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OZET

Brassica juncea, yaygin olarak Hint veya kahverengi hardal olarak bilinir ve diinya
capinda 6nemli bir endistriyel yag bitkisidir. Hayvan yemi, biyodizel, yemeklik yag ve
ilag gibi birgok endiistri i¢in hammadde saglamasi nedeniyle ekonomik degeri yiiksektir.
B. juncea, yiiksek biyokiitlesi, hizli biiylimesi, orta diizeyde metal birikimi, hasat
kolayligt ve metal toleranst sayesinde krom (Cr) ile kirlenmis topraklarin
fitoremediasyonunda o6nemli bir potansiyel gostermektedir. Son zamanlarda,
mikroRNA’lar bitkilerin farkli metal streslerine karsi yanitlarin diizenlenmesinde 6nemli
roller tistlenmeleri nedeniyle daha fazla arastiriimaktadir. Ancak, B. juncea’nin krom (Cr)
stresine kars1 yanitta mikroRNA’larin rolii hakkinda sinirl bilgi bulunmaktadir.

Bu ¢alismada, krom toleransli B. juncea var. Early raya ve krom duyarli B. juncea var.
Sindh raya bitkilerinin transkriptomik yaniti, RNA dizileme yontemi kullanilarak
arastirilmistir. Cr toksisitesi toleransinda rol oynayan spesifik genlerin ekspresyonu, RT-
gPCR ile daha detayli bir sekilde incelenmistir. Fizyolojik biiyiime analizinde, yiiksek
krom (1000 pM) uygulamasina karsi, Early raya’nin kok-gévde uzunlugu, gévde yas
agirhigl, kok yas agirligi ve kok-gévde kuru agirligr gibi biliylime parametreleri, diger B.
juncea varyetelerine kiyasla daha az etkilenmistir. Buna karsin, Sindh raya, yiiksek krom
(1000 uM) etkisine kars1 ayni biiyiime parametrelerinde daha belirgin olumsuz etkiler

gostermistir. Ayrica, Cr uygulamasindan sonra yiiksek Cr alimimin koklerde gergeklestigi



ve kok Cr iceriginin toprak istii kisimlara gore 6nemli Slglide yiiksek oldugu tespit
edilmistir. Early raya, iki hafta (15 giin) boyunca Cr** (1000 pM) uygulandiginda
koklerde yiiksek krom biriktirmis ve diger Brassica juncea varyetelerine kiyasla yiiksek
krom toleransi gostermistir. 1000 uM Cr uygulanan Early raya bitkilerinin kdklerinde,
kontrol bitkilerine (Cr- uygulanmayan) kiyasla toplam 70 genin farkli sekilde ifade
edildigi tespit edilmistir. Bu genlerden 27’sinin ifadesi istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur (p<0,05). Anlamli fark gésteren genlerin 19°u yukar1 diizenlenen, 8’i ise
asag1 diizenlenen genler olarak tespit edilmistir. Diger taraftan, iki hafta (15 giin) boyunca
Cr** uygulanan Sindh raya bitkisi diisiik krom tolerans1 gostermistir; bu bitkide kontrol
grubuna kiyasla toplam 80 genin farkli sekilde ifade edildigi ve bu genlerden sadece
50’sinin istatistiksel olarak anlamli oldugu tespit edilmistir (p<0.05). Bu genler arasinda,
28’1 yukar1 diizenlenen, 22°si ise asag1 diizenlenen genler olarak tespit edilmistir. RT-
gPCR analizi i¢in transkriptom dizileme sonuglarina gore ROS ile iligkili
mekanizmalarda yer alan ve onemli Olgiide diferansiyel ekspresyon gosteren i gen
se¢ilmistir. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda, Cr uygulanan deney gruplarinda
incelenen APX, Fe-SOD ve RBOH genleri yukari diizenlendigi bulunmustur.

Bu tez galismasi, B. juncea’da miRNA ve mRNA profillemesi araciligiyla Cr3* stresine
yamtta iligkili potansiyel olarak ©nemli miRNA’lari, hedef genleri ve yolaklar
tanimlamaktadir. Tanimlanan yolaklar, hedef genler ve miRNA’lar, B. juncea’da krom
toleransin1 arttirmada gelecekteki omik arastirmalar i¢in 6nemli hedefler olacaktir.
Ayrica, B. juncea’da krom stresine tolerans ve transkriptom diizeyindeki degisiklikler
lizerine yapilan kapsamli ve Oncii bir arastirma olarak degerlendirilmektedir.
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Biyoteknoloji Programi) Doktora Burs Programi ve Tiirkiye Bilimsel ve Teknolojik
Arastirma Kurumu’nun (TUBITAK) 2211-A Yurt i¢i Doktora Programi tarafindan
desteklenmistir. Ayrica, Usak Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon
Birimi tarafindan (BAP) Prof. Dr. Abdiilrezzak Memon’a verilen (Proje no:
2024/MF002) proje ile desteklenmistir.

Anahtar Kelimeler : Abiyotik stres, gen anlatimi, RT-qPCR, Transkriptomik analiz,
Brassica juncea

Sayfa Adedi - 181

Tez Damismam : Prof. Dr. Abdiilrezzak MEMON

Tez 2. Damsmam  : Prof. Dr. Hiiseyin ALTUNDAG



ANALYSIS OF CHROMIUM (Cr) RESPONSES GENES AND MIRNAS IN
BRASSICA JUNCEA (L.)
(Ph.D Thesis)

Nuriye MERAKLI

USAK UNIVERSITY
GRADUATE EDUCATION INSTITUTE
Department of Molecular Biology and Genetics

September 2024

ABSTRACT

Brassica juncea, commonly known as Indian or brown mustard, is a significant industrial
oil crop worldwide. It is commercially valuable because it provides raw materials for
various industries, including animal feed, biodiesel, cooking oil, and medicine. B. juncea
demonstrates substantial potential for the phytoremediation of chromium (Cr)-
contaminated soils owing to its high biomass, rapid growth, moderate metal
accumulation, ease of harvesting, and metal tolerance. Recently, microRNAs are
recognized for their crucial regulatory roles in plant responses to different metal stresses.
Nevertheless, there is limited information on microRNAs in B. juncea, particularly those
involved to chromium (Cr) stress response.

In this study, the transcriptomic response of B. juncea Early raya, which is tolerant
to chromium toxicity, and B. juncea Sindh raya, which is sensitive to chromium toxicity,
was investigated using RNA sequencing. The expression of specific genes be regulated
by chromium toxicity tolerance was further examined through RT-qPCR. In the
physiological growth analysis, Early raya showed less impact from high chromium (1000
uM) on all growth parameters, including root-shoot length, shoot fresh weight, root fresh
weight, and root-shoot dry weight, compared to other B. juncea varieties. Conversely,
Sindh raya exhibited more significant effects from high chromium (1000 uM) on the same
growth parameters. Additionally, after chromium application, the highest chromium
uptake was observed in the roots, with the root chromium content being significantly
higher than in plant’s above-ground parts. Early raya accumulated high chromium in the

roots when treated with Cr** (1000 uM) for two weeks (15 days) and showed high



chromium tolerance compared to the other Brassica juncea varieties. A total of 70 genes
were differentially expressed in the roots of Early raya when treated with 1000 uM Cr,
compared to the control plants (without Cr). Of these genes, the expression of 27 were
statistically significant (p<0.05). Among the significantly different genes, 19 were
upregulated and 8 were downregulated. On the other hand, the roots of Sindh raya when
treated with 1000 uM Cr for two weeks showed low chromium tolerance; 80 genes in
variety were differentially expressed compared to the control. Of these genes, the
expression of 50 were statistically significant (p<0.05). Among them, 28 were
upregulated, and 22 were downregulated. For RT-gPCR analysis, three genes involved in
different mechanisms and showing significant differential expression were selected
according to transcriptome sequencing results. Among the genes studied in the Cr-treated
experimental groups compared to the control, the APX, Fe-SOD, and RBOH genes were
upregulated.

This thesis identifies potentially significant miRNAs, genes, and pathways related to

Cr3* stress response through miRNA and mRNA profiling in B. juncea. The identified
pathways, genes, and miRNAs are significant targets for future omics studies to enhance
chromium tolerance in B. juncea. This represents the first comprehensive study on
chromium stress tolerance and transcriptomic changes in B. juncea.
This study supported by the Council of Higher Education’s (YOK) 100/2000 (Plant
Genetics and Agricultural Biotechnology Program) Doctoral Scholarship Program and
the Scientific and Technological Research Council of Turkey (TUBITAK) (2211-A Ph.D.
Program). Additionally, the support from BAP Project given to Prof. Dr. Abdiilrezzak
Memon (project no: 2024/MF002) is appreciated.
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Program1” ve Yiiksek Ogretim Kurumu’na “(YOK) 100/2000 Bitki Genetigi ve Tarimsal
Biyoteknoloji Program1” kapsamindaki desteklerinden dolayi tesekkiir ederim.
Aragtirmamin bir kismmi gerceklestirdigim izmir Katip Celebi Universitesi’nde Real
Time qPCR ¢alismalarima yardimci olan ve destegini her zaman hissettigim kiymetli
dostum, Dr. Asli ELDEM’e ¢ok ama cok tesekkiir ederim.
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1.GIRIS

Toprak kirliligi, diinya genelinde tiim {ilkelerin kars1 karsiya oldugu bir sorundur.
Modern ¢agin hizli sanayilesmesiyle ¢evredeki toksik kimyasallardan ve metallerden
kaginmak neredeyse imkansiz hale gelmistir. Son yillarda kiiresel ekonominin gelismesi,
modern tarima gegis ve sanayilesmenin hizlanmasiyla birlikte, toprak kirliligi de 6nemli
bir ekolojik sorun olarak 6ne ¢ikmaya baglamistir. Bu durum giiniimiizde de devam
etmekte olup, giderek artan diinya niifusu ve sanayilesmenin getirdigi endiistriyel atiklar
nedeniyle topraklar 6nemli 6l¢iide kirlenmekte ve boylece kullanilabilir tarim alanlar i¢in
ciddi sorunlar yaratmaktadir. Ozellikle agir metal kirliligi, sanayi ve tarrmdaki hizli
biiylime ile diinya niifusundaki biiyiik artisin dogal ekosistemi bozmasi sonucunda, ¢cevre
ve gida glivenligi agisindan ciddi bir tehdit olusturmaktadir.

Agir metaller, dogal ve insan kaynakli (antropojenik) faaliyetler sonucu topraga
karisan en tehlikeli kirleticilerden biridir. Dogada kendiliginden yaygin olarak bulunan
agir metaller, sanayilesmenin hizlanmasiyla birlikte izin verilen konsantrasyonlarin
tizerine ¢ikmaktadir. Biyolojik olarak ayrismayan bu kirleticiler, ¢ok diisiik
konsantrasyonlarda dahi canli organizmalar tizerinde toksik etkilere yol agabilir. Tarim
topraklarinda ve su kaynaklarinda siirekli olarak biriken agir metaller, besin zincirine
girme riski nedeniyle insan, bitki ve hayvan saglig1 i¢in biiylik bir tehdit olusturmaktadir
(Sarwar ve ark., 2017). Ozellikle endiistriyel atiklar, madencilik, asir1 pestisit ve giibre
kullanimi, enerji ve yakit iiretimi, eritme ve kanalizasyon gibi antropojenik faaliyetler
yoluyla gevreye hem tiirli hem de icerigi yiiksek miktarda agir metaller salinmaktadir. Bu
durum, toprak kirliligine neden olarak pH, renk, gozeneklilik ve dogal kimya gibi ¢esitli
toprak oOzelliklerinde zararli degisikliklere yol agmakta ve bitkisel iiretimi, toprak
kalitesini, insan beslenmesini ve ¢evreyi olumsuz yonde etkileyerek ekolojik dengede
biiyilk bozulmalara neden olmaktadir (Tao ve ark., 2015). Topraktaki agir metallerin
diisiik konsantrasyonlari, bitkiler icin gerekli ya da gereksiz olsun, belirli bir aralikta
bitkilerin gelisimini etkilememektedir. Ancak bu metallerin bazilar1 bitkiler i¢in son
derece Onemli olup, normal siireclerinde eser miktarda gerekli olan temel mikro
elementlerdir. Bununla birlikte, konsantrasyonun ¢ok yiiksek olmasi1 durumunda bitkinin

biinyesinde biriken agir metaller tolerans esigini asar ve bu da bitkide zehirlenmeye, hatta



bitkinin 6liimiine yol agar. Ayrica, esansiyel olmayan metaller, esansiyel metallerin yerini
alarak ya da biyomolekiillerin ve Onemli stres diizenleyici proteinlerin yapisini
degistirerek cesitli biyolojik siiregleri bozabilir (Sarwar ve ark., 2010). Agir metaller
toksik seviyelerini astiginda reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) iiretimine yol agabilir.
Ornegin, esansiyel olmayan krom (Cr), bitkilerde bilinen bir biyolojik islevi olmayan
metallerden biridir. Krom stresine maruz kalan bitkilerde, fotosentez, solunum ve mineral
alimi gibi 6nemli metabolik ve fizyolojik siirecler etkilenir, bu da bitkinin biiylime ve
gelisimini engeller. Ayrica, krom bitkilerdeki onemli enzim gruplarimi dogrudan
etkileyerek biyomolekiillerin biitlinliigiinii bozabilir, bazt makromolekiilleri degistirebilir
ve biyomolekiillerin yapisal formiiliindeki temel metal iyonlarmi degistirebilir. Bu
durum, reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) {iretimi ile birlikte antioksidan savunma
mekanizmalarini degistirerek ciddi toksisiteye yol agabilir (Shanker ve ark., 2005, Y1ldiz
ve ark., 2011). Bitkilerde krom fitotoksisitesi, tohum ¢imlenmesini ve fide biiylimesini
inhibe eder, membran hasarlarina yol acar, fotosentez pigmentlerinin bozulmasina neden
olur ve kokler araciligiyla besin ve su alim dengesini bozar.

Diinyanin bir¢ok bolgesinde, antropojenik faaliyetlerin yani sira hem tiir hem de
icerik bakimindan yiiksek miktarda agir metal iceren dogal maden yataklari
bulunmaktadir. Bu metallerce zengin alanlarda yetisen bitkiler arasinda, karakteristik
bitki tiirleri bulunur. Bu tiirler, metalleri uzaklastirmak ic¢in gelistirdikleri 6zel
mekanizmalar sayesinde, agir metallere ve diger cevresel kisitlamalara karsi yiiksek
tolerans sergilerler (Huang ve Cunningham, 1996; Meagher, 2000; Memon ve ark., 2001).
Bazi bitkiler, ortamdaki agir metalleri biinyelerine almaktan kaginirken, digerleri ise bitki
kokleri araciligiyla alinan agir metalleri ya kok dokularinda  biriktirir
(fitoimmobilizasyon) ya da simplastik ve/veya apoplastik yollarla ksilem damarlariyla
bitkinin toprak iistii kisimlarina tasir. Govdede, metaller genellikle diisiik metabolik
aktiviteye sahip hiicresel organeller olan vakuollerde birikir. Bu, hiperakiimiilator
bitkilerde zararli metalleri hiicresel metabolik siireglerden uzak tutmak i¢in énemli bir
tolerans mekanizmasi olabilecegini gostermektedir. Akiimiilator bitkilerin tespitiyle
kirlenmis alanlarin iyilestirilmesi i¢in bu bitkilerin kullanimi, fitoremediasyon olarak
bilinen bir yontemle saglanabilir. Fitoremediasyon, agir metal sorunlarinin iistesinden
gelmek ve genis bir arastirma gegmisine sahip olmak i¢in yeni bir yaklasim olarak
kullanilmaktadir (Salt ve ark., 1995; Tangahu ve ark., 2011; Shah ve Daverey, 2020).



Fitoremediasyon, bitkilerin kirleticileri alma, biriktirme, adsorbe etme veya stabilize etme
kapasitesinden yararlanan bir biyoremediasyon teknigidir (Memon ve Schrdder, 2009;
Dogru ve ark., 2021). Bu siireg, kirleticileri bitkilerin kokleri araciligiyla daha az toksik
elementlere doniistiirmeyi veya bunlar1 koklere veya toprak iistii dokularda absorbe
etmeyi amaglar. Fitoremediasyon, diger remediasyon yontemlerine kiyasla topragin
biyolojik 6zelliklerini ve fiziksel yapisin iyilestirme, rizosfer bdlgesindeki mikroflora
yenileme, besin aktarimini arttirma ve g¢evresel siirdiiriilebilirligi saglama potansiyeline
sahip umut vaat eden bir yaklasim olarak ortaya c¢ikmaktadir. Genis alanlarda
uygulanabilir olmasi, minimum diizeyde izleme gerektirmesi ve biyokiitlede biriken
metallerin fiziksel-kimyasal, termal veya biyolojik islemlerle geri kazanilabilmesi
fitoremediasyonun avantajlarindandir. Bu yontem, genellikle besin aliminin uygun
oldugu, yonetimi kolay olan yiiksek miktarlarda biyokiitle iceren ototrofik bir sisteme
dayanmaktadir.

Bazi bitkiler, agir metallerin detoksifikasyonunda rol oynayabilecek c¢esitli
mekanizmalara sahip olup, metal stresi altinda hayatta kalmay1 basarabilirler. Agir metal
toksisitesine kars1 yiliksek tolerans, bitkinin genotipi ile c¢evresi arasindaki etkilesime
bagli olarak, metal aliminin azalmasi veya bitkideki igsel birikimin artmasi ile
saglanabilir. Koordineli bir molekiiler siire¢ agi, bitkilere ¢oklu metal detoksifikasyon
mekanizmalart ve onarim yetenekleri kazandirarak, metal iceren toprak ortamlarinda
hayatta kalmalarin1 saglar. Bitkilerde agir metallerin birikim siiregleri ve tolerans
mekanizmalarinin ayrintili olarak anlagilmasi, fitoremediasyon tekniklerinin verimliligini
arttirmak i¢in kritik 6neme sahiptir. Molekiiler genetik teknolojilerinin artan kullanima,
bitkilerin fitoremediasyon yeteneklerini gelistirmeye ve bu teknolojileri daha etkili,
zaman tasarrufu saglayan ve ekonomik olarak uygulanabilir hale getirmeye olanak saglar.
Fitoremediasyon tekniklerinin mekanizmalarini ve etkinligini daha iyi anlayabilmek i¢in,
onemli metabolik yolaklarin molekiiler temelleri ile gen islevlerinin detayl bir sekilde
incelenmesi gerekmektedir. Bu dogrultuda, yeni nesil dizileme ve miRNA mikrodizileri
gibi genomik teknolojiler, agir metallere duyarli genleri, miRNA’lar1 ve onlarin hedef
genlerini tespit ederek binlerce genin ifade seviyesini belirlemektedir.

Bu tez kapsaminda alt1 Brassica juncea (Kahverengi hardal) varyetesinin metal
birikim kapasiteleri tespit edilmis ve fitoremediasyon uygunluklari degerlendirilerek

kroma kars1 toleransli (akiimiilator) tir ve dislayict (hassas) tiir belirlenmistir.



Calismalarda bitki materyali olarak, hizli bliylime, yiiksek biyokiitle ve yiiksek oranda
metal biriktirme yetenegine sahip olan ve agir metal birikimi ve toleransi ile iliskili
molekiiler mekanizmalar i¢in model tiir olmas1 nedeniyle Brassica juncea seg¢ilmistir.
Pakistan’da bitki 1slahgilar1 tarafindan yeni gelistirilen Pakistan kokenli olan B. juncea
var. JS-13, Early raya, Sindh raya, S-9, Ganj sarhen ve THB-81’in krom toleransi
bakimindan karsilastirilmistir. Literatiirde bilindigi tizere, Cr (krom), tarim bitkileri igin
potansiyel olarak tehlikeli bir kirleticidir. Bu baglamda, B. juncea var. JS-13, Early raya,
Sindh raya, S-9, Ganj sarhen ve THB-81 bitkilerine farkli konsantrasyonlarda Cr ¢ozeltisi
(0, 10, 50, 100, 200, 500 ve 1000 pM CrCls) vermikiilit ortamda uygulanmistir. Iki hafta
(15 glin) sonunda hasat edilen B. juncea varyetelerine ait kok, govde ve yaprak
dokularindaki krom (Cr), potasyum (K), kalsiyum (Ca), demir (Fe), magnezyum (Mg),
¢inko (Zn) ve bakir (Cu) miktar1, hassas dl¢iim imkan1 sunan indiiktif Eslesmis Plazma-
Optik Emisyon Spektroskopisi (ICP-OES) ile tespit edilmistir. Ayrica yapilan istatistiksel
analizlerle elde edilen sonuglarin kendi igerisinde anlamli olup olmadig:
karsilastirilmistir. Agir metal uygulamalar1 sonucunda B. juncea var. Early raya Cr-
toleransli/akiimiilator bir bitki ve B. juncea var. Sindh raya Cr-diglayici/hassas bir bitki
olarak belirlenmistir. Fizyolojik ¢alismalar sonrasinda, Cr ile iliskili anlatimi degisen
genlerin ve miRNA’larin tanimlanmasi ile ilgili ¢aligmalarin yetersiz olmasi ve Cr’nin
akiimiilasyonunda bitkideki en dnemli kismin kokler olmasi nedeniyle, Cr-toleransh B.
juncea var. Early raya ve Cr-duyarli B. juncea var. Sindh raya bitkilerinin kok
kisimlarinda agir metal akiimiilasyonu ve toleransi ile iliskili molekiiler mekanizmalari
daha iyi anlamak amaciyla RNA dizileme (high-throughput) analiz yapilmistir.
Calismada, Brassica juncea var. Early raya ve Brassica juncea var. Sindh raya
bitkilerinin kok kisimlarinda krom (Cr) uygulamasinin miRNA’lar ve onlarin hedef
genlerinin ifade profilleri lizerindeki etkileri aragtirtlmistir. Ayrica, ROS ile iligkili oldugu
diisiiniilen bazi genlerin mRNA diizeyindeki ekspresyon seviyeleri, Cr uygulanan
bitkilerin koklerinde incelenmis ve bu genlerin savunma mekanizmasindaki rollerinin
molekiiler seviyede anlasilmasi igin RT-qPCR yontemi kullanilmistir. Bu ydntem
kullanilarak, farkli konsantrasyonlarda Cr uygulamasi yapilan Early raya ve Sindh raya
koklerinde ROS ile iliskili oldugu diistiniilen 3 genin (APX, Fe-SOD ve RBOH) mRNA

seviyesindeki anlatim degisiklikleri detayli olarak incelenmistir.



Elde edilen bu 6zgiin sonuglar, miRNA aracili diizenleyici aglar ve Brassica juncea
bitkilerinin Cr streslerine karst yanitinin altinda yatan molekiiler mekanizmalar hakkinda
onemli bilgiler sunmaktadir. Tanimlanan yolaklar, miRNA’lar ve onlarin hedef genleri,
Brassica juncea’nin agir metal toleransinin iyilestirmek i¢in 6nemli hedefler olarak
degerlendirilecektir. Ayrica, krom stresine karsi bitkilerin yanit mekanizmalarinin
arastirtlmasina yeni bilgiler saglamakta ve agir metal stresine karsi bitkilerde yeni
stratejilerin gelistirilmesine katki sunmaktadir. Dahasi, elde edilen sonuclar, agir metal
akiimiilasyonu ve toleransiyla iligkili molekiiler mekanizmalarda aydinlatilmamis
noktalarin aciklanmasina ve fitoremediasyon sistemlerinin gelistirilmesine 6nemli bir
kaynak olusturacaktir. Brassica tiirlerinde Cr stresine yanitta miRNA aracili diizenleyici
mekanizmalar hakkinda yeni bilgiler saglayacaktir. EK olarak, iistiin fitoremediasyon
yetenegine sahip bitkilerin gelistirilmesi i¢in basta g¢evreciler, tarimcilar, genetikgiler

olmak {izere birgok alana katki saglayacaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Agir Metaller

Agir metaller, biyolojik islevleri ve kimyasal oOzellikleri bakimindan farklilik
gosteren heterojen element grubudur. Periyodik tabloda gecis elementi grubunda yer alan
elementler “agir metal” olarak adlandirilmaktadir. Agir metaller, yogunlugu 5 g cm®’iin
tizerinde olan elementlerdir (Hutton ve Symon, 1986; Nriagu, 1989; Hawkes, 1997) ve
atom agirliklarinin veya yogunluklarinin yiliksek olmasi nedeniyle “agir metal” olarak
tanimlanmaktadir (Battarbee ve ark., 1988; Gao ve ark., 2024). Toprakta dogal olarak
olusan agir metaller, biiyiik atom agirligina sahip elementler olup, suyun en az bes kati
daha yogun olan metallerdir (Tchounwou ve ark., 2012; Abd Elnabi ve ark., 2023).
Gilinitimiizde ¢evreye ve insanlara toksik etki gdsterebilen metalik kimyasal elementleri
ve metaloidleri tanimlamak icin “agir metal” kelimesi kullanilmaktadir (Lenntech, 2004;
Duruibe ve ark. 2007). Ornegin, baz1 metaloidler ve selenyum, arsenik ve aliiminyum gibi
daha hafif metaller toksiktir. Bu elementler, bazi durumlarda agir metal olarak
adlandirilmaktadir. Ancak, altin elementi gibi baz1 agir metaller genellikle toksik degildir
(Tchounwou ve ark., 2012; Briffa ve ark., 2020)

Giinlik yasamimizda yaygin olarak bulunan agir metaller krom, titanyum,
vanadyum, manganez, demir, kobalt, nikel, bakir, ¢inko, arsenik, molibden, kadmiyum,
kursun’dur. Bakir, mangan, ¢inko, nikel, demir gibi bazi metaller bitki i¢in optimal
hiicresel biiylime i¢in gereklidir. Bu metaller, diisiik miktarlarda (nM) gerekli iken, tiim
agir metaller daha yiiksek miktarlarda (M ila mM) canli organizmalar i¢in toksiktir
(DalCorso ve ark., 2014). Kursun, kadmiyum, krom, arsenik ve civa gibi bitkilerde
biyolojik islevi olmayan metallere, temel olmayan metaller ad1 verilmektedir. Bu tiir
metaller, biyolojik sistemlerde yiiksek dozlarda toksik etki gostermektedir (Frani¢ ve
Gali¢, 2019).

Biyolojik sistemlerdeki rollerine gore metaller, esansiyel olan ve esansiyel olmayan
olarak smiflandirilmaktadir. Esansiyel agir metaller, bitkilerin saglikli ve verimli bir
sekilde biiytimesi ve gelismesi igin kii¢iik miktarlarda ihtiya¢ duyduklar1 ve bitkilerin
fizyolojik ve biyokimyasal siireglerinde 6nemli rol oynayan metallerdir. Ornegin
manganez (Mn), bakir (Cu), demir (Fe) ve ¢inko (Zn) gibi eser elementler, bitkilerin

yasam faaliyetleri i¢in gereklidir (Gohre ve ark., 2006; Sebastian ve Prasad, 2015;



Vatansever ve ark., 2017). Ote yandan, esansiyel olmayanlar elementler, bitkilerin
fizyolojik ve biyokimyasal fonksiyonlarinda rol oynamayan ve ihtiya¢ duymadiklar
metallerdir. Civa (Hg), kursun (Pb), kadmiyum (Cd), kobalt (Co), krom (Cr) ve arsenik
(As) bu tiir elementlerdir ve genellikle toksik etkiler gostermektedirler (Sahan ve ark.,
2022). Bitkilerde esansiyel olan ve esansiyel olmayan metallerin belirli bir seviyeyi
asmast durumunda toksisite meydana gelmektedir (Merakli ve ark., 2022; Merakli ve
Memon, 2023).

Son yillarda, agir metallerin ¢evre kirliligi tizerindeki etkileri giderek artan bir endise
kaynagi haline gelmektedir (Masindi ve Muedi, 2018; Vardhan ve ark., 2019). Bu toksik
kirleticiler, biyolojik olarak parcalanamadiklari i¢in ¢evrede uzun siire kalabilmektedir.
Agir metaller, yer kabugunun dogal bilesenleri olarak, dogal ve antropojenik faaliyetler
araciligiyla cevreye salinmaktadir. Dogal kaynaklar arasinda minerallerin asinmasi,
erozyon ve volkanik faaliyetler bulunurken; antropojenik kaynaklar madencilik, metal
eritme, elektrokaplama, pestisitler, fosfat giibreler, biyokatilarin kullanimi, ¢amur
bosaltma, endiistriyel desarj ve atmosferik birikim gibi faaliyetleri icermektedir (Bradl ve
ark., 2005; Wuana ve ark., 2011; Masindi ve ark., 2021). Madencilik, metal eritme ve
endistriyel ve tarimsal kullanimlar gibi antropojenik faaliyetler, agir metallerin ¢evrede
yayillmasia ve yogunlagsmasina neden olarak bu metallerin miktarinin her gegen giin
artmasina yol agmaktadir. Ozellikle madencilik ve eritme islemleri sirasinda meydana
gelen s1zintilar, yanma (6zellikle enerji iiretimi, yakma, eritme ve igten yanmali motorlar
sirasinda) ve endiistriyel atiklar, agir metal kirliliginin 6nemli nedenlerindendir. Sonug
olarak, ekosisteme karisan ve toprakta biriken agir metaller, toprak verimliligini,
topraktaki biyolojik dongiiyli ve toprakta yetisen iiriinlerin verimini olumsuz yonde
etkilemekte, bu metaller besin zinciri araciligiyla diger canli organizmalara gegmekte ve
birikmektedir. Bu durum, toprak ve toprak ile iligkili canli organizmalarin dogal

faaliyetlerini olumsuz yonde etkilemektedir.

2.2.Bitkiler ve Agir Metaller

Bitkiler, baglica besin kaynagi olan topraktan birgok elementi alir. Bitkiler hem
vejetatif hem de iireme kisimlarinin optimal biiyiime ve gelisimini saglamak i¢in
topraktan cesitli inorganik mineral elementlere ihtiya¢ duyar (Pandey, 2015, 2018). Bu

mineraller, makromolekiillerin yapisal bilesenleri olarak, enzimatik reaksiyonlarda



kofaktor olarak, uygun su potansiyelini korumak i¢in ozmotik ¢oziinmiis maddeler olarak
veya hiicresel bolmelerde iyon dengesini saglamak icin iyonize tiirler olarak cesitli
islevler listlenmektedir.

Bitkiler, ihtiyag duyduklar1 mikro ve makro besinler araciligiyla besin alimi
gerceklestirir; bu besinler, bitkilerin biiylimesi, gelismesi ve hayatta kalmasi igin
gereklidir (Nadeem ve ark., 2018; Kumar ve ark., 2021). Mineraller, bitki biiyiimesi i¢in
gerekli nispi miktarlaria gore iki ana sinifa ayrilir: mikro besinler ve makro besinler. Bu
siniflandirma, bitkilerin bu besin maddelerine olan ihtiyaglariin  miktarina
dayanmaktadir. Makro besinler, bitkiler tarafindan biiyiik miktarlarda ihtiya¢ duyulan ve
bitki dokularinda yiiksek miktarlarda bulunan besin maddeleridir; bitki gelisimi i¢in kritik
oneme sahiptirler. Mikro besinler ise bitkiler tarafindan daha az miktarlarda ihtiyag
duyulan besin maddeleridir, ancak bitki saglig1 i¢in yine de gereklidirler. Baslica makro
besinler azot (N), potasyum (K), kalsiyum (Ca), magnezyum (Mg), fosfor (P) ve kiikiirt
(S)’tiir; bunlar genellikle bitkilerde kuru doku agirligimnin %0,1’inin tizerinde bulunan
konsantrasyonlara sahiptir. Bitkilerin eser miktarda ihtiyag duydugu mikro besin
elementleri ise demir (Fe), ¢inko (Zn), manganez (Mn), bakir (Cu), bor (B), klor (Cl),
molibden (Mo) ve nikel (Ni)’dir; bu elementler genellikle kuru doku agirliginin
%0,01’inden daha diisiik konsantrasyonlarda bulunur. Mikro besinler, hastalik direncini
artirmak, Uriin verimliligini korumak ve bitkilerin streslere kars1 daha dayanikli hale
gelmesini saglamak i¢in énemlidir (Gupta ve ark., 2017; Mittal ve ark., 2023). Ornegin,
bakir (Cu) mikro besini, bakterilere kars1 etkili bir fungisittir ve mantar hastaliklarinin
kontroliinde kullanilir. Cinko (Zn) mikro besini ise bitki hiicre duvarlarinin saglamligini
artirarak hastaliklara kars1 direnci destekler (Tripathi ve ark., 2021). Bu mikro besinlerin
redoks reaksiyonlarina katilmasi ve birgok enzimin aktivasyonunda kofaktor olarak islev
gormesi, bitkilerin yasamsal siireclerinin diizenlenmesi ve saglikli biiylime ile geligsmeleri
i¢cin gereklidir. Bu on dort element, karbon (C), hidrojen (H) ve oksijen (O) elementleriyle
birlikte bitkilerin biiylimesi i¢in hayati 6neme sahiptir.

Bitkilerin saglikli biiytimesi ve yiiksek verimlilik saglamasi icin topraktaki besin
maddelerinin dengeli bir sekilde bulunmasi gerekmektedir. Besin elementlerinin bir veya
daha fazlasinin eksikligi, toprak verimliligini ve bitki gelisimini 6nemli o6l¢iide
etkileyebilir (Tripathi ve ark., 2015; Shrivastav ve ark., 2020). Makro ve mikro besinler,

bitkilerin tiim biyokimyasal ihtiyaclarini destekleyen temel besin maddeleri arasindadir.



Temel besin elementleri noksanliginda, bitkiler yasam dongiisiinii tamamlayamamakta,
diger elementler belirli fonksiyonlarin1 yerine getirememekte ve yeterince
beslenememektedir. Temel besinlerin yaklasik yaris1 makro besinlerdir ve bu besinler
hayati fonksiyonlarda énemli rol oynar. Ornegin, bitkiler proteinleri, karbonhidratlari,
niikleik asitleri ve diger temel bilesenleri sentezlemek icin karbona ihtiya¢ duyar.
Bitkilerde farkli birgok element bulunabilir; ancak, bu elementler bitkilere segici olmayan
bir sekilde girer. Temel olmayan bu elementlerin ¢ogu, bitkiler i¢in bilinen bir islevi
olmamakla birlikte, yiiksek miktarlarda bulundugunda bitki biliylimesini olumsuz
etkileyebilir ve bitkilerin normal fonksiyonlarini bozabilir. Bunlar arasinda kadmiyum
(Cd) ve krom (Cr) gibi elementler bulunur (Saha, 2011).

Krom, bitkiler icin esansiyel olmayan bir agir metaldir (Singh ve ark., 2013;
Shrivastava, 2002; 2021). Yiiksek konsantrasyonlarda biiylime inhibisyonuna, CO2
aliminda azalmaya, klorofil sentezinde diisiise ve kloroza neden olabilir (Singh ve ark.,
2013; Sharma ve ark., 2020). Krom, bitkiye Cr(VI) veya Cr(Ill) formlarinda organik
asitlerle kompleksler olusturarak girer (Singh ve ark., 2013; Shahid ve ark., 2017).
Komplekslesme, kromun ¢oziniirliigiini ve dolayisiyla kok ksilemi yoluyla
hareketliligini artirir. Cr(VI), kok hiicrelerine simplastik yol ile girerken, Cr(III)
apoplastik yol ile girer. Cr(VI) daha sonra indirgenir ve kortekste depolanir. Krom,
bitkinin iist kisimlarina yeterince tasinmasa da kimyasal formlarina bagl olarak dokular
icinde birikir (Zayed ve Terry, 2003; Vernay ve ark., 2007). Cr(IIl) ve Cr(VI), hiicre
duvarinda bulunan kalsiyum degisim bolgeleri ve siilfat/fosfat tasima proteinleri
araciligiyla sitozole girer. Sitozolde Cr(V1)’nin ¢ogu Cr(III)’e indirgenir ve kalan Cr(\V1)
iyonlar1 daha sonra taginarak vakuolde depolanir. Vakuolde kalan Cr(VI) iyonlar1 ya
Cr(I11)’e indirgenir ya da reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olusumuna yol agar (Panda ve
Choudhury, 2005; Eleftheriou ve ark., 2015). Bu baglamda, bu tiir elementler ¢evreye
salindikca ve topraga karistikca, ortamdaki derisimlerine bagli olarak bitkilerde
toksisiteye neden olur. Sonug olarak, bitkilerde transpirasyon, stoma hareketleri, besin ve
su alimi, fotosentez, enzim aktivitesi, ¢gimlenme, protein sentezi, membran stabilitesi ve
hormonal denge gibi birgok fizyolojik siireg bozulur. Ozellikle toprak {istii kistmlarinda
(govde, yaprak, meyve) ve koklerde gelisim siireclerini etkileyerek bitkinin besin

degerinde azalmaya yol agar (DalCorso, 2012; Saleem ve ark., 2022).



2.3. Bitkilerin Agir Metallere Kars1 Yamti

Metallofit bitkiler, yiiksek diizeyde agir metallere tolerans gosteren ve bu metalleri
biriktirebilen bitkiler olarak tanimlanir (Baker ve ark., 1990, 2020; Bothe ve Slomka
2017; Oladoye ve ark., 2022). Bu bitkiler i¢in en uygun ortam, yliksek metal icerigine
sahip topraklardir; 6rnegin, maden yataklar1 ve endiistriyel atik sahalari. Bu topraklara
uzun siire uyum saglayarak yasam stirdiirebilirler. Bitkilerin adaptasyonlar1 agir metalleri
absorbe etme, biriktirme, tagima ve tolerans gelistirme mekanizmalariyla gergeklestirilir.
Koklerde metal sekestrasyonu (birikim), hiicresel duvarin yapisal degisiklikleri, metal
selasyonu (baglama) ve metal iyonlar i¢in tasiyict proteinlerin {iretimi gibi siiregler bu
mekanizmalara dahildir. Bu mekanizmalar, bitkilerin agir metallerin zararh etkilerini
azaltmalarina ve bu ortamlarda hayatta kalmalarina yardimei olur (Ghori ve ark., 2019;
Hall, 2002; Clemens, 2001; Clemens ve ark., 2002; Clemens, 2017). Bu bitkiler genellikle
bulunduklar1 habitatlara gére tanimlanir; ancak yiiksek seviyelerdeki metallerle (en bol
bulunan kaya olusumunda rol oynayan sekiz element disindaki elementler: Al, Ca, Fe, K,
Mg, Na, O ve Si) degistirilmis veya kirlenmis substratlarda da yasam siirebilirler (Alford
ve ark., 2010). Agir metallere toleransh bitkilerin temel yasam alanlari, metallerin yiizeye
ciktig1 metalli veya orojenik topraklar olarak adlandirilan bdlgelerdir (Ali, 2013). Bu
alanlarda bulunan yiiksek metal konsantrasyonlari, metallofitlerde metal direncinin
gelismesini saglar. Madencilik faaliyetleri, metallofitlerin yasadigi metal agisindan
zengin habitatlar1 yok ederek ve bozarak yasam alanlarin1 degistirmektedir
(Venkateswarlu ve ark., 2016). Bazi metalofitler, toksik seviyelerdeki elementleri
konsantre edebilme yetenegine sahipken, akiimiilator olmayan bitkiler bu elementleri
biriktiremez. Bu bitkiler genellikle Brassicaceae familyasina aittir. Bitkilerin
yapraklarinda eser elementleri biriktirme yetenegi, dogal olarak metal acisindan zengin
topraklarda yetisen tiirlerde gozlemlenir. Ancak, hiperakiimiilatorlerde eser element
birikim potansiyeli sadece habitatlarma bagli degildir. Ornegin, diisiik metal igerigine
sahip topraklardan yetisen Thlaspi caerulescens ekotipleri, metallik topraklarda yetisen
ekotiplerden daha fazla birikim gosterebilmektedir (Dechamps ve ark., 2005).

Metallofit bitkiler genellikle tek baslarina biiyiime egiliminde olmadiklar igin,
metal agisindan zengin topraklarda ektomikorizal ve arbuskiiler mikorizal mantarlar gibi
mikroorganizmalarla birlikte bulunurlar (Bothe, 2011; Moreira ve ark., 2021). Bu

mikroorganizmalar, bitkilerle simbiyotik iligkiler kurarak agir metalleri daha etkili bir
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sekilde almalarma, tagimalarina ve tolerans gelistirmelerine yardimci olurlar.
Mikorizalar, agir metallerin girisini sinirlamak ic¢in absorpsiyon veya selasyon
mekanizmalarint kullanir. Ayrica, bitkilerin metal ile kirlenmis alanlarda hayatta
kalmasini destekleyen kok eksiidasyonu mekanizmasi da bulunmaktadir. Kok ekstidalari,
bitkilerin koklerinden amino asitler, organik asitler, su, inorganik iyonlar, sekerler gibi
cesitli bilesenlerin salgilanmasidir. Bu salgilar arasinda bikarbonatlar, protonlar,
karbondioksit ve mukus, sideroforlar, alelopatik bilesikler gibi atiklar da bulunur. Agir
metallerle iliskili olarak, kok eksiidalar1 agir metal-ligand kompleksleri olusturarak ve
rizosferin pH’1n1 artirarak agir metal toksisitesini azaltir ve biyoyararlanimi etkili bir
sekilde kontrol altinda tutar.

Agir metallerle kirlenmis topraklarda kolonize olan bitkiler, bu metallerle basa
cikmak i¢in li¢ temel strateji gelistirmistir (Ashraf ve ark., 2011; Jan ve Parray, 2016). Bu
stratejilere gore, bitkiler agir metallere kars1 yanitina gore {i¢ gruba ayrilir: Metal diglayict
(metal excluder), metal indikator ve metal akiimiilator bitkilerdir.

1) Metal dislayicilar: Metal dislayic bitkiler, agir metalleri substrattan koklerine alirken,
bu metallerin toprak iistii kisimlarina tasimmasini ve girisini kisitlar (Baker, 1981;
Massoura ve ark., 2004). Agir metal fitotoksisitesini onlemek igin bitkiler, savunma
mekanizmalarini 1ki ana kategoriye ayrilir: kaginma ve tolerans (Saxena ve ark., 2020).
Kaginma stratejisi, bitkilerin agir metallere karsi hiicre dis1 diizeyde uyguladiklar ilk
savunma mekanizmasidir. Bu mekanizmalar1 kullanan bitkiler, agir metallerin kok
sistemine girisini sinirlayarak veya engelleyerek bu metallerin toprakta birikmesini dnler
(Manara, 2012; Dalvi ve Bhalerao, 2013). Bu bitkiler "dislayicilar" olarak adlandirilir.
Dislayic bitkiler, metal iyonlarii kok hiicre duvarlarinda veya rizosferde baglayarak agir
metallerin koklere ve bitkinin toprak {istii kisimlarina tasinmasini 6nler. Bu sayede, bitki
agir metal toksisitesinden kaginmis olur. Bu grup, agir metallerin tasinmasini sinirlayarak
toprak {stli kisimlarda diisiik seviyelerde kirletici bulunduran bitki tiirlerinin
cogunlugunu igerir. Birgok bitki tiirii, metaller veya metaloidler gibi eser elementlere
kars1 yliksek tolerans gelistirmistir. Toleransh bitkiler, genellikle eser metallerin girisini
ve kokten govdeye tasinmasini sinirlayan dislayicilar olarak bilinir (Maestri ve ark.,
2010). Bu tiir bitkiler diisiik metal ekstraksiyon potansiyeline sahip olup, fitostabilizasyon
amaci i¢in ideal adaylardir (Lasat, 2002; Igbal ve ark., 2015). Dislayici bitkiler, genellikle

toprak tistii/toprakta biriktirdikleri agir metal miktar1 bakimindan (1 birimden az) diisiik
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seviyelere sahiptir.

(2) Metal indikatorler: Metal indikatorleri olarak bilinen bitkiler, hasat edilebilir
biyokiitlelerinde belirli metalleri biriktirir ve bu seviyeler genellikle topraktaki metal
miktarini yansitir (Sheoran ve ark., 2010; Lux ve ark., 2011). Bu tiir bitkiler, toprakta
belirli bir metalin yiiksek miktarlarini isaret edebilir. Bu 6zellikleri, ¢esitli alanlarda
kullanilabileceklerini gdsterir; Ornegin, madencilik bdlgelerinde veya endiistriyel
atiklarin oldugu alanlarda toprak analizlerinde ve c¢evresel izleme calismalarinda
kullanilabilirler.

3) Metal akiimiilatorler: Metal akiimiilatorleri olarak bilinen bitkiler, metalleri hiicre
icinde depolayarak, tastyarak ve biriktirerek topraktaki seviyeleri ¢ok asan miktarlarda
hasat edilebilir biyokiitlelerinde biriktirirler. Hiperakiimiilatorler olarak da adlandirilan
bu bitkilerin toprak iistii kisimlarinda metal miktar1 genellikle belirli degerlerin
tizerindedir: 6rnegin Hg i¢in 10 mg/kg, Cd ve Se i¢in 100 mg/kg, Co, Cu, Cr, Ni ve Pb
icin 1000 mg/kg, ve Zn ve Mn i¢in 10,000 mg/kg (Baker ve Brooks, 1989; Reeves, 2006).
Bu tiir bitkiler, absorbe edilen metal iyonlarini sitoplazmadan uzaklastirarak zararsiz hale
getirirler (Rascio ve Navari-1zzo, 2011).

Son yillarda fitoremediasyon, fitomining ve gida {riinii biyofortifikasyonu gibi
alanlara biiytik ilgi gosterilmesinin nedeni, metal akiimiilatorii bitkilerin potansiyelleridir.
450’den fazla bitki tiirii (%0,2’si angiospermler) eser metaller (Zn, Ni, Mn, Cu, Co ve
Cd), metaloidler (As) ve ametaller (Se) i¢in hiperakiimiilatér olarak tanimlanmistir; bu
bitkilerin ¢ogunlugu Ni hiperakiimiilatorleridir (Reeves, 2006; Rascio ve Navari-1zzo,
2011). 52 familya ve 130 cinse ait 721 hiperakiimiilator bitki tiirii bulunmaktadir. Bu
tiirler genellikle Brassicaceae (¢ogunlukla), Fabaceae, Euphorbiaceae, Asteraceae,
Phyllanthaceae, Lamiaceae ve Scrophulariaceae familyalarna aittir (Szczyglowska ve
ark., 2011; Pasricha ve ark., 2021; Thalassinos ve ark., 2023).

Hiperakiimiilator bitkiler, hiperakiimiilator olmayan iligkili bitkilerden ii¢ temel
ozellikleriyle ayrilir: (i) agir metal (HM) mobilizasyonu ve alim hizinin giiclii bir sekilde
artmasi, (i) kokten toprak distii kisimlara daha hizli translokasyon, (iii)) HM’yi
yapraklarda veya diger bitki kisimlarinda detoksifiye etme, bdliimlendirme ve
uzaklagtirma yeteneginin gelismis olmas1 (Sytar ve ark., 2021). Hiperakiimiilator
bitkilerin hipertolerans 6zelligi, bitkilerin agir metal toksisitesiyle basa c¢ikabilmesini

saglayan temel bir 6zelliktir (DalCorso ve ark., 2008). Diger yandan, hiperakiimiilator
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olmayan bitkiler, 6zellikle toprak iistii kisimlarinda (Baker, 1981), metal birikimini en
aza indirmek i¢in kok hiicre vakuoliinde komplekslesme ve sekestrasyon yoluyla
metalleri bitki kisimlarindan uzaklastirma konusunda hiperakiimiilator bitkilerden

farklidir.
2.4. Bitkilerde Agir Metal Alimi ve Tasinimi

Bitkiler besinlerini topraktan alir. Ancak, temel besinleri almakta yeterince segici
olmadiklar1 i¢in bazen temel olmayan hatta toksik elementleri de absorbe edebilirler.
Metal alimi, metalin toprak 6zsuyundan kok hiicrelerine tasinmasini iceren oldukca
karmagik bir siirectir (Tangahu ve ark., 2011). Toprak 6zsuyu kok hiicrelerine kok killari
aracilifiyla girer. Saifullah ve ark. (2009), metal alim mekanizmasini detaylandirarak
toprak Ozsuyunun Once plazma zarin1 gecerek simplasta girdigini ve ardindan
plazmodezmalar araciligtyla hiicreler arasinda gectigini agiklamistir. Toprak 6zsuyu,
apoplastik yolu izler; apoplastik ¢ozeltisi endodermis hiicrelerinin simplastina girer ve
daha sonra plazmodezma baglantilar1 araciligiyla stele hiicrelerine gecer. Toprak ¢ozeltisi
daha sonra hiicreler arasinda hareket eder ve ksilem aracilifiyla iletilir. Metal iyonlar
kokler tarafindan alindiktan sonra ya koklerde depolanir ya da gévdeye tasinir (Aleel,
2009). Transpirasyon ¢ekimi, bitkilerde metal iyonlarin gévdelere taginmasi i¢in gerekli
olan suyun kiitlesel yukar1 dogru hareketini saglayan bir siirectir (Annamalainathan ve
ark., 2013; Page ve Feller, 2015). Bu siirecte, ksilem araciligiyla metal taginmasi organik
asitler ve amino asitler gibi bilesenler tarafindan kolaylastirilir.

Demir, manganez, molibden, bakir, ¢inko ve nikel gibi bazi temel gegis elementleri,
bitkiler tarafindan az miktarda ihtiya¢ duyuldugu i¢in mikro besinler olarak bilinir. Bu
elementler, bitki metabolizmasi i¢in 6nemli olup, normal biiylime ve gelisme i¢in
gereklidir. Ote yandan, giimiis, altin ve kobalt gibi baz1 gecis metalleri ile aliiminyum gibi
gecis metali olmayan elementler, bitki biiyiimesi lizerinde uyarict etki gosterebilir; ancak
genellikle bitkiler tarafindan gerekli olmayan veya temel olmayan besinler olarak kabul
edilir.

Bitkiler, topraktan besin elementlerini alirken segici iyon alimi ve elementlerin
diflizyonu yoluyla indiiklenen konsantrasyon gradyanlarimi kullanirlar. Bu siiregler,
bitkilerin ihtiya¢ duyduklar1 elementleri topraktan almalarini saglar. Ancak, element

biriktirme seviyeleri bitki tiirlerine gore farklilik gdsterebilir (Annamalainathan ve ark.,
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2013). Bitkiler, hem ‘akiimiilatér’ hem de ‘dislayict’ roller iistlenebilirler. Akiimiilator
bitkiler, toprak iistii dokularinda kirleticileri absorbe edebilirler; bu absorpsiyona ragmen
hayatta kalabilirler. Bu bitkiler, absorbe ettikleri kirleticileri dokularinda biyolojik olarak
ayristirabilir veya biyotransformasyon yoluyla inert formlara doniistiirebilirler. Diger
yandan, dislayic1 bitkiler, kirleticilerin biyokiitlelerine alimini smnirlayarak, bu
kirleticilerin toprakta birikmesini dnlerler (Reichman, 2002).

Bitkiler, ¢evreden gerekli mikro besinleri alabilmek i¢in son derece spesifik ve etkili
mekanizmalar gelistirmislerdir. Bu mekanizmalar, mikro besinlerin ¢ok diisiik ppm
seviyelerinde olsa dahi alinmasini saglar. Bitki kokleri, bitki tarafindan iiretilen
selatlagtiricilar, pH degisiklikleri ve redoks reaksiyonlari ile desteklenerek, topraktaki ¢ok
diisiik seviyelerdeki mikro besinleri neredeyse ¢oziinmeyen c¢okeltilerden bile ¢cozerek
biinyelerine alabilmektedir. Ayrica, bitkiler, mikro besinleri tasimak ve depolamak i¢in
de oldukga spesifik mekanizmalar gelistirmistir. Bu mekanizmalar, kimyasal 6zellikleri
temel elementlere benzeyen toksik elementlerin alimi, taginmasi ve depolanmasinda da
rol oynamaktadir. Bu nedenle, mikro besin alim mekanizmalar1 fitoremediasyon i¢in son
derece onemlidir. Bitkilerin toksik elementleri topraktan alarak temizleme siirecinde bu
mekanizmalar kritik bir rol oynar.

Bitki hiicrelerinin plazma zarinda, iyon alimi ve tasinmasinda rol alan 6zel proteinler
veya tasima mekanizmalar1 bulunmaktadir: (1) Proton pompalari: Bu mekanizmalar
enerji tiiketerek elektrokimyasal gradyanlar olusturur ve iyonlarin alimim saglar. Proton
pompalari genellikle ATPazlar olarak bilinir. (2) Ko- ve antitransporterler: Bu proteinler,
ATPazlar tarafindan tretilen elektrokimyasal gradyanlari kullanarak iyonlarin aktif
alimin1 gergeklestirir. (3) Kanallar: Bu proteinler, iyonlarin hiicreye tasinmasini
kolaylagtirarak iyon alimi ve tasinmasinda énemli bir rol oynar (Ku ve ark., 2022).

Tasima mekanizmalari, genellikle c¢esitli iyonlar1 alabilme ve tasiyabilme
kapasitesine sahiptir. Ancak, agir metal kirleticilerinin alimi sirasinda, 6zellikle farkl
iyon tiirlerinin birbirleriyle etkilesime girebilecegi durumlar ortaya ¢ikabilir. Bu durum,
bitkilerin agir metal kirleticilerini almasi ve tasinmasinda karmasik etkilesimlerin
olusabilecegini gosterir.

Bitki alimi1 ve tasinim mekanizmalar1 birbirleriyle iligkilidir. Genellikle bitkiler, kisa
stireli metabolik gereksinimler disinda eser elementleri biriktirmezler. Bu gereksinimler,

genellikle eser elementler i¢in 10 ile 15 ppm gibi kii¢lik seviyelerde yeterli olmaktadir.
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Diger taraftan, toksik metal iyonlarint binlerce ppm seviyesinde alabilen
‘hiperakiimiilator’ bitkiler de bulunmaktadir. Hiperakiimiilator bitkiler, genellikle iki
veya daha fazla agir metali absorbe edip biriktirebilirler. Bu yetenek, bitkilerin agir
metalleri alim ve tasimim kapasitesine baglhidir (Shrivastava ve ark., 2019). Metal
biriktiren bitki tiirleri, Cd, Zn, Co, Mn, Ni ve Pb gibi agir metalleri, biriktirmeyen
(dislayict) bitkilerin biriktirdigi miktarin 100 ila 1000 kat1 kadar alabilirler (Memon ve
ark., 2001; Arantza ve ark., 2022). Bu bitkilerde agir metallerin hiperakiimiilasyonu
genellikle iic asamada gerceklesir: (1) metallerin plazma zarindan taginmasi, (2) agir
metallerin ksileme yiiklenmesi ve toprak iistii kisimlara taginimi, (3) metallerin hiicresel

diizeyde detoksifikasyonu ve depolanmasi (Memon, 2016).

2.4.1. Metal iyonunun hiicre duvarina baglanmasi

Agir metallerin hiicreye girisinin engellenmesi, bitkilerde metal toleransi i¢cin 6nemli
bir slirectir. Bu siirecte, kok hiicrelerindeki metal iyonlarinin miktari, apoplast
bolgesindeki ¢inko ve bakir iyonlarinin baglanmasiyla diizenlenir. Ayrica, plazma zar1 ve
hiicre duvari araytizlerinde yliksek miktarlarda agir metal birikir (Dalcorso ve ark., 2013).
Bitkinin Katyon Degisim Kapasitesi (CEC), hiicre duvarindaki degisim gruplar
tarafindan kontrol edilir. Bu bolge, kok hiicre duvarinda yer alir ve metal alimi i¢in
kullanilabilirligi belirler (Farhangi-Abriz ve Ghassemi-Golezani, 2023). Hiicre duvari,
temel olarak histidil gruplari, karbonhidratlar ve pektin bolgeler araciligiyla metal
immobilizasyonu ve alimindan sorumludur. Ancak, hiicre duvari siirli baglanma
bolgelerine sahiptir. Bu sinirli baglanma bdolgeleri, metal iyonlariyla temas ettiginde agir

metal toleransi iizerinde daha az etkiye sahiptir (Hooper ve ark., 2010).

2.4.2. Agir metalin plazma zari-kok-toprak iistii kisma hareketi

Bitki hiicre zarlarindaki plazma zar1 tasiyicilari, metal alimindan sorumludur ve
hiicredeki metal konsantrasyonunu diizenleyerek bitkilerde metal stresini arttirabilir
(Manara, 2012). Ayrica, bu tasiyici proteinler, agir metallerin toprak istii kisimlara
tasinmasinda 6nemli bir rol oynar. Metaller kokler tarafindan alindiktan sonra ksilem
araciligiyla tasiir ve ardindan bitkinin farkli bolgelerine ulagir. Metaller, selatlayicilar

(6rnegin amino asitler ve organik asitler) ile reaksiyona girerek kompleksler olusturabilir.
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Bu metal-selat kompleksleri floem 6zsuyuna tasinir (Kochian, 1991; Faizan ve ark.,
2024). Serbest iyonlar ya da metal-selat kompleksleri, vakuol membranindan aktif olarak
tasinir. Fitoselatinler veya organik asitler tarafindan selatlanan metal iyonlari, vakuolde
depolanir ve belirli kosullarda ¢oziinmeyen c¢okeltiler olusturabilir. Bitkilerde metallerin
toksik etkilerine karst Onemli savunma mekanizmalari, hiicresel bolimlendirme ve

selatlama gibi siireclerdir (Hossain ve ark., 2012; Emamverdian ve ark., 2015).

2.4.3. Agir metal tasiniminda rol oynayan tasiyicilar

Agir metallerin toksik etkileri, bitki hiicrelerinde birikimlerine bagli olarak ¢esitli
sekillerde ortaya ¢ikar. Metal tasiyicilar, bu metallerin bitki hiicrelerinde taginmasinda
kritik bir rol oynar. Plazma membraninda farkli metal tasiyict gruplar1 bulunur. Agir
metaller, bitki hiicrelerinin plazma membrani araciligryla diger gerekli besinlerle birlikte
taginmak {iizere spesifik tasima mekanizmalarini kullanir (Williams ve ark., 2000). Kok
hiicrelerindeki tasiyicilar aracilifiyla alinan agir metaller, ksilem bilesenlerinde
birikebilir. Metal selatlayicilar, ksilem bilesenleri ile kompleksler olusturur ve bu
komplekslerin toprak iistii kisimlara taginmasini saglar.

Agir metallerle temas eden bitki i¢in bir sonraki dnemli fizyolojik siireg, metallerin
ksileme yiiklenmesi ve apoplastik tasginminin gelistirilmesidir. Bu siire¢, metallerin
detoksifiye edilip depolandigi toprak iistii kisimlara ulasmasini kapsamaktadir (Shahid ve
ark., 2017). Bu asama, metallerin ksilemde diisiik seviyelerde tutulmasini ve kok hiicre
tonoplastindan hizli bir sekilde disar1 ¢ikarilmasini igerir (DalCorso ve ark., 2013).
Metallerin toprak istii kisimlara taginmasi, transpirasyon yoluyla veya ksilem damar
duvarlarinda gergeklesen katyon degisimi ile diizenlenir (Weis ve Weis, 2004; Song ve
ark., 2017). Ksilem damarlarinda metallerin tasinmasi genellikle kompleks formda
gerceklesir. Ornegin, Zn organik asitlerle selatlanirken, Cu amino asitlerle kompleks
olusturur. Ni, Ni-peptit kompleksi olarak taginirken, Cd iki degerli iyon olarak taginir. As
ise As-siilfiir kompleksleri veya sikloheksilendinitrotetraasetik asit ve nitrilotriasetik asit
ile selatlanir (Gupta ve Chatterjee, 2017).

Metal komplekslerinin kokten toprak iistii kisimlara tasinmasinda farkli tasiyici
proteinler rol oynamaktadir. Bu tasiyicilar, metal alim1 ve tasiniminda kritik dneme
sahiptir. Tasiyic1 proteinler arasinda ZIP’ler, HMA’lar, NRAMP’ler ve CDF’ler

bulunmaktadir.
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(1) ZIP, metal aliminda 6nemli bir metal tasiyicidir. ZIP tastyicilari, ozellikle
dikotiledon bitkiler olmak {izere, bir¢ok bitki tiiriinde incelenmistir (Ajeesh
Krishna ve ark., 2020). Bu tastyicilar, Mn?*, Fe?*/Fe®*, Cd?*, ©°2* Cu?*, Ni?*
ve ozellikle Zn?* gibi gesitli metal iyonlarmin tasmiminda rol oynarlar. Bu
ailede tanimlanan proteinler arasinda ZRT ve IRT bulunur (Gupta ve ark.,
2016). IRT1 homologlart olan AtIRT1, OsIRT1 ve HvIRTI, plazma zarina
lokalize olmustur ve temel gorevlerinin sirasiyla Fe?*/Fe®* ve Mn?* alimu
oldugu belirtilmistir (Pedas ve ark., 2008). Bu tastyicilar genellikle hiicre zar1
tizerinden katyon taginiminda rol oynamaktadir ve bitkilerde, hayvanlarda ve
bakteri ve mantarlar gibi mikroorganizmalarda bulunmaktadirlar (Fox ve
Guerinot,1998; Hall ve Williams, 2003). Arabidopsis thaliana bitkisinde 15
olast ZIP proteini ve piring bitkisinde 12 olast ZIP proteini oldugu
bulunmustur (Eng ve ark., 1998; Li ve ark., 2013).

(i)  NRAMP, dogal direngle iliskili bir makrofaj proteinidir. NRAMP ailesi
bakterilerde, mantarlarda, bitkilerde ve hayvanlarda ¢inko, bakir, nikel, demir
ve bakir gibi metal iyonlarinin tasinmasina katilmaktadir (Komal ve ark.,
2015). NRAMP ailesinin tiyeleri, molekiiler diizeyde incelenen tiim bitkilerde
tanimlanmustir (Qin ve ark., 2017). A.thaliana’da NRAMP’lerin Fe, Mn ve Cd
tasidigr gosterilmistir. AINRAMP3 ve AtNRAMP4 yakindan iligkilidir,
benzer gen ifade profillerine sahiptirler ve Fe tarafindan diizenlenirler. Her
ikisi de vakuol zarinda yer alir. AINRAMP3 ve AtNRAMP4, vakuolden
metalleri tasinimi i¢in birlikte islev goriirler (Curie ve ark., 2000). Mayada
ifade edildiginde, AtNRAMP1, AtNRAMP3 ve AtNRAMP4, Fe, Mn ve
Cd’nin alinimin1 saglar (Curie ve ark., 2000; Xiao ve ark., 2008).

(ili) COPT, bakir tasiyici ailesi, mantarlarda, bitkilerde ve hayvanlarda
tanimlanmis olup, bu tasiyicilar hem hiicre i¢i hem de hiicre dis1 bolgelerde
bakir tasmmiminda o©nemli rol oynamaktadir (Yruela ve ark., 2009).
A.thaliana’da bakir tasiyici ailenin varsayilan bes {iiyesi (COPT1-5)
tanimlanmistir (Sancendn ve ark., 2003). Bu aileye ait proteinler, TM1, TM2
ve TM3 olmak lizere ii¢ bolgeye sahiptir. Hiicre dist membrana siki bir sekilde

baglanan TM2 ve TM3 bolgeleri arasinda kiigiik bir ara baglanti dizisi
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bulunmaktadir ve bu dizi ekstraseliller membrana sikica baglanmaktadir
(Yuan ve ark, 2011).

(iv)  Paiptipi ATPaz’lar, ayn1 zamanda agir metal ATPazlar1 (HMAS) olarak bilinir
ve Dbitkilerde ge¢is metal tasimasinda Onemli bir rol oynadigl
diisiiniilmektedir. Bu tasiyict aile, filogenetik analizde Cu/Ag grubu ve
Zn/Co/Cd/Pb grubu olarak adlandirilan iki ana alt sinifa ayrilir (Williams ve
Mills, 2005). A.thaliana’da AtHMAA4, klonlanan ve Kkarakterize edilen
Zn/Co/Cd/Pb grubunun ilk bitki P1g tipi ATPaz’dir. Agir metal tagiyan P-tipi
ATPaz tastyict ailesi, hiicresel bilesenler arasinda, ksilem ve sitoplazma
arasinda metal taginimina katilmaktadir (Eren ve Argiiello, 2004; Argiiello ve
ark., 2007). Bu HMA’larin temel islevi, ¢inko ve kadmiyum gibi metalleri
sitoplazmadan plazma zar1 araciligiyla hiicre organellerine tasimaktir (Lee ve
ark., 2007; Zhang ve ark., 2018).

(v)  MATE, ¢oklu ilag ve toksik bilesik par¢alama protein ailesi, prokaryotlarda ve
Okaryotlarda bulunmaktadir. MATE tasiyicilart bitkilerde genis bir aileyi
temsil eder. Bitkilerde, MATE tipi tasiyicilarin ¢esitliligi bakteri ve
hayvanlardan daha fazladir. Ornegin, A. thaliana’da 58 MATE ortologu
bulunmaktadir. Bu protein ailesi genellikle hiicrelerden toksik metallerin
atilmasi i¢in gereklidir (Wang ve ark., 2016). Ayrica, sitrat tasiyicisini
kodlayan genler, aliiminyum detoksifikasyonuna ve demirin koklerden toprak
listli kisimlara taginimina yardimci olmaktadir (Liu ve ark., 2016). Son
arastirmalar, bazi MATE proteinlerinin, demir (Fe) translokasyonu veya
aliminyum (Al) detoksifikasyonu icin gereken sitratin tasinmasinda rol
aldigini bildirmistir. A. thaliana’da FRD3’iin, koklerden-toprak tistii kisimlara
Fe translokasyonu i¢in gereken bir sitrat1 tastyicist oldugunu gdstermektedir
(Pineau ve ark., 2012).

(vi) OPT, oligopeptid tasiyici ailesi, Ozellikle mantarlarda, hayvanlarda ve
bitkilerde bulunmaktadir. Bu proteinler, bircok substrati tasiyabilen
transmembran alanlara sahiptir (Lubkowitz, 2016). Oligopeptid tasiyici
ailesindeki genler, substratlarini hiicre dis1 ortamdan veya bir organelden
sitozol i¢ine tasidigr disiliniilen integral membran proteinlerini kodlar

(Lubkowitz, 2011). Bitki tasiyicilarinin filogenetik analizleri, iki uzak sinifi
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ortaya ¢ikarmistir: sar1 serit benzeri (YSL) proteinleri ve bu ailenin adini
aldig1 oligopeptid tastyicilart (OPT’ler). Bu aile icin ii¢ kategori substrat
tanimlanmistir: kiiclik peptitler, metallerle bagli ikincil amino asitler ve
glutatyon.

(vii) ABC, (ATP baglayici kaset) tasiyici ailesi, selatli metal iyonlariin vakuole
tasinimina dahil olmaktadir (Rea, 2007; Song ve ark., 2014). Ksenobiyotikler
ve agir metaller, ABC tastyicilar tarafindan hiicre i¢i vakuollere tasinir ve iki
alt aile olan MRP ve PDR’nin agirlikli olarak selatli agir metallerin
depolanmasinda aktif oldugu bildirilmistir. Hiicre i¢i vakuoller, PC-Cd
komplekslerinin birikimi ve depolanmasi i¢in ana bdlgelerdir. PC-Cd
kompleksleri sitozol i¢inde iiretilir ve daha sonra ABC tasiyicilar1 tarafindan
vakuollere taginir (Manara, 2012). Vakuollerde, daha fazla Cd ve siilfiir alim1
ile HMW kompleksleri olusur. HMW kompleksleri, ana Cd depolama
formudur.

(viii) CDF, katyon difiizyonunu kolaylastiricilar tasiyici ailesi, metal tolerans
protein (MTP) ailesi olarak da bilinen, bakteri, mantar, hayvan ve bitkiler gibi
cesitli organizma gruplarinda bulunur (Gustin ve ark., 2011). Bu tasiyici aile
alt1 transmembran bolge icerir. Bu ailenin iiyeleri, baslica Zn?*, Mn?* ve Fe?*
seciciligiyle hiicresel agir metal homeostazinda yer alirlar (Montanini ve ark..,
2007; Kolaj-Robin ve ark., 2015). Zn?", Mn?* ve Fe?" 6zgiilliiklerine ragmen,
birgok CDF, ayrica Co?*, Ni?* ve Cd?* gibi diger agir metalleri de tasiyabilir.
CDF tastyicilari, sitoplazmadan hiicre disina veya organellere agir metallerin
akisinda rol oynar. A. thaliana’da on iki MTP geni ve O. sativa’da on MTP
geni tanimlanmustir (Zhang ve ark., 2020; El-Sappah ve ark., 2023). Ayrica,
CDF ailesine ait proteinler bakteri hiicrelerinde metal toleransindan

sorumludur. (Ricachenevsky ve ark., 2013).

2.5. Bitkilerde Agir Metal Toleransi

Agir metal iyonlar sitozole girdiginde, bitkiler bu metal iyonlarinin toksisitesiyle
basa ¢ikmak icin tolerans ve depolama mekanizmalarina bagvururlar. Hiperakiimiilator
bitkiler, bu iyonlar1 detoksifiye etmek igin inaktivasyon, selasyon ve bolmelendirme gibi

stratejiler kullanir (Dalvi ve Bhalerao, 2013; Manara, 2012). Selasyon yoluyla serbest
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metal iyonlarmin miktar1 nispeten diisiik seviyelere indirgenir. Sitoplazmada agir
metallerin selasyonunda rol oynayan bir¢cok organik ve inorganik ligand bulunur. Organik
bilesikler arasinda organik asitler, amino asitler, fitoselatinler, metallotiyoninler, hiicre
duvan1 proteinleri, pektinler ve polifenoller yer alir. Bu bilesikler, agir metalleri
komplekslestirerek serbest iyonlar olarak sitoplazmada kalmalarin1 engeller ve boylece
bitkilerin bu metalleri kullanimini azaltir. Ornegin, sitrat Thlaspi goesingense
yapraklarinda nikelin selatlanmasini saglarken, asetik ve sitrik asitler Solanum nigrum
yapraklarinda kadmiyumu baglar. Ayrica, malatin A. halleri’nde ¢inkonun selasyonunda
rol oynadigi gozlemlenmistir (Sun ve ark., 2006). Agir metal stresi, belirli amino asitlerin
birikimini de tetiklemektedir. Ornegin, kadmiyum A. thaliana’da sistein iiretimini
arttirmaktadir (Dominguez Solis ve ark., 2004), nikel hiperakiimiilasyonu ise histidin
birikimini arttirmaktadir (Richau ve ark., 2009). Ayrica, yiliksek prolin birikimi de
kadmiyum, kursun, ¢inko ve bakir stresi ile iligskilendirilmistir (Saradhi, 1991). Bu amino
asitler, hiicrelerde ve ksilem 6zsuyunda bulunan agir metal iyonlarini selatlayarak agir
metallerin detoksifikasyonuna katkida bulunmaktadir (Cobbett, 2000).

Fitoselatinler ve metallotioneinler, yiiksek seviyelerde agir metallere yanitta
indiiklenir. Ornegin, tiitin yapraklarinda Cd, fitoselatinler tarafindan selatlanir,
metallotioneinler ise Silene vulgaris’te Cu stresine yaniti diizenler; metallotionein geninin
artan ifadesi, artan Cu toleransi ile iliskilidir (Ernst ve ark., 1992; Schat ve ark., 2002).
Selasyonun ardindan, ligandlarin agir metallerle olusturdugu kompleksler aktif olarak
sitoplazmadan toksik olmayan inaktif bolmelere, 6rnegin vakuole taginir (Hasan ve ark.,
2009). Depolama ve vakuoler boliimlendirme, toksik agir metal iyonlarini hiicre
boliinmesi ve solunumun gerceklestigi onemli bolgelerden uzaklastirarak agir metallerin
zararl etkilerine karsi etkili bir koruma saglar. Bu siiregler, agir metal iyonlarinin
hiicresel metabolik siireglerle etkilesimini azaltir ve boylece hiicreyi korur (Sheoran ve
ark., 2010).

Agir metal iyonlari, vakuoller disinda yaprak saplari, yaprak kinlar1 ve tiiyler gibi
diger bolgelere de sekestrasyon ve boliimlendirme yoluyla taginabilir. Bu bolgelerde agir
metaller, bitkiye daha az zarar verir (Yan ve ark., 2020). Ayrica, agir metaller yash
yapraklara tasmabilir ve bu yapraklarin dogal olarak dokiilmesiyle bitki gdovdesinden
uzaklastirilabilir (Weis ve Weis, 2004). Ornegin, Plantago lanceolata yapraklaria Zn

taginmadan bir hafta 6nce yaprak dokiimii baslar ve bu siirecte Zn bitkiden uzaklagtirilir
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(Yan ve ark., 2020; Ernst, 1996). Bu stratejilerin agir metalleri detoksifiye etmekte
yetersiz kaldig1 durumlarda, sitoplazmada metal iyonlarinin birikimi artar ve bu durum
reaktif oksijen tiirleri (ROS) iiretimini tetikler. Asir1 ROS iiretimi, hiicre homeostazinin
bozulmasina, hiicresel siireclerin inhibisyonuna, DNA hasarina ve protein oksidasyonuna
neden olabilen oksidatif strese yol acar (Sharma ve ark., 2012; Yan ve ark., 2020).

Agir metal kaynakli oksidatif hasarla basa ¢ikmak i¢in bitki hiicreleri, siiperoksit
dismutaz (SOD), katalaz (CAT), peroksidaz (POD) ve glutatyon rediiktaz (GR) gibi
antioksidan enzimleri aktive eder. Ayrica, glutatyon, flavonoidler, karotenoidler, askorbat
ve tokoferoller gibi enzimatik olmayan antioksidan bilesenleri indiikleyerek reaktif
oksijen tiirlerini (ROS) temizleme mekanizmalarini devreye sokar (Gill ve Tuteja, 2010;
Zandi ve Schnug, 2022). Bu nedenle, bitkilerin bu antioksidan savunma sistemi, agir

metal stresine kars1 miicadelede 6nemli bir rol oynar (Yan ve ark., 2020).

2.5.1. Agir Metallerin Hiicre icinde Sekestrasyonu ve Boliimlendirilmesi

Agir metaller, bitki hiicrelerine alindiktan ve tasindiktan sonra bitki gelisimini
olumsuz etkileyerek cesitli zararli sonuglara yol agabilir. Bitkilerde bu siireg, reaktif
oksijen tiirlerinin (ROS) artigi, antioksidan enzim aktivitesinin yiikselmesi, proteoliz,
lipid peroksidasyonunun artisi, fotosentezin azalmasi, kloroz ve yavag biiylime gibi
belirtilerle kendini gosterir; bu durum genellikle hiicre 6liimii ile sonuglanir (Sharma ve
ark., 2019).

Bitkiler, agir metal iyonlariin toksik etkilerini azaltmak ic¢in ¢esitli stratejiler
gelistirmistir. Yiiksek metal iyonu konsantrasyonlari, hiicre i¢inde farkli bolmelerde
tutulabilir. Bu metal iyonlari, disa akis pompalar1 araciligiyla apoplasta taginabilir veya
golgi aygiti, vakuol ve hiicre duvarlar1 gibi hiicresel bolmelerde depolanabilir (Ghori ve
ark., 2019; Emamverdian ve ark., 2015). Bu strateji sayesinde, metal iyonlarinin
dogrudan enzimler ve metabolitlerle etkilesimi azalir, bdylece inaktivasyonlar1 6nlenir.
Sitoplazmada bulunan agir metal iyonlari, 6rnegin Cd, Zn, Cu, Ag, Au, Hg ve Pb,
metalotioneinler (MT’ler), fitoselatinler (PC’ler) ve glutatyon (GSH) tarafindan
selatlanarak diisiik molekiil agirlikli (LMW) ve/veya yiiksek molekiil agirlikli (HMW)
kompleksler olusturur ve daha sonra vakuollere taginir (Yadav, 2010).

Yiiksek molekiiler agirlikli (HMW) bilesikler, vakuolde asidik pH ortaminda

ayrnistirilir ve serbest kalan agir metaller organik bilesiklerle selatlanir. Bu bilesikler
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arasinda malat, oksalat, sitrat ve amino asitler bulunur (Clemens, 2006). ABC tastyicilari,
ozellikle MRP ve PDR alt aileleri, selatlanan agir metalleri aktif bir sekilde vakuole tasir.
Benzer sekilde, CDF tasiyici ailesi (MTP’ler olarak bilinir) de metal iyonlarinin
sitoplazmadan vakuole, apoplasta ve endoplazmik retikuluma sekestrasyonunda énemli
bir rol oynar (Jogawat ve ark., 2021). Ayrica, mezofil hiicreleri, epidermal hiicreler ve
tiyler (trikomlar) gibi 6zel hiicre tiplerinde de metal iyonlarinin depolanmasi séz
konusudur. Ornegin, Cd, Mn ve Pb agir metaller yash yapraklara tasinir ve yaprak

dokiimiinden 6nce bu yapraklarda birikir (Shahid ve ark., 2017).

2.6. Bitkilerde Agir Metal Kaynakh Oksidatif Stres

Agir metal iyonlari, protein gruplarinin baglanma bolgelerinde belirli katyonlari
degistirme yetenegine sahiptir. Bu durum, antioksidan enzimlerin inaktivasyonuna ve
reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) asir1 iretimine yol acar. Sonug olarak, kalsiyum
homeostazi bozulur, siilfidril gruplar tiikenir, DNA hasar1 meydana gelir ve lipid
peroksidasyonu artar; tim bunlar oksidatif hasara neden olur (Blokhina ve ark., 2003).
Agir metallerin fitotoksikolojik etkileri arasinda enzim inhibisyonu, biyomolekiillerin
inaktivasyonu ve oksidatif stres bulunur. Oksidatif stres, genellikle pro-oksidan ve
antioksidan seviyeleri arasindaki dengesizlik olarak tanimlanir ve oksidatif homeostaz
olarak da adlandirilabilir.

Oksidatif stres, serbest radikaller ve aktif oksijen atomlar1 iceren molekiiller olan
reaktif oksijen tiirleri (ROS) tarafindan tetiklenir ve elektron eksikligi ile iliskilidir; bu
durum hiicre bilesiklerine zarar verir (Sharma ve ark., 2012). Yiiksek konsantrasyonlarda
agir metaller, oksidatif stresi tetikleyebilir ve bu da biiylime inhibisyonuna neden olabilir.
Agir metallerin ROS iiretiminde ¢esitli mekanizmalar1 bulunmaktadir (Hossain ve ark.,
2012). Redoks-aktif metaller (6rnegin, bakir ve krom), en zararli ROS tiirii olan hidroksil
radikallerini (OHe) tiretebilir. Redoks kapasitesi olmayan metaller (6zellikle kadmiyum,
kursun, c¢inko ve nikel) ise siiperoksit (Oz¢) iiretebilen tekli oksijeni icerebilir. ROS,
proteinlerin ve membran lipidlerinin spesifik olmayan oksidasyonuna, DNA hasarina,
enzim inhibisyonuna ve programlanmis hiicre 6liimiine neden olabilir (Sharma ve ark.,
2012). Ote yandan, ROS bitki savunma sisteminde énemli bir rol oynar ve bitkilerden
tamamen temizlenemez (Noctor ve ark., 2018; Dumanovic ve ark., 2021). Reaktif oksijen

tiirlerinin zararh etkisi, konsantrasyonlarina baglidir. ROS’un konsantrasyonu savunma
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mekanizmalar i¢in belirli bir esigi astiginda, oksidatif stres ortaya ¢ikar (Sharma ve ark.,
2012).

Bitkilerde plazma membraninda bulunan oksidorediiktazlar, 6zellikle NADPH
oksidaz, reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) baglica kaynagidir. NADPH oksidaz,
NADPH’den elektron transferi yaparak apoplastik bolgede siiperoksit radikallerinin
iretimini saglar; bu da gesitli biyolojik siiregler ve sinyal iletimi i¢in 6nemlidir. NADPH
oksidazlar, solunum patlamasi oksidaz homologlart (RBOH) olarak siniflandirilir ve
NADPH’den O2’ye elektron transferi i¢in gerekli temel enzimlerdir. RBOH enzimleri,
stiperoksit radikalinin {iretimini uyarir ve daha sonra hidrojen peroksite (H203)
doniistimiinii saglar (Sagi ve Fluhr, 2006).

Normal kosullar altinda, krom (Cr) ii¢ degerlikli Cr(IIl) ve alt1 degerlikli Cr(VI)
formlarinda bulunur. Cr(VI), Cr(IIl) ile karsilastirildiginda biyoyararlanimi yiiksek
oldugu i¢in daha toksik bir formdur. Bitkilerde Cr toksisitesi, tohum g¢imlenmesinin
inhibisyonu, klorofil bozunumu ve hiicresel ultra yapi1 bozulmasi ile iliskilidir. Cr,
dogrudan elektron transferi veya metabolik reaksiyonlarin inhibisyonu yoluyla ROS
iiretme yetenegine sahiptir. Cr toksisitesi, bitkilerde antioksidan seviyelerini azaltir ve
stiperoksit radikal (O2¢—) ve hidrojen peroksit (H20>) tiretimini arttirir. Cr stresi altindaki
arpa genotipleri iizerinde yapilan ¢aligsmalar, Cr’nin bitki biiylimesini engelleyebilecegini
ve lipit peroksidasyonunu arttirarak H>O» {iretimini ylikseltebilecegini gostermistir
(Pasricha ve ark., 2021).

ROS iiretimi genellikle hiicreler igin zararli olarak kabul edilir. Ancak, ROS’un bu
zararh etkileri, birgok enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanin ortak faaliyetleriyle
dengelenir. Agir metal stresi altinda, antioksidan seviyeleri 6nemli 6l¢iide degisebilir.
Hem redoks metaller hem de redoks olmayan metallerin yliksek konsantrasyonlari,
antioksidan enzim seviyelerini arttirabilir veya azaltabilir. Ornegin, piringte krom (Cr)
uygulamasi antioksidan seviyelerini etkiler (Tripathi ve ark., 2012). Redoks olmayan
metaller, antioksidanlarin ROS’u temizleme etkinligini bozarak oksidatif strese neden
olabilir (Gupta, 2010; Raza ve ark., 2012). Redoks metallerinden demir (Fe) gibi yiiksek
konsantrasyonlar, hidrojen peroksit (H202) ve siiperoksit (Oz¢—) gibi ROS iiretir ve
antioksidan seviyelerini azaltir (Das ve Roychoudhury, 2014; Pandhair ve Sekhon, 2006).
Brassica juncea’da yiiksek ¢inko (Zn) konsantrasyonlari, katalaz (CAT), siiperoksit

dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GPx) ve glutatyon rediiktaz (GR) gibi antioksidan
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enzimlerin aktivitelerinde 6nemli bir artisa neden olur (Nouairi ve ark., 2009; Nilova ve
ark., 2023). Ote yandan, ¢inko uygulamasi bugdayda bu antioksidan enzimlerin
aktivitelerini inhibe ederek oksidatif stres olusturur (Li ve ark., 2013). Yiiksek bakir (Cu)
seviyeleri ise Brassica napus ve domateste lipid peroksidasyon aktivitesinin artmasina
neden olmustur (Feigl ve ark., 2013; Nazir ve ark., 2019).

Cd uygulamasina yanit olarak, aygicegi kotiledonlarinda antioksidan enzimlerin
azaldig1 bildirilmistir (Laspina ve ark., 2005). Benzer sekilde, Silene cucubalus (¢uha
cicegi) ve Ditylum brightwellii bitkilerinde Cd’ye maruz kalma, glutatyon (GSH)
iceriklerinin azaldigini ve bunun sonucunda H20: ve siiperoksit radikallerinin (Oz+—)
birikerek oksidatif stresin arttigini gostermistir (De Vos ve ark., 1992; Rijstenbil ve
Gerringa, 2002). Cd uygulamasi ayrica, soya fasulyesi koklerinde H202, nitrik oksit (NO)
ve Oze— konsantrasyonlarinin artmasina neden olmustur (Chmielowska-Bak ve ark.,
2017). Agir metal stresine kars1 algilamada ve yanitta 6nemli bir rol oynadig1 bildirilen
bilesenlerden biri nitrik oksittir (Sahay ve Gupta., 2017). Kokten toprak iistii kisimlara
sinyal iletimi, agir metal kaynakli oksidatif streste artan lipid peroksidasyonu veya
antioksidan savunma yamtlar ile iliskilidir. Ozellikle glutatyon rediiktaz, siiperoksit
dismutaz ve katalaz aktivitelerindeki artiglar 6nemli bir rol oynamaktadir (Bhaduri ve

Fulekar, 2015).

2.6.1. Agir Metal Stresine Sinyal Yaniti

Bitkiler, agir metal detoksifikasyonu ve hiicresel konsantrasyonlarini toksisite esik
seviyelerinin altinda tutmak i¢in ¢esitli stratejiler gelistirmektedir (Yadav, 2010; Dubey
ve ark., 2018). Genel olarak, bitkiler iki ana savunma stratejisi benimser: ka¢inma ve
tolerans (Dalvi ve Bhalerao, 2013). Kaginma stratejisi, bitkilerin metal dislama, gesitli
ligandlarla kompleks olusturma ve translokasyon yoluyla fazla metal alimini sinirlama
yetenegini ifade ederken; tolerans stratejisi, biriken metal iyonlarmi diizenleme
yetenegini igerir. Metal iyonlarinin tlirline, konsantrasyonlarina, bitki tiirlerine,
organlarina ve gelisim asamasina bagli olarak tolerans stratejisi degisiklik gostermektedir
(Singh ve ark., 2016; Thakur ve ark., 2016). Mn, Cu, Zn ve Fe gibi esansiyel metal
iyonlari, karmagik metabolik ve sinyal iletim mekanizmalarina katilmaktadir. Bunlar
arasinda Ca-kalmodulin sinyalizasyonu, hormonlar, mitojenle aktive olan protein kinaz

(MAPK) fosforilasyon kaskadi, ROS sinyalizasyonu ve strese yanit gosteren genlerin
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asagi regiilasyonu yer alir (Thapa ve ark., 2012; Patel ve ark., 2021).

Transkripsiyonel ve proteomik diizenlemede farkli sekilde ifade edilen bircok
protein, agir metal detoksifikasyonu ve sekestrasyonunda 6nemli bir rol oynamaktadir
(Dubey ve ark., 2014; Singh ve ark., 2016). Bu mekanizmalar sayesinde bitkiler, agir
metal stresine karst g¢esitli sinyal iletim stratejileri, transkripsiyonel diizenleme (gen
ifadesi diizenlemesi) ve posttranskripsiyonel diizenleme (gen ifadesi sonrasi diizenleme)

stratejileri gelistirirler.

2.6.2. Sinyal iletimi

Agir metal iyonlarinin optimal seviyelerde secilmesi ve alinmasi, bitkilerin normal
gelisimi i¢in 6nemli bir siirectir (Gupta ve ark., 2013). Bitkilerin agir metal stresine karsi
gosterdigi tolerans, 6zellikle NO, ROS, H2S ve fitohormonlar gibi sinyal molekiillerini
algilama ve iletme yetenegine baghdir (Shivaraj ve ark., 2020). Bu molekiiller,
transkripsiyon faktorlerini (TF’ler) hedef alarak, gerekli fizyolojik, biyokimyasal ve
molekiiler siiregleri diizenleyerek gen ekspresyonunu kontrol eder (Saibo ve ark., 2009).

Agir metaller, bitkilerdeki fitohormon konsantrasyonlarini degistirebilir; 6rnegin,
bu hormonlar arasinda salisilik asit (SA), jasmonik asit (JA), oksinler, sitokininler
(CK’ler), absisik asit (ABA) ve etilen (ET) yer alir (Sytar ve ark., 2019). Bu hormonlar,
bitkilerde uzun mesafeli sistemik yanitlari diizenler. Ornegin, ekzojen ABA uygulamasi
A. thaliana’da IRT1 ekspresyonunu azaltarak Fe igeriginin artmasina ve Cd aliminin
azalmasina neden oldugu rapor edilmistir (Fan ve ark., 2014). Benzer sekilde, Populus
cathayana’da yiiksek Mn uygulamas: sonrasinda yiiksek ABA igerigi tespit edilmistir
(Chen ve ark., 2018). Ayrica, As uygulamasi sonrasinda piring fidelerinin koklerinde
ABA sinyal genlerinin transkript seviyelerinin arttig1 gézlemlenmistir (Huang ve ark.,
2012).

Agir metal stresi, NADPH oksidaz araciligiyla plazma membraninda, mitokondride
ve peroksizomlarda H:0O: fliretimini arttirmaktadir. Bu siire¢, sitoplazmik Ca?,
kalmodulin (CaM), protein kinazlar1 ve etilen tarafindan diizenlenir (Nazir ve ark., 2020).
NADPH oksidaz, NADPH’yi katalizler ve molekiiler oksijene elektronlar transfer eder,
bu da siiperoksit anyonlarinin olusumuna neden olur. Agir metal stresi altinda, NO uzun
mesafe sinyal iletimi saglar ve daha sonra H2S, ROS ve oksin gibi farkli sinyal

molekiilleriyle etkilesime girer (Mathur ve ark., 2022). Shivaraj ve ark. (2014), H2S’in
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agir metal stresi altinda bir sinyal molekiilii olarak rol oynadigini rapor etmistir. EKzojen
olarak uygulanan H,S’nin, Brassica napus bitkisinde Pb tarafindan indiiklenen toksisiteyi
azalttig1, antioksidan sistem aktivitelerini arttirdigi, H2O- iiretimini azalttig1, toplam GSH
igerigi ve GSH/GSSG oranini arttirdig1 bulunmustur (Kumar ve Prasad, 2018).

Agir metal kaynaklt MAPK yollarinin aktivasyonu, bitkilerde fosfatidil inositol 3-
kinaz (PI3K), kalsiyum bagimli protein kinazlar (CDPK), reaktif oksijen tiirleri (ROS),
NADPH oksidazlar1 ve diger MAPK ’lar araciligiyla baslatilir (Islam ve ark., 2015). Bu
MAPK kaskadlari, transkripsiyon faktorlerini (TF’ler), enzimleri, proteinleri ve diger
sinyal molekiillerini aktive ederek, agir metal stresi altinda gen ekspresyonunu
diizenlemede 6nemli bir rol oynar (Li ve ark., 2022). Cd uygulamasi, Arabidopsis ve soya
fasulyesinde NO {iretimini arttirarak MAPK’larin transkriptlerinin artmasina neden
olurken, 2-(4-karboksifenil)-4,4,5,5-tetrametilimidazolin-1-oksil-3-oksit (NO
temizleyici) MAPK aktivasyonunu azaltir (Gill ve ark., 2013). Agir metal uygulamasinda,
soya fasulyesinde, A. thaliana’da ve piringte, MAPK ve hedeflenen genlerin transkript

seviyelerinin arttig1 bildirilmistir (Li ve ark., 2022).

2.6.3. Protein Metabolizmasi

Bitkilerin agir metal stresine toleransi, agir metal iyonlarinin algilanmasi, emilimi,
taginmasi ve PC-agir metal komplekslerinin olusumu gibi birgok siireci kapsamaktadir
(Ghori ve ark., 2019). Ek olarak, antioksidan savunma sisteminin ve membran-lipid
biitlinliigiinlin korunmas1 gibi diger 6nemli mekanizmalar da yer almaktadir (Dutta ve
ark., 2018). Bu mekanizmalar, transkripsiyonel ve posttranslasyonel diizenlemeler
araciliiyla kontrol edilmektedir.

Agir metal stresine toleransh bitkilerin gelistirilmesi i¢in bir¢cok geleneksel ve yenilik¢i
biyoteknolojik yaklagimlarin benimsenmesi gerekmektedir (Mani ve Kumar, 2014;
DalCorso ve ark., 2019). Bu yaklasimlar, genetik ve molekiiler araglarin yani sira,
bitkilerde agir metal stres toleransini1 6nemli dlgiide arttirmaktadir. Proteomik, bitkilerde
agir metal toleransini incelemek i¢in giiclii bir arag olarak kullanilmaktadir (Singh ve ark.,
2016; Hossain ve Komatsu, 2013). Bu analizler, bir¢ok bitkide agir metal toleransinda
onemli rol oynayan bir¢ok proteinin tanimlanmasina yardimci olmustur. Farkli ifade
edilen proteinler, cesitli islevsel gruplara ayrilmis olup, bunlarin ¢ogu antioksidan

savunma sistemi ile iligkilidir. Protein cesitliligi, uygulama siiresine bagli olarak
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degisiklik gostermektedir (Singh ve ark., 2015). Agir metal uygulamasi, protein distilfit
izomerazlari, saperonlar ve 1s1 sok proteinleri gibi protein katlanmasiyla iligkili dnemli
protein gruplarinin yukari diizenlenmesine neden oldugu tespit edilmistir (Rana ve ark.,
2020).

Agir metal uygulamasi sonrasinda bitkilerde gézlemlenen tiglincii biiyiik islevsel
grup, patojenlere karst yanit veren proteinleri igermektedir. Bu durum, agir metal ve
biyotik stres yanitlar1 arasinda bir etkilesim oldugunu gostermektedir. Ayrica, agir metal
uygulamasi, iyon taginmasinda ve lipid metabolizmasinda rol oynayan proteinlerin yukari
diizenlenmesine neden olmaktadir. Lipid ¢ift tabakasinin yapisina etki eden onemli
protein gruplarindan biri olan vakuolar proton pompalari, vakuoller ve hiicre i¢i vezikiiler
taginim arasinda gorev yapmaktadir (Martinoia ve ark., 2000, 2007). Diger yandan, agir
metal uygulamasinin bitkilerdeki yanitinda hiicre duvari metabolizmasindaki proteinler,

hiicre duvarinin agir metal stres toleransinda énemli bir rol oynadigini géstermektedir.

2.6.4. Fonksiyonel Genomik

Fonksiyonel genomik, genlerin ve gen iiriinlerinin islevlerini inceleyen bir biyoloji
dalidir. Temel amaci, bir organizmanin genomunda bulunan genlerin biyolojik siirecler
ve islevler lizerindeki rollerini anlamaktir. Bu alan, genlerin hangi biyokimyasal yollar
kontrol ettigini, hiicresel slireclerde nasil gorev aldigini ve genetik varyasyonlarin
fenotipe nasil etki ettigini arastirir. Bitkilerin agir metal stresine yanit mekanizmalarini
ve bu yanitlarin tolerans gelistirme siire¢lerindeki molekiiler diizenlemeleri inceleyen
aragtirmalar1 kapsamaktadir. Bu siirecte bitkiye tolerans kazandiran stres yanitlarinda
gorev alan farkli genlerin islevini anlamak igin gen ekspresyon analizleri, RNA
interferansi, CRISPR-Cas9 gibi gen diizenleme teknolojileri, mikrodizi ve RNA dizileme
gibi teknikler kullanilir. Ayrica, bu genlerin iglevsel olarak karakterize edilmesi, stres
yanit siirecinin daha iyi anlagilmasini saglamaktadir (Huang ve Xu, 2008). Genomik,
transkriptomik, proteomik, fenomik, biyoinformatik ve metabolomik gibi omik tabanl
yaklagimlardan elde edilen bilgilerin bir araya getirilmesi, genlerin kapsamli islevsel
analizlerinin yapilmasina ve hiicresel ve genom diizeyindeki gen etkilesimlerinin
anlasilmasina olanak tanimaktadir. Bitki genomlarinin tam dizilimi, bu araglar bir araya
getirerek bircok genin islevini ayn1 anda tanimlamamiza yardimer olmaktadir (Yang ve

ark., 2021).
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Grennan (2011), bitki metallotioneinlerinin (MT’lerin) metal homeostazisinde
onemli bir fizyolojik rol oynadigini belirtmistir. MT genleri, bitkilerin belirli doku veya
organlarinda farkli sekillerde ifade edilmektedir. Ornegin, MT1 smnifi genler koklerde,
MT2 smifi genler yapraklarda, MT3 sinifi genler olgunlasmis meyvelerde ve PEC/pec
MT genleri gelisen tohumlarda ifade edilir (Sharma ve ark., 2021). A. thaliana’da tohuma
O0zgli MT4’lin ifadesi incelendiginde, bitkinin Zn’den daha fazla Cu biriktirdigi
gozlemlenmistir. Yiiksek metal miktar1 uygulandiginda, yapraklar ve kokler MT4 smifi
gen aktivasyonu araciligryla hem Cu hem de Zn’ye tolerans gostermistir (Rodr1 guez-
Llorente ve ark., 2010).

Model bitki A. thaliana’dan yedi farkli fonksiyonel metallotionein (MT) geni izole
edilmistir (Zhou ve Goldsbrough, 1994). Bu genler arasinda AtMT1a, AtMT2a, AtMT2b
ve AtMT3, ozellikle yapraklarda Cu’ya karsi bitki toleransini arttirmistir. AtMT4 ise
tohumlarda ¢inko homeostazini diizenleyerek gelisimin geg evrelerinde yiiksek diizeyde
ifade edilmektedir. Ayrica, farkli MT genleri agir metal stresi altindaki bitkilerde 6nemli
dlgiide farkl ifade profilleri gdstermektedir. Ornegin, MT2a ve MT2b genleri, agir metal
hiperakiimiilatorii Noccaea caerulescens’in koklerinde, A. thaliana’nin koklerine kiyasla
daha yiiksek diizeyde ifade edilirken, MT3 geni N. caerulescens’in toprak iistii
kisimlarinda hiperakiimiilator olmayan Thlaspi arvense’den daha yiiksek diizeyde ifade
edilmektedir. MT4 geni ise olgunlasan meyvelerde ve gelismekte olan tohumlarda ifade
edilmektedir (Guo ve ark., 2003). Bu nedenle, bitki MT’leri, tohum gelisimi, meyve
olgunlagmasi, kok gelisimi ve c¢imlenme gibi bircok fizyolojik silirecte 6nemli rol

oynamaktadir.

2.6.5. miRNA-Tabanh Diizenleme

RNA interferans (RNA1), agir metal stresi sinyal iletiminde rol oynayan genlerin
islevlerini tanimlamak i¢in umut vaat eden bir yaklasimdir (Saurabh ve ark., 2014).
MikroRNA’lar ~ (miRNA’lar), mMRNA’nin  hedeflenen  bdlinmesi  yoluyla
posttranskripsiyonel aktiviteyi negatif olarak diizenleyen kiictik, tek zincirli RNA’lardir
(Nelson ve ark., 2003; Michlewski ve Céceres, 2019). miRNA’lar, agir metal stresine
adaptasyonun 6nemli diizenleyicileri olarak tanimlanmistir (Ding ve ark., 2020). Arpa,
Ricinus communis, B. napus ve O. sativa gibi bitkilerde metal stresine duyarlt miRNA’lar

ve onlarin hedef genleri hakkinda bir¢ok rapor bulunmaktadir (Celik ve Akdas, 2019;
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Joshi ve ark., 2019). Ornegin, bakir-ginko siiperoksit dismutaz (Cu-Zn SOD; CSD),
yiiksek Cu seviyelerinde siiperoksit radikallerinin dismutasyonunda énemli bir rol oynar
(Gill ve ark., 2015). Yiiksek Cu seviyelerinde, miR398 CSD1 ve CSD2 mRNA’larinin
ekspresyonunu diizenler. Benzer sekilde, miR395, miR397, miR408 ve miR857 gibi diger
miRNA’lar da Cu stresi altinda indiiklenir ve lakkaz ve PC genlerinin transkript
seviyelerini asag1 diizenler (Zeng ve ark., 2014; Yi-Bin ve ark., 2015). Chlamydomonas
reinhardtii’nin CRR1 (bakir yanit diizenleyicisi) homolog geni ve A.thaliana’nin
Squamosa promotdr baglayici protein benzeri 7 (SPL7) gibi Cu homeostazinin
transkripsiyonel modiilatorleri, Cu ve mikroRNA’larin diizenlenmesinde 6nemli rol
oynamaktadir. Bu genler, Cu yanit diizenlemesi ve Cu homeostazinda énemli iglevlere
sahip olup, 6rnegin bu siirecler de miR857 gibi mikroRNA’lar da aktif bir rol
iistlenmektedir (Printz ve ark., 2016).

B. napus’ta Cd stresine maruz kalan bitkilerde miR156, miR171 ve miR396a
transkriptlerinin ifade diizeylerinde azalma goézlemlenmistir (Zhou ve ark., 2012a).
Benzer sekilde, Medicago bitkilerinde Cd stresine karst miR393, miR171, miR319 ve
miR529 yiiksek seviyelerde ifade edilirken, miR166 nin ifade seviyesi azalmistir (Zhou
ve ark., 2012b). B. napus’ta miR395’in asir1 ifadesi, Cd stresine karsi oksidatif stresle
miicadelede toleransin artmasinda 6nemli bir rol oynamaktadir (Zhang ve ark., 2013). Hg
stresi altinda, bitkilerde miR529, miR393, miR319 ve miR171 gibi mikroRNA’lar yiiksek
diizeyde ifade edilirken, miR166 asag1 diizenlenmektedir. Bu siirecte miR319, miR160
ve miR395 {izerinde herhangi bir etki gozlenmemistir (Noman ve ark., 2019).

As stresi altinda, O. sativa’da 18 yeni miRNA’nin farkli sekilde ifade edildigi
bildirilmistir (Sharma ve ark., 2015). Aym sekilde, B. juncea’da 69 miRNA’nin farkli
ifade profilleri gosterdigi rapor edilmistir (Srivastava ve ark., 2013). Ayrica, Cu*
baglayici proteinler (CBP’ler) disinda, miR528’in IAR1 proteininin ifadesini azaltarak
bagli auxin seviyelerini diizenledigi ve O. sativa fidelerini As hasarindan korudugu
belirtilmistir (Liu ve Zhang, 2012). As stresi altinda, miR159un olas1 bir hedefi olarak
OPT1 (oligopeptid tastyici) geni tespit edilmistir (Srivastava ve ark., 2013). Al stresi
altinda, Medicago’da tanimlanan miRNA’lar arasinda miR396, miR390, miR319,
miR160 ve miR159’un diisiik seviyede ifade edildigi belirlenmistir (Chen ve ark., 2012).
Ayrica, soybean’da 30 Al-duyarli miRNA tanimlanmis olup, bunlar arasinda miR396 ve
miR390’1n artan ifade gosterdigi tespit edilmistir (Huang ve ark., 2018).
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2.7. Mikro-RNA’lar

Riboniikleik asit (RNA), azotlu baz, riboz seker ve fosfat gruplarindan olusan bir
molekiildiir. RNA molekiilleri genellikle DNA’dan transkribe olur ve temel olarak iki
siifa ayrilir: proteine donistiiriilenler ve doniistiiriilmeyenler. Proteine doniisen RNA
tiiri mRNA’dir (mesajc1 RNA). Proteine doniismeyen RNA tiirleri ise tRNA (tastyict
RNA), rRNA (ribozomal RNA) ve kii¢ciik RNA’lar olarak adlandirilir. Kii¢iik RNA’larin
bir¢ok cesidi vardir; bunlar arasinda siRNA (kiigiik sessizlestirici RNA), snoRNA (kii¢iik
niikleolar RNA), snRNA (kii¢iik niiklear RNA) ve miRNA (mikro RNA) bulunmaktadir.
mMiRNA’lar, yaklastk 20-24 niikleotit uzunlugunda kodlanmayan kiigiik RNA
molekiilleridir. MIR genlerinden veya intron bolgelerinden kodlanan, sa¢ tokasi (hairpin)
yapisindaki transkriptlerden tiiretilirler (Budak ve Akpinar, 2015). miRNA’lar, proteine
translasyonunda gdrev almazlar; bunun yerine gen ifadesinin transkripsiyonel ve post-
transkripsiyonel diizenlenmesinde rol oynarlar (Mazzucotelli ve ark., 2008; Samad ve
ark., 2017).

miRNA’lar, hedef mMRNA’lara baglanarak mRNA translasyonunu baskilar veya
MRNA’lar1 degrade ederler, boylece gen fonksiyonunu post-transkripsiyonel seviyede
diizenlerler. Ik olarak, 1993 yilinda Lee ve arkadaslar tarafindan Caenorhabditis elegans
adli nematod lizerinde yapilan ¢aligmalarda, lin-4 adl1 bir genin kii¢lik bir RNA transkribe
ettigi ancak higbir proteini kodlamadigi rapor edilmistir. Bu durumun nematodlara 6zgii
bir RNA’dan kaynaklandig1 diistinilmistiir. Yaklasik yedi yil sonra, Reinhart ve
arkadaslar1 tarafindan memelilerin gelisim siirecini diizenleyen ilk miRNA olan let-7
bulunmus ve birgok tiirde korundugu tespit edilmistir. Bu raporlarin ardindan,
aragtirmacilar bitkilerde post-transkripsiyonel gen sessizlestirme (PTGS) ile kiiciik RNA

aktivitesinin iliskili oldugunu gostermislerdir.

2.8. Bitkilerde miRNA’larm Biyogenezi ve Calisma Mekanizmasi

Okaryotik genomlar, gen ifadesinin transkripsiyonel ve transkripsiyon sonrasi
diizenlenmesinde 6nemli rol oynayan binlerce kodlanmayan RNA (ncRNA) igerir.
Kodlanmayan RNA'’lar, diisiik protein kodlama potansiyeline sahip fonksiyonel
RNA’lardir. Bu ncRNA’lar uzunluklarina goére ti¢ kategoriye ayrilir: kiigiik ncRNA’lar
(SRNA’lar) (18-30 nt), orta boy ncRNA’lar (31-200 nt) ve uzun ncRNA’lar
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(IncRNA’lar) (>200 nt). Ozellikle bitki mikroRNA’lar1 (miRNA’lar) genellikle 21 nt
uzunlugundaki sSRNA’lardir ve mRNA hedeflerinin yikimini veya translasyonunu inhibe
ederek hedef genlerin ifadesini baskilarlar. Calismalar, mikroRNA’larin (miRNA’lar)
bitkilerin stres yanitlarinda onemli diizenleyici molekiiller olarak rol oynadigini
gostermistir (Kumar, 2014).

miRNA’lar, endojen MIR genleri tarafindan kodlanan 20-24 niikleotit uzunlugunda
kiigik diizenleyici RNA’lardir. Endojen sRNA smifina ait olan miRNA’lar, post-
transkripsiyonel diizeyde genlerin susturulmasinda 6nemli bir rol oynar. Protein kodlayan
genler gibi, miRNA genleri de MIR genleri araciligiyla, miRNA’larin 6ncti RNA’larini
kodlayarak MRNA’nin transkripsiyon sonrast modifikasyonunda kilit bir islev tstlenir
(He ve Hannon, 2004). Bu siireg, translasyonel inhibisyon veya DNA metilasyonu
yoluyla gerceklesir. Birincil transkriptler, kismen cift sarmalli kok halka yapisina sahip
oncii RNA’lar1 olusturur ve bu RNA’lar, DCL (Dicer-like) proteinleri tarafindan
islenerek olgun miRNAlar1 serbest birakir.

miRNA biyogenezinde, birincil miRNA’lar (pri-miRNA’lar), niikleer kodlu MIR
genlerinden RNA polimeraz II (Pol II) tarafindan transkribe edilerek karakteristik sag
tokast1 (hairpin) yapisina sahip dncii transkriptler olusturur (Budak ve Akpinar, 2015). Bu
oncii transkriptler, DCL proteinleri tarafindan miRNA-miRNA* dublekslerine
doniistiiriilir. Bu siireg, HYPONASTIC LEAVES 1 (HYL1) ve SERRATE (SE)
proteinleri tarafindan desteklenir. Olusan pre-miRNA sa¢ tokas1 dnciisii, DCL1, HYL1
ve SE tarafindan 20-22 niikleotit uzunlugundaki miRNA/miRNA* dublekslerine
dontstiiriliir. Daha sonra, dubleksin 3° ucu HUA ENHANCER 1 (HEN1) tarafindan
metillenerek korunur ve HASTY (HSTI) adli bir exportin protein tarafindan
sitoplazmaya aktarilir. Son olarak, sitoplazmada, dubleksin bir ipligi (miRNA),
ARGONAUTE 1 (AGOL1) proteini ile birleserek RNA kaynakli susturma kompleksini
(RISC) olusturur. Bu kompleks, dizilim tamamlanmasina dayanarak mRNA’lar1 6zgiin
olarak hedef alir ve sonug olarak, mRNA yikimina ve/veya translasyonel baskiya neden
olur (Liu ve ark., 2017).

Yapilan arastirmalar, olgun miRNA’larin hedef genlerin translasyonunu inhibe
ederek bitki genlerinin ifadesini diizenledigini gostermistir (Zhang ve ark., 2006). Bu
diizenleme, miRNA’larin kodlama bolgesiyle tamamlayict eslesme yaparak veya hedef

MRNA’nin 3'UTR ve 5'UTR bolgelerine baglanarak gergeklestirilir. Ayrica, bazi
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miRNA’lar hedef gen mRNA’sin1 post-transkripsiyonel seviyede keserek gen ifadesini
diizenler. Bu inhibisyon, bitki organlarinin morfogenezini, biiyiimesini, gelisimini,
hormon salgilanmasini, sinyal iletimini ve bitkilerin dis stres ve ¢evresel faktorlere yanit

verme yetenegini etkiler (Sun ve ark., 2012; Dong ve ark., 2022).

Bitkilerde miRNA’lar, hedef mRNA ile tam veya yiiksek derecede komplementer
(tamamlayici) oldugunda, hedef mRNA’y1 keserek parcalar. Son yillarda, bitkilerde
translasyon inhibisyon yolaklar1 kesfedilmistir (Zhang ve ark., 2006; Sun ve ark., 2012).
Parcalanma ve inhibisyon mekanizmalari, genellikle miRNA’lar ile hedefleri arasindaki
komplementerlige bagli olarak koordine edilir (Mallory ve Vaucheret, 2006).

miRNA’lar, gen ifadesini post-transkripsiyonel seviyede hedeflerin kontrolii ile
diizenlemenin yani1 sira, DNA ve histon metilasyonu gibi epigenetik degisikliklere neden
olarak da gen ifadesini diizenleyebilirler (Kumar ve ark., 2018; Akhter ve ark., 2021).
Bitkilerdeki korunmus miRNA’larin fonksiyonel analizi, birgok biyolojik ve metabolik
stirecin diizenlenmesinde rol oynamaktadir. Bu siirecler arasinda oksin sinyali, meristem
sinir olusumu, organ ayrimi, yaprak gelisimi ve polaritesi, yan kok olusumu, genglikten
yetiskin evresine gecis, bitki-ciceklenme evresine gecis ve ¢icek orgami kimligi gibi

gelisim siirecleri yer almaktadir.

2.9. Bitkilerde Metal Stresine Kars1t miRNA’larin Rolii

Transkripsiyon sonrasi gen diizenleyicisi olarak bir¢ok miRNA, bitkilerde agir metal
stres yanitinda 6nemli bir rol oynamaktadir (Mendoza-Soto ve ark., 2012; Noman ve
Ageel, 2017). Son bulgular, miRNA aracili gen diizenlemesinin agir metal diizenleyici
aglarda kritik bir islev gordiigiinii ortaya koymaktadir. Ayrica, yliksek verimli genom
capinda ifade profilleri, miRNA’nin bitki agir metal toksik yanitindaki roliinii ve
hedeflerini anlamamizi biiyiik Olciide gelistirmistir. Arabidopsis thaliana, Brassica
napus, Brassica juncea ve diger Brassicaceae familyasina ait bitkilerde 6nemli sayida
agir metale duyarlt miRNA tanimlanmistir (Cizelge 2.1). Farkli bitki tiirlerinde, Cd, Hg,
Al As ve Cr gibi agir metallere kars1 dnemli derecede farkli ifade gosteren birgok miRNA
bulunmaktadir (Ding ve ark., 2020; Yang ve ark., 2022). Metal diizenleyici miRNA hedef
genlerinin analizi, birgok miRNA’nin bitkilerin agir metale yanitinda yer aldigim

gostermistir. Hedef genler, metal alimi1 ve tasinmasi, siilfat dagilimi ve asimilasyonu,
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protein katlanmasi, antioksidan sistemler ve bitki hormonu sinyal iletim gibi gesitli
stireclerde rol oynamaktadir (Noman ve ark., 2019).

Yeni nesil dizileme teknikleri ve miRNA mikrodizileri gibi yenilik¢i teknolojiler
sayesinde, metal hiperakiimiilator Sedum alfredii, piring, musir, Brassica juncea,
Medicago truncatula, Hordeum vulgare ve diger bir¢ok bitkide agir metallere karsi
duyarli birgok 6nemli miRNA tanimlanmistir (Ding ve ark., 2020; Yang ve ark., 2022).
Protein kodlayan genlere benzer sekilde, miRNA ifadesi strese yanitta yukar1 veya asagi
diizenlenmektedir. Ornegin, A. thaliana’da azot (N) noksanligina yanit olarak miR-160’1n
ifadesi yukar1 diizenlenirken, miR-169’un ifadesi asag1 diizenlenmistir (Wang ve ark.,
2017; Singh ve ark., 2023). Bu miRNA’larin degisen ifadeleri, stresler sirasinda bitki
biiylimesi ve gelisiminin azaltilmasinda rol oynamaktadir. Azot eksikligi miR-160’1n
ifadesini artirirken, bu durum oksin yanit faktorlerini (ARF’ler) kodlayan hedef
genlerinin ifadesinin azalmasina yol agmaktadir. Ayrica, miR-169’un azalan ifadesi,
Niikleer Faktor Y’yi (NFY) kodlayan hedef gen ailesinin artmasina neden olmaktadir.
NFY, nitrat tasiyicilarin1 kodlayan genlerin, AtNRT2.1 ve AtNRT1.1’in promotdrlerine
baglanarak ifadelerini diizenlemektedir (Xu ve ark., 2014). Turpta 81 bilinen miRNA ve
72 yeni miRNA Solexa dizilime ile tanimlanmistir; elde edilen verilere gore, 54’1 bilinen
miRNA’lar ve 16 yeni miRNA’lar olup, Cr-stresine yanit olarak farkli sekillerde ifade
edilmistir. Ayrica, mikro dizilim kullanilarak, toplamda 18 bilinen ve 148 yeni miRNA
tanimlanmustir; bu miRNA’lar Brassica parachinensis’in diisiik ve yiiksek Cd biriktiren
cesitlerinde Cd-stresi altinda farkli sekillerde ifade edilmistir (Liu ve ark., 2015).

Farkl1 bitki tiirlerinde, Cd, Hg, Cr, Al, As ve Pb gibi agir metallerin etkisi altinda
bircok miRNA’nin farkli seviyelerde ifade edildigi belirlenmistir (Ding ve ark., 2020;
Yang ve ark., 2022. Metal-duyarli miRNA’larin genellikle transkripsiyon faktorlerini
hedefledigi ve bu durumun, miRNA’larin bitkilerin agir metal stresine verdigi yanitta
temel bir rol oynadigin1 gosterdigi bilinmektedir. Metal tasiyicilar, bitkilerde metal alima,
tasinmas1 ve homeostazisini diizenleyen onemli faktorlerdir. Ornegin, Cd’in bitkiye
alimiminda ve tasinmasinda miRNA’larin etkili oldugu diistiniilmektedir. Zhou ve ark.
(2012), B. napus’ta yiiksek verimli RNA dizilimi kullanarak korunan ve korunmayan 84
farkli miRNA tanimlamistir. Degradom dizileme yontemiyle, bu miRNAlarin 802 hedef
geni belirlenmistir. Ozellikle, B. napus’ta miR159 ve miR167 nin sirastyla ABC tasiyicis
ve NRAMP metal tasiyicilarint hedefledigi dogrulanmistir. Ayrica, Meng ve ark. (2017),
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B. napus’taki NRAMP tastyici genlerinin genom ¢apinda tanimlanmasi ve dogrulanmasi
icin biyoinformatik ve RNA dizilimi yontemlerini kullanmigtir. Degradom dizileme
verilerine dayanarak, NRAMP genlerinden biri olan BANRAMP1b’in miR167 tarafindan
hedeflendigi ve bu durumun BANRAMP1b’in B. napus’ta miR167 nin hedef geni oldugu

dogrulanmustir.

Cizelge 2.1. Brassicaceae familyasina ait bazi tiirlerdeki miRNA’lar ve onlarin hedef
genleri

Bitki mMiRNA Hedef Gen Metals/ Referans
Metalloid
miR857 Laccase (LAC?7); Secondary growth Cu,Cd Abdel-Ghany ve Pilon, 2008; Zhao

ve ark., 2015; Fu ve ark., 2019;
Ding ve Zhu, 2009; Khraiwesh ve

ark., 2012

miR397 (Laccase-Regulate inter-tissue Cu, Cd Sunkar ve ark., 2006;
lignification and secondary cell wall Khraiwesh ve ark., 2012; Pegler ve
thickness, activities of PPO, SOD, ark., 2021; Jones-Rhoades ve ark.,
and POD) 2004; Ding ve Zhu, 2009

miR398 (CSD1 and CSD2 genes, CCS1 and Cu, Cd, Cs | Pegler ve ark., 2021; Lung ve ark.,
COX5b-1 genes SODs relive 2015; Sunkar ve ark., 2006;
oxidative stress) ‘Yamasaki ve ark., 2007; Gu ve

ark., 2017; Jones-Rhoades ve ark.,
2004; Beauclair ve ark., 2010;
Ding ve Zhu, 2009; Yang ve Chen,
2013; Khraiwesh ve ark., 2012

miR408 (Laccase, plantacyanin transcripts, Cu, Cr, As | Peglerve ark., 2021; Ding ve Zhu,
SPL7, HY5 Regulate plastocyanin 2009; Khraiwesh ve ark., 2012
(PC) content)
miR528 (MAX2 gene and I-resistant blo, As, Al, Cd | Xie ve ark., 2007; Wu ve ark.,
LACod acid oxidase, MATE, LAC 2009; Srivastava ve ark., 2013;
Signal transduction, regulation of cell Yang ve Chen, 2013; Gupta ve
cycle, plant development, ascorbate ark., 2014
. ) metabolism, miRNA processing,
Arabidopsis control of cellular-free auxin levels)
thaliana miR395 (SLIM1, SULTR2;1, APS Sulfur Cd, As, Al, | Jagadeswaran ve ark., 2014;
assimilation, response to cadmium Cu Huang ve ark., 2010; Liang ve
ion, sulfate transport ark., 2010; Kawashima ve ark.,
2011; Jones-Rhoades ve ark., 2004
miR156 (SPL7 -Regulate Cu homeostasis, Cu, Cd, | Jones-Rhoades ve ark., 2004; Liu
decrease endogenous ROS) Cr, Al ve Zhang 2012; Yu ve ark., 2012
miR160 (ARF-Regulate auxin signal) Cr, Al, Cs | Lung ve ark., 2015; Jones-Rhoades

ve ark., 2004; Khraiwesh ve ark.,
2012; Gupta ve ark., 2013

miR164 (NAC, CUP trancription factors As, Cr, Al, | Jones-Rhoades ve ark., 2004; Guo
Signaling pathway, root Hg ve ark., 2005; Zeng ve ark., 2012
development, response to oxidative
stress)

miR393 (TIR1/AFBs (F —box auxin receptors) | Cd, Hg, | Lung ve ark., 2015; Jones-Rhoades
and bHLH (TF) Al, Cs ve ark., 2004; Yang ve Chen,
Regulate auxin signaling) 2013; Gupta ve ark., 2014

miR159 (ABC transporter protein, OPT1- Cd, As, Cr, | Khraiwesh ve ark., 2012; Shahbaz
Regulate metal transporters); Natural Al ve Pilon, 2019; Yang ve Chen,
resistance-associated macrophage 2013; Gupta ve ark., 2014; Xie ve
proteins (NRAMP) ark., 2007; Zhou ve ark., 2012;

Huang ve ark., 2010

miR156 Squamosa-promoter binding Cd, Al, | Rhoades ve ark.,2002;
transcription factor (TF), glutathione- | Mn, As Yang ve Chen, 2013;
cglutamylcysteinyl transferase 2 Gupta ve ark., 2014;

Xie ve ark., 2007;
Zhou ve ark., 2012;
Huang ve ark., 2010
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miR164 NAC S, Cd Khraiwesh ve ark., 2012; Huang
ve ark., 2010
miR169 CCAAT-binding transcription factor Cd Jian ve ark., 2018; Srivastava ve
(CBF-B/NF-YA) ark., 2021; Zhou ve ark., 2012;
Huang ve ark., 2010
Brassica napus miR171 Scarecrow-like (SCL) TF, nodulation | Cd, Hg, | Fuveark., 2019;
signaling pathway 2 protein Al, As Zhou ve ark.,2012;
Xie ve ark., 2007;
Yang ve Chen, 2013;
Gupta ve ark., 2014;
Huang ve ark., 2010;
Khraiwesh ve ark., 2012
miR172 Cysteine-rice RLK 10 (Trancription Cd, As Fu ve ark., 2019;
factor) Xie ve ark., 2007;
Gupta ve ark., 2013;
Huang ve ark., 2010;
Khraiwesh ve ark., 2012
miR395 (SLIM1, SULTR2;1 (Sulphate Cd, As, Al, | Huang ve ark., 2010;
transporter2;1), APS (coding for ATP | Mn Fu ve ark., 2019;
sulphurylases)- Sulfur assimilation, Ding ve ark., 2013;
response Yang ve Chen, 2013;
to cadmium ion, sulfate transport) Gupta ve ark., 2013;
miR393 bHLH (TF), transport inhibitor Cd, Hg, Al | Xie ve ark., 2007; Sunkar ve ark.,
response 1/auxin F-box (TF); TIR1 2001; Pasquinelli ve ark., 2000;
(Transport inhibitor response 1) Gusmaroli ve ark., 2001; Gupta ve
ark., 2013
Xie ve ark., 2007;
Huang ve ark., 2010;
Khraiwesh ve ark., 2012
miR394 F-box TF, RNA polymerase sigma Cd Zhou ve ark., 2012;
factor Fu ve ark., 2019;
Gupta ve ark., 2013
miR397 Icel (inducer of CBF expression 1) Mn, Cd, | Fuveark., 2019; Zhou ve ark.,
(TF), laccase, laccase-4 precursor, As 2012;
chromosome chr7 scaffold 42 Huang ve ark., 2010
miR398 induction of CSD1 and CSD2 Cd Yang ve Chen, 2013;
transcripts Gupta ve ark., 2013;
Huang ve ark., 2010;
Khraiwesh ve ark., 2012
miR167 (NRAMP1b metal transporter protein- | Cd Srivastava ve ark., 2013; Yang ve
Metal uptake and translocation); Chen, 2013; Gupta ve ark., 2013;
ATP-binding cassette (ABC) Xie ve ark., 2007; Huang ve ark.,
transporter 2010
miR403 Putative argonaute protein Cd Huang ve ark., 2010;
miR408 GGT- PC synthase(PCS) -metal Al, Cd, Fu ve ark., 2019; Zhou ve
complexes; Mn, As ark.,2012;
Chemocyanin precursor, copper ion Yang ve Chen, 2013;
binding protein, laccase, plantacyanin, Huang ve ark., 2010
uclacyanin-2 precursor, ascorbate
oxidase, basic blue copper protein,
miR167 (NRAMP1b metal transporter protein- | Cd, Hg, Srivastava ve ark., 2013; Yang ve
Metal uptake and translocation); Mn, As Chen, 2013; Gupta ve ark., 2013;
Auxin responsive factors (TF), metal Yang ve ark., 2022
transporter NRAMP1 and 2
miR159 MYB and TCP transcription factors, Cd, Al, As | Srivastava ve ark., 2013; Yang ve
ABC transporter, oligopeptide Chen, 2013; Gupta ve ark., 2013;
transporter 1 (OPT1)
miR156 Squamosa-promoter binding Cd, Al, Srivastava ve ark., 2013; Yang ve
transcription factor (TF), glutathione- | Mn, As Chen, 2013; Gupta ve ark., 2014;
cglutamylcysteinyl transferase 2
miR169 CCAAT-binding (TF), chloroplast Cr, Cd, Al, | Srivastava ve ark., 2013; Gupta ve
photosystem Il subunit x, nuclear As ark., 2014; Yang ve ark., 2022
(TF) Y subunit A-3 and A-10
miR164 NAC domain (TF), phytosulfokines, Cd, Hg, | Srivastava ve ark., 2013;
monothiol glutaredoxin Al, As
miR171 (SCL (TF) Shoot branching, signaling | Hg, As, | Yang ve ark., 2022
pathway) Cr, Cd
miR395 ATP-sulfurylase, cytochrome b5-like As, Al Srivastava ve ark., 2013; Xu ve

B. juncea

heme/steroid binding- domain-
containing protein, Sulfate transporter

ark., 2013; Gupta ve ark., 2013
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miR319 (TCP (TF), cyclin Leaf Hg, As, | Srivastava ve ark., 2013; Yang ve
morphogenesis, cell differentiation, Al, Cd ark., 2022
embryonic development, cell
division)
miR854 (Putative serine acetyl transferase As Srivastava ve ark., 2013; Xu ve
(SAT) Synthesis of O-acetylserine) ark., 2013; Srivastava ve ark.,
2021; Gupta ve ark., 2013; Yang
ve ark., 2022
miR838 Lipase As Srivastava ve ark., 2013;
Srivastava ve ark., 2021; Xu ve
ark., 2013
miR172 Apetala-2 like (TF), ARF, helix-loop- | Hg, Mn, Srivastava ve ark., 2012;
helix DNA-binding domain- Al, As Srivastava ve ark., 2013; Gupta ve
containing protein (TF) ark., 2013
miR156 (Contig27694- Glutathione S- Cd, Cr,Pb | Xuve ark., 2013; Liu ve ark.,
transferase 5 (GST5) 2015; Wang ve ark., 2014
miR159 (Contig31028- ABC transporter Liu ve ark., 2015; Wang ve ark.,
family protein) 2014
miR166 (CL3287.Contig3- Iron transporter Liu ve ark., 2015; Wang ve ark.,
protein) 2014
miR393 (Contig26439- Phytochelatin synthase Liu ve ark., 2015; Wang ve ark.,
Raphanus 1) 2014
sativus miR408 (Contig26439- Ascorbate oxidase) Liu ve ark., 2015; Wang ve ark.,
(Radish/Turp) HYS and SPL7 2014;
Zhang ve ark., 2014
miR7767-3p, | ABC transporter proteins (PDR5 and Cr Liu ve ark., 2015
rsa-miRn55 PXA1), and heavy metal ATPase
and (HMAD5)
miR5671
miR5265 yellow stripe-like 1 gene (YSL1) Cr Liu ve ark., 2015
(transporter of nicotinamide)
bra-miR838a | (ATPase family protein), bra- Cd Yang ve ark., 2022
miR5021c (laccase; aspartyl protease
family)
bra- (myelablastosis (MYB) families of
miR5021a transcription factors)
. ve bra-
Brassica miR838a
parachinensis bra- (acetyl-CoA C-acyltransferase (GO:
L. miR5021a 0003988); phosphoprotein
phosphatase (GO: 0004721)
miR395 SLIM1, SULTR2;1, APS Sulfur Cd, As, Al
assimilation, response to cadmium
ion, sulfate transport; Yellow Stripe-
like (YSL), and heavy-metal-
associated 2 (HMAZ2) and 4 (HMA4)

mMiRNA’lar genellikle metal alim tasiyicilarinin ekspresyonunu ve hiicresel
tasinmasini diizenleyen faktorler olarak islev goriirler (Noman ve Ageel, 2017). Ozellikle,
miR159 ve miR167 gibi miRNA’larin, ATP baglama kaseti (ABC) ve dogal direngle
iliskili makrofaj proteinleri (NRAMP’ler) gibi metal tasiyict genleri hedefledigi
bulunmustur. Bu nedenle, bu miRNA’larin metal alimini, tasinmasmi ve vakuolar
sekestrasyonu diizenledigi gosterilmistir (Gupta ve ark., 2014; Jamla ve ark., 2021).

Bitkilerde nikotianamin bagli metal komplekslerinin tasiyicist olan YSL1 geninin,
turpta miR5265 tarafindan hedeflendigi tespit edilmistir. Ayrica, metal homeostazisinin
diger 6nemli tasiyicilart olan ABC tastyici proteinleri (PDRS ve PXA1) ile agir metal
ATPaz (HMAS), turptaki Cr stresine yanit olarak sirasiyla miR7767-3p, rsa-miRn55 ve
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miR5671 tarafindan hedeflendigi rapor edilmistir (Liu ve ark., 2015). Bir oligopeptit
tagiyicisi olan OPT1, miR159’un hedefi olarak tanimlanmistir (Srivastava ve ark., 2013).
OPT’lerin S, Fe, Ni, Cu ve Zn gibi metallerin tasinmasinda rol oynadig1 bilinmektedir.
Bu nedenle, As varliginda optimum besin dengesini saglamak i¢in OPT1’in miRNA’lar
tarafindan diizenlenmesi gerekebilir (Srivastava ve ark., 2013). MATE protein ailesi,
bitkilerde Al toleransina katkida bulunan 6nemli bir faktordiir (Maron ve ark., 2013).
mMiR169’un asir1 ifadesinin, nitrat tagiyicilarinin azalmasina ve dolayisiyla nitrat alimini
ve birikimini etkileyebilecegi gosterilmistir (Zhao ve ark., 2011). Kiikiirt varliginda
miR395, ATP siilfiirilazlarin ve Siilfat tagiyict 2’nin (SULTR2; 1) diizenlenmesinde rol
oynar ve S noksanlig1 kosullarinda artan bir ifade gosterir (Liang ve ark., 2010; Kumar
ve ark., 2017). Arabidopsis thaliana fidelerinde miR395’in yukar1 diizenlenmesi, As veya
Cu kaynakli oksidatif strese yanit olarak Jagadeswaran ve ark. (2014) tarafindan rapor
edilmistir. Hint hardalinda (Brassica juncea), miR838 ve miR854’iin, sirasiyla O-
asetilserin siilfat alim1 ve sentezinde rol oynayan SULTR2;1, SULTR2;2 ve serin asetil
transferaz (SAT) translasyonunu azalttig1 tespit edilmistir (Srivastava ve ark., 2013). Xu
ve ark. (2013), fitoselatin sentaz geninin miRNA’lar tarafindan diizenlenmesinin 6nemini
vurgulamistir. B. juncea’da miR395, miR838 ve miR854, As-stresine yanit veren
mMIiRNA’lar olarak tanimlanmistir. miR838 ve miR854’tin, miR395 hari¢, SULTR2’nin
translasyonunu azalttigi tahmin edilmektedir. Bitkilerde Cu-Zn-SOD, Fe-SOD ve Mn-
SOD gibi farkli siiperoksit dismutaz (SOD) formlar1 bulunmaktadir. Cu-Zn-SOD,
ozellikle bakir stresine yanit olarak miR398’in bitkilerde belgelenen bir hedefidir.

MYB, SPL, ERF, bZIP ve TCP gibi bir¢ok transkripsiyon faktorii (TF), bitkilerin
metal stresine kars1 yanitinda diizenleyici rol oynar. SPL transkripsiyon faktorleri, bircok
gelisimsel siirecte kritik bir rol oynar ve metal homeostazisi dahil olmak {izere strese
yaniti aracilik eder (Preston ve Hileman, 2005).

MAPK sinyalleme yolaklarinin, 6zellikle reaktif oksijen tiirleri (ROS) iiretimi
acisindan bitkilerin metal stresine yanitindaki 6nemli roli kanitlanmistir (Singh ve ark.,
2019). Kalsiyum baglayici protein CDPK6’nin rsa-miRn42 tarafindan ve mitojenle aktive
olan protein kinaz MEKKZ1’in miR5293 tarafindan hedeflenmesi, Cr stresi altinda
Raphanus sativus bitkisinde sinyal iletimi ile ilgili proteinlerin tanimlanmasini
saglamistir (Liu ve ark., 2015). Bu bulgular, miRNA’larin sinyal iletiminin

diizenlenmesinde rol oynadigini gostermektedir. Brassica napus’ta, ABC tasiyicisini ve
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NRAMP metal tasiyicisin1 kodlayan genlerin sirastyla miR159 ve miR167 tarafindan
hedeflendigi dogrulanmistir. Ayrica, Meng ve ark. (2017), biyoinformatik analizler ve
RNA dizileme teknikleri kullanarak B. napus’taki NRAMP tasiyict genlerin genel
tanimlanmasini gergeklestirmistir. Degradom dizileme verilerine dayanarak, NRAMP
genlerinden BANRAMP1b’nin miR167 tarafindan hedeflendigi tespit edilmistir. Bu
bulgu, BANRAMP1b’nin B. napus’ta miR 167 tarafindan hedeflendigini dogrulamaktadir.

Brassica napus’taki degradom dizilimi, metal selasyonunda rol oynayan g¢esitli
genlerin miRNA’lar tarafindan hedeflendigini ortaya koymustur. Ornegin, miR156’nin
Cd’ye yamit olarak ifadesinin arttigi belirlenmistir ve bu miRNA, glutatyon-y-
glutamilsisteinil transferazi (GGT) kodlayan geni hedeflemektedir. GGT, glutatyon
(GSH) metabolizmasinda 6nemli bir rol oynar ve metal selasyonunda GSH’nin
kullaniminda kritik bir islev {istlenir. Ayrica, PC sentaz fitoselatinlerin (PC) sentezinde
gorev alir ve agir metallerle selasyon yaparak bitki hiicrelerinde metal toksisitesini azaltir.

Bu selat kompleksleri daha sonra vakuola taginarak metal detoksifikasyonunda kullanilir.

2.10. miRNA Tanimlama Yontemleri

miRNA’lar, molekiiler biyoloji aragtirmalarinda 6nemli bir odak noktasi haline
gelmistir. Bu miRNA’lar, mMRNA’lara belirli dizilerle baglanarak translasyonu inhibe
eder veya MRNA’y1 degradasyona ugratarak hedef genlerin ifadesini engellerler. Olgun
mMiRNA’larin tam dizisinin belirlenmesi, miRNA hedef tahminleri, evrimi, diizenleyici
rollerinin anlasilmas1 ve biyogenez mekanizmalar1 hakkinda daha ileri calismalar
yapilmasini gerektirmektedir.

miRNA hedef genlerinin dogru tahmini ve dogrulanmasi, spesifik miRNA’larin
islevlerini tanimlamak i¢in krittk Oneme sahiptir. Genellikle, biyoinformatik
yaklagimlarla tanimlanan aday miRNA hedefleri bulunur, ancak miRNA-hedef
etkilesimlerinin yalnizca az bir kismi1 deneysel olarak dogrulanmistir. miRNA’lar ve
hedeflerini tanimlamak ve dogrulamak i¢in ¢esitli yaklasimlar mevcuttur; bunlar arasinda
yeni nesil yiiksek verimli dizileme teknolojileri Onemli bir yer tutar. Arastirma
stratejilerinin - mevcut durumunu anlamak i¢in, biyoinformatik ve deneysel
aragtirmalardaki temel uygulamalardan baglayarak bitki miRNA’larmi tanimlama ve

dogrulama yaklagimlarindaki gelismeler biiyiik bir 6neme sahiptir.
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2.11. Bitki miRNA’larimin Tanimlanmasi ve Dogrulanmasi

Son yillarda, farkli bitki familyalarinda birgok miRNA tanimlanmuistir. Son on yilda,
miRBase (http://www.mirbase.org/) tizerindeki kayith miRNA’larin sayist 28’den
(stirim 3.0) 5940’a (mevcut slirim 19.0) yiikselmistir. Bu miRNA’lar arasinda Vitis
vinifera’da 163, narenciyede 79, Malus domestica’'da 207, A.thaliana’da 713, piringte
708, Populus’ta 374, misirda 321, Physcomitrella’da 280, Medicago truncatula’da 675,
soya fasulyesinde 506, Pinus taeda’da 38 ve Brassica napus’ta 92 miRNA’nin oldugu
rapor edilmistir (Sun ve ark., 2014).

Bitki mMRNA’larin1 tanimlamak ve dogrulamak igin en yaygin ii¢ yontem sunlardir:
korunan dizilere ve ikincil yapiya dayali hesaplamali tahminler, kiigik RNA
kiitliphanelerinin klonlanmasi ve miRNA’larin yiiksek verimli dizileme ile dogrudan
tespiti. Yiiksek verimli dizileme gibi yeni ve verimli teknolojilerin gelismesi, yeni
tanimlanan MIRNA’larin sayisinda belirgin bir artisa yol agmistir (Lv ve ark., 2012).
Giinlimiizde bitkilerde miRNA’larin sayisin1 tahmin etmek zor oldugu gibi miRNA’larin
temel Ozellikleri halen tam olarak tanimlanmamis olup, ¢ogu ¢alismada, model bitkiler
veya bazi Onemli bitkiler ile sinirhh kalmaktadir. miRNA’larin tanimlanmasi ve
karakterize edilmesi iizerine yapilan arastirmalar, bu molekiillerin islevleri hakkinda

onemli bilgiler sunmaktadir.

2.12. miRNA Tamimlama ve Karakterizasyonu Stratejileri

[leri genetik, miRNA’larm tespiti igin gelismis bir yaklasim olmakla birlikte, zaman
alict ve pahalidir, bu nedenle sinirli uygulamalara sahiptir. Bu yaklagimin biyolojik olarak
islevsel miRNA’larin artan listesine katkida bulunmasi olas1 olmayabilir. Ters genetikte
ise arastirmacilar, islevleri veya fenotipleri tanimlamak i¢in bilinen dizileri
kullanmaktadir.

MiRNA’larin tanimlanmasinda kullanilan iki temel ters genetik stratejisi
bulunmaktadir; biyoinformatik ve deneysel yaklasimlar (Unver ve ark., 2009).
Biyoinformatik araglar, miRNA’larin tanimlanmasi i¢in yaygin olarak kullanilan bir
yontem haline gelmis olup, hem hayvanlarda hem de bitkilerde yeni miRNA’larin
belirlenmesinde  kullanilmaktadir.  Biyoinformatik ~ yontemlerle =~ miRNA’larin

tanimlanmasinin temel prensibi, bilinen miRNA’larin homolog dizilerinin tek bir genom
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icinde ve iligkili organizmalarin genomlari arasinda olusturulmasidir (Zhang ve ark.,
2006). Dizi ve yapt homolojileri, miRNA tahminleri i¢in temel saglamaktadir.
Hesaplamal1 stratejiler, miRNA’lar1 ve onlarin hedef genlerini tahmin etmek igin
giivenilir ve etkili bir yontem sunmakta ve hayvanlar, mantarlar ve yiiksek bitkiler
tizerindeki arastirmalarda kullanilmaktadir (Riolo ve ark., 2005; Sun ve ark., 2014).

Kiicik RNA kiitiiphanelerinin klonlanmasi ve dizilenmesi, miRNA’larin
tanimlanmasi ve karakterize edilmesi i¢in kullanilan mevcut deneysel yaklasimlardir.
Ancak bu yaklasimlarin bazi sinirlamalara sahiptir. miRNA ifadesi, doku ve zaman
ozgulligline baglh olarak degiskenlik gosterebilir ve genellikle diisiik ifade seviyelerinde
bulunur. Ayrica, miRNA’lar genellikle belirli ¢evresel uyaranlara yanitta transkripsiyona
ugrar ve hedef mRNA’lar1 kesip parcalar, bu da miRNA’larin ve diger kii¢ilk RNA’larin
Klonlanmasini zorlastirir. Bu baglamda, hesaplamali yaklasimlar avantaj saglar. Son
yillarda, 454 pirodizileme ve Illumina/Solexa gibi yeni nesil yiiksek verimli dizileme
teknikleri, bitkilerde yeni miRNA’lar1 tanimlamak igin yaygin olarak kullanilmaktadir
(Wang ve ark., 2010; Unamba ve ark., 2014).

2.13. Yiiksek Verimli Dizileme Teknolojileri (RNA Dizileme)

Hesaplamali olarak tahmin edilen miRNA’lar, PCR tabanli klonlama veya
hibridizasyon tabanli yontemlerle deneysel olarak dogrulanmistir. Ancak, olgun miRNA
bolgesi bilinmediginde PCR tabanli klonlama zorluklar ¢ikarabilirken, hibridizasyon
tabanli yontemler daha az miktarda bulunan miRNA’lar1 tespit etmede duyarlilik
sorunlar1 yagar. Ayrica, bu yontemler gercek miRNA dizilerini ortaya ¢ikarmada yetersiz
kalabilir. Teknolojideki son gelismeler, 6zellikle Illumina/Solexa ve 454 pirodizileme
gibi yeni nesil yiiksek verimli dizileme teknolojileri, bitki miIRNA’larin1 tanimlamak igin
etkili bir sekilde kullanilabilir. Tirlere 6zgii miRNA’lar genellikle korunan
miRNA’lardan daha diisiik seviyelerde birikir. Bu nedenle, bilinen genom dizilerine sahip
model bitki tiirlerinde yaygin olarak kullanilan Sanger dizileme yontemi gibi geleneksel
dizileme yaklasimlarini kullanarak bu miRNA’lar1 degerlendirmek genellikle zordur
(Peldez ve ark., 2012; Sun ve ark., 2014).

Yeni nesil dizileme teknolojilerinin kullanimi, diisiik miktardaki, doku 6zgiilliigii ve
zaman-mekan Ozgiilliigline sahip bitki mikroRNA’larinin tanimlanmasinda biiyiik

avantaj saglamistir. Bu teknolojiler, Arabidopsis, piring, liziim, turunggiller, ¢ilek, kavak,
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Triticum aestivum, Zea mays, M. truncatula, Gossypium hirsutum ve Taxus chinensis gibi
bitkilerde yeni tespitler i¢in yiiksek verimli araglar sunmaktadir (Jain ve ark., 2012; Egan
ve ark., 2012).

Yiiksek verimli yaklasimlar, miRNA’lar1 miktar seviyelerine gore de tespit
edebilmektedir (Ma ve ark., 2015; Martinez ve ark., 2011). Diisiik maliyetli dizilemeye
olan talep, dizileme siirecini bir araya getirerek ayni anda binlerce veya milyonlarca diziyi
iireten yiiksek verimli (yeni nesil) teknolojilerin gelistirilmesini saglamistir. Bu
teknolojiler, DNA dizileme maliyetini geleneksel yontemlerin Gtesine tasiyarak onemli
Olgiide azaltmay1 hedeflemektedir. Ultra yiliksek verimli dizileme, 500.000°e kadar
dizileme ve sentezleme siireglerini paralel olarak yiirlitebilme kapasitesine sahiptir.

RNA dizileme (RNA-seq) teknolojileri, bitki miRNA’larinin tespitinde 6nemli bir
rol oynamaktadir. RNA-seq, miRNA’lar1 dizilemek igin yeni nesil dizileme veya biiyiik
Olgekli yiliksek verimli DNA dizileme teknolojilerini kullanmaktadir. Bu teknik,
genellikle 6zel olarak zenginlestirilmis kiiciik RNA’lar1 girdi olarak gerektirir ve
arastirmacilarin daha 6nce karakterize edilmemis miRNA ’lar1 tespit etmelerine, doku ve
hastaliga 6zgii ifade kaliplarini ve miRNA izoformlarini1 incelemelerine olanak tanir.
Diger teknikler gibi miRNA dizilemenin de avantajlari (dizi bagimsizligi ve kapsam) ve
dezavantajlar (yiliksek maliyet, altyap1 gereksinimleri, uzun galisma siiresi ve potansiyel

yan etkiler) bulunmaktadir.

2.14. miRNA Hedeflerinin Tanimlanmasi

Yeni nesil dizileme verilerinin artmastyla birlikte, farkli bitki genomlarinda yeni
miRNA’lar tespit edilmektedir. miRNA’larin iglevsel agiklamasini dogru bir sekilde
yapmak i¢in, onlarin hedeflerini tanimlamak 6nemli bir adimdir. Hayvan miRNA’larinin
aksine, bitki miRNA’larinin hedeflerini tanimasi genellikle tam veya tama yakin
tamamlayict baz eslesmesi gerektirir. Bu, bitki ve hayvan miRNA’lar arasindaki temel
bir farktir ve bu nedenle bitki miRNA’larinda hedef tahmini nispeten daha basittir.

Bitkilerde hedef mMRNA’lar1 belirlemek i¢in hem deneysel hem de hesaplamali
teknikler kullanilmaktadir. Bitki miRNA’larimin mRNA’lar1 tam tamamlayicilikla
hedefleyebilme yetenegi ilk olarak Arabidopsis’te miR171 ile gozlemlenmistir (Mallory
ve Vaucheret ark., 2006). miR171’in, ic SCARECROW-benzeri (SCL) transkripsiyon
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faktorii ile yiiksek derecede tamamlayicilik gosterdigi belirtilmistir (Chen, 2005).
Korunan miRNA hedeflerini tahmin etmek, homolog mRNA’larin bir miRNA ailesindeki
korunan miRNA’lar tarafindan hedeflendigini ortaya koymustur; ancak, bireysel bir
miRNA ile hedefi arasinda daha fazla bosluk ve uyumsuzluk olabilmektedir (Unver ve
ark., 2009; Sun ve ark., 2012).

2.15. Fitoremediasyon

"Fitoremediasyon" temel olarak bitkilerin ve bitkilerle iligkili toprak
mikroorganizmalarinin ¢evredeki kirleticilerin konsantrasyonlarini veya toksik etkilerini
azaltmak icin kullanimini ifade eder (Greipsson, 2011). Bu yontem, agir metallerin ve
radyontiklidlerin yan1 sira organik kirleticilerin (poliniikleer aromatik hidrokarbonlar,
poliklorlu bifeniller ve pestisitler gibi) uzaklastirilmasinda kullanilir. Fitoremediasyon,
yeni, uygun maliyetli, yerinde uygulanabilir, verimli, cevre dostu ve giines enerjisi ile
desteklenen bir iyilestirme stratejisidir (Clemens, 2001; Saier ve Trevors, 2010; Sarma,
2011; Singh ve Prasad, 2011).

Fitoremediasyon, g¢evredeki kirleticilerin dogal ortamdan uzaklastirilmasi veya
azaltilmast icin bitkilerin kullanilmasiyla gergeklesen bir temizleme siirecidir. Bu
yontem, toprak, su veya hava gibi ¢evresel ortamlardaki kirleticilerin bitkiler tarafindan
absorbe edilerek, depolanarak veya metabolize edilerek etkisiz hale getirilmesini igerir.
Fitoremediasyonun alt bagliklar1 arasinda fitoekstraksiyon, fitostabilizasyon,
rizofiltrasyon ve fitovolatilizasyon bulunmaktadir.

1. Fitoekstraksiyon, bitkilerin kokleri araciligryla topraktaki kirletici maddeleri absorbe
etme siirecidir. Kirleticiler, bitkilerin kokleri tarafindan topraktan alinir ve bitkilerin
toprak {stli kisimlaria tasinir. Bu toprak {iistii kistmlar daha sonra toplanip yakilarak
enerji elde edilir ve metal kiiliinden geri doniistiiriiliir (Kumar ve ark., 1995; McGrath ve
ark., 2003; Ghori ve ark., 2016).

2. Fitostabilizasyon, topraktaki ve yeralt1 suyundaki kirletici maddelerin bitki dokulari
tarafindan absorbe edilip biriktirilmesi, koklere adsorbe edilmesi veya kok bolgesinde
cokeltilmesi yoluyla bu kirleticilerin hareketsiz hale getirilmesi siirecidir. Bu yontem,
belirli bitki tiirlerinin kullanimiyla kirleticilerin toprakta gociinii engeller ve erozyon ile
deflasyon gibi siireglerin hareketlerini sinirlayarak topragin stabilitesini arttirir (Berti ve

Cunningham, 2000; Hooda, 2007; Ashraf ve ark., 2010).
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3. Rizofiltrasyon, sulak alanlarda yapilan ortak alan atik suyu temizleme yontemidir. Bu
yontemde, bitki kokleri ¢evreleyen sulak alandaki kirleticileri absorbe eder, koklerde
biriktirir veya ¢okeltilir. Ayrica, kirleticiler koklerde birikerek tutulabilir. Bu siireg, su
kaynaklarindaki kirleticilerin giderilmesini saglar (Ali ve ark., 2013)..

4. Fitovolatilizasyon, bitkilerin kirleticileri alarak bu Kkirleticileri terleme yoluyla
atmosfere saldig1 bir siirectir. Bitkiler, su ile birlikte kirleticileri alir ve bu kirleticiler,
degismis bir formda veya orijinal haliyle atmosfere salmir. Ozellikle agaclar ve diger
bitkiler, buharlasma yoluyla kirleticileri atmosfere birakir. Bu yontemle kirleticilerin
atmosfere karismasi saglanarak ¢evreden uzaklastirilmalar1 gergeklestirilir (Nabais ve
ark., 2007; Wu ve ark., 2007; Ashraf ve ark., 2010).

Yesil bitkiler, ¢evredeki kirleticileri absorbe ederek ve cesitli mekanizmalarla
detoksifiye ederek dnemli bir yetenek sergilerler. Kirleticileri genellikle ylizey topragina
zarar vermeden kullanarak yararliliklarini ve verimliliklerini korurlar. Ayrica, organik
madde katkilartyla topragin verimliligini artirarak ¢evresel iyilesmeye katkida bulunurlar
(Weil ve Magdoft, 2004; Fageria, 2012). Baz1 bitkiler, metal igeren topraklarda yetiserek
toksisite belirtileri gOstermeksizin yiiksek miktarda metal biriktirme yetenegi
gelistirmistir (Reeves ve Brooks, 1983; Memon ve Schroder, 2009; Memon, 2016; Dogru
ve ark., 2021). Fitoremediasyon i¢in ideal bitkiler, yiiksek metal konsantrasyonlarina
tolerans gosterebilmeli, biiyiik miktarda metal biriktirebilmeli, yiliksek biyokiitle
olusturmali, hizli biiytimeli ve derin bir kok sistemine sahip olmalidir (DalCorso ve ark.,
2019; Baker ve ark., 2020). Ayrica, bitkilerin zorlu toprak kosullarina (6rnegin, toprak
pH’1, tuzluluk, toprak yapisi, su igerigi) dayanabilme ve derin bir kok sistemi
gelistirebilme yetenekleri de 6nemlidir. Bu 6zellikler, bitkilerin kirletici maddeleri etkin
bir sekilde temizleme kapasitesini belirler. Baz1 bitkiler bu 6zelliklere dogal olarak
sahipken, diger bitkiler genetik miihendislik potansiyeli sayesinde daha etkili ve
ozellestirilmis bitki tiirleri olarak gelistirilebilir. Bu amacla, metal akiimiilasyonu ve
toleransinin molekiiler mekanizmalarini belirlemek gereklidir.

Fitoremediasyonu etkileyen faktorler hakkindaki artan bilgi, bitkilerin iyilestirme
performansin1 artirmak i¢in genetik modifikasyona dayanak olusturur. Metal
hiperakiimiilatorlerinin tanimlanmasi, bitkilerin kirlenmis topragi ve suyu temizleme
konusunda genetik bir potansiyele sahip oldugunu gostermistir.

Fitoremediasyon, ¢evre miihendisligi, bitki fizyolojisi, genetik, toprak bilimi ve
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biyoteknoloji gibi ¢esitli alanlar1 bir araya getiren disiplinler arasi bir teknolojidir. Bu
alanlardaki arastirmalarin birlesimi, bitkilerin kirleticileri absorbe etme, metabolize etme
ve toksinleri etkisiz hale getirme yeteneklerini daha iyi anlamamizi saglar ve bu bilgileri
uygulamal1 ¢ézlimlere doniistirmemize yardimci olur. Fitoremediasyon, bitkilerin agir
metal iyonlarini sitoplazmadan uzaklastirma veya daha az toksik veya daha kullanigh bir
formda selasyon yaparak ya da inaktive ederek detoksifiye etme yeteneklerini artirmayi
hedefler. GSH ve PC’lerin sentezinde yer alan enzimlerin modifikasyonu veya asiri
ekspresyonu, bitkilerde agir metal toleransin1 ve dolayisiyla fitoremediasyon
potansiyelini artirmak i¢in etkili bir yaklagim olabilir.

Genetik modifikasyon, Hint hardalinin fitoekstraksiyon yetenegini artirmak igin
yaygin olarak kullanilmaktadir (Bennett ve ark., 2003; Kumar ve ark., 2023). Ma ve ark.
(2009), Cu’ya dayanikli olan ve Hint hardalinda agir metal stresini 6nleyen AX10 adli bir
bakteri susu ile Hint hardali tohumlarin1 asilamislardir. Asilanmis bitkiler, agilanmamis
bitkilere gore %56’ya kadar daha fazla Cu biriktirmistir (Ma ve ark., 2009). Benzer
sekilde, Bafiuelos ve ark. (2005), Se alimini iyilestirmek amaciyla transgenik bitkiler
kullanmig ve bu bitkiler normal (degistirilmemis) bitkilere kiyasla Se aliminda %30’luk

bir artig saglamistir.

2.11. Brassica juncea: Fitoremediasyondaki Rolii

Farkl1 Brassica tiirleri arasindaki genetik iligkiler, U tiggen teorisi ile iyi bir sekilde
aciklanmistir (Nagaharu, 1935; Sekil). Bu teori, B. carinata, B. juncea, B. napus, B. nigra,
B. oleraceae ve B. rapa gibi Brassica tiirleri arasindaki kromozom sayilar1 ve genetik
yapilar arasindaki iliskileri agiklar. Teoriye gore, Brassica tiirlerinin genetik iliskileri bir
licgen seklinde diizenlenmistir. Uggenin koseleri, farkli kromozom sayilar1 ve genetik
ozelliklere sahip ti¢ temel tiirii temsil eder: B. nigra (BB), 2n = 16; B. oleraceae (CC), 2n
= 18; ve B. rapa (AA), 2n = 20. Ucgenin kenarlar1 ise bu temel tiirler arasinda meydana
gelen interspesifik hibridizasyonlar1 temsil eder. Ornegin, B. juncea (AABB), 2n = 36 ve
B. napus (AACC), 2n = 38 gibi amfidiploid tiirler, bu interspesifik hibridizasyonlarin
sonucudur (Chen ve ark., 2020).
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Sekil 2.1. Cin lahanasi (AA), lahana (CC), kolza tohumu (AACC), Hint hardali (AABB)
ve diger yaygin sebzeler gibi Brassica cinsinin alti tiirii arasindaki genetik iliskileri
gosteren U liggen diyagrami, A, B ve C genomlarinin her birinden gelen kromozomlar

farkli renklerle gosterilmistir (Kumar ve ark., 2015).

B. juncea (Kahverengi hardal), metalle kirlenmis topraklarda adaptasyon
gosterebilme ve gelisebilme yetenegi nedeniyle bir metallofit olarak siniflandirilmistir
(Ali ve ark., 2013; Li ve ark., 2019). Bu tiir hem dogal hem de yapay olarak kirlenmis
topraklardan ve sulardan agir metallerin uzaklastirilmasinda dikkat ¢ekici bir yetenege
sahiptir (Huysen ve ark., 2004; Li ve ark., 2019; Meyers ve ark., 2008). B. juncea,
koklerinde ve toprak istii kisimlarinda agir metalleri biriktirme kapasitesine sahiptir
(Varkey ve ark., 2012; Rathore ve ark., 2019); ancak, bu birikim koklerde daha yiiksek
miktarda gozlemlenmektedir (Li ve ark., 2019; Meyers ve ark., 2008). Cevredeki agir

45



metal konsantrasyonlarinin artmasiyla kok alimi arttikga, toprak iistii kisimlara taginma
da artmaktadir (Li ve ark., 2019; Meyers ve ark., 2008; Napoli ve ark., 2019).

B. juncea’nin agir metal toleransi, biiylimesini ve performansini engelleyebilecek
reaktif oksidatif strese kars1 koruma saglayan yiiksek antioksidan, sistein ve askorbik asit
konsantrasyonlartyla iligkilidir (Diwan ve ark., 2008; Fryzova ve ark., 2017). Ayrica, bu
tiir, asir1 agir metal seviyelerine adaptasyona yardimci olan etkili kdk hiicre vakuol
depolama sistemlerine sahiptir (Graziani ve ark., 2016; Meyers ve ark., 2008). B. juncea,
bir veya birden fazla metalle kirlenmis alanlarin iyilestirilmesinde uzun yillardir
kullanilmaktadir. Ornegin, B. juncea, Pb seviyelerini 1000 mg/kg’ye kadar tolere
edebildigi i¢in yiiksek bir Pb toleransina sahiptir (Graziani ve ark., 2016); bu da Baker ve
Brooks’un (1989) tanimina gére bu bitkinin gergekten bir hiperakiimiilator oldugunu
gostermektedir.

Chigbo ve ark. (2013), B. juncea’nin fitoekstraksiyon verimliliginin, farkli
ozelliklere sahip kirleticiler arasindaki rekabetci alim ve etkilesimler nedeniyle birden
fazla agir metal veya kirletici tiiriiyle kirlenmis ortamlarda azalabilecegini belirtmistir.
Chigbo ve ark. (2013), piren varliginda B. juncea’da Cu birikiminin %85’e kadar
azaldigin1 ve biyokiitlede diisiis yasandigini1 gézlemlemistir. Cu birikimindeki bu azalma,
kok salgilar1 ve piren ile komplekslerin reaksiyonlart sonucunda ¢o6ziinmez Cu
komplekslerinin olugmasina yol agmakta ve boylece Cu alimini sinirlamaktadir (Jeelani
ve ark., 2020).

B. juncea’nin agir metalleri giderme yeteneginin yani sira fitostabilizasyon
ozellikleri gostermesi, bu tiirlin ¢esitli fitoremediasyon teknikleri i¢in kullanilabilecegini
ortaya koymaktadir. B. juncea kokleri ve toprak iistii kisimlarinda farkli agir metal
birikim kapasitelerine sahiptir (Clemente ve ark., 2005; Mhalappa ve ark., 2013).
Ornegin, Pb ve Cd birikimi kok bdlgelerinde, gévde ve yapraklara kiyasla daha yiiksektir
(Meyers ve ark., 2008; Wu ve ark., 2020). Clemente ve ark. (2005), B. juncea’nin
koklerinde yiiksek Pb konsantrasyonu goézlemlerken, toprak iistii kisimlarinda bu
konsantrasyonun esik degerinin altinda oldugunu belirtmislerdir. Cu, Fe, Mn ve As ise
yapraklarda daha yiiksek birikim goéstermektedir. Roychowdhury ve ark. (2017), B.
juncea bitkisinin agir metalleri genellikle yapraklarda, ardindan koklerde ve en son

gbovdelerde Zn > Cu > Pb siralamasina gore biriktirdigini bildirmistir.
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B. juncea’nin 6zellikle birden fazla kirleticinin bulundugu ortamlarda yavas gelisme
gosterebilecegi ileri stiriilmiistiir (Chen ve ark., 2020; Fornes ve ark., 2009; Goswami ve
Das, 2015; Mhalappa ve ark., 2013). Goswami ve Das (2015), asir1 agir metal
toksisitesinin bitki biyokiitlesi, kok ve toprak istii kisimlarmin (gévde ve yaprak)
uzunlugu ile klorofil ve karotenoid igerigini olumsuz etkiledigini belirtmislerdir.
Mohamed ve ark. (2012), B. juncea’nin Cd hiperakiimiilatorii olarak iyi bir potansiyel
sergilemesine ragmen, Cd toksisitesinin bitki biiylimesini ve biyokiitlesini
engelleyebilecegini gozlemlemislerdir. Shahandeh ve Hossner (2000), EDTA’nin
ozellikle B. juncea ve ay¢iceginde bitki toprak {istii kisimlarinda Cr alimini artirmada en
etkili selatlama ajan1 oldugunu dogrulamiglardir. Benzer sekilde, Mbangi ve ark. (2018),
EDTA eklenmesinin B. juncea’nin toprak iistii kisimlarindaki Cr konsantrasyonunu 50
kat ve ayciceginde 10 kat artirdigini gozlemlemislerdir. Bu bulgular, B. juncea’nin Cr

fitoremediasyonu igin umut vaat eden bir aday tiir oldugunu gostermektedir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Bitki Materyali

Bu ¢alismada, Brassica juncea (Kahverengi hardal) tiiriiniin; B. juncea var. JS-13, B.
juncea var. Early raya, B. juncea var. Sindh raya, B. juncea var. S-9, B. juncea var. Ganj
sarhen ve B. juncea var. THB-81 kodlu alt1 varyetesi kullanilmistir. Tohumlar, Tarim
Arastirma Enstitiisii, Tandojam, Sind Eyaleti, Pakistan’dan temin edilmistir. Brassica
juncea bitkisi, hizli biliyime ve yiliksek Dbiyokiitle iiretme oram1 (diger
hiperakiimiilatorlerden en az 10 kat daha fazla), baz1 agir metalleri yiiksek miktarda
biriktirme, gelismis bir kok sistemine sahip olmasi, az su gerektiren dnemli bir yagh

tohum bitkisi olmas1 nedeniyle tercih edilmistir.

3.2. Bitkilerin Yetistirilmesi, Agir Metal Uygulamasi ve Biiyiime Parametrelerinin

Olciimii

B. juncea’nin alt1 varyetesine (B. juncea var. THB-81, B. juncea var. JS-13, B.
juncea var. Early raya, B. juncea var. Sindh raya, B. juncea var. S-9 ve B. juncea var.
Ganj sarhen) uygulanmak {izere, Amerika Birlesik Devletleri Cevre Koruma Ajansi
tarafindan aciklanan “tehlikeli kirletici maddeler” listesinde 78. sirada yer alan (ATSDR,
2022) Cr metali se¢ilmistir. Bitkilere krom(III) kloriir (CrCl3.6H2O olarak) ¢ozeltisi
uygulanmistir. Uygulanan krom seviyeleri, literatiir taramalari ve 6n denemeler
sonucunda belirlenmistir (Akinci ve Akinci, 2010; Siddiqui ve ark., 2014).

Baslangigta, B. juncea’nin her bir varyetesinden 100 adet tohum ayr1 ayr1 50 ml’lik
falkon tiiplerde olusabilecek herhangi bir kontamisyonu 6nlemek i¢in 15 dakika boyunca
Tween-20 igeren %5°lik sodyum hipoklorit (NaClO) ¢6zeltisi ile yiizey sterilizasyonuna
tabi tutulmus ve akabinde deiyonize su (dH20) ile iyice yikanmigtir. Daha sonra,
imbibisyonu saglamak i¢in petri kaplarinda bir saat boyunca dH2O bekletilen tohumlar,
cimlenme ve fide gelisimi i¢in vermikiilit igeren viyollere yerlestirilmistir. Her bir tiirde
her bir tekerriir i¢in bir viyol ve her uygulamada 100’er tohum kullanilmistir. 25 (27,5
cmx 27,5 cm) gozlii viyollerden faydalanilmis, her bir viyol bir tekerriir kabul edilerek
her tekerriirde bir uygulama i¢in toplam 100 adet tohum uygulamaya dahil edilmistir.

Deneyin baslangicinda, her bir Cr-uygulanan gruplara 10, 50, 100, 200, 500, 1000 uM
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konsantrasyonlarinda 20 ml Cr c¢ozeltisi (CrCls.6H>O olarak) uygulanmigtir. Cr-
uygulanmayan kontrol (0) gruplarina, sadece 20 ml dH>O uygulanmistir. Cimlenme
asamasinda tohumlar1 karanlikta bekletmek ve biiylime fazinda nemini korunmak i¢in her
bir viyoliin {izeri bes giin boyunca aliiminyum folyo ile kaplanmistir. Tohumlar bes giin
boyunca karanlikta 25 + 2°C’de ¢imlendirilmistir. 5. glinde her bir tiiriin ¢gimlenme orani
hesaplanmistir (Akinci ve Akinci, 2010). Bu asamadan sonra, 5. giinde ¢imlenen fidelerin
bliylime ve gelisimi i¢in iklim odasinin kosullar1 16 saat giindiiz/ 8 saat gece periyodu,
22-25 OC hava sicaklig1, %70/85 bagil nem oran1 ve 10.000 liix 151k yogunlugu olarak
ayarlanmistir. 5 giinliik ¢imlenmeden sonra, Cr-uygulanan gruplara 20 ml’lik 1/4
Hoagland besi ¢ozeltisi igeren farkli seviyelerde (10, 50, 100, 200, 500 ve 1000 uM)
hazirlanan Cr ¢ozeltileri (CrCls.6H20 olarak); Cr-uygulanmayan (kontrol (0)) gruplarina
ise sadece 20 mI’lik /4 Hoagland besi ¢ozeltisi 10 giin boyunca giinasir1 muamele
edilmistir. Bitkiler diizenli olarak temel besin ihtiyacinin karsilanmasi i¢in 1/4 oraninda
seyreltilen Hoagland besi ¢ozeltisi uygulanmigtir (Hoagland ve Arnon, 1938) (Cizelge
3.1). Deney gruplari; kontrol grubu dahil olmak iizere 3’er adet tekerriirlii (R1, R2, R3)
olacak sekilde ayr1 ayr1 gergeklestirilmistir.

Cizelge 3.1. Bitkilere uygulanan 1x Hoagland ¢o6zeltisi i¢in gerekli stok ¢ozeltileri

Stok cozelti Bilesim Final konsantrasyonu
A KNOs 6.5mM
Ca(NOs)2 X 4H20 4.0 mM
B NHsH2PO4 20mMm
MgSOs x 7H20 2.0 mM
c HsBOs 4.6 uM
MnCl2 x 4H20 0.5 uM
(NH4)6M07024 X 4H20 0.1 uM
ZnS04 x 7TH20 0.2 uM
D FeCls 45 uM
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3.2.1. Fizyolojik Analizler

3.2.1.1. Cimlenme Deneyleri

Yiiz tohum, ¢ tekrarli olarak vermikiilit iceren 25 (27,5 cm x 27,5 cm) gozlii
viyollere yerlestirilmistir. Deneyin baslangicinda, her bir Cr-uygulanan gruplara 10, 50,
100, 200, 500 ve 1000 uM konsantrasyonlarinda 20 ml Cr ¢ozeltisi (CrClz.6H20 olarak)
uygulanmigtir. Cr-uygulanmayan kontrol (0) gruplarina, sadece 20 ml dH20
uygulanmistir. Cimlenme asamasinda tohumlar1 karanlikta bekletmek ve biiylime fazinda
nemini korunmak i¢in her bir viyoliin iizeri bes giin boyunca aliiminyum folyo ile
kaplanmistir. Tohumlar bes giin boyunca karanlikta 25 + 2°C’de ¢imlendirilmistir. 5.
giinde her bir tiiriin filizlenen tohumlar1 yani 2 mm’lik radikiil uzamas1 gosterenler
sayllmig ve ¢imlenme orani hesaplanmistir (Cizelge 4.1). Fidelerin ¢imlenme oranlari

asagidaki formiil yardimiyla belirlenmistir (Akinci ve Akinci, 2010).

Cimlenme orani (G-max) = (G/T)*100

(G = toplam ¢imlenen tohum sayisi; T = deneydeki toplam tohum sayist)

Iki haftalik (15 giinliik) deneyden sonra, muamele edilen fidelerin ve kontrollerin
kok ve boy (kok+govde) uzamasit (cm cinsinden) ve yas agirlhigi (g cinsinden)
Olglilmiistiir. Akabinde, 72°C’ de bir etiivde 72 saat kurutulduktan sonra, kok ve govde
kuru agirliklart elde edilmistir. Ayrica, metal tayini i¢in ornekler 72°C’ ye ayarlanan
etiive kurutulmustur. Ileriki molekiiler ¢alismalar icin ayrilan &rnekler (kok, govde,
yaprak) ise -20°C’de muhafaza edilmistir. Her deney kendi i¢inde, Cr-uygulanmayan
(kontrol) ve Cr-uygulanan deney gruplarina ait 3’er adet biyolojik tekrar icermektedir.
Hasat islemi sirasinda, her biyolojik tekrara ait bitkilerden alinan kok, gdvde ve yaprak

ornekleri kendi grubu déhilinde bir araya getirilerek harmanlanmistir.
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Sekil 3.1. ki hafta (15 giin) boyunca Cr uygulamasi yapilan B. juncea var. Early raya

bitkilerinin genel goriiniimii

51



Sekil 3.2. iki hafta (15 giin) boyunca Cr uygulamasi yapilan B. juncea var. THB-81

bitkilerinin genel goriiniimii
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Sekil 3.3. Iki hafta (15 giin) boyunca Cr uygulamasi yapilan B. juncea var. Ganj sarhen

bitkilerinin genel goriiniimii
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Sekil 3.4. Iki hafta (15 giin) boyunca Cr uygulamasi yapilan B. juncea var. JS-13

bitkilerinin genel goriiniimii
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Sekil 3.5. iki hafta (15 giin) boyunca Cr uygulamasi yapilan B. juncea var. Sindh raya

bitkilerinin genel goriiniimii
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Sekil 3.6. iki hafta (15 giin) boyunca Cr uygulamasi yapilan B. juncea var. S-9

bitkilerinin genel goriiniimii

3.3. Bitkilerde Biriken Metal I¢eriklerinin Tayini

Cr-uygulamasindan sonra, her bir tiiriin kok, govde ve yaprak kisimlarinda biriken
metal (Ca, Cr, Fe, Zn, Cu, Mg, K) miktarmin tayini i¢in kurutulan érnekler asit ile yas
yakma yontemine tabi tutulmustur (Memon ve ark., 1982). Kisaca; hasat isleminden sonra
ornekler 72 °C’ye ayarlanan etiivde 72 saat boyunca kurutulmustur. Kurutulan bitki
orneklerinden (0.5 g) 100 mI’lik erlenmeyerlere konulmustur. Orneklerin iizerine (0.5 g)
kuru agirlik bagina 5 ml nitrik asit (HNOs) konsantresi ilave edilerek isitici tablada
organik materyal buharlasana kadar sindirilmistir. Akabinde, 2 ml perklorik asit (HC1O4)
konsantresi ilave edilerek drneklerde kii¢lik hacim kalana kadar 1sitict tablada 1sitilmaya
devam edilmistir. Uygulanan nitrik asit-perklorik asit oran1 (HNO3z:HCIO4) 5:2°dir. Bu

islem, erlenmeyerlerde yaklasitk 1 ml materyal kalana ve ¢Ozelti tam olarak
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berraklagincaya kadar devam ettirilmistir. Orneklerin bulundugu erlenmeyerler yeterince
soguduktan sonra 15 ml’lik falkon tiiplerinde 10 m1’ye tamamlanacak sekilde dH2O ilave
edilmistir. Yas yakma yontemine tabi tutulan bitki 6rneklerinin ve toprak orneklerinin
Ca, Cr, Fe, Zn, Cu, Mg, K icerikleri ICP-OES (indiiktif Eslesmis Plazma—Optik Emisyon
Spektrometresi) (SPECTRO ARCOS) ile tayin edilmistir.

3.4. Molekiiler Analizler

3.4.1. Total RNA Izolasyonu

Metal tayini sonuglarina dayanarak, Cr-toleransli olarak belirlenen B. juncea var
Early raya ve Cr-dislayict olarak belirlenen B. juncea var Sindh raya’nin iig
tekerriiriindeki kok orneklerinin RNA izolasyonu, Thermo ScientificTM’in GeneJET
Bitki RNA Saflastirma Mini Kiti (#K0801) kullanilarak gerceklestirilmistir. ilk olarak,
RNA izolasyonu i¢in kullanilan havanlar ve tokmaklar DEPC ile bir siire muamele
edilmistir. DEPC’den c¢ikarilan havan ve topuz otoklavda steril edildikten sonra
kullanilmuastir.

RNA izolasyon kitinin protokoliine uygun bir sekilde asagidaki gibi gerceklestirilmistir:
1. -20°C’de muhafaza edilen ornekler (0.2 g) havanda sivi azot ile Ogiitme islemi
gerceklestirilmistir.

2. Sivi azot yardimiyla toz haline gelinceye kadar ogiitillen bitki materyali steril
eppendorf tiipe (2ml) aktarilmistir.

3. Aktarilan materyale 10 pul DTT (2M) iceren 510 pul Bitki RNA Lizis soliisyonu ilave
edilmistir. Ekstraktlarin iyice homojenize olabilmesi i¢in 10-20 s vorteks yapilmistir.

4. Vortekslenen ornekler 1sitict tablada (hotblock) 56 °C’de 3 dakika inkiibe edildikten
sonra 14.000 rpm’ de 5 dakika santrifiij edilmistir.

5. Santrifiijden ¢ikarilan Orneklerden supernatant kismi alinarak yeni steril bir
mikrosantrifiij tiipe aktarilmistir. Aktarilan 6rnege 250 pl olacak sekilde %96’lik etanol
ilave edilerek pipet yardimiyla karigim haline getirilmistir.

6. Etanol ilave edilen 6rnekler RNA izolasyon kolonuna aktarilarak 1 dk 11.000 rpm’ de

santrifiij edilmistir.
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7. Saflastirma kolonundan gecen sivi uzaklastirildiktan sonra, yikama islemi igin
orneklere 700 pl Yikama Tamponu 1 (WB1) (tampona kitte belirtildigi sekilde etanol
ilave edilmistir) ilave edilmis ve 12.000 rpm’ de santrifiij edilmistir.

8. Kolondan gegen sivi tekrar uzaklastirilarak, yikama islemini tekrarlamak i¢in kolona
500 pl Yikama Tamponu 2 (WB2) (tampona kitte belirtildigi gibi etanol ilave edilmistir)
ilave edilmis ve 12.000 rpm’ de 1 dk santrifiij edilmistir.

9. Kolondan gegen si1vi tekrar uzaklastirilarak, bir onceki agsamay1 (8.adim) tekrarlamak
tizere kolona 500 pul Yikama Tamponu 2 (WB2) ilave edilmis ve 14.000 rpm’de 1 dk
santrifiij edilmistir.

10. Yikama islemlerinin akabinde, kolon RNaz igermeyen steril eppendorf tiipe (2ml)
aktarilmastir.

11. Son asamada, RNA’nin ayrimi i¢in, kolona 50 pl niikleaz icermeyen su ilave edilmis
ve 12.000 rpm’de 1 dk santrifiij edilmistir. Santrifiij edildikten sonra, RNA’lar kolondan
uzaklastirilmis ve eppendorf tiipte toplanmistir. Total RNA izolasyonu tamamlandiktan

sonra, saflastirilan RNA’lar -20 °C’de molekiiler ¢alismalar i¢in muhafaza edilmistir.

3.4.2. Total RNA Orneklerinin Kalite Okumalarmin Gerceklestirilmesi

Izole edilen total RNA’larin kalitesi NanoDrop 2000 cihazinda (Thermo Scientific)
260 nm ve 280 nm dalga boylarindaki okumalar ile degerlendirilmistir (Memon ve ark.,
2014; Demirel ve ark., 2014). RNA biitlinliiglinii ve konsantrasyonunu degerlendirmede
kullanilan en ileri yoOntemlerden biri, mikroakiskan teknolojisine dayali 6rnek
profillemenin 2100 Bioanalyzer cihazi (Agilent Technologies, Santa Clara, CA) ile
gerceklestirilmesidir. Bu yontem, minyatiirlestirilmis bir elektroforez platformu olarak
diisiiniilebilir ve tek bir ¢ip lizerinde 12°ye kadar ornegin 45 dakikadan kisa bir siirede
analiz edilmesine olanak tanir. Floresan boya kullanilarak ¢alistirilan 6rneklerin analizi
sonucunda, tam boyutlu agaroz jellerde elde edilen goriintiilere benzer bir ¢ikti
olusturulur. Ayrica, mikroakigkan cihaz tarafindan ¢oziimlenen her RNA tiiriiniin
bollugunu gosteren bir elektroferogram iiretilir. Her kanalda gézlemlenen RNA tiirlerinin
dagilimina 6zel bir algoritma uygulanarak RNA Biitlinliik Numaras1 (RIN) hesaplanir.
RIN degeri 1 ile 10 arasinda degisir; 10 tam ve saglam bir RNA’y1, 1 ise tamamen
bozulmus bir RNA’y1 ifade eder. Bu ¢alismada, 1,9 ile 2,1 arasinda bir A260/280 oranina
ve >7 RNA biitiinliik degerine (RIN) sahip RNA 6rnekleri kullanilmistir.

58



3.4.3. RNA Dizileme ve miRNA Kiitiiphane Hazirlama

B. juncea var. Early raya ve B. juncea var. Sindh raya bitkilerinin ii¢ biyolojik
tekerriiriiniin timi kullanilarak ve Cr-uygulanmayan (kontrol) ve 1000 uM Cr-uygulanan
kok ornekleri RNA dizilimi i¢in hazirlanmistir. RNA izolasyon kitinin prosediiriine gore
sivl azotta Ogiitiillen 200 mg kok orneklerinden total RNA izole edilmistir. Baslangic
materyali olarak, RNA 6rneklerinin kalitesi ve miktar1 sirastyla NanoDrop ND-1000 UV-
Vis Spektrofotometre (NanoDrop Technologies), Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent
Technologies), Agilent RNA 6000 Nano Cip kullanilarak analiz edilmistir. RNA dizileme
icin yalnizca 1,8’den yiiksek A260/280 nm oranina, 2’den yiiksek A260/230 nm oranina
ve 7°den yliksek RNA Biitiinliik Numarasina (R.I.N.) sahip 6rnekler kullanilmistir. Yeni
nesil dizileme deneyleri, Lifescience Arastirma ve Uygulama Merkezi, Genoks tarafindan

gerceklestirilmistir (Yenimahalle, Ankara).
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Sekil 3.7. Multiplex Kiiciik RNA Kiitiiphane Hazirlama Is Akist

[llumina NextSeq 550 cihazinda dizileme i¢in miRNA kiitiiphane c¢aligmalari,
E7330L-NEBNext® Small RNA Library Prep Set for [llumina® (Multiplex Compatible)
kiti prosediiriine gore gerceklestirilmistir. NEBNext Multiplex Kiiclik RNA Kiitiiphane
Hazirlama kiti, kiigiik RNA’lar1 indeksli kiitiiphanelere doniistiirmek i¢in gerekli

adaptorleri, primerleri, enzimleri ve tamponlari icermekte ve bu kiitiiphaneler, Illumina
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platformunda ytiksek kaliteli bir dizileme i¢in kullanilmaktadir. Yeni is akisi, yliksek
verimli, yiiksek gesitlilikte kiitiiphaneler tiretirken adaptor-dimerlerini en aza indirecek
sekilde optimize edilmistir. Indekslenmis kiitiiphaneler, Sekil 3.7°de sematik olarak
aciklanan talimatlar1 izlenerek NEBNext Multiplex miRNA Kiitiiphane Hazirlama Kiti
(Illumina) ile 2 pg RNA’dan hazirlanmistir.

miRNA kiitiiphane hazirlama kitin protokoliine uygun bir sekilde asagidaki gibi
gergeklestirilmistir:

1. 3" SR Adaptor Baglama

1000 ng 3 pl 6rnegin tizerine 0,5 nl 3° SR Adaptor eklenmis ve 70 °C’de 2 dk inkiibasyona
birakilarak ardindan buz lizerine alinmistir. (Eger 6rnek 100 ng’a diliie edilecekse 3° SR

Adaptor’de 1:2 diliie edilir.)

1. 3’ SR Adaptor + Total RNA Inkiibasyon 70 °C
Reaktif Miktar 12 70 °C 2 dk
Input RNA+ NFW 3 36 Lid 30°C Vol 10 ul
3’ SR Adaptor 0.5 6 Yaklagik 2 dk
Toplam 3.5 42

2. 3" SR Adaptdr Baglama-2
Buzda bekleyen 6rneklerin iizerine 6,5 pul 3" Ligation Master Mix eklenmig ve 25°C’de 1

saat inkiibasyona birakilmaistir.

2. 3’ Ligasyon Master Mix Inkiibasyon 25 °C
Reaktif Miktar 12 25°C 1 saat
3’ Ligation Rxn Buffer 5 60 Lid 30°C Vol 10 ul
3’ Ligation Enzyme Mix 1.5 18 Yaklagik 1 saat
Toplam 6.5 78

3. Ters Transkripsiyon Primer Hibridizasyonu

100 ng’ye yakin toplam RNA girdileri i¢in, SR RT Primer for Illumina’y1 niikleaz
igcermeyen suda 1:2 oraninda seyreltilmistir (1000 ng input total RNA igin seyreltmeye
gerek yoktur). 25 °C inkiibasyondan alinan Orneklerin iizerine 2,8 ul Hybridize the
Reverse Transcription Master Mix eklenir ve hibridizasyon programinda inkiibasyona
birakilir. (Bu adim adaptor-dimer olusumunu onlemek igin 6nemlidir. SR RT Primer, 3’
ligasyon reaksiyonundan sonra serbest kalan 3 SR Adaptoriiniin fazlasina hibritlesir ve
ssDNA adaptoriinii dsDNA molekiiliine donistiiriir. dsDNA’lar, T4 RNA Ligaz 1’in
aracilik ettigi ligasyon i¢in substratlar degildir ve bu nedenle sonraki ligasyon adiminda

5’ SR Adaptoriine ligasyon yapmazlar).
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3. Ters Transkripsiyon Primer Hibridizasyon
Hibridizasyonu 75 °C 5 dk
Reaktif Miktar 12 37°C 15 dk
NFW 2.3 27.6 250C 15 dk
SR RT Primer 0.5 6 4°C o
Toplam X 336 Lid>85°C Vol 20 ul
Yaklasik 35 dk

4.5 SR Adaptor Baglama

5 dakika kala, 5 SR adaptorii 120 pl niikleaz icermeyen suda siispanse edilmistir. 100
ng’ye yakin toplam RNA girdileri i¢in, 5" SR adaptorii niikleaz icermeyen suda 1:2
oraninda seyreltilir (1000 ng input total RNA igin seyreltmeye gerek yoktur). 5° SR
Adaptoriinden 6rnek sayisindan %10 fazla yeni tiipe (0,2 ml) alikotlanmistir. 70°C’de 2
dakika inkiibe edilmis ve ardindan hemen buza yerlestirilmistir. (Tipler buz iizerinde
tutulur ve 30 dakika iginde kullanilmalidir). Kalan siispanse edilmis 5 SR adaptorii
alikotlanmis ve —80°C’de saklanmistir. (Kullanmadan 6nce alikotlar denatiire edilmelidir.
Alikotlar ¢ok fazla don-¢6z yapilmayacak miktarlarda boliinmelidir). Buzda bekleyen
orneklerin tizerine 2,3 pl Ligate the 5° SR Adaptor Mix eklenmis ve 25°C’de 1 saat

inkiibasyona birakilmistir. Ardindan buza alinmistir.

4. 5’ SR Adaptor Inkiibasyon 70 °C
Reaktif Miktar 12 70°C 2dk
5" SR Adaptor 0.5 6 Lid 100°C Vol 10 ul
Toplam 0.5 6 Yaklagik 2 dk
4. 5" SR Adaptor Mix
Reaktif Miktar 12
5" SR Adaptor (Denatured) 0.5 6
Inkiibasyon 25 °C

5" Ligation Rxn Buffer (10X) 0.5 6 25°C 1 saat

Lid 30°C Vol 30 ul
5’ Ligation Enzyme Mix 13 15.6 Yaklagik 1 saat
Toplam 2.3 27.6
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5. Ters Transkripsiyon
Buzda bekleyen 30 pul 6rneklerin lizerine 5 pl Reverse Transcription Mix eklenmis ve 50

°C’de 1 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyondan sonra, PCR amplifikasyon
basamagina gec¢ilmistir (PCR amplifikasyon basamagina devam edilmesi planlanmiyor
ise, RT reaksiyonu 70°C’de 15 dakika 1sitarak inaktive edilir ve numuneler —15°C ile —

25°C arasinda giivenle saklanabilir.)

5. Ters Transkripsiyon Mix

Reaktif Miktar 12 Inkubasyon 50 °C

First Strand 4 48 50 °C 1 saat
Synthesis Rxn Lid 100°C Vol 20 ul
Murine RNase 05 6 Yaklagik | saat
Inhibitor

ProtoScript Il Rev. 0.5 6

Trans.

Toplam 5 60

6. PCR Amplifikasyonu

Orneklerin (20 pl) iizerine 30 pl PCR Amplification Master Mix eklenir, thermal cycler’a
yerlestirilir ve PCR programi bagslatilir.

*[lumina Set 1 i¢in NEBNext Multiplex Kii¢iik RNA Kitapligi Hazirlik Seti, her biri
farkl1 bir indekse sahip 1-12 PCR primeri, Set 2 23-24 PCR primeri, kit indeks primerleri
1-48 PCR primeri icerir. Her reaksiyon i¢in, PCR adimi sirasinda 12 PCR primer
indeksinden sadece biri kullanilir.

** Amplifikasyon kosullari, RNA input miktarina, dokuya ve tiire gore degisiklik

gosterebilir.
6. PCR
Amplifikasyon PCR
o !\lilaster Mix 94 °C 30sn
Reakti Miktar 12 94 °C 15 n 1012+
Iz_)o(n'?/lA'\rAn_p Taq 25 300 62°C 20sn
SR Pri - 1.2 1 70°C 15sn
rimer 25 > 70°C 5 dk
Index Primer* 1.25 - 4°C ©
i 0,
NEW 75 0 Lid 100°C Vol 50 ul
Yaklasik 20-25 dk
Toplam 30 345
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7. Monarch PCR ve DNA Saflastirilmasi

Monarch PCR ve DNA kiti kullanilarak PCR’da ¢ogaltilan cDNA

Ornekler asagidaki Cizelgeda belirtilen 7:1 miktarina gére dnceden izopropanol eklenmis
DNA Cleanup Binding Buffer ile birlestirilerek alt-iist edilerek ya da pipetaj ile
karistirtlmistir (Ancak vorteks yapilmaz).

20-100 pl’lik bir baslangi¢c numune hacmi 6nerilir. Daha kiigiik numune hacimleri i¢in
TE eklenerek hacim arttirilabilir. 800 pl’den biiyiik hacimler icin (Ornek+DNA Cleanup
Binding Buffer) part part yiikleme ve santrifiij yapilir.

Omek+DNA Cleanup Binding Buffer kolona yiiklenir ve 16,000 x g’de 1 dk santrifiij
edilir. Tiim hacim bitene kadar bu islem tekrarlanabilir. Kolonun alt1 dokiiliir ve kolona
200 pl DNA Wash Buffer eklenir, 16,000 x g’de 1 dk santrifiij edilir. Bu islem bir kez
daha tekrarlanir.

Kolon yeni 1,5 ml’lik tiip iizerine yerlestirilir. Uzerine 27,5 ul DNA Elution Buffer
eklenir ve 1 dk inkiibe edilir, ardindan 16,000 x g’de 1 dk santrifiij edilir.

8. Kalite Kontrol

Boyut secimini gergeklestirmek i¢in birkag farkli yontem vardir. Bioanalyzer kullanilarak
kiitliphanenin QC kontroliine dayali olarak uygun yontemin sec¢ilmesi onerilir. AMPure
XP Beads kullanilarak boyut se¢imi, kiigiik parcalar1 ¢ikarmaz. QC kontrolii yaparsaniz
ve numuneniz Adaptor dimer (127 bp pik) veya asir1 primer (70-80 bp) igeriyorsa, boyut
secimi i¢in jel veya Pippin Prep kullanilmasi 6nerilir.

8.1. AMPure XP Bead Kullanarak Kalite Kontrolii ve Boyut Se¢imi

AMPure XP Bead ile boyutu se¢imi, yalnizca Bioanalyzer’da hi¢bir primer dimer ve
adaptor dimer gostermeyen numuneler i¢in Onerilir. 150 bp’den biiylik piklerin
c¢ikarilmasi uygun olacaktir. 150 bp’den daha biiyiik fragmanlar bolsa, yiiksek molekiil
agirhikli fragmanlar1 tamamen ortadan kaldirmak i¢in iki boncuk boyutu se¢imi turu
gerekli olabilir. Monarch PCR & DNA Kiti kullanarak PCR ile gii¢lendirilmis cDNA
(100 pl) priifiye edilir. 7:1 binding buffer:6rnek oranini kullanilir. Her santrifiij adimindan
sonra kolon alt1 atilir. Priifiye edilmis DNA 27,5 ul NFW ile elute edilir.

Boyut se¢imini gerceklestirmeden once iiriinlerin QC’sinin yapilmasi Onerilir. 1 pl
saflastirilmis PCR {irtinii DNA 1000 ¢ipi’e yiiklenir. Saflastirilmis PCR reaksiyonuna (25
ul), 32,5 ul (1,3X) yeniden siispanse edilmis AMPure XP boncuklar1 eklenir ve bir

vorteks karistirict tizerinde veya en az 10 kez yukari1 ve asagi pipetleme yaparak iyice
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karistirilir. Oda 1s1sinda 5 dakika inkiibe edilir. Tlip manyetik standa alinir, berraklasana
kadar beklenir. Siipernatant (57,5 pl) dikkatlice yeni bir tiipe aktarilir. Siipernatani
atilmaz, biiyiik DNA pargalarini igeren boncuklari atilir. Siipernatanta (57,5 ul) 92,5 ul
(3,7X) AMPure XP Bead eklenir, iyice karistirilir ve oda 1sisinda 5 dakika inkiibe edilir.
Tiip manyetik standa alinir, berraklasana kadar beklenir. Siipernatant dikkatlice gekilip
atilir (boncuklari atilmaz). Manyetik Standta bekleyen boncuklara 200 ul %80°lik EtOH
ile 2 kez 30 saniye alkol yikamasi yapilir. Tiiplere spin atilir ve manyetik standa geri alinir
kalan alkol cekilip atilir ve alkoliin ugmasi i¢in 10 dakika kadar kurumaya birakilir.
Boncuklari fazla kurutulmamalidir, bu DNA hedefinin daha diisiik geri kazanimiyla
sonuglanabilir. Boncuklar hala koyu kahverengi ve parlak goriindiigiinde, fakat tim
goriiniir s1vi buharlastiginda boncuklar 15 pl NFW ile elute edilir. Boncuklar daha agik
kahverengiye doniip ¢atlamaya basladiklarinda ¢ok kurudurlar. Bead’ler vorteks ya da
pipetaj ile iyice ¢ozdiiriiliir 2 dakika inkiibasyona birakilir ve manyetik standa alinir.
Siipernatant yeni 0,2 ml PCR tiipiine aktarilir. 1 pl 6rnek High Sensitivity chip’e ytiklenir
ve small RNA kitapliginin pik dagilimini ve konsantrasyonunu kontrol edilir.
Kiitliphaneler, Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies) kullanilarak
kantitatif hale getirilmis ve her indeks etiketli 6rnegin esit molar miktarlarda bulunacagi
sekilde birlestirilmis ve havuzlanmistir. Havuzlanan 6rnekler, Illumina NextSeq 550
Sistemi kullanilarak 2x101 paired-end formatinda kiime olusturma ve dizileme islemine
tabi tutulmustur. Olusturulan dosyalar, her 6rnek i¢in FASTQ formatinda niikleotid
dizisini icermektedir. Paired-end deneylerde okumalar genellikle iki sirali dosya tizerinde
boliinmis, biri ilk ucu ve digeri ikinci ucu igermektedir. Ham dizilim dosyalari (FASTQ
formati), FastQC yazilimi (http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/)
kullanilarak kalite kontrol analizine tabi tutulmustur. Bu yazilim, dizi kalite kontrolii, dizi
GC igerigi ve dizi uzunluk dagilimi gibi dizi hakkinda bilgi i¢eren kolay grafik ¢iktilar

saglamaktadir.

3.4.4. Dizileme ve miRNA Miktar Tespiti

miRNA miktar tespiti, kiigik RNA okumalarini miRBase’de listelenen tiirlerin
bilinen miRNA veritabanina hizalayan miRDeep2’nin Quant modiilii (Friedldnder ve
ark., 2012) kullanilarak gerceklestirilmistir. Her ne kadar miRBase veritabaninda B.
juncea’ya ait bilinen miRNA’lar bulunmasa da (siiriim 22.1, Kozomara ve ark., 2019),
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Brassica napus, Brassica oleracea ve Brassica rapa dahil olmak tizere diger Brassicaceae
(hardal ailesi) liyelerinden miRNA’lar bu veritabania dahil edilmistir. Bu nedenle, B.
juncea ile birlikte bu Brassica tiirlerin referans genomlar1 Ensembl Plant veritabanindan
indirilmistir (stirim 58) ve On islenmis okumalar Bowtiel (siirim 1.3.1, Langmead ve
ark., 2009) kullanilarak bu genomlara hizalanmis ve hizalama islemi sirasinda, okuma
basina maksimum bir uyumsuzluga izin verilmistir. Ayni dizilere sahip okumalar,
tekrarlamay1 ortadan kaldirmak ve miRNA miktar tespitinin dogrulugunu arttirmak igin
birlestirilmistir. quantifier.pl modiilii, birlestirilen (essiz) okumalar1 B. hapus’un bilinen
olgun miRNA’larina atayarak miRNA ifadelerini ham sayilar bigiminde hesaplamak igin

kullanilmastir.

3.4.5. Diferansiyel ifade Analizi

Karsilastirilan 6rnekler arasinda diferansiyel olarak ifade edilmis miRNA’larin
(DEM’ler) tespiti, kat degisimi (FC) hesaplamasina dayanmaktadir. PCA (Temel Bilesen
Analizi), ggplot2 R paketi (versiyon 3.4.2) (Wickham, 2016) ile aykir1 degerlerin
varligint degerlendirmek i¢in tiim 6rnekler kullanilarak gergeklestirilmistir. PCA analizi
yapilmadan 6nce miRNA verileri, ortalama merkezleme ve birim standart sapmaya
Olceklendirme gibi islemlerle normalize edilmistir. Bu, verilerin karsilastirilabilir ve
analiz edilebilir olmasini saglanmistir. Ham okuma sayilarin normalize edilmesi DESeq2
R paketi (siirim 1.34.0) ile gerceklestirilmistir (Love ve ark., 2014). DESeq2 ile
normallestirmeden Once, Kkarsilagtirilan tim numuneler igin sifir olan miRNA’lar
hesaplamadan ¢ikartilmistir. miRNA ’larin kat degisim degerleri, tiim karsilastirmalar i¢in
ayr1 ayr1 normallestirilmis sayim degerleri ile hesaplanmistir. Farkli olarak ifade edilmis
mMiRNA’lar, FC degerleri kullanilarak belirlenmistir. Bu islem gergeklestirilirken,
karsilastirilan iki Ornekte ortalama normallestirilmis ifade degeri 3’ten kiiciik olan
MIRNA’lar ¢ikartilmistir. FC degeri>1.2 olan miRNA’lar yukar1 regiile edilmis olarak;
FC degeri <1/1.2 olan miRNA’lar asag regiile edilmis olarak kabul edilmistir.
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3.4.6. Fonksiyonel Zenginlestirme Analizi

Fonksiyonel zenginlestirme analizi igin, diferansiyel olarak ifade edilmis
mMIRNA’larin hedef genleri, varsayilan parametreler ile psRNATarget araci kullanilarak
tahmin edilmistir (2017 giincellemesi, Xinbin ve ark., 2018). miRNA’larin hedef genleri
icin zenginlestirilmis Gen Ontolojisi (GO) ve Kyoto Genomlar ve Genler Ansiklopedisi
(KEGG) yolaklarin1 hipergeometrik test kullanilarak tanimlamak i¢in fonksiyonel
zenginlestirme analizi gerceklestirilmistir. Istatistiksel olarak anlamli terimleri p-degeri
esigi 0.01°e gore filtrelemek i¢in Benjamini-Hochberg diizeltme (FDR) yoOntemi
kullanilmigtir. Zenginlestirme analizi ayr1 ayri (i) tim miRNA-hedef genleri
(EnrichmentAll), (ii) yukar1 regiile edilmis miRNA-hedef genleri (EnrichmentUp) ve (iii)
asagr regiile edilmis miRNA-hedef genleri (EnrichmentDown) kullanilarak
uygulanmistir. Ayrica, her bir zenginlestirme kaynagindan (GO:BP (Biyolojik Siireg),
GO:CC (Hiicresel Bilesen), GO:MF (Molekiiler Fonksiyon), KEGG) ayarlanan p-
degerine gore belirlenen en 6nemli 10 terimi temsil eden kabarcik grafikleri, ggplot2 R

paketi (siiriim 3.4.2) kullanilarak olugturulmustur (Wickham, 2016).

3.4.7. Ters Transkripsiyon — Tamamlayict DNA (cDNA) Sentezi ve Kontrolii

RNA dizilemeden sonra, izole edilen total RNA’lar Biorad iScript cDNA sentez Kiti
kullanilarak DNA komplementerleri sentezlenmistir. CDONA sentezi, iScript cDNA sentez
Kiti igerisinde mevcut olan tampon ve enzimler ilave edilerek gergeklestirilmistir. 4 pl 5X
1Script reaction mix, 1 pl iScript reverse transcriptase, 1-5 ul RNA template ve toplam
hacim 20 pl olacak sekilde nuclease-free su ilave edilen karisim hafifce ¢alkalandiktan
sonra santrifiijlenmistir (Cevher-Keskin ve ark., 2019; Merakli ve ark., 2022; Merakl1 ve
Memon, 2023a, 2023b).
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Cizelge 3.2. Real time qPCR c¢aligsmalari i¢in tasarlanan primerlere ait diziler

Gene ID Primer Sequence (5°-3°)
Brassica juncea-BjUBQ9-F GAAGACATGTTCATTGGCA
BjUBQ9-R ACACCTTAGTCCTAAAAGCCACCT
Brassica juncea-BjuRBOH-F ACGGGGTGTGATAGAGATGC
BjuRBOH-R TTTTTCCAGTTGGGTCTTGC

Brassica juncea-BjuFSD-F TAGCTGTTTCTGGTGTTGTCAGA
BjuFSD-R GTAGCACAACCTCTTCCAATGAC
Brassica rapa-BraAPX-F ATGACGAAGAACTACCCAGCTGTTA
BraAPX-R TTAAGCATCAGCAAACCCGAGCTCA

Cizelge 3.3. cDNA uygulamasindaki sicaklik ve inkiibasyon stireleri

cDNA Reaksiyon Protokolii: Sicaklik ve Inkiibasyon siireleri
Priming asamasi 25 °C’de 5 dk;
Reverse transcription agamast 20°C’de 46 dk;
RT inactivation 95 °C’de 1 dk
Optinal step 4 °C’de bekletilerek
gerceklestirilmistir

3.4.8. Primer Tasarimi ve Ger¢ek Zamanh qPCR (Real Time qPCR)

Cizelge 3.2°de belirtildigi gibi, RT-qPCR igin segilen genlere uygun primerler B.
juncea (AABB) ve yakin iliskili B. rapa (AA) gen dizilerine uygun olarak NCBI Primer-
BLAST programi kullanilarak tasarlanmigtir (Koressaar ve Remm, 2007; Untergrasser ve
ark., 2012). Kullanilan primerler, GC igeriginin %45-55 arasinda olmasina ve erime
sicakligina (55-60°C) dikkat edilerek tasarlanmistir. RT-gPCR’ler, Maxima SYBR Green
RT-qPCR Master mix (Thermo Scientific) kullanilarak prosediiriine uygun bir sekilde
LightCycler® 480°de (Roche, Almanya) gergeklestirilmistir (Memon ve ark., 2019). RT-
gPCR ig¢in hazirlanan karisimin bilesimi Cizelge 3.4’te verilmistir. Ayrica, reaksiyonlar

icin izlenen qRT-PCR kosullar1 Cizelge 3.5’te verilmistir.
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Cizelge 3.4. RT-qPCR uygulamasinda kullanilan bilesenler ve reaksiyon miktarlari

RT-gPCR Reaksiyon Protokolii: 20 ul reaksiyon i¢in

iTaq universal SYBER Green 10 ul
reaction mix (2x)

iScript reverse transcriptase 0.25ul
Forward ve reverse primerler Degisken
cDNA Degisken
Nuclease-free H,O Degisken
Total hacim 20 ul

Cizelge 3.5. RT-PCR uygulamasi i¢in PCR cihazinda kurulan program

Real-Time Ayarla/Ekran | Reverse Polimeraz Amplifikasyon Melt-Curve
PCR Sistemi Modu transkripsiyon | aktivasyonu ve Analiz
Reaksiyonu DNA 95°C Baglanma/ | Dongiiler 60-95 °C
denatiiraasyonu | Denatiirasyon | Uzama+ 0.5 °C’lik
60 °C** artig 2-5
Plate sn/basamak
okuma (veya cihazin
Roche Hizl 50 °C 10 dk 95°C 1dk 10-30 sn varsayilan
LightCycler® 10sn 15-30 sn ayarini
480 Standart 60 sn 35-40 kullanim)
15sn 10-30 sn
60 sn
30sn

3.5. istatistiksel Analiz

Bu calismada yapilan tiim denemelerde, her 6rnek icin kendi i¢inde 3 tekrar1 olan 3
farkli deney kurulmustur. Metal tayini verileri, istatistiksel analiz yazilimi Minitab-17’de
GLM kullanilarak varyans analizi (ANOVA) ile degerlendirilmistir. Elde edilen tiim
Olctimler arasindaki onemli farkliliklar (p<0.001) Tukey’in c¢oklu karsilastirma testi
kullanilarak belirlenmistir. Biiyiime parametreleri i¢in, kontrol ile karsilagtirildiginda
farkli Cr uygulanan her bir tiir i¢cin dlgiilen fizyolojik 6zelliklerin her birindeki yiizde
degisimleri (ii¢ tekerriir dayali olarak) MS Excel 2010 kullanilarak hesaplanmistir.
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Goreceli ekspresyon oranini hesaplamak icin Delta-delta metodu (2724¢Y) kullanilarak
referans gen Ubiquitin ile her bir 6rnek i¢in degerler hesaplanmistir. RT-gPCR’de hedef
ve referans genlerin ifade diizeyleri ve iki uygulama i¢in ortalamalarin ortalama hatalari

MS 365 Excel (siiriim 2409) programi kullanilarak hesaplanmustir.
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4. SONUCLAR

4.1. Bitkide Biriken Agir Metal Miktar

B. juncea var. JS-13, Early raya, Sindh raya, S-9, Ganj sarhen ve THB-81
varyetelerinin vermikiilit ortamda farkli CrCls ¢ozeltisi iki hafta (15 giin) boyunca
uygulanmustir (Sekil 4.1; 4.2; 4.3; 4.4, 4.5; 4.6). Bu siire sonunda, B. juncea varyetelerinin
kontrol bitkileri ile farkli konsantrasyonlarda Cr-uygulanan deney bitkileri arasinda
morfolojik olarak olumsuz herhangi bir semptom goézlenmemistir (Sekil.4.1-4.6). B.
juncea varyeteleri, farkli krom seviyesine maruz birakildiginda, tohum ¢imlenmesi
acisindan farklt tepkiler gostermistir (Cizelge 4.1). Sonuglar, diisik krom
konsantrasyonunun (0-200 uM) tohum ¢imlenmesini etkilemedigini; ancak, 500 ve 1000
uM Cr’de yetistirilen S-9, Sindh raya diisiik ¢imlenme yiizdesi kaydedildigini
gostermistir. Besin ¢ozeltisinde 500 ve 1000 uM krom seviyelerinde ¢imlenme tepkileri
acisindan O6nemli bir farklilik gozlemlenmistir. Genellikle B. juncea varyetelerinde
maksimum ¢imlenme orani, kontrol grubunda ve 10 uM kromda gézlemlenmistir. Early
raya, test edilen tiim krom konsantrasyonlarinda verimli bir sekilde bliylimiistiir. Sindh
raya ve S-9 tohumlari, kontrol grubunda ve daha diisiik Cr konsantrasyonlarinda (10-100
uM) normal kok ve toprak tistii kisimlarla ¢cimlenmistir. Test edilen alt1 varyete arasinda,
Early raya, artan Cr konsantrasyonlarinda dahi yiiksek ¢imlenme orani (%90-98)
gostermistir. Benzer sekilde, varyeteler arasinda, THB-81 ve Ganj sarhen bitkilerinin
¢cimlenmesi de yliksektir; ancak, bu bitkilerin yiiksek Cr konsantrasyonlarinda (200-1000
uM’ye kadar olan konsantrasyonlarda) c¢imlenme oranlarinda belirgin bir azalma
gozlemlenmistir. Sindh raya ve S-9 bitkileri, diger varyetelere kiyasla daha disiik
cimlenme orani gostermistir. Ayrica, bu varyeteler de artan Cr konsantrasyonlarinda
(100-1000 uM’ye kadar olan konsantrasyonlarda) ¢imlenme yiizdesinde azalma
belirlenmistir.

Iki hafta (15 giin) boyunca Cr uygulamasina tabi tutulan B. juncea JS-13, Early raya,
Sindh raya, S-9, Ganj sarhen ve THB-81 varyetelerine ait bitkilerin kontrol ve agir metal
uygulanan deney gruplarina ait kok, govde ve yaprak kisimlarinin goriintimleri ve bitki
bliytimesi iizerindeki etkileri Sekil 4.1., Sekil 4.2., Sekil 4.3., Sekil 4.4., Sekil 4.5. ve Sekil

4.6.”da verilmistir. B. juncea varyeteleri iki haftalik (15 giinliik) Cr uygulamasindan sonra

71



hasat edilmis ve Cr konsantrasyonlarinin bitki morfolojisi iizerindeki etkileri Cizelge
4.1°de listelenmistir.

Bitki boyu, bitkilerin strese ne kadar iyi adapte olduklarinin gorsel bir gostergesidir.
Bitkilerin boyundaki degisiklikler, strese karsi verdikleri fizyolojik ve biyokimyasal
tepkileri yansitmaktadir. Bu nedenle, stres adaptasyonu caligmalarinda onemli bir
parametre olarak degerlendirilmektedir. B. juncea, Early raya, S-9, JS-13, Ganj sarhen,
Sindh raya ve THB-81 bitkileri Cr-yanitta farkliliklar gostermistir. Cr-uygulanan
bitkilerde (10 uM’den 1000 uM’ye kadar olan konsantrasyonlarda) kok ve boy
uzunluklar1 kontrol bitkileri (0 uM) ile karsilastirilabilir diizeydeydi. Genel olarak, Early
raya, JS-13, Ganj sarhen, Sindh raya ve THB-81 bitkilerinin boylari, kontrol grubuna
kiyasla Cr stresi sonrasi artig gostermistir. Bu bitkilerin kok ve boy uzunluklari, yiiksek
Cr konsantrasyonundaki (500 ve 1000 uM konsantrasyonlarda) artisla birlikte kademeli
olarak azalmistir. Ancak, 1000 uM Cr-uygulanan bitkilerde belirgin bir sekilde en kisa
kok ve boy uzunluklarina sahip olduklar1 gézlenmistir (Sekil 4.1-4.6). Bu da yiiksek Cr
konsantrasyonunun (1000 puM) bitki kok biiylimesini engelledigini gostermektedir.
Ayrica, yiksek Cr konsantrasyonlari, diisik konsantrasyon sonuclar1 ile
karsilastirildiginda bitki biiyiimesinde ciddi bir gerileme gézlenmistir. Bunun yani sira,
S-9 bitkilerinde yiiksek Cr konsantrasyonlarmda (10-1000 uM’ye kadar olan
konsantrasyonlarda) belirgin bir artis gézlenmistir. Ancak, Sindh raya, ayni1 Cr stresine
maruz kaldiginda diger B. juncea varyetelerine gore daha hassas bir fenotip gostermistir;
bu durum, Sindh raya varyetesinde bitki biylimesinin ve bitki boyunun daha bodur

(6nemli 6l¢iide azalma) olmasiyla agiklanabilir.
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B. juncea var. Early raya

|

Sekil 4.1. iki hafta (15 giin) boyunca Cr uygulamasi yapilan B. juncea var. Early raya

bitkilerinin genel goriiniim

50 uM 100 pM 200 pM

B. juncea var. Sindh raya

Sekil 4.2. iki hafta (15 giin) boyunca Cr uygulamasi yapilan B. juncea var. Sindh raya

bitkilerinin genel goriiniimii

500 uM

1000 pM
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50 uM 100 pM 200 yM 500 M 1000 pM

B. juncea var. Ganj sarhen

Sekil 4.3. iki hafta (15 giin) boyunca Cr uygulamasi yapilan B. juncea var. Ganj sarhen

bitkilerinin genel goriiniimii

\Y
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50 pM 100 pM 200 pM 1000 pM

B. juncea var. J§-13

Sekil 4.4. iki hafta (15 giin) boyunca Cr uygulamasi yapilan B. juncea var. JS-13
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bitkilerinin genel goriiniimii
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Sekil 4.5. iki hafta (15 giin) boyunca Cr uygulamasi yapilan B. juncea var. THB-81

bitkilerinin genel goriiniimii

100 uMm 1000 pM

B. juncea var. 5-9

Sekil 4.6. Iki hafta (15 giin) boyunca Cr uygulamasi yapilan B. juncea var. S-9

bitkilerinin genel goriiniimii

Cr uygulamalari, B. juncea varyetelerinin biyokiitlesinde (yas ve kuru agirlik)
onemli 6lctlide farkliliklara neden olmustur. Boy ve kok uzunlugu agisindan, incelenen Cr
uygulamalarinda benzer sonucglar goézlemlenmistir. Cizelge 4.1°deki veriler, farkli Cr
seviyelerine yanit olarak koklerin ve toprak iistli kisimlarin yas ve kuru agirhigini
gostermektedir. THB-81, Ganj sarhen, Early raya ve JS-13 bitkilerinin yas ve kuru

agirliklarindaki artis Cr konsantrasyonuna bagli olarak belirgin bir sekilde artis gdstermis
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ve ayrica bu varyetelerin yiiksek biyokiitle tirettikleri saptanmistir (Cizelge 4.1). Artan Cr
konsantrasyonlari ile sirastyla THB-81, Ganj sarhen ve Early raya bitkilerinin kokleri ve
toprak tstli kistmlarmin yas ve kuru agirliklart en yiiksek miktar1 gostermis ve bu
varyetelerin en yiiksek biyokiitle irettikleri kaydedilmistir. Bunun yani sira, Cr-
uygulanan Sindh raya bitkilerinin (10 pM’den 100 pM’ye kadar olan konsantrasyonlarda)
kontrol grubuna kiyasla yas ve kuru agirliklarinda artis gozlenmistir; ancak, Cr
konsantrasyonundaki artisla birlikte (200 puM’den 1000 upM’ye kadar olan
konsantrasyonlarda) kademeli bir azalma gostermistir. Dahasi, Sindh raya bitkilerinin
oldukga diisiik bir biyokiitle liretmesi nedeniyle yas ve kuru agirliklari da THB-81, Ganj
sarhen, Early raya ve JS-13 bitkilerininkine nazaran onemli dl¢iide disiik oldugu
saptanmistir. Sindh raya ve S-9, artan Cr konsantrasyonlari ile birlikte en diisiik biyokiitle

ireten varyeteler olarak belirlenmistir.

Cizelge 4.1. Iki hafta (15 giin) boyunca Cr uygulamasinin B. juncea, JS-13, Early raya,
Sindh raya, S-9, Ganj sarhen ve THB-81 varyetelerine ait ¢cimlenme orani, bitkilerin kok

uzunluklari, boy uzunluklari, yas agirliklar: ve kuru agirliklar:

Early raya- Cimlenme Kok Tiim bitki Kok Yas Kok Kuru G+Y Yas G+Y Kuru
Konstrasyon orant uzunlugu uzunluk agirhik agirlik agirlik agirlik
(%) Orttstd (cm) Ort£std (cm) Ort+std (g) (9) Ort+std (g) (9)
Ort+std
0 uM (Kontrol) 98.00+0.80 11.92+0.14 22.84+0.35 12.13+£0.79 1.25 36.00+0.38 4.06
10 uM 96.50+0.92 12.12+0.07 23.1240.16 12.73+0.60 1.30 36.20+0.15 4.10
50 uM 93.67+0.44 12.22+0.03 23.40+0.13 14.41+0.61 151 37.95+0.47 4.35
100 uM 94.50+0.79 13.00+0.09 24.08+0.04 16.75+0.50 1.72 39.10+0.72 4.48
200 pM 95.00+0.40 13.08+0.11 25.02+0.07 17.07+0.59 1.75 39.50+0.70 4.52
500 uM 96.67+0.68 12.96+0.07 22.52+0.08 17.94+0.41 1.86 40.15+0.37 4.67
1000 pM 90.33£1.11 11.5840.10 21.58+0.11 20.73+0.25 2.10 39.28+0.76 4.40
Sindh raya- Cimlenme Kok Tiim bitki Kok Yas Kok Kuru G+Y Yas G+Y Kuru
Konstrasyon orani uzunlugu uzunluk agirhik agirhk agirhik agirlik
(%) Orttstd (cm) Ort+std (cm) Ort+std (g) () Ort+std (g) )
Ort£std
0 uM (Kontrol) 88.67+1.98 10.80+0.08 19.88+0.45 5.01+0.10 0.70 23.34+0.89 2.45
10 uM 81.00+£0.72 10.87+0.11 20.0240.16 5.35+0.11 0.60 23.6140.71 2.48
50 uM 74.50+0.94 11.80+0.06 20.81£0.18 6.1420.06 0.55 23.69+0.31 2.50
100 pM 72.50+0.92 12.27+0.12 21.13£0.20 7.41+0.12 0.49 24.36+0.34 2.63
200 pM 68.67+2.10 10.49+0.04 19.8340.10 4.79+0.04 0.47 22.85+0.24 2.36
500 uM 63.33£2.12 10.29+0.07 19.65+0.09 4.33+0.07 0.43 22.10+0.32 2.25
1000 pM 59.00£1.44 9.28+0.19 18.81+£0.25 4.07+0.19 0.39 20.0740.68 1.98
THB-81- Cimlenme orani Kok Tim bitki Kok Yas Kok Kuru G+Y Yas G+Y Kuru
Konstrasyon (%) uzunlugu uzunluk agirhik agirhik agirhik agirlik
Orttstd Orttstd (cm) Orttstd (cm) Ort+std (g) (9) Orttstd (g) (9)
0 pM (Kontrol) 95.00+1.34 9.60+0.06 21.0040.16 9.15+0.53 0.92 45.68+0.20 4.72
10 uM 92.00+0.55 11.84+0.07 21.8840.11 9.80+0.40 0.98 45.9640.60 4.75
50 uM 89.00+0.43 12.48+0.09 23.52+0.22 9.95+0.95 1.02 47.90+0.25 4.84
100 pM 86.67+0.53 13.72+0.18 24.89+0.24 10.50+0.93 1.10 48.354+0.22 4.92
200 pM 82.00+1.12 14.64+0.09 27.32+0.15 11.28+0.97 1.20 48.60+0.93 4.95
500 uM 79.50+1.17 13.5240.13 24.4440.10 8.45+1.02 0.87 45.00+0.34 4.66
1000 pM 75.00+0.91 9.4440.11 19.92+0.19 7.78+1.09 0.80 34.93+0.40 3.55
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Ganj sarhen- Cimlenme Kok Tiim bitki Kok Yas Kok Kuru G+Y Yas G+Y Kuru
Konstrasyon orant uzunlugu uzunluk agirhik agirhik agirhik agirlik
(%) Orttstd (cm) Orttstd (cm) Ort+std (g) (9) Ort+std (g) @)
Orttstd
0 uM (Kontrol) 97.00+0.87 11.54+0.21 23.00+0.20 7.30+0.08 0.70 37.15+0.89 3.82
10 uM 94.50+0.95 11.50+0.27 21.96+0.10 7.46+0.11 0.75 37.70+0.71 3.90
50 uM 90.67+1.06 10.58+0.10 21.88+0.19 9.56+0.06 0.96 39.15+0.31 4.14
100 pM 85.00+1.38 10.55+0.11 20.41+0.13 9.85+0.12 1.00 43.05+0.34 4.43
200 pM 79.00£1.11 10.50+0.13 20.21+0.11 10.03+0.04 1.03 46.20+0.24 4.75
500 pM 75.50£1.51 10.45+0.18 19.82+0.16 10.39+0.07 1.15 48.42+0.32 4.92
1000 uM 70.00+1.44 9.73+0.28 18.28+0.09 9.2420.19 0.95 44.40+0.68 4.55
JS-13- Cimlenme Kok Tiim bitki Kok Yas Kok Kuru G+Y Yas G+Y Kuru
Konstrasyon orani uzunlugu uzunluk agirlik agirlik agirlik agirlik
(%) Orttstd (cm) Orttstd (cm) Orttstd (g) ) Orttstd (g) ()]
Orttstd
0 pM (Kontrol) 94.50+1.49 16.3240.21 25.92+0.14 8.58+0.47 0.90 26.46+1.40 2.76
10 uM 92.00+0.64 16.2840.17 25.15+0.13 9.57+0.66 1.03 29.97+0.72 3.12
50 uM 89.50+0.72 15.12+0.16 24.73+0.14 10.45+0.77 1.12 31.50+0.51 3.26
100 pM 85.00+0.97 12.60+0.11 23.60+0.18 13.06+0.30 1.38 32.75+0.78 3.38
200 uM 80.67+1.18 11.64+0.22 22.88+0.60 14.20+0.28 1.48 34.26x1.14 3.54
500 uM 76.33+£0.99 11.04£0.11 22.56+0.13 15.58+0.60 1.61 37.75+0.67 3.89
1000 uM 74.00£1.46 10.48+0.12 16.80+0.13 17.74+0.19 1.85 35.46+0.66 3.65
S-9- Cimlenme Kok Tiim bitki Kok Yas Kok Kuru G+Y Yas G+Y Kuru
Konstrasyon orani uzunlugu uzunluk agirhik agirhk agirhik agirlik
(%) Orttstd (cm) Orttstd (cm) Orttstd (g) @) Orttstd (g) 9)
Ort£std
0 uM (Kontrol) 87.00+1.78 7.92+0.16 15.76+0.34 3.90+0.24 0.40 15.21+0.54 1.58
10 uM 84.00+1.48 8.62+0.13 15.86+0.16 4.10+0.19 0.42 16.54+0.22 1.70
50 pM 82.50+1.57 10.27+0.29 18.25+0.28 4.88+0.33 0.51 18.99+0.30 1.92
100 pM 80.00+2.05 11.30£0.11 18.87+0.24 6.64+0.17 0.70 21.95+0.23 2.20
200 pM 75.00+3.98 11.84+0.19 18.90+0.19 7.54+0.14 0.77 22.74+0.32 2.31
500 pM 70.33+2.07 11.91£0.12 20.06+0.91 8.42+0.10 0.86 23.20+0.73 2.35
1000 uM 65.67£2.24 10.68+0.19 19.91£0.73 8.69+0.32 0.93 18.67+0.42 1.90

Iki hafta (15 giin) boyunca B. juncea, JS-13, Early raya, Sindh raya, S-9, Ganj sarhen
ve THB-81 bitkilerinin kok, gdvde ve yaprak kisimlarinda biriken agir metal miktarlar
(mg kg?KA) (+ degerler standart sapmay1 gostermektedir) Cizelge 4.2°de verilmistir.
Ayrica, elde edilen sonuglarin bitki ¢esitleri arasinda karsilagtirllmasinin SPSS analiz

degerlendirmesi Cizelge 4.2°de belirtilmistir.

Cizelge 4.2. Iki hafta (15 giin) boyunca farkli konsantrasyonlarda CrCls ¢ozeltisi
uygulanan B. juncea, JS-13, Early raya, Sindh raya, S-9, Ganj sarhen ve THB-81
bitkilerinin kok, gdvde ve yapraklarinda biriken agir metal miktarlar1 (mg kg'KA) (=

degerler standart sapmay1 gostermektedir).

. Z
B.juncea var [e] G N Cr Fe Ca K Mg n Cu
0 3 0.11+0.02f 5.40+0.08f 954.39+0.15g | 819.87+0.17g 207.57+0.86g 8.7120.28 03414020
10 3 0.19+0.01f 5.59+0.04¢ 1115.88+0.04f 879.44+0.63f 276.58+0.1f 0.04£0.41 0.78740.43
50 3 0.91+0.02¢ 6.83+0.02d 1134.63+0.03¢ 903.75+0.1¢ 294.09+0.45¢ 9.58740.65 0.80240.65
Yaprak 100 3 2.71+0.09d 6.93+0.03d 1177.92+0.13d 963.15+0.3d 298.71+0.83d 10.429+0.97 0.837+0.89
Early raya - - - -
200 3 5.22+0.08¢ 7.89+0.03¢ 1212.54+0.08¢ 975.69+0.78¢ 303.11+0.14¢

10.666+1.42 0.875+0.97

500 3 16.01+0.04b 8.57+0.07b 1213.17+0.06b 1109.33+0.69b 306.47+0.31b 10.676+1.88 0.915+1.08

1000 3 23.9340.19a 15.3240.22a 1219.89+0.12a 1155.1+£0.2a 357.86+0.58a 12.550+2.89 1.041+1.54

Kok 0 3 0.13+0.06e 63.88+0.07g 134.89+0.01g 319.31+0.45¢g 86.13+0.49g 10.249+0.21 1.359+0.63
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10 0.43+0.02¢ 89.62+0.28f 140.93+0.01f 361.63£0.91f 105.50+0.25f 11.424+0.47 1.578+0.98
50 8.31+1.05¢ 99.61+0.3¢ 153.10:+0.04¢ 388.88+0.14¢ 109.39+0.46¢ 11.59740.62 164941 42
100 54.62+£7.01d 114.95+0.24d 158.93+0.03d 416.2+0.55d 130.53+0.29d 12.31240.95 1.91941.79
200 145.31+6.46¢ 123.69+0.19¢ 203.8540.01c 420.66+0.45¢ 142.95+0.84c 12.31741.75 2.099+1.97
500 330.42+31.68b 225.54+0.21b 210.70+0.02b 424.85+0.06b 232.78+0.11b 15.66042.10 2.25642.36
1000 429.00+15.04a 298.494+0.45a 274.974+0.02a 518.21+0.51a 305.06+0.43a 15.90742.71 2.34742.63
0 0.02+0.01f 4.36+0.1f 280.14+£0.01g 534.49+0.81g 35.59+1.36f 3.57840.12 0.19+0.20
10 0.2+0.01f 4.84+0.12¢ 297.36+0.04f 584.16+0.43f 40.38+0.57¢ 4.93340.32 0.206+0.46
50 1.87+0.03¢ 5.99+0.07d 327.09+0.12¢ 600.82+0.43¢ 47.57+0.37d 5.566+0.46 0.22540.54
Govde 100 6.80+0.03d 6.39+0.1c 345.1940.14d 625.37+0.63d 56.55+0.29¢ 5.927+0.53 0.24320.35
200 11.2940.22¢ 6.52+0.03b 349.88+0.04c 640.89+0.33¢ 61.61+0.13b 6.31240.50 0.265+0.48
500 49.05+0.18b 6.54+0.02b 358.84+0.04b 655.81+0.82b 61.78+0.19b 7.121£0.97 0.30420.62
1000 88.01+0.09a 7.12+0.01a 419.5540.12a 753.22+0.35a 78.27+0.53a 0.95741.23 0.35541.20
B.juncea var (@] G Cr Fe Ca K Mg Zn Cu
0 0.03+0.01g 6.05+0.23¢ 550.51+£0.01g 526.05+0.15f 117.50+0.49g 8.988+0.36 0.84140.41
10 0.09+0.01f 7.81£0.17d 569.82+0.03f 573.08+1.01e 123.91£0.1f 10.369:048 | 0.89240.52
50 0.30+0.01e 8.03+0.37d 598.34+0.3¢ 605.09+1.14d 136.20+0.02¢ 10.398+0.65 0.907+0.66
Yaprak 100 0.46+0.01d 9.80+0.14¢ 632.03+0.3d 647.47+0.93¢ 139.88+0.11d 10.41640.92 0.909+0.87
200 0.71£0.03¢ 10.14£0.11bc 658.39+0.07¢ 718.50+1.38b 143.66+0.67¢ 10.50621.02 | 0.984=1.03
500 2.79+0.01b 10.25+0.21b 721.28+0.16b 718.69+0.1b 147.8140.16b 10.59641.25 1.03541.16
1000 4.0340.03a 21.62+0.27a 732.81+0.09a 867.13+0.23a 155.49+0.42a 11.670+1.97 1.068+1.54
0 0.11£0.01g 72.97+0.38g 87.44+0.11g 194.37+0.54g 76.08+0.42g 8.6721056 | 2.185:0.34
10 0.34+0.01f 107.05+0.09f 127.99+0.01f 205.31+0.43F 110.28+0.08f 0.274+0.87 2.268+0.75
50 0.42+0.01e 122.1740.26¢ 134.2540.12¢ 287.00+0.33¢ 129.44+0.28e 10.58241.12 | 2.398+0.99
Sindh raya Kok 100 0.71+0.02d 148.94+0.33d 154.28+0.04d 288.17+0.28d 143.74+0.22d 11.321+1.65 2.86241.35
200 1.05+0.02¢ 154.88+0.35¢ 172.88+0.22¢ 302.70+0.5¢ 153.19+0.45¢ 11.471£1.80 2.87241.58
500 2.85+0.05b 216.40+0.44b 182.71£0.17b 346.71+0.18b 207.4440.27b 11.52342.35 3.048+1.89
1000 7.83+0.05a 259.68+0.73a 188.9+0.02a 370.06+0.91a 257.74+0.14a 11.53742.80 | 3.238+2.46
0 0.02+0.01f 4.33+0.42f 118.93+0.27g 294.39+0.68f 22.43+0.26g 7.06540.15 0.21240.40
10 0.05+0.01e 5.09+0.15¢ 128.33+0.19f 345.23+1.59%¢ 22.81+0.08f 8.03440.45 0-222:0.53
50 0.17+0.01d 5.73+0.26d 135.88+0.03¢ 364.82+0.56d 26.16+0.31e 9.39140.62 0.223+0.61
Govde 100 0.18+0.01d 6.58+0.5¢ 136.8+0.01d 384.00+0.23¢ 26.64+0.05d 10.740+0.84 0.24+0.75
200 0.31£0.01c 8.67+0.27b 150.86+0.04c 384.41+0.38¢ 27.70+0.14c 10.758+0.65 | 0.293+0.88
500 0.89+0.01b 8.93+0.2b 162.14+0.28b 492.87+0.38b 31.50+0.35b 11.180<1.13 0.29840.95
1000 1.59+0.01a 10.62+0.55a 181.64+0.01a 613.14+£0.41a 33.64+0.1a 12.73341.87 0.31840.82
B.juncea var o G Cr Fe Ca K Mg Zn Cu
0 0.03+0.01f 6.89+0.01f 891.36+0.33g 841.21+0.17g 252.26+0.9f 7.489+0.40 0.46340.14
10 0.25+0.03f 9.78+0.01e 959.31+0.64f 877.70+0.48f 313.71£0.65¢ 8.608+0.56 0.50940.33
50 0.76+0.05¢ 9.78+0.01e 968.87+0.43¢ 911.81+0.15¢ 313.83+0.37¢ §.848+0.48 0.555+0.52
Js-13 Yaprak 100 1.09+0.03d 10.2+0.02d 1043.56+0.2d 918.43+0.32d 315.98+0.8d 9.067+40.75 0.68£0.75
200 1.81£0.05¢ 10.91+0.01¢ 1054.21£0.21¢ 997.12+1.45¢ 321.78+0.64¢ 0.59+0.88 0.78320.89
500 9.27+0.29b 11.61+0.01b 1223.11+0.1b 1034.12+0.64b 356.08+0.2b 11.401+1.56 0.81440.97
1000 14.3740.17a 11.70+0.02a 1241.67+0.19a 1185.21+0.43a 398.67+0.48a 11.58542.56 0.858+1.03
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0 0.1+0.02¢g 160.07+0.08g 208.52+0.09g 374.49+1.07g 169.99+0.85¢g 8.5340.32 0.84440.45
10 0.85+0.02f 166.38+0.1f 222.73+0.11f 385.84+0.11F 198.25+0.55f 9.31540.50 0.993+0.63
50 2.06+0.04¢ 305.39+0e 244.96+0.36e 471.36+1.01e 316.86+1.05¢ 0.849+0.74 1.232+0.81
Kok 100 3.61+0.02d 321.31+0.14d 287.9+0.18d 481.234+0.44d 319.80+1.68d 10.32540.90 1.294+1.32
200 7.94+0.06¢ 325.57+0.08¢ 394.58+0.32¢ 578.02+0.37¢c 328.37+0.74c 1046241 .44 1.36-1.68
500 17.05+£0.27b 350.94+0.01b 412.6+0.1b 582.14+0.16b 344.00+0.34b 11.328+1.80 1.55241.97
1000 67.72+0.61a 361.62+0.01 581.68+0.27a 668.00+0.68a 372.99+1.34a 12.40942.55 1.714+2.60
0 0.02+0e 5.45+0.06g 177.85+0.25g 562.93+0.25g 28.68+1.57¢ 5.18940.33 0.12240.34
10 0.13+£0.01e 6.88+0.02f 194.51+0.23f 634.26+0.44f 41.92+0.41d 58554041 0.193£0.53
50 0.33+0.03d 8.80+0.01e 199.61+0.2¢ 636.73+0.13¢ 44.78+0.84c 7.83540.66 0.19740.67
Govde 100 0.38+0.02d 10.53+0.01d 201.71+0.36d 717.00+0.45d 45.30+0.47¢ 70214084 0.199+0.88
200 0.83+0.06¢ 11.19+0.02¢ 223.3140.15¢ 727.21£1.41¢ 49.35+0.54b 86112062 0.20140.96
500 1.69+0.06b 12.98+0.01b 269.57+0.29b 737.81+0.56b 50.16+0.65b 893135 0.239+1.23
1000 4.5840.25a 15.54+0.02a 295.2240.59a 758.67+0.23a 52.56+0.77a 10.559+2.03 0267+1.05
B.juncea var (@] G Cr Fe Ca K Mg Zn Cu
0 0.02+0.01f 3.99+0.01g 367.21+0.71g 370.15+0.48¢ 63.91+0.24g 5.088+0.53 0.43240.36
10 0.07+0.02f 4.174+0.05f 384.26+0.1f 388.29+0.27f 67.19£0.33f 6.037+0.70 0.719+0.58
50 0.31£0.03¢ 5.53+0.02¢ 513.75+0.13¢ 555.34+0.72¢ 98.14+0.65¢ 7.635+0.88 1.11340.79
Yaprak 100 0.59+0.03d 6.73+0.03d 585.18+0.28d 557.56+0.75d 123.43+0.47d 7.68341.20 1.293+0.64
200 1.36+0.13¢ 7.80+0.01c¢ 673.31£0.09¢ 567.46+0.43¢ 133.84+0.09¢ 8.63441.45 1.393+0.95
500 1.88+0.02b 8.45+0.02b 700.69+0.19b 631.4120.46b 165.52+0.13b 9.85941.70 1.587+1.26
1000 4.2140.22a 8.81+0a 708.41+£0.51a 642.14+0.43a 174.18+0.94a 11.74342.94 1.889+1.84
0 0.06+0.01e 19.88+0.09g 48.2+1.11g 152.31+0.45¢ 25.65+0.2g 0.364+0.32 1.50840.52
10 0.17+0.02cd 50.98+0.02f 67.23£0.22f 165.79+0.2f 59.86+0.12f 9.51620.75 1.906:0.87
50 0.38+0.05cd 78.23£0.1e 71.75+0.51e 227.37+0.5¢ 86.47+0.27¢ 10.75620.98 2.471+1.43
S-9 Kok 100 0.50+0.05d 90.07+0.15d 77.47+0.21d 236.28+0.28d 96.20+0.38d 112974120 | 2.846+1.80
200 1.09+0.03¢ 94.3340.13¢ 137.10+0.3¢ 253.73+0.07¢ 125.17+0.33¢ 12.285+1.65 2.926+2.01
500 6.44+0.12b 140.76+0.2b 189.58+0.24b 263.69+0.65b 155.75+0.15b 124124190 | 31374278
1000 12.4740.53a 161.96+0.06a 219.44+0.3a 271.15+0.36a 184.28+0.43a 12.54542.25 3.46143.10
0 0.02+0.01f 2.02+0.05¢ 63.44+0.31g 284.92+0.46g 9.01£0.19¢ 3.77540.23 0.178+0.22
10 0.05+0.01f 2.42+0.04d 66.73+0.13f 309.38+0.68f 9.32+0.18¢ 6.36340.52 0.2120.36
50 0.15+0e 2.54+0.02¢ 72.92+0.97¢ 326.43+0.1¢e 12.79+0.21d 7.43440.25 0.217+0.45
Govde 100 0.30+0.04d 3.50+0.02b 100.42+0.65d 334.86+0.25d 18.45+0.28¢ 7.715:0.68 0.2640.67
200 0.37+£0.01¢ 3.52+0.01b 101.96+0.5¢ 367.35+0.3¢ 18.83+0.02¢ 7.98841.25 0.276:0.88
500 0.78+0.02b 3.93+0.02a 122.75+0.32b 370.47+0.24b 21.63+0.38b 8.42241.70 0.2840.99
1000 0.91+0.02a 3.96+0.01a 144.83+0.11a 404.1+0.3a 28.65+0.11a 9.98142.35 0.295+1.36
B.juncea var [e] G Cr Fe Ca K Mg Zn Cu
0 0.12+0.01g 13.12+0.13f 2163.73+0.12g 68.85+0.42¢ 36.69+0.88f 9.195+0.46 1.051+0.23
10 0.88+0.01f 13.25+0.14f 2513.98+0.01f 86.97+1.29d 38.00+0.55¢ 10.745+0.88 1.128+0.52
Ganjsarhen | vaprak 50 2.79+0.03¢ 16.07+0.04e 2575.55+0.05¢ 87.34+0.56d 38.47+0.09¢ 12.36941.02 1.16£0.77
100 3.79+0.06d 16.45+0.05d 2584.62+0.01d 90.84+0.92¢ 40.78+0.19d 12.88541 45 1.170.93
200 7.49+0.03¢ 18.24+0.09¢ 2649.68+0.17¢ 90.88+0.29¢ 42.20+0.29¢ 12.947+1.77 1.195+1.13
500 11.04+0.1b 19.86+0.07b 2774.17+0.14b 95.54+0.16b 48.31+0.65b 13.40042.16 1.305+1.48
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1000 3 27.23+£0.26a 21.44+0.08a 2893.38+0.26a 97.92+0.65a 49.58+0.23a 17_23;13_45 1.62242.24
0 3 0.1420.04g 145.94+0.2g 281.24+0.11g 364.03+0.14f 156.37+0.13g 7.048+0.28 0.988+0.79
10 3 4.53+0.02f 147.35+0.2f 403.91+0.05f 389.72+0.15¢ 164.37+0.12f 7.757+0.63 1.15941.12
50 3 5.9+0.17¢ 169.53+0.21e 555.97+0.02¢ 404.2240.42d 180.32+0.25¢ 9.729+0.85 1.214+1.56
Kok 100 3 6.65+0.09d 171.5140.45d 569.78+0.16d 430.36+0.92¢ 188.75+0.08d 10.12941.16 1.229+1.84
200 3 13.79+0.21¢c 211.3240.19¢ 608.85+0.01c 487.85+1.05b 226.67+0.24c 10.152+1.35 1.41241.99
500 3 21.07+0.15b 226.92+0.07b 671.30+0.17b 488.76+0.08a 227.1340.42b 10.18241.70 1.8642.16
1000 3 21.66+0.21a 340.09+0.18a 693.64+0.12a 535.39+0.62 330.42+0.14a 10.94742.15 3.00742.85
0 3 0.08+0.01g 5.48+0.19g 411.08+0.08g 741.38+0.61g 74.68+0.21g 6.62240.11 0.2240.15
10 3 0.7+0.03f 6.72+0.06f 442.44+0.05F 768.38+0.37f 80.57+0.11F 8.00+0.25 0.23540.46
50 3 140.02¢ 7.27+0.18¢ 463.7440.14¢ 896.53+1.24¢ 82.25+0.11e 8.37+0.06 0.25240.74
Govde 100 3 1.83+0.03d 7.58+0.11d 471.48+0.03d 900.69:+0.98d 95.310.06d 9.17+0.08 0.258+0.92
200 3 2.02+0.02¢ 8.39+0.2¢ 564.36+0.05¢ 916.91+0.29¢ 97.47+0.19¢ 0.88+1.20 0.26340.45
500 3 4.88+0.15b 9.36+0.19b 583.06+0.08b 939.49+0.67b 111.3240.11b 9.97+1.45 0.272+0.68
1000 3 10.65+0.12a 10.64+0.01a 645.42+0.06a 1023.62+0.68a 118.31+0.35a 11.18+1.94 0.27340.87
B.juncea var [¢] G N Cr Fe Ca K Mg Zn Cu

0 3 0.09+0.01g 4.83+0.21e 659.83+0.71g 623.55+0.82g 142.79+1.07¢ 8.53+0.44 0.37140.33

10 3 1.01+0.24f 5.1840.17d 702.15+0.25F 643.05+0.4f 171.95+0.38bc 8.797+0.80 0.5+0.64
50 3 1.8+0.13¢ 5.34+0.18d 729.07+0.31e 659.79+0.68e 176.34+0.12bc 8.81+1.10 0.5620.87
Yaprak 100 3 3.6+0.02d 6.45+0.13¢ 782.94+0.24d 683.15+1.15d 176.91+0.03bc 10.356£1.55 0.56320.96
200 3 5.16+0.23¢ 7.02+0.13b 821.37+0.24¢c 706.67+0.7¢c 223.41+0.11ab 10.359+1.82 074116
500 3 7.28+0.07b 8.27+0.04a 892.83+0.32b 738.2+1.68b 281.78+0.59a 11.37142.40 0.7441.49
1000 | 3 26.29+0.36a 8.37+0.16a 935.77+0.61a 809.67+0.94a 283.5+0.14a 12.454+3.05 0.85541.87
0 3 0.22+0.02g 56.19+0.16g 334.69+0.28g 342.14+0.44g 101.77+0.79¢ 0.19320.15 | 0762025
10 3 14.36+0.35f 76.24+0.05f 441.29+0.29F 386.7+0.47f 121.96+0.1bc 10.787+0.55 0.91520.64
50 3 36.76+0.67¢ 81.05+0.06¢ 542.18+0.25¢ 392.61+0.6¢ 129.8020.19abe | 11 ¢9110.89 0.93520.86

THB-81 Kok 100 3 108.72+0.67d 119.67+0.09d 594.27+0.15d 442.38+0.66d 212.1540.75abc 12.073<1.15 0.997+1.31
200 3 125.58+0.8¢ 204.65+0.18¢c 605.33+0.16¢ 483.44+1.17¢ 271.84£0.28abc | |5 95811 63 12634170
500 3 242.5240.57b 257.76+0.08b 724.54+0.23b 505.39+0.54b 299.18+1.16ab 13.79242.04 1.399+1.93
1000 3 552.28+0.51a 319.4+0.17a 811.36+0.15a 615.15+0.39a 313.58+0.75a 142704236 1.40242.03
0 3 0.09+0.01f 5.48+0.09g 330.38+0.43g 459.43+0.79g 74.4440.75F 8.01540.42 0.14420.14
10 3 1.95+0.06¢ 6.72+0.16f 354.35+0.3f 507.07+0.54f 90.43+0.26¢ 8.034£0.58 0.16320.33
50 3 4.79+0.34d 7.27+0.18¢ 374.34+0.42¢ 567.87+1.59¢ 92.14+0.7d 0.03120.40 0.1780.45
Govde 100 3 7.47£0.2¢ 7.58+0.18d 376.36+0.23d 593.48+0.49d 99.67+0.2¢ 9.095+0.75 0.19340.67
200 3 7.52+0.18¢ 8.39+0.03¢ 420.88+0.31¢c 596.44+0.16¢ 102.1140.29b 9.139+0.89 0224078
500 3 20.08+0.22b 9.36+0.28b 436.88+0.31b 663.49+1.02b 102.5440.06b 9.668+1.5 0.26240.69
1000 3 43.93+0.66a 10.64+0.03a 472.5+0.27a 758.5+0.32a 113.17+0.52a 10.087+2.03 0.2850.90

Not: Her siitun kendi arasinda degerlendirilmistir. a, b, ¢, d, e, f: p<0.001 degeri, kontrol drneklerine gore anlamli

farklilik gosteren deney drneklerini isaret etmektedir.
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Cizelge 4.2°de goriildiigii tizere, farkli CrCls ¢ozeltisi uygulanan B. juncea
varyetelerine ait kok, govde ve yapraklarda biriken Cr, Fe, Ca, Mg, K, Zn ve Cu
metallerinin miktar1 verilmistir. Bitki ¢esidine ve organina bakilmaksizin, farkli CrCls
¢ozeltisi uygulamalarindan elde edilen ICP-OES sonuglarmna goére, her bir bitki
varyetesinde biriken Cr, Ca, Fe, Mg ve K miktar1, Cr-uygulanmayan (kontrol) bitkilerine
kiyasla belirgin bir farkla artig gdstermistir; ancak, Zn ve Cu metalinin miktarinda énemli
bir farklilik saptanmamistir (Cizelge 4.2). Yapraklar, govdeler ve kokler arasinda Fe
konsantrasyonunda belirgin bir fark vardir ve genel olarak, kok Fe konsantrasyonu
161.96-361.62 mg kg'KA arasinda, yapraklarda 3.99-21.44 mg kg'KA arasinda
degismekte olup, kok Fe konsantrasyonu yapraklardakinden oldukga yiiksek oldugu
saptanmigtir. Ornegin, 500 ve 1000 uM Cr uygulamalari yapilan JS-13 bitkilerinin kok
Fe miktar1 (sirastyla 350.94 mg kg'KA ve 361.62 mg kg*KA), 500 ve 1000 uM Cr
uygulamalarina maruz kalan JS-13 bitkilerinin yaprak Fe miktari (sirasiyla 11.61 mg kg
KA ve 11.70 mg kg'KA) ile karsilastirildiginda sirasiyla 30.23 ve 30.92 kat daha fazla
birikmistir. Cr uygulamasi, yapraklarda ve koklerde Mg miktarlarini 6nemli Glgiide
artirmistir; en yiiksek yaprak ve kok Mg miktarlart sirasiyla 500 ve 1000 uM Cr
uygulamalarinda kaydedilmistir. Ornegin 500 ve 1000 uM Cr-uygulanan JS-13 bitkisinde
sirasiyla yapraklar 356.08 mg kgtKA ve 398.67 mg kg'KA; kokler 582.14 mg kgtKA
ve 668.00 mg kg *KA; govdeler 737.81 mg kg*KA ve 758.67 mg kg KA biriktirmistir;
bu da kontrol grubuna gére oldukga yiiksek miktarda olup, bu fark anlamli bulunmustur
(p<0.001). Benzer bir sekilde, 500 ve 1000 uM Cr-uygulanan Early raya bitkisinde
sirasiyla yapraklar 306.47 mg kgtKA ve 357.86 mg kg'KA; kokler 232.78 mg kgtKA
ve 305.06 mg kg*KA; govdeler 61.78 mg kgKA ve 78.27 mg kg KA biriktirmistir; bu
da kontrol grubuna gore yiiksek miktarda olup, bu fark anlamli bulunmustur. Dahast,
bitkilerde kok, govde ve yaprak Ca ve K konsantrasyonuna gelince, Cr uygulamalari ile
kontrol arasinda 6nemli bir fark bulunmustur (p<0.001). Ancak, bitkilerin kok, govde ve
yaprak Cu konsantrasyonunda, Cr uygulamalar1 ile kontrol arasinda anlamli bir fark
bulunmamustir.

Farkli Cr uygulamalar1 ile muamele edilen B.juncea bitkilerinde besin
konsantrasyonu incelenmistir. Bitkilerde konsantrasyonu anlamli derecede artan besin
elementleri, Early raya bitkilerinde en yiiksek Ca, Mg ve K elementleri yapraklarda ve en

yiiksek Fe miktar1 koklerde birikmisken; Ganj sarhen bitkilerinde en yiliksek Ca miktari
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yapraklarda, en yiiksek K ve Fe miktarlar1 govdelerde ve en yiiksek Mg miktar1 kdklerde
birikmistir. JS-13 bitkilerinde en yiiksek Ca, Mg ve K miktarlar1 yapraklarda ve en yiiksek
Fe miktar1 koklerde birikmisken; THB-81 bitkilerinde en yiiksek Ca ve K miktarlari
yapraklarda, en yiliksek Fe ve Mg miktarlar1 koklerde birikmistir. S-9 bitkilerinde en
yiiksek Ca ve K miktarlar1 yapraklarda ve en yliksek Fe ve Mg miktarlar1 koklerde
birikmistir. Sindh raya bitkilerinde en yiiksek Ca ve K miktarlar1 yapraklarda birikmis
olup, en yiiksek Fe ve Mg miktarlar1 koklerde birikmistir. Bu sonuglar, farkli Cr
konsantrasyonlarina maruz kalan bitkilerde mineral besin maddelerinin alim ve
taginiminin degistigini gostermektedir.

Sonug olarak, arastirilan Cr, Fe, K, Mg, Ca, Zn ve Cu elementlerinin, B. juncea
varyetelerinin dokularinda degisken konsantrasyonlarda akiimiile ettikleri saptanmigtir.
Cr-uygulamasinda bitkinin farkli kisimlarinda biriken total metal miktarlarina
bakildiginda, krom (Cr) kok>gdvde>yaprak; kalsiyum (Ca) yaprak>kok>govde; demir
(Fe) kok>yaprak>govde; potasyum (K) yaprak>gdvde>kok; magnezyum (Mg)
kok>yaprak>govde siralama ile takip ettigi goriilmektedir. Cr-uygulanan B. juncea
varyetelerinde biriken metal miktarlar1 agisindan siralama su sekildedir: Early raya
bitkisinde K>Ca>Mg>Cr>Fe; THB-81 bitkisinde Ca>K>Mg>Cr>Fe; Ganj sarhen
bitkisinde Ca>K>Mg>Fe>Cr; JS-13 bitkisinde K>Ca>Mg>Fe>Cr; Sindh raya bitkisinde
K>Ca>Mg>Fe>Cr; S-9 bitkisinde K>Ca>Mg>Fe>Cr. Metal birikimlerine gore biiyiikliik
acisindan sergiledikleri profiller sirasiyla su sekildedir: krom (Cr) THB-81>Early
raya>JS-13>Ganj sarhen>Sindh raya>S-9; kalsiyum (Ca) Ganj sarhen>THB-81>JS-
13>Early raya>Sindh raya>S-9; demir (Fe) JS-13>Ganj sarhen>THB-81>Early
raya>Sindh raya> S-9; potasyum (K) JS-13>Early raya>THB-81>Sindh raya>Ganj
sarhen>S-9; magnezyum (Mg) JS-13>Early raya>THB-81> Sindh raya> Ganj sarhen>S-
9.

Farkli Cr konsantrasyonlarina maruz birakilan B. juncea, JS-13, Early raya, Sindh
raya, S-9, Ganj sarhen ve THB-81 varyetelerinin c¢esitli kisimlarindaki besin
konsantrasyonlar1 degerlendirilmistir (Cizelge 4.2). Elde edilen sonuglar, farkli Cr
konsantrasyonlarina maruz kalan bitkilerde mineral besinlerin alimi ve tagimniminin

degistigini géstermektedir.
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4.2. Krom ve Mikro Elementler Arasindaki Korelasyon

Cr ile Fe, Ca, K, Mg, Zn ve Cu arasindaki iligki Cizelge ‘te belirtilmistir. Cr ile K
(0.002) hafif pozitif bir korelasyon gosterirken; Cr ile Fe (0.461**) ve Mg (0.280**)
arasinda anlamli derecede pozitif bir korelasyon tespit edilmistir (p<0.001). Ayrica, Mg
ile sirasiyla Fe (0.513**), K (0.487**), Cr (0.280**) ve Ca (0.165**) gii¢lii bir pozitif

korelasyon gostermistir. Cr ile Ca (-0.008) arasinda hafif negatif korelasyon gozlenmistir.

4.3. Krom (Cr) Birikimi

Bitkilerdeki Cr konsantrasyonu, kontrol hari¢ her uygulamada uygulanan Cr seviyesi
ile tutarh bir sekilde artmistir; kontrol grubunda herhangi bir degisiklik gozlenmemistir
(Cizelge 4.3). Oregin, Early raya 500 uM Cr ve 1000 uM Cr’ye maruz birakilan
bitkilerin yaprak Cr konsantrasyonu, maruziyetten sonra sirastyla kontrole kiyasla 145.55
ve 217.55 kat artmustir. Early raya’da oldugu gibi, diger B. juncea varyetelerinin
yapraklarinda ve koklerinde Cr konsantrasyonlart Cr seviyesi ile birlikte belirgin bir artis
gostermistir (Cizelge 4.3). Ayrica, bitki kisimlari arasinda Cr konsantrasyonu agisindan
belirgin bir fark oldugu ve koklerde yapraklardan daha yiiksek oldugu saptanmistir. Bu
fark, Cr seviyesi arttikca kademeli bir sekilde artmistir. Ornegin, THB varyetesinde 500
uM Cr ve 1000 uM Cr’ye maruz kaldiginda, koklerdeki Cr konsantrasyonu sirasiyla
yapraklardan yaklagik 33.31 ve 21.01 kat daha yiiksek olmustur. Cr-uygulanan B. juncea
varyetelerinin ~ dokularinda biriken Cr miktarlari asagidaki Cizelge 4.3’te

detaylandirilmistir.
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Cizelge 4.3. Iki hafta (15 giin) boyunca farkli konsantrasyonlarda CrCls ¢ozeltisi
uygulanan B. juncea, JS-13, Early raya, Sindh raya, S-9, Ganj sarhen ve THB-81
bitkilerinin kok, govde ve yapraklarinda biriken krom (Cr) miktarlar1 (mg kg KA) (£

degerler standart sapmay1 gostermektedir).

B.juncea var [e] G N Early raya Sindh raya JS-13 S-9 Ganj sarhen THB-81
0 3 0.11£0.02f 0.03+0.01g 0.03£0.01f 0.02+0.01f 0.12+0.01g 0.09+0.01g
10 3 0.19+0.01f 0.09+0.01f 0.25+0.03f 0.07+0.02f 0.88+0.01f 1.01+0.24f
50 3 0.91+0.02¢ 0.30+0.01e 0.76+0.05¢ 0.31+0.03¢ 2.7940.03¢ 1.8+0.13¢
Yaprak 100 3 2.71+0.09d 0.46+0.01d 1.09+0.03d 0.59+0.03d 3.79+0.06d 3.6+0.02d
200 3 5.2240.08¢ 0.71+0.03¢ 1.8140.05¢ 1.36+0.13¢ 7.49+0.03¢ 5.16+0.23¢
500 3 16.01+0.04b 2.7940.01b 9.27+0.29b 1.88+0.02b 11.04+0.1b 7.28+0.07b
1000 3 23.93+0.19a 4.03+0.03a 14.37+0.17a 4.21+0.22a 27.23+0.26a 26.29+0.36a
0 3 0.13+0.06e 0.11+0.01g 0.1+0.02¢g 0.06+0.01e 0.14+0.04g 0.22+0.02g
10 3 0.43+0.02¢ 0.34+0.01f 0.85+0.02f 0.17+0.02cd 4.53+0.02f 14.36+0.35f
50 3 8.31+1.05¢ 0.42+0.01e 2.06+0.04¢ 0.38+0.05¢cd 5.9+0.17¢ 36.76+0.67¢
Cr Kok 100 3 54.62+7.01d 0.71+0.02d 3.61+0.02d 0.50+0.05d 6.65+0.09d 108.72+0.67d
200 3 145.31+6.46¢ 1.05+0.02¢ 7.94+0.06¢ 1.09+0.03¢ 13.79£0.21¢c 125.58+0.8¢
500 3 330.42+31.68b 2.8540.05b 17.05+£0.27b 6.44+0.12b 21.07+0.15b 242.52+0.57b
1000 3 429.00£15.04a 7.83+0.05a 67.72+£0.61a 12.47+0.53a 21.66+0.21a 552.28+0.51a
0 3 0.02+0.01f 0.02+0.01f 0.02+0e 0.02+0.01f 0.08+0.01g 0.09£0.01f
10 3 0.2+0.01f 0.05+£0.01e 0.13+£0.01e 0.05+£0.01f 0.7+0.03f 1.95+0.06e
50 3 1.87+0.03¢ 0.17+0.01d 0.33+0.03d 0.15+0e 1£0.02¢ 4.79+0.34d
Govde 100 3 6.80+0.03d 0.18+0.01d 0.38+0.02d 0.30+0.04d 1.83+0.03d 7.47+0.2¢
200 3 11.29+0.22¢ 0.31£0.01¢ 0.83+0.06¢ 0.37+0.01¢ 2.02+0.02¢ 7.52+0.18¢
500 3 49.05+0.18b 0.89+0.01b 1.69+0.06b 0.78+0.02b 4.88+0.15b 20.08+0.22b
1000 3 88.01+0.09a 1.59+0.01a 4.58+0.25a 0.91£0.02a 10.65+0.12a 43.93+0.66a

Not: Her siitun kendi arasinda degerlendirilmistir. a, b, c, d, e, f: p<0.001 degeri, kontrol drneklerine gore anlamli

farklilik gdsteren deney drneklerini igaret etmektedir.

B. juncea var. THB-81: Artan Cr konsantrasyonu ile bitkinin kok, gévde ve yapraklarinda
Cr birikimi 6nemli derecede artmistir (p<0.001). Cr-uygulanan bitkilerin koklerinde en
yiikksek Cr miktar1 552.279 mg kg'KA’ya ulasirken, Cr-uygulanmayan (kontrol)
bitkilerde bu deger 0.22 mg kg*KA’dir. Artan Cr konsantrasyonu uygulanan bitkilerin
kokleri sirastyla, 14.36; 36.76; 108.72; 125.58 ve 552.28 mg kg KA biriktirirken, kontrol
bitkileri 0.22 mg kg*KA biriktirmistir. 1000 M Cr-uygulanan bitkilerin kokleri (552.28
mg kglKA), kontrole (0.22 mg kg*KA) kiyasla 2520 kat daha fazla Cr biriktirmistir.
Govdelerde (sirasiyla, 0.09; 1.95; 4.79; 7.47; 7.52; 20.08; 43.93 mg kg'KA) ve
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yapraklarda (sirasiyla, 0.09; 1.01; 1.8; 3.6; 5.16; 7.28; 26.29 mg kg*KA) kademeli olarak
artan Cr igerigi belirlenmistir (Cizelge 4.3).

B. juncea var. Early raya: THB-81 varyetesinde oldugu gibi, artan Cr uygulamalar ile Cr
igerigi sirasiyla kok, gévde ve yapraklarda 6nemli miktarlarda artmistir. Cr-uygulanan
bitkilerin koklerinde en yiiksek Cr miktar1 429.00 mg kg'KA’ya ulasirken, Cr-
uygulanmayan (kontrol) bitkilerde bu deger 0.13 mg kg'KA’dir. Artan Cr
konsantrasyonu ile bitkilerin kokleri sirasiyla, 0.43; 8.31; 54.62; 145.31; 330.42 ve
429.00 mg kg KA biriktirirken, kontrol bitkileri 0.13 mg kg*KA biriktirmistir (Cizelge
4.3). 1000 pM Cr- uygulanan bitkilerin kokleri (429.00 mg kg™KA), kontrole (0.13 mg
kgKA) kiyasla 3300 kat daha fazla Cr biriktirmistir. Kokler en yiiksek Cr igerigine sahip
olup, yapraklarda da (swrastyla, 0.11; 0.19; 0.91; 2.71; 5.22; 16.01; 23.93 mg kg'KA) Cr
miktar1 belirgin bir farkla artis gostermistir (p<0.001). Ayrica, gévdelerde de (sirasiyla
0.022; 0.199; 1.869; 6.797; 11.292; 49.053; 88.008 mg kg'KA) kademeli bir artis s6z
konusudur. Elde edilen sonuglar dogrultusunda, B. juncea varyeteleri arasinda, Early
raya’nin, Cr konsantrasyonundaki artigla birlikte kontrole kiyasla koklerinde yiiksek
miktarda Cr biriktirdigi ve ayrica gdvde kisimlarinda en yiiksek Cr igerigine sahip varyete
oldugu rapor edilmistir (Cizelge 4.3).

B. juncea var. JS-13: Cr-uygulamada bitkinin farkli kisimlarinda biriken Cr miktarlarina
bakildiginda, en fazla miktarin koklerde (sirasiyla 0.10; 0.85; 2.06; 3.61; 7.94; 17.05;
67.72 mg kg'KA) oldugu saptanmistir. Daha sonra, yapraklarda (sirastyla 0.03; 0.25;
0.76; 1.09; 1.81; 9.27; 14.37 mg kg'lKA) kademeli bir artis tespit edilmistir. Uygulanan
Cr konsantrasyonlari ile iliskili olarak, gdvdelerde de (sirasiyla 0.02; 0.13; 0.33; 0.38;
0.83; 1.69; 4.58 mg kg*KA) artan Cr igerigi kaydedilmistir (Cizelge 4.3).

B. juncea var. Ganj sarhen: JS-13 varyetesinde oldugu gibi, 1000 uM Cr-uygulanan
bitkilerin koklerinde ve yapraklarinda Cr birikimi en yiiksek diizeyde bulunmustur
(sirastyla 21.66 ve 27.23 mg kg *KA). Koklerde (sirasiyla 0.14; 4.53; 5.90; 6.65; 13.79;
21.07 ve 21.66 mg kg*KA) ve yapraklarda (sirasiyla 0.12; 0.88; 2.79; 3.79; 7.49; 11.04
ve 27.23 mg kgKA) benzer bir Cr birikim profili saptanmistir. JS-13 varyetesinde
oldugu gibi, gévdelerde (sirastyla 0.08; 0.70; 1.00; 1.83; 2.02; 4.88 ve 10.65 mg kg*KA),
koklere ve yapraklara kiyasla Cr miktar1 daha disiiktiir (Cizelge 4.3).

B. juncea var. S-9: THB-81, Early raya, JS-13 ve Ganj sarhen varyeteleri ile
karsilagtirildiginda kok, govde ve yapraklarda biriken Cr miktart olduk¢a diisiiktiir.
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Kokler (sirastyla 0.06; 0.17; 0.38; 0.50; 1.09; 6.44 ve 12.47 mg kg'KA) ve yapraklar
(strastyla 0.02; 0.07; 0.31; 0.59; 1.36; 1.88 ve 4.21 mg kg'KA), gdvdelerden (sirasiyla,
0.02; 0.05; 0.15; 0.30; 0.37; 0.78 ve 0.91 mg kg*KA) daha yiiksek Cr miktarimi icerdigi
saptanmustir. S-9, artan Cr konsantrasyonuna maruz kaldiginda en diisiik miktarda Cr
biriktiren varyeteden biridir.

B. juncea var. Sindh raya: Sindh raya, artan Cr konsantrasyonuna maruz kaldiginda THB-
81, Early raya, JS-13 ve Ganj sarhen varyetelerine kiyasla Cr alimi1 ve birikimi a¢isindan
tam tersi bir durum sergilemistir. B.juncea varyeteleri arasinda, en diisiik Cr birikimine
sahip varyete oldugu saptanmistir. Koklerde (sirastyla 0.11; 0.34; 0.42; 0.71; 1.05; 2.85
ve 7.83 mg kg'KA) ve yapraklarda (sirastyla 0.03; 0.09; 0.30; 0.46; 2.79 ve 4.03 mg kg
1KA), gdvdelerden (sirastyla, 0.02; 0.05; 0.17; 0.18; 0.31; 0.89 ve 1.59 mg kg'KA) daha
yiiksek miktarda Cr birikmistir (Cizelge 4.3). Sindh raya, Cr-dislayici bir varyete olabilir.

Elde edilen sonuglar dogrultusunda, biriken Cr miktar1 bitkinin organina ve ¢esidine
gore farklilik gosterdigi tespit edilmistir. Cr uygulamasinda bitkilerin farkli kisimlarinda
biriken metal miktarlarina bakildiginda, en fazla metal miktarlarinin koklerde biriktigi,
bunu sirastyla govdelerin ve yapraklarin takip ettigi goriillmektedir.

Sonug olarak, B. juncea varyeteleri Cr alimi ve birikimi ag¢isindan farkliliklar
gostermistir. Tiim varyetelerin kontrol gruplari, 10 uM CrClz, 50 uM CrCls, 100 uM
CrClz, 200 uM CrCls, 500 uM CrClz ve 1000 uM CrCls gruplari ile karsilastirildiginda
ayrica konsantrasyonlar kendi aralarinda karsilastirildiginda p<0.001’e goére anlamli
farkliliklarin olmasi deneysel ¢alismanin giivenilirligini gostermektedir (Cizelge 4.3). Cr
uygulanan Brassica juncea varyeteleri karsilastirildiginda, yiiksek ¢imlenme orani ve
verimli bilylime gostermenin yani sira, daha fazla miktarda metal biriktirme kapasitesine
de sahip oldugu belirlenmistir. Bu baglamda, Early raya molekiiler ¢alismalar igin Cr-
akiimiilator/toleransli varyete olarak seg¢ilmistir. Benzer sekilde, Cr uygulanan Brassica
juncea varyeteleri karsilagtirildiginda, Sindh raya’nin diisiik ¢imlenme orani ve verimli
biliyiime gdstermenin yani sira, daha az miktarda metal biriktirme kapasitesine de sahip
oldugu belirlenmistir. Bu nedenle, Sindh raya molekiiler calismalar i¢in Cr-

dislayici/hassas varyete olarak segilmistir.
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44. AGIR METAL UYGULAMASI YAPILAN BITKILERDE ANLATIMI
DEGISEN GENLERIN TANIMLANMASI VE BELIRLENMESIi

4.4.1. Brassica juncea var. Early raya ve Brassica juncea var. Sindh raya
Bitkilerinden Total RNA izolasyonu

Iki hafta (15 giin) boyunca farkli CrCls ¢dzeltisi uygulanan B. juncea var. Early raya
ve Brassica juncea var. Sindh raya bitkilerinin k6k dokularindan, RNA izolasyon Kiti
kullanilarak total RNA izolasyonu gergeklestirilmistir. Izolasyonu takiben, elde edilen
total RNA’larin konsantrasyon miktarlari ve saflik dereceleri (OD260/0D280)
NanoDrop spektrofotometresinde yapilan o6lgtimler sonucunda 1.99 ile 2.10 arasinda
saptanmistir. Her bir drnek icin elde edilen RNA konsantrasyon miktarlar1 ve kalite

parametreleri Cizelge 4.4’te 6zetlenmistir.

Cizelge 4.4. B. juncea var. Early raya ve B. juncea var. Sindh raya bitkisinin kok

dokularina ait RNA’larin spektrofotometrik degerleri

Konsantrasyon Ornek RNA Konsantrasyon | A260/280 | A260/230 | RNA biitiinlikk (integrity)
Adi (ng/pl) numarast (RIN)

ER-1 762 1.99 24 7.50
Kontrol- B. juncea var. Early raya

ER-1 683.3 2.00 2.27 7.50

ER-1 806.2 2.05 2.00 7.50

ER-3 602.7 2.01 2.30 7.80
1000 uM Cr-B. juncea var. Early ER-3 627.2 2.05 211 7.60
raya

ER-3 222.4 2.07 2.28 7.80

SR-1 1237.2 2.02 2.37 7.50
Kontrol- B. juncea var. Sindh raya

SR-1 1014.7 2.01 1.95 7.20

SR-1 1010.8 2.10 2.25 7.40

SR-3 225.2 2.06 1.95 7.60
1000 ;,lM Cr-B. juncea var. Sindh SR-3 2028 2.08 223 7.70
raya

SR-3 394.9 2.10 2.01 7.50

* RIN; RNA biitiinliik (integrity) numaralar1. Bir RNA 6rneginin RIN degeri 1 ile 10 arasinda degisir;
10’luk bir RIN tamamen saglamdir ve 1°lik bir RIN tamamen bozulmustur. RNA dizi analizlerinde RIN
(RNA Biitiinliik Numarasi) degeri 7’den yliksek olmalidir.

Cizelge 4.4’te goriildigi tizere, 1000 uM CrCls ¢ozeltisi uygulanan ve 3’er adet
biyolojik tekrari bulunan kontrol ve Cr-uygulanan deney bitkilerinin kok 6rneklerine ait
total RNA’larin konsantrasyon miktarlari ve RNA biitiinliik (integrity) numaralari (RIN)

belirtilmistir. RNA konsantrasyon miktarinin en diisiik degeri B. juncea var. Early raya
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ornegi i¢in 222.4 ng/ul ve Brassica juncea var. Sindh raya 6rnegi i¢in en yiiksek 1237.2
ng/ul’dir. 260 nm ve 280 nm’deki absorbans orani 1.99-2.10 civarinda ve A260/A230
absorbans orani 1.95 ile 2.40 arasinda; RNA biitiinliik numarasi (RIN) degeri 7.20 ile 7.80
arasinda oldugu saptanmustir (Cizelge 4.4). Bu sonuglar, yiliksek verimli dizileme (high-
throughpout sequencing) yapilan kok orneklerine ait RNA’larin saglam olduklarini

gostermektedir.

4.4.2. RNA Dizileme Analizinden Elde Edilen Verilerin Degerlendirilmesi
4.4.2.1. RNA Dizileme ve Ham Veri On-isleme

Bu ¢alismada iki hafta (15 giin) boyunca Cr uygulamasi yapilan ve 3 biyolojik
tekrardan olusan Early raya ve Sindh raya bitkilerinin kok kisimlarinda RNA dizileme
analiz yapilmistir. Bitkilerde RNA dizileme, stres tepkilerine karsi yanitlari incelemek ve
stres ile iligkili mekanizmalarda ifade edilen ve yer alan genlerin transkriptom analizi i¢in
kullanilan yeni nesil yiiksek verimli bir tekniktir. Bu teknik, bitkilerdeki gen ifade
profillerini analiz etmek ve RNA molekiillerinin tam dizi bilgilerini elde etmek i¢in
kullanilan gii¢lii bir molekiiler biyoloji yontemidir.

RNA dizileme analizi i¢in uygun, kaliteli bir RNA, asagidaki esikler ile tutarli
olmalidir: A260nm/280nm ve A260nm/230nm oranlar1 1,8’den yliksek, konsantrasyon
degeri 200 ng/ul’den yiiksek, RIN (RNA Biitiinliik Numarasi) degeri 7’den yliksek
olmalidir. RIN degerinin bu araliklarda olmasi RNA dizileme analizi i¢cin RNA’larin
uygunlugunu gostermektedir.

Metal metabolizmasinda yer alan Cr ile iligskili miRNA’larin ve onlarin hedef
genlerinin belirlenmesi i¢in Cr taramasi sonucunda, Cr-toleransi yiiksek olarak belirlenen
Early raya bitkisinin ve Cr- dislayict olarak belirlenen Sindh raya bitkisinin kok
dokularinda farkli anlatim yapan miRNA’larin ve onlarin hedef genlerine ait RNA
dizileme sonuglarindan yararlanilmistir. Cr-uygulanmayan (kontrol) ve 1000 uM Cr-
uygulanan Early raya ve Sindh raya bitkilerinin koklerinde karsilastirmali transkriptom
profilleme yontemiyle Cr ile iligkili onemli genler tanimlanmistir. Cr-toleransh Early raya
ve Cr-duyarli Sindh raya bitkilerinin koklerinin toplam 12 bitkiden olusan ti¢ biyolojik
tekerriirtinden alinan RNA 6rnekleri RNA dizileme analizi i¢in Lifescience Arastirma ve

Uygulama Merkezi, Genoks Saglik A.S., Ankara’ya gonderilmistir.
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RNA dizileme analiz sonucunda Lifescience Arastirma ve Uygulama Merkezi’nde
elde edilen ham veriler, gen ekspresyon analizi i¢in gerekli ¢esitli programlarda islenmis
ve FASTQ formatinda elde edilen ham veriler c¢esitli programlara aktarilarak

degerlendirilmistir.

4.4.2.2. Verilerin Deney Kalitesi Bakimindan Kontrolii ve On Islenmesi

RNA dizileme Illumina NextSeq 550 cihazinda gergeklestirilmistir. Dizilemeden
elde edilen ham veriler kalitesi degerlendirilmis ve FASTQ yazilimi kullanilarak baz
kalitesi, GC igerigi incelenmistir. Trimming islemi Oncesindeki ve sonrasindaki
okumalar: igeren iki dosya olusturulmustur (Cizelge 4.5). Dizilenen her 6rnek i¢in Q20
degerleri, Q30 degerleri ve %GC igerikleri hesaplanmistir. Q20 ve Q30 degerleri,
dizileme (sequencing) verilerinin kalitesini degerlendirmek icin kullanilan kalite
skorlaridir. Bu kalite skorlari, baz ¢agirma dogrulugunu (base calling accuracy) ifade
etmektedir ve Phred Kkalite skorlar1 olarak da bilinirler. Sonug olarak, Q skoru, bir bazin
cagirilma olasiligiin logaritmik bir 6l¢iisii olan Q skoru arttik¢a bazin dogru ¢agirilma
olasiligi ve dizileme verilerindeki bazlarin giivenilirligi de artmaktadir. Elde edilen
verilere dayanarak, kontrol ve Cr-uygulanan 6rneklerin trimming 6ncesi ve sonrast Q20
degeri ve Q30 degerleri sirastyla %100; %100 ve %96.2; %97.3 olarak hesaplanmistir.
Trimming islemi 6ncesi ve sonrasi sirasiyla 51.3 ve 52.5 olarak hesaplanan (%) GC
iceriginin dengeli olmasi verilerin dogrulugu ve giivenilirligini gostermektedir. Kontrol
ve Cr-uygulanan bitkilerin koklerine ait RNA 6rneklerinin, trimming 6ncesi tiim drnekten
toplam 25,971,399 milyon okuma ile trimming sonras: toplam 8,244,522 milyon temiz

okuma kaydedilmistir (Cizelge 4.5).

Cizelge 4.5. Tiim Ornekler iizerinden kalite kontrol dl¢limlerinin ortalama degerlerini

gostermektedir.
Trimming Toplam Okuma Q20 Q30 (%) GC igerigi
Sayisi
Oncesi 25,971,399 100 96.2 51.3
Sonrast 8,244 522 100 97.3 52.5
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4.4.2.3. Pseudo-Hizalama ve miRNA Miktar Tespiti

Pseudo-hizalama, RNA dizileme (RNA-Seq) veri analizinde, RNA okumalarinin

hangi transkriptlerden (veya genlerden) kaynaklandigini tam olarak referans genoma

veya transkriptoma hizalamadan belirlemeye yonelik bir tekniktir. B. juncea’nin bilinen

miRNA’lart miRBase veritabaninda (siiriim 22.1, Kozomara ve ark., 2019) bulunmasa da

Brassica napus, Brassica oleracea ve Brassica rapa gibi diger Brassicaceae (hardal

ailesi) tiyelerinin miRNA’lar1 veritabaninda yer almaktadir. Bu Brassica tiirlerinin

indirilen referans genomlari 6n-islenmis okumalara hizalanmistir. Elde edilen bulgulara

gore, B. napus, B. juncea ornekleri ile en yakin akraba tiir oldugu saptanmis ve referans

genom ile en yiiksek hizalanma yiizdelerini sergilemistir. Cizelge 4.6’da tiim 6rneklerin

yiizde hizalamalarin1 gdstermektedir.

Cizelge 4.6. Brassicaceae (Hardal ailesi) iiyelerinin hizalama 6l¢timleri

Sindh raya

B. juncea var.

Ornek Essiz Okuma Brassica Brassica Brassica Brassica
Sayisi juncea ile oleracea ile napus ile rapaile

Hizalama Hizalama Hizalama Hizalama

Kontrol- B. 578,138 55.2 44.3 48.4 44.8

juncea var.

Early raya

1000 uM Cr- 1,175,468 58.5 46.89 51.4 47.4

B. juncea var.

Early raya

Kontrol- B. 1,956,646 48.0 39.27 43.2 39.4

juncea var.

Sindh raya

1000 uM Cr- 1,867,709 40.2 33.97 36.9 33.2

Dizilenen verilerdeki bilinen miRNA’lar, B.napus genomu referans alinarak

miRBase veritabaninda BLASTN fonksiyonu kullanilarak tanimlanmistir. Cizelge 4.7°de

gosterildigi gibi, her 6rnek i¢in miRBase (v.22.1) veritabaninda tespit edilen bilinen

mMIRNA’larin sayisini temsil etmektedir.
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Cizelge 4.7. miRBase’den tanimlanan olgun miRNA’lar

Ornek miRBase’de Hizalanan Essiz miRNA Sayisi
Kontrol- B. juncea var. Early raya 56
1000 uM Cr-B. juncea var. Early raya 45
Kontrol- B. juncea var. Sindh raya 79
1000 uM Cr-B. juncea var. Sindh raya 73

Iki hafta boyunca 1000 uM CrCls ¢ozeltisi uygulanan Early raya ve Sindh raya
bitkilerinin kontrol ve agir metal uygulanan deney gruplarina ait kok 6rneklerinden elde
edilen RNA dizileme sonuglari, DESeq2 R paket (siiriim 3.4.2) programina islenerek,
ham verilerin normalize edilmis ve normalize edilmis verilerin analizi saglanmistir. Her
bir bagimsiz deney ayr1 ayr1 normalize edildikten sonra kontrol ve deney gruplar1 arasinda
farkli eksprese edilen genlerin tanimlanmasi igin tek yonlii varyans analizi (ANOVA)
uygulanarak gen listeleri olusturulmustur. Karsilastirmali analizler i¢in bir¢ok farkli
kiyaslama yapilmistir. miRNA’larin kat degisim (FC- Fold change) degerleri, normalize
edilmis veriler kullanilarak tiim karsilastirmalar i¢in ayr1 ayri1 hesaplanmistir. Farkli
olarak ifade edilen miRNA’lar, FC degerleri kullanilarak belirlenmistir. Bu islem
gerceklestirilirken, karsilastirilan iki 6rnekte ortalama normalize ifade degerleri 3’ten
kiiciik olan miRNA’lar ¢ikartilmistir. FC degeri>1.2 olan miRNA’lar yukari regiile edilen
(ifadesi artan) olarak kabul edilirken; FC degeri <1/1.2 olan miRNA’lar asag1 regiile
edilen (ifadesi azalan) olarak kabul edilmistir (p<0.05). Cizelge 4.8’de her
karsilastirmada tespit edilen DEM (diferansiyel olarak ifade edilen miRNA) sayilarini

gostermektedir.
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Cizelge 4.8. Karsilastirmada tespit edilen miRNA ’larin sayis1

Analiz edilen | Yukari regiile edilen Asagi regiile edilen Korunan miRNA
Kargilagtirma toplam miRNA’larin sayisi mMiRNA’larin sayisi sayist
miRNA sayisi (FC>1.2) (FC<0.83)
Kontrol vs. 1000 70 19 8 43
uM Cr-B. juncea
var. Early raya
Kontrol vs. 1000 80 28 22 30
uM Cr-B. juncea
var. Sindh raya
Kontrol (B. juncea
var. Early raya) vs. 79 22 23 34
Kontrol (B. juncea
var. Sindh raya)

Kontrol ile

1000 uM Cr-uygulanan B. juncea var. Early raya karsilastirmasinda

gozlemlenen farkli ifade edilen miRNA’lar (DEM’ler) ve onlarin hedef genleri; kontrol

ile 1000 uM Cr-uygulanan B. juncea var. Sindh raya karsilastirmasinda gézlemlenen

farkli ifade edilen miRNA’lar (DEM’ler) ve onlarin hedef genleri karsilastiriimistir. Sekil

4.7(A) ve 4.7(B)’de, her iki B. juncea varyetesinde tespit edilen yukari regiile edilen ve

asag1 regiile edilen DEM sayilarin1 ve ayrica ortak olanlar1 gostermektedir. Benzer bir

sekilde, Sekil 4.8(A) ve 4.8(B)’de, iliskili farkli ifade edilen miRNA’larin-hedef gen

ciftleri arasindaki karsilastirma sonuglarin1 vermektedir.

FR_DFM_up

SR_DFM_up

ER_DEM_down

SR_DEM_down

Sekil 4.7. Kontrol vs. 1000 uM Cr-B. juncea var. Early raya ve Kontrol vs. 1000 uM

Cr-B. juncea var. Sindh raya karsilastirmalarindan elde edilen Venn diyagrami

karsilastirmasi. A) Yukari regiile edilen DEM’ler ve B) Asagi regiile edilen DEM’ler
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B. juncea var. Early raya ve B. juncea var. Sindh raya karsilastirmalarindan elde
edilen diferansiyel ifade analizi sonucuna gore bna-miR156a, bna-miR156b, bna-
miR156¢, bna-miR156d, bna-miR156f, bna-miR1569, bna-miR164a, bna-miR166f, bna-
miR168a, bna-miR172a, bna-miR172b, bna-miR172c ve bna-miR172d olmak {izere
toplamda 13 yukar regiile edilen ortak miRNA ve bna-miR159, bna-miR169m, bna-
miR6028, bna-miR6029 olmak lizere toplamda 4 asag1 regiile edilen ortak miRNA tespit
edilmistir. Early raya’da bna-miR162a, bna-miR171g, bna-miR395a, bna-miR395b, bna-
miR395c ve bna-miR824 olmak iizere 6 miRNA’nin yukari regiile edildigi; bna-
miR390a, bna-miR390b, bna-miR390c ve bna-miR6031 olmak tizere 4 miRNA ’nin asagi
regiile edildigi saptanmistir. Sindh raya’da ise bna-miR1140, bna-miR156e, bna-
miR164b, bna-miR164c, bna-miR164d, bna-miR167a, bna-miR167b, bna-miR167c,
bna-miR167d, bna-miR171d, bna-miR171le, bna-miR2111d, bna-miR399a, bna-
miR399b ve bna-miR6031 olmak tizere 15 MIRNA’nin yukan regiile edildigi; bna-
miR162a, bna-miR169a, bna-miR169b, bna-miR169n, bna-miR171f, bna-miR171g, bna-
miR393, bna-miR394a, bna-miR394b, bna-miR395a, bna-miR395b, bna-miR395c, bna-
miR395d, bna-miR395e, bna-miR395f, bna-miR403, bna-miR6030, bna-miR824 olmak
tizere 18 miRNA’nin asagi regiile edildigi saptanmistir. Benzer bir sekilde, Sekil 4.8(A)
ve 4.8(B)’de iliskili DEM’lerin miRNA-hedef gen ciftleri arasindaki karsilagtirma

sonuglart sunulmustur.

ER_DEM up target SR _DEM up target ER_CEM down target SR DEM down target

A

Sekil 4.8. Kontrol vs. 1000 uM Cr-B. juncea var. Early raya ve Kontrol vs. 1000 uM
Cr-B. juncea var. Sindh raya DEM-hedef gen ¢iftlerinin Venn diyagram karsilastirmasi

A) Yukari regiile edilen Hedef genler ve B) Asagi regiile edilen Hedef genler
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Bu ¢aligmada Cr ile iligkili genlerin belirlenmesi i¢in Cr taramalar1 sonucunda, bu
agir metale karsi toleransi yliksek olarak belirlenen Early raya bitkisinin ve bu agir metale
kars1 toleransi diisiik olarak belirlenen Sindh raya bitkisinin iki hafta (15 giin) boyunca
1000 uM Cr uygulamasi sonrasi kok dokusunda farkli anlatim yapan genlere ait RNA
dizileme sonuglarindan yararlanilmistir. RNA dizileme analiz sonucunda metal ile iliskili
oksidatif strese yanitta rol oynayan bazi 6nemli genler belirlenmistir. Tespit edilen
mMiRNA’lar ve onlarin hedef genleri ile birlikte kat degisimlerinin listesi Cizelge 4.9 ve
Cizelge 4.10°da verilmistir.

Cizelge 4.9’da belirtildigi tizere, Cr uygulamasi yapilan Early raya bitkisinin kok
kisimlarinda, kontrol grubuna oranla deney grubunda (1000 uM Cr-uygulanan) ifadesi
artan ve ifadesi azalan bazt miRNA’lar ve onlarin hedef genleri kat degisimleri ile birlikte
verilmistir. RNA analiz sonucunda, Cizelge 4.9°da belirtilen genler istatistiksel olarak

anlamli fark gostermektedir (p<0.05).

Cizelge 4.9. B. juncea var. Early raya bitkisine ait kok 6rneklerinde, Cr1000 (deney
grubunda) CK (kontrol grubuna) oranla farkli seviyede ifade edilen miRNA’lar ve onlarin

“ifadesi artan (up) ve ifadesi azalan (down)” hedef genlerinin listesi

miRNA’lar Hedef Genler Diizenlenme Kat Degisimi
(Regiilasyon) (Cr1000/CK)
bna-miR156a Squamosa promoter-binding protein (SBP); 1,251
Auxin efflux carrier component; up

Mitogen activated kinase kinase kinase ZIK9;
Vacuolar protein sorting-associated protein; Golgi
apparatus membrane protein TVP23, Amino acid
permease 4-1

bna-miR156b RING-type E3 ubiquitin transferase; up 1,375
Serine/arginine-rich splicing factor SC35;
Vacuolar protein sorting-associated protein 28
homolog; Squamosa promoter-binding protein
(SBP); Formin-like protein; S-(hydroxymethyl)
glutathione dehydrogenase; Beta-amylase
bna-miR156¢ Serine/arginine-rich splicing factor SC35; up 1,375
Vacuolar protein sorting-associated protein 28
homolog; Squamosa promoter-binding protein
(SBP); Formin-like protein

bna-miR156d Squamosa promoter-binding-like protein; up 1,244
Auxin efflux carrier component;

Mitogen activated kinase kinase kinase ZIK9;
Vacuolar protein sorting-associated protein 28
homolog; AT-rich interactive domain-containing
protein 4; Transmembrane 9 superfamily member;
Endoglucanase; Tubby-like F-box protein
bna-miR156f Squamosa promoter-binding-like protein; Auxin up 1,237
efflux carrier component; Mitogen activated kinase
kinase kinase ZIK9; Vacuolar protein sorting-
associated protein 28 homolog; AT-rich interactive
domain-containing protein 4; Tubby-like F-box
protein

bna-miR156¢g Serine/arginine-rich splicing factor SC35; Vacuolar up 1,533
protein sorting-associated protein 28 homolog;
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Squamosa promoter-binding-like protein; Formin-
like protein; Serine/threonine-protein phosphatase

bna-miR164a

NAC transcription factor 92; Histone deacetylase
complex subunit SAP18; PRA1 family protein;
Bidirectional sugar transporter SWEET; Myb-like
transcription factor 2; Acyl-CoA--sterol O-
acyltransferase 1; WAT1-related protein

up

1,26

bna-miR166f

Protein detoxification; Purple acid phosphatase;
Glutathione S-transferase; Beta-galactosidase;
Thioredoxin reductase; Glycosyltransferase;
Probable magnesium transporter

up

1,346

bna-miR168a

Mitogen-activated protein kinase (MAPK); Alpha-
1,4 glucan phosphorylase; Kinesin-like protein;
Protein detoxification

up

2,127

bna-miR172a

RING-type E3 ubiquitin transferase; KRR1 small
subunit processome component; Methionine
aminopeptidase; Calcium-transporting ATPase;
Protein detoxification

up

1,39

bna-miR172b

Calcium-transporting ATPase; RING-type E3
ubiquitin transferase; KRR1 small subunit
processome component; Eukaryotic translation
initiation factor 3 subunit M; Replication protein A
subunit

up

11,877

bna-miR172¢c

Calcium-transporting ATPase; RING-type E3
ubiquitin transferase; KRR1 small subunit
processome component

up

11,877

bna-miR172d

RING-type E3 ubiquitin transferase; Methionine
aminopeptidase; Calcium-transporting ATPase;
Protein detoxification; Kinesin-like protein

up

3,732

bna-miR159

Hexosyltransferase; Chlorophyll a-b binding
protein, chloroplastic; Serine/threonine-protein
phosphatase; Pyruvate, phosphate dikinase; RNA-
dependent RNA polymerase; Beta-hexosaminidase;
Superoxide dismutase [Cu-Zn]

down

2,105

bna-miR169m

Diacylglycerol kinase (Fragment); Ferredoxin;
Clathrin heavy chain; GATA transcription factor;
Protein detoxification 23; Autophagy-related
protein 3; Signal peptidase | ; Exocyst subunit
Exo70 family protein

down

6,529

bna-miR6028

HVA22-like protein; WRKY transcription factor; S-
acyltransferase; Ammonium transporter; Putative
tRNA (cytidine(32)/guanosine(34)-2’-0)-
methyltransferase; Protein arginine N-
methyltransferase; RNA-dependent RNA
polymerase;

down

4,839

bna-miR6029

Patatin; ATP-dependent DNA helicase
Pectinesterase; CO,-response secreted protease
Tubby-like F-box protein; Auxin-responsive
protein; Acyl-[acyl-carrier-protein] hydrolase;
tRNA-dihydrouridine(47) synthase [NAD(P)(+)]
Proteasome subunit beta type; Histidinol
dehydrogenase, chloroplastic; Phosphatidate
cytidylyltransferase

down

1,518

bna-miR162a

Phosphatidylinositol 4-phosphate 5-kinase;
RBR-type E3 ubiquitin transferase (Fragment)
Phospholipid-transporting ATPase

Conserved oligomeric Golgi complex subunit 8
AT-hook motif nuclear-localized protein
Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase
Pectinesterase; Cytokinin riboside 5’-
monophosphate phosphoribohydrolase;
Transcriptional adapter; Phosphotransferase

up

1,239

bna-miR171g

3-isopropylmalate dehydrogenase; Charged
multivesicular body protein 7; GATA transcription
factor; S-acyltransferase

Patatin; Exocyst subunit Exo70 family protein
Dynein light chain; DNA-directed RNA polymerase
subunit beta

up

1,258

bna-miR395a

ATP sulfurylase 4; Auxin-responsive protein;
Replication protein A subunit; Ubiquitin carboxyl-
terminal hydrolase; ATP-dependent DNA helicase
Laccase; Histone deacetylase; Bifunctional

up

13.77
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dihydrofolate reductase-thymidylate synthase
bna-miR395b Auxin-responsive protein; ATP sulfurylase 4 up 13.77
Replication protein A subunit; Ubiquitin carboxyl-
terminal hydrolase; ATP-dependent DNA helicase
Laccase; Histone deacetylase; Bifunctional
dihydrofolate reductase-thymidylate synthase
bna-miR395c¢ ATP sulfurylase 4; Auxin-responsive protein up 13.77
Replication protein A subunit; Ubiquitin carboxyl-
terminal hydrolase; ATP-dependent DNA helicase
Laccase; Histone deacetylase

bna-miR824 Agamous-like protein 16; Transcription initiation up 1,74
factor I1A subunit 2 Pentatricopeptide repeat-
containing protein At4g18840; Serine/threonine-
protein phosphatase; Glycosyltransferase;
Transmembrane 9 superfamily member; Protein
detoxification

bna-miR390a Rhomboid-like protein; WRKY20-1 transcription down 2,692
factor; Glucose-1-phosphate adenylyltransferase
small subunit, chloroplastic; Leucine-rich repeat
receptor-like protein kinase PEPR2; Peptidylprolyl
isomerase; Protein disulfide-isomerase; Pyruvate,
phosphate dikinase; MLO-like protein; Non-specific
serine/threonine protein kinase

Hexosyltransferase

bna-miR390b Rhomboid-like protein; WRKY20-1 transcription down 2,681
factor; Glucose-1-phosphate adenylyltransferase
small subunit, chloroplastic; Leucine-rich repeat
receptor-like protein kinase PEPR2; Peptidylprolyl
isomerase; Protein disulfide-isomerase; Pyruvate,
phosphate dikinase; MLO-like protein; Non-specific
serine/threonine protein kinase; Hexosyltransferase
bna-miR390c Rhomboid-like protein; WRKY20-1 transcription down 2,692
factor; Glucose-1-phosphate adenylyltransferase
small subunit, chloroplastic; Leucine-rich repeat
receptor-like protein kinase PEPR2
Peptidylprolyl isomerase; Protein disulfide-
isomerase; Pyruvate, phosphate dikinase
MLO-like protein; Non-specific serine/threonine
protein kinase; Hexosyltransferase
bna-miR6031 Elongator complex protein 3; Serine/threonine- down 3,428
protein phosphatase; Dirigent protein; Patatin

Cizelge 4.9°da belirtildigi gibi, B. juncea var. Early raya’da bna-miR169a (12.106),
bna-miR159 (2.105), bna-miR6028 (4.839), bna-miR6029 (1.518), bna-miR390a (2.692),
bna-miR390b (2.681), bna-miR390c (2.692) ve bna-miR6031 (3.428) ifadesinin 6nemli
olglide azaldigi tespit edilmistir. Diger bir taraftan, bna-miR156a (1.251), bna-miR164a
(1.26), bna-miR166f (1.346), bna-miR168a (2.127), bna-miR172b (11.877), bna-
miR162a (1.239), bna-miR171g (1.258) ve bna-miR824’iin (1.74) ifadesinin 6nemli
Olgiide arttig1 tespit edilmistir. Early raya bitkisine ait kok orneklerinde, CK (kontrol
grubunda) anlatimi1 olamayan, ancak Cr1000 (deney grubunda) bna-miR395a (13.77),
bna-miR395b (13.77) ve bna-miR395c (13.77) ifadesinin 6nemli dl¢lide artis gosterdigi

saptanmistir.
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Cizelge 4.9°da goriildiigii izere, bna-miR156a, bna-miR156b, bna-miR156¢, bna-
miR156d, bna-miR156f, bna-miR156g, bna-miR164a, bna-miR166f, bna-miR168a, bna-
miR172a, bna-miR172b, bna-miR172c ve bna-miR172d o6nemli Ol¢iide yukari
diizenlenmistir. Bu miRNA’larin hedef genleri arasinda Squamosa promoter-binding
protein (SBP), WRKY transcription factor, WRKY20-1 transcription factor, GATA
transcription factor, NAC transcription factor 92, MYB-like transcription factor 2,
Agamous-like protein 16 gibi bazi 6nemli transkripsiyon faktorleri bulunmaktadir.
Ornegin; Bna-miR156a ifadesi yukari regiile olup, Squamosa promoter-binding protein
(SBP), Auxin efflux carrier component, Mitogen activated kinase ZIK9, Vacuolar protein
sorting-associated protein, Golgi apparatus membrane protein TVP23 6nemli hedef
genleri bulunmaktadir. Ornegin Squamosa promoter-binding (SBP) proteinleri, bitkilerde
cesitli genlerin transkripsiyonunu diizenleyen transkripsiyon faktorleri olarak gorev
yapmaktadir. Bu genler, bitki biiylimesi ve gelisimi, ¢iceklenme zamanlamasi, yaprak
morfolojisi gibi dnemli siireglerde kritik roller tistlenmektedir. Diger bir taraftan, Mitogen
activated kinase kinase kinase ZIK9, Calcium-transporting ATPase, Mitogen-activated
protein kinase (MAPK), Auxin-responsive protein gibi sinyal iletimi ile iliskili hedef
genlerde saptanmistir. Bunun yani1 sira, HVA22-like protein, Rhomboid-like protein,
Serine/threonine-protein phosphatase abiyotik stres ile iliskili hedef genlerinin de
ifadesinin degistigi tespit edilmistir.

Cizelge 4.9°da yer alan hedef genler incelendiginde, genlerin daha ¢ok oksidatif
stres, antioksidan sistem ile iligkili kloroplast, golgi aygitt ve vakuol organellerindeki
onemli stireclere katilarak tasiyici aktivitesi gosterdigi tespit edilmistir. Kloroplast, golgi
aygit1 ve vakuol organelleri, bitki hiicresinde oksidatif stresin olusumunda ve etkilerinde
onemli bir rol oynamaktadir. Bitkilerde oksidatif stresi yonetmek i¢in bu organellerde
antioksidan savunma mekanizmalar1 bulunur ve bu mekanizmalar, serbest radikalleri
notralize ederek hiicreyi korumakta ve oksidatif hasar1 azaltmaktadir. Ornegin;
thioredoxin reductase, Glutathione S-transferase, Chlorophyll a-b binding protein,
chloroplastic; Superoxide dismutase [Cu-Zn], CO2-response secreted protease, Laccase,
Vacuolar protein sorting-associated protein, Golgi apparatus membrane protein TVP23,
Purple acid phosphatase (PAP), Glucose-1-phosphate adenylyltransferase small subunit,
chloroplastic, Dirigent protein, Patatin antioksidan sistemde 6nemli roller tistlenen genler

farkli ifade seviyeleri gdstermistir. Ornegin bna-miR156a ifadesi yukar regiile olup,
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Vacuolar protein sorting-associated protein, Golgi apparatus membrane protein TVP23
onemli hedef genleri bulunmaktadir. Golgi aygit1 zar proteini TVP23, Golgi cihazinin
membraninda yer alan ve hiicrelerde ¢esitli biyolojik siire¢lerin diizenlenmesinde kritik
bir rol oynayan bir proteindir. Vacuolar protein sorting-associated protein (\VPS protein),
hiicrelerdeki proteinlerin hiicre i¢inde belirli organellere, Ozellikle de vakuollere,
siiflandirilmasi ve taginmastyla iliskilidir. Bu proteinler, hiicresel trafigi diizenleyen ve
hiicre i¢i proteinlerin dogru yerlestirilmesi i¢in gerekli olan komplekslerin bir pargasidir.
Diger bir taraftan, bna-miR159 metal ile indiiklenen oksidatif strese yanitta sorumlu
genlerin transkripsiyon sonrasi diizenlenmesinde rol oynamaktadir. Bna-miR159, Cu/Zn
stiperoksit dismutazlar1 (SOD) kodlayan sitozolik CSD1 ve kloroplastik CSD2 olmak
tizere iki CSD transkriptini hedeflemektedir. Early raya yiiksek Cr stresine (1000 uM Cr)
yanitta bna-miR159 asagi regiile edildigi ve miR159’un Superoxide dismutase [Cu-Zn]
hedefledigi tespit edilmistir. Early raya’da bna-miR166f’in Cr stresi altinda 6nemli
Olgiide yukar1 regiile edildigi ve Glutathione S-transferase (GST), Protein
detoksifikasyonu, Thioredoxin reductase, Glycosyltransferase, Beta-galactosidase ve
Purple acid phosphatase gibi ROS ile iliskili 6nemli genleri hedefledigi tespit edilmistir.
Ormegin bna-miR166f’in hedef geni thioredoksin rediiktaz, bitkilerde oksidatif stresin
yoOnetimi, protein katlanmasi, DNA sentezi ve onarimi, redoks diizenleme ve fotosentez
gibi birgok hayati siiregte kritik bir rol oynamaktadir (Balmer ve ark., 2004; Kapoor ve
ark., 2015). Kloroplastlarda lokalize olan Thioredoksin rediiktaz (TrxR), fotosentez
sirasinda tiretilen ROS’un detoksifikasyonunda yer alir ve bu sayede fotosentetik aparatin
korunmasina yardimci olmakta ve hiicrelerde oksidatif stresi azaltmak i¢in ¢calismaktadir.
Benzer bir sekilde, bna-miR166f hedef geni Purple acid phosphatase (PAP) bitkilerde
fosfor metabolizmasi, fosfor eksikligine yanit, savunma mekanizmalari, antioksidan
savunma ve genel biiylime ile gelisim siire¢lerinde 6nemli roller listlenmektedir. Bu
enzim, bitkilerin ¢evresel streslere uyum saglamasinda ve optimal biiylime kosullarini
stirdiirmesinde kritik bir islev gérmektedir (Holmgren, 1995; Kapoor ve ark., 2015).
Bna-miR164a’nin hedef genlerinin NAC transcription factor 92; Histone
deacetylase complex subunit SAP18; PRA1 family protein; Bidirectional sugar
transporter SWEET; MYB-like transcription factor 2; Acyl-CoA--sterol O-
acyltransferase 1; WAT 1-related protein oldugu tespit edilmistir. Bunlar arasinda, PRAL

ailesi proteinleri bitkilerde Golgi aygitinda yapisal ve fonksiyonel organizasyonunda kilit
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bir rol oynamaktadir (Alvim Kamei ve ark., 2008). Bu proteinler, hiicre i¢gi membran
trafik siireglerini diizenleyerek bitkilerin biiylime, gelisme ve stres yanitlarint koordine
etmektedir. Bu yonleriyle PRA1 proteinleri, hiicresel membranlarin ve organellerin
(6zellikle Golgi aygitinin) dogru yerlesimini ve organizasyonunu saglamakta ve hiicre
icinde ve hiicreler arasinda protein tasinmasim diizenler. Ozellikle, Golgi cihazindan dis
ortama proteinlerin sekresyonunu diizenler ve bu siireclerde membran trafik
mekanizmalarini kontrol etmektedir. NAC (NAM, ATAF1/2 ve CUC2) transkripsiyon
faktorleri, bitkilerde gen ifadesini diizenleyen ve ¢esitli biyolojik siire¢lerde 6nemli roller
iistlenen biiylik bir transkripsiyon faktorii ailesidir (Kikuchi ve ark., 2000; Puranik ve
ark., 2012). NAC faktorleri, bitkilerin metal stresi gibi metal stresine yanitta dnemli rol
oynamaktadir. Ornegin, bazi NAC faktorleri stres sinyallerine yanit olarak stresin ve
antioksidan enzimlerin {iretimini diizenlemektedir. WAT1 (Walls Are Thin 1) ile iliskili
proteinler, bitkilerde hiicre duvari biyosentezi ve organizasyonunda onemli roller
{istlenen bir protein ailesidir (Miedes ve ark., 2014). Ozellikle bitkilerin hiicre duvarimin
yapisal biitlinliiglinii saglamada ve ¢esitli fizyolojik siireclerde rol oynamaktadirlar. Bazi
WATI ile iligkili proteinler, bitkilerde iyon tasima kanallar1 veya tastyicilar olarak islev
gormektedir. Ozellikle minerallerin kokten yukari tasinmasinda ve bitki beslenmesinde
onemli rol oynamaktadirlar.

Bna-miR 168a ifadesi yiiksek Cr stresi altinda 6nemli 6l¢lide yukar regiile oldugu
saptanmigtir. Bna-miR168a’nin hedef genleri arasinda Mitogen-activated protein kinase
(MAPK); Alpha-1,4 glucan phosphorylase; Kinesin-like protein; Protein detoxification
oldugu tespit edilmistir. Mitogen-activated protein kinazlart (MAPK’ler), bitkilerde
cesitli hiicresel siireglerde sinyal iletiminde kritik rol oynayan bir protein kinaz ailesidir
(Ichimura ve ark., 2002; Cristina ve ark., 2010). Bu kinazlar, biiyiime, gelisme,
farklilasma ve cevresel streslere yanit gibi cesitli hiicresel siireglerde onemli islevlere
sahiptirler. Cr stresi altinda, Bna-miR172a/b/c/d ifadesi yukari regiile oldugu ve hedef
genleri arasinda RING-type E3 ubiquitin transferase, Methionine aminopeptidase
(MetAP), Calcium-transporting ATPase, Protein detoxification; Kinesin-like protein
oldugu tespit edilmistir. Kalsiyum, bitki hiicrelerinde sinyal molekiilii olarak
kullanilmaktadir. Kalsiyum-tasima ATPaz (Ca-ATPaz), Ca*" seviyelerini diizenleyerek,
bitkide biiylime, gelisme, stres yanitlar1 ve diger fizyolojik siireclerde dnemli rol oynayan

kalsiyum sinyal yollarint modiile etmektedir (Wan ve Zhang, 2012; Ghosh ve ark., 2022).
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Bna-miR172d’in hedef geni kinesin-benzeri proteinler (kinesin-like proteins, KLPs),
bitki hormonlarinin tasinmasinda ve sinyal iletiminde énemli rol oynayan ve bitkilerde
hiicre i¢i tasimada kritik rol oynayan motor proteinleridir. Bu proteinler, hiicre i¢cindeki
mikrotiibiiller boyunca hareket ederek cesitli hiicresel bilesenlerin taginmasini
saglamaktadir.

Cizelge 4.10’da goriildiigi tizere, Cr uygulamasi yapilan B. juncea var. Sindh raya
bitkisinin kok kisimlarinda, kontrol grubuna oranla deney grubunda (1000 uM Cr-
uygulanan) ifadesi artan ve ifadesi azalan bazt miRNA’lar ve onlarin hedef genleri kat
degisimleri ile birlikte verilmistir. RNA analiz sonucunda, Cizelge 4.10°da belirtilen

genler istatistiksel olarak anlamli fark gostermektedir (p<0.05).

Cizelge 4.10. B. juncea var. Sindh raya bitkisine ait kok orneklerinde, Cr1000 (deney
grubunda) CK (kontrol grubuna) oranla farkli seviyede ifade edilen miRNA’lar ve onlarin

“ifadesi artan (up) ve ifadesi azalan (down)” hedef genlerinin listesi

miRNA’lar Hedef Genler Regulated | Kat Degisimi
(Cr1000/CK)

Squamosa promoter-binding-like protein; Auxin efflux carrier component
Mitogen activated kinase kinase kinase ZIK9; Vacuolar protein sorting-
associated protein; AT-rich interactive domain-containing protein 4
Golgi apparatus membrane protein TVP23; Amino acid permease 4-1
Hexosyltransferase; Lipoyl synthase, mitochondrial; RING-type E3
bna-miR156a ubiquitin transferase up 2,62
Serine/arginine-rich splicing factor SC35; Vacuolar protein sorting-
associated protein 28 homolog; Squamosa promoter-binding-like protein
Formin-like protein; S-(hydroxymethyl)glutathione dehydrogenase
RING-type E3 ubiquitin transferase; Serine/threonine-protein
bna-miR156b phosphatase; Beta-amylase up 1,395
Serine/arginine-rich splicing factor SC35; Vacuolar protein sorting-
associated protein 28 homolog; Squamosa promoter-binding-like protein;
Formin-like protein; S-(hydroxymethyl)glutathione dehydrogenase;
RING-type E3 ubiquitin transferase; Serine/threonine-protein
bna-miR156¢ phosphatase; Beta-amylase up 1,395
Squamosa promoter-binding-like protein; Auxin efflux carrier component
Mitogen activated kinase kinase kinase ZIK9; Vacuolar protein sorting-
associated protein 28 homolog; AT-rich interactive domain-containing
protein 4; Transmembrane 9 superfamily member; Endoglucanase;
bna-miR156d Tubby-like F-box protein up 2,618
Squamosa promoter-binding-like protein; Auxin efflux carrier component
Mitogen activated kinase kinase kinase ZIK9; Vacuolar protein sorting-
associated protein 28 homolog; AT-rich interactive domain-containing
protein 4; Transmembrane 9 superfamily member; Endoglucanase;
bna-miR156f Tubby-like F-box protein up 2,609
Serine/arginine-rich splicing factor SC35; Vacuolar protein sorting-
associated protein 28 homolog; Squamosa promoter-binding-like protein;
Formin-like protein; S-(hydroxymethyl)glutathione dehydrogenase;
RING-type E3 ubiquitin transferase; Serine/threonine-protein
bna-miR156¢g phosphatase; Beta-amylase up 1,428
NAC transcription factor 92; Histone deacetylase complex subunit
SAP18; PRA1 family protein; tRNA dimethylallyltransferase 9-3;
Bidirectional sugar transporter SWEET; MY B-like transcription factor 2;
bna-miR164a Acyl-CoA--sterol O-acyltransferase 1; WAT1-related protein up 1,333
Protein detoxification; Purple acid phosphatase; Glutathione S-
transferase; Phosphoinositide phospholipase C; Beta-galactosidase;
bna-miR166f Peptidylprolyl isomerase; Histone H3; Thioredoxin reductase; up 1,869
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Glycosyltransferase; Importin subunit alpha; Proteasome subunit alpha
type; SLR1 glycoprotein Probable magnesium transporter

bna-miR168a

Mitogen-activated protein kinase; tRNA (adenine(58)-N(1))-
methyltransferase; Alpha-1,4 glucan phosphorylase; Kinesin-like protein;
Protein detoxification

up

1,879

bna-miR172a

11-beta-hydroxysteroid dehydrogenase-like 3; RING-type E3 ubiquitin
transferase; KRR1 small subunit processome component; Methionine
aminopeptidase; Calcium-transporting ATPase; Protein detoxification
Endoglucanase; Eukaryatic translation initiation factor 3 subunit M

up

1,385

bna-miR172b

11-beta-hydroxysteroid dehydrogenase-like 3; Calcium-transporting
ATPase; RING-type E3 ubiquitin transferase; KRR1 small subunit
processome component;Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit
M; Replication protein A subunit

up

1914

bna-miR172¢

11-beta-hydroxysteroid dehydrogenase-like 3; Calcium-transporting
ATPase; KRR1 small subunit processome component; Eukaryotic
translation initiation factor 3 subunit M; Endoglucanase

up

1914

bna-miR172d

11-beta-hydroxysteroid dehydrogenase-like 3; RING-type E3 ubiquitin
transferase; Calcium-transporting ATPase;Protein detoxification;
Kinesin-like protein

up

1,796

bna-miR159

Hexosyltransferase; Chlorophyll a-b binding protein, chloroplastic
Serine/threonine-protein phosphatase; Pyruvate, phosphate dikinase
RNA-dependent RNA polymerase; Beta-hexosaminidase; Superoxide
dismutase [Cu-Zn]

down

1,769

bna-miR169m

Diacylglycerol kinase (Fragment); Clathrin heavy chain; GATA
transcription factor; Ferredoxin; Protein detoxification 23; Autophagy-
related protein 3; Signal peptidase I; Exocyst subunit Exo70 family
protein

down

7,566

bna-miR6028

HVA22-like protein; WRKY transcription factor; S-acyltransferase
Ammonium transporter; Putative tRNA (cytidine(32)/guanosine(34)-2’-
0)-methyltransferase; Protein arginine N-methyltransferase; Beta-
galactosidase; RNA-dependent RNA polymerase

down

1,273

bna-miR6029

Patatin; ATP-dependent DNA helicase; Pectinesterase; CO(2)-response
secreted protease; Tubby-like F-box protein; Auxin-responsive protein
Acyl-[acyl-carrier-protein] hydrolase; tRNA-dihydrouridine(47) synthase
[NAD(P)(+)]; Proteasome subunit beta type; Histidinol dehydrogenase,
chloroplastic; Phosphatidate cytidylyltransferase CPK5-2.1

down

1,83

bna-miR1140

Ubiquitinyl hydrolase 1; Cytochrome b6-f complex iron-sulfur subunit
Non-specific serine/threonine protein kinase; Eukaryotic translation
initiation factor 3 subunit F; Protein detoxification 28; Proteasome
subunit beta type

up

1,309

bna-miR156e

Vacuolar protein sorting-associated protein 28 homolog; Squamosa
promoter-binding-like protein; Auxin efflux carrier component; Mitogen
activated kinase kinase kinase ZIK9; AT-rich interactive domain-
containing protein 4; Transmembrane 9 superfamily member;
Endoglucanase; Tubby-like F-box protein

up

2,729

bna-miR164b

NAC transcription factor 92; Histone deacetylase complex subunit
SAP18; PRA1 family protein; tRNA dimethylallyltransferase 9-3; MYB-
like transcription factor 2; Small nuclear ribonucleoprotein-associated
protein; Bidirectional sugar transporter SWEET;Acyl-CoA--sterol O-
acyltransferase 1; Pectinesterase

up

1,557

bna-miR164c

NAC transcription factor 92; Histone deacetylase complex subunit
SAP18; PRA1 family protein; tRNA dimethylallyltransferase 9-3; MYB-
like transcription factor 2; Branched-chain-amino-acid aminotransferase;
Small nuclear ribonucleoprotein-associated protein; Bidirectional sugar
transporter SWEET; Acyl-CoA--sterol O-acyltransferase 1

up

1,557

bna-miR164d

NAC transcription factor 92; Histone deacetylase complex subunit
SAP18; PRAL1 family protein; tRNA dimethylallyltransferase 9-3; Myb-
like transcription factor 2; Branched-chain-amino-acid aminotransferase
Small nuclear ribonucleoprotein-associated protein; Bidirectional sugar
transporter SWEET; Acyl-CoA--sterol O-acyltransferase 1;
Pectinesterase

up

1,557

bna-miR167a

Hexosyltransferase; Peroxidase; Auxin response factor; Peptidylprolyl
isomerase; Endoglucanase; Signal peptidase |; Pectinesterase; Protein
detoxification; DNA topoisomerase 2; HVA22-like protein; Exocyst
subunit Exo70 family protein; Threonine dehydratase;Histone-lysine N-
methyltransferase

up

1,335

bna-miR167b

Hexosyltransferase; Peroxidase; Auxin response factor; Endoglucanase
Signal peptidase |; Protein detoxification; DNA topoisomerase 2
HVAZ22-like protein; Exocyst subunit Exo70 family protein; Threonine
dehydratase; Histone-lysine N-methyltransferase

up

1,335

bna-miR167¢c

Hexosyltransferase; Peroxidase; Auxin response factor; Endoglucanase

up

1,352
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Signal peptidase I; Protein detoxification; DNA topoisomerase 2
HVA22-like protein; Exocyst subunit Exo70 family protein; Threonine
dehydratase; Histone-lysine N-methyltransferase

bna-miR167d

Hexosyltransferase; Peroxidase; Auxin response factor; Endoglucanase
Signal peptidase I; Protein detoxification;DNA topoisomerase 2
HVA22-like protein;Exocyst subunit Exo70 family protein;Threonine
dehydratase; Histone-lysine N-methyltransferase

up

1,372

bna-miR171d

Exocyst subunit Exo70 family protein; Expansin;Succinate--CoA ligase
[ADP-forming] subunit alpha, mitochondrial; Peroxidase; Sister
chromatid cohesion 1 protein 3; S-acyltransferase

up

1,239

bna-miR171e

Exocyst subunit Exo70 family protein; Expansin; Succinate--CoA ligase
[ADP-forming] subunit alpha, mitochondrial;Peroxidase;Sister chromatid
cohesion 1 protein 3;S-acyltransferase

up

1,239

bna-miR2111d

Purple acid phosphatase; Xyloglucan endotransglucosylase/hydrolase
26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 2 homolog; Pyruvate
kinase; Profilin; Serine/threonine-protein kinase TOR; DNA repair
protein REV1; Hexosyltransferase

up

8,238

bna-miR399a

Terpene cyclase/mutase family member; Protein SAD1/UNC-84 domain
protein 1; Lon protease homolog 2, peroxisomal; Tubby-like F-box
protein; Glycosyltransferase; Katanin p60 ATPase-containing subunit A1
ATP-dependent DNA helicase; Probable inorganic phosphate transporter
1-5; RING-type E3 ubiquitin transferase

up

7,642

bna-miR399b

Terpene cyclase/mutase family member; Protein SAD1/UNC-84 domain
protein 1; Lon protease homolog 2, peroxisomal; Tubby-like F-box
protein; Glycosyltransferase; Katanin p60 ATPase-containing subunit Al
ATP-dependent DNA helicase; Probable inorganic phosphate transporter
1-5; RING-type E3 ubiquitin transferase

up

7,642

bna-miR6031

Branched-chain-amino-acid aminotransferase; Elongator complex protein
3; Serine/threonine-protein phosphatase; Dirigent protein; Patatin

up

1,688

bna-miR162a

RBR-type E3 ubiquitin transferase (Fragment); Phospholipid-transporting
ATPase; Conserved oligomeric Golgi complex subunit 8

AT-hook motif nuclear-localized protein; Ubiquitin carboxyl-terminal
hydrolase; Pectinesterase; Cytokinin riboside 5’-monophosphate
phosphoribohydrolase; Phosphatidylinositol 4-phosphate 5-kinase
Tubulin beta chain; Transcriptional adapter; Phosphotransferase

down

1,259

bna-miR169a

Clathrin heavy chain; Exocyst subunit Exo70 family protein
Carboxypeptidase; Transcription factor subunit NF-YC11B; ABC
transporter B family member 7; Kinesin-like protein; Exocyst subunit
Exo070 family protein; 3-ketoacyl-CoA synthase; Malate dehydrogenase
Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase CYP18-1

down

12,106

bna-miR169b

Clathrin heavy chain; Exocyst subunit Exo70 family protein
Carboxypeptidase; Transcription factor subunit NF-YC11B; ABC
transporter B family member 7; Kinesin-like protein; Exocyst subunit
Exo70 family protein; 3-ketoacyl-CoA synthase; Malate dehydrogenase
Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase CYP18-1

down

12,106

bna-miR169n

Clathrin heavy chain; Exocyst subunit Exo70 family protein;
Carboxypeptidase; Transcription factor subunit NF-YC11B; ABC
transporter B family member 7; Kinesin-like protein; Exocyst subunit
Exo70 family protein; Beta-galactosidase; Diacylglycerol kinase
(Fragment); Phospholipid-transporting ATPase; 3-ketoacyl-CoA
synthase; ATP-citrate synthase beta chain protein 2; Malate
dehydrogenase

down

17,294

bna-miR171f

3-isopropylmalate dehydrogenase; Charged multivesicular body protein 7
S-acyltransferase; Patatin; GATA transcription factor; Exocyst subunit
Exo70 family protein; Dynein light chain

down

1,642

bna-miR171g

3-isopropylmalate dehydrogenase; Charged multivesicular body protein 7
S-acyltransferase; Patatin; GATA transcription factor; Exocyst subunit
Ex070 family protein; Dynein light chain

down

1,317

bna-miR393

Protein serine/threonine kinase BNK1; Phosphoserine aminotransferase
Phosphatidate cytidylyltransferase; Thiamine thiazole synthase,
chloroplastic; Chlorophyll a-b binding protein, chloroplastic; GPI
mannosyltransferase 2

down

1,33

bna-miR394a

Reticulon-like protein; AP-2 complex subunit alpha; Signal recognition
particle 54 kDa protein; ATP-dependent 6-phosphofructokinase
Bidirectional sugar transporter SWEET; Exocyst subunit Exo70 family
protein; Pectate lyase

down

1,874

bna-miR394b

Reticulon-like protein; AP-2 complex subunit alpha; Signal recognition
particle 54 kDa protein; ATP-dependent 6-phosphofructokinase
Bidirectional sugar transporter SWEET; Exocyst subunit Exo70 family
protein; Pectate lyase

down

1,789

bna-miR395a

ATP sulfurylase 4; Auxin-responsive protein; Replication protein A

down

3,701
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subunit; Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase; ATP-dependent DNA
helicase; Laccase; Histone deacetylase; Potassium transporter; Eukaryotic
translation initiation factor 3 subunit E; Bifunctional dihydrofolate
reductase-thymidylate synthase

ATP sulfurylase 4; Auxin-responsive protein; Replication protein A
subunit; Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase; ATP-dependent DNA
helicase; Laccase; Histone deacetylase; Potassium transporter; Eukaryotic
translation initiation factor 3 subunit E; Bifunctional dihydrofolate
bna-miR395b reductase-thymidylate synthase down 3,701
ATP sulfurylase 4; Auxin-responsive protein; Replication protein A
subunit; Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase; ATP-dependent DNA
helicase; Laccase; Histone deacetylase; Potassium transporter; Eukaryotic
translation initiation factor 3 subunit E; Bifunctional dihydrofolate
bna-miR395¢ reductase-thymidylate synthase down 3,701
ATP sulfurylase 4; Auxin-responsive protein; Disease resistance protein
ADRZ1; Replication protein A subunit; Ubiquitin carboxyl-terminal
hydrolase; ATP-dependent DNA helicase; Phosphatidylinositol 4-kinase
alpha 2; Laccase; Pectinesterase; RING-type E3 ubiquitin transferase
bna-miR395d Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit E down 3,505
ATP sulfurylase 4; Auxin-responsive protein; Disease resistance protein
ADR1; Replication protein A subunit; Ubiquitin carboxyl-terminal
hydrolase ; ATP-dependent DNA helicase; Phosphatidylinositol 4-kinase
alpha 2; Laccase; Pectinesterase; RING-type E3 ubiquitin transferase
bna-miR395e Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit E down 3,505
ATP sulfurylase 4; Auxin-responsive protein; Disease resistance protein
ADR1; Replication protein A subunit; Ubiquitin carboxyl-terminal
hydrolase ; ATP-dependent DNA helicase; Phosphatidylinositol 4-kinase
alpha 2; Laccase; Pectinesterase; RING-type E3 ubiquitin transferase
bna-miR395f Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit E down 3,505
Reticulon-like protein; Dolichyl-diphosphooligosaccharide--protein
glycosyltransferase subunit 1; Tubulin beta chain; Glutamate
bna-miR403 decarboxylase; Ferritin-4, chloroplastic down 3,304
ABA-responsive element binding factor 3; Patatin; Mediator of RNA
polymerase 1l transcription subunit 13; Transmembrane 9 superfamily
bna-miR6030 member; Vacuolar cation/proton exchanger; Phospholipase D down 2,849
Agamous-like protein 16; Transcription initiation factor 1A subunit 2
Pentatricopeptide repeat-containing protein At4g18840; Serine/threonine-
protein phosphatase; Glycosyltransferase; Transmembrane 9 superfamily
bna-miR824 member; Protein detoxification down 1,244

B. juncea var. Sindh raya bitkisinde Cr-stresine duyarli miRNA’larin her biri igin
10’dan fazla hedefi olan bir¢ok hedef geni bulunmaktadir. Bu strese duyarli bna-
miR162a’nin hedef genleri, RBR-type E3 ubiquitin transferase (Fragment),
Phospholipid-transporting ATPase, Conserved oligomeric Golgi complex subunit 8, AT-
hook motif nuclear-localized protein, Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase,
Pectinesterase,  Cytokinin  riboside  5’-monophosphate  phosphoribohydrolase,
Phosphatidylinositol 4-phosphate 5-kinase, Tubulin beta chain, Transcriptional adapter,
Phosphotransferase olmak iizere bir¢ok onemli yolakta rol oynayan diger genleri de
kodlamaktadir. Diger bir taraftan, bna-171g’in hedef genleri arasinda 3-isopropylmalate
dehydrogenase, Charged multivesicular body protein 7, S-acyltransferase, Patatin, GATA
transcription factor, Exocyst subunit Exo70 family protein, Dynein light chain
bulunmaktadir. Dahasi, Cr-stresinde Bna-miR395a/b/c’nin asagi regiile oldugu ve bu
mMiRNA’larin bazi 6nemli hedef genleri arasinda ATP sulfurylase 4 (AP 4), Auxin-
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responsive protein (ARF), Replication protein A subunit, Ubiquitin carboxyl-terminal
hydrolase, ATP-dependent DNA helicase, Laccase, Histone deacetylase, Potassium
transporter, Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit E, Bifunctional
dihydrofolate reductase-thymidylate synthase oldugu saptanmuistir. Cr-stresine karsi asagi
diizenlenen diger bir miRNA olan bna-miR824’iin hedef genleri ise Agamous-like protein
16, Transcription initiation factor 1A subunit 2, Pentatricopeptide repeat-containing
protein  At4g18840, Serine/threonine-protein  phosphatase, Glycosyltransferase,
Transmembrane 9 superfamily member, Protein detoksifikasyondur. Sindh raya’da, Cr-
stresi altinda, bna-miR162a, bna-miR171g, bna-miR395a/b/c ve bna-miR824 asagi
regiile edilirken; bu miRNA’lar Early raya’da yukari regiile edilmistir. Cr-stresi altinda,
Sindh raya’da bna-miR6031 yukari regiile edilmis oldugu ve Branched-chain-amino-acid
aminotransferase, Elongator complex protein 3, Serine/threonine-protein phosphatase,
Dirigent protein ve Patatin genlerini hedefledigi saptanmistir. Sindh raya ile
karsilastirildiginda Early raya’da bna-miR6031’in asagi regiile edildigi saptanmuistir.

Cizelge 4.10°da gosterildigi tizere, B. juncea var. Sindh raya’da bna-miR169a
(12,106), bna-miR169b (12.106), bna-miR169n (17.294), bna-miR395a (3.701), bna-
miR395b (3.701), bna-miR395c¢ (3.701), bna-miR395d (3.505), bna-miR395e (3.505),
bna-miR395f (3.505), bna-miR403 (3.304), bna-miR169m (7.556) ve bna-miR6030’un
(2.849) ifadesinin 6nemli Olgiide azaldigi tespit edilmistir. Diger bir taraftan, bna-
miR2111d (8.238), bna-miR399a (7.642), bna-miR399b (7.642), bna-miR156d (2.618),
bna-miR156f (2.609), bna-miR156a (2.62), bna-miR156e (2.729) ve bna-miR156d’in
(2.618) ifadesinin 6nemli dlglide arttigi tespit edilmistir.

4.4.3.4. Fonksiyonel Zenginlestirme Analizi

Fonksiyonel zenginlestirme analizi i¢in, farkli seviyelerde ifade edilen miRNA’larin
hedef genleri psRNATarget araci (2017 giincellemesi, Xinbin ve ark., 2018) kullanilarak
varsayllan parametrelerle tahmin edilmistir. Benjamini-Hochberg (BH) diizeltme
yontemi, ¢oklu hipotez testlerinde yanlis kesif oranini (False Discovery Rate, FDR)
kontrol etmek i¢in kullanilan istatistiksel bir yontemdir. Bu ydntem, p-degerlerinin
siralanarak belirli bir esige gore diizeltilmesini saglar ve bu sayede yanlis pozitif
sonuglarin oranin1 minimize etmektedir. Benjamini-Hochberg (BH) diizeltme (FDR)

yontemi, p-degeri esigi 0.01’e gore istatistiksel olarak anlamli terimleri filtrelemek igin
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kullanilmistir. Zenginlestirme analizi, ayri ayri (i) tim miRNA’larin hedef genleri, (ii)
yukari regiile edilen miRNA’larin hedef genleri ve (iii) asag1 regiile edilen miRNA’larin
hedef genleri kullanilarak uygulanmistir.

MiRNA’larin  hedef genleri ig¢in fonksiyonel zenginlestirme analizi,
zenginlestirilmis Gen Ontolojisi (GO) ve Kyoto Genler ve Genomlar Ansiklopedisi
(KEGG) vyolaklarmi belirlemek amaciyla hipergeometrik test kullanilarak
gergeklestirilmistir. Ayrica, her zenginlestirme kaynagindan (GO: BP (Biyolojik Siirec),
GO: CC (Hiicresel Bilesen), GO: MF (Molekiiler Fonksiyon), KEGG) elde edilen
ayarlanmig p-degerine gore belirlenen en 6nemli 10 terimi temsil eden balon grafikleri
gegplot2 R paketi (siirim 3.4.2) (Wickham, 2016) kullanilarak olusturulmustur.
Zenginlestirme analizinin sonuglariin 6zeti Cizelge 4.11°de sunulmustur.

Cizelge 4.11°de Early raya ve Sindh raya bitkilerinin deney kok drneklerinde kontrol
kok orneklerine oranla anlamli fark gosteren genlerin, gen ontolojisine gore fonksiyonel
kategorizasyonlar1 verilmistir. Tiim organizmalarda genlerin rollerini ve gen iiriinlerini
tanimlamak amaciyla kullanilan gen ontolojisi; hiicresel bilesen, biyolojik siire¢ ve

molekiiler fonksiyon olarak 3 ana kategori altinda organize etmektedir.

Cizelge 4.11. FC degeri >1.2 ve <0.83 olan genler i¢in karsilastirma basina
zenginlestirilmis terim sayist

Karsilastirma Kaynak Tiim Genler icin Yukari Regiile Asag Regiile
Zenginlestirme Edilen Genler i¢in Edilen Genler i¢in
Zenginlestirme Zenginlestirme

Kontrol-B. juncea var. Early raya GO: BP 61 58 32
1000 uM Cr-B. juxzea var. Early raya GO:CC 16 10 3
GO:MF 45 38 35

KEGG 2 ND ND

Kontrol-B. juncea var. Sindh raya GO: BP 19 24 32
1000 uM Cr-B. jur\llzea var. Sindh raya GO:CC 15 7 6
GO:MF 40 20 44

KEGG 1 1 ND

Kontrol-B. juncea var. Early raya GO: BP 35 57 25
Kontrol-B. junc:; var. Sindh raya GoO:CC 8 8 2
GO:MF 56 56 47

KEGG ND ND ND
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GO fonksiyon analizinde, Early raya’nin kontrol grubu ve Sindh raya’nin kontrol
grubunun koklerinde yapilan zenginlestirme egilimleri Sekil 4.11°de gosterilmistir.
Karsilastirmadan elde edilen tiim DEM’lerin hedef genleri i¢in zenginlestirme analizinin
her kaynagindan (GO: BP, GO:CC, GO:MF, KEGG) en 6énemli 10 terimi gosteren balon
grafigi ile belirtilmigtir. Kokte farkli ifade edilen miRNA’larin koklerdeki hedef
genlerinin fonksiyonu {i¢ kategori ile agiklanmistir: biyolojik siiregler, hiicresel bilesenler
ve molekiiler fonksiyonlar. Bu kategoriler arasinda en ¢ok molekiiler fonksiyonlar
anotlanmustir (Sekil 4.9; 4.10; 4.11). Molekiiler fonksiyonlarda, gen fonksiyonlar1 genel
olarak iyon baglanmasi, ATP baglanmasi, Niikleotit baglanmasi, Karbonhidrat tiirevi
baglanmasi olarak anotlanmistir. Hiicresel bilesenler agirlikli olarak Fosforilasyon,
Protein fosforilasyonu, fosfor metabolik siire¢ ve fosfat iceren bilesen metabolik
stireclerinde yogunlagmustir.

Early raya’nin kontrol grubu ve 1000 uM Cr grubunun, GO fonksiyon analizinde,
koklerinde  yapilan  zenginlestirme egilimleri Sekil 4.10°da  gdsterilmistir.
Karsilastirmadan elde edilen tiim DEM’lerin hedef genleri i¢in zenginlestirme analizinin
her kaynagindan en 6nemli 10 terimi gosteren balon grafigi ile belirtilmistir. Kokte
yapilan GO fonksiyon analizinde molekiiler fonksiyonlar 6nemli bir rol oynamaktadir.
Bu fonksiyonlar arasinda organik dongiisel (siklik) bilesiklerin baglanmasi, karbonhidrat
tiirevi baglanmasi, niikleotit baglanmasi, ATP baglanmasi en ¢ok anotlanmistir (Sekil 4.9;
4.10; 4.11). Hiicresel bilesenler agirlikli olarak metabolik siire¢, makromolekiil metabolik
siireci, organik madde metabolik siireci ve azot bilesikleri metabolik siire¢lerinde
yogunlagmustir. Sindh raya’nin kontrol grubu ve 1000 uM Cr grubunun, GO fonksiyon
analizinde, koklerinde yapilan zenginlestirme egilimleri Sekil 4.11°de gosterilmistir.
Karsilastirmadan elde edilen tim DEM’lerin hedef genleri i¢in zenginlestirme analizinin
her kaynagindan en onemli 10 terimi gdsteren balon grafigi ile belirtilmistir. Kokte
yapilan GO fonksiyon analizinde molekiiler fonksiyonlar 6nemli bir rol oynamaktadir.
Bu fonksiyonlar arasinda anyon baglanmasi, niikleozid fosfat baglanmasi, niikleotit
baglanmasi, riboniileotit baglanmasi, karbonhidrat tiirevi baglanmasi ve ATP baglanmasi
en cok anotlanmistir. Hiicresel bilesenler agirlikli olarak NADPH metabolik siireci,
NADPH regenerasyonu, protein polimerizasyonunun diizenlenmesi, Glukoz-6-fosfat
metabolik siireci, Pentoz fosfat yolu, protein katabolizmasinin diizenlenmesi ve

phragmoplast olusumu bulunmaktadir.
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Gene Ontology and Pathway Enrichment Analysis
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Sekil 4.9. Kontrol-B. juncea var. Early raya ve Kontrol-B. juncea var. Sindh raya
karsilastirmasindan elde edilen tim DEM’lerin hedef genleri i¢in zenginlestirme
analizinin her kaynagindan (GO:BP, GO:CC, GO:MF, KEGG) en 6nemli 10 terimi
gosteren balon grafigi (Sekillerdeki gen orani, analizdeki ilgili terime atanan gen sayisinin
analizdeki toplam gen sayisina oranini temsil ederken, p-degeri yanlis kesif oran1 (FDR)

icin diizeltilmis p-degerini temsil etmektedir)
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Sekil 4.10. Kontrol-B. juncea var. Early raya ve 1000 uM Cr-B. juncea var. Early raya
karsilastirmasindan elde edilen tim DEM’lerin hedef genleri i¢in zenginlestirme
analizinin her kaynagindan (GO: BP, GO:CC, GO:MF, KEGG) en 6nemli 10 terimi
gosteren balon grafigi. Sekillerdeki gen orani, analizdeki ilgili terime atanan gen sayisinin
analizdeki toplam gen sayisina oranini temsil ederken, p-degeri yanlis kesif oran1 (FDR)

icin diizeltilmis p-degerini temsil etmektedir.
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Sekil 4.11. Kontrol-B. juncea var. Sindh raya ve 1000 uM Cr-B. juncea var. Sindh raya
karsilastirmasindan elde edilen tim DEM’lerin hedef genleri i¢in zenginlestirme
analizinin her kaynagindan (GO: BP, GO:CC, GO:MF, KEGG) en 6nemli 10 terimi
gosteren balon grafigi (Sekillerdeki gen orani, analizdeki ilgili terime atanan gen sayisinin
analizdeki toplam gen sayisina oranini temsil ederken, p-degeri yanlis kesif oran1 (FDR)

icin diizeltilmis p-degerini temsil etmektedir)
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4.5. Secilen Bazi Hedef Genlerin RT-qPCR Analizleri

RNA dizileme analiz sonuglar1 degerlendirildiginde, kok dokusundan Cr stresi ile
iligkili olarak belirlenen toplam 3 adet gen mRNA seviyesinde yapilacak olan daha
ayrintili ¢alismalar i¢in se¢ilmistir. Yapilan deneysel caligmalar sonucunda bunlar
arasindan APX (Askorbat peroksidaz), Fe-SOD (Demir siiperoksit dismutaz) ve RBOH
(Solunum Patlamas1 Oksidaz Homologu/ Respiratory Burst Oxidase Homolog) genlerinin
RT-gPCR caligmalari i¢in uygun oldugu tespit edilmistir. Sekil 4.12 ve 4.13’te yer alan
genler incelendiginde, genlerin daha ¢ok ROS ile iliskili oldugu ve antioksidan savunma
sisteminde rol oynadiklar: tespit edilmistir. Ayrica, bu yolaklarda yer alan bir¢ok genin
oksidatif strese yanitta gorev aldigi bilinmektedir. Bu genlere ait primer ¢iftleri Primer3
programi kullanilarak tasarlanmis ve Gen Era firmasindan hizmet alimi yapilarak

sentezletilmistir.

B. juncea var. Sindh raya

20

w

o

=

-

3 15

=

=

Z 0

=

(-]

=

g 5

g

g ,_1 m™ I = I = I = 1 i —
S SRIMSRO SR5WSRO SR100/SR0 SR200/SR0 SR500/SR0 SR100055R0

BAPX 0,023 0,021 0,002 0,025 0,07 13,74

s FSD 0,014 0,008 0,067 0,009 0,032 0,01

BRECOH 1,12 113 1,37 1,05 092 0,42

Hedef genler

BAPX mFSD ORBOH

Sekil 4.12. APX, FSD ve RBOH genlerinin B. juncea var. Sindh raya bitkisinin kok
kisimlarmin deney grubunda kontrol grubuna oranla Cr3* stresi altinda ifade profili gRT-
PCR analizi ile gdsterilmistir. iki hafta (15 giin) boyunca farkli Cr®* konsantrasyonlar
uygulanmigstir. Kok orneklerinden RNA ekstrakte edilmis ve cDNA sentezinden sonra
gRT-PCR gergeklestirilmistir, bu islem 6nceki ¢calismamiza benzer sekilde uygulanmistir

(Cevher-Keskin ve ark., 2019). Referans gen olarak Ubiquitin kullanilmistir.

110



Iki hafta (15 giin) boyunca Cr uygulamasi yapilan B. juncea var. Sindh raya bitkisinin
koklerinde Cr stresine karst APX (Askorbat peroksidaz), Fe-SOD (Demir siiperoksit
dismutaz) ve RBOH (Solunum Patlamas1 Oksidaz Homologu / Respiratory Burst Oxidase
Homolog) hedef genlerinin ekspresyonu RT-gPCR ile tespit edilmistir. Sekil 4.12°de Cr
uygulamalar1 yapilan Sindh raya bitkisinin koklerinde hedef genlerin ekspresyonunu
gosterilmistir. Cr uygulanan bitkilerin koklerinde ROS ile iliskili olan hedef genlerin
degisimi incelendiginde, FSD ve RBOH genlerinin anlatim diizeyinde bir farklilik
olusmazken; APX geninin anlatiminin ise en fazla miktarda bir artisin oldugu tespit
edilmistir (Sekil 4.12). Bu genler arasinda kontrol grubuna kiyasla deney grubunda en
fazla artig gosteren gen APX’tir. Sindh raya bitkisinin koklerinde farkli olarak 1000 uM
Cruygulamasinda APX, kontrol 6rnegi ile karsilastirildiginda en yiiksek seviyede anlatim

gostermistir.

B. juncea var. Early raya
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ERBOH 57,28 133,44 3,583 3191 46 2817 11 3691,52
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Sekil 4.13. APX, FSD ve RBOH genlerinin B. juncea var. Early raya bitkisinin kok

kisimlarinin deney grubunda kontrol grubuna oranla Cr3*

stresi altinda ifade profili qRT-
PCR analizi ile gdsterilmistir. iki hafta (15 giin) boyunca farkli Cr®* konsantrasyonlar
uygulanmistir. Kok orneklerinden RNA ekstrakte edilmis ve cDNA sentezinden sonra
gRT-PCR gergeklestirilmistir, bu islem 6nceki ¢alismamiza benzer sekilde uygulanmistir

(Cevher-Keskin ve ark., 2019). Referans gen olarak Ubiquitin kullanilmistir.
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Iki hafta (15 giin) boyunca Cr uygulamas: yapilan B. juncea var. Early raya
bitkisinin koklerinde Cr stresine karsi APX (Askorbat peroksidaz), FSD (Demir
stiperoksit dismutaz) ve RBOH (Solunum Patlamas1 Oksidaz Homologu / Respiratory
Burst Oxidase Homolog) hedef genlerinin ekspresyonu RT-qPCR ile tespit edilmistir.
Sekil 4.13’te Cr uygulamalar1 yapilan Early raya bitkisinin koklerinde hedef genlerin
ekspresyonunu gosterilmektedir. Cr uygulanan bitkilerin koklerinde ROS ile iligkili olan
hedef genlerin degisimi incelendiginde, APX, FSD ve RBOH genlerinin anlatimi 6nemli
Olclide artis gostermistir (Sekil 4.13). Bu genler arasinda kontrol grubuna kiyasla deney
grubunda en fazla kat degisimi gosteren gen RBOH’dir. Bu ¢alismada, Cr elementinin

bitki koklerinde RBOH gen anlatiminda 6nemli bir artisa neden oldugu gosterilmistir.
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5. TARTISMA

Brassica juncea, ¢esitli temel ve temel olmayan agir metalleri tolere edebilen,
biriktirebilen ve tasiyabilen allotetraploid bir bitkidir (Broadley ve ark., 2001; Anjum ve
ark., 2012; Roychoudhury ve ark., 2012; You ve ark., 2024). Ornegin kursun, kadmiyum,
krom, bakir, ¢inko ve uranyum gibi ¢esitli agir metalleri (Das ve ark., 2011) biriktirme ve
toprak {stii kisimlarina tasima yetenegi, hizli biiylime ve yliksek biyokiitle liretme
ozellikleriyle birlestiginde cevresel biyoteknoloji igin ideal bir aday olmaktadir. B.
juncea’nin agir metal metabolizmasiyla iligkili bir¢ok ¢alisma olmasina ragmen, Cr
toksisitesine karsi toleransi ve birikim 6zelliginin molekiiler mekanizmasi heniiz tam
olarak bilinmemektedir (Das ve ark., 2011). Ayrica, B. juncea, Cr toksisitesine karsi
toleransi agisindan az incelenmis Brassica tiirlerinden biridir. Bu baglamda, farkli B.
juncea varyetelerinin gen havuzlarini kapsamli bir sekilde arastirmak ve bu havuzlarin
farkl: stres kosullarina karsi tolerans seviyelerini belirlemek oldukc¢a 6nemlidir. Ayrica,
gen havuzlarindaki toleransla iligkili genlerin belirlenmesi ve bu genlerin modern
cesitlere aktarilmasi, giiniimiiz genotiplerinde metal toksisitesine karsi tolerans
gelistirmek bakimindan oldukga etkili bir yontemdir.

Bu ¢alismada, B. juncea var. JS-13, Early raya, Sindh raya, S-9, Ganj sarhen ve THB-
81 bitkilerine iki hafta (15 giin) boyunca farkli konsantrasyonlarda (0, 10, 50, 100, 200,
500 ve 1000 uM CrCls) uygulanan Cr elementine kars1 gosterdikleri tolerans ayrintili bir
sekilde incelenmistir. Cr uygulamalarindan sonra, B. juncea’nin alt1 varyetesine ait kok,
govde ve yaprak dokularinin igerdigi Cr, Ca, K, Mg, Fe, Zn ve Cu miktar1 son derece
hassas bir yontem olan ICP-OES analizleriyle belirlenmistir. Yapilan istatistiksel
analizlerde anlamli sonuglar elde edilmis ve deney giivenilirligi dogrulanmistir (Cizelge
4.2). Ayrica, Cr birikimi ile iliskili olarak bitki metabolizmasinda tesvik edilen veya
baskilanan bazi genler tantmlanmis ve bu genlerle ilgili detayli ¢aligmalar yapilmistir.
Yapilan molekiiler ¢alismalar sonucunda krom stresine yanitta ROS ile iliskili olan baz1
genler belirlenmistir. Bu genlerin, metal metabolizmasindaki rollerinin daha iyi
anlagilabilmesi icin mRNA diizeyindeki anlatim seviyeleri, daha giivenilir ve giiclii ifade
diizeyi nedeniyle RT-qPCR yontemiyle dogrulanmistir. Farkli konsantrasyonlarda Cr
uygulanan deney bitkilerinin kok dokularinda bu genlerin anlatim farkliliklar1 analiz

edilmistir.
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Mevcut ¢alisma, B. juncea’da kromun koklere alinimi, taginmasi, toleransi ve
birikimi mekanizmalarinin  fizyolojik ve molekiiler seviyelerde arastirmak ve
fitoremediasyon tekniginin gelistirilmesine katkida bulunmak amaciyla yiiriitiilmiistiir.
Ayrica, B. juncea’daki Cr birikiminin farkli kapasitelerinin altinda yatan mikroRNA
(miRNA) aracili transkripsiyon sonrasi diizenlemeyi arastirmayi amacgladik. Bu
caligmada, B. juncea varyetelerinin farkli Cr birikim kapasitesine sahip olduklart tespit
edilmis ve bu da diisiik Cr birikimi 6zelliginin genetik temelini arastirmak i¢in uygun bir
model sunmustur. Cr stresine maruz birakilan B. juncea’nin diisiik Cr-biriktiren Sindh
raya varyetesi ile yiiksek Cr-biriktiren Early raya varyetesinin kokleri igin miRNA
dizileme analizi gergeklestirilmistir. Koklerin karsilastirmali analizleri, iki varyete
arasinda Cr alimi, birikimi ve detoksifikasyonunda miRNA aracili gen diizenlemelerinin
farkli rollerini aragtirmak amaciyla yapilmustir. Ayrica, Cr birikimi ve toleransiyla iligkili
molekiiler mekanizmada aciklanamamis noktalara katki saglamak icin, yeni nesil RNA
dizileme teknigi kullanilarak yiiksek Cr-biriktiren Early raya ve diisiik Cr-biriktiren Sindh
raya varyetelerinin kok dokularindaki miRNA’lar ve onlarin hedef genleri tanimlanmis
ve karakterize edilmistir. Elde edilen veriler dahilinde Cr detoksifikasyonunda etkin
oldugu diisiiniilen bazi1 genlerin mRNA diizeyindeki ekspresyon seviyeleri, her iki
bitkinin deney gruplarinin koklerinde belirlenerek, bu genlerin metal homeostazisindeki
rollerinin molekiiler seviyede anlasilmasi ve buna bagli olarak fitoremediasyon i¢in
kullanilabilirliginin ortaya konulmasi amaglanmigtir.

Farkli deneysel kosullarda Cr’nin 6nemli miktarlarini biinyesine alan B. juncea, Cr
gibi toksik metalleri yiikdek oranda kok sisteminde akiimiile etmektedir. Ornegin B.
juncea bitkisinin hem gévde hem de koklerinde, konsantrasyona bagl bir sekilde dikkate
deger miktarda Cr (krom) kaydedilmistir; bu durumda koklerin Cr tutma egilimi daha
yiiksek oldugu bildirilmistir (Bluskov, 2005). Benzer sekilde, Salt ve ark. (1995), B.
juncea’nin hidroponik ortamda ve nispeten diisiik Cr®* konsantrasyonunda (yani, 0.4 mg
L™! Cr) yetistirildiginde, koklerinde 2,194 mg kg-1KA Cr biriktirdigini bildirmislerdir.
Shahandeh ve Hossner (2000) tarafindan yapilan bir calismada, 100 mg kg Cr3* veya
Cr5 mg kg toprak ile yetistirilen B. juncea bitkilerinin koklerinde sirastyla, 191 ve 4.6
Cr’* mg kg?! ve 431 ve 44.7 Cr% mg kg? biriktigi rapor edilmistir. Bu tiiriin
fitoremediasyonda kullanilmasinin diger faydalari, hizli biiylime (ekimden 8-10 hafta

sonra olgunlagmis) ve nispeten kisa siirelerde yiliksek miktarda biyokiitle tiretme (2.5 ayda
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18 t/ha) yetenegidir (Blaylock ve ark., 1997). Bu calismalarin bulgulari, farklt bitki
tiirlerinde benzer konsantrasyona bagli olarak Cr birikimi bildiren Sundaramoorthy ve
ark. (2010), Ali ve ark. (2015), ve Gill ve ark. (2015a) ile tutarli oldugu rapor edilmistir.
Koklerdeki Cr igeriginin gdvdelere gore daha yiiksek olmasi, Oryza sativa (Zeng ve ark.,
2011), Triticum aestivum (Ali ve ark., 2015) ve Brassica napus (Gill ve ark., 2015a) gibi
cesitli bitki genotiplerinde de kaydedilmistir. Cr akiimiilasyonu i¢in bitkinin en 6nemli
kisminin kokler oldugu yapilan birgok arastirmayla teyit edilmistir.

Bu ¢alismada, B. juncea var. JS-13, Early raya, Sindh raya, S-9, Ganj sarhen ve
THB-81 bitkilerine iki hafta (15 giin) boyunca 0, 10, 50, 100, 200, 500 ve 1000 uM CrCls
¢ozeltisi uygulandiktan sonra, Cr konsantrasyonlarinin artisla birlikte, Cr birikiminin de
arttig1 ve bu birikimin en yogun sekilde koklerde gerceklestigi gozlemlenmistir. Elde
edilen sonuglara gore, Cr-uygulanan deney gruplarinin dokularina Cr alim1 ve birikimi B.
juncea bitkilerinin yeteneklerine gore farklilik gdstermistir. Ornegin, 1000 pM Cr
uygulanan Early raya bitkilerinin koklerinde 429.00 mg kg™*KA, toprak iistii organlar
(gdvde+yapraklar)’nda ise 111,94 mg kg*KA Cr’nin akiimiile edildigi bulunmustur.
1000 pM Cr uygulanan THB-81 bitkilerinin koklerinde 552.28 mg kg*KA, toprak iistii
organlar1 (govde+tyapraklar)’nda ise 70.22 mg kg'KA Crnin akiimiile edildigi
bulunmustur. 1000 uM Cr uygulanan Ganj sarhen bitkilerinin koklerinde 21.66 mg
kgKA, toprak iistii organlar1 (govde+yapraklar)’nda ise 37.88 mg kg™*KA Cr’nin akiimiile
edildigi bulunmustur. 1000 uM Cr uygulanan JS-13 bitkilerinin koklerinde 67.72 mg
kgKA, toprak iistii organlar1 (gévde+yapraklar)’nda ise 18.95 mg kg KA Cr’nin akiimiile
edildigi saptanmigstir. 1000 uM Cr uygulanan S-9 bitkilerinin koklerinde 12.47 mg kg
KA, toprak iistii organlar1 (gévde+yapraklar)’nda ise 5.12 mg kg*KA Cr’nin akiimiile
edildigi saptanmistir. 1000 uM Cr uygulanan Sindh raya bitkilerinin koklerinde 7.83 mg
kgKA, toprak iistii organlar1 (gévde+yapraklar)’nda ise 5.62 mg kg KA Cr’nin akiimiile
edildigi saptanmistir (Cizelge 4.3). Early raya ve THB-81 bitkileri kok ve toprak iistii
organlarinda (govde+tyapraklar) en fazla miktarda Cr biriktirirken, Sindh raya ve S-9
bitkileri kok ve toprak {iistii organlarinda (govde+yapraklar) en az miktarda Cr biriktirdigi
rapor edilmistir.

Yapilan denemeler sonucunda, B. juncea var. JS-13, Early raya, Sindh raya, S-9,
Ganj sarhen ve THB-81 bitkilerine Cr uygulamasi sonrasinda, en fazla Cr aliminin

koklerde gerceklestigi ve koklerdeki oranin toprak iistii organlardan daha fazla miktarda
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oldugu saptanmistir. Elde edilen bulgular, krom bitkiler tarafindan alindiktan sonra,
koklerde tutulmus ve toprak iistii organlara tasinmamasi birgok calisma bulgulart ile
benzer oldugu rapor edilmistir (Cizelge 4.2). Cr uygulamasindan sonra koklerden toprak
iistli organlara tasinimin azaldig1 ve genellikle B. juncea varyetelerinin farkli kisimlarinda
Cr akiimiilasyonunun kdk>goévde>yaprak sirasini takip ettigi rapor edilmistir.

Baker ve Brooks (1989) tarafindan énerilen, kuru yaprak dokusunda >1000 mg kg*
Cr konsantrasyonu Kkriterine gore, yalnizca iki tiir krom hiperakiimiilatorii olarak
nitelendirilebilir (Reeves ve Baker, 2000); bunlarin Zimbabve’de bulunan Dicoma
niccolifera Wild (1974) ve Sutera fodina Wild (Baker ve Brooks, 1989) tiirleri oldugunu
bildirmistir. Bu tiirlerin kuru yapraklarindaki maksimum Cr igerigi sirastyla 1500 mg kg~
! ve 2400 mg kg’dir. Bu galismada, THB-81 ve Early raya bitkilerinin 1000 uM Cr’de
biiytime yetenekleri ile koklerinde biriken Cr miktarlari, bu bitkilerin potansiyel olarak
“Cr-akiimiilator/toleransli” olarak degerlendirilebilecegini gdstermektedir. Farkli
konsantrasyonlarda uygulanan Cr sonucunda elde edilen veriler, THB-81 ve Early Raya
varyetelerinin diger varyetelere kiyasla kroma kars1 daha yiiksek tolerans gdsterdigini
ortaya koymustur. Diger taraftan, Sindh raya ve S-9 bitkilerinin 1000 pM Cr’de biiyiime
yetenegi gostermesi ve koklerinde biriken Cr miktari, bu bitkilerin potansiyel olarak “Cr-
duyarli (hassas)/dislayic1” olarak degerlendirilebilecegini gostermektedir. Farkli
konsantrasyonlarda Cr uygulanmasiyla elde edilen veriler, Sindh raya ve S-9
varyetelerinin diger varyetelere kiyasla koklerinde daha az Cr biriktirdigini ve Cr’nin
toprak iistii kisimlarina tasinmadigini gostermistir (Cizelge 4.3). Genel olarak, B. juncea
varyetelerinde Cr’nin koklerde yogunlastigi ve bu durumun toprak tstii kisimlara Cr
tasinimini azalttigi gézlemlenmistir. Bu sonuglar, B. juncea varyetelerinin Cr** toleransi
ve detoksifikasyon yetenegi sergiledigini ve bu bitkilerdeki spesifik baz1 mekanizmalarin
Cr stresi altinda bitkinin hayatta kalmasinda 6nemli bir rol oynadigini diisiindiirmektedir;
bu da B. juncea’yi fitostabilizasyon igin potansiyel bir aday haline getirebilir. Benzer bir
calismada, B. juncea’nin Cr® igin etkili bir fitostabilizatér oldugu bildirilmistir
(Shahandeh ve Hossner, 2000).

Yiiksek bitkilerin yasam dongiisiindeki en kritik asamalar, tohumun ¢imlenmesi ve
fide gelisimidir (Bewley, 1997). Cimlenme, kuru tohumun su almasi (imbibisyon) ile
baslar ve embriyo ekseninin uzamasiyla (genellikle kok ucu ya da radikula) tamamlanir

(Bewley ve Black, 1994). Bu siireg, tohumun aktif hale gegmesini ve bitkinin biiyiimeye
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baslamasini saglar. Krom (Cr) alimi ve toleransinda tiir i¢i Onemli farkliliklar
bulunmaktadir. B. juncea tohumunun Cr®* stresi altinda ¢cimlenmesiyle ilgili ¢ok az bilgi
mevcuttur. Bununla birlikte, diger tiirler iizerinde yapilan bir¢ok arastirma, tohum
c¢imlenmesinin Cr konsantrasyonuna ve genotipe/ceside bagli olarak farklilik gostermistir
(Jun ve ark., 2009; Hou ve ark., 2014). di Toppi ve ark. (2002), domatesin ¢imlenme
yiizdesinin uygulama (5 mg L' Cr(VI)) ve kontroller arasinda 6nemli bir fark
gostermedigini gozlemlemistir. Ornegin bazi baklagil bitkileri icin Cr(VI) yiiksek
konsantrasyonda (2,0-3,2 mM) bile tohum ¢imlenme ylizdesi {izerinde 6nemli bir
inhibisyon etkisi gostermemistir (Lépez-Luna ve ark., 2016; Mathur ve ark., 2016). Farkli
varyetelerin Cr stresine karsi tohum ¢imlenme yetenegindeki farklilik, onlarin genetik
cesitliliginden kaynaklanmis olabilir. Bu ¢alismada, iki hafta (15 giin) boyunca vermikiilit
ortamda farkli konsantrasyonlarda (0, 10, 50, 100, 200, 500 ve 1000 uM CrClz) Cr
uygulanan B. juncea var. JS-13, Early raya, Sindh raya, S-9, Ganj sarhen ve THB-81’in
tohumlarinin ¢gimlenmesi, kontrol grubuna oranla yiizde olarak sunulmustur (Cizelge 4.1).
Cr®* uygulanan deney gruplar ile kontrol grubu arasinda ¢imlenmesi acisindan 6nemli
bir inhibisyon etkisi gostermemistir. Ancak, alt1 B. juncea varyetesinde JS-13, Early raya,
Sindh raya, S-9, Ganj sarhen ve THB-81 ¢imlenmede farkli sekilde tepki gostermesine
ragmen en yiliksek Cr konsantrasyonunda (1000 uM) kontrole goére bir azalma
gozlenmistir. Akinci ve Akinci (2010), Cr ile muamele edilen ¢ogu genotipin
¢imlenmesinin gecikmesini, yiiksek Cr konsantrasyonu ile ¢imlenme siiresi ile iliskili
olabilecegini belirtmistir. Cimlenme oranindaki farklilik bitki tiirleri arasindaki farkli
duyarlilik, tohum boyutu ve tohum kabugunun kalinligindaki farkliliga da baglanabilir,
ancak ¢ogu bitkinin fizyoloji ve biyokimyadaki i¢sel mekanizmasi heniiz net degildir.
Cr3* toksisitesinin kok biiyiimesi iizerindeki etkisi konsantrasyona bagli analizle
degerlendirilmistir. 0, 10, 50, 100, 200, 500 ve 1000 uM Ccr¥ konsantrasyonlart ile iki
hafta (15 giin) boyunca yapilan uygulamadan sonra, kok uzama uzunluklari belirlenmistir
(Sekil 4.1-4.6). Kontrol bitkileri ile karsilastirildiginda, genellikle 100 pM Cr* ile
muamele edilen bitkilerde kok biiylimesinde belirgin bir azalma gozlenmistir. 1000 uM
Cr3* konsantrasyonunda ise biiyiime giiclii bir sekilde engellenmistir (Sekil 4.1-4.6). Alt1
B. juncea varyetelerinde 1000 uM Cr®* konsantrasyonda biiyiime iizerinde engelleyici bir
etki saptanmistir. 1000 uM Cr* uygulamasi, kok ve boy uzunlugunu 6nemli etkileyerek

azalmasina neden olmustur. Bitki boyundaki azalmanin, biiytik dl¢iide kok biiyilimesinin
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azalmasindan ve bunun sonucunda bitkinin {ist kisimlarima daha az besin ve su
taginmasindan kaynaklandigi diisiiniilmektedir. Bunun yani sira, kromun bitkinin {ist
kismina besin ve su tasinmasinit engellemesi, toprak dstii kisimlarin hiicresel
metabolizmasi lizerinde dogrudan bir etki yaparak bitki boyunun azalmasina neden
olabilir (Shanker ve ark., 2005). Kokiin, toprak istii kisimlarindan daha fazla etkilendigi
tespit edilmistir. Bunun nedeni, agir metallerin Cr** kokiin hiicre duvarina baglanarak
koklerde birikmesi ve hiicre boliinmesi ile hiicre uzamasimi engellemesi olabilir
(Woolhouse, 1983).

Krom birikimi ve toleransi, bir bitki tiirii i¢cinde genotipler arasinda farklilik
gostermektedir (Zeng ve ark., 2008a). Dolayistyla Cr toleransinin olasi mekanizmasini
arastirmak i¢in B. juncea varyeteleri arasinda Cr stresinin mineral besinlerin hiicre alti
dagilimi ve kimyasal formu iizerindeki etkilerini incelemek onemlidir. Cr’nin toksik
etkileri, ozellikle degisken degerlikleri nedeniyle Cr’nin temel besin elementleriyle
etkilesimlerine bagl olabilmektedir (Turner ve Rust, 1971). Birgok ¢alismada, Cr’nin Zn,
Fe, Ca, Mg, Mn ve Cu gibi besinlerin alim1 {izerindeki olumsuz etkisi rapor edilmistir
(Turner ve Rust, 1971; Chatterjee ve Chatterjee, 2000; Gardea-Torresdey ve ark., 2004).
Ornegin, piring koklerinde, Cr konsantrasyonu Mg konsantrasyonu ile anlamli bir pozitif
korelasyona, ancak Ca, Zn ve Fe konsantrasyonlar: ile anlamli bir negatif korelasyona
sahip oldugu bildirilmistir (Cheng ve ark., 2006; Zeng ve ark., 2010).

Bu ¢alisma, B. juncea var. JS-13, Early raya, Sindh raya, S-9, Ganj sarhen ve THB-
81’in Cryi absorbe etme kapasitesini degerlendirmek amaciyla, bu bitkilerin Cr**
formunu biriktirme yetenegi rapor edilmistir. Ayrica, bu ¢alismada, Cr konsantrasyonu
yani sira makro besin (Ca, K, Mg) ve mikro besin (Fe, Zn ve Cu) elementlerinin igerigi
de belirlenmistir (Cizelge 4.2). Bu bitkilerin kok, govde ve yaprak dokularindaki
inorganik besin konsantrasyonlarina iligkin sonuglar Cizelge 4.2°de gosterilmistir. Elde
edilen sonuclara gore, incelenen her bir inorganik besin elementi, bitkinin farkh
kisimlarinda farkli davranis sergilemistir. Bu nedenle, yapraklarda ve gdvdelerde
kalsiyum (Ca), artan Cr®* uygulamasinda artmustir. Aslinda, Cr®* olarak saglanan Cr
icerigi ile gbvde ve yapraklardaki yiiksek Ca icerigi arasinda negatif bir iliski, bu bitki
kisimlarinda Cr’nin, Ca alimu ile rekabet edebilecegini veya Ca alimini kisitlayabilecegini
gostermektedir. Cizelge 4.12°de goriildigl gibi, 6rnegin Early raya kontrol bitkileri
yapraklarda ortalama (954.39+0.15 mg kg *KA) Ca gosterirken, Cr** uygulanan bitkilerde
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bulunan en yiiksek Ca (1219.89+0.12 mg kg*KA) konsantrasyonuna ulagilmistir, yani
neredeyse %30 daha fazla oldugu goriilmektedir.

Farkli Cr®* konsantrasyonlariyla yetistirilen B. juncea bitkilerinin kok dokusundaki
Ca, K, P, Mg, Fe, Cu ve Zn igerikleri, kok dokularindaki Cr igerigi ve inorganik besin
icerigi arasindaki iliski Pearson korelasyon katsayilariyla belirlenmistir. Gosterildigi gibi
(10 ve 1000 uM) Cr®" uygulamas: bitkinin koklerinde Ca alimini onemli dlgiide
arttirmistir. Bu uygulamalarda Ca emiliminin artmis olmasi ve boylece detoks edici bir
madde olarak kullanilabilecegi soylenebilir (Wallace ve ark., 1955; Gardea-Torresdey ve
ark., 2005). Ayrica, kok dokularindaki Cr igerigine karsi Fe ve Mg alimi1 i¢in Pearson
korelasyon katsayilar1 giiglii bir pozitif iliski gostermistir (p<0.001); bu da kok
dokularindaki Cr konsantrasyonu arttik¢ca Fe ve Mg aliminin arttig1 anlamina gelebilir.
Verilere gore, 6rnegin, Early raya kontrol bitkilerinin kdkleri 63.88 ve 86.13 sirasiyla mg
kg'KA Fe ve Mg igerigine sahipken; 1000 pM Cr’de koklerdeki Fe ve Mg
konsantrasyonunun, kontrol bitkilerinde bulunan ayni1 elementlerin konsantrasyonuna
kiyasla sirastyla 298.49 ve 305.06 mg kg'KAoénemli 6lciide daha yiiksek oldugunu
gostermektedir (p<0.001). Cr uygulanan bitkilerin Zn ve Cu konsantrasyonu kontrol
bitkileriyle karsilastirildiginda birikimini etkilenmemistir. Cr uygulamasinin bitkilerde
Ca, K, Mg ve Fe alimim arttirmasi, Ca ve Fe’nin bitkiler tarafindan Cr
detoksifikasyonunda rol oynayabilecegini ve artan Ca, Mg, K ve Fe aliminin, kontrol
grubuna gore kaydedilen artan biyokiitle ile Cr’ye karsi yiiksek toleransina katki
saglayabilecegini diisiindiirmektedir.

B. juncea var. JS-13, Early raya, Sindh raya, S-9, Ganj sarhen ve THB-81
bitkilerinin farkli kisimlarinda biriken agir metal miktarlar1 belirlendikten sonra, metal
akiimiilasyonu ve toleransinin molekiiler mekanizmasinin agiklanmasia yonelik
molekiiler ¢aligmalara gegilmistir. Cr’nin bitki gen ekspresyonuna etkisi sonucunda
anlatim1 degisen miRNA’larin ve onlarin hedef genlerinin tanimlanmasi ile iliskili
caligmalarin ¢ok sinirli bulunmasi ve Cr akiimiilasyonunda bitkideki en 6nemli kismin
kokler olmasi nedeniyle iki hafta (15 giin) boyunca Cr uygulamasi yapilan ve Cr-toleransi
yiiksek olarak belirlenen B. juncea var. Early raya bitkisinin ve B. juncea var. Cr-dislayici
olarak belirlenen Sindh raya bitkisinin kok oOrneklerinde RNA dizileme analizi

yapilmistir.
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Bu ¢alismada, Cr akiimiilasyonu ve toleransiyla iliskili molekiiler mekanizmada
aciklanamamis noktalara katki saglamak igin, yiiksek verimli dizileme (high throughput

3+

sequencing) kullanildigi RNA dizileme teknigi ile Cr°*’nin Early raya bitkisi ve Sindh
raya bitkisinin kok kisimlarinda miRNA’larin rolleri ve onlarin hedef genlerinin
ekspresyonu iizerine etkisi arastirilmistir. miRNA’larin temel diizenleyiciler oldugu
olgusu goz oniine alindiginda, agir metal stresine karsi gen diizenleyici aglarin yanitinin
cekirdegini olusturmaktadirlar. Bu ¢alismada, Cr®* uygulamasina tabi tutulan Early raya
ve Sindh raya bitkilerinde miRNA dizilimi i¢in Illumimna NextSeq 550 platformu
kullanilmistir. Bu calismanin amaci, Cr-duyarli miRNA’lar1 ve birincil potansiyel
hedeflerini belirlemek ve Cr stresine toleransta yer alan olasi yolaklari aragtirmaktir. Elde
edilen veriler dogrultusunda, ROS ile iliskili mekanizmada etkin oldugu diisiiniilen baz
genlerin mRNA diizeyindeki ekspresyon seviyeleri, Cr uygulanan bitkilerin koklerinde
belirlenerek, bu genlerin metal homeostazisindeki rollerinin molekiiler seviyede
anlasilmasi ve buna bagl olarak Cr-akiimiilator ve Cr-dislayict B. juncea bitkilerinde
karsilastirmali olarak RNA dizileme teknigi ile ortaya konulmasi amaglanmistir. Elde
edilen sonuglar dogrultusunda, Cr-akiimiilator olarak belirlenen Early raya bitkisi ile Cr-
dislayict olarak belirlenen Sindh raya bitkisinin Cr stresi yanitindaki molekiiler
mekanizmalarint agikliga kavusturmak ve fitoremediasyon stratejilerinin gelistirilmesi
icin degerli biyoenerji kaynaklar1 saglamak amaclanmaktadir.

RNA dizileme analiz sonucunda elde edilen ham veriler “FastQC” programina
islenerek verilerin karsilastirmali analizi yapilmustir. iki hafta (15 giin) boyunca Cr*
uygulamasi yapilan Cr-tolerans: yiiksek olarak belirlenen Early raya bitkisinin kok
kisimlarinda, kontrol grubuna oranla deney grubunda toplam 70 adet genin farkli eksprese
oldugu ve bu genlerden sadece 27 tanesinin istatistiksel olarak anlam ifade ettigi
gosterilmistir (p<0.05). Anlaml fark gosteren genlerin 19 tanesinin tesvik edilen, 8
tanesinin baskilanan gen oldugu saptanmustir (Cizelge 4.8). Iki hafta (15 giin) boyunca
Cr uygulamasi yapilan Cr- toleransi diisiik olarak belirlenen Sindh raya bitkisinin ise kok
kisimlarinda, kontrol grubuna oranla deney grubunda toplam 80 adet genin farkli eksprese
oldugu ve bu genlerden sadece 50 tanesinin istatistiksel olarak anlam ifade ettigi
gosterilmistir (p<0.05). Anlamli fark gosteren genlerin 28 tanesinin tesvik edilen, 22

tanesinin baskilanan gen oldugu saptanmistir (Cizelge 4.8).
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Cr-akiimiilator Early raya bitkisinin kdk kisimlarinda, yukari ve asagi diizenlenen
genlerin GO (Gen Ontolojisi) siniflandirmasi, biyolojik siire¢ grubunda en artig gdsteren
GO terimlerinin metabolik ve hiicresel siirecler oldugunu gostermistir; hiicresel
bilesenlerde en artis gosteren GO terimleri ise zar, hiicre ve hiicre parcasidir; molekiiler
fonksiyonda ise en artig gosteren GO terimleri baglanma aktivitesi ve katalitik aktivitedir
(yaymlanmamis veri). GO zenginlestirme sonuglari, hiicresel bilesenlerde, metabolik
siireg, fosfor metabolik siireci, protein fosforilasyonu, fosforilasyon, makromolekiil
metabolik siireg ile iliskili genlerin Cr** toksisitesi altinda 6nemli 6l¢iide artis gostermistir
(Sekil 4.9-4.11). Diger bir taraftan, Cr- dislayici Sindh raya bitkisinin kok kisimlarinda,
yukar1 ve asagi regiile edilen genlerin GO (Gen Ontolojisi) siiflandirmasi, biyolojik
stire¢ grubunda en artig gosteren GO terimlerinin metabolik ve hiicresel siiregler oldugunu
gostermistir; hiicresel bilesenlerde en artis gdsteren GO terimleri ise zar, hiicre ve hiicre
parcasidir; molekiiler fonksiyonda ise en artig gosteren GO terimleri baglanma aktivitesi
ve katalitik aktivitedir (yaymlanmamis veri). GO zenginlestirme sonuglari, hiicresel
bilesenlerde, NADPH metabolik siireci, NADPH  rejenerasyonu, protein
polimerizasyonunun diizenlenmesi, Glukoz-6-fosfat metabolik siireci, Pentoz fosfat yolu,
protein katabolizmasinin diizenlenmesi ile iliskili genlerin Cr®" toksisitesi alttnda dnemli
Olctlide arttigini gostermistir (Sekil 4.9; 4.10; 4.11).

Bu genlerin fonksiyonel kategorizasyonlari incelendiginde, biiyiik oranda hiicre i¢i
bilesenlerde lokalize olduklari, hiicresel siireclere katildiklar1 ve ROS ile iliskili
antioksidan aktivitesinde rol aldiklar1 belirlenmistir. Biyolojik siire¢ gruplandirmasinda,
artan genler arasinda oksidatif strese yanit, reaktif oksijen tiirleri metabolik siireci,
hidrojen peroksit metabolik siireci ve hidrojen peroksit katabolik stireci ile iligkili genler
yer almaktadir. Bu sonuglar, Brassica spp. Cr toksisite toleransi iizerine daha 6nce
yapilan caligmalarla uyusmaktadir.

Cr-stresi ile iliskili olast miRNA hedeflerinin belirlenmesi, bitki agir metal stres
tepkilerinde yer alan miRNA’lar ve hedef genleri arasindaki molekiiler etkilesimi
anlamak i¢in 6nemli bir adimdir (Gupta ve ark., 2014). Mevcut ¢alismada, miRNA hedef
gen tahmin analizi, Cr®* stresine yanitta miRNA’larin bitkilerin biiyiimesi ve gelisimi
(miR156, miR168a, miR164, miR169, miR6029, miR824, miR403 ve miR395), redoks
homeostaz1 (MiR403, miR164, miR169m, miR167, miR171d, miR166f, miR395 ve
miR159), agir metal alim1 ve detoksifikasyonu (miR166f, miR169, miR172, miR395,
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miR2111d ve miR6028), sinyal iletimi (miR6030, miR394a/b, miR824, miR171,
miR156, miR168a, miR2111d , miR403 ve miR172), hiicre sinyalizasyonu (miR156,
miR169m, miR172, miR171 ve miR6030), hiicre duvart modifikasyonu (miR6029,
miR162a, miR164, miR167 ve miR395d/d/f), DNA onarimi (miR167, miR399, miR172))
vb. rol oynadiklari rapor edilmistir (Cizelge 4.8; 4.9). Elde edilen bulgular, farkli
MiRNA’larin Cr3* stresiyle basa ¢ikmak icin gen ifadesinin araciligiyla bircok fizyolojik
siirecleri diizenlemede 6nemli bir rol oynadigini géstermektedir.

Yukan diizenlenen miRNA'lar Hedef Genler
A diizenlenen miRNA'lar Hedef Genler
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Sekil 5.1. B. juncea var. Sindh raya bitkisine ait kok orneklerinde, Cr1000 (deney
grubunda) CK (kontrol grubuna) oranla farkli seviyede ifade edilen bazt miRNA’lar ve

onlarin hedef genleri
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Yukan diizenlenen miRNA'lar Hedef Genler
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Sekil 5.2. B. juncea var. Early raya bitkisine ait kok Orneklerinde, Cr1000 (deney
grubunda) CK (kontrol grubuna) oranla farkli seviyede ifade edilen baz1 miRNA’lar ve

onlarin hedef genleri

5.1. Early raya ve Sindh raya’da Cr-stresine yamtta rol oynayan TF’ler ve sinyal
iletimi

Birgok transkripsiyon faktorii (TF) ailesinin, agir metal stresine karst duyarli genlerin
ifade profillerinin diizenlenmesinde kritik rol oynadigi kanitlanmistir. Strese duyarh
genlerin baglica diizenleyicileri olan transkripsiyon faktorleri (TF’ler), stres toleransini
arttirmada potansiyel adaylardir. Ornegin, NAC, WRKY, MYB, GATA, SPL ve
AP2/EREBP gibi birgok aile, ¢esitli abiyotik stresleri diizenleyen TF’leri igermektedir
(Peng ve ark., 2014; Aksoy ve Kayihan, 2022). Mevcut ¢alismada, bitkilerde krom ile
iligkili transkripsiyonel siiregleri diizenleyebilen bazi onemli transkripsiyon faktorii
ailelerinin MYB, ARF, SPL, NAC, WRKY ve GATA gibi gruplara ait oldugu
belirlenmistir (Cizelge 4.8; 4.9).
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Sekil 5.3. Tespit edilen baz1t miRNA’lar ve hedef genleri

En biiytik transkripsiyon faktorii (TF) ailelerinden biri, bitki tiiriine 6zgii WRKY
TF’lerden olusmaktadir. WRKY TF’lerinin, bitki hormonlarinin sinyal iletim yolaklarini
kontrol ederek bir¢ok abiyotik ve biyotik stresle iligkilendirildigi belirtilmistir (Eulgem
ve Somssich, 2007; Lee ve ark., 2007). WRKY genlerinin ifadesi, patojen savunmasi ve
tepki sinyal molekiilleri gibi biyolojik stresler, ayrica kuraklik, diisiik sicaklik ve agir
metaller gibi ¢evresel stresler altinda indiiklenebilmektedir. Mevcut calismada, Early
raya’da WRKY ve WRKY ile iliskili (WRKY?20-1) ailelerin TF’leri miR6028 (4,839 kat)
ve miR390a/b/c (2,692 kat) tarafindan hedeflendigi ve Cr®" stresine yanitta asagi
diizenlendigi saptanmustir. Sindh raya’da ise WRKY ailelerin TF’leri sadece asagi
diizenlenen miR6028 (1,273 Kkat) tarafindan hedeflendigi bulunmustur. Hem Cr-
akiimiilatér hem de Cr-dislayict bitkilerinin koklerinde Cr®* stresi altinda WRKY20-1

onemli Ol¢lide asag1 diizenlenmistir. Bu transkripsiyon faktorii absisik asit (ABA) ve
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H20: tarafindan indiiklenir ve biyolojik ve biyolojik olmayan hasara kars1 pozitif bir
diizenleyici faktordiir (Chen ve ark., 2010). Bu transkripsiyon faktoriiniin Cr stresine
yanitta dnemli rol oynadigi tahmin edilmektedir. Early raya’da bir¢ok miRNA tarafindan
hedeflenen WRKY20-1, bitkilerin savunma, stres yaniti, hormon sinyal diizenlemesi ve
gelisim siireglerinde yer alan bir transkripsiyon faktoriidiir. Bu transkripsiyon faktori,
Early raya’da Cr-stres kosullarina uyum saglamasinda kilit rol oynadigi séylenebilir.
Calismamizda, her iki bitkinin koklerinde Cr3* toksisitesi altinda WRKY20-1
transkripsiyon faktoriiniin énemli Slgiide artis gostermesi, Onceki birgok calisma ile
uyumludur (Ali ve ark., 2023; Mitra ve ark., 2023). Ornegin, Kayihan ve ark. (2017), hem
B toleransli hem de B’ye duyarli bugday genotiplerinin koklerinde yiiksek B altinda
WRKY40 ve WRKY53’in 6nemli dl¢iide asagi diizenlendigini gozlemlemistir (Pandey
ve ark., 2022). Benzer bir ¢alismada, Feng ve ark. (2021), AtWRKY47 TF’sinin asagi
diizenlenmesinin bitkilerde B toksisitesi toleransina yol agtigini belirlemistir. Aksine, A.
thaliana’da, Cr3* ve Cr® muamelesi sonunda, WRKY8 (AT5G46350) énemli olgiide
yukar1 diizenlendigi tespit edilmistir.

MYB proteinleri, hiicre boliinmesi ve gelisimi, embriyogenez, kok ve cicek
gelisimi, flavonoid, antosiyanin, lignin sentezi ve hormonlara, 1s1k, kuraklik, sicak, soguk
ve biyotik strese yanit dahil olmak iizere bir¢ok siireci diizenleyen en biiyiik bitki
transkripsiyon faktorii ailelerinden birini olusturur. MYB transkripsiyon faktorleri, A.
thaliana’da tanimlanan yaklasik 130 iiye ile bitkilerdeki en ¢ok ve islevsel olarak gesitli
transkripsiyon faktorii ailelerinden birini temsil etmektedir (Dubos ve ark., 2010). A.
thaliana’da, Cr** ve Cr®* muamelesi sonunda, MYB45, MYB62 ve MYB79 énemli
Ol¢iide yukar1 diizenlenmistir (Liu ve ark., 2020). Bunlar arasinda MYB62’nin fosfat
noksanligina yanitla iliskili oldugu ve gibberellik asit biyosentezini diizenledigi
bildirilmistir. Diger bir ¢alismada, turpta (Raphinus sativus), miR159, miR319 ve
miR8&858 tarafindan hedeflenen MYB ailesinin bazi iiyelerinin (MYB3, 13, 101, 104 ve
305) Cr®* stresi altinda yukar1 diizenlendigi rapor edilmistir (Liu ve ark., 2015). Ayrica,
T. caerulescens’te, R2ZR3-MYB TF, yiiksek Cd konsantrasyonu altinda yiiksek miktarda
ifade edildigi belirlenmistir. Benzer bir sekilde, R2R3 MYB TF’lerinin B toksisitesine
karst yanitta rol oynadiklari arpada da tespit edilmistir (Zhang ve Lu, 2024). Bu
calismada, Early raya’da miR164a tarafindan hedeflenen bir MYB iiyesi (MYB2) TF;
Sindh raya’da miR164a/b/c/d tarafindan hedeflenmis olup, Cr** stresi altinda her iki
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bitkinin koklerinde yukari diizenlendigi tanimlanmistir (Cizelge 4.8; 4.9). Bu durum,
MYB2’nin, Cr¥" stresine bagl genlerin ifade profillerini diizenlemede énemli bir rol
oynayabilecegini gostermektedir.

NAC TF’leri, yiiksek bitkilere 6zgii bir transkripsiyon faktorii sinifidir. Bu ailenin N-
ucu, yaklasik 150 amino asitlik korunan bir NAC domain igerirken, C-ucu ise oldukca
degisken bir transkripsiyon aktivasyon bdlgesi olup, bitki yonelimi ve stres tepkilerinde
cok onemli bir rol oynamaktadir (Nakashima ve ark., 2012). Mevcut ¢alismada, Early
raya’da miR164a tarafindan hedeflenen NAC transkripsiyon faktor 92; Sindh raya’da
miR 164a/b/c/d tarafindan hedeflenmis olup, yiiksek Cr®* stresi altinda koklerinde yukari
diizenlendigi tanimlanmistir (Cizelge). NAC TF, H2Oz tarafindan indiikklenmektedir. Hem
Cr-akiimiilatsr hem de Cr-dislayic1 B. juncea bitkisinin kdklerinde Cr* stresi altinda
oksidatif hasarin H>O birikimine yol agabilecegi ve dolayisiyla NAC92’nin yukari
regiilasyonunu tetikleyebilecegi One siiriilebilir. Benzer bir sekilde, A. thaliana’da
NACO042, Cr muamelesi altinda anlamli sekilde yukar1 diizenlendigi rapor edilmistir. Ek
olarak, Ochiai ve ark. (2011) tarafindan piringte benzer sonuclar elde edilmis olup, Boron
Excess Tolerantl (BET1) adli NAC benzeri TF geninin baskilanmasi, Cr toksisitesine
kars1 tolerans sagladig bildirilmistir.

Bna-miR 156 tarafindan Squamosa promoter-binding-like protein (SPL) gen ailesi
hedef alinmistir. Early raya’da miR156a/b/c/d/f/g SPL hedef alirken; Sindh raya’da
miR156a/b/c/d/f/g’ye ek olarak miR156e’de dahil olmustur. miR156’nin SPL’leri hedef
alarak her iki bitkide de Cr®" homeostazinda 6nemli diizenleyiciler olabilecegi ¢ikarimi
yapilabilir. Benzer bir calismada, turpta Cr®" muamelesi sonrasi, iic miRNA ailesinin
(miR156/157, miR159 ve miR5293), SPL gen ailesinin bes farkli sinifina ait SPL3, SPL6,
SPLY, SPL13 ve SPL15’i hedefledigi tespit edilmistir. SPL’i hedef alarak miR156/157,
miR159 ve miR5293’iin turpta Cr®* homeostazinda kritik neme sahip diizenleyiciler
olarak fonksiyon gordiikleri sonucuna varilmistir. Ek olarak, A. thaliana’da miR156
tarafindan hedeflenen SPL transkripsiyon faktorlerinin ¢igeklenme, yaprak gelisimi,
stirgiin olgunlagsmas1 ve metal homeostazisi gibi siireglerde rol oynayan énemli bir gen
ailesidir. SPL transkripsiyon faktorleri, 6zellikle miR156 tarafindan hedef alinarak,
ciceklenme, yaprak gelisimi, slirglin olgunlasmasi ve metal homeostazi gibi siireclerinde
yer aldigi ortaya konulmustur. Ornegin, SPL gen ailesinin, A. thaliana’da Cu

homeostazini diizenleyen metal igeren transkripsiyon faktorleri oldugu rapor edilmistir
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(Yamasaki ve ark., 2009; Andrés-Colas ve ark., 2013). Ayrica, elde edilen sonuglar, Cr*
uygulamasina yanit olarak bazi transkripsiyon faktorii (TF) aileleri de ifade edilmistir.
Ornegin, Early raya’da asag1 diizenlenen Bna-miR6029°un oksin sinyalizasyonu F-box
proteinini hedef aldig1 ve ARF transkripsiyon faktorlerinin Cr®* uygulamasina yanit
verdigi tespit edilmistir. Kisaca, TF’lerin Cr** yanitindaki dogrudan veya dolayli rollerine
dair mevcut kanitlar oldukc¢a smirhidir. Calismamiz, gelecekteki arastirmalar igin
transkripsiyon seviyesinde Cr tolerans mekanizmalarina iliskin bazi temel bilgilerin elde

edilmesine katki saglayabilir.

5.2. Early raya ve Sindh raya’da miRNA aracili Cr stresine yanitta diizenleyici aglar

Strese bagli miRNA’larin potansiyel hedeflerinin karakterize edilmesi, miRNA
aracili diizenleyici aglarin bitkilerin agir metal streslerine yanitlariyla iligkili olarak
anlasilmasi agisindan 6nemli bir asamadir. Agir metal stresine yanit olarak miRNA’lar
icin bir¢ok hedef belirlenmeye yonelik ¢esitli calismalar yapilmakta ve bu c¢alismalar,
mMiRNA’larin ve hedef genlerinin bitkilerde agir metal toksisitesi yanitlarindaki kritik
rolinii aciga cikarmaya yardimecr olmaktadir. Kalsiyum (Ca?') ve protein kinazlar,
bitkilerde gevresel strese yanit olarak olusan sinyal yolaklarinda 6nemli roller {istlenirler.
Bitkilerin agir metal stresine yanit olarak diizenleyici aglarinin 6nemli bilesenlerini temsil
eden sinyal iletim yolaklar1, kalsiyum baglayici proteinler ve mitojenle aktive olan protein
kinazlar (MAPKlar) gibi ¢esitli sinyal proteinlerinden olusur. Protein kinazlar ve protein
fosfatazlar, bitkilerde sinyal iletimi ve ¢evresel uyaranlara yanit olarak proteinlerin geri
dontigiimlii fosforilasyonunu diizenlemede kritik bir rol oynamaktadir (Stone ve Walker,
1995; Li ve Liu, 2021).

Mitogen-aktif protein kinazlar (MAPK’lar), c¢ogu oOkaryotik hiicrenin sinyal
iletiminde 6nemli rol oynayan bilesenlerdir. Agir metal stresine yanit olarak MAPK ’larin
aktivasyonu, NADPH oksidazlar, reaktif oksijen tiirleri (ROS), kalsiyum bagimli protein
kinazlar (CDPK), fosfatidil inositol 3-kinaz (PI3K) ve diger MAPK’lar araciligiyla
baslatilmaktadir (Yeh ve ark., 2007; Islam ve ark., 2015). Bir¢ok c¢alisma, MAPK
kaskadlarinin bitkilerde ekstraseliiler uyaranlarin hiicre i¢i yanitlara iletilmesinde 6nemli
bir rol oynadigin1 gostermistir (Zhang ve Klessig, 2001; Meng ve Zhang, 2013). Farkli
caligmalarda, A. thaliana’da MPK3 ve MPKG6’nin hidrojen peroksit tarafindan
indiiklendigi bildirilmistir (Rentel ve ark., 2004; Nakagami ve ark., 2006). Roelofs ve ark.
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(2008) ise MAPK sinyallemesinin agir metal stresi sirasinda baskilanan yanitlarin
diizenlenmesinde rol oynayan bZIP, MYC ve MYB transkripsiyon faktorlerini aktive
ettigini ortaya koymustur. Ayrica, WRKY ve TGA gibi transkripsiyon faktorlerinin gen
ekspresyonu, MAPK tarafindan aktive edilerek veya baskilanarak diizenlenmektedir.
Mevcut calismada, miR156 ve miR168’in yukar1 diizenlendigi ve miR156 tarafindan
Mitogen activated kinase kinase kinase ZIK9 hedeflenirken; miR 168 tarafindan Mitogen-
activated protein kinase hedeflendigi rapor edilmistir. Early raya’da miR156a/d/f
tarafindan MAKKK ZIK9 hedeflenirken; Sindh raya’da miR156a/d/f/e tarafindan
MAKKK ZIK9 hedeflenmistir (Cizelge 4.8). Dahasi, hem Cr-akiimiilatér hem de Cr-
dislayic1 her iki bitkinin koklerinde Cr3* stresi altinda miR168a tarafindan Mitogen-
activated protein kinase (MAPK) hedeflenmistir.

Bitkiler, agir metal stresine yanit olarak kok yapisini yeniden diizenleyerek bu strese
karsi etkili bir sekilde basa ¢ikabilmektedir. Kok olusumunu diizenleyen bitki biiylime
hormonlari, 6zellikle oksin ve sitokinin, agir metal stresine yanit olarak kok sistemi
yapisint sekillendirir (Krishnamurthy ve Rathinasabapathi 2013). Yapilan g¢aligmada,
Early raya’da Auxin response factor (oksin yanit faktorii) hedeflenmedigi; ancak, Sindh
raya’da miR167a/b/c/d tarafindan 23 adet Auxin response factor (oksin yanit faktorii)
hedeflendigi gdzlenmistir; Cr* stresi altinda miR 167’in yukar1 diizenlenmesi, Cr stresine
karst oksin seviyesinin azalmasina yol agmaktadir. Ek olarak, Early raya’da yukar
diizenlenen miR156a/d/f tarafindan Auxin efflux carrier component hedefledigi ve asagi
diizenlenen miR6029’un ve yukar1 diizenlenen miR395a/b/c’nin Auxin response proteini
hedefledigi; Sindh raya’da yukar1 diizenlenen miR156a/d/f/e tarafindan Auxin efflux
carrier component hedeflendigi ve asagi diizenlenen miR395a/b/c/d/e/f’nin ise Auxin
response proteini hedeflendigi rapor edilmistir. Benzer bir ¢alismada, Osa-miR160’1n
ARF’yi (oksin tepki faktorii) hedef aldig1 gozlemlenmis; dolayisiyla, Cr stresi altinda
Osa-miR160’mn asagi diizenlenmesi, Cr stresiyle miicadele i¢in gerekli olan oksinin
yuksek ifadesine neden olabildigi rapor edilmistir. Ayrica, kok bashigi olusumunu
diizenlemede Osa-miR160’m benzer ARF aracili yaniti daha once A. thaliana’da
bildirilmistir (Wang, 2005). Ancak, metal stresinde oksin sinyalizasyonu ile MAPK
sinyalizasyonu arasindaki iligki halen tam olarak anlagilmamuistir. Diger bir taraftan, IAA,
ARF ve PIN adi verilen oksin sinyal genlerinin MAPK sinyallemesi tarafindan

baskilandig: bildirilmistir (Zhao ve ark. 2014). Verilerimiz, bu ¢alismada kullanilan B.
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juncea gesitlerinde oksinin Cr taginiminin diizenlenmesinde 6nemli rol oynadigini
gostermektedir.

Protein kinazlar ve protein fosfatazlar, bitkilerde sinyal iletimi ve ¢evresel uyaricilara
yanit olarak proteinlerin geri doniisiimlii fosforilasyonunun diizenlenmesinde kritik
oneme sahiptir. Hem Early raya’da hem de Sindh raya’da miR162a tarafindan
Phosphatidylinositol 4-phosphate 5-kinase (PIP5K) enziminin hedeflendigi saptanmustir.
Ancak, Early raya’da miR162a yukar1 diizenlenirken; Sindh raya’da miR162a asagi
diizenlenmistir. Ek olarak, Sindh raya’da asagi diizenlenen miR162a ve miR395e/f
tarafindan phosphatidylinositol 4-kinase alpha 2 enziminin hedeflendigi de belirlenmistir.
Phosphatidylinositol 4-kinase alpha 2 enzimi, hiicre i¢i sinyal iletiminde, hiicre zari
organizasyonunda ve vezikiiler tasima siireclerinde kritik roller oynar; bu da bitkilerin
biiytime, gelisim ve stres yanitlari tizerinde dogrudan etkili olmaktadir (Wang ve ark.,
2006; Ruelland ve ark., 2015). Sindh raya’da, phosphatidylinositol 4-phosphate 5-kinase
(PIP5K), hiicre zarinda bulunan ve fosfatidilinositol 4-fosfat1 (P14P) fosfatidilinositol 4,5-
bisfosfata (PI(4,5)P2) doniistiiren bir enzimdir. PI(4,5)P2, hiicresel sinyal iletiminde,
hiicre iskeletinin diizenlenmesinde, hiicre zar1 dinamiklerinde ve diger bir¢ok hiicresel
stirecte 6nemli bir rol iistlenen bir fosfoinositid tiiriidiir. Diger bir taraftan, Early raya’da
yukart diizenlenen miR824 ve miR156g’nin Serine/threonine-protein phosphatase
hedefledigi ve ayni1 sekilde asagi diizenlenen miR159 ve miR6031’in Serine/threonine-
protein phosphatase hedefledigi tespit edilmistir. Sindh raya’da ise yukari diizenlenen
miR156b/c/g’nin Serine/threonine-protein phosphatase hedefledigi ve asagi diizenlenen
miR159 ve mIiR824’in Serine/threonine-protein phosphatase hedefledigi tespit
edilmistir. Ek olarak, Early raya’da asagi diizenlenen miR390a/b/c’nin hedefi olarak
tanimlanan Leucine-rich repeat receptor-like protein kinase PEPR2’nin seviyesinin
artmasina yol a¢maktadir. Leucine-rich repeat receptor-like protein kinase PEPR2,
bitkilerde savunma mekanizmasinda rol oynayan 6nemli bir reseptdr protein kinazdir. Bu
da Cr stresi altinda Early raya’da PEPR2’nin hiicre duvarinda meydana gelen hasari
algilayarak reaktif oksijen tiirleri (ROS) iiretimini ve diger savunma sinyal yolaklarini

tetikleyerek bitki savunmasini giiglendirebilecegini gosterebilir.
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5.3. Early raya ve Sindh raya’da miRNA aracili Cr stresine yanitta oksidatif stres

ile iliskili genler

Tanimlanan genlerin fonksiyonel kategorizasyonlari incelendiginde, bu genlerin
bliyiik oranda hiicre i¢i bilesenlerde lokalize olduklari, hiicresel siireclere katildiklari,
ROS ile iligkili olduklar1 ve antioksidan savunma aktivitelerinde rol oynadiklari
goriilmektedir. Ayrica, genellikle bu genlerin benzer islevleri yerine getirdigi
anlasilmaktadir (Sekil 5.1; 5.2).

Reaktif oksijen tiirleri (ROS), bitki hiicrelerinde normal metabolik siireclerin bir
yan Uriinii olarak dogal bir sekilde tiretilmektedir. ROS kloroplastlar, mitokondriler ve
peroksizomlarda siirekli olarak aerobik siirecler tarafindan tiretilmektedir (Sandalio ve
ark., 2013; Farooq ve ark., 2019). Krom (Cr), bitki hiicresine ¢esitli demir tagiyic1 benzeri
proteinlerin etkisiyle girdikten sonra, asir1 miktarda reaktif oksijen tiirleri (ROS)
olusabilmektedir. Bu durumda, Cr, detoksifikasyon mekanizmalarini, sinyal
molekiillerini ve saperonlari aktive edebilir; bu da Cr stresine adaptasyonu ve/veya
tolerans seviyesini arttirabilir. Bitki hiicreleri Cr iyonlarmni algiladiktan sonra, Cr-
indiikleyen asir1 ROS seviyesini ve oksidatif hasari azaltmak i¢in bazi agir metal stresine
yanitta hormonlart ve sinyal molekiillerini (6rnegin etilen, ABA, F-box proteini,
Tiyoredoksin benzeri protein vb.) aktive edebilir. Bu g¢alismada, Bna-miR166f’in
varsayilan hedefi olarak Protein detoxification, Purple acid phosphatase, Glutathione S-
transferase, Beta-galactosidase, Thioredoxin reductase, Glycosyltransferase, Probable
magnesium transporter tanimlanmistir. Cr3* stresinde, her iki bitkide de miR166f’in
yukar1 diizenlendigi ve hedef olan tiyoredoksin rediiktazin baskilandigi gozlemlenmistir.

Lakkaz (LAC), bitkilerde lignin biyosentezinden hiicre duvari modifikasyonuna,
savunma mekanizmalarindan detoksifikasyona kadar bir¢ok 6nemli biyolojik siiregte
gorev alan bir enzimdir. Lakkaz enzimi, bitki hiicre duvarmin lignifikasyonu ve
kalinlasmasinda rol oynar (Schuetz ve ark., 2014; Srivastava ve ark., 2016). LAC’larin
ifade diizeyleri, miRNA hedeflemesi ile post-transkripsiyonel olarak diizenlenebilir.
Ornegin miR397 (Li ve ark., 2019a; Huang ve ark., 2021), miR408 (Li ve ark., 2019a;
Gao ve ark., 2022) ve miR857 (Abdel-Ghany ve Pilon, 2008) bitki LAC’larinin
MRNA’si1 hedef alarak ifade diizeylerini diizenledigi bulunmustur. Ayrica miR397,
miR408, miR857 ve miR528 (Liu ve ark., 2020) ile miR6034 (Ping ve ark., 2019) gibi
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diger miRNA’larin, LAC ailesinin iiyelerinin post-transkripsiyonel ifadesini olumsuz
sekilde diizenledigi dogrulanmis veya Ongoriilmistiir. Krom, kadmiyum, arsenik ve
kursun gibi agir metal stresi, piring LAC’larinin ifadesini de 6nemli dl¢giide etkilemistir.
Liu ve ark., OSLAC17 ve OsLAC23/29’un, piring krom, kadmiyum veya arsenik stresine
maruz kaldiginda belirgin bir sekilde yukari diizenlendigini bildirmistir. Ornegin
OsLAC10’un krom, arsenik ve kursun tarafindan; OsLAC24’{in ise krom, kadmiyum ve
kursun stresleri tarafindan yukari diizenlendigi tespit edilmistir (Liu ve ark., 2017).
Misirda ise ZmLACI ifadesi 10 mM CdCl; ile muamele edildiginde 6nemli 6l¢iide yukari
diizenlenmistir, ancak kdk uzamasinda belirgin bir degisiklik gézlenmemistir (Liang ve
ark., 2006). Ancak, bazi LAC’lar diger bitkilerde agir metal iyonu stresiyle asagi
diizenlenmistir. Ornegin, Brassica parachinensis’te kadmiyum stresi altinda miR397
ifadesi yukar1 diizenlenirken, hedef genleri LAC2/4/17 nin ifadesi belli bir 6l¢iide asag1
diizenlenmistir. Kisaca, piringte, OsSLAC17/23/24/29 kadmiyum stresiyle 6nemli 6l¢iide
yukari diizenlenirken, Brassica parachinensis’teki LAC2/4/17 kadmiyum stresiyle asagi
diizenlenmistir. Farkli lakkaz genleri, ¢esitli bitkilerde ya farkli islevlere sahip olabilir ya
da birbirleri arasinda benzer ve tekrarlayan islevler gosterebilir. Mevcut ¢alismada, Early
raya’da yukar1 diizenlenen miR395a/b/c tarafindan hedeflenen Lakkaz enzimi; Sindh
raya’da asagi diizenlenen miR395a/b/c/d/e/f tarafindan hedeflenmistir. Sonug¢ olarak
Early raya’da lignin igerigi azalmistir (Liu ve ark., 2020b). Sindh raya’da ise lignin
igeriginin artmasiin iyonlarmm denge durumunu diizenleyebilecegi ve agir metal
iyonlarinin hiicrelere olan toksisitesini azaltabilecegi diisliniilmektedir. LAC’lar, agir
metal iyonu stresleri altinda ¢esitli bitkilerde farkli ifade paternleri gostermekte olup, bu
durum stres toleransindaki farkli yeteneklerini ortaya koymaktadir. Elde edilen sonuglar,
Cr stresinin Ozellikle Sindh raya koklerinde miR395 araciligiyla lakkaz genlerinin
ifadesini gii¢lii bir sekilde indiikledigini gostermistir. Cogu bitkide oldugu gibi, Lakkaz
apoplasta salindiktan sonra, Sindh raya koklerinde Cr detoksifikasyonu ile ilgili olan
ekstraselliiler lignin olusumuna katilabilir. Bu, miR395a/b/c/d/e/f tarafindan hedeflenen
lakkazin Sindh raya kdklerinin Cr stresine yanitinda 6nemli bir rol oynayabilecegini
gostermektedir. Sonug olarak, koklerde lignifikasyon yoluyla fazla Cr emilimini
onleyerek krom stresine karsi toleransini ortaya koymaktadir. Bu durum, Sindh raya
bitkisinde lakkazlarin hem lignin iiretiminde hem de Cr stresine karsi toleransta birbirini

tamamlayan roller istlenebilecegini gostermektedir. Benzer bir ¢aligmada, turpta, iki
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lakkaz geninin miR397a ve rsa-miRn35’in hedefledigi rapor edilmis (Liu ve ark., 2015);
bu da miRNA’larin metal stresi altinda hiicre duvart sentezini diizenleyebilecegini
gostermektedir.

Vezikiil tasima mekanizmasi, bitkinin Cr stresine yanitin1 diizenlenmede 6nemli bir
rol oynar. Hiicre, plazma membranindan ve plazma membranina olan tagima hizini
diizenleyerek stresin etkilerinin yonetebilir (Levine, 2002). Vezikiiler trafik ile iliskili
sinyal iletim yolaklari, membran geri doniisiimii veya temel materyallerin hedefe daha iyi
ulastirilmasi, streslerle miicadelede birlikte ¢alisabilir (Sutter ve ark., 2007; Wang ve ark.,
2020). Dahasi, ekzosist kompleksi Golgi-plazma membrani vezikiil tasimasinda islev
gorebilir (Cai ve ark., 2007). Bitkilerde, ekzosist kompleksi 8 alt birimden olusur:
Ekzosist (Ex0)70p ve Exo84p, Sekretuvar (Sec)3p, Secbp, Sec6p, Sec8p, SeclOp,
Sec15p. Oryza sativa ve Arabidopsis thaliana’nin sirasiyla 41 ve 23 Exo70 genine sahip
oldugu bildirilmistir (Chong ve ark., 2010). Dahasi, Cr (VI) kaynakl streste vezikiil
trafigiyle iliskili 5 Exo70 geninin ifadesi sogiit (Salix alba) koklerinde tespit edilmistir
(Quaggiotti ve ark., 2007; Trinh ve ark., 2014). Ek olarak, Exo70 genlerinin artan
ifadeleri, Cu stresine yanitta hus agacinda (Betula pendula) tespit edilmistir (Keinédnen ve
ark. 2007). Mevcut calismada, Exocyst subunit Exo70 family protein, Early raya’da asag1
diizenlenen Bna-miR169m tarafindan hedeflenmistir. Dahasi, Sindh raya’da Bna-
miR167a/b/c/d ve Bna-miR171d/e’nin yukar1 diizenlendigi ortaya konmustur. Bu
mMiRNA’larin hedeflerinden biri Exocyst subunit Exo70 family proteindir. Cr3* stresine
yanitta farkli birgok miRNA tarafindan hedeflendigi ve aktivitesinin degisiklik gosterdigi
belirlenmistir. Bu sonuglar, Cr stresine yanit veren bitkilerin kdklerinde Exo70 genlerinin
potansiyel olarak rol oynayabilecegini gostermektedir.

Bu ¢alismada, Early raya’da miR169 ailesinden sadece miR169m’in (6,529 kat) asir1
ifadesi asag1 diizenlenmis olarak tespit edilmistir. Bna-miR169m i¢in yapilan hedef
analizi Diacylglycerol kinase (Fragment), Ferredoxin, Clathrin heavy chain, GATA
transkripsiyon faktor, Protein detoksifikasyon 23, Autophagy-related protein 3, Signal
peptidase I’i diizenleme egiliminde oldugu tespit edilmistir. Cr3* stresine yanit olarak, bu
proteinlerin ve faktorlerin artis gostermesi, hiicre veya organizmanin belirli biyokimyasal
sireglere yamit olarak kendini wuyarladigini veya savunma mekanizmalarini
giiclendirdigini gostermektedir. Her birinin artisi, hiicrede belirli siireglerin veya stres

yanitlarinin aktif oldugunu isaret etmektedir.
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Diacylglycerol Kinase (Fragment), diasilgliserolii (DAG) fosforik aside doniistiirerek
hiicredeki sinyal yollarini diizenler. Artisi, hiicre sinyal yolaklarinin (6zellikle fosfolipid
sinyali) aktif oldugunu gosterebilir ve hiicredeki ¢esitli biyolojik siire¢lerin (6rnegin
hiicre biiylimesi, farklilasma) diizenlenmesine yardimci olabilir. Bitki DGK genleri
tizerine yapilan caligmalar, bu genlerin bilinen baz1 faydali elementler, 6rnegin sodyum
(Na) ve aliminyum (Al), ile arsenik (As), glimiis (Ag), krom (Cr), kadmiyum (Cd) ve
civa (Hg) gibi diger metal ve metaloid iyonlari arasindaki 6nemli etkilesimlerini
gostermistir (Escobar-Sepulveda ve ark., 2017; Tang ve ark., 2020). Bu faydal
elementler, farkli hiicre bolmelerinde yer almakta ve farkli roller iistlenmektedir. Bu
durum, DGK genlerinin bitki hiicresinde genis bir sekilde dagildigini, gegis aktivitelerine
sahip oldugunu ve DGK genlerinin homeostazis indiikleyen elementlere karsi bitki
tepkilerini diizenleyebilecegini diisiindiirmiistiir. Son ¢alismalar, diasilgliserol kinazi
(DGK) iki 6nemli ikinci habercinin dengelenmesini kontrol ederek cesitli hiicresel
reaksiyonlar1 diizenleyen kilit bir enzim olarak tanimlamistir (Kue Foka ve ark., 2020).
Ayrica, DGK enzimleri flavonoid ve lignin biyosentezi sirasinda kritik bir indirgenmis
koenzim olan NADPH’nin tiretilmesini saglar. DGK enzimleri tarafindan aktive edilen
tiitin NADPH oksidaz bagimlilig1, kriptogenik stres uygulamasi sirasinda dnemli 6lgiide
artis gostermistir (Kue Foka ve ark., 2020). Ek olarak, ¢ogu bitki patojen reaksiyonunda
apoplastik oksidatif reaksiyon sirasinda reaktif oksijen tiirlerinin iiretimi NADPH
oksidazlar tarafindan yonlendirilmektedir (Sagi ve Fluhr, 2006). Bu ¢alismada, Early
raya’da asagi diizenlenen miR169m tarafindan hedeflenen diasilgliserol kinaz (DGK);
Sindh raya’da asagi diizenlenen miR169m/n tarafindan hedeflenmistir. Krom stresi
altinda, DGK enzimlerinin her iki bitkinin biiyiimesi, gelisimi ve ¢evresel uyaricilara ve
streslere verdikleri yanitlar temel siireclerde 6nemli bir rol iistlendigini gostermektedir.
Benzer sekilde, Ferredoksinin artisi, fotosentez, oksidatif stres yaniti veya enerji
metabolizmasi gibi siireglerde artan bir ithtiya¢ oldugunu gosterebilir. Bu artis, hiicrenin
enerji iiretiminde veya stresle basa ¢ikma kapasitesinde bir artis anlamina gelebilir.
Clathrin Heavy Chain: Klathrin, hiicre i¢i tasima ve endositoz siire¢lerinde rol oynar. Bu
proteinin artis1, hiicrede aktif bir endositoz veya membran geri doniisiimiiniin oldugunu
gosterebilir (McMahon ve Boucrot, 2011; Paez Valencia ve ark., 2016). Bu, hiicre yiizey
reseptOrlerinin yeniden diizenlenmesi veya besin maddelerinin aliminin artmasiyla iligkili

olabilir. GATA Transkripsiyon Faktori: GATA faktorleri, gen ekspresyonunun
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diizenlenmesinde kritik rol oynar (Reyes ve ark., 2004; Zhu ve ark., 2020). Artis1, belirli
genlerin aktivasyonuna ihtiya¢ oldugunu veya hiicredeki belirli gelisimsel siireglerin
diizenlendigini gosterebilir. Ornegin, hiicre farklilasmas1 veya Cr®" stres yanitlari ile
iliskili olabilir. Protein Detoksifikasyon 23: Bu proteinin artisi, hiicrenin detoksifikasyon
stireglerini arttirdigini gosterir. Bu, toksik maddelerin birikmesine yanit olarak hiicrenin
kendini savunma mekanizmalarinit devreye soktuguna isaret eder. Autophagy-Related
Protein 3: Otofaji, hiicrelerin hasarli organelleri veya proteinleri sindirme ve geri
doniistiirme stirecidir. Bu proteinin artisi, hiicrede otofajinin aktif oldugunu ve hiicrenin
stres kosullar1 altinda hasarli bilesenleri temizledigini veya enerji saglamak icin otofajik
stirecleri kullandigin1 gosterebilir. Signal Peptidase I: Bu enzim, sinyal peptidlerini
proteinlerden ayirarak proteinlerin dogru katlanmasini ve islevsellik kazanmasini saglar.
Bu proteinin artisi, hiicrenin protein sentezini artirdigini ve yeni proteinlerin hiicre zarina
veya sekresyon yollarina dahil edildigini gdsterebilir. Bu durumda, bu proteinlerin ve
faktorlerin genel artisi, hiicrenin ¢evresel stresler, enerji talepleri, sinyal iletimi ve
detoksifikasyon siireglerine yanit olarak adaptasyon gelistirdigini ve hiicre hayatta kalma
stratejilerinin devreye sokuldugunu gosterir. Bu, hiicrelerin homeostazi koruma ve stresle
basa ¢ikma yetenegini artirmaya yonelik bir yanit olabilir.

Sindh raya’da ise miR169’un bir¢ok iiyesi miR169a/b/m/n asagi diizenlenmistir.
Bunlarin varsayilan hedef analizi Clathrin heavy chain; Exocyst subunit Exo70 family
protein; Carboxypeptidase; Transcription factor subunit NF-YC11B; ABC transporter B
family member 7; Kinesin-like protein; Exocyst subunit Exo70 family protein; Beta-
galactosidase; Diacylglycerol kinase (Fragment); Phospholipid-transporting ATPase; 3-
ketoacyl-CoA synthase; ATP-citrate synthase beta chain protein 2; Malate dehydrogenase
oldugu tespit edilmistir. Sindh raya’da Early raya’ya kiyasla miR169a/b/n’in de asir1
ifadesi belirlenmis olup, Exocyst subunit Exo70 family protein, ABC transporter B family
member 7, Transcription factor subunit NF-YC11B gibi bazi1 6nemli TF’ler ve fotosentez
ve ROS ile iligkili proteinler tanimlanmistir. Bu bulgular, bu proteinlerin genel stres yaniti
ile iligkili oldugunu ortaya koymaktadir. Ayrica, Bna-miR169’un Sindh raya bitkisinde
Cr dislanmasindan sorumlu olabilecegini ileri siirmektedir.

Di1s cevresel kosullar degistiginde, organizmalar hizla kendi gen ekspresyon
programlarin1  diizenler ve olusan degisikliklere uyum saglamak i¢in koruma

mekanizmalarini baslatirlar. RNA dizileme sonuglar1, Cr®* stresine yaniti ile iliskili bazi
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genlerin ekspresyon kat sayisinin Early raya ve Sindh raya’da 6nemli ol¢iide degistigini
gdstermistir (Cizelge 4.9; 4.10). Bu farkl1 sekilde eksprese olan bazi énemli genler, Cr*
muamelesi sonrasinda ekspresyon profilleri kontrol grubundakilerden 6nemli oOlgiide
farkli oldugunu gostermektedir.

Siiperoksit dismutaz [Cu-Zn]: Mevcut ¢alismada, Cr®* uygulamasi sonrast hem Early
raya’da hem de Sindh raya’da miR159’un asagi regiile oldugu ve hedefledigi siiperoksit
dismutaz [Cu-Zn] geninin ifade seviyesi 6nemli dlglide arttigi belirlenmistir.

Peroksidaz: Cr®* muamelesi sonrasi, Early raya’da peroksidaz anlatimi1 olmazken; Sindh
raya’da miR167a/b/c/d ve miR171d’nin yukari diizenlendigi ve hedefi olan birgok
peroksidazin ifade seviyeleri onemli Olgiide baskilandigi tespit edilmistir. Bu durum,
Sindh raya’daki oksidatif hasar nedeniyle kloroplast peroksidasyonuyla iliskili olabilir.
ABC tasiyic1 proteinleri: Cogu ABC tasiyicisi, organizmalarda tasima aktivitesine
sahiptir ve substratlarin hiicre i¢i ve dis1 arasinda transmembran tagimasini saglamak igin
ATP hidrolizinden elde edilen enerjiyi kullanir. Substratlar arasinda polisakkaritler,
peptitler, agir metal selat kompleksleri, alkaloidler ve ilaglar bulunur. Bitkiler, hayvanlar
veya mikroorganizmalardan daha fazla sayida ABC tastyici proteinine sahiptir. Ornegin,
piringte 128 ¢esidi ve A. thaliana’da 129 ¢esidi bulunmaktadir; bunlarin ¢gogu daha fazla
arastirma gerektirmektedir. Bilinen bitki ABC tasiyici proteinleri, stres direnci ve agir
metal detoksifikasyonu ile iliskilidir. Mevcut ¢alismada, Cr®* muamelesi iizerine, Early
raya’da ABC tasiyici proteininin anlatimi olmazken; Sindh raya’da miR169a/b/n’in
hedefi olarak ABC transporter B family member 7’in ifade seviyesi dnemli dl¢lide agagi
diizenlendigi gozlemlenmistir. Ayrica, Sindh raya’da bulunan miR169a/b/n ailesi Early
raya’da bulunmadigi saptanmistir. Bu durum, Cr’nin detoksifikasyonuyla iligkili
olabilecegi ve Cr®* iyonlarini hiicre disina tasimak ve/veya vakuole aktarmak igin aktive
edilmis olabilecegi diistiniilmektedir. ABCB7’nin artan ifadesi, Sindh raya’nin Cr’nin
neden oldugu stresi yonetmek icin bu tasiyict proteini arttirarak savunma yanitini
tetikledigini gosterebilir. Ayrica, ABCB7’nin mitokondriyal fonksiyonlarla iliskili
oldugu bilinir ve hiicre igindeki demir ve kiikiirt gruplarinin diizenlenmesine katkida
bulunabilir. Cr** stresi altinda, bu tastyic1 proteinin artis1, mitokondriyal fonksiyonun ve
enerji metabolizmasimin korunmasi i¢in onemli olabilir, ¢iinkii Cr, hiicresel enerji
tiretimini etkileyebilir. Ek olarak, siiperoksit dismutazin aktive, glutatyon S-transferaz ve

3+

peroksidazin Cr*"’ye yanit olarak ROS firetimi yoluyla inaktive edildigini gosterilmistir.
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RNA dizileme analizimiz, Cr**’nin olusturdugu toksik etkiler nedeniyle her iki bitkinin
tolerans mekanizmasin1  engellemede Onemli bir etkiye sahip olabilecegini
gostermektedir. Ek olarak, protein kinazlar1 ve vezikiil trafigi de dahil olmak {izere sinyal
iletiminde yer alan proteinler, her iki bitkide de Cr®* stresine yanitta 6nemli rollere

sahiptir.

5.6. B. juncea var., Early raya ve Sindh raya Bitkilerinin Koklerinde ROS ile iliskili

Saptanan Baz1 Genler

Tanimlanan hedef genlerin Cr’ye duyarli miRNA’lar tarafindan gergekten
diizenlenip diizenlenmedigini aragtirmak i¢in, ti¢ hedef genin (APX, FSD ve RBOH)
ekspresyon seviyeleri, yedi farkli Cr konsantrasyonu uygulanan Cr-akiimiilator bitki B.
juncea var. Early raya ve Cr-dislayici bitki B. juncea var. Sindh raya kok dokularinda RT

gPCR yontemi ile dl¢iilmiistiir.
5.6.1. RBOH (Solunum Patlamas1 Oksidaz Homolog)

Hiicre disi ortamla etkilesime giren onemli komplekslerden biri olan NADPH
oksidaz hiicre zarma-bagl bir enzimdir (Hu ve ark., 2020). NOX’u kodlayarak H>O:
tiretiminde rol oynayabilen solunum patlamasi oksidaz homolog (RBOH) geni, bu siirecte
onemli bir gorev tstlenmektedir (Wang ve ark., 2018). NOX, RBOH gen ailesi tarafindan
ifade edilen 6nemli bir enzim olup, bu genlerin ¢esitliligi ve dagilimi hiicre, doku ve
organlara bagli olarak degisiklik gostermektedir (Li ve ark., 2019). NOX, siiperoksit
serbest radikalinin {retimini katalizleyerek NADPH’ten oksijene bir elektron
aktarilmasini saglar. Bu siiregte H2O; hiicre disindan hiicre igine taginirken, H iyonlar1
hiicre digina tagmir (Sagu ve Fluhr, 2011). Normal kosullar altinda, NOX kompleksi
inaktif durumda bulunur; ancak solunum patlamasi sirasinda zar {izerinde aktifleserek bir
araya gelir. Aktif NOX, bitki sinyal iletiminde rol oynayan siiperoksit iiretir (Gill ve
Tuteja, 2010). Siiperoksit ayrica, siiperoksit dismutaz (SOD) enzimi araciligiyla hizla
hidrojen peroksit (H202) olusturabilir ve bu da daha sonra baska reaksiyonlar gegirerek
diger reaktif oksijen tiirlerini (ROS) olusturur (Mishra ve Sharma, 2019). Bunun yani sira,
hiicrede dengeli bir sekilde ROS seviyesini korumak i¢in NOX aktivitesinin hassas bir
sekilde diizenlenmesi kritik 6neme sahiptir (Considine ve Foyer, 2021). Peroksitler,

stiperoksit, hidroksil radikali, tekli oksijen ve alfa oksijen, sinyal iletim molekiilleri olarak
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islev goren farkli ROS tiirleridir (Karuppanapandian ve ark., 2011). Biyolojik literatiire
gore, ROS, oksijen metabolizmasinin dogal bir yan iiriinii olarak olusur (Kérkonen ve
Kuchitsu, 2015). Bitkilerde, fotosentez, solunum ve fotosolunum gibi yan {iriin olarak
ROS iireten temel hiicresel islemler ve glukoz oksidaz, ksantin oksidaz ve farkli genel
bitki peroksidazlar1 gibi ROS fiiretici enzimlerden olusan bir ag bulunmaktadir. Bu agin
onemli bir pargasi, RBOH veya NADPH oksidaz enzimleridir. RBOH’ler, ROS
iiretimindeki kalsiyum, protein fosforilasyonu ve lipit gibi farkli sinyal iletim yolaklarina
dahil olduklari i¢in bitkilerdeki diger ROS iiretim mekanizmalari arasinda farkli bir yere
sahiptir (Chapman ve ark., 2019).

Bitkilerin metallere karsi duyarliligi ve tepkileri, fizyolojik ve genetik yapilarina
bagli olarak degisiklik gostermektedir (Macnair, 1993). Cr stres kosullarinda, NADPH
oksidaz, bitki savunma mekanizmalarini aktive eden sinyal molekiilleri olarak iglev goren
ROS’un iiretiminde rol oynar (Trinh ve ark., 2014). Diger yandan, NADPH oksidaz,
proton pompasini aktive ederek ve plazma zar1 boyunca bir proton gradyani olusturarak
dolayli olarak toksik Cr iyonlarim1 uzaklastirir (Keunen ve ark., 2011). Yapilan
caligmalarda, Arabidopsis, domates, tiitiin ve patates gibi diger bitki tiirlerinde de farkli
RBOH genleri tanimlanmistir (Chen ve Yang, 2020; Zhang ve ark., 2021). Ayrica, metal
stresi ile ilgili olarak Cuypers ve ark. (2023) Arabidopsis thaliana bitkisinin Cd stresi
altinda, RBOH geninin farkli izoformlar1 olan RBOHC, RBOHD ve RBOHF
MRNA’larinda belirgin bir artis oldugunu tespit etmislerdir. Bununla beraber, ayni
calismayla Cu elementinin dokularda RBOHD gen anlatiminda dnemli bir artisa neden
oldugu gosterilmistir. Diger bir calismada, CdCl> uygulanan Citrullus colocynthis
bitkilerindeki RBOH kodlayan genlerin transkriptlerinin kontrolle karsilagtirildiginda
onemli olgiide arttig1 rapor edilmistir (Khafi ve ark., 2020). Dahasi, RBOH ekspresyon
bulgulart, 300 uM Cd muamelesinde RBOH ekspresyonunun kontrole kiyasla 17 kat daha
fazla arttig1 ve bu artisin oldukca onemli oldugu vurgulanmistir. Diger bir ¢calismada,
RBOH’lerin H;O, iiretimini farkli sekillerde diizenleyebildigini gosterilmis ve bu
kosullar altinda en 6nemli ROS kaynaginin RBOHC oldugunu belirlenmistir (Gupta ve
ark., 2017); antioksidatif savunmalar da farkli sekillerde diizenlenmektedir, RBOHC
tarafindan SOD’un diizenlenmesi ile RBOHC ve RBOHD tarafindan GSH/GSSG redoks
cifti oraninin diizenlenmesi ve RBOHF tarafindan ASA/DHA’nin diizenlenmesi en

onemli faktorler oldugu rapor edilmistir. AtRBOH’lardan elde edilen yapraklarda
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gbzlemlenen farkli yanitlar, farkli AtRBOH’lardan Cd ve besin maddelerinin alim1 ve
taginmasinin farkli diizenlenmesiyle agiklanmistir. RBOH’lerin farkli dokularda ve bitki
organlarinda farkli sekilde ifade edildigi su sekilde acgiklanmistir: RBOHD ve
RBOHF’nin bitkinin tamaminda ekspresyon gosterdigi, RBOHA-C, G, E ve I’nin daha
cok koklerde, RBOHH ve J’nin ise polende ekspresyon gosterdigi bilinmektedir (Sagi ve
Fluhr, 2006). RBOH’ler, hiicrenin metallere verdigi tepkileri yoneten karmasik agin
diizenlenmesine katkida bulunmaktadir. Sonuglar, ayrica RBOH’lerin besin diizenleme
mekanizmasinda 6nemli genler olabilecegini ve Ornegin, biyoteknolojide Cr gibi bazi
elementlerin asir1 miktarlarinin bitkinin toprak istii kisimlarindaki hiicrelerine zarar
vermesini 6nlemek i¢in yeni stratejiler gelistirilmesinde potansiyel adaylar olabilecegini
gostermektedir. Bu tez ¢alismasinda, Cr-dislayict bitki olan Sindh raya’min kok
dokusunda RBOH geninin anlatim seviyesinde bir farklilik olusmazken, Cr-akiimiilator
bitki olan Early raya’nin kok dokusunda RBOH geninin anlatiminda anlamli bir artis
belirlenmistir (Sekil 4.12; 4.13). Tolerans: yiiksek olan Early raya’nin kok dokusunda
kontrole kiyasla yiiksek Cr konsantrasyonlari (200-1000 uM) uygulanan bitki koklerinde
RBOH’nin anlatiminda gozlenen artis oldukg¢a yiiksektir. Bu artig, Early raya bitkisinin
krom stresine uyum saglamasinda RBOH geninin yiiksek ekspresyonu ile agiklanabilir.
RBOH geninin yiiksek ekspresyonu, bitkinin krom stresine kars1 adaptasyon yetenegini

destekleyen bir mekanizma olarak degerlendirilir.

5.6.2. Fe-SOD (FSD-Demir Siiperoksit Dismutaz)

Antioksidan sistemler arasinda yer alan SOD, siiperoksit radikallerinin etkili bir
sekilde ortadan kaldirilmasiyla ROS detoksifikasyonunda kritik bir rol oynamaktadir.
SOD’lar (Siiperoksit dismutazlar), O:*~ radikalinin H20:. ve O:’ye dismutasyonunu
katalize eden ve OHe, peroksinitrat (ONOO") ile hipoklorit (ClO~) gibi zararli reaktif
oksijen tiirlerinin (ROS) olusum zincirlerini engelleyen kritik Oneme sahip
metaloproteinlerdir (Saibi ve Brini, 2018). Bitkilerin oksidatif strese karsi ilk savunma
mekanizmasini olusturarak O~ ve H,O- gibi iki Haber-Weiss reaksiyonu substratinin
miktarint dogrudan diizenlerler (Sharma ve ark., 2012). Bitkilerde, SOD’lar aktif
merkezlerinde bulunan metal kofaktdrlerine gore bakir ve ¢inko (Cu-ZnSOD), demir (Fe-
SOD) ve mangan (Mn-SOD) olarak smiflandirilabilir (Su ve ark., 2021). Yapilan bir

calismada, Aliiminyum-toleransli cv. Vandana bitkilerinin hem koklerinde hem de
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stirgiinlerinde Fe-SOD aktivitesinin belirgin bir sekilde bulundugu ve Aliminyum-hassas
¢esidinde tamamen yok oldugu rapor edilmistir (Bhoomika ve ark., 2013). Ayrica, Al-
toleransli cv. Vandana bitkilerinde artan Al konsantrasyonu ve uygulama siiresiyle Fe-
SOD aktivitesinde 6nemli ve kademeli bir artis gézlemlenmistir. Bu durum, Fe-SOD’nin
bu ¢esitte Al toleransinda kritik bir rol oynadigimi gostermektedir. Ancak, Onceki
calismalar Fe-SOD’nin piring ve diger tek ¢enekli bitkilerde bulunmadigimni
gostermektedir. Fe-SOD’nin Al-toleransli gesitte tespit edilmesi, Al-kaynakli oksidatif
strese karst koruma saglamasi agisindan biliyiik 6nem tasimaktadir. Transgenik tiitiin
bitkilerinde Fe-SOD’nin asir1 iretilmesinin, Mn-SOD’nin asir1 iiretilmesine kiyasla
oksidatif strese daha fazla tolerans sagladigi bildirilmistir (Allen, 1995). Panda ve
Matsumoto (2010), bezelye (Pisum sativum L.) koklerinde Al uygulamasinin artan
konsantrasyonu ve siiresi altinda Fe-SOD geninin oldukg¢a 6nemli ve kademeli bir sekilde
arttigin1 ve ifadesindeki kat artisinin koklerde siirgiinlerden ¢ok daha fazla oldugunu
bildirmistir.

Mevcut ¢alismada, Fe-SOD geninin anlatimi, Cr-akiimiilator bitki Early raya’da
kontrol drnekleriyle kiyaslandiginda Cr-uygulanan bitkilerin koklerinde belirgin bir artis
gdstermistir. Iki hafta (15 giin) boyunca Cr uygulanan Early raya bitkilerinde énemli
sonuglar elde edilmis olup, en yiiksek gen anlatiminin 1000 uM Cr uygulamasinda oldugu
belirlenmistir. Cr-dislayici bitki Sindh raya’da ise Fe-SOD geninin anlatimda herhangi
bir degisim gbézlenmemistir (Sekil 4.12). Bu sonuglar, 6nceki yapilan ¢aligmalarla benzer
sonuglar gostermistir. Elimizdeki bilgilere gore, Fe-SOD aktivitesi ile Cr toleransi
arasindaki iliskiyi, 6zellikle koklerde, gosteren herhangi bir rapor bulunmamaktadir. Bu
calismada, Fe-SOD enziminin O%7yi etkili bir sekilde uzaklastirmadaki potansiyel
roliinii, Cr toksisitesi ve toleransi baglaminda, 6zellikle Cr-akiimiilator ve Cr-diglayici
bitkilerin koklerindeki aktivitesi tizerinden ele aldik. Cr-akiimiilator bitki Early raya’da
Fe-SOD’nin tolerans mekanizmasindaki kilit rolii ve Cr-dislayici bitki Sindh raya’da Fe-
SOD’nin aktivitesinin neden bulunmadigr sorusu merak konusudur. Soyle ki, Fe-
SOD’nin eksikligi muhtemelen yiiksek H2O: seviyelerine bagldir; ¢iinkii, Fe-SOD,
H202’ye karsi duyarlidir. Dolayistyla, H2O2 nin etkin bir sekilde uzaklastiriimasi da
hiicrenin Cr stresine tolerans gostermesi igin kritik bir gereksinimdir; ¢iinkii H20»
birikimi, SOD aktivitesini engelleyebilir. Ayrica, H2O2’nin birikimi fotosentezi bozarak
ve NAD(P)H-bagimli oksidazi aktive ederek ROS iiretimini arttirabilir. Bu nedenle,
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H202’nin giderilmesine katilan enzimlerin Cr toleransindaki rolii g6z ardi edilemez.

5.6.3. APX (Askorbat Peroksidaz)

APX, bir¢ok yliksek bitkide tespit edilmis olup, bu enzimin ¢ok genli yapis1 ortaya
konmustur. Sitozol, kloroplast stromasi ve tilakoitlerde ¢esitli APX izozimleri
gozlemlenmistir. Bu izozimler, elektron vericisi olarak askorbik asit (AsA) kullanarak
H-0:’yi uzaklastirir ve bitki hiicrelerini HO-’nin potansiyel yikici etkilerine kars1 korur.
(Celi ve ark., 2023). APX, Foyer-Halliwell-Asada Yolagindaki kilit enzimlerden biri
olarak kabul edilir. Askorbik asidin yoklugunda APX’ler kararsizdir ve askorbik asidin
konsantrasyonu 20 pM’nin altina diistiiglinde hizla aktivitesini kaybederler. Benzer
sekilde, Fe metali de APX’in aktivitesi i¢in gereklidir (Anjum ve ark., 2016). APX’in
bitkilerde farkli alt hiicresel yerlerde bulundugu bildirilmistir; Ornegin, sitozol,
mitokondri, kloroplast ve membran baglh organeller, 6rnegin peroksizomlarda. Askorbat
enzimleri genellikle kloroplastlarda, ayrica diger hiicresel organellerde ve sitoplazmada
lokalize olup, oksidatif stresle miicadelede 6nemli bir rol oynarlar.

Yapilan bir ¢alismada, su stimbiiliinde artan APX (askorbat peroksidaz) aktivitesi,
Pb metal iyonlarmin neden oldugu artan aktif oksijen tiirlerine (AOS) kars1 bir adaptif
mekanizmas1 olarak degerlendirilmektedir. Yaprak ve kok dokularinda, Pb
konsantrasyonunun 1000 mg/L’ye kadar artmasiyla APX aktivitesi 6nemli oOl¢iide
artmistir. APX aktivitesi ile agir1 ROS arasindaki pozitif korelasyon, H2Oz igeriginin etkili
bir sekilde uzaklastirilmasina ve Pb stresi altinda bitkilerin oksidatif hasara karsi
korunmasina baglanabilir (Malar ve ark., 2016). Bu calismada gozlemlenen sonuglara
benzer sekilde, bitkilerde agir metallerin maruziyeti sonras1t APX aktivitesinde artis,
Piotrowska ve ark. (2009) ile Li ve ark. (2013) tarafindan bildirilmistir. Diger bir
calismada, neredeyse tim OsAPX genlerinin transkript seviyelerinin 20 ppm Al
uygulamasindan 8 saat sonra 6nemli 6l¢iide arttigini gézlemlemistir (Rosa ve ark., 2010).
Fasulye bitkilerinde, APX’in bitkilerin yapraklarinda mRNA seviyelerinde Fe asirt
yiiklenmesine yanit olarak indiiklendigini bulmustur (Pekker ve ark. ,2002).

Mevcut ¢aligmada, APX geninin anlatimi, Cr-akiimiilator bitki Early raya’da kontrol
ornekleriyle kiyaslandiginda Cr-uygulanan bitkilerin koklerinde belirgin bir artis
gostermistir. Iki hafta (15 giin) boyunca Cr uygulanan Early raya bitkilerinde énemli
sonuglar elde edilmis olup, en yiiksek gen anlatiminin 1000 uM Cr uygulamasinda oldugu
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belirlenmistir (Sekil 4.13). Cr-dislayic1 bitki Sindh raya’da kontrol Ornegi ile
karsilastirildiginda en yiiksek seviyede APX geninin anlatim1 1000 uM Cr uygulamasinda
gozlenmistir (Sekil 4.12). Cr-dislayici bitki Sindh raya’da RBOH ve Fe-SOD kiyasla en

fazla artis gosteren gen APX olarak belirlenmistir.

Sonuc¢

Bu calismada, farkli Cr biriktirme kapasitesine sahip iki B. juncea varyetesinde Cr-
yanitta miRNA aracili diizenleyici aglarin 6nemli rol oynadigi gosterilmistir. Bu yeni
bulgular, diisiikk Cr biriktirme 6zelliginin genetik mekanizmalarina iliskin yeni bakis
acilar1 saglayabilir ve B. juncea’nin diisiik Cr-biriktiren varyetelerinin molekiiler destekli
tarama ve 1slah caligsmalarinin gelistirilmesine katkida bulunabilir. Sonug¢larimizin, Cr
birikimi ve tasinmasinin molekiiler mekanizmalarina yeni bir bakis agis1 saglayacagi ve
B. juncea’da Cr fitoremediasyonu i¢in molekiiler destekli tarama veya islah ¢aligmalarina

faydali olacag1 beklenmektedir.
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