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OZET

Kadmiyum (Cd) maruziyetinin, Phaseolus vulgaris (L.) (Fasulye) ve Cicer arietinum

(Nohut) Tiirlerinin stres genleri Uzerine Etkisinin Degerlendirilmesi

Bu ¢alismanin amaci oksidatif stres sonucu iiretilen ve bitki acisinda oldukga tehlikeli oldugu
diisiiniilen hiicresel hidrojen peroksit (H202) konsantrasyonun bitkinin antioksidan
mekanizmasinda genlerin ekspresyonu baslamasina olan etkisini ortaya koymaktir. Bu
dogrultuda, hidroponik ortamda yetistirilen Cicer arietinum (Nohut) ve Phaseolus vulgaris
(L.) (Fasiilye) bitki koklerine oksidatif stresi harekete ge¢irmek i¢in farkli siire ve
konsantrasyonlarda kadmiyum (Cd) metali uygulanmistir. Uygulama sonucu meydana gelen
oksidatif stres birincil gostergesi olan lipit peroksidasyon sonucu olusan malondialdehit
(MDA), H202 miktarlar1 Olglilmiistiir. Daha sonra antioksidan savuma sisteminde onemli
gorevleri olan, metallothionein (MT2), Cu/Zn siiper oksit dismutaz (Cu/Zn-SOD), Glutatyon
rediiktaz (GR1), Katalaz (CAT) ve Gultatyon-S- transferaz (GST) enzimlerinin mRNA
ekspresyon diizeyleri incelenmistir. Her iki bitki tlirlinde Cd maruziyetine bagl olarak MDA
ve H>O» konsantrasyonlarinda oldukga kararli bir artis oldugu tespit edilmistir. Stres genleri
ekspresyonlarina bakildiginda nohut bitkisinde stres genleri MT2 12 saatlik Cd uygulamasinda
yiiksek ifade diizeylerine sahipken, GR1 ve Cu/Zn-SOD genlerinin ifade seviyeleri kinetigi 24
saatlik uygulamaya kadar artig gosterdigi ve 48 saatlik uygulamada mRNA seviyelerinde
azalma meydana geldigi tespit edilmistir. CAT enzimi ise 12 saatlik maruziyette ekspresyon
seviyesinde bir artis goriilmezken 24 saatlik ve 48 saatlik Cd maruziyetinde eksprese olmaya
devam ettigi tespit edilmistir.

Fasulye bitkisindeki stres genleri ekspresyonuna bakildiginda, Cu-Zn/SOD ve MT2
ekspresyonu 24 saatlik maruziyette artarken 48 saatlik maruziyette azalmistir. GST gen
ekspresyonu oksidatif stresin baslangi¢ diizeyinde olduk¢a yiiksek eksprese edilirken
maruziyet siiresi arttikga ekspresyon seviyesinde diisiis tespit edilmistir. CAT geni
ekspresyonunda 12 ve 48 saatlik uygulamada bir degisim tespit edilemezken 24 saatlik
konsantrasyonda bir azalma tespit edilmistir. Calisma sonucunda stres alakali genlerin
ekspresyonu sinyalizasyon mekanizmasinda hiicrenin  oksidatif durumu ve H:0>
konsantrasyonu ile alakali olabilecegi, belli bir konsantrasyona kadar stres enzimi genlerin
ekspresyonunu arttirabilecegi, daha yiiksek H20, konsantrasyonun gen ekspresyon
seviyelerinde azalmaya neden olabilecegi ilk kez bu ¢alisma ile tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Oksidatif sinyalizasyon, Reaktif oksijen tiirleri, Gen ekspresyonu



ABSTRACT

Assessment of the effect of cadmium (Cd) exposure on stress genes of Phaseolus vulgaris
(L.) (Bean) and Cicer arietinum (Chickpea) Species

The aim of this study is to demonstrate the effect of the cellular hydrogen peroxide (H202)
concentration, which is thought to be oxidative stress-end-produced and highly dangerous to
plant, to induce the expression of genes in the antioxidant mechanism of the plant. In this
direction, cadmium (Cd) metal was applied at different durations and concentrations to trigger
oxidative stress in Cicer arietinum (Chickpea) and Phaseolus vulgaris (L.) plant roots grown
in hydroponic media. The amount of malondialdehyde (MDA), H202, which is the primary
indicator of oxidative stress, was determined. Subsequently, enzymes such as metallothionein
(MT2), Cu / Zn superoxide dismutase (Cu / Zn-SOD), Glutathione reductase (GR1), Catalase
(CAT) and Glutathione-S- transferase (GST) enzymes, which have important roles in the
antioxidant defense system, have been examined. The mRNA expression levels of important
antioxidant defense system enzymes such as metallothionein (MT2), Cu / Zn superoxide
dismutase (Cu / Zn-SOD), glutathione reductase (GR1), catalase (CAT) and Glutathione-S-
transferase (GST) have been examined. It has been determined that there is a fairly steady
increase in MDA and H202 concentrations due to Cd exposure in both plant species. In
C.arrinetium, MT2 stress genes had a high level of expression at the 12-hour application; the
kinetics of expression levels of GR1 and Cu-Zn/SOD genes increased until 24 hours of
application and there was a decrease in mMRNA levels in 48 hours of application. It has been
observed that CAT continues to be expressed after 24-hours and 48-hours of Cd exposure. In
P.vulgaris the Cu-Zn/SOD and MT expressions increased at 24-hour exposure, they decreased
at 48-hour exposure. The GST gene is highly expressed at the beginning level of the oxidative
stress, while a decrease in the level of expression was detected as the exposure time increased.
Statistically significant i was detected in CAT gene expression at 12 hour application,
however, a decrease in expression level was detected in the 24 and 48-hour application. As a
result of this study, it was found that the expression of stress-related genes can be related to
the oxidative status of the cell and the H202 concentration in the mechanism of signalization,
it may up-regulate the expression of the stress genes until a certain concentration degree,
while a higher concentration of H202 may down-regulate the gene expressions.

Keywords: Oxidative signaling, Reactive oxygen species, Gene expression



1. GIRIS

Bitkiler sessil yasamlart geregi dogada birgok olumsuz kosullarla bas etmek zorundadir. Bu
olumsuz kosullar biyotik ve abiyotik stresler olarak iki ana gruba ayrilir. Ozellikle sicaklik,
kuraklik, tuzluluk gibi abiyotik stresler bitkilerin en ¢ok maruz kaldigi streslerin basinda
gelmektedir. Bitkilerde oldukg¢a yikici etkiye neden olan bu stresler geri doniisiimsiiz
fizyolojik ve morfolojik degisimlere sebep olmaktadir. Ayrica bu abiyotik stresler sonucu
tarim irlinlerinde beklenen verim ile elde edilen verim arasinda oldukca biiyiik farklar
meydana gelmekte ve ekonomik olarak ciddi kayiplara sebep olmaktadir (Boyer 1982). O
yiizden en sik karsilasilan abiyotik kosullarin tarimsal {iriinlerde meydana getirdigi fizyolojik
ve morfolojik etkiler ve bu etkilerle basa ¢ikma yollar1 olduk¢a genis bir sekilde
calisilmaktadir (Jain and Chattopadhyay 2010; Arefian and Malekzadeh Shafaroudi 2015).
Kuraklik, tuzluluk ve sicakligin yaninda en ¢ok bilenen bir diger abiyotik stres faktori de agir
metal stresidir. Evsel atiklar, endiistriyel atiklar ve zirai faaliyetler sonucu yogun giibre
kullanim1 yer alt1 sularina ve zirai alanlara oldukg¢a yiiksek konsantrasyonlarda agir metal
yiikklenmesine sebep olmaktadir. Bunun sonucunda bitkilerdeki agir metal stresi
metabolizmaya zarar vererek, iyon dengesini bozarak hiicre gegirgenligini etkileyerek bitki
biiylimesini ve iirtin miktarin1 sinirlandirmaktadir (Schiitzendiibel and Polle 2002; Dalvi and
Bhalerao 2013).

Bitkilerin metallere maruz birakilmasi sonucunda ortaya c¢ikan etkiler fayda zarar iligkisi
cercevesinde gerekli metaller ve gereksiz metaller olmak {izere iki farkli sinifta kategorize
edilir. Bakir (Cu), demir (Fe), nikel (Ni) ve ¢inko (Zn) gibi temel mikro besinler, bitkinin
metabolizmasi igin kritik olan 1500'den fazla proteinde kofaktor olarak islev goriir. Ornegin,
Cu, fotosentez ve mitokondriyal solunum i¢in dnemlidir; Zn igeren enzimler, transkripsiyon
ve translasyonda 6nemli diizenleyicidir. Bu nedenle, bu 6nemli metallerin ¢ok diisiik veya
yiiksek seviyeleri bitki biiylimesini ve gelisimini olumsuz sekilde etkilemektedir. Bununla
birlikte, Cd, Pb ve Hg gibi gerekli olmayan metallerin diisiik konsantrasyonlar bile, bitkilerde
biyokimyasal ve fizyolojik siiregleri bozar ve bitki verimliligini diisiiriir (Cuypers et al. 2016).
Kadmiyum, oldukga zehirli olan dogada en sik rastlanan agir metallerin basinda gelmektedir.
Antropojenik ve zirai faaliyetler sonucu ciddi ¢evre kirliligine sebep olan Cd suda yiiksek
¢Oziinlirliige sahip olmasi nedeniyle de bitki i¢in esansiyel olmamasina ragmen bitkiler
tarafindan akiimle edilebilmektedir. Bitkiler tarafindan akiimle edilen kadmiyum dolayl
yollarla besin zincirine girerek insanlar ve canli organizmalar iizerinden oldukga yikici etkiler
meydana getirebilmektedir. Kadmiyum, bitkilerde sinyallesme reseptorlerini bloke etme,
membran gegcirgenligini bozarak ATP sentezini etkileme ve en dnemlisi bitki i¢in oldukca
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tehlikeli olan oksidatif stresin meydana gelmesini ve reaktif oksijen liretimini tetiklemek gibi
etkilere neden olmaktadir (Chen et al. 2003; Souguir et al. 2013).

Bitkiler dogada sessil olduklari i¢in bu streslerle basa ¢ikmak i¢in ¢evrelerinde meydana gelen
degisime uyum saglayip bilyiimek i¢in farkli stratejiler gelistirmislerdi. Molekiiler diizeyde bu
stratejiler gen ekspresyonu, regulesyonu ve transkripsiyonun yeniden diizenlenmesi, mRNA
modifikasyonu ve stres proteinlerinin sentezlenmesi olarak ortaya ¢ikmistir. Stres altindaki
bitkilerde stres i¢in 6zel diizenlemeler ile transkripsiyonlarini degistirir ve bunun sonucu
olarak bitkilerin enzim-protein ¢esitliligi artar(Qin et al. 2008; Karimi and Mohsenzadeh
2017).

Abiyotik strese maruz kalan bitki hiicrelerinde, hiicredeki yikima bagli olarak reaktif oksijen
tiirlerinin meydana gelmesi ve oldukca ciddi zararla vermesi kaginilmaz bir sondur. Reaktif
oksijen tiirlerinden (ROT) en ¢ok bilinenleri singlet oksijen (O27) gibi oksijen radikali ve
hidrojen peroksit (H20) gibi radikal olmayan bilesiklerdir. Bitkiler, ROT'un zararl etkilerini
gidermek i¢in antioksidan olarak bir dizi enzim bulundururlar. Tiim enzimler, farkli ROT'lart
scavenge icin koordineli olarak c¢alisirlar. Bu enzimler genis olarak iki smifta
siiflandirilabilir: (1) ROT ile dogrudan reaksiyona giren ve seviyelerini diisliren enzimler
(SOD, CAT ve POX) ve (2) antioksidan oksitlenmis formlar1 iireten enzimler - askorbat
peroksidaz ve glutatyon rediiktaz (APX, GR) gibi (Kumar and Ganeshkhind 2017). Cu/Zn-
SOD o&karyotik ve bakteriyel hiicrelerin sitoplazmasinda 32 kDa yapida olan siiper oksit (O%)
molekiiliinii H2O2 ve Oz ye doniistiiren homodimerik bir proteindir (Hart et al. 1999). Tipik
katalaz (CAT) reaksiyonu iki H2O2 molekiiliiniin suya ve Oz'ye dontismesidir (Mhamdi et al.
2010). Glutatyon S-transferazlar (GST), oksidatif olarak {iretilen bilesiklerin indirgenmis
glutatyona konjugasyonunu katalize eder ve metabolizmadan uzaklastirilmasini kolaylastirir
(Dalton et al. 2009). Metallotionin Siilfiir igeren kalintilar1 sayesinde metallerin
detoksifikasyonunda oldukg¢a 6nemli bir goreve sahiptir (Souguir et al. 2013).

Uzun yillar boyunca bilim adamlari1 ROT tiirlerinin ¢ok tehlikeli oldugu ve hiicreye ¢ok biiytik
zararlar verdigi konusunda fikir birliginde olmus ve genellikle ¢aligmalarini stres sonucu
meydana gelen ROT tiirlerinin hiicre iizerindeki yikict etkilerini ve ROT ile miicadele eden
antioksidan enzim aktiviteleri iizerinde yogunlastirmislardir (Duman and Ozturk 2010; Stolfa
et al. 2015, 2016) Son zamanlarda ROT un bitkilerde sinyal yollarinda 6nemli bir role sahip
oldugu, biotik ve abiyotik streslere cevaplari harekete gegiren 6nemli bir komponent oldugu
ve bitki metabolizmasinda ve programli hiicre O6limlerinde etki oldugu bilim adamlari
tarafindan vurgulanmaktadir (Romero-puertas et al. 2004; Del Rio Luis Alfonso and Puppo
2009; Mittler 2017). Son yillarda ortaya atilan “oksidatif sinyalizasyon” tanimlamasina gére



onemli bir reaktif oksijen radikali olan H2O> nin tahmin edildigi kadar zararli olmadig1 hatta
bazi gen ekspresyonlarinin baslamasi 6nemli bir ¢ok sinyal yolaklarinin agilip kapanmasinda
i¢in oldukga gerekli oldugu vurgulanmistir (Romero-puertas et al. 2004; Del Rio Luis Alfonso
and Puppo 2009). Bitkiler kullandiklart O2'nin yaklasik % 1'ini ROT sentezinde kullanilir.
Bunlara siiperoksit anyon, hidrojen peroksit, hidroksil radikali ve singlet oksijen vb. dahildir.
ROT aerobik metabolizma {iriinleridir. (Halliwell 2006). Yiiksek reaktiflik, yarilanma 6mrii ve
lipitlerde ¢6ziiniirlikkleri nedeniyle diger sinyal molekiillerinden ayirt edilirler (Autreaux and
Toledano 2007). Bitki hiicresinde, ROT {iretim konsantrasyonuna bagli olarak bunlar zararl
ve ayn1 zamanda avantajli molekiiller olarak kabul edilir. Diislik veya orta konsantrasyonda,
ROT, bitkilerde sayisiz hiicresel tepkilere miidahale eden hiicre i¢i sinyal mekanizmasinda
ikinci haberciler olarak calisir, yiiksek konsantrasyonda oksidatif hasara neden olabilmektedir

(Vanderauwera et al. 2009) (Sekil 1).

Environmental
stress

‘ Growth
Scavenging _I : Development
mechanisms ROS l::>8|gnal ':> Cell death

‘High levels (A)biotic stress response

Oxidative
cell injury

Sekil 1. ROT aktivitesinin iki etki mekanizmasi

Bu ¢alismada; oldukca zengin protein icerigine sahip olduklarindan dolayr diinyada en fazla
tarimsal tiretimi yapilan bitki tiirleri olan nohut (Cicer arrinetium) ve fasulye (Phaseolus
vulgaris) tiirleri, oldukg¢a tehlikeli ve zehirli agir metallerin basinda gelen Cd maruziyetine
vermis oldugu cevaplar molekiiler diizeyde incelenmistir. Hiicrenin oksidatif durumu tespit
etmek igin lipit peroksidasyon ve H20, konsantrasyonlari tespit edilmistir. Ozellikle
antioksidan stres enzimleri mRNA’s1 ekspresyonunda meydana gelen degisiklikler ve hiicresel

H>0:> konsantrasyonu ile olan iliskisi bu iki bitkide ilk kez tespit edilmeye ¢alisilmigtir



2.  Materyal-Metod

2.1. Bitki materyali ve yetistirme kosullar:

Cicer arrinetium ve Phaselious vulgaris tohumlar1 25 derece nemli perlit i¢inde kokleri ve ilk
yapraklar1 ¢ikana kadar ¢imlendirme islemine tabi tutulmustur. Daha sonra igerisinde 40 ml
Sigma Hoagland’s No. 2 Basal Salt Mixture ¢ozeltisi bulunan 400 ml beherler iginde
hidroponik ortamda koklerin uzamasi saglanmistir. Kok uzunluklart 10-15 cm (14 giin)
olduktan sonra beherlere konsantrasyonlar sirastyla 50, 100 ve 200 uM olacak sekilde CdCl»
eklenmistir. 12, 24 ve 48 saatlik siireler ile Cd’ya maruz birakilmistir. Yetistirme ¢emberinde
1sik/karanlik fotoperyodu 16:8 olarak ayarlanmig. Biitiin uygulamalar 3’er tekrar olarak
yapilmustir.

2.2. Lipit Peroksidasyonunun Belirlenmesi (MDA Analizi)

Bitkide stres etkisini gostermek ve gen ifadesi diizeyleriyle karsilastirmak amaciyla
malondialdehit (MDA) analizi ile lipit peroksidasyonu belirlenmistir (Hodges et al. 1999).
Malondialdehit (MDA) Analizi

1- 100 mg yaprak 6rnegi %80’lik 1 ml alkol ile homojenize edilir. 3000 g de +4 °C’de 10 dk
santrifiij edilir.

2- Santriflij sonrasi elde edilen siipernatant ikiye boliiniir;

a) 1 hacim alinir + 1 hacim %?20’lik TCA (trichloroaceticacid) + 1 hacim %0,01’lik BHT
(butylated hydroxytoluene) eklenir. (-TBA)

b). 1 hacim alinir + 1 hacim %0,65 TBA (2-thiobarbituric acid) igeren %20’lik TCA + 1
hacim %0,01’lik BHT eklenir. (+TBA)

3- a ve b seklinde ayrilmis ve yukaridaki sekilde hazirlanmis olan tiipler 95 °C’de 25 dk
inkiibasyon sonrasi ani bir sekilde sogutma amaciyla buza alinir.

4- Soguyan 6rnek 3000 g’de 10 dk santrifiij edilir ve siipernatant alinir.

5- Birinci asamada 532-600 nm’de, ikinci asamada ise 532-600-440 nm’de Oolgiiliir.
Spektrofotometrede okunan degerler ile yiizde MDA seviyelerinin hesaplanmasinda asagidaki
formiller kullanilmistir.

ABS=Absorbans

MDA=Malondialdehit

1- ((ABS 532+TBA)-(ABS 600+TBA)-(ABS 532-TBA)-(ABS 600-TBA)= A

2- ((ABS 440+TBA)-(ABS 600+TBA)x0,0971=B

3- nmol MDA/mI= (A-B/157000)x10°



2.3.  H20:2konsantrasyonun belirlenmesi

Hiicresel H2O> determinasyonu i¢in Junglee ve ark. Kullandiklar1 yontem modifiye edilerek
kullanilmistir (Junglee et al. 2014). Kok dokulart (500 mg) %0.1 (w/v) lik 5 ml trichloracetic
acid (TAC) ile +4 derecede homojenize edilmis ve 12.000 rpm de 15 dakika santrifiij
edilmistir. Ayr1 bir tiipe stipernetandan 0.5 ml alinmis lizerine 0.5 ml 10 mM potassium
phosphate buffer (pH 7.0) eklenmis daha sora 1 M potassium idodide (Iml) eklenmistir.
Absorbans 280 nm de quartz kiivet ile Olclilmiis ve Juglee ve ark.’in gradual H2O>
konsantrasyonlar1 kullanarak hesapladiklar1 standart egri denklemine gore hiicredeki H20>
konsantrasyonu tespit edilmistir (Junglee et al. 2014).

2.4. RNA izolasyonu ve cDNA sentezi

Total RNA izolasyonu Thermo GeneJET Plant RNA Purification Kit kullanilarak iireticinin
kullanim klavuzundaki yonergelerine gore yapildi. Donovix marka mikro hacim
spektrofotometresi kullanilarak 260/280 ve 230/260 nanometredeki absorbans degerleri
Olciilerek RNA yogunluklar: tespit edildi ve cDNA sentezinde kullanildi. First strand cDNA
sentezi icin ise RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit kullanildi.

2.5. Kantitatif gercek zamanh PCR analizi

Gergek zamanli real time analizi Bioneer Exicycler Tm 96 fast cihazi kullanilarak
gerceklestirildi. Real time amplifikasyonu i¢in AccuPower® DualStar™ qPCR PreMix
kullanildi. Bu premixin hazirlanmasi i¢in 1 pl forward primer, 1l reverse primer, 5 pl cDNA
ve 13 ul DEPC-water eklenerek son hacim 20 pl olarak ayarlanmistir. Kontrol primer olarak
house-keeping gen actin kullanilmistir. Primer dizileri Nohut i¢in Tablo 1 de Fasulye i¢in

Tablo 2 de verilmistir.



Tablo 1. Nohut bitkisi i¢in kullanilan primerlerin baz dizisi

Gen Primer Sekans(5” —3”) PRC Gene Bank
Cifti iirtin erisim
boyu numarasi
Metallothionein- | MT2 F ATGTCTTGCTGTGGTGGT | 240 GQ900702
MT2 R AAC
TCATTTGCAGGTGCAAGG
GTTG
Superoxidedismut | Cu- TAACTTCAGTCAGGAGGG | 276 AJ012739.1
a ZnSOD F | AG
Cu- GGAGTTTGGTCCAGTGAG
ZnSODR | A
Catalase CatF TGCCCGCAGATGGATAGA | 161 AJ131046.1
CatR GGTTGGCGAGGACCTTAA
CT
Glutathione GR1F GTTGGTCTTAGTGAGGAA | 161 KF276973
reductase GR1R CAGG
CTTGCCGCCCAGATATTG
TA
Actin_3 Actin F TGTCTTGAGTGGTGGTTCT | 202 XM_00449353
Actin R AC 5.1
CTTGCCGCCCAGATATTG
TA
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Tablo 2. Fasulye bitkisi i¢in kullanilan primerlerin baz1 dizisi

Gen Primer sekans (5° — 3°) Referans
cifti
Metallothionein MT2 F ACGGCTGCTCAGGCTGCAAG (Barrera-
gen MT2R ACAGGGGTCGCATTGGCAGT Figueroa et al.
2007)
Superoksid Cu- CAAGAGTCCCAATGCTGTGAACC | (Nanjareddy et
dismutaz ZnSOD F | CACTGCATCCCAGGAAACAAG al. 2016)
Cu-
ZnSOD R
Katalaz CatF CACATCCAGGAGAATTGGAGG (Nanjareddy et
CatR CCAGCTTTGCTGATGAGGGTG al. 2016)
Glutatione S- | GSTF AGCTCTTCAAGGACACTGAGCCAA | (Oliveira et al.
transferase GSTR AGCCTTGGGGTTAAGAGGAG 2015)
Actin_11 Actin F TGCATACGTTGGTGATGAGG (Oliveira et al.
Actin R AGCCTTGGGGTTAAGAGGAG 2015)
2.6. Istatistiksel Analiz

Gergek zamanli kantitatif PCR sonuglar1 analizinde hedef genin kac kat eksprese oldgunu

tespit etmek igin Livak ve Schmittgen’in 2-4ACT formiilii kullanilmistir (Livak and Schmittgen

2001). Ayrica gruplar arasinda farkin tespiti i¢in tek yonlii varyans analizi ve post-hoc

(Duncan) testi uygulanmistir. Biitiin istatistiksel hesaplamalar SPSS 22 paket program ile

yapilmustir.
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3. Bulgular
3.1.  Lipit perokisidasyon (MDA)

Nohut ve fasulye de Cd akiimiilasyonun hiicre membranma verdigi zarar1 belirlemek ve
hiicrenin oksidatif durumunu tespit etmek igin MDA igerikleri hesaplanmistir. (Sekil 2).
Nohut bitkisinde Cd maruziyetinin MDA igerigine etkisi p<0.05 diizeyinde 6nemli oldugu
bulunmustur. Ayrica maruziyet siiresi arttikca da MDA igeriginde bir artisin oldugu
gozlemlenmistir. Yapilan post-Hoc analizinde ise 24 ve 48 saatlik 200 uM Cd konsantrasyonu
uygulamasinda MDA igeriginin diger konsantrasyondaki MDA miktarlarina gore istatiksel
olarak daha fazla oldugu tespit edilmistir. Buna ek olarak, en diisiik MDA aktivitesi de 12
saatlik kontrol, 50 ve 100 uM Cd maruziyetinde tespit edilmistir (Sekil 2-A).

Benzer sekilde fasulye bitkisinde de Cd konsantrasyonunun MDA igerigine etkisi p<0.05
diizeyinde 6nemli oldugu bulunmustur. Ayrica maruziyet siiresi arttikca da MDA igeriginde
bir artisin oldugu gézlemlenmistir. Yapilan post-Hoc analizinde ise biitlin konsantrasyonlarda
tespit edilen MDA akiimiilasyonu istatistiksel olarak birbirinden farkli oldugu, istatistiksel
olarak en yiiksek MDA miktar1 200 uM Cd uygulamasinda tespit edilmistir.
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Sekil 2. Farkli siire ve konsantrasyonlarda Cd maruz kalmis Nohut (A) ve Fasulye (B)
bitkilerinde MDA igerigi. Fakli harfler MDA konsantrasyonlar1 arasinda istatistiksel farki

gostermektedir.

3.2.  H202 konsantrasyonu

Nohut ve Fasulye bitkisi kok hiicrelerinde meydana gelen oksidatif stres sonucu olusan H20>
konsantrasyonlar1 Sekil 3 de verilmistir.

Nohut bitkisinde konsantrasyon ve siireye bagl olarak H,O, konsantrasyonunda dogrusal bir
artis gozlenmis, istatistiksel olarak en yiiksek H2O2 konsantrasyonuna 48 saat 50, 100 ve 200
uM’lik uygulamalarda rastlanmistir. 12 saatlik uygulamadaki biitiin Cd konsantrasyonlarinda
tespit edilen H20. miktar1 ile kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak bir fark
bulunmamistir. 24 saatlik Cd uygulamasinda meydana gelen H2O2 konsantrasyonlari
acisindan kendi aralarinda anlamli bir fark tespit edilemezken 12 saatlik uygulamadan
istatistiksel olarak farkli oldugu bulunmustur (p<0.05) (Sekil 3-A).

Fasulye de uygulama siiresi ve konsantrasyon arttikca H2O2 konsantrasyonlarinda kontrol
grubuna gore kararli bir artis oldugu tespit edilmistir. 12 saatlik uygulamada 100 ve 200 uM
Cd konsantrasyonlarinda meydana gelen H20. miktar1 arasinda istatiksel bir fark tespit
edilemezken en yiiksek H202 akiimiilasyonu 48 saat 200 uM lik uygulamada tespit
edilmistir.(p<0.05) (Sekil 3-B)
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Sekil 3. Nohut ve Fasiilye bitkisinde meydana gelen H202 konsantrasyonlari

3.3.  Antioksidan stres ile iligkili genlerin ifade diizeylerinin incelenmesi
3.3.1. Nohut Bitkisinde stres ile iliskili genlerin ifade diizeylerinde meydana gelen
degisikliler

Sucul ortamda yetistirilen nohut bitkisi koklerinin Cd maruziyetine vermis oldugu cevaplar
molekiiler olarak degerlendirildi. Oksidatif stres enzimleri olan MT, GR1, Zn/Cu-SOD ve
CAT genlerinin transkript seviyeleri gercek zamanli kantitatif PCR yontemi ile koklerden
izole edilen RNA kullanilarak tespit edilmistir. Ekspresyon seviyelerinde meydana gelen
degisim kontrol geni olarak aktin’in ekspresyonuna gore degerlendirilmistir.

Metallothionein geninin (MT2), ekspresyon seviyesinde meydana gelen degisiklige bakildigi
zaman 12 saat 100 pM ve 12 saat 200 pM hik Cd uygulamasinda aktinin ekspresyonundan
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yaklasik 4 kat fazla oldugu tespit edilmis ve istatiksel olarak anlamli oldugu bulunmustur.
Diger Cd konsantrasyonlarinda ise Metallothionein geni ekspresyon seviyesinde istatiksel
olarak anlamli bir degisim gozlemlenmemistir Sekil 4 (A).

GSH reductase (GR1) geni ekspresyonunda meydana gelen degisiklige bakildigi zaman 12
saatlik uygulamadaki Cd konsantrasyonlarinda ekspresyonda istatiksel olarak bir anlamli bir
artis meydana gelmezken 24 saatlik 100 ve 200 pM konsantrasyonda kontrol geni olan aktin
ekspresyonuna goére anlamli bir artis gozlemlenmistir. Daha sonra 48 saatlik uygulamadaki
GR1 ekspresyonunda ise 24 saatlik uygulama sonucu meydana gelen ekspresyona gore bir
azalma meydana geldigi gorilmiistiir. Bunlara ek olarak, 48 saatlik Cd uygulamalarindaki
ekspresyon diizeyinde anlamli bir azalma oldugu hatta 48 saat 200 uM uygulamadaki
ekspresyon seviyesinin 12 saatlik ekspresyonu ile ayni seviyeye indigi ve kontrol grubu ile
istatiksel olarak bir farkini olmadigi tespit edilmistir Sekil 4 (B).

Superoksid dismutaz (Cu-Zn SOD), geninin ekspresyon seviyesine bakildigi zaman 12 saatlik
50, 100 ve 200 uM Cd uygulamasi sonucu ekspresyon diizeyleri kontrol grubuna gore anlamli
bir sekilde artmustir. istatiksel olarak en fazla anlamli olan artis 24 saatlik 100 ve 200 uM Cd
uygulamasinda gerceklesmis, 48 saatlik uygulama sonucunda ise ekspresyon seviyesi azalarak
kontrol grubu ile ayn1 seviyeye gelmistir Sekil 4 (C).

Catalase (CAT) gen ekspresyonuna bakildigi zaman diger gen ekspresyonlarindan farkli
olarak 12 saatlik 50 ve 200 uM uygulamadaki Cd maruziyetinde ki ekspresyon seviyesinin
kontrol seviyesinden daha diisiik oldugu gozlemlenirken 24 saatlik uygulamadaki 100 ve 200
uM konsantrasyonlarda ekspresyon seviyesi dramatik bir sekilde artmistir. 48 saatlik
uygulamada Cd konsantrasyonlarinda ekspresyon seviyelerinde ise 24 saatlik uygulamaya
gore azalma tespit edilmis ancak diger gen ekspresyon seviyelerinde farkli olarak 12 saatlik

uygulamadaki ekspresyon seviyesinden istatiksel olarak farkli oldugu tespit edilmistir Sekil 4

(D).
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Sekil 4. Nohut Bitkisi stres alakali genlerin ekspresyon diizeylerinde meydana gelen degisiklikler
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3.3.1. Fasulye Bitkisinde stres ile iliskili genlerin ifade diizeylerinde meydana gelen
degisikliler
Metallationin gen ekspresyon seviyelerine bakildigi zaman 12 saatlik kadmiyum uygulamasi
sonucundaki gen ekspresyon seviyesi 200 uM lik uygulamada istatiksel olarak 6nemli bir artig
gostermistir. 24 saatlik uygulamaya bakildiginda ekspresyon seviyelerinin dramatik olarak
artis meydana geldigi tespit edilmis en yiiksek ekspresyon seviyesine de 200 uM lik
konsantrasyonda rastlanmistir. 48 saatlik uygulamada ise s4 saatlik uygulamadaki ekspresyon
seviyesine nazaran bir azalma meydana gelmis istatistiksel 200 pM’lik maruziyetteki
ekspresyon seviyesi 50 ve 100 uM’lik ekspresyon seviyesinden disiik oldugu tespit
edilmistir.(p <0.05) (Fig 3-A).
Gulutahione S-transferaz gen ekspresyonuna bakildiginda 12 saatlik 50 puM’lik uygulamada
kontrol geni olan Aktin’den yaklasik 6 kat daha fazla eksprese edilmistir ayni zamanda bu
ekspresyon seviyesi diger uygulama arasinda da en yiiksek diizeydir. 24 saatlik konsantrasyon
da ise istatistiksel olarak en yiliksek ekspresyon yine 50 uM lik seviyede gozlenmis ancak 12
saatlik uygulamadan daha diisiik seviyede eksprese edildigi tespit edilmistir. 48 saatlik
uygulama da ise konsantrasyonlar arasinda istatistiksel bir fark bulunamamistir (p<0.05)
(Sekil 3-B).
Cu/Zn Sod enzimi 12 saatlik Cd maruziyetinde ekspresyon seviyesi anlamli diizeyde artis
gostermemistir. 24 saatlik maruziyette ise istatistiksel olarak en yiiksek ekspresyon seviyesine
200 uM lik uygulamada rastlanmistir. 48 saatlik uygulamada ise ekspresyon seviyeleri 24
saatlik uygulamaya gore azalmis ancak istatistiksek olarak en yiiksek ekspresyon 100 uM’lik
uygulamada tespit edilmistir. 24 saatlik uygulamada kontrol geninden yaklasik 7 kat fazla
ekspresyonun gergeklestigi 200 pM’lik konsantrasyonda meydana gelen ekspresyon diizeyi 48
saatlik uygulamada istatistiksel olarak kontrol ile ayn1 diizeye inmistir (p<0.05) (Sekil 3-C).
Catalase geni diger stres geni ekspresyonlarindan oldukca farkli davranig sergilemistir. 12
saatlik uygulamadaki konsantrasyonlar arasinda ekspresyon acisindan istatistiksek bir fark
tespit edilemezken, diger stres genlerinin 6nemli diizeyde ekspresyon artist gosterdigi
konsantrasyonlarda CAT geni ekspresyonu kontrol geni ekspresyonundan daha diisiik diizeyde
gerceklesmistir. 48 saatlik uygulamada ise ekspresyon seviyesi 24 saatlik uygulamadaki
konsantrasyonlara gore artis gostermis olsa da 48 saatlik uygulamadaki konsantrasyonlar

arasinda istatiksel bir fark tespit edilememistir (P<0.05) (Sekil. 3-D).
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4. Tartisma

Bu arastirmada; 12,24 ve 48 saatlik siirelerde 50 uM, 100 uM ve 200 puM Cd stresi
uygulanmis nohut (Cicer arrinetium) ve fasulye (Phaseolus vulgaris) bitkisinde meydana
gelen oksidatif stresin gostergesi olan lipit peroksidasyon sonucu olusan MDA miktar1 analiz
edilmistir. Ayrica oksidatif stresin baglica lriinii olan baslica ROT biri olan H20:
konsantrasyonlar1 belirlenmistir. Antioksidan stres savunmasinda iliskili oldugu diisiiniilen
MT2, GR1, Cu-Zn SOD ve CAT genlerinin nohut kokiindeki mRNA seviyeleri belirlenmis
fasulye i¢in ise benzer genlerin ekspresyon diizeyleri incelenmis fakli olarak GR1 yerine GST
enziminin ekspresyon diizeylerinde meydana degisiklik agiklanmaya c¢alisilmistir. Bu yolla her
iki bitkide stres aninda meydana gelen ekspresyon seviyesindeki artma ve azalma kontrol gen
olan aktin ekspresyonu baz alinarak arastirilmis ve ekspresyondaki meydana gelen
degisiklikler ile H2O2 konsantrasyonu arasindaki iliski nohut ve fasulye bitkilerinde ilk kez
aciklanmaya ¢aligilmistir.

Oksidatif strese neden olan serbest radikaller hiicreyi olusturan tiim yapilarla reaksiyona
girebilirler ancak bu etkilesime en hassas yapilar lipitlerdir. Serbest oksijen radikallerinin
dokulara etkisi ile olusan, lipit peroksidasyonu esnasinda bir dizi reaksiyon sonucu meydana
gelen, oldukga reaktif olan metabolik {iriinlerden bir tanesi malondialdehit (MDA)’tir (Gawet
et al. 2004). MDA miktar1 reaktif oksijen tiirlerinin hiicre zarina vermis olduklari hasar
derecesini yansitabilir, ¢linkii lipit peroksidasyonunun son ayrigma triiniidiir. Ayrica birgok
degisik antioksidan enzim aktivitesi calismalarinda da oksidatif stresin meydana getirdigi
etkiyi gostermek i¢in ilk olarak MDA aktivitesi hesaplanmis ve artan stres kosullarina paralel
olarak hiicre zarindaki peroksidasyonun iiriinii olan MDA konsantrasyonlarinin arttigi tespit
edilmistir (Singh et al. 2006; Razinger et al. 2008; Duman et al. 2010). Bu ¢alismada da diger
calismalara paralel olarak her iki bitki tiirlinde de Cd maruziyetine bagli olarak biitiin

konsantrasyonlarda MDA konsantrasyonunda istikrarl bir artis oldugu gézlemlenmistir.

Metallotioninler diisiik molekiiler agirlikli, sistein agisindan zengin oldugu i¢in agir metallere
kars1 oldukca yliksek affiniteye sahip stres tepki proteinleridir (Kisa et al. 2017). Farklh
dokularda farkli gelisim evrelerinde ve agir metal stresleri altinda mRNA diizeylerini
belirlemek icin bircok gen ekspresyon caligmalarn yiiriitilmistir. MT gen ekspresyon
diizeyleri dokuya 6zgii veya gelisim evresi le baglantili olarak ayrica agir metal stresinin
yogunluguna gore ekspresyon diizeyleri de degismistir (Hossain et al. 2012). Ahn ve
arkadaglar1 Brassica napans bitkisini Fe agir metaline maruz birakmuslar farkli MT gene
ekspresyonlarint incelemislerdir. MT2 geni 3 saatlik uygulamada down regule oldugunu
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bulmuslardir (Ahn et al. 2012). Souguir ve ark. Vicia faba koklerine kadmiyum uygulamis
MT gen ekspresyonunda en yiiksek ekspresyon diizeyini 12 saatlik 200 uM konsantrasyonda
tespit etmis 24 ve 48 saatlik konsantrasyonda ekspresyon seviyesinin diistiigii bulmustur
(Souguir et al. 2013). Bizim ¢alismamiz da fasulye bitkisinde en yiiksek MT2 ekspresyonu 24
saatlik konsantrasyonlarda goriilirken bu ¢alismaya benzer sekilde 48 saatlik
konsantrasyonlarda ekspresyon seviyesi azalmistir. Bizim ¢aligmamizin sonucu Tombuloglu

ve ark. yapmis olduklari ¢alisma ile de paralellik gostermektedir.

Nohut bitkisi kokiinde Metallotionin ekspresyonu incelendiginde; daha onceki ¢aligmalarda
yiiksek konsantrasyonlardaki agir metallerin MT gen ekspresyonunu arttirdigi vurgulanmistir
(Goupil et al. 2009) Tamas et al. Yapmis olduklari calismalarinda arpa kokiinde Cd
maruziyetinin MT seviyesini arttirdigini bildirmistir (Tamés et al. 2008). Bu calismalarin
aksine Tombuloglu ve ark. Bor uyguladiklari domates bitkisinin koklerinde belli bir
konsantrasyona kadar Mt ekspresyonunda up-regulasyon goézlemlemis ancak metal
konsantrasyonu arttikca MT ekspresyonu down regulation oldugunu bildirmistir. Mevcut
caligmamiz da benzer sekilde 12 saatlik Cd maruziyetlerinde MT ekspresyon seviyesi artarken
uzun siireli maruziyet sonucu ekspresyon seviyesi azalmis daha sonra degismemistir. Bu
bulgular Sougir ve arkadaglarinin yapmis oldugu calisma ile paralellik gostermektedir
(Souguir et al. 2013).

Nohut bitkisi koklerinde GR1 ve Cu-Zn/SOD enziminde, 24 saatlik maruziyet soncuda
meydana gelen ekspresyon seviyesindeki artis Tombuloglu ve ark. Destekler niteliktedir
(Tombuloglu et al. 2012). GR1 ve Cu-Zn/Sod Enzimi ROT tiirlerinin detoksifiye edilmesinde
oldukga etki rol alan antioksidan enzimlerin basinda gelmektedir. Goupil ve ark. Yapmuis
olugu calismasinda domates bitki koklerinde arsenik uygulamis en yiiksek ekspresyon
seviyesini 160 uM arsenik uygulamasinda oldugu tespit ederken 640 puM uygulamadaki
ekspresyonu daha diisiik bulmustur. Ayrica Torres fasulye bitkisinin kuraklik stresine maruz
birakmis GR enzimi ekspresyon seviyesinin stres siiresi uzadik¢a diistiigiinii gézlemlemistir
(Torres-Franklin et al. 2008). Bizim c¢alismamiz bu calismalar1 destekler nitelikte Cd
maruziyeti uzadik¢a ve konsantrasyon arttik¢a ekspresyon seviyelerin de azalma meydana
gelmistir.

Cu/Zn SOD enzimi hiicre ¢ekirdegi ve sitoplazmasinda bulunur hiicreyi Reaktif oksijenin
yikicr etkisinde korumak igin onciil ilk hatta yer alir. Daha onceki ¢alismalarda da belirtildigi
abiyotik stres kosullarinda SOD enzim aktivitesi artmaktadir (Faralli et al. 2015). Ancak
Sougir yapmis oldugu calismada SOD ekspresyonun maruziyetin ilk 12 saatinde artmis

oldugunu diger konsantrasyonlarda azalma meydana geldigini bildirmistir (Souguir et al.
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2013). Bu calismaya benzer sekilde bizim bulgularimizda; SOD enzim aktivitesi en yiiksek
ekspresyonunu 24 saatlik uygulamada gerceklestirirken 48 saatlik uygulamada ekspresyon
seviyesi diigmiistiir.

Fasulye bitkisinde incelenen GST enzimi, hiicreye zarar verebilecek 6zellikte olan hidrofobik
ve elektrofilik kompenentlerin Gulutathione (GSH) ile baglanmasini saglar. GSH’a baglanan
komponentler ise hiicresel detoksifikasyon yollarina tabiidir (Daniel 1993). Biiyiime
faktorleri, patojenler, herbisitler, hormonlar ve hiicresel stres maddeleri gibi bir dizi faktor,
GST genlerinin sentezlenmesine neden olur. The signal by which electrophilic compounds
regulate GST gene espressivon is believed to be a pro-oxidant state in the cells probably
resulting from a reduced GSH content (Chen et al. 1996). Bu goriise paralel olarak bu
calismada; en yiiksek GST ekspresyon seviyesi 12 saatlik 50 puM’lik konsantrasyonda
bulunmus, 48 saatlik uygulamadaki konsantrasyonlar arasinda istatistiksel bir fark tespit
edilememistir. Ayrica bir reviev makalesinde H20: iiretimini inhibe edilidiginde, glutatyon S-
transferaz (GST) kodlayan genler tanimlandigini vurgulamaktadir (Apel and Hirt 2004). Bu
calismada da bu gorusu destekler nitelikte; H2O, akiimiilasyonun kontrol seviyesi ile ayni
oldugu 12 saat 50 uM lik uygulamada ekspresyon seviyesi olduke¢a yiiksek iken 48 saatlik

uygulamada konsantrasyonlar arasinda istatistiksel bir fark bulunamamistir

Antioksidan enzim ailesinde olan SOD, bitkilerde oksidatif strese karsi biiyiik bir 6neme sahip
savunma sistemidir ve hemen hemen tiim bitki tiirlerinin biitiin hiicresinde bulunur. Oksidatif
hasara karsi ilk savunma hatt1 olarak SOD, toksik Ogzradikallerinin H202 ve molekiiler
oksijene doniismesini veya katalize eder. Fasulye bitkisinde meydana gelen oksidatif stres
sonucu, Ozellikle Cu-Zn/SOD enziminde meydana 24 saatlik maruziyet soncuda gelen
ekspresyon seviyesindeki artis Tombuloglu ve ark. destekler niteliktedir (Tombuloglu et al.
2012). Goupil ve ark. Yapmis olugu ¢alismasinda domates bitki koklerinde arsenik uygulamis
en yiikksek SOD ekspresyon seviyesini 160 uM arsenik uygulamasinda oldugu tespit ederken
640 uM uygulamadaki ekspresyonu daha diisiik bulmustur (Goupil et al. 2009). Bizim
calismamiz da bu calismalar1 destekler nitelikte Cd maruziyeti uzadik¢a ve konsantrasyon
arttikca ekspresyon seviyelerin de azalma meydana gelmistir Daha 6nceki galigmalarda da
belirtildigi abiyotik stres kosullarinda SOD enzim aktivitesi artmaktadir (Faralli et al. 2015).
Ancak Sougir yapmis oldugu ¢alismada SOD ekspresyonun maruziyetin ilk 12 saatinde artmis
oldugunu diger konsantrasyonlarda azalma meydana geldigini bildirmistir (Souguir et al.
2013). Bu calismaya benzer sekilde bizim bulgularimizda; SOD enzim aktivitesi en yiiksek
ekspresyonunu 24 saatlik uygulamada gerceklestirirken 48 saatlik uygulamada ekspresyon

seviyesi diigmiistiir.
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Katalaz enzimi toksik olan H:O02> yi H2O ve O ye katalize ettigi icin H2O> nin
detoksifikasyonunda olduk¢a Onemlidir. Ayrica soydam-aydin ve ark. yapmis olduklari
caligmalarinda domates bitkisinde CAT enzim aktivitesini ve ekpresyonlarini incelemis enzim
aktivitesi artarken ekspresyon seviyesinde azalma oldugunu bildirmistir (Soydam Aydin et al.
2016). Benzer sckilde Saanen ve ark. Arabidopsis thaliana bitkisini uranyuma maruz birakmis
CAT ekspresyonun azaldigini sOylemistir. Faiislye bitkisini kullandigimiz calismamizda bu
caligmalara paralel sekilde 24 saatlik uygulamadaki konsantrasyonlarda CAT enzim
ekspresyonu kontrol genine gore diiserken diger uygulamalardaki CAT ekpresyonlari arasinda
istatistksel bir fark tespit edilememistir. Souguir ve ark. SOD, GR1 ve MT2 gibi antioksidan
alakali stres genlerinin ekspresyonlarimin azaldigi konsantrasyonlarda CAT enziminin
ekspresyonunun artarak devam ettigini bulmustur (Souguir et al. 2013). Bu ¢aligmanin aksine
bizim c¢alismamizda diger stres genlerinin ekpresyonunun anlamli artis gosterdigi
konsantrasyonda CAT enzim ekpresyonunun azalmis olmast H2O; nin indiikleyici etkisi
olarak yorumlanabilir.

Nohut bitkisi CAT gene ekspresyonuna bakildiginda diger diger enzimlerin ekspresyon
seviyeleri 48 saatlik konsantrasyonda kontrol seviyesine donerken CAT geninin donmedigi ve
ekspresyona devam ettigi tespit edilmistir. Benzer sekilde Vicia faba koklerine Cd uygulanan
CAT harig diger stres enzimleri ekspresyonu 12 saatlik uygulamada artip 24 ve 48 saatler de
azaldig1 tespit edilirken Cat geni ekspresyonunun 24 ve 48 saatlik uygulamada ayni diizeyde
oldugunu tespit etmislerdir (Souguir et al. 2013). Withania somnifera 7 giin boyunca bakir
(Cu) metaline maruz birakilmig CAT geni ekspresyon profili incelemistir. Cu stresi 20 ve 50
uM konsantraonlarda ekspresyon seviyesini kontrol grubuna goére arttirirken 100 ve 200
uM’lik konsantrasyonlarda ekpresyonun azalttigi tespit edilmistir. (Rout and Sahoo 2013).
Benzer sekilde bu calismada da CAT genin -caligmadaki diger stres genlerinden farkli olarak-
ekspresyon seviyesi azalmis ama exprese edilmeye devam edilmistir.

Del Rio reviev makalesinde biitiin maddeler zehirdir zehirle ilacin tek farki dozdur deyisine
vurgu yapmistir (Del Rio 2015). Son zamanlarda bitkiler tarafindan iiretilen Reaktif oksijen
tiirlerinin yikic etkilerinden ziyade bilim adamlar1t ROT un biiylime, gelisme, programli hiicre
olimii ve gevresel streslere karsi verilen cevaplar {lizerindeki etkilerini arastirmak {izerine
yogunlasmiglardir (Gill and Tuteja 2010; Baxter et al. 2014; Del Rio and Lopez-Huertas
2016). Ayrica del Rio ve Farnese Reaktif oksijen tiirlerinin hayati fonksiyonlarndaki
onemlerini vurgulayan reviev makale yayinlamiglaridir (Del Rio 2015; Farnese et al. 2016).
Nohut bitkisi acisindan bakildiginda ¢alismamizda da hiicreler aras1 H2O, konsantrasyonu

oksidatif stresin gostergesi olarak Cd maruziyetine uygulama siiresi boyunca artmaya devam
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etmistir. Bunun aksine stres enzimlerinden MT2 geni ekspresyonunda H202 konsatrayonu
artarken bir diisiis meydana gelmis, Grl ve Cu-Zn SOD ise gen ekspresyonuda 24 saatlik
uygulamada en yiiksek seviye ¢ikmis ancak h202 konsantrayonun en yiiksek seviyede oldugu
zamanlarda da ekspresyon seviyesi oluk¢a diismiistiir. Cat geni ise H202 konsatrasyonu artis
gosterirken expersyona devam etmistir. Vaderauwera yapmis oldugu caligmasinda ROT
konsantrasyonun belli bir seviyeye kadar hayat1 fonksiyonlarda sinyalizasyon gorevi yaparken
yilksek konsantrasyonarin oksidatif hiicre hasarina yok acacagini bildirmistir (Sekil 1.)
(Vanderauwera et al. 2009). Bizim bulgularimizdaki gen ekspresyonun 24 saatlik uyguladaki
artistan sonra meydana gelen azalma bu bulgulan destekler nitelikte olabilir. Ayrica Soydam-
aydin ve arkadaslar1 patlican bitkisine Cu ve Zn metalini uygulamislar da stres enzimlerinin
belli bir konsantrasyondan sonra ekspresyon seviyesinin azaldigini tespit etmislerdir (Soydam-
Aydin et al. 2015). Bizim g¢alismamiz da bu bulgular1 destekler niteliktedir. Souguir ve ark.
Vicia faba ile yapmis oldugu calismasinda bizim ¢alismamizdaki bulgulara benzer sonuglar
elde etmis ve meydana ekspresyon seviyesindeki azalmanin H202 konsantrasyonundaki artis
ile bir baglantis1 olabilecegini vurgulamislardir (Souguir et al. 2013).

Benzer sekilde fasulye bitkisine uygulanan mariziyet sonucunda oksidatif stresin Oonemli
sonuclarinda biri olarak H202 konsantrayonunda istiksrarli bir artis oldugu tespit edilmistir.
Hiicresel ROT iiretimi bir¢ok uyarana tepki olarak gerceklesir, bununla birlikte kuraklik,
tuzluluk, patojen saldirist gibi g¢evresel streslerden sonucu iiretilen ve temizlenen ROT
arasindaki denge muhafaza edilmelidir. Ayrica Son zamanlarda bitkiler tarafindan tretilen
Reaktif oksijen tiirlerinin yikici etkilerinden ziyade bilim adamlart ROT un biiylime, gelisme,
programli hiicre o6limii ve g¢evresel streslere karsi verilen cevaplar tlizerindeki etkilerini
arastirmak tizerine yogunlasmiglardir (Gill and Tuteja 2010; Baxter et al. 2014; Del Rio and
Lopez-Huertas 2016). Hiicrede sinyal molekiillerinin gerektiginde agtigi -gerektiginde
kapattig1 bir ¢ok farkli sinyalizasyon yolaklar1 vardir. Bu nedenle, sinyal molekiillerini
iiretimi, fonksiyonu yerine getirmek igin siki bir sekilde diizenlenmeli ve arzulanan miktarda
sentezlenmelidir, daha sonrasinda hiicrede amacina hizmet ettikten sonra kisa zamanda
ortadan kaldirilmas: gerekir. (Kumar et al. 2017). Ilgingtir, bitkiler tarafindan alman O2'nin%
2'sinin ROT diretimi i¢in kullanildigi tahmin edilmektedir (Bhattacharjee 2005). Etkin
antioksidan mekanizmasi, hiicrede ROT hissettiginde harekete gecirilir; bunlar tamamen
ROT'u etkili bir sinyal molekiilii yaparlar. Stres kosullari, redoks sinyaline doniistiiriilen
hiicresel dengesizligi indiikler, bu nedenle de spesifik cevaplari ¢oklu seviyelerde aktive eder.
(Scheibe ve Dietc 2012).
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Mevcut calismamizda MT geni ve SOD genleri ekspresyon seviyesi 24 saatlik
konsantrasyonda en yiiksek diizeyde tespit edilmis 48 saatlik konsantrasyonlarda ise disiis
gozlemlenmistir. Ote yandan H202 konsantrasyonlar1 kararli bir sekilde artis gostermislerdir.
H202 nin siirekli artig gostermesi ve 48 saatlik konsantrasyonda maksimum seviyedeyken
SOD ve MT2 ekspresyon diizeylerinin diismesi H2O2’nin sinyalisazyon molekiilii oldugunu
vurgulayan ¢aligsmalari destekler niteliktedir (Farnese et al. 2016).

GST enzim ekspresyonu oksidatif stresin bagladigr 12 saatlik konsantrasyonda maksimum
diizeye wulasmis diger konsantrasyonlarda azalma egilimi gosterirken 48 saatlik
konsantrasyonlardaki ekspresyonlar arasinda istatistiksel bir fark bulunamamistir. Bu
durumda da GST enziminin pre-oksidatif durumlarda daha aktif oldugu ve artan H.O>
konsantrasyonunun GST ekspresyonu i¢in baskilayict bir kompenent olabilecegini
gostermektedir (Khan 2017).

CAT enzimi acisindan bakildigi zaman daha once yapilmis olan bir ¢aligmada ekspresyon
diizeyleri ve aktivitesi arasinda anlamli bir iligki bulunamamistir (Soydam Aydin et al. 2016).
Bu c¢alismada da H202 nin ekspresyon diizeylerini arttirdigina dair bir kanit bulunamamis
ancak diger enzim ekpresyonlarinin arttigi konsantrasyon olan 24 saatlik uygulamalarda CAT
ekspresyon diizeyinin down-regiile etmis olmasi H202 nin sinyalizasyon da gorevli oldugu

konusunda bir ipucu olabilir.
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5. Sonug
Cd agir metaline maruz birakilan Phaselious vulgaris ve Cicer arrinetium bitkilerinde
oksidatif stres gostergesi olan MDA miktar1 ve H2O2 konsantrasyonlar1 kararli bir artis
gostermistir. Oksidatif stres alakali enzimlerin ekspresyonuna goz atildigi zaman, H2O», -orta
seviyede konsantrasyon olarak tanimlayabilecegimiz 24 saatlik konsantrasyonlarinda- MT,
Cu/Zn SOD ve nohut bitkisinde GR1 enzimlerin ekspresyonlarinin artmasina sebep olurken
ederken 48 saatlik uygulamada azalmasina neden oldugu sdylenebilir. Ayrica fasulye
bitkisinde GST enzimi diisiik konsantrasyondaki H2O ortaminda yiiksek diizeyde eksprese
edilirken, orta diizeydeki H20. konsantrasyonunda azalmis yiiksek diizeydeki H20>
konsantrasyonda ekspresyon seviyesi kontrol ile ayn1 diizeye inmistir. CAT enziminde orta
diizeydeki H202 konsantrasyonunda ekspresyon seviyesi azalmis edilmis diger
konsantrasyonlarda degismemistir. Fasulye ve nohut bitkilerine Cd maruziyeti sonucu stres
gen ekspreyon seviyelerinde meydana gelen degisiklik ilk kez bu ¢alisma da incelenmistir.
Yapilan calismada elde edilen bulgular daha sonra yapilacak olan bilim diinyas1 i¢in oldukca
yeni bir kavram olan “oksidatif sinyalizasyon” bashgi ile yapilacak caligmalara katki

saglayabilecektir.
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EKLER

Tablo 1. Mali Bilan¢o ve Aciklamalari

Makine

Sarf

Hizmet

Techizat Malzemesi Al TO_FI)_IE m,

Onaylanan 2870,00 21192,50 5850 29912
Kullanilan 2.870,00 20550,85 4572,30 27692,65
Kalan 0 941,65 1277,70 2219,35

32




