuz etkilerinin iistesinden gelinebilmesi i¢in bitki hiicreleri Cd
stresini algilayabilmeli ve Cd'a tolerans saglayacak sekilde tepki verebilmelidir.
Kadmiyum stresinin algilanmas: ve tolerans mekanizmalari, gen ve proteinlerin
ifadesindeki degisiklikler gibi karmagik fizyolojik ve biyokimyasal siireglerin
koordinasyonunu gerektirmektedir (Urano vd. 2010). Bir stres kosuluna yanit olarak
gen ekspresyonu ve gen regiilasyonundaki degisikliklerin iyi anlagilmasi, sinyal iletim
yolaklar1 hakkindaki bilgi saglamak icin Onemlidir. Metabolom, transkriptom ve
proteom seviyesindeki arastirmalar Cd kaynakli sinyallemenin mekanizmalarini ortaya
koymak i¢in gergeklestirilmistir (Arruda ve Azevedo 2009). Sinyal yolaklari, bitkilerde
Cd alimimni ve tagiimini diizenlemeye yardimci olmaktadir (DalCorso vd. 2010). Sinyal
iletim yolaklar1 genellikle Cd'a duyarli genlerin transkripsiyonuna yol agmaktadir. Bu
tir sinyal iletim yolaklart protein komplekslerinin aktivasyonu, hormon aracili

diizenleme, reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) diretimi ve stresle iliskili genlerin



transkripsiyonunu saglayan transkripsiyon faktorlerini (TF'leri) aktive eden ikincil
habercilerin sentezi gibi farkli mekanizmalar1 igermektedir (Sekil 2.1) (DalCorso vd.
2010).
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Sekil 2.1 Savunma ile iliskili genlerin aktivasyonuna ve ifadesine yol agan Cd kaynakl sinyal

iletim yolaginingenel semas1 (Amir vd. 2019’tan degistirilerek).

Bitkilerde Cd sinyallerine aracilik eden anahtar molekiiller ROT’lar ve nitrik oksittir
(Besson-Bard vd. 2009). Cd stresi altinda ROT {iretimi, NADPH oksidaz, fotosentez ve
solunumun aktivitesi yoluyla gergeklesir (Heyno vd. 2008). Cd stresine bagli olarak
artan ROT seviyesi, antioksidan enzimlerin (SOD, CAT, APX, POD ve GR gibi)
aktivasyonuna yol agan mitokondriyal ve ER streslerine neden olmaktadir. Antioksidan
savunma sistemine ek olarak, kalsiyum-sinyal yolaklar1 ile strese duyarli genlerin
aktivasyonu ve diger bircok bitki hormonu ve metabolitin sentezi stresin etkilerini
hafifletmektedir (Baig vd. 2019). Bitkilerde hiicresel diizeyde, mitojenle aktiflestirilen
protein kinaz (MAPK) selalesi adi verilen ii¢ ardisik protein kinazdan olusan bir ag,
MAPKKK (MAPK kinaz kinaz), MAPKK (MAPK kinaz) ve MAPK'y1 igeren stres

sinyalleme mekanizmasinda yer almaktadir (Widmann vd. 1999). Bu tir birgok



fosforilasyon selalesinin, Cd aracili stres sinyal iletiminde rol oynadig1 diistiniilmektedir
(Jonak vd. 2004). MAPK kinaz bagimli sinyal yolaklarmin aktivasyonu, Cd stresi
altindaki bitkilerde rapor edilmistir (Sinha vd. 2011).
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Sekil 2.2 Bitkilerde Cd iyonlarmin igsel alikonmasi veya disa atilmasi ile iliskili olasi

mekanizmalar (Sebastian ve Prasad 2019’tan degistirilerek).

Cd hiicreye girdikten sonra en iyi karakterize edilmis bitki yanitlarindan biri de agir
metalleri selatlayan bir peptid olan fitoselatinlerin (PC'ler) sentezidir (Mendoza-Coézatl
vd. 2010). PC'ler, substrat olarak GSH’un kullanildig1 ve fitoselatin sentaz (PCS) ile
enzimatik olarak sentezlenen sistein agisindan zengin peptitlerdir (Al-Huqail vd. 2017).
Kadmiyum stresine maruz kalan bitkilerde PCS’1n etkinlestigi bildirilmistir (Thangavel
vd. 2007). Bitkilerde Cd-PC kompleksleri olustuktan sonra vakuol igine ABC



tastyicilart (Vogeli-Lange ve Wagner 1990), Cd/proton antiportirlari (Berezin vd. 2008)
ve V-ATPaz veya V-PPaz (Sharma vd. 2016) proteinleri ile tasinmaktadir (Sekil 2.2).
Cd detoksifikasyonunda anahtar rol oynayan vakuolun hacmi ve sekli agir metal
stresine yanit olarak degismektedir (Sharma vd. 2016). Diger taraftan, transkripsiyon
sonrast diizeyde TF'leri ve stresle iligkili spesifik mRNA'lar1 negatif olarak diizenleyen
mikroRNA'larin (miRNA'lar) da agir metal toleransinda rol oynadigi bulunmustur
(Cuypers vd. 2016).

2.4 Bitkilerin Kadmiyuma Verdigi Proteomik Cevaplar

Son yillarda, “Omik” yaklasimlari, gevresel streslerin neden oldugu degisikliklerin
kapsamli sekilde analizlerine izin vermektedir. Bitkilerde transkriptomik, metabolomik
ve proteomik gibi farkli yaklasimlardan elde edilen verilerin analiz edilmesi, Stres
toleransi altinda yatan molekiiler mekanizmalarin anlasilmasina katkida bulunmaktadir
(Mosa vd. 2017, Ahmad vd. 2018). Proteomik ve metabolomik veriler, transkriptomik
diizeyde regiilasyonu ve karmasik hiicresel aglar1 biitiinsel olarak anlamak icin
transkriptom profilleri ile iliskilendirilebilir (Urano vd. 2010). Farkli omik verilerin
birlikte yorumlanmasi metabolizma, biiyiime, gelisme ve stres tepkisini kontrol eden
fonksiyonel aglarin belirlenmesine yardimei olmaktadir (Moreno-Risueno vd. 2010).
Proteomik, agir metal toleransi ve hiicresel detoksifikasyon iligkili mekanizmalarda yer
alan proteinler, etkilesim aglar1 ve metabolik yolaklar hakkinda 6nemli bilgiler
saglamaktadir (Hossain ve Komatsu 2013). Proteomik, Cd gibi stres kosullar1 altindaki
bitkilerin proteomlar1 karsilastirmak igin kullanilabilmektedir. Proteomik yaklasim, Cd
stresi ile iligkili birgok proteinin tanimlanmasi i¢in 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 birgok
bitki tiirlinde kullanilmistir. Bu proteinlerin agirlikli olarak fotosentez ve enerji
metabolizmasi, stres Savunma ve detoksifikasyon, gen ifadesi, protein metabolizmasi ve
sinyal iletimi gibi olaylarda islev gordigi bildirilmistir. Bununla birlikte, bu
proteinlerin farkli hiicresel lokalizasyonlara sahip oldugu bulunmustur (Sekil 3.3)

(Ahmad vd. 2019).
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Sekil 2.3 Farkli bitki tiirlerinde proteomik analizler ile tanimlanmis proteinlerin fonksiyonlari

(a) ve hticresel lokalizasyonlar1 (b) (Ahmad vd. 2019°tan degistirilerek).
2.4.1 Kadmiyum Stresi ve Enerji Metabolizmasi ile iliskili Proteinler

Bitkilerde, karbohidrat ve enerji metabolizmasi stres kosullarinda metabolik yollarin ve
karbohidrat dengesinin korunmasi igin énemli biyolojik siire¢lerdir. Karbohidratlar en
fazla bulunan metabolitlerdir ve abiyotik stres kosullarinda enerji kaynaklar1 ve sinyal
molekiilleri olarak hizmet etmektedirler. Glikoliz, glikozu piriivat doniistiiren ve enerji
iireten metabolik bir siirectir (Ahmad vd. 2019). Glikoliz ve ATP sentezindeki bazi

anahtar enzimler Cd stresine cevapta oOnemli rol oynamaktadir. Fruktokinaz
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seviyesindeki artisin karbohidrat metabolizmas1 homeostazisinin yeniden kurulmasi igin
faydali olabildigi, hasarli proteinlerin ve zarlarin korunmasi ve restorasyonunda rol
oynayabildigi bildirilmistir (Bah vd. 2010). Fosfogliserat kinaz proteininin bugday
fidelerinde oksidatif stresin etkilerinin {stesinden gelmede yardimci oldugu
bildirilmistir (Mohapatra ve Mittra 2016). Triozfosfat izomeraz glikolizde 6nemli bir rol
oynamakta ve verimli enerji liretimi igin gerekli oldugu belirtilmistir. Bununla birlikte,
glikoliz ve trikarboksilik asit (TCA) dongiisii ile iliskili proteinlerin hassas domates
genotipinde giiclii bir sekilde azaldigi ve bu azalmanin biiyiimedeki inhibisyon ile
iligkili oldugu bildirilmistir (Borges vd. 2019).

Glikolizin yani sira TCA dongiisii de Cd stresi altindaki bitkilerde farkli sekilde
diizenlenebilmektedir. TCA dongiisii, karbohidratlar, yaglar ve proteinler gibi
molekiillerden elde edilen asetil-CoA'nin karbondioksite oksidasyonu ile ATP ve
NADH formunda enerji depolayabilen bir dizi kimyasal reaksiyondur. TCA dongiisii ile
iligkili proteinler arasinda siiksinat dehidrogenaz hem TCA dongiisiinde hem de
elektron tasima zincirinde fonksiyon gérmekte ve stres kosullarinda mitokondrinin
islevligini koruyan énemli bir enzimdir (Jardim-Messeder vd. 2015). Sitrat sentaz ve
izositrat dehidrogenaz da onemli isleve sahiptir, ¢iinkii bu enzimler sitrik asit
dongiisiiniin bir diizenleme noktasi olarak islev gérmektedir. Karbohidrat metabolizmasi
ile ilgili bu tiir enzimlerin artan yonde diizenlenmesi, bitkilerin Cd stresi ile basa ¢gitkmak

i¢in siirekli enerji gereksiniminin 6nemli oldugunu gostermektedir (Ahmad vd. 2019).

2.4.2 Kadmiyum Stresi ve Savunma Sistemi ile Tliskili Proteinler

Kadmiyum, bitki hiicrelerine zarar veren reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) iiretimini
tesvik etmektedir (Cuypers vd. 2016). Bitkiler, oksidatif stresin etkilerini en aza
indirgemek i¢in ROT temizleme mekanizmasinin gelistirilmesi gerekmektedir. Bu
mekanizmalar arasinda antioksidan savunma sistemi siiperoksit dismutaz (SOD),
katalaz (CAT), askorbat peroksidaz (APX) ve glutatyon rediiktaz (GR) gibi ¢esitli
antioksidan enzimlerin aktivasyonu ile iligkilidir. Bu enzimler, agir metal kaynakli
ROT’larin detoksifikasyonuna katilmaktadirlar (Stolfa vd. 2015). Antioksidan savunma

sisteminin ilk enzimi olan SOD siiperoksit radikallerinin H,0;’ye doniisiimiinii kataliz
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etmekte ve Cd stresi altindaki bitki tlirlerinde SOD proteinlerinin arttig1 gosterilmistir
(Ma vd. 2015, Borges vd. 2019). Bitkilerde, H,0, igeriginin diizenlenmesinde CAT ve
APX proteinlerinin ifade seviyelerinin Cd stresi kosullarinda artan yonde diizenlendigi
bildirilmistir (Sun vd. 2016, Xu vd. 2017, Zhong vd. 2017). Bununla birlikte, proteomik
analizler, Cd stresinin glutatyon—askorbat dongiisii enzimleri olan GR, dehidroaskorbat
rediiktaz (DHAR) ve monodehidroaskorbat rediiktaz (MDAR)’1n ifade seviyelerinde
degisikliklere neden oldugunu gostermistir (Cao vd. 2017, Gong vd. 2017, Xu vd.
2017). Hiicre g¢eperinde lokalize olan peroksidazlarin (POD) bollugunun Cd stresi
altinda artti@1 ve bu durumun hiicre ¢eperi lignifikasyonuna, sertlesmesine ve sonug

olarak biiytime bozukluguna yol agtig1 ileri siiriilmiistiir (Gutsch vd. 2018).

Stres kosullarinda normal hiicresel fonksiyonlarin stirdiiriilmesi direkt olarak protein
fonksiyonlarmin siirdiiriilmesi ile iligkilidir. Zarar gormiis proteinlerin onarilmasina ve
dogal yapilarinin tekrar kazanilmasma yardimer olan 1s1 soku proteinleri (HSP) agir
metaller gibi bircok stres kosulunda hiicrelerde yiiksek seviyelerde birikmektedir
(Ahsan vd. 2009). Cd stresi, HSP'ler ve saperonlar gibi ¢esitli diizenleyici proteininin
bollugunda degisikliklere neden oldugu bildirilmistir (Sun vd. 2016, Xu vd. 2017,
Zhong vd. 2017). Ornegin, HSP90 ve HSP40/Dnal'lerin bitki savunmasinda yer aldig
bildirilmistir (Park ve Seo 2015). Bununla birlikte, tiitiin bitkilerinde yonca-DnaJ (MsD-
JLP) proteininin asir1 ifadesinin yiiksek sicaklik ve soguk streslerine karsi toleransi

artirdig bulunmustur (Lee vd. 2018).

Bitkiler kendilerini stres kaynakli yaralanmalardan korumak igin ¢ok ¢esitli savunma
cevaplarini aktive ederler. Hastaliga direngli yanit proteini ve patogenezle iligkili (PR)
proteinlerin savunma yanitlarinda rol oynadigi bilinmektedir (Buchanan vd. 2005). Bazi
PR protein izoformlarinin, Cd stresi altindaki ¢esitli bitki tiirlerinde énemli seviyede
arttig1 bildirilmistir (Dai vd. 2017, Xu vd. 2017, Zhong vd. 2017). Kitinazlar genellikle
patogenezle iliskili proteinler olarak kabul edilmekte ve bitkilerde yaygmn olarak
bulunmaktadir. Patojen stresine karsi bitki yanitlarindaki rollerine ragmen, kitinazlar
cesitli abiyotik streslerde de rol oynamaktadir (Grover 2012). Kitinaz proteininin ifade

seviyesindeki artis Cd stresi altindaki bazi bitki tiirlerinde de belirlenmistir (Daud vd.

13



2015, Gutsch vd. 2018). Bu bulgular, Cd'un bitki—patojen etkilesimi tarafindan tiretilen

asir1 duyarli yanita benzer bir yaniti tesvik ettigini gostermektedir (Ahmad vd. 2019).
2.4.3 Kadmiyum Stresi ve Sinyal iletimi ile iliskili Proteinler

Kadmiyum stresi altinda gen ifadesinin regiilasyonu spesifik sinyal iletim yolaklar ile
gerceklestirilmektedir. Bu tiir sinyal yolaklari, protein komplekslerinin aktivasyonu,
hormon aracili diizenleme ve ikinci habercilerin sentezi gibi farkli mekanizmalari
icermektedir (Sekil 2.4) (DalCorso vd. 2010). 14-3-3 proteinleri, tipik olarak
fosforilasyona bagl etkilesimlerle fonksiyonel olarak farkli yiizlerce proteini ve
enzimleri diizenlemektedir (Chang vd. 2009). Bu proteinlerin, kalsiyum bagimli protein
kinaz (CDPK) ve mitojenle aktiflestirilen protein kinaz (MAPK) gibi bir dizi sinyal
iletim molekiilii ile etkilestigi bildirilmistir (Ormancey vd. 2017). CDPK'ler, dogrudan
Ca*? sinyallerini ileten ve ¢oklu cevresel uyaranlara yanit olarak bitkilerdeki serbest
Ca*? seviyelerinin ylikselmesini tetikleyen dnemli bir Ca*? sensor proteinidir (Gao vd.
2014). Proteomik ¢alismalarda, 14—-3-3 proteinlerinin Cd stresi altindaki bazi bitki
tirlerinde farkli sekilde ifade oldugu belirlenmistir (Xie vd. 2014, Zhong vd. 2017).
Bununla birlikte, Escherichia coli bakterisinde Hevea brasiliensis 14—3—-3c proteininin
asir1 ifadesinin Co, Cu ve Zn agir metallerine karsi toleranst artirdigr bildirilmistir
(Yang vd. 2012). Sonug olarak, 14—3-3 proteinlerinin sinyal iletimi, transkripsiyonun
aktivasyonu ve savunma ile iliskili hedef proteinlerin diizenlenmesi gibi gesitli hiicresel
cevaplarin olusmasinda rol oynayabildigi bildirilmistir (Ahmad vd. 2019). Diger bir
sinyal iletimi ile iligkili protein olan MAPK biyotik ve abiyotik stres yanitlarinda
onemli bir rol oynamaktadir (Ichimura vd. 2002). MAPK yolunun ROT indiiksiyonu
yoluyla Cd tarafindan aktive edildigi bildirilmistir (Dai vd. 2017). Diger taraftan,
kalmodulin ve CDPK proteinlerinin Cd stresi altinda azalan yonde diizenlendigi ve Cd

stresi altinda Ca*? sinyal yolaklarinin inhibe oldugu rapor edilmistir (Xu vd. 2017).
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2.4.4 Kadmiyum Stresi ve Fotosentez ile Iliskili Proteinler

Kadmiyum stresinin karbon asimilasyonu ve fotosentetik elektron transferi gibi
fotosentetik siireglerde belirgin bir azalmaya neden oldugu gosterilmistir (Bashir vd.
2015). Cd stresi sirasinda fotosentezdeki azalmanin, Cd’un RuBisCO (ribuloz-1,5-
bifosfat karboksilaz/oksijenaz) aktivitesi tizerindeki zararh etkisinin sonucudur. Birgok
arastirmada, RuBisCO’nun biiyiik ve kiigiik altbirimlerinin yani sira gliseraldehit-3-
fosfat dehidrogenaz, sedoheptuloz-1,7 bifosfataz, transketolaz ve karbonik anhidraz

(CA) gibi CO; 6ziimleme yolaklarinda islev goren bir¢ok proteinin Cd stresi altinda
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farkli sekilde ifade edildigi gosterilmistir (Sergeant vd. 2014, Roy vd. 2016, Gong vd.
2017, Rao vd. 2017). Yapraklar yiiksek dozlarda Cd'a maruz kaldiginda CA proteinin
fotosistem Dbilesenlerini degistirebilmekte ve sonu¢ olarak CO, homeostazinin
diizenlenmesinin bozulmasimmi1 hizlandirmakta ve bu da CO, tikenmesini ve O,
birikimini  tegsvik etmektedir (D’Alessandro vd. 2013). CA'nin, o0zellikle
karboksilasyon/dekarboksilasyon gibi bir¢ok biyolojik siire¢te onemli bir enzim oldugu
diistiniilmektedir (Moroney vd. 2001).

Kadmiyum stresi sadece CO; o6ziimlemesi ile ilgili enzimlerin degil ayni zamanda
fotosentezin 151k reaksiyonlarindan sorumlu bir¢ok proteinin de ifade seviyesinde
degisimlere neden olmaktadir. Kadmiyum stresinin 1s1k-yakalayan klorofil a/b baglayici
protein (LHCB), oksijen firetici kompleks (OEC) ve oksijen lireten arttirici protein
(OEE) gibi proteinleri etkileyerek fotosistem Il aktivitesini degistirdigi bildirilmistir
(Roy vd. 2016, Sun vd. 2016, Gong vd. 2017). Ferredoksin-NADP rediiktaz (FNR),
ferredoksinden NADP™'ya fotosentetik elektron tasinmasinda rol oynar ve bitkilerdeki
COgz'nin asimilasyonu i¢in gereklidir (Musumeci vd. 2012). Cd stresi altindaki bitkilerde
FNR proteininin azalmasi fotosistemin biitiinliigiinii bozduguna isaret etmektedir (Gong

vd. 2017, Rao vd. 2017).

2.4.5 Kadmiyum Stresi ve Metal Tasinin ile Iliskili Proteinler

Bitkilerin toprak fiistii kisimlarinda Cd birikimi, kok dokular1 i¢ine Cd’un apoplastik
olarak girisi, hiicre ¢eperi tarafindan tutulmasi, membranlardan enerji bagimli taginima,
vakuollerde alikonulmasi ve ksileme yiiklenmesi gibi ¢esitli islemlerle kontrol
edilmektedir (Loix vd. 2017). Proteomik ¢aligmalar, farkli tagima proteinlerinin Cd
stresinden O6nemli Olglide etkilendigini gostermistir. Bitkilerde dogal direngle iligkili
makrofaj proteinleri (Nramp) (Takahashi vd. 2011), ¢inko/demir tasiyicilari (ZIP-IRT)
(Milner vd. 2013) ve P1B-ATPaz’lar (Takahashi vd. 2012) gibi gesitli metal tasiyici
protein aileleri Cd’un taginmasina aracilik etmektedir. Transgenik celtik hatlarinda
plazma zarinda lokalize olmus OsNrampl'in agir1 ifadesinin hiicresel siirgiinlerde Cd
birikimini artirdig1 ve bu proteinin hiicresel Cd aliminda rol oynadig ileri siirtilmiistiir

(Takahashi vd. 2011). Ayrica, plazma zarinda lokalize olmus OsHMAZ2 (Takahashi vd.
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2012) ve AtHMAA4 (Verret vd. 2004) proteinlerinin ksileme Cd’un yiiklemesinde rol
oynadig1 gosterilmistir. Bazi ABC tasiyici ailesi lyelerinin Cd'un alinmast ve
translokasyonuna katildigt dogrulanmuistir (Briat vd. 2007). Yiiksek oranda Cd
biriktirebilen yerfistigi genotipinde sekiz adet ABC tasiyici proteinin (ABCB11,
ABCB25, ABCC2, ABCC4, ABCC14, ABCGB8-benzeri, ABCF1 ve ABCF3) artan
yonde diizenlendigi gosterilmistir (Yu vd. 2019). AtABCC2 ilk olarak Arabidopsis'te
PC-As komplekslerini vakuole tasiyan bir protein olarak tanimlanmis ve kok
vakuollerinde Cd'u alikoyarak Cd toleransinda rol oynadigi gosterilmistir (Park vd.
2012). Bununla birlikte, salatalik bitkilerinde CsSPDR12/CsABCG40 tasiyicilarinin Cd
stresi altinda artan yonde diizenlendigi rapor edilmistir (Migocka vd. 2017). Bu tasiyici
proteinlerin Cd stresi altinda artan yonde diizenlenmesinin, vakuolar alikonulmay1 ve
simplasttan apoplasta gecisi artirarak Cd detoksifikasyonunu saglayabildigi ileri
stirilmistiir (Yu vd. 2019).

Vakuolar alikonmanin, bitki hiicrelerinde agir metal detoksifikasyonu igin énemli bir
mekanizma oldugu bilinmektedir (Hall 2002). Vakuolar tip ATPaz’lar (V-ATPaz), iyon
taginimi igin enerji saglayan tonoplastta lokalize olmus bir proton pompasidir (Dietz vd.
2001). Cd'un tonoplast boyunca vakuollere tasinmasi, biiyikk Ol¢iide V-ATPaz
aktivitesine bagli olan bir proton gradiyenti gerektirmektedir (Dietz vd. 2001).
Kadmiyum stresinin A. thaliana, O. sativa ve C. sativus gibi bitki tiirlerinde H'~ATPaz
proteinlerinin seviyesinde artisa neden oldugu gosterilmistir (Carneiro vd. 2017, Gong
vd. 2017, Zhong vd. 2017). Bununla birlikte, bazi V-ATPaz altbirimlerinin yiiksek
oranda Cd biriktiren yerfistig1 genotipinde artan yonde diizenlendigi gosterilmistir (Yu
vd. 2019). Diger taraftan, Cd/Zn tasiyict ATPaz proteinlerinin dar1 ve pamuk
bitkilerinde artan yonde diizenlendigi belirtilmistir (Deeba vd. 2012, Roy vd. 2016).
Ayrica Arabidopsis’te Cd’un koklerden siirglinlere tasinma mekanizmasinin Cd/Zn
tasiyict ATPaz (HMA2 ve HMA4) proteinlerine bagli oldugu ileri siiriilmiistiir (Wong
vd. 2009).
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2.4.6 Kadmiyum Stresi ve Protein Metabolizmasi ile iliskili Proteinler

Protein sentezi, protein modifikasyonu ve degredasyonu cevresel streslere karsi bir
hiicresel yanitin gergeklesmesi igin 6nemli diizenleyici yollardir (Araajo vd. 2011). Agir
metal cevaplart ve tolerans mekanizmalar1 hiicresel protein sentezi tarafindan 6nemli
olgiide etkilenmektedir. Bitkiler, Cd stresi sirasinda proteinleri yenileyerek veya
onararak stresin istesinden gelmektedirler (Chen vd. 2018). Proteomik c¢alismalar
protein sentezinin farkli bilesenlerinin Cd stresi altinda farkli sekilde ifade oldugunu
ortaya koymustur (Carneiro vd. 2017, Zhong vd. 2017, Lan vd. 2018, Yu vd. 2019).
Okaryotik translasyon baslatici (eIF) ve peptit uzama faktorleri (EF) protein sentezinde
onemli rol oynamaktadir (Fan vd. 2015). Kadmiyum stresi altindaki Raphanus sativus
bitkilerinin koklerinde eIF ve EF proteinlerinin ifade seviyesindeki artisin protein
sentezini hizlandirdigi ve bu durumun sentez ve degredasyon arasindaki dengeye

katkida bulundugu ileri stirtilmiistiir (Xu vd. 2017).

Protein degredasyonu sadece bitki solunumu igin molekiiler substratlar saglamakla
kalmaz, aym1 zamanda c¢esitli abiyotik streslere karsi adaptasyon yanitlarini da
baslatmaktadir (Fan vd. 2015). 26S proteazom, ubikitinlenmis proteini kii¢iik peptitlere
pargalayan biiyiik bir proteolitik komplekstir (Collins ve Goldberg 2017). Ubikitin/26S
proteazom sisteminin bitki biiylime ve gelisimi, sinyal iletimi ve stres tepkileri gibi
hiicresel siireglerin diizenlenmesinde 6nemli rol oynadigi gosterilmistir (Oh ve Komatsu
2015). Kadmiyum stresi altindaki Raphanus sativus bitkilerinin koklerinde 26S
proteazom ve ubikitin proteinlerinin arttigi gosterilmis ve ubikitin/26S proteazom
sisteminin Cd stresine cevapta énemli roller oynadigi ileri siiriilmiistiir (Xu vd. 2017).
ClpC proteaz, yanls katlanmis, kiimelenmis veya istenmeyen proteinlerin segici olarak
uzaklastirarak plastid gelisimi ve fonksiyonunda merkezi bir rol oynamaktadir
(Nishimura ve van Wijk 2015). Proteazom alt birimi alfa, ubikuitin-proteazom yolagi
yoluyla proteinlerin parcalanmasina katilan 20S proteazom kompleksinin alfa tipi bir alt
birimidir (Li vd. 2011). Amaranthus hybridus koklerinde Cd stresinden zarar goren
proteinlerin ClpC proteaz ve 20S proteazomu tarafindan parcalandig ifade edilmistir

(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 tiirleri normal metabolizmanin bir sonucu olarak tiretilmektedir. Bununla
birlikte, asir1 {iretilen reaktif azot tiirleri, membran lipidlerinin bozulmasina, enzim
inaktivasyonuna, DNA hasarina ve hatta mutasyona neden olarak bitkilere ciddi zararlar
verebilmektedir (Romero-Puertas ve Sandalio 2016). Diger taraftan, ¢ok sayida ¢alisma
NO’nun tohum ¢imlenmesi, kok olusumu, gravitropizma, tohum gelisimi, stoma
hareketleri, fotosentez, mitokondri fonksiyonlari, yaslanma, biyotik ve abiyotik stres
cevaplarinda islev gordigini gostermistir (Arc vd. 2013, Fancy vd. 2017,
Hasanuzzaman vd. 2018, Vaishnav vd. 2018). Hayvan dokularinda, NO {iretimi nitrik
oksit sentaz (NOS) enzimi yoluyla gergeklesmektedir. NO'nun bitkilerde islevsel olarak
var oldugu bilinmesine ragmen, nasil sentezlendigine hakkinda kesin bilgiler
bulunamamistir (Santisree vd. 2019). NO'nun bitkilerde dort farkli yolla sentezlendigi
diistiniilmektedir: Hayvanlarinkine benzer NO sentez yolu (Negi vd. 2010), nitrat
rediiktaz (NR) yolu ve diger enzimatik ve enzimatik olmayan yollar (Sahay ve Gupta
2017). NO idiretiminin ayrica mitokondriyal elektron tasima sistemi ve ksantin
dehidrogenaz/oksidaz gibi indirgeyici yollar yoluyla oldugu ileri siiriilmiistiir (Sahay ve
Gupta 2017). indirgeyici yolda, nitrit:NO rediiktaz aktivitesine sahip olan NR ozellikle
anoksik ve asidik kosullarda NO’yu sentezleyebilmektedir (Chamizo-Ampudia vd.
2017, Astier vd. 2018). Bununla birlikte, ksantin oksidorediiktaz, sitokrom ¢
oksidaz/rediiktaz ile mitokondriyal nitrit indirgenmesi ve kok apoplastlarinda nitrit:NO
rediiktaz indirgeyici yolda islev gormektedir (Stoimenova vd. 2007). Ilaveten,
Chlamydomonas reinhardtii alglerindeki nitrik oksit olusturan nitrit rediiktazin
(NOFNIR), nitriti NO'ya indirgedigi bildirilmistir (Chamizo-Ampudia vd. 2017).

Birgok caligsma bitki hormonu aracili gelisim ve stres yanitlarin1 diizenlemede NO'nun
onemli roliinii tanimlamistir (Asgher vd. 2017). Ayrica, NO birikiminin stres kosullar
ve iyilesme sirasinda savunma proteinlerinin gen ifadesini indiikledigi gosterilmistir
(Fancy vd. 2017). Bununla birlikte, NO'nun bir antioksidan islevi gorerek oksidatif
hasarin siddetini azaltmasi ile hiicresel homeostazin korunmasinda rol oynadigi

bildirilmistir (Hasanuzzaman vd. 2012). Nitrik oksidin muhtemelen post-translasyonel
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protein modifikasyonlar1 (PTM'ler) yoluyla enzimlerin ve bazi Onemli sinyal
bilesenlerinin aktivitesini modifiye ettigi gosterilmistir. Nitrik oksidin neden oldugu
PTM'ler arasinda protein S-nitrosilasyonu ve tirozin nitrasyonu bulunmaktadir (Fancy
vd. 2017). Stres kosullar1 altindaki Arabidopsis thaliana, Brassica juncea, Citrus
aurantium ve Zea mays gibi bitkilerde bir dizi S-nitrosillenmis protein tanimlanmigtir
(Fan vd. 2014, Fancy vd. 2017). Ek olarak NO, stresle iligkili kinazlarin ifadesini
artirarak ve diger sinyal molekiilleri ve fitohormonlarla etkilesimi yoluyla
transkripsiyon seviyesinde bir sinyal molekiilii olarak islev gérmektedir (Lozano-Juste
ve Leon 2011). Ayrica NO’nun stresle iligkili genlerin aktivasyonuna neden olan
MAPK aktivitesini uyardigi gosterilmistir (Li ve Xue 2010). Salatalik bitkilerinde,
MAPK!'larin katildigi NO-bagimli-sinyalleme yolunun oksin-kaynakli koklenme iglemi
sirasinda aktive oldugu gosterilmis ve MAPK'larin gelisimsel stirecler sirasinda NO'nun

hedefleri arasinda oldugu ileri siiriilmistiir (Kalachova vd. 2016).

2.6 Bitkilerde Nitrik Oksit ve Agir Metal Toleransi

Oldukga reaktif bir molekiil olan NO, gelisim, yaslanma ve gevresel streslere yanitlar
gibi fizyolojik siireglerde rol oynayan gaz formunda bir serbest radikaldir (Astier vd.
2018, Umbreen vd. 2018). NO iiretiminin esas olarak nitrik oksit sentaz (NOS) enzim
aktivitesine (Forstermann ve Sessa 2012) bagli oldugu hayvanlardan farkli olarak,
bitkiler su ana kadar tanimlanmis 11 farkli mekanizmayla NO {iretebilmektedir (Astier
vd. 2018). Tiim bu mekanizmalarda iki ana yol yaygin olarak yer alir: Indirgeyici nitrata
bagiml yolak ile oksidatif arjinin bagimli ve hidroksilamine bagimli yolaklar (Fréhlich
ve Durner 2011, Mur vd. 2013). Biyokimyasal ve molekiiler veriler, bitkilerde arjinin ve
NO arasinda bir iliski oldugunu gostermistir (Astier vd. 2018). Oksidatif yolaklarda
arjinin bagimli nitrik oksit sentaz benzeri (NOS-I) aktivite gozlenmistir (Moreau vd.
2010). Kadmiyum konsantrasyonu, uygulama siiresi ve tir ag¢isindan farkliliklar
oldugundan Cd stresi altinda NO iiretimi ile ilgili genel sonuglar ¢ikarmak oldukca
zordur. Bugday, arpa ve soya fasulyesi gibi farkli bitki tiirlerinin koklerinde Cd
uygulamasindan sonra NO seviyesinde artis gozlenmistir (Groppa vd. 2008,
Valentovi¢ova vd. 2010, Pérez-Chaca vd. 2014). Arpa koklerinde NO perisikl,

parankimatik 6z hiicrelerinde ve protofloemin arkadas hiicrelerinde tespit edilmistir
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(Valentovicova vd. 2010). Bununla birlikte, ¢eltik koklerinde Cd uygulamasindan bir
giin sonra ve bezelye kok ve yapraklarinda 14 giin sonra NO seviyesinin azaldigi
gozlenmistir (Rodriguez-Serrano vd. 2006, Xiong vd. 2009). Arabidopsisite NO
seviyesinin Cd konsantrasyonundaki artisa bagli olarak kademeli olarak arttigi buna
karsin uygulama siiresindeki artisa bagli olarak azaldig: bildirilmistir (Gupta vd. 2017).
Nitrik oksit seviyelerindeki azalmanin, asirt ROT ve etilenin neden oldugu erken
yaslanmadan ve Ca eksikliginin neden oldugu NOS-1 aktivitesinin inhibisyonundan

kaynaklandigi bildirilmistir (Rodriguez-Serrano vd. 2009).

Birgok ¢alismada NO verici bilesiklerin [gogunlukla sodyum nitroprussid (SNP)] dissal
uygulamalarinin bitkileri agir metal kaynakli hasara karsi korudugu gosterilmistir (Gong
vd. 2017, Li vd. 2019, Kaya vd. 2020). Nitrik oksit, esas olarak iki strateji ile
bitkilerdeki agir metal toksisitesini hafifletmektedir. Ik stratejide, NO antioksidan
enzim aktiviteleri artirarak veya savunma ile iliskili genlerin ifade seviyesini artan
yonde diizenleyerek bitkilerin agir metal stresi kosullarinda hayatta kalmalarina
yardimer olmaktadir (Ortega-Galisteo vd. 2012). NO vericisi uygulamalarina baglh
olarak siiperoksit radikali ve hidrojen peroksit gibi ROT’larin iretimi ve lipid
peroksidasyonuna neden olan oksidatif hasarin azaldigi bilinmektedir (Sekil 2.5)
(Terron-Camero vd. 2019). Kadmiyum stresine maruz birakilan Lolium perenne
bitkilerinde artan ROT fiiretimi ve lipid peroksidasyonunun, SNP uygulamasia baglh
olarak artan antioksidan enzim aktivitesi ile azaltildigi gosterilmistir (Arasimowicz-
Jelonek vd. 2011). Ayrica NO sinyal yolaklarinin, piringte kadmiyum toleransini artiran
antioksidan enzimler, glutatyon (GSH) ve fosfatidik asit birikimi ile iligkili oldugu
bildirilmistir (Yang vd. 2016). GSH'nin sadece Cd selasyonunu ve igsel alikonulmasini
tesvik etmekle kalmayip, ayn1 zamanda NO, S-nitrosotiyolleri ve antioksidan sistemi bir
redoks bagimli mekanizma yoluyla uyararak domates fidelerinin Cd stresine karsi
toleransini artirdigi ileri stirilmiistiir (Hasan vd. 2016). Nitrik oksit, hiicrelerdeki serbest
metal konsantrasyonunu, koke agir metal girigsini engelleyerek veya hiicresel
birikimlerini toksik seviyenin altinda tutarak diizenlemektedir (Oz vd. 2015). Bitkilere
uygulanan NO verici bilesikleri, hiicreye esas girisi IRT1 tasiyicis1 gibi goriinen Cd'un
alimi tizerine daha giiglii bir etkiye sahip olmayabilir. NO'nun As(I1l) ile muamele
edilmis celtik bitkilerinde NIP, NRAMP ve ABC gibi metal tasiyicilarini ve Cd stresi
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altindaki Trifolium repens, Arabidopsis ve tiitiin bitkilerinde proton pompalar1 ve
antiportirlart (CAX) modiile ettigi gosterilmistir (Sekil 2.5) (Lee ve Hwang 2015, Liu
vd. 2015, Singh vd. 2017, Bahmani vd. 2019).

. NO ile dizenlenen

[CINO ile diizenlendigi dustinilen
[ Dissal NO

[CJROT ile duzenlenen

Kok uzunlugu
Biyokutle

Oksidatif
hasar

SAG12
Fenilpropanoidler
Antioksidanlar

(Cd, Mn, Fe) < Fe alimi ile ilgili genler
IRT1-2 (Cd, Fe, Zn) 9 T Translasyonal sinyal
g ) Stresle iliskili genler
[
A, bin) S Nukleolus
[2]
=
t 3
=AM /
NO

|

Kok Antioksidan
IRT1 (Cd, Fe, Mn, Cu) Rk i sintem
(Cd, Co, Zn, Fe, Mn, Cu, Ni)  Alim E \ PTMler Ca®2 ) |

(As) PCller ormonlar
Antioksidanlar\No <> ROT A
Proteoliz  Nog_1 f
NR .
Diger yollar .
Agir metaller Digsal NO

Sekil 2.5 Bitkilerin agir metallere verdigi cevaplarda nitrik oksidin rolleri (Terron-Camero vd.
2019’tan degistirilerek).

Celtik bitkilerinde NO uygulamasmi kok hiicre ¢eperinde pektin ve hemiseliiloz
icerigini arttirarak ve plazma membraninda fosfotik asit birikimi ve fosfolipaz D
aktivitesini tesvik ederek Cd’un kdoklere girisini engelledigi gosterilmistir (Xiong vd.
2009, Yang vd. 2016). SNP uygulamasmin Arachis hypogeae bitkilerinde Cd
translokasyonunu azalttif1 ve fotosentetik aktivitede artiga neden oldugu bildirilmistir
(Kong vd. 2014). Bununla birlikte, bitkilerin agir metallere olan cevaplarinda yer alan
diger NO-bagiml sinyal yollarinin anlasilabilmesi i¢cin daha fazla arastirmaya ihtiyac

vardir.
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3. MATERYAL ve METOT

3.1 Biiyiime Kosullari ve Stres Uygulamasi

Bu aragtirmada kullanilan arpa (Hordeum vulgare L. cv. Akar) ¢esidine ait tohumlar
Ankara Tarla Bitkileri Merkez Aragtirma Enstitiisii’'nden temin edilmistir. Tohumlar
%10’luk ticari ¢gamasir suyu icerisinde 10 dakika calkalanarak steril edilmis ve 5 kez
steril distile su ile yikanmistir. Steril tohumlar, distile su ile 1slatilmis iki kat filtre kagidi
bulunan ¢imlendirme kaplarinda (20x11.5%5 c¢cm) kontrollii kosullarda (25°C, karanlik)
48 saat c¢imlendirilmistir. Yaklasik ayni kok ve koleoptil uzunluguna sahip fideler
icerisinde 0.5 L modifiye Hoagland besin ¢dzeltisi (pH 6.0) bulunan 1 L’lik hidroponik
kiiltiir kaplarina transfer edilmistir. Fideler 3 giin boyunca kontrollii iklim kabininde
(23°C, 14:10 foroperiyot, 250 umol m s 1s1k siddeti ve %60 nem) biiyiitiilmiistiir. Bu
slire sonunda, kok ortaminda 50 uM Cd ve 100 uM sodyum nitroprussid (nitrik oksit
donorii) eklenerek 4 farkli uygulama grubu olusturulmustur: (1) Kontrol (0 uM SNP ve
0 uM Cd), (2) SNP (100 uM SNP ve 0 uM Cd), (3) Cd (0 uM SNP ve 50 uM Cd) ve
(4) SNP+Cd (100 uM SNP ve 50 uM Cd). Besin ¢ozeltisi iki giinde bir degistirilmistir.
Stres uygulamasinin 10. giinlinde fideler hasat edilmis, siirgiin ve kok dokularinin taze
agirliklar (TA, mg bitki_l) belirlenmistir. Dokularin kuru agirliklart (TA, mg bitki_l) 48
saat 80°C’de inkiibe edildikten sonra belirlenmistir. Bununla birlikte, uygulamalardan
elde edilen fidelerin yaprak dokulari sivi azot ile dondurulmus ve analizlere kadar

—80°C’de saklanmusgtir.

3.2 Klorofil i¢eriginin Belirlenmesi

Dort farkli uygulamadan elde edilen fidelerin 2. yapraklarindan toplam klorofillerin
(klorofil atb) ekstraksiyonu ve miktarlarinin belirlenmesi Welbern (1994)’e gore
gerceklestirilmistir. Yaprak dokularindan 0.1 g alinmis ve kiiglik parcalara ayrildiktan
sonra 10 mL soguk metanol igeren tiiplere konulmustur. Tiipler daha sonra 48 saat
+4°C’de tutulmustur. Yaprak dokularindaki klorofiller tamamen metanole gegtikten

sonra orneklerin absorbansi 666 ve 653 nm’de spektrofotmetre ile 6l¢iilmiistiir. Toplam
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klorofil konsantrasyonu gore taze agirlik (TA) temelinde mg g TA olarak
hesaplanmistir (Wellburn 1994).

3.3 Malondialdehit I¢eriginin Belirlenmesi

Dort farkli uygulamadan elde edilen fidelerin 2. yapraklarinda, lipid peroksidasyon
rtinii olan malondialdehit (MDA) igeriginin belirlenmesi Heath ve Packer (1985)’e
gore yapilmistir. Oncelikle 500 mg taze yaprak dokusu 5 mL %0.1°lik trikloroasetik asit
(TCA) igerisinde homojenize edilmistir. Daha sonra homejenatlar 12000 xg’de ve
+4°C’de 10 dakika santrifiij edilmistir. Santrifij sonrasi slipernatanlar cam deney
tiiplerine alinmis ve {lizerlerine 1:4 oraninda %0.5 tiyobarbiitirik asit (TBA) iceren
%20’lik TCA ¢ozeltisi eklenmistir. Tiipler 30 dakika boyunca 95°C’lik sicak su
banyosunda tutulmustur. Bu siire sonunda reaksiyonun durdurulmasi igin tiipler buz
tizerinde tutulmustur. Kuvars kiivet kullanilarak karisimlarin 532 ve 600 nm’de
spektrofotometre ile absorbanslart Ol¢iilmiistiir. Yaprak dokularindaki MDA igerigi
molar ekstinksiyon katsayisi (¢ = 155 mM™ cm™) kullanilarak umol g* TA olarak

belirlenmistir.

3.4 Hidrojen Peroksit ve Lipid Peroksidasyonunun Histokimyasal Belirlenmesi

Dort farkli uygulamadan elde edilen fidelerin yaprak dokularinda hidrojen peroksit
(H20,) ve lipid peroksidasyonu asagida belirtilen yontemler ile boyanmig ve kok
segmentleri  Olympus SZ61TR Stereozoom mikroskop (Olympus Corporation,
Shinjuku, Japan) kullanilarak goriiniir 151k altinda goriintiilenmis ve mikroskoba entegre
edilmis gorlintiileme sistemi 1ile fotograflanmistir. Hidrojen peroksit 3,3'-
diaminobenzidin (DAB) boyama metodu kullanilarak belirlenmistir (Thordal-
Christensen vd. 1997). Yaprak dokular1 (yaklasik 3 cm) karanlik kosullar altinda 10
mM potasyum fosfat tamponu (pH 7.8), 10 mM sodyum azid ve %0.1 3,3-
diaminobenzidin (DAB) igeren ¢ozeltiye alinmis ve 5 dakika vakumla infiltre edilmistir.
Yapraklar gece boyunca karanlik kosullar altinda inkiibe edilmis ve daha sonra %0.15

TCA igeren etanol:koloroform (4:1) igerisinde klorofilleri uzaklastirilmistir.
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Lipid peroksidasyonunun histokimyasal olarak belirlenmesi aldehidleri tespit eden
Schiff reaktifi ile gergeklestirilmistir (Yamamoto vd. 2001). Yapraklar, Schiff
reaktifinde 60 dakika siireyle inkiibe edilmis ve daha sonra klorofillerin uzaklastirilmasi

icin 60 dakika boyunca kaynayan etanolde bekletilmistir.

3.5 Antioksidan Enzim Aktivitelerinin Belirlenmesi

Dort farkli uygulamadan elde edilen fidelerin yaprak dokulari (0.5 g) sivi azotta iyice
ogiitiildiikten sonra 5 mL ekstraksiyon tamponu [50 mM potasyum fosfat tamponu (pH
7.0), 1 mM EDTA, %1 polivinilpirrolidon ve 5 mM askorbik asit (yalnizca APX igin)]
ile homojenize edilmistir. Daha sonra homejantlar 14000 rpm’de ve +4°C’de 20 dakika
santrifiij edilmistir. Silipernatanlardaki protein miktar1 Bradford (1976)’a gore

belirlenmistir.

Stiperoksit dismutaz (SOD; EC 1.15.1.1) aktivitesi, nitroblue tetrazolium (NBT)’un
fotoindirgenmesinin 560 nm’de Slgiilmesi ile belirlenmistir (Beauchamp ve Fridovich
1971). Reaksiyon karigimi1 i¢in 50 mM fosfat tamponu (pH 7.8), 0.1 mM EDTA, 13 mM
metiyonin ve 75 uM NBT igeren karisima 50 uL enzim ekstrakti ilave edilmistir. Daha
sonra bu karisima ve 2 uM riboflavin eklenmis ve test tiiplerinin 10 dakika i¢in beyaz
151k kayna@i altina yerlestirilmesiyle reaksiyon baslatilmistir. Orneklerin absorbans
degerleri belirlendikten sonra, bir iinite SOD, NBT indirgenmesinde %50 inhibisyona
neden olan enzim miktar olarak ifade edilmistir. Toplam SOD aktivitesi EU mg™

protein olarak hesaplanmistir.

Toplam katalaz aktivitesi (CAT; EC 1.11.1.6) Aebi (1984)’ye gore belirlenmistir.
Reaksiyon karisimi 50 mM potasyum fosfat tamponu (pH 7.0) ve 10.6 mM H,0,
icermektedir. Reaksiyon 20 pL enzim ekstraktinin ilave edilmesi ile baglatilmistir. CAT
aktivitesi, H,0,’in 3 dakika i¢in 240 nm’de (¢= 39.4 mM ™ cm™) bozunmasi ile EU dk*

mg* protein olarak belirlenmistir.

Guaiakol peroksidaz (POD; EC 1.11.1.7) aktivitesi Mika ve Liithje (2003)’ye gore
belirlenmistir. Reaksiyon karigimi 25 mM sodyum-asetat-HCl (pH 5.0), 51.3 mM
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guaiakol, 12.5 mM H,0, ve enzim ekstrakt1 icermektedir. Reaksiyon enzim ekstraktinin
ilavesiyle baslatilmis ve absorbanstaki degisim 470 nm’de 3 dakika siire boyunca takip
edilmistir. Toplam POD aktivitesi, guaiakolun ekstinksiyon katsayisi (¢ = 26.6 mM™

cm™) kullanilarak EU min™ mg™ protein olarak belirlenmistir.

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

cm ™) kullanilarak pmol min™ mg ™ protein olarak hesaplanmustr.

3.6 Protein Ekstraksiyonu

Dort farkli uygulamadan elde edilen yapraklar (0.5 g) sivi azot ve havan kullanilarak
iyice dgiitiilmiistiir. Ogiitiilmiis yaprak dokular1 %10’luk TCA, 1 mM PMSF ve %0.07
B-merkaptoetanol iceren soguk aseton i¢erisinde homojenize edilmistir. Homojenatlar 1
saat boyunca —20°C’de inkiibe edildikten sonra 15000 xg’de ve +4°C’de 15 dakika
santrifiij edilmistir. Siipernatan kismi dokiildiikten sonra kalan peletler %0.07 -
merkaptoetanol iceren aseton ile ii¢ kez yikanmugtir. Tiipler santrifiij edildikten sonra
protein peletleri vakum altinda kurutulmustur. Peletler rehidrasyon tamponunda (7 M
urea, 2 M thiourea, %4 (w/v) CHAPS, 65 mM DTT ve %0.4 Ampholyte pH 3-10)
¢Oziinmiis ve protein miktarlar1 Bradford (1976)’a gore hesaplanmistir. Protein

standardi olarak Bovine Serum Albumin (BSA) kullanilmistir.

3.7 iki-Yonlii (2-D) Poliakrilamid Jel Elektroforezi

Protein profillerindeki polimorfizmler iki-yonlii (2-D) poliakrilamid jel elektroforezi
(Izoelektrik Fokuslama/Sodyum Dodesil Siilfat-Poliakrilamid Jel Elektroforezi,

IEF/SDS-PAJE) teknigi kullanilarak analiz edilmistir. Elektroforezin ilk yonii olan
IEF’de, Protean IEF Cell (Bio-Rad) sisteminde IPG (Immobilized pH Gradient) stripleri
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(pH 4-7, 17 cm) kullanilarak proteinlerin izoelektrik noktalarina gore ayristirilmasi
saglanmustir. Analitik jeller i¢in 80 pg protein ve preparatif jeller 500 ug protein igeren
rehidrasyon tamponuyla muamele edilmis IPG stripleri Protean 112 IEF Cell sistemine
transfer edilmistir. Stripler beng iizerinde pasif olarak rehidrate edilmistir. Izoelektrik
fokuslama 20°C’de ve toplamda 70,000 Vh (30 dakika 250 V sabit akim, 2 saat 10,000
V dogrusal akim ve sabit 10,000 V) olacak sekilde gergeklestirilmistir. IEF’ten sonra
stripler —20°C’de saklanmistir. Elektroforezin ikinci boyutu olan SDS-PAGE igin
oncelikle stripler 15 dakika dengeleme ¢ozeltisi I [6 M iire, 0.375 M Tris-HCI, pH8.8,
%2 (w/v) SDS, %20 (v/v) gliserol ve %2 (w/v) DTT] ve daha sonra 15 dakika
dengeleme ¢ozeltisi I1 [6 M iire, 0.375 M Tris-HCIpH 8.8, %2 (w/v) SDS, %20 (v/v)
gliserol ve %2.5 (w/v) iodoacetamide] ile muamele edilmistir. Dengeleme
basamagindan sonra ikinci yon olan SDS-PAGE %]12’lik akrilamid jelde (%30
akrilamid/bisakrilamid, 1.5 M Tris-HCI tamponu, pH 8.8, %10 SDS, %10 amonyum
persiilfat ve TEMED) gergeklestirilmistir. 2-D elektroforez PROTEAN Il XL Cell (Bio-
Rad) sisteminde gergeklestirilmistir. Elektroforez ilk 30 dakika 16 mA/jel ve daha sonra
24 mA/jel olacak sekilde gerceklestirilmistir. Protein standardi olarak 14.4-97.4
kDa’luk protein standardi (Bio-Rad) kullanilmistir. Goriintii analizlerinin yapilacagi
analitik jellerdeki protein benekleri giimiis boyama (Sinha vd. 2001) ile kiitle
spektrometrisi analizlerinde kullanilacak jeller ise Coomassie Brillant Blue (CBB)

iceren Blue-Silver boyama ile goriiniir hale getirilmistir (Candiano vd. 2004).

3.8 Goriintii Analizleri ve Jelde Triptik Kesim

Gimiis boyali jeller ChemiDoc™ MP jel goriintileme sistemi (Bio-Rad) ile
goriintiilenmistir. Ifade seviyesinde 2.0 kat ve iizeri degisiklik gosteren (ifadesi artan
ve/veya azalan yonde diizenlenen) protein benekleri PDQuest yazilimi (versiyon 8.0.1,
Bio-Rad) ile saptanmis ve nispi hacimleri temelinde miktarlar1 belirlenmistir. Belirli bir
protein beneginin yogunlugu, jel goriintiisiindeki benegi olusturan tiim piksellerin
toplam yogunlugu olarak tanimlanan protein hacmi olarak ifade edilmistir. Bununla
birlikte, protein miktar tayini, 6rnek yiikleme veya jel boyama basamaklarinda meydana

gelebilecek olas1 hatalart telafi etmek igin her bir protein beneginin hacmi, jelde
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bulunan tiim protein beneklerinin toplam hacminin yilizdesi olacak sekilde normalize

edilmistir.

Secilmis protein benekleri CBB boyali jellerden temiz bistiiri kullanilarak kesilmis ve
0.6 mL’lik steril tliplere alinmistir. Protein beneklerinin triptik kesimi igin ticari Kit
(Thermo Scientific) kullanilmustir. Jel parcalari, fazla boyanin ve SDS gibi kirleticilerin
uzaklagtirilmasi i¢in amonyum bikarbonat igeren asetonitril c¢ozeltisinde inkiibe
edilmistir. Jel parcalarindaki proteinlerin indirgenmesi igin tris(2-karboksietil)fosfin
cozeltisi  kullanilmigtir.  Alkilasyon basamaginda jel parcalar1 iyodoasetamid
cozeltisinde inkiibe edilmistir. Alkilasyon isleminden sonra jel parcalari yeniden
amonyum bikarbonat ¢o6zeltisi ile yikanmistir. Jel pargalarimin dehidrasyonu igin
konsantre asetonitril kullanilmis ve Ornekler oda sicakliginda kurutulmustur. Bu
islemden sonra kurumus jel pargalar {izerine aktive tripsin (10 ng/uL) eklenmis ve gece
boyunca 30°C’de inkiibe edilmistir. Tipler 15 dakika sonikatorlii su banyosunda
tutulduktan sonra tiip igerigi yeni bir tiipe alinmig ve vakum konsantratorde (Eppendorf,
Germany) kurutulmustur. Kurutulmus peptitler %0.1°lik trifloroasetik asit (TFA) ile

siispanse edilmis ve kiitle spektrometrisi analizlerinde kullanilmastir.

3.9 Kiitle Spektrometresi Analizleri

Kiitle spektrometrisi analizleri i¢in %0.1’lik TFA’da ¢oziinmiis peptidler ZipTip Cig
(Millipore, Bedford, MA, USA) kullanilarak konsantre hale getirilmistir. Peptid
cozeltileri, %50 asetonitril ve %0.1 TFA ile doyurulmus 10 mg L a-Cyano-4-
hydroxycinnamic asit (matriks) ile karistirilmigtir. Daha sonra yaklasik 1 pL ¢ozelti
MALDI plakasina yerlestirilmis ve kurumasi saglanmigtir. Kiitle spektrometrisi
analizleri AB Sceix TOF/TOF 5800 kiitle spektrometrisi cihaz1 (Applied Biosystems,
Framingham, MA, USA) kullanilarak gerceklestirilmistir. Kiitle spektrumu (m/z 800—
3000) pozitif iyon reflektor modunda elde edilmistir. Her bir protein benegi i¢in MS
modundan elde edilen 10 pik MS/MS fragmentasyonu igin se¢ilmistir. MS/MS modu 1
kV’lik ¢arpisma (collision) enerjisi kullanilarak gerceklestirilmistir. Carpisma tesvikli
fragmentasyon igin carpisma gazi olarak hava kullanilmistir. Oncii MS spektrumlari igin

internal kalibrasyon olarak otolitik tripsin peptidleri kullanilmistir. MS/MS verileri GPS
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Explorer (Applied Biosystem) ve MASCOT (Matrix Science, London, UK) yazilimlar
kullanilarak protein veri tabanlarina karsi taranmistir. Veri tabani taramasit SwissProt
veri tabanina karsi yapilmistir. Arama kriterleri olarak Cizelge 3.1°deki parametreler
kullanilmistir. MS/MS verileri i¢in %95’den daha biiylik olarak belirlenen 6nemli
derecede yiiksek MASCOT skorlari, giivenilir sekilde tanimlanmis protein olarak kabul

edilmistir.

Cizelge 3.1 Protein tanimlamada kullanilan parametreler

Parametre Aciklama

Enzim Tripsin

Degisken modifikasyonlar Metiyonin oksidasyonu

Sabit modifikasyonlar Sistein karbamidometilasyonu
Peptid toleransi 50 ppm

MS/MS toleransi 0.4 Da

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

Protein-protein etkilesim aglarinin ortaya konulmasi i¢in mevcut ¢alismada tanimlanan
proteinler STRING 11.0 ile analiz edilmistir (Szklarczyk vd. 2011). Tanimlanan tiim
proteinler, protein etkilesimlerinin ortaya konulmasi i¢in Arabidopsis thaliana TAIR10
protein veritabanina (http://www.arabidopsis.org/) kars1 taranmistir. Biyolojik siirecler
ve molekiiler fonksiyonlar BINGO 3.0.3 ile tahmin edilmistir (Maere vd. 2005). Arama

parametreleri i¢in A. thaliana taksonomisi seg¢ilmistir.

3.10 istatistiksel Analizler

Denemeler, rastgele deneme deseninde diizenlenmistir. Veriler en az ii¢ tekrarl olarak
diizenlenmis ii¢ bagimsiz denemeden elde edilmistir. Proteomik caligmalar disindaki
diger analizlerden elde edilen verilere SPSS (versiyon 22) paket programi kullanilarak
varyans analizi yapilmistir. Ortalamalar arasindaki 6nemli farkliliklar Duncan ¢oklu

karsilastirma testi ile belirlenmistir (P < 0.05).
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4. BULGULAR

4.1 Fide Biiyiimesi Uzerine SNP ve Cd Uygulamalarinin EtKisi

Arpa fidelerinin siirgiin ve kok biiylime parametreleri (taze ve kuru agirliklari) tizerine
digsal 100 uM SNP uygulamasi ve 50 uM Cd stresinin etkisi Sekil 4.1°de verilmistir.
Cd stresi siirgiin ve kok taze agirliklarini kontrole gore sirasiyla %38.1 ve %53.4
oranlarinda azaltirken, kuru agirliklarini sirasiyla %29.5 ve %41.9 oranlarinda
azaltmistir (P < 0.05). Bununla birlikte, SNP+Cd uygulamas1 kdk taze agirligi harig
diger parametrelerde Cd uygulamasina gére 6nemli artisa neden olmustur. Bu artis,
slirglin taze agirhginda %26.7, kok kuru agirliginda %23.8 ve siirglin kuru agirliginda
%27.6 olarak bulunmustur (Sekil 4.1).
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Sekil 4.1 Arpa fidelerinin siirgiin ve kok biiylimesi iizerine SNP, Cd ve SNP+Cd
uygulamalarmin etkisi. Her bir siitundaki farkli harfler (a-d), istatistiksel olarak

onemli farkliliklar gostermektedir (P < 0.05).
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4.2 Klorofil i¢erigi Uzerine SNP ve Cd Uygulamalarinin Etkisi

Arpa fidelerinin yaprak klorofil (klorofil a + b) igerigi tizerine digsal 100 uM SNP
uygulamasi ve 50 uM Cd stresinin etkisi Sekil 4.2°de verilmistir. Cd stresi klorofil
iceriginde kontrole gore %51.9 oraninda azalmaya neden olmustur (P < 0.05). Bununla
birlikte, Cd uygulamasina goére SNP+Cd uygulamas1 klorofil igerigini %58.7 oraninda
arttirmistir. Ayrica kontrole goére SNP uygulamasi klorofil igeriginde 6nemli artisa

neden olmustur (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2 Arpa fidelerinin klorofil igerigi iizerine SNP, Cd ve SNP+Cd uygulamalarinin etkisi.
Farkli harfler (a-d), istatistiksel olarak 6nemli farkliliklar1 gostermektedir (P < 0.05).

4.3 MDA i¢erigi Uzerine SNP ve Cd Uygulamalarmin Etkisi

Arpa fidelerinin yaprak malodialdehit (MDA\) igerigi lizerine 100 uM SNP uygulamasi
ve 50 uM Cd stresinin etkisi Sekil 4.3’de verilmistir. Cd stresi MDA igeriginde kontrole
gore 1.55 kat artisa neden olmustur (P < 0.05). Bununla birlikte, Cd uygulamasina gore
SNP+Cd uygulamas1t MDA igerigini %23.6 oraninda azaltmistir (Sekil 4.3).

4.4 Hidrojen Peroksit Birikimi ve Lipid Peroksidasyonu Uzerine SNP ve Cd

Uygulamalarimin Etkisi

Arpa fidelerinin yaprak dokularinda hidrojen peroksit birikimi ve lipid peroksidasyonu

tizerine 100 uM SNP uygulamasi ve 50 uM Cd stresinin etkisi Sekil 4.4’de verilmistir.
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Cd stresi belirgin sekilde hidrojen peroksit birikimini ve lipid peroksidsyonunu
artirmigtir.  Bununla birlikte, Cd uygulamasina goére SNP+Cd uygulamasi bu

parametrelerde belirgin bir sekilde azalmaya neden olmustur (Sekil 4.4).
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Sekil 4.3 Arpa fidelerinin MDA igerigi {izerine SNP, Cd ve SNP+Cd uygulamalarinin etkisi.
Farkl1 harfler (a-C), istatistiksel olarak 6nemli farkliliklar1 gostermektedir (P < 0.05).

Kontrol SNP Cd SNP+Cd

Hidrojen peroksit

Lipid peroksidasyonu
Sekil 4.4 Arpa yapraklarinda histokimyasal olarak belirlenmis hidrojen peroksit ve lipid
peroksidsyonu iizerine SNP, Cd ve SNP+Cd uygulamalarinin etkisi.
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4.5 Antioksidan Enzim Aktiviteleri Uzerine SNP ve Cd Uygulamalarinin Etkisi

Arpa fidelerinin yaprak dokularinda siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT),
guaiakol peroksidaz (POD) ve askorbat peroksidaz (APX) aktiviteleri {izerine digsal 100
uM SNP uygulamasi ve 50 uM Cd stresinin etkisi Sekil 4.5’de verilmistir. Cd stresi
SOD aktivitesinde kontrole gore 6nemli bir artisa neden olurken, SNP+Cd uygulamasi
bu artis1 ortadan kaldirmistir. Cd uygulamast POD aktivitesini kontrole gore 13.7 kat
artisa neden olurken, SNP+Cd uygulamasi bu artis1 6nemli seviyede diislirmiistiir.
Bununla birlikte, APX aktivitesinde kademeli bir artis belirlenmis ve bu artis kontrole
gore SNP, Cd ve SNP+Cd uygulamalarinda sirasiyla 1.4, 1.8 ve 2.4 kat olarak
bulunmustur (P < 0.05). Diger taraftan, CAT aktivitesi Cd ve/veya SNP

uygulamalarinda herhangi bir 6nemli degisim gostermemistir (Sekil 4.5).
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Kontrol  SNP Cd SNP+Cd Kontrol SNP Cd SNP+Cd
Uygulamalar Uygulamalar

Sekil 4.5 Arpa fidelerinin yaprak dokularinda antioksidan enzim aktiviteleri tizerine SNP, Cd ve
SNP+Cd uygulamalarimin etkisi. Farkli harfler (a-d), istatistiksel olarak Onemli
farkliliklart gostermektedir (P < 0.05).
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4.6 Proteom Degisimleri Uzerine SNP ve Cd Uygulamalarinmin Etkisi

Farkli uygulama gruplarina maruz birakilan fidelerin yapraklarindan izole edilmis
proteinler iki boyutlu (2-D) jel elektroforezi (IEF/SDS-PAGE) kullanilarak
ayristirilmigtir (Sekil 4.6). Jel goriintilleri PDQuest yazilimi ile analiz edilmistir.
PDQuest ile ifade seviyesinde 2.0 kat ve iizeri artis gosteren 39 protein benegi
belirlenmistir. Bu protein benekleri jelde triptik sindirime maruz birakilmis ve kiitle
spektrometrisi ile analiz edilmistir. Kiitle spektrometrisi sonuglart Swiss-Prot veri

tabanina kars1 taranmig ve 34 protein tanimlanmistir (Cizelge 4.1).

- - : :

Sekil 4.6 Kontrol, SNP, Cd ve SNP+Cd uygulamalarina maruz birakilan arpa fidelerinin yaprak
dokularindan ekstrakte edilen proteinlerin iki-yonlii (2-D) elektroforetik profilleri.
Total proteinler (60 pg) 17 cm’lik IPG striplere (pH 4-7) yiiklenmis ve SDS-PAJE
%12°1ik jelde gergeklestirilmistir. Proteinler giimils boyama ile goriiniir hale
getirilmistir. Jel profillerinde oklar ile gosterilmis ve numaralandirilmis (1-34)
proteinler artan ya da azalan sekilde ifade olan proteinlerdir (Cizelge 4.1).
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Cizelge 4.1 Arpa fidelerinin yaprak dokularinda MALDI-TOF/TOF kiitle spektrometrisi ile

tamimlanmus proteinler

. Aksesyon MA Dizi Eslesen : R
Benek  Protein numarasi Skor ol brtiismesi peptit Ifade seviyesi
Fotosentez ve karbohidrat biyosentezi
1 RuBisCO kiigiik zincir RBS_HORVU 247 19.4 %55 18 19
Hordeum vulgare 8.98
05
O -
Kontrol ~ SNP Cd  SNP+Cd
2 ATP sentaz epsilon ATPE_HORVU 399 152 %77 15 11
zinciri 5.20
Kloroplastik 05 -
Hordeum vulgare
0
Kontrol ~ SNP Cd  SNP+Cd
5 Klorofil a-b baglayici CB23_HORVU 101 287 %7 6 37
protein LHCII tip 111 4.99
5
Hordeum vulgare
1 -
0
Kontrol ~ SNP cd SNP+Cd
8 Plastid-lipid-iligkili PAP2_ORYSJ 98 33.9 %4 2 39
protein 2 5.04 )
Kloroplastik
Oryza sativa 14
o
Kontrol ~ SNP cd SNP+Cd
11 Ferredoksin-NADP FENR_MESCR 115 410 %11 7 1
rediiktaz 8.54
Mesembryanthemum 05
crystallinum
0
Kontrol ~ SNP Cd  SNP+Cd
12 ATP sentaz beta ATPB_ILLOL 74 53.5 %6 3 39
altbirimi 5.36
2
Kloroplastik
Ilicium oligandrum 11
0
Kontrol ~ SNP cd SNP+Cd
13 RuBisCO aktivaz A RCAA_HORVU 186  51.0 %15 7 37
Hordeum vulgare 8.04 5
o
Kontrol ~ SNP cd SNP+Cd
15 RuBisCO aktivaz B RCAB_HORVU 608  47.2 %44 29 3 1
7.59

Hordeum vulgare

r
L

=

Kontrol ~ SNP cd SNP+Cd

35



Cizelge 4.1 Devami

Benek  Protein ﬁ:rsrf:l)f:sr: Skor '\S'IA or tg;:lesi E;;;stletﬂ ifade seviyesi
Fotosentez ve karbohidrat biyosentezi
16 RuBisCO aktivaz A RCAA_HORVU 103 51.0 %20 10 b
Hordeum vulgare 8.04 |
Kontrol ~ SNP Cd SNP+Cd
17 RuBisCO aktivaz A RCAA_HORVU 81 51.0 %27 12 b
Hordeum vulgare 8.04 | I I I
Kontrol ~ SNP Cd  SNP+Cd
18 ATP sentaz beta ATPB_HORVU 412 53.38 %38 20 1
altbirimi 5.17 |
Kloroplastik |
Hordeum vulgare J
Kontrol ~ SNP Cd  SNP+Cd
19 Gliseraldehit-3-fosfat G3PB_PEA 278  48.1 %23 16 1
dehidrogenaz B 7.57
Kloroplastik |
Pisum sativum 1
Kontrol ~ SNP €d  SNP+Cd
23 RuBisCO aktivaz A RCAA_HORVU 498 51.0 %50 28 7
Hordeum vulgare 8.04 | I
Kontrol ~ SNP Cd SNP+Cd
24 Glukoz-1-fosfat GLGS_HORVU 878  56.0 %44 27 7
adenililtransferaz 6.11
kiigiik altbirim 1
Kloroplastik J
Hordeum vulgare
Kontrol ~ SNP Cd  SNP+Cd
25 ATP sentaz beta ATPB_HORVU 1080 53.8 %42 24 1
altbirimi 5.17
Kloroplastik 1
Hordeum vulgare 1
Kontrol ~ SNP cd SNP+Cd
33 Transketolaz TKTC_MAIZE 152 729 %9 10 7
Kloroplastik 5.47 |
Zea mays

Kontrol

SNP

cd

=

SNP+Cd
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Cizelge 4.1 Devam

. Aksesyon MA Dizi Eslesen : R
Benek  Protein numarasi Skor ol brtiismesi peptit Ifade seviyesi
Protein metabolizmast
3 50S ribozomal protein RK121_SECCE 227 182 %16 5 1
L12-1 5.60
Kloroplastik 0,5
Secale cereale
0
Kontrol ~ SNP Cd  SNP+Cd
9 Proteaz Do-benzeri 12 DGP12_ARATH 40 56.1 %24 12 3
Mitokondriyal 9.24 2
Arabidopsis thaliana
1 -
0
Kontrol ~ SNP cd SNP+Cd
28 Protein disiilfit- PDI_HORVU 399 564 %53 33 6 7
izomeraz 5.02
4
Hordeum vulgare
2 -
o
Kontrol ~ SNP cd SNP+Cd
29 Hiicre boliinmesi FTSH1_ORYSJ 90 72.7 %7 9 37
proteaz ftsH homolog 5.51 ,
1 J
Kloroplastik 1
Oryza sativa
D -
Kontrol ~ SNP cd SNP+Cd
30 Heat shock 70 kDa HSP7M_PHAVU 127 725 %15 14 49
protein 5.95 3
Mitokondriyal 2 4
Phaseolus vulgaris 1
D -
Kontrol SNP cd SNP+Cd
31 Heat shock cognate 70 ~ HSP71_ARATH 184 713 %18 11 El
kDa protein 1 5.03
2
Arabidopsis thaliana
1 -
0
Kontrol ~ SNP cd SNP+Cd
32 Heat shock cognate 70 HSP71_SOLLC 398 712 %20 19 39
kDa protein 1 5.15
5
Solanum lycopersicum
1 -
o
Kontrol ~ SNP cd SNP+Cd
34 ATP-bagimli Clp CLPA_BRANA 69 97.3 %19 25 39
proteaz ATP-baglayici 5.90

altbirim clpA homolog
Kloroplastik
Brassica napus

o = (%]
| L L

Kontrol ~ SNP cd SNP+Cd
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Cizelge 4.1 Devam

. Aksesyon MA Dizi Eslesen : R
Benek  Protein numarasi Skor ol brtiismesi peptit Ifade seviyesi
Primer metabolizma
14 Glutamin sentetaz GLN11_ORYSJ 445  39.2 %36 15 49
sitozolik izozim 1-1 551 34
Oryza sativa 2 4
1 -
D -
Kontrol SNP cd SNP+Cd
20 S-adenozilmetiyonin METK2_HORV 694 428 %51 24 49
sentetaz 2 u 5.58 3 |
Hordeum vulgare 2
1 -
0
Kontrol ~ SNP cd SNP+Cd
21 S-adenozilmetiyonin METK3_HORV 352 427 %48 20 ER
sentetaz 3 U 5.51
5
Hordeum vulgare
1 -
0
Kontrol ~ SNP cd SNP+Cd
22 S-adenozilmetiyonin METK1_HORV 567 427 %33 20 49
sentetaz 1 u 551 5
Hordeum vulgare 2 4
1
o
Kontrol ~ SNP cd SNP+Cd
Enerji metabolizmast
6 Adenilat kinaz A KAD1_ORYSJ 51 26.4 %49 15 1
Oryza sativa 8.49
05
0
Kontrol ~ SNP Cd  SNP+Cd
26 ATP sentaz alfa ATPAM_ORYS 656  55.3 %48 31 39
altbirimi A 5.85
2
Mitokondriyal
Oryza sativa 14
0
Kontrol ~ SNP cd SNP+Cd
27 Enolaz 1 ENO1_HEVBR 48 47.8 %12 14 6 7
Hevea brasiliensis 5.57 4
0
Kontrol ~ SNP cd SNP+Cd
Stres savunma
4 1-Cys peroksiredoksin ~ REHY_HORVU 30 23.9 %29 8
PER1 6.31

Hordeum vulgare

05

"

Kontrol ~ SNP Cd  SNP+Cd
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Cizelge 4.1 Devam

Benek  Protein Aksesyon Skor MA . l?m . Esles_en ifade seviyesi
numarasi pl ortiismesi peptit
Stres savunma
10 Laktoyilglutatyon LGUL_ORYSJ 151 325 %21 12 3
liyaz 551
2
Oryza sativa
1
0
Kontrol SNP cd SNP+Cd
Sinyal iletimi
7 14-3-3-benzeri protein 1433A_HORVU 129 293 %38 9 3
A 4.83

Hordeum vulgare

Kontrol ~ SNP cd SNP+Cd

Arpa fidelerinin yaprak dokusunda tanimlanan 34 protein molekiiler fonksiyonlarina
gore fotosentez ve karbohidrat metabolizmasi, protein metabolizmasi, primer
metabolizma, enerji metabolizmasi, stres savunma ve sinyal iletimi kategorilerine
smiflandirilmistir (Cizelge 4.1). Fotosentez ve karbohidrat biyosentezi ile iliskili 16
protein (benek 1, 2, 5, 8, 11, 12, 13, 15, 16, 17, 18, 19, 23, 24, 25 ve 33) kontrole gore
SNP ve/veya Cd uygulamalarinda farkli sekilde ifade olmustur (Sekil 4.6, Cizelge 4.1).

Bu proteinlerden ribuloz bifosfat karboksilaz/oksijenaz (RuBisCO) kiigiik altbirimi
(benek 1), ATP sentaz epsilon zinciri (benek 2) ve ferredoksin-NADP rediiktaz (benek
11) proteinlerinin ifade seviyeleri Cd stresinde azalirken, digsal SNP uygulamasi bu
inhibisyonu azaltmigtir. Diger taraftan, plastid-lipid-iliskili 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 kiiglik altbirim (benek 24) ve transketolaz (benek 33)
proteinlerinin ifade seviyeleri Cd stresi altindaki fidelerde artarken, SNP+Cd
uygulamasinda yalnizca Cd uygulamasina gore nispeten azalmistir. Bununla birlikte,
klorofil a-b baglayict protein LHCII tip III (benek 5)’iin ifade seviyesi SNP
uygulamasinda artan yonde diizenlenmistir. Ayrica diger bir ATP sentaz beta altbirimi

(benek 12) proteininin ifadesi kademeli olarak artis gostermistir.

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

34) kontrole gore SNP velveya Cd uygulamalarinda farkli sekilde ifade oldugu
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belirlenmistir (Sekil 4.6, Cizelge 4.1). Kloroplastik 50S ribozomal protein L12-1 (benek
3) proteininin ifadesi Cd uygulamasinda azalirken, SNP+Cd uygulamasi bu inhibisyonu
azaltmistir. Mitokondriyal proteaz Do-benzeri 12 (benek 9) proteininin ifade seviyesi
Cd ve SNP+Cd uygulamalarinda artan yonde diizenlenmistir. Diger taraftan, protein
disiilfit-izomeraz (benek 28), hiicre boliinmesi 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-bagimli Clp proteaz ATP-baglayici altbirim clpA homolog
(benek 34) proteinlerinin ifade seviyeleri Cd uygulamasinda artis gosterirken, SNP

uygulamasi bu artis1 azaltmistir.

Primer metabolizma ile ilgili 4 proteinin (benek 14, 20, 21 ve 22) kontrole gére SNP
velveya Cd uygulamalarinda farkli sekilde ifade oldugu belirlenmistir (Sekil 4.1,
Cizelge 4.1). Glutamin sentetaz sitozolik izozim 1-1 (benek 14) ve farkli S-
adenozilmetiyonin sentetaz proteinlerinin (benek 20, 21 ve 22) ifade seviyeleri Cd
uygulamasinda artig gosterirken, bu artts SNP+Cd uygulamasinda yalnizca Cd

uygulamasina gore azalmistir (Cizelge 4.1).

Enerji metabolizmasi ile iliskili adenilat kinaz A (benek 6) proteininin ifade seviyesi Cd
uygulamasinda azalirken, dissal SNP uygulamasi bu etkiyi azaltmistir. Bununla birlikte,
mitokondriyal ATP sentaz alfa altbirimi (benek 26) proteininin ifadesi yalnizca
SNP+Cd uygulamasinda artmistir. Diger taraftan, enolaz 1 (benek 27) proteininin
ifadesi kademeli olarak artig gostermistir (Cizelge 4.1).

Stres savunma ile iliskili 1-Cys peroksiredoksin PER1 (benek 4) proteinin ifade seviyesi
Cd uygulamasinda azalan yonde diizenlenirken, digsal SNP bu etkiyi ortadan
kaldirmistir. Bununla birlikte, diger bir stres savunma ile iligkili protein olan
laktoyilglutatyon liyaz (benek 10) proteinin ifade seviyesi Cd uygulamasinda artmus,
ancak bu artis digsal SNP uygulamasi ile azalmigtir. Son olarak, hiicre sinyal iletiminde
fonksiyon goren 14-3-3-benzeri protein A (benek 7)’min ifade seviyesi SNP+Cd
uygulamasinda artig gostermistir (Cizelge 4.1).
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STRING kullanilarak olusturulmus protein—protein etkilesimleri Sekil 4.7°de
verilmistir. Gliseraldehit-3-fosfat dehidrogenaz (GAPB), transketolaz (AT3G60750),
ATP sentaz proteinleri (ATP1, ATPB, ATPE) ve sitozolik enolaz 1 (ENOC) gibi
fotosentez ve enerji metabolizmasi ile iliskili proteinlerin 6nemli etkilesim noktalari
oldugu belirlenmistir. Ayrica heat shock 70 kDa proteinler (HSC70 ve HSP70), ATP-
bagimli Clp proteaz ATP-baglayici altbirim clpA homolog (CLPC1), protein disiilfit-
izomeraz (PDI) ve 1-Cys peroksiredoksin PER1 (PER1) gibi proteinlerin diger bir
etkilesim grubu olusturdugu belirlenmistir (Sekil 4.7).

FIB

DEG12
” RBCSIA @

RPL12-A

1

\—-— =—=Neighbourhood
-=Gene fusion
. At4g09000
—A4g /‘ - Co-occurrence
\.
s B

= Co-expression

- EXperiments
GLN1-1 -=Databases
W ~Textmining
e - ~[Homology]

Sekil 4.7 STRING (http://string.embl.de) kullanilarak hazirlanan protein etkilesim haritasi.
Farkli renkteki ¢izgiler, protein etkilesim tiiriinii géstermektedir.
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Digssal SNP ve Cd uygulamalar1 ile iligkili biyolojik yolaklar1 ve molekiiler
fonksiyonlar1 belirlemek i¢in bu arastirmada belirlenen proteinler web tabanli BINGO
kullanilarak analiz edilmistir (Sekil 4.8). Kadmiyum stresi ve SNP uygulamalari, yogun
olarak stres yaniti ile ilgili proteinleri ve daha az yogun olarak fotosentez ile ilgili

proteinleri tesvik etmistir.

carbohydratolic process

5.00E-2 <5.00E-7 response c stimulus

Sekil 4.8 BINGO tarafindan {iretilmis molekiiler fonksiyon aglari. Halkalarin boyutu, bu
gruptaki molekiillerin sayisiyla orantilidir ve halkanin rengi zenginlestirmenin
Onemini ifade etmektedir.
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5. TARTISMA ve SONUC

Gaz formunda serbest bir radikal olan nitrik oksidin (NO), cevresel streslere maruz
kalan bitkilerin ¢esitli fizyolojik ve biyokimyasal tepkilerini diizenleyebildigi
bilinmektedir (Domingos vd. 2015, Prakash vd. 2019). Bir¢ok ¢alismada, tuzluluk, agir
metal, 151 ve 151k gibi streslerin toksisitesinin NO ile etkili bir sekilde azaltilabilecegi
gosterilmistir (Xu vd. 2010, Charrier vd. 2012, Singh vd. 2020). Kadmiyum (Cd)
toksisitesinin, bitkilerin ¢esitli fizyolojik, biyokimyasal ve anatomik 6zellikleri
tizerindeki etkisi 1yi belgelenmistir ve ¢calismalar Cd'un 6nemli bitki gelisim siire¢lerini
bozan oldukga toksik bir element oldugunu gostermistir (Haider vd. 2021). Singh vd.
(2020), NO'nun, Cd ve oksidatif stres belirteglerinin birikimini azaltarak ve yaprak ve
kok yapilarin iyilestirerek bugday fidelerinde Cd toksisitesini 6nemli dlglide azalttigim
ve dolayisiyla gelismis bir biiylime fark edildigini gostermistir. NO'nun bugday
bitkilerde oksidatif stresi ve Cd alimimi azaltarak ve ayrica antioksidan savunma
sistemini ve bazi temel mineral besin maddelerinin alimini artirarak Cd toksisitesine

kars1 bitki direncini 6nemli 6l¢tide iyilestirebilecegi gosterilmistir (Kaya vd. 2020).

Mevcut arastirmada, Cd toksisitesi arpa bitkilerinin toplam siirgiin ve kok taze ve kuru
agirliklarim 6nemli Olclide azaltmis ve bu azalma kok dokularinda daha fazla
bulunmustur. Bu bulgular, koklerin metal stresine maruz kalan ilk doku olmasi
nedeniyle Cd stresinin inhibitdr etkisinin siirgiin bilylimesine kiyasla kok biiylimesi
tizerinde daha ¢arpici oldugunu gostermistir. Biiyiime tizerine Cd stresinin bu etkisinin,
oksidatif strese neden olan asir1 hiicresel Cd birikimi ve sonu¢ olarak fotosentetik
verimin azalmasi ile iliskili olabilecegi bildirilmistir (Singh vd. 2020). Bununla birlikte,
Cd stresi altinda bitki biiylimesindeki azalmanin besin alimmin engellenmesi ve su
igerigindeki diisiisten kaynaklandigi belirtilmistir (Gomes vd. 2013). Hiicre boliinmesi
ve doku uzamasi gibi biiyiime ve gelisme olaylari, membran potansiyeli ve iliskili
proton pompalar lizerindeki etkileri nedeniyle agir metallerden geri doniisimsiiz olarak
etkilenmektedir (Karcz ve Kurtyka 2007). Mevcut aragtirmada, Cd stresine bagli olarak
fide biiytimesindeki azalma domates (Ahmad vd. 2018b), bezelye (Baruah, vd. 2019) ve
bugday (Kaya vd. 2020) gibi bitki tiirlerinde de belirlenmistir. Bununla birlikte, SNP

uygulamasi, siirglin taze ve kuru agirliklart ile kok kuru agirliginda 6nemli bir
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iyilesmeye neden olmustur. Benzer olarak, SNP'nin bitkilerde metal toksisitesinin
hafifletilmesindeki etkisi farkli bitki tiirlerinde de rapor edilmistir (Dong vd. 2020, Kaya
vd. 2020, Liu vd. 2020). Bitkilerde NO’nun hiicre ¢eperi gevsemesini saglayarak ve
membran lipidleri iizerine etki ederek membran akiskanligini arttirdigt ve hiicre
genislemesini sagladigi bildirilmistir (Xiong vd. 2009). Bununla birlikte, Singh vd.
(2020) NO tesvikli Cd toleransinin, makromolekiillerde oksidatif hasarin olusumunun
en aza indirilmesi i¢in antioksidan savunma sisteminin diizenlenmesi, metal birikiminin
azaltilmasi ig¢in koOk hiicre ¢eperinin organizasyonu ve strese yanit genlerinin
ifadelerinin diizenlenmesi ile iligkili oldugunu ileri siirmiistir. Ayrica NO'nun, salisilik
asit ve hidrojen peroksit gibi molekiiller ile etkilesime girerek 6nemli savunma
mekanizmalari etkinlestirdigi ve boylece oksidatif hasarin giderilmesini sagladigi
bildirilmistir (Mostofa vd. 2015). Bu bilgiler 1s1ginda, digsal SNP uygulamasi ile arpa
fidelerinde Cd toleransinin tesvik edilmesi diisiik toksik iyon alimi, reaktif oksijen
tirlerinin diisiik seviyede birikimi, oksidatif savunma sisteminin tesvik edilmesi ve

o6nemli ozmotik koruyucu bilesiklerin yiiksek seviyelerde birikimi ile iliskili olabilir.

Yapraklardaki kloroz Cd toksistesinin en yaygin semptomlarindan biridir. Mevcut
arastirmada, Cd stresi arpa fidelerinin klorofil iceriginde onemli azalmaya neden
olmustur. Kadmiyum stresine bagl olarak klorofil icerigindeki azalma Ahmad vd.
(2018) ve Dong vd. (2020)’nin bulgulari ile uyumludur. Agir metal birikiminin, klorofil
biyosentezindeki ara metabolitleri etkileyerek klorofil pigmentlerinin sentezinde
azalmaya neden oldugu bildirilmistir (Ahanger vd. 2016). Ayrica klorofil igerigindeki
azalmanin, klorofil degradasyonu ve pigment protein komplekslerinin duyarliligindan
kaynaklandigi belirtilmistir (Khathwat ve Shekhawat 2020). Mevcut arastirmada, digsal
SNP uygulamasmin Cd stresi altindaki arpa fidelerinin yapraklarindaki klorofil hasarina
bir dereceye kadar dayanmasina yardimci oldugu gézlemlenmistir. Bu sonug, NO’un
klorofil sentezi lizerindeki Cd toksisitesini hafifletebilecegini gostermektedir. Klorofil
igerigindeki NO tesvikli iyilesme, bitki Cd toleransi i¢in onemli olan fotosentezin
artmasina ve bitki bilyiimesine neden olabilir. NO'nun bu olumlu etkisinin, klorofillerin
ve iligkili protein bilesenlerinin de novo sentezi iizerindeki etkisi ile iliskili olabilecegi
bildirilmistir (Ahmed vd. 2018b). NO’nun, kloroplast zarin stres kaynakli zararlardan
koruyarak pigment igerigini korudugu bildirilmistir (Kausar vd. 2013, Ahmad vd.
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2018b). Ayrica, Dong vd. (2020) klorofil igerigindeki NO tesvikli artisin, Fe ve Mg gibi
besin elementlerinin artisina bagli olarak klorofil biyosentezindeki artis ile iliskili
olabilecegi rapor edilmistir. Chen vd. (2010), Cd stresi altindaki arpa fidelerinde
subseliiler yapilarin NO tesvikli kararlilig1 ve biitiinliigiiniin, yaprak klorozunun ve
fotosentezin inhibisyonunu onlemede etkili roliine katkida bulundugunu bildirmistir.
Sonug olarak, NO pigmentlerin ve ilgili bilesenlerin seviyelerini koruyarak Cd'nin

fotosentez tizerindeki olumsuz etkilerine kars1 koymus olabilir.

Kadmiyum toksisitesi, reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) olusumunu tesvik ederek
dogrudan veya dolayli olarak bitkilere oksidatif zararlara neden olmaktadir. Hidrojen
peroksit (H,O,) ve molandialdehit (MDA), sadece agir metal stresi altinda sinyal
molekiilleri olarak islev gérmez, ayn1 zamanda asiri-duyarli tepki ve stoma iletkenligi
gibi birgok fizyolojik olayda da 6nemli bir rol oynamaktadir (Cheng ve Song 2006).
Mevcut ¢alismada, Cd stresi H,O, iiretimini belirgin sekilde arttirmis ve boylece lipid
peroksidasyonu ve MDA igeriginde artisa neden olmustur. Lipid peroksidasyonu,
oksidatif stresin biiyiikliiglini 6lgmek i¢in yaygin olarak kullanilan 6nemli bir
parametredir ve lipoksijenaz aktivitesinin arttirilmasina bagli olarak lipidlerin artan
peroksidasyonundan kaynaklanmaktadir (Macri vd. 1994). Diger taraftan, mevcut
aragtirmada digsal SNP uygulamasi, lipit peroksidasyonunun yani sira Yyaprak
dokularinda MDA ve H,0; igerigini diisiirmede etkili olmustur. Bu bulgular, NO'nun
Cd toksisitesinin neden oldugu oksidatif hasarin azaltilmasinda rol oynadigini
gostermektedir. Mevcut bulgulara benzer sekilde NO'nun Cd stresi kosullarinda ROT
olusumunu ve lipid peroksidasyonunu oOnledigi onceki calismalarda gosterilmistir
(Ahmad vd. 2018, Kaya vd. 2020, Khator vd. 2021). Ahmad vd. (2018), Cd stresi
kosullarinda NO’nun lipid peroksidasyonuna karsi koruyucu rollerinin serbest radikal
tretimini azaltilmasi1 ile iliskili oldugunu bildirmistir. Mevcut arastirmada, SNP
uygulanmis arpa fidelerinde H,O, seviyesi ve lipid peroksidasyonundaki azalma,

antioksidan savunma sisteminin uyarilmasindan kaynaklanmis olabilir.
Kadmiyum stresinin neden oldugu oksidatif hasar1 en aza indirmek igin, bitki hiicreleri

genellikle ROT birikimini giiglii bir sekilde engelleyen ve hiicresel redoks durumunu

yeniden olusturan antioksidan savunma mekanizmalarini uyarma kabiliyetine sahiptir
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(Nabi vd. 2019). Antioksidan savunma sisteminin diizenlenmesi, Cd stresi altindaki
bitkilerde ROT kaynakli toksisiteyi en aza indirmek igin Onemli bir tolerans
mekanizmasidir (Kaya vd. 2019). Mevcut arastirmada, siiperoksit dismutaz (SOD),
askorbat peroksidaz (APX) ve guaiakol peroksidaz (POD) antioksidan enzimlerinin
aktiviteleri Cd stresi altindaki arpa fidelerinin yaprak dokularinda artig gosterirken,
katalaz (CAT) aktivitesi degismeden kalmistir. Benzer olarak SOD, POD ve APX gibi
enzimatik antioksidanlarin, Cd stresi altindaki bitkilerde 6nemli Olglide arttig
gosterilmistir (Ahmad vd. 2018, Kaya vd. 2019, Singh vd. 2020). Bununla birlikte,
digsal SNP+Cd uygulamasi SOD ve POD enzimlerinin aktivitelerini Cd uygulamasina
gore onemli Olgiide azaltirken, APX aktivitesini artirmistir. SNP uygulamasina bagl
olarak antioksidan enzimlerin aktivitesindeki diisiisiin, NO’un agir metal kaynakli
oksidatif strese karst koymada dogrudan 6nemli bir rol oynamasindan kaynaklandigi
bildirilmistir (Kaur vd. 2015). Antioksidan enzimlerin aktivitelerinde gézlemlenen bu
azalma, Cd kaynakli oksidatif stresin hafifletmesinde NO’nun varsayilan bir roli ile
iliskilendirilebilir. Ayrica APX aktivitesindeki artis, H,O, temizlenmesinde ve NADH
konsantrasyonunu koruyarak fotosentetik elektron transportunun korunmasinda NO’nun
onemli bir role sahip oldugunu gostermektedir. APX hiicresel yapilarin korunmasini
saglamak icin askorbat-glutatyon yolaginda fonksiyon goéren bir antioksidan enzimdir.
Mevcut ¢alismada, APX aktivitesinin NO ile tesvik edilmesi, GSH/GSSH oranii ve
askorbat-glutatyon yolaginin iliskili enzimlerini artirarak fotosentetik yapilari korudugu

ileri surilebilir.

Kentlesme ve sanayilesme, bitkiler icin hem sitotoksik hem de genotoksik olan agir
metallerin birikmesine neden olmaktadir. Kadmiyum, oksidatif stresi birden fazla yolak
araciligiyla dolayli olarak tetiklemekte ve bu da bitkilerde birgok onemli metabolik
yolun bozulmasina neden olabilmektedir (Emamverdian vd. 2015). Dissal SNP ve Cd’a
maruz kalan arpa yapraklarinin proteomik analizi, direngte kritik rol oynayan
proteinlerin tanimlanmasin1 ve agir metalin toksisitesini hafifletebilecek proteinleri
kodlayan genlerin genetik miihendisligi ile aktarilmasi ile Cd'a direngli ¢esitlerin
gelistirilmesini saglayabilir. Bu arastirmada, iki boyutlu (IEF-SDS/PAJE) proteomik
yaklasim kullanilarak arpa fidelerinin yaprak dokularinda SNP ve/veya Cd stresinin

etkileri degerlendirilmistir. Protein profillerinin nicel analizi ile ifade seviyesi 2 kat ve
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lizerinde artis veya azalig gosteren 39 protein benegi belirlenmistir. Bu proteinlerden
34’1 MALDI-TOF/TOF (matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight/time-
of-flight) kiitle spektrometrisi ve veri tabani taramasi ile basarili bir sekilde
tanimlanmistir. Protein seviyesindeki degisiklikler fotosentezin biiyiik Olgiide
bozuldugunu ve hasar hafifletmek icin bircok diizenleyici proteinin farkli sekilde ifade
oldugunu gdstermistir. ifade seviyesinde farklilik belirlenen proteinlerin fotosentez ve
karbohidrat biyosentezi, protein metabolizmasi, primer metabolizma, enerji

metabolizmasi, stres savunma ve sinyal iletimi ile iligkili oldugu belirlenmistir.

Kadmiyum, klorofil igerigini azaltarak, fotosentetik hizi yavaslatarak ve fotosentetik
enzimlere dogrudan zarar vererek fotosentezi olumsuz etkilemektedir. Bu nedenle,
Cd'un agirlikli olarak fotosentezde yer alan proteinlerin ifade seviyelerinde degisime
neden olmasi siirpriz degildir. Cd stresi altindaki bitkilerde fotosentezin inhibisyonu,
Cdnin elektron tasinmasi lzerindeki =zararli etkisinden ve azalmis RuBisCO
aktivitesinden  kaynaklanmaktadir. Mevcut arastirmada, proteomik analizler
fotosentezde rol oynayan RuBisCO kiiciik zincir, ATP sentaz epsilon zinciri ve
ferredoksin-NADP rediiktaz (FNR) proteinlerinin ifade seviyelerinin Cd stresi altinda
azaldigin1 ortaya koymustur. SNP uygulamasi, Cd stresi altindaki fidelerde bu
proteinlerin daha yiiksek seviyelerini saglamigtir. RuBisCO, karbondioksit
fiksasyonundaki birincil olay olan D-ribuloz 1,5-bifosfatin karboksilasyonunu katalize
etmektedir. Kiiciik alt birim katalitik olmasa da maksimum aktivite i¢in gereklidir.
Ozellikle, karboksilasyonun katalitik etkinligi ve CO,/O, 6zgiilliigii i¢in RuBisCO
kiiciik altbiriminin gerekli oldugu rapor edilmistir (Krech vd. 2012). Tilakoid
membranda bulunan kloroplastik ATP sentazlar, elektron transferi ile olusturulan
elektrokimyasal gradiyent ile ATP diiretmektedir (Yamori ve Shikanai 2016). Bu
proteinin, Cd stresi altindaki bitki tiirlerinde farkli sekilde diizenlendigi ve Cd toksisitesi
altinda hayatta kalmak i¢in bitkinin ihtiyacina goére ATP sentezini ayarladig
belirtilmistir. Proteomik c¢alismalar, FNR proteininin ifade seviyesinin Cd stresi
altindaki 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)
farkli sekilde diizenlendigi bildirilmistir. Ferredoksin-NADP rediiktaz enzimi, elektron

tasima zinciri ve kloroplast redoks homeostazinin bir baglanti halkasi olarak islev
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gormektedir. Bu proteinin yiiksek seviyelerinin, ¢esitli proteomik g¢alismalarda stres
toleransi ile pozitif olarak iligkili oldugu belirtilmistir. Fotosentez sirasinda fotosistem
I'den NADPH'ye eclektron aktarmanin yani sira FNR'nin oksidatif strese tolerans
sagladigi da One siriilmistir (Girardini vd. 2005). Dissal SNP uygulamasi, CO,
fiksasyonunu saglayan ve Cd stresi tarafindan inhibe edilen bu enzimlerin aktivitelerini
arttirmistir. Bu sonuglar, SNP uygulamasinin Cd toksisitesine karsi direnci artirmak i¢in

fotosentez ile ilgili proteinlerin birikimini indiikledigini ileri siirmektedir.

Fotosistemlerde ve Calvin dongiisiinde yer alan proteinlerin artan ifade seviyeleri, Cd
hasarmin tistesinden gelmek i¢in diizenlenebilir bir 6zellik olabilir. Proteomik analizler,
fotosentezin farkli evrelerinde fonksiyon goren plastid-lipid-iliskili protein 2 (fibrillin),
RuBisCO aktivaz A, RuBisCO aktivaz B, ATP sentaz beta altbirimi, gliseraldehit-3-
fosfat dehidrogenaz B, transketolaz ve glukoz-1-fosfat adenililtransferaz kiigiik altbirim
proteinlerinin ifade seviyeleri Cd stresi altinda artmistir. Ancak, SNP+Cd uygulamasi
bu proteinlerin yiiksek seviyelerini Cd uygulamasina gére azaltmustir. Fibrillinler, stres
tolerans1 ve hastalik direnci ile baglantili olan biiyiik bir kloroplastik yapisal protein
ailesidir (Singh vd. 2010). Ayrica fibrillinler, plastoglobiil yapisal gelisiminde
(Ytterberg vd. 2006), kromoplast pigment birikimi, hormonal tepkiler, fotosentetik
aygitin foto-hasardan korunmasi ve cesitli biyotik ve abiyotik streslere karsi bitki
direncinin saglanmasinda fonksiyon gordiigii bildirilmistir (Singh vd. 2010). RuBisCO
aktivaz, RuBisCO'nun aktivasyonunu Kkatalize eden kilit bir diizenleyici enzimdir
(Ashraf ve Harris 2013). Onceki ¢alismalarda, Cd stresinin RuBisCO aktivaz proteinin
bollugunu arttirdigi bulunmustur (Sergeant vd. 2014, Bagheri vd. 2015, Rao vd. 2017).
Bu tiir proteinlerin yiiksek bollugu, Cd toleransinin gelistirilmesinde bu proteinlerin
dogrudan dahil oldugunu gostermektedir. ATP sentazin katalitik niikleotid baglama
bolgesinin beta alt biriminden olustugu gbz Oniine alindiginda, Cd stresi altinda beta alt
biriminin artmasi, bitkilerin Cd stresi ile bas etmesi i¢in biiylikk miktarda enerji
gerektigini gostermektedir. Bununla birlikte, SNP uygulamasina bagli olarak bu
proteinlerin Cd stresi altindaki bitkilerde azalmasi, NO’nun fotosentetik mekanizma

izerine diizenleyici roliinii gostermektedir.
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Gliseraldehit-3-fosfat dehidrojenaz (GAPDH) ve transketolaz proteinleri, karbohidrat
biyosentezinin bir pargasi olan Calvin dongiisiinde fonksiyon gérmektedir. Kloroplastik
GAPDH ile D-gliseraldehit 3-fosfatin 3-fosfo-D-gliseroil fosfata doniistiiriilmesi C3
dongiisiiniin 6nemli bir adimidir. Bu basamak, 1sik ve karbon 6ziimleme reaksiyonunun
birlesim noktasidir ve NADP™yi yeniden olusturmak icin asimilasyon giicii ATP ve
NADPH'yi kullanmaktadir (Hildebrandt vd. 2015). Transketolaz, hem pentoz fosfat
yolunda hem de Calvin dongiisiinde aktif olarak rol oynamaktadir (Suzuki vd. 2017).
Biyosentetik enzimlerin bu sekilde diizenlenmesinin, sadece hiicrelerin enerji ve
indirgeyici molekiil talebine bagl olarak ATP, NADH ve NADPH iiretimini arttirmak
icin degil, ayn1 zamanda Cd selasyonunda yer alan amino asitlerin ve molekiillerin
sentezi icin karbon iskeletlerini (fosfogliserat, a-ketoglutarat) sentezlemek icin
gereklidir (Sarry vd. 2006). ADP-glukoz pirofosforilaz olarak da adlandirilan
Kloroplastik glikoz-1-fosfat adenililtransferaz kiiciik alt birimi, nisasta biyosentezinde
ve sakaroz metabolizmasinda rol oynamaktadir. ADP-glukoz pirofosforilaz proteininin
Cd stresine maruz birakilan Arabidopsis yapraklarinda ve celtik tanelerinde artan yonde
diizenlendigi gosterilmistir (Semane vd. 2010, Xue vd. 2014). Bu protein Cd stresine

adaptasyonda 6nemli roller oynayabilir.

Tanimlanan proteinlerin sekizi, protein metabolizmasinda yer almaktadir ve ¢
fonksiyonel gruba ayrilmistir. Birinci grup, kloroplastlarda yeni sentezlenmis peptit
zincirlerinin  baglatilmasinda dogrudan yer alan 50S ribozomal protein LI12'yi
icermektedir. Kadmiyum stresinin 50S ribozomal protein L12'nin ifade seviyesini
onemli Ol¢iide azaltmasi kloroplastlarda protein biyosentezinin Cd stresi altinda inhibe
edildigini gostermektedir. Bununla birlikte, digsal SNP uygulamasi Cd stresi altinda bu
proteinin ifade seviyesini arttrmistir. Ikinci grupta, protein katlanmasi ve bir araya
getirilmesinde goérev alan protein distilfit izomeraz, heat shock 70 kDa proteini ve heat
shock cognate 70 kDa protein 1 yer almaktadir. Proteomik analizler, bu proteinlerin
ifade seviyelerinin Cd stresi altinda arttigini ortaya koymustur. Diger taraftan, SNP+Cd
uygulamas1 bu proteinlerin ifade seviyesi Cd uygulamasina gore azaltmistir. Protein
yapisinin stabilizasyonuna ve bu proteinlerin hiicre alt1 lokalizasyonuna 1s1 soku
proteinleri (HSP'ler) ve diger molekiiler saperonlar aracilik etmektedir (Park ve Seo
2015). Cd stresinin HSP'ler/saperoninler (Carneiro vd. 2017, Xu vd. 2017, Zhong vd.
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2017) ve protein disiilfid izomeraz (Daud vd. 2015, Wang vd. 2016) gibi cesitli
diizenleyici proteinlerin ifadesinde degisikliklere neden oldugu bildirilmistir. Bu
proteinlerin, normal protein katlanmasinin onarimi ve siirdiiriilmesi yoluyla stresten
zarar gérmiis proteinlerin yeniden dogal yapilarinin kazanilmasinda ¢ok 6nemli bir rol
oynadig: bildirilmistir (Finka vd. 2016). NO, protein katlanmasini kolaylagtirmak ve
katlanmama veya yanlis katlanmaya bagli protein agregasyonunu Onlemek igin
saperonlar1 diizenleyebilir, boylece normal protein konformasyonunu yeniden kurabilir
ve Cd stresine maruz kalindiginda hiicresel metabolizmayi siirdiirebilir. Bu sonuglar, Cd
stresinin protein metabolizmasini olumsuz etkiledigini ve NO’nun muhtemelen farkli

mekanizmalar ile proteinleri Cd tesvikli hasara kars1 korudugunu ileri siirebilir.

Protein metabolizmasi ile ilgili ii¢lincii grupta, protein yikimu ile iligkili {i¢ protein
bulunmaktadir. Cd'nin fotosentezi bozdugu ve ROT iiretimi ile bitkilerde oksidatif
strese neden oldugu iyi bilinmektedir (Schiitzendiibel ve Polle 2002). Reaktif oksijen
tiirlerinin proteinleri oksitleyebildigi ve proteaz aktivitesini arttirabildigi bildirilmistir
(Sandalio vd. 2001). Mevcut arastirmada, Cd stresinin kloroplastik hiicre béliinmesi
proteaz ftsH homolog 1 ve ATP-bagimli Clp proteaz ATP-baglayici altbirim clpA
homologu proteinlerinin artan yonde diizenlendigi belirlenmistir. Ayr1 ayr1 molekiiler
saperonlara ve proteolitik aktiviteye sahip olan ClpA ve ClpP, ATP'ye bagimli Clp
proteazin iki ana alt birimidir (Wickner vd. 1994). ATP'ye bagimli Clp proteazin,
anormal veya hasarli proteinlerin uzaklastirlmasina yardimci oldugu bildirilmigtir
(Lionaki ve Tavernarakis 2013). Clp homologlarinin, Cd'ye maruz kalan pamuk (Daud
vd. 2015) ve tiitin (Xie vd. 2014) fidelerinin yaprak dokusunda tanimlanmistir. Bu
proteazlar, fonksiyonlarin1 kaybetmis proteinlerin birikmesini onlemek i¢in protein
doniistimiinde ¢ok onemli bir islevi olabilir ve bdylece savunma ile ilgili proteinlerin
sentezi igin gerekli olan mevcut amino asit havuzunu artirabilirler. Bununla birlikte, bir
serin proteaz olan mitokondriyal proteaz Do-benzeri 12 proteininin ifade seviyesi Cd ve
SNP+Cd uygulamalarinda artmistir. Bu sonuglar, Cd stresine maruz kalan arpa
fidelerinin hayatta kalmasi i¢in protein biyosentezinin, katlanmanin ve kompleks
olusumunun inhibisyonunun ve protein bozulmasinin arttirilmasinin gerekli oldugunu

gostermektedir.
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Kadmiyum stresine maruz kalan bitkilerde, nitrat rediiktaz ve glutamin sentetaz
aktivitelerinin inhibisyonu bagli olarak nitrojen alimi ve tagimiminin azaldig
bildirilmistir. Glutamin sentetaz (GS) amonyum asimilasyonunda fonksiyon
gormektedir ve yapraklarda sitozolik glutamin sentetik yolunun onemli bir bilesenidir
(Kusano vd. 2011). GS, siirgiinlerde ve koklerde amonyum asimilasyonu sirasinda
metabolik karbon ve azot dengesinin korunmasinda &nemli bir rol oynamakta ve
boylece bitki biiylimesini ve gelisimini kontrol etmektedir (Bao vd. 2014). Mevcut
proteomik ¢alismada, Cd stresi glutamin sentetaz sitozolik izozim 1-1 proteininin ifade
seviyesinde artisa neden olmustur. Bununla birlikte, SNP uygulamasi1 Cd stresine gore
ifade seviyesini diisiik seviyede azaltmistir. Glutamin sentaz, glutatyon (GSH)
biyosentezinin hiz sinirlayicit bir substrati olarak islev goren glutamatin temini ile
glutatyon homeostazinda 6nemli bir role sahiptir (James vd. 2018). Boylece, GS'nin
artan yonde diizenlenmesi Cd stresi altinda daha fazla GSH olusumuna yol agmis
olabilir. GSH sentezinin artisi, daha yiiksek metal baglama kapasitesinin yani sira
oksidatif strese karsi gelismis hiicresel savunma mekanizmasi anlamina gelebilir

(Verbruggen vd. 2009).

S-Adenozilmetiyonin sentetaz (SAMS), S-adenozilmetiyonin (SAM) sentezi igin
anahtar bir enzimdir. SAM, hiicrelerdeki metabolik reaksiyonlarda bir metil grubu
vericisidir ve ayni zamanda poliaminlerin bir dnciisiidiir (Aloisi vd. 2016). Arabidopsis
bitkilerinde MAT3'lin (bir SAM geni) metiyonin birikimi ve biiylime ve gelismeyi
arttiran poliamin biyosentezinde yer aldigi bildirilmistir (Chen vd. 2016). Ayrica, SAM
ekspresyonu ile bitkilerin tuz stresi altinda daha iyi adapte olmasi igin kokiin mekanik
saglamligim1 saglayan hiicre c¢eperi lignifikasyonlar1 arasinda bir korelasyon
bulunmustur (Rahman vd. 2015). Bununla birlikte, metiyonin ve ATP'den S-
adenozilmetiyonin olusumu, metiyoninin sisteine doniisiimiiniin ilk adimidir (Baric vd.
2004). Mevcut arastirmada, Cd uygulamasi S-adenozilmetiyonin sentetazin {i¢
izoformunun ifade seviyesini arttirirken SNP uygulamasi Cd stresine kiyasla bu
proteinlerin ifade seviyesinde azalmaya neden olmustur. Bu nedenle, SAM'lerin Cd
stresi altindaki arpa fidelerinde artan seviyeleri, fidelerin Cd toleransini1 arttirmak igin

SAM bagimli metabolizmay1 destekleyebilecegini dne siiriilebilir.
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Bitkilerde karbohidrat ve enerji metabolizmalari, metabolik yollarin ve karbohidrat
dengesinin siirdiiriilmesi i¢in hayati biyolojik siireclerdir. Adenilat kinazlar, bir fosfat
grubunun ATP'den AMP'ye transferi yoluyla geri doniisiimlii olarak ADP olusumuyla
adenilat seviyelerini dengeler (Dzeja ve Terzic 2009). Mevcut ¢alismada, mitokondriyal
adenilat kinazin NO tesvik artan seviyesi, Cd stresi altindaki mitokondrilerde ATP
sentezi i¢in daha fazla adenilat substrati saglayabilir. Bununla birlikte, mitokondriyal
ATP sentaz alfa altbirimi ve enolaz 1 proteinlerinin ifade seviyeleri SNP+Cd
uygulamasinda artan yonde diizenlenmistir. Mitokondriyal membran ATP sentaz,
solunum zincirinin elektron tasima kompleksleri tarafindan olusturulan proton
gradiyenti varliginda ADP'den ATP iiretir. Enolaz, tiim organizmalarda tiim dokularda
bulunur ve 2-fosfogliseratin fosfoenol piriivata doniistimiinii katalize eden 6nemli bir
glikolitik enzimdir. Bu enzimlerin artan yonde diizenlenmesi, stres kosullarinda artan

enerji talebini kargilamak i¢in gerekli olabilir.

Kadmiyumun bitkilerdeki onemli etkilerinden biri, oksidatif stres savunmasinda yer
alan birka¢ enzimin ifadesindeki artistir. Bu ¢alismada, SNP ve Cd uygulamasina baglh
olarak birka¢ anahtar antioksidan ve/veya ROT homeostaziyla iliskili proteinin farkli
sekilde diizenlendigi bulunmustur. Cd stresi 1-Cys peroksiredoksin PER1 proteininin
ifade seviyesini azaltirken digsal SNP uygulamasi bu etkiyi ortadan kaldirmistir.
Peroksiredoksin, peroksitleri detoksifiye eden ve ayrica enzim aktivasyonunda ve
redoks algilamasinda 6nemli roller oynayan tiyol spesifik bir peroksidazdir (Barranco-
Medina vd. 2009). Peroksiredoksin/tioredoksin (Prx/Trx) yolaginin, hidrojen peroksit
detoksifikasyonunda temel bir rol oynadigi bildirilmistir (Gupta vd. 2018). Bu yolak,
Prx ile hidrojen peroksidin indirgenmesi ve Trx kullanilarak Prx’in katalitik
aktivitesinin tekrar kazanilmasini icermektedir (Zhong vd. 2017). Mevcut arastirmada,
Cd uygulamas1 Cd detoksifikasyonunu gosteren Prx bollugunda artisa neden olmustur.
Arpa fidelerinde detoksifikasyonu saglayan diger bir Onemli bilesen de
laktoyilglutatyon liyazdir (glioksalaz I). Proteomik analizler, laktoyilglutatyon liyaz
bollugunun Cd stresi altinda arttigin1 ortaya koymustur. Ancak, SNP uygulamasi bu
proteinlerin yiiksek seviyelerini azaltmistir. Proteomik arastirmalar, Cd stresinin
laktoyilglutatyon liyaz proteinini artan yonde diizenledigi ve metilglioksallerin

detoksifikasyonunu kolaylagtiran glioksalaz sisteminin dnemli bir enzimi olarak gorev
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yaptig bildirilmistir (Wang vd. 2016, Xu vd. 2017). Bu bulgular, bu enzimlerin arpanin

Cd toleransinda rol oynayabilecegini diisiindiirmektedir.

Kadmiyum stresinin toksik etkileriyle basa ¢ikabilmek i¢in bitki hiicreleri Cd stresini
algilayabilmeli ve Cd'ye karsi tolerans saglayacak sekilde hiicresel cevaplari
olusturmalidir. Kadmiyum stresinin algilanmasi ve tolerans tepkilerinin olusturulmast,
gen ekspresyonundaki degisimleri, birincil ve ikincil metabolit bilesimindeki
degisiklikleri ve protein modifikasyonlar1 gibi karmasik fizyolojik ve biyokimyasal
stireclerin koordinasyonunu gerektirmektedir (Urano vd. 2010). Bu nedenle, Cd stresine
giicliit bir yanit, stresle ilgili sinyal yolaklarmin aktivasyonunu gerektirmektedir
(DalCorso vd. 2010). 14-3-3 protein grubu, hiicredeki ¢esitli yolaklar ile iliskili ¢ok
islevli diizenleyiciler igermektedir. 14-3-3 proteinleri kalsiyum bagiml protein kinaz ve
mitojenle aktive olan protein kinaz gibi bir dizi sinyal molekiili ile etkilesmektedir
(Ormancey vd. 2017). 14-3-3 proteinlerinin, Cd stresini de igeren gesitli streslere karsi
hiicresel yanitlarin olusturulmasinda rol oynadigi bilinmektedir (Du vd. 2015). Bu
proteinler sinyalleme, transkripsiyon aktivasyonu ve savunma ile ilgili hedef
proteinlerin diizenlenmesi dahil olmak iizere c¢esitli seviyelerde stres yanitlarinin
olusturulmasinda rol oynuyor olabilirler. Bu ¢alismada, SNP+Cd uygulmasi 14-3-3
proteininin ifade seviyesini artirmistir. Bu Sonuglar, 14-3-3 proteinindeki NO kaynakli
degisikliklerin, Cd stresine yanitta yer alan birkag metabolik yolagi diizenledigini

gostermektedir.

Sonug olarak, Cd stresi klorofil i¢erigini 6nemli azalmaya ve lipid peroksidasyonunu ve
H,0; icerigini artisa neden olarak fide biiylimesini olumsuz etkiledigi belirlenmistir.
Bununla birlikte, SNP uygulamas1 klorofil igerigindeki Cd kaynakli azalmalari énemli
Olgide hafifletmis ve antioksidan enzimlerin aktivitesini diizenleyerek lipid
peroksidasyonunda azalmaya neden olarak Cd stresi altinda arpa fidelerinin biiytimesini
stirdiirmelerine yardimci olmustur. Ayrica, arpa fidelerinde SNP uygulamas: ve Cd
stresine cevap olarak farkli sekilde ifade olan proteinler proteomik yaklasim
kullanilarak belirlenmistir. Cogunlukla ifadesinde artis belirlenen bu proteinlerin Cd
toksistesinin tistesinden gelebilmek i¢in bitki metabolizmasini etkiledigi ileri siirtilebilir.

Fotosentez, karbohidrat metabolizmasi ve glikolizde yer alan anahtar proteinlerin artan
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ifade seviyeleri Cd stresi altindaki arpa fidelerinin biiyiimesi ve metabolizmasi igin
gerekli bir enerji kaynagi saglamistir. Bununla birlikte, digsal SNP uygulamasi 6zellikle
fotosentez, protein ve enerji metabolizmasini diizenleyerek Cd toleransinin gelismesine
katkida bulunmustur. Bu bulgular, bitkilerde SNP tesvikli Cd toleransi ile iliskili
molekiiler mekanizmalarin daha iyi anlasilmasini saglayacak ve sonraki fonksiyonel

calismalar i¢in bir temel olusturacaktir.
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