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FARKLI SURE VE KONSANTRASYONLARDA BAKIR AGIR METALINE
MARUZ BIRAKILAN NOHUT ( Cicer arietinum L. ) YAPRAKLARINDA
STRES-ALAKALI GENLERIN iFADE DUZEYLERININ INCELENMESI

(Yiiksek Lisans Tezi)
Nuriye OZTURK
NEVSEHIR HACI BEKTAS VELI UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU
Eyliil 2019
OZET

Bu ¢alismada, nohut (Cicer arietinum L.) bitkisi farkli siire (1, 3 ve 5 giin) ve
konsantrasyonlarda (0, 50, 100 ve 200 uM) bakir (Cu) agir metaline maruz birakilmistir.
Calisma sonucunda, bitkinin yaprak dokularindan oOrnekler alinarak reaktif oksijen
tirlerinden (ROT) biri olan hidrojen peroksit (H202) ve hiicrede oksidatif stresin
gostergesi olan malondialdehit (MDA) miktarlar1 tespit edilmistir. Ayrica hiicresel
antioksidan enzimlerden siiperoksit dismutaz (Cu-Zn/SOD) ve Kkatalaz (CAT)
enzimlerinin ve antioksidan Ozelligi tasiyan metallothionein (MT2) proteininin
ekspresyon seviyelerindeki degisim, house-keeping gen olarak segilmis aktin (ACT)

geninin ekspresyon seviyesine gore belirlenmistir.

Calismamizda, artan siire ve konsantrasyona bagli olarak MDA ve hiicresel H20>
konsantrasyonlarinda oldukga kararli bir artis oldugu tespit edilmisir. Cu-Zn/SOD, CAT
ve MT2 ifade seviyelerinin ise tiim siire ve konsantrasyonlarda kontrolden yiiksek
diizeyde ifade edildigi tespit edilmistir. Istatistiksel olarak en yiiksek Cu-Zn/SOD, CAT
ve MT2 ifade seviyelerine 5. giin 50 uM Cu uygulamasinda rastlanmistir. Buna ek
olarak, belli bir konsantrasyona kadar artis gosteren ekspresyon seviyelerinin uzayan
siire ve konsantrasyona bagli olarak bir azalma trendine girdigi belirlenmistir. 200 uM
Cu uygulamasindaki ekspresyon seviyelerinin, 50 ve 100 uM Cu uygulamalarindaki

ekspresyon seviyelerinden daha diisiik seviyede oldugu tespit edilmistir. Calisma
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sonucunda, ekspresyon seviyelerindeki degisimden Cu maruziyetine bagl olarak
meydana gelen oksidatif stres sonucu firetilen hiicresel H202’nin sorumlu oldugu
diistiniilmektedir. Hiicresel H20. belli bir konsantrasyona kadar ekspresyon seviyesini
yukart yonlii diizenlerken artan konsantrasyonlarda ekspresyon seviyesini baskilamig
olabilir.

Mevcut ¢calisma daha sonraki oksidatif sinyalizasyon ¢alismalarina 1s1k tutacaktir.

Anahtar kelimeler: Stres alakali genler, Nohut, Oksidatif stres, Ger¢ek zamanli PCR,
Oksidatif sinyalizasyon.

Tez Damisman: Dr. Ogr. Uye. Musa KAR

Sayfa Adeti: 69



INVESTIGATION OF EXPRESSION LEVELS OF STRESS-RELATED GENES
IN CHICKPEA (Cicer arietinum L.) LEAVES EXPOSED TO COPPER HEAVY
METAL IN DIFFERENT DURATION AND CONCENTRATIONS

(M. Sc. Thesis)
Nuriye OZTURK
NEVSEHIR HACI BEKTAS VELI UNIVERSITY
GRADUATE SCHOOL OF NATURAL AND APPLIED SCIENCE
September 2019
ABSTRACT

In this study, chickpea (Cicer arietinum L.) was exposed to copper (Cu) heavy
metal at different time (1, 3 and 5 days) and concentrations (0, 50, 100 and 200
MM). At the end of the study, the samples were taken from the leaf tissues of the
plant, hydrogen peroxide (H20), one of the reactive oxygen species (ROS) and
malondialdehyde (MDA), which is an indicator of oxidative stress in the cell,
were determined. In addition, the changes in the expression levels of superoxide
dismutase (Cu-Zn/SOD) and catalase (CAT) enzymes and the antioxidant
metallothionein (MT2) protein were determined according to the expression
level of actin (ACT) gene selected as house-keeping gene.

In our study, it was determined that there was a quite stable increase in MDA
and cellular H2O2 concentrations due to increasing time and concentration.
Expression levels of Cu-Zn / SOD, CAT and MT2 were found to be higher than
control levels at all times and concentrations. Statistically, the highest Cu-Zn /
SOD, CAT and MT2 expression levels were observed at 50 uM Cu application
on the 5th day. In addition, it was determined that expression levels that
increased to a certain concentration and so entered a decreasing trend depending
on prolonged time and concentration. It was determined that the expression
levels at 200 uM Cu application were lower than the expression levels at 50 and
100 uM Cu applications. As a result of this study, it is thought that the cellular
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H2>0. produced as a result of oxidative stress caused by Cu exposure is
responsible for the change in expression levels. Cellular H,O2 may up-regulate
the expression levels to a certain concentration while down-regulate the
expression level at increasing concentrations.

The present study will shed light on further oxidative signaling studies.

Keywords: Stress related genes, Chickpea, Oxidative stress, Real time PCR, Oxidative
signalization

Thesis Supervisor: Assit. Dr. Musa KAR

Page Number: 69
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1. BOLUM
GIRIS
Yemeklik tane baklagiller icerisinde yer alan nohut, Tiirkiye dahil diinyanin pek ¢ok
tilkesinde insan beslenmesinde bitkisel proteinin ana kaynagi olarak tiiketilen 6nemli bir
tarim Uriiniidiir [1]. Nohut, diger bitkisel {irinlere gore daha yiliksek miktarda protein,
vitamin, mineral ve daha diisiik miktarda yag igermektedir [2]. Kuraklik ve diisiik
sicakliga kars1 dayanikli olmasi, toprak bakimindan fazla segici olmamasi, Rhizobium
bakterileriyle havanin azotunu topraga baglamasi, nohut’un tarimsal agidan Onemli

ozelliklerinden bazilaridir [3].

Ulkemizde nohut bitkisinin anavatani olarak Giineydogu Anadolu bélgesi gosterilmekte
olup, bu bolgede yaklasik 7000-7500 yil oncesinde nohut yetistirildigi bilinmektedir.
Giiniimiizde ise Tiirkiye de dahil pek ¢ok iilkede nohut iiretimi yapilmaktadir [4].
Diinya nohut iiretiminde 2016 yili itibartyla Tiirkiye 5. sirada yer almakta olup
%3.75’lik bir paya sahip olurken, toplam diinya nohut iiretiminin % 65’ini ilk sirada yer

alan Hindistan karsilamaktadir [2].

Tarim arazilerinde bitkiler ¢ok ¢esitli biyotik ve abiyotik stres faktorleri ile baga ¢ikmak
zorundadir. Bu biyotik ve abiyotik stres sonucu tarim iriinlerinde beklenen verim ile
elde edilen verim arasinda olduk¢a biiylik farklar meydana gelmekte ve ekonomik
olarak ciddi kayiplara sebep olmaktadir. Biyotik stres grubunda patojenler, bocek
saldirilar1 gibi etmenler yer alirken; abiyotik stres grubunda ise kuraklik, tuzluluk,
soguk ve sicak degisimi, agir metal toksisitesi gibi stres faktorleri yer almaktadir [5].
Abiyotik bir faktdr olan agir metallerin ise son yillarda endiistriyel faaliyetlerin
gelismesine paralel olarak artan salinimi, ¢evre kirliliginin artmasina sebep olmaktadir.
Agir metallerin topraktaki yiiksek konsantrasyonlari, bitkilerde bazi olumsuzluklarin

goriilmesine neden olan agir metal stresine yol agmaktadir [6].

Agir metallerden biri olan bakir (Cu) metali, bitkiler i¢in esansiyel bir elementtir.
Bakirin  fotosentez, solunum, karbonhidrat pargalanmasi, azot kullanimi ve
depolanmasi, hiicre duvari metabolizmas: gibi fizyolojik olaylarda onemli bir rolii
vardir. Ayrica DNA ve RNA iretiminin kontroliiniin saglanmasinda da bakir oldukga
onemli bir metaldir. Bakir elementinin yiiksek konsantrasyonlari ise bitkiler i¢in toksik

etkiler olusturabilmektedir. Ortamda bakir fazlaligi doku hasari, koklerde bozulma ve
1



bitki renginde koyulagsma, membran gecirimliliginde bozulma sonucunda kok
hiicrelerinde iyon kaybi, DNA’nin hasar gérmesi sonucu fotosentez isleminin bozulmasi

gibi olumsuz etkilere sebep olmaktadir [7].

Stres faktorlerine baglh olarak bitkilerde reaktif oksijen tiirleri (ROT) ad1 verilen ve bitki
icin oldukga toksik olan radikal ve radikal olmayan kimyasal bilesikler aciga cikar.
Bilinen baslica ROT’lar; singlet oksijen (*O2), siiperoksit anyonu (O27), hidrojen
peroksit (H202) ve hidroksil radikali (OH") olup normal sartlarda hiicredeki diizeyleri
genellikle kontrol altinda tutulmaya calisilir [8]. Fakat agir metal, kuraklik, asir1 sicak
ve soguk gibi cesitli stres faktorleri genel olarak bitki dokularinda reaktif oksijen
tiirlerinin olusumunu hizlandirmakta ve bdylece de dokularda protein denaturasyonu,
lipid peroksidasyonu, DNA mutasyonlarini i¢ine alan oksidatif hasarlar meydana
gelmektedir [9]. Bitkiler bu negatif etkileri azaltma veya engelleme amaci tasiyan
antioksidan savunma sistemi adi verilen olduk¢a kompleks ve etkili bir savunma

mekanizmasina sahiptir [8].

Antioksidanlar, substratlarin oksidasyonunu Onleyen veya geciktiren ve diisiik
konsantrasyonlarda bulunan maddeler olarak tanimlanmaktadir. Enzimatik ve enzimatik
olmayan antioksidanlar olmak tizere iki gruba ayrilmaktadir [10]. Enzimatik olmayan
antioksidanlar; askorbik asit, karotenoidler, tokoferoller, glutatyon ve fenolik
bilesiklerdir. Enzimatik antioksidanlardan baslicalar1 ise, katalaz (CAT), siiperoksit
dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GPX), glutatyon rediiktaz (GR), glutatyon S-
transferaz (GST), askorbat peroksidaz (APX) ve glukoz 6-fosfat dehidrogenaz (G6PD)
olarak bilinmektedir [11].

Ayrica bitkilerin yapisinda antioksidanlar gibi fonksiyon goéren, metal baglayici
proteinler olarak bilinen metallothioneinler (MT’ler) bulunmaktadir. MT’ler disiik
molekiiler agirliga sahip, sistein aminoasidi bakimindan zengin proteinlerdir [12].
MT’lerin metal detoksifikasyonu, reaktif oksijen tiirlerini yok etme ve bitki gelisimine

katkida bulunma gibi rollerinin oldugu tespit edilmistir [13].

ROT’larin oksidatif hasara yol agmasinin yaninda, olusacak hasar1 engellemek i¢in
sinyal iletimi islevi gordiigii de ifade edilmistir [14,15]. ROT birikiminin hiicrelere
genellikle zarar vermesine karsin ROT’larin; abiyotik ve biyotik stres etmenleri

karsisinda tepki mekanizmalari olarak bilinen sistemik kazanilmis uyum (SAA) ve
2



sistemik kazanilmig direng (SAR) gibi bitkilerde uyum ve savunma yanitlarini
diizenleyen sinyal molekiilleri olarak diisiiniildiigii belirtilmistir [16]. ROT’lar arasinda
H2O2 molekiiliiniin, nispeten daha uzun yarilanma Omriine sahip olmasi ve hiicre
membranlarindan rahatlikla gegebilmesi gibi diger ROT’lardan farkli &zellikleri
sayesinde sinyal iletiminde rol oynayan 6nemli bir ROT oldugu ifade edilmektedir [14].
Cevresel stresler esnasinda, hiicre i¢i ve hiicreler aras1 H.O2 seviyeleri artmaktadir.
Yiiksek konsantrasyondaki H>O2’nin, tiyol igeren proteinlerle etkilesime girdigi; gen
ekspresyonu ve hiicre dongiisii siireglerini diizenleyen transkripsiyon faktorlerinin yani

sira farkli sinyal yollarini aktive ettigi ifade edilmektedir [17].

Yapilmis olan bu calismada farkl siire ve konsantrasyonlarda Cu agir metaline maruz
birakilmis nohut bitkisinin yaprak hiicrelerinde stres gostergesi olan MDA ve H»>O>
konsantrasyonlar1 tespit edilmistir. Ayrica stres alakali enzimler olan SOD ve CAT
enzimlerinin ve koruyucu bir protein yapisinda olan metallothionein proteininin mMRNA
transkripsiyon diizeylerinde meydana gelen degisiklikler de belirlenmistir. Bu ¢alisma
sonucunda stres alakali genlerin ekspresyonunun, Sinyalizasyon mekanizmasinda
hiicrenin oksidatif durumu ve H202 konsantrasyonu ile alakali olabilecegi, H2O2’nin
belli bir konsantrasyona kadar stres genlerinin ekspresyonunu yukari yonlii (up-regule)
diizenlerken (up-regule) daha yiiksek H20. konsantrasyonunun gen ekspresyonlarini

asag1 yonlii diizenleyebilecegi (down-regule) bulunmustur.



2. BOLUM
GENEL BILGILER
2.1. Nohut (Cicer arietinum L.)
2.1.1. Kokeni, tarihgesi ve cografi dagihisi

Nohut, Yakin Dogu'nun “Bereketli Hilal” denilen alanindan koken alan eski diinya
baklagillerinden biridir. Nohutun Avrupa ve Bati-Orta Asya’ya gecisi ise M.O. 5500
yillarinda olmustur. Giinlimiizde nohut tariminin; Hindistan Yarimadasi, Kuzey Afrika,
Orta Dogu, Giiney Avrupa, Amerika ve Avustralya’yr kapsayan kitalarda yapildig:
bilinmektedir. Kiiresel olarak nohut, baklagiller igerisinde kuru fasulye ve bezelyeden
sonra en dnemli {igiincii baklagil bitkisi olarak yetistirilmektedir. Onemli nohut iireten
iilkeler arasinda Hindistan, Pakistan, Tiirkiye, Avustralya, Myanmar, Etiyopya, Iran,
Meksika, Kanada ve ABD bulunmaktadir [18].

2.1.2. Smiflandirilmasi

Nohut (Cicer arietinum L.); Fabales takimi, Fabaceae (baklagiller) familyasi, Faboideae
alt familyas1 ve Cicer cinsine ait bir baklagil bitkisidir. Nohut cinsi, 9’u tek yillik ve
40’1 ¢ok yillik olan toplam 49 takson ile temsil edilmektedir [19-21]. Bitki ve dane
ozelliklerine gore kiiglik renkli daneli (microsperma ya da desi) ve kogbasi krem daneli
(macrosperma ya da kabuli) olmak ftizere iki tipe ayrilmaktadir [22]. Desi tipler mor,
mavi ve pembe c¢icek rengine sahip pigmentli bitkilerden olusurken kabuli tipler beyaz
cigekli ve pigmentsiz bitki yapisina sahip bitkilerden olusmaktadir [23]. Nohut

bitkisinin sistematik siniflandirilmasi tablo 2.1.”de sunulmustur [24].



Tablo 2.1. Nohutun siniflandirilmasi

Kingdom : Plantae

Subkingdom : Tracheobionta

Division : Magnoliophyta
Class . Magnoliopsida
Subclass  : Rosidae

Order . Fabales

Family . Fabaceae
Genus . Cicer

Species  : Cicer arietinum L.

2.1.3. Ekonomik 6nemi, Diinya ve Tiirkiye’de iiretimi

Nohut diinyada ekim alan1 ve liretim miktar1 agisindan bakildiginda, fasulyeden sonra
en fazla liretimi yapilan baklagiller arasinda yer alir. Diinyada nohut iiretiminde Asya,
Afrika ve Amerika iilkeleri 6n plandadir ve 2016 yil1 itibariyla Tiirkiye bu tilkeler
arasinda 5. sirada yer almakta olup 3.75°lik bir paya sahip olurken, toplam diinya nohut

tiretiminin % 65’ini ilk sirada yer alan Hindistan karsilamaktadir (Tablo 2.2.)[2].

Tablo 2.2. Diinya nohut iiretimi (ton)

Ulkeler 2012 2013 2014 2015 2016
Hindistan 7.700.000 8.832.500 9.530.000 7.330.000 7.818.984
Avustralya 673.371 813.300 629.400 555.400 874.593
Myanmar 517.100 562.200 570.700 571.500 559.390
Pakistan 284.304 751.223 399.030 379.192 517.107
Tiirkiye 518.000 506.000 450.000 460.000 455.000
Etiyopya 409.733 409.733 458.682 520.965 441.146
Rusya 73.796 91.124 111.300 110.000 319.908
Toplam 11.534.016 13.298.172 13.409.970 11.049.229 12.107.287

Ulkemizde nohut iiretim alani, 1961 yilinda 890 bin dekar olup, 1990 yilinda 8.8 milyon
dekara kadar ulasmis, 2016 yilinda ise 3.6 milyon dekara diismiistiir (Tablo 2.3.). TUIK
2018 yil1 verilerine gore 2007-2017 yillar1 arasinda nohut ekim alanlarinda % 21.51

oraninda azalma goriiliirken tiretimde ise % 7 oraninda azalma goriilmektedir[2].



Tablo 2.3. Tirkiye’de yillara gére nohut tiretimi

Yillar Ekim Alam (daa) Uretim (ton) Verim (kg/daa)
1961 890.000 90.000 101
1970 1.000.000 109.000 109
1980 2.400.000 275.000 115
1990 8.779.760 860.000 98
2000 6.222.140 548.000 88
2002 6.600.000 650.000 98
2003 6.300.000 600.000 95
2004 6.060.000 620.000 102
2005 5.578.000 600.000 108
2006 5.243.672 551.746 105
2007 5.036.745 505.366 100
2008 5.051.654 518.026 103
2009 4.559.344 562.564 123
2010 4.556.900 530.634 116
2011 4.464.129 487.477 109
2012 4.162.416 518.000 124
2013 4.235.570 506.000 119
2014 3.385.175 450.000 116
2015 3.593.042 460.000 128
2016 3.595.289 455.000 127
2017 3.953.099 470.000 119
2018 5.200.000 620.000 119

2.1.4. iklim ve toprak istekleri

Nohut, iklim istegi bakimindan mercimekten sonra kurakliga ve sicaga en fazla
dayanikli baklagil bitkisidir. Nohut tanelerinin optimum ¢imlenmesi i¢in ortalama 15°C
sicakliga ihtiya¢ duyulur. Sicaklik 26°C’nin tizerine ¢ikarsa ¢imlenme iizerine olumsuz
etkiler goriiliir. Nohut, -10°C’ye kadar sogukluga tahammiil edebilse de bunu asan
soguklarda don olaylarindan dolay1r olumsuz etkilenir. Fazla nemden hoslanmazlar.

Yagish mevsimlerde de bazi hastaliklardan dolay1 verimleri diisiik olur [25].

Nohut toprak istegi yoniinden son derece kanaatkar olup, her tiirlii toprakta

yetisebilmektedir. Suyu geciren, gilibrelenmis, yeteri kadar nem iceren topraklarda



saglikli bir sekilde yetisir. Fazla asitli topraklardan hoslanmazlar. Toprak pH’sinin 7.5
8.0 arasinda olmasini isterler. Vejetatif gelisme siiresince toprak sartlarina bagl olarak
sulama ya da hafif yagis isterler. Baklagiller igerisinde kirece ve tuza en fazla dayanikli
olan bitkidir. Toprak ¢esidi olarak kumlu-tinli topraklar nohutun yetismesi i¢in en ideal
olanidir. [25]

2.2. Bitkilerde Stres

Bitkilerde normal sistemin fonksiyonlarini inhibe etme egiliminde olan olumsuz etkiler
“stres” olarak adlandirilir [26]. Bir baska ifadeyle bitki tizerinde negatif etkileri olan dis
faktorler stres olarak tanimlanir. Stres gelisme ile iliskili olup bitkinin canli kalabilmesi,
iiriin verebilmesi, biyomas birikimi ve 6ziimleme ile iliski kurarak agiklanmasi gereken
bir kavramdir [8]. Stres faktorleri biyotik ve abiyotik olmak iizere iki gruba
ayrilmaktadir. Biyotik stres; diger organizmalarin zararli etkileriyle olusan stres olarak
ifade edilir ve mikroorganizmalarin (fungus, bakteri ve viriis) enfeksiyonu ve zararl
hayvanlarin saldirilar1 bu grupta incelenir. Abiyotik stres ise ¢evrenin fiziksel ve
kimyasal etkileriyle ortaya g¢ikan stres olarak tanimlanir ve su, sicaklik, radyasyon,
kimyasallar, manyetik ve elektriksel alanlar gibi ¢evre faktorleri bu grupta incelenir.
Tim bu stres faktorleri bitkiler igin birer tehdit olusturur, bitkilerin genetik
potansiyellerine ulagmalarina engel teskil eder ve ftriin verimliligini smurlar [27].
Bitkiler, hayvanlardan farkli olarak stres faktdriinden kaginma gibi bir secenege sahip
olmadiklart i¢in strese direkt maruz kalirlar. Bu direkt etki bliylime ve gelismeyi negatif

yonde etkiler ve bitki organlarinin canliligin1 yitirmesine neden olur [8].
2.2.1. Agir metal stresi

Yogunlugu 5 g/cm® ’ten daha yiiksek olan, yer kiirede genellikle karbonat, silikat ve
stilfiir halinde stabil bilesik olarak veya silikatlar i¢cinde bagli olarak bulunan, diisiik
konsantrasyonlarda bile toksik etki gosteren metaller “agir metaller” olarak
tanimlanmaktadir [28]. Agir metaller icerisinde de 20 element ekolojik agidan 6nemli
bulunmaktadir. Bunlar; demir (Fe), mangan (Mn), ¢inko (Zn), bakir (Cu), vanadyum
(V), molibden (Mo), kobalt (Co), nikel (Ni), krom (Cr), kursun (Pb), berilyum (Be),
kadmiyum (Cd), talyum (TI), antimon (Sb), selenyum (Se), kalay (Sn), giimiis (Ag),

arsenik (As), civa (Hg), aliiminyum (Al) metalleridir. Bunlarin bir kismi, bitki ve



hayvanlar i¢in mikrobesin ( Fe, Cu, Zn, Mn, Mo, Ni) maddesi olabilmekte, belli bir

smirt asmadigr siirece toksik etki olusturmamaktadirlar (Tablo 2.4.) [7].

Tablo 2.4. Onemli agir metallerin ekolojik siniflamasi

Element g/cm?® bzgiil agirhk Bitki ve hayvan icin Kirletici olup olmadig
gereklilik
Giimiis (Ag) 10.5 - K
Kadmiyum (Cd) 8.5 - K
Krom (Cr) 7.2 G K
Kobalt (Co) 8.9 G K
Bakir (Cu) 8.9 G K
Demir (Fe) 7.9 G K
Civa (Hg) 13.6 - K
Mangan (Mn) 7.4 G -
Kursun (Pb) 11.3 - K
Molibden (Mo) 10.2 G K
Nikel (Ni) 8.9 G K
Platin (Pt) 215 = -
Talyum (TI) 11.9 - K
Kalay (Sn) 7.3 - K
Uranyum (U) 19.1 G K
Vanadyum (V) 6.1 G K
Tungstem (W) 19.3 G K
Cinko (Zn) 7.1 G K
Zirkon (Zr) 6.5 - -
(G: Gerekli) (K: Kirletici)

Son yillarda tilkemizde sanayilesmenin hizlanmasi, niifustaki hizli artis ve her gegen
giin artan trafik yogunlugu gibi faktorler ¢evre kirliligi konusunun 6nemini son derece
hissettirmistir. Cevre kirliligine neden olan faktorler arasinda siiphesiz ki agir metallerin
de 6nemli bir yeri vardir ve bunlarin ¢evrede yaygin bir sekilde birikmesi; basta bitki,
hayvan ve insan olmak iizere her ¢esit organizmada boyutlar1 giderek artan bir tehlike
olusturmaktadir. Hava, su ve toprakta farkli oranlarda bulunabilen agir metallerden
bazilar1 bitkiler igin gerekli mikro besin elementlerinden olmasma ragmen, belirli
konsantrasyonlarin iizerinde toksik etkilere sahiptir. Bitkilerde stres olusumuna neden
olan yiiksek konsantrasyonlardaki bu agir metaller bitki biiyiime ve gelisimini 6nemli

derecede engellemektedir [29]. Agir metal toksisitesi, enzimlerin inaktif hale gelmesi,
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onemli metabolik molekiillerin fonksiyonlarinin durmasi, gerekli elementlerin yer
degistirmesi ve membran biitiinliigliniin bozulmas1 gibi bitkilerde hiicresel/molekiiler

diizeyde birgok siirecin degismesine neden olmaktadir [30].
2.2.2. Bakir metali stresi

Agir metallerden biri olan bakir, birka¢ elektron tagima enziminin bileseni olan ve
mitokondri ve kloroplastlarda redoks tepkimelerinin katalizlenmesinde rol oynayan,
bitkiler i¢in temel bir mikro besin maddesidir fakat bitkilerde optimum konsantrasyon
seviyesinin biraz iizerine ¢iktigi zaman toksisiteye neden olur. Bitki yapraklarinda
yiksek konsantrasyondaki bakir; fotosentetik ve solunum siireglerinde, enzim
aktivitesinde, DNA'da ve membran biitiinliigiinde birtakim degisikliklere neden olur ve

bu degisiklikler de biiyiimenin engellenmesine yol agar [31].

Bakir toksisitesinin énemli bir 6zelligi de oksidatif strese neden olmasidir. Bakirin
yiikksek konsantrasyonlari, biyolojik molekiillere (DNA, RNA, proteinler) ve
membranlara zarar verebilecek singlet oksijen (O27), hidrojen peroksit (H2O2) ve
hidroksil radikali (OH') gibi reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) olusumunu katalizleyebilir.
Bitkiler, ROT'u temizlemek ve zararli etkilerini hafifletmek i¢in koruyucu enzimatik ve
enzimatik olmayan mekanizmalar gelistirmistir. Katalaz (CAT), peroksidazlar (POX),
stiperoksit dismutaz (SOD) mekanizmalar1 enzimatik; glutatyon, askorbat ve

karotenoidler ise enzimatik olmayan mekanizmalar olarak koruma saglarlar [31].
2.3. Bitkilerde Reaktif Oksijen Tiirleri

Stres faktorleri karsisinda bitkiler, maruz kaldiklar1 olumsuz etkileri azaltan veya
engelleyen, makromolekiillerin ve iyonlarin homeostazisi, koruyucu molekiillerin
sentezi, reaktif oksijen tiirlerinin olusumu ve detoksifikasyon olmak flizere ii¢ grupta
toplanan molekiiler savunma mekanizmalarina sahiptirler [8]. Bu grupta yer alan reaktif
oksijen tiirleri de bitkilerde strese karsi olusturulan molekiiler cevaplar acisindan 6nemli

bir yer teskil etmektedir.

Ortaklanmamis elektron igeren atom, atom grubu veya molekiiller “serbest radikal”
olarak adlandirilmaktadir. Reaktif oksijen tiirleri (ROT) de, serbest radikallerin en

yaygin formu olan serbest oksijen radikalleri olarak bilinmektedir ve bitki hiicrelerinde



kloroplast, mitokondri, plazma membrani ve apoplastik alanlarda meydana gelmektedir
(Tablo 2.5.).

Hiicrelerde bilinen baslica ROT’lar; singlet oksijen (*O2), siiperoksit radikali (O2),
hidrojen peroksit (H202) ve hidroksil radikali (OH") ° dir ve hiicredeki seviyeleri
devamli olarak kontrol altinda tutulmaya ¢alisilir [8]. Fakat abiyotik ve biyotik kaynakli
stres faktorleri, hiicredeki ROT iiretiminin artmasina dolayisiyla da hiicredeki bu denge
halinin bozulmasina neden olmaktadir. ROT iretiminin stres kosullarinda artis
gostermesi, bitkilerde bitki biiylimesi inhibisyonu ve hiicre hasari gibi olumsuz
durumlara yol ag¢maktadir. Bu durum Dbitkilerde “oksidatif stres” olarak
tanimlanmaktadir. Fazla miktarda ROT {iretimi hiicreler i¢in bir tehdit olarak goriilse de
ROT’larin, strese karsi cevap olusturmada ve savunma yollarmin aktivasyonunda bir

sinyal molekiilii olarak islev gordiigii diistiniilmektedir (Sekil 2.1.) [31].

Cevresel stres Biiyiime

Temizleme — ——mm ROT mmmmp Sinyal == Gelisme
mekanizmasi
Oksidatif Hiicre 6liimii
hiicre hasar1 (A)biyotik stres cevaplari
Sekil 2.1. ROT un ¢ift yonlii etkisi [32]
Tablo 2.5. ROT’ un 6zellikleri ve reaktivitesi [33]
ROT Reaksiyon Uretim Yeri Temizleme Sistemi

Siiperoksit radikali (027)

Hidroksil radikali (OH")

Hidrojen peroksit(H20x2)

Singlet oksijen (*02)

Fe-S proteinleriyle
reaksiyona girer. H20-
ile degismez.

DNA, RNA, lipitler ve
proteinler dahil tim
biyomolekiiller ile son
derece reaktif

Sistein ve metiyonin
kalintilarina saldiran
proteinlerle, hem
proteinleriyle, DNA ile
reaksiyona girer.

Okside lipitler,
proteinler (Trp, His,
Tyr, Met ve Cys
kalintilar1) ve DNA’nin
Guanin kalintilar

Apoplast (RBOHS),
kloroplast, mitokondri,
peroksizomlar,
elektron tasima
zincirleri.

Fe ve H,0;
[Fenton reaksiyonu]

Peroksizomlar,
kloroplast, mitokondri,
sitozol, apoplast.

Membranlar,
kloroplast.

SOD, flavonoidler,
askorbat. ..

Flavonoidler, sekerler,
prolin, askorbat...

APX, CAT, GPX,
PER, PRX, Askorbat,
Glutatyon...

Karotenoidler ve . -
tokoferol.
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2.3.1. Singlet oksijen (*02)

Singlet oksijen; elektron tasima sisteminde son elektron alici olarak gorev yapan O2
molekiiliiniin, enerji alarak kendi doniis yoniiniin tersi yoniinde olan baska bir orbitale
yer degistirmesi sonucu olusmaktadir. Birgok biyolojik molekiil ile benzer kuantum

durumuna sahip olmasi onun kolaylikla reaksiyona girmesini saglar [8].
2.3.2. Siiperoksit radikali (O2")

O2 molekiiliine bir elektronun transfer edilmesiyle oksijenin indirgenmesi sonucu
stiperoksit radikali (O2” ) olusur ve indirgenmis ge¢is metallerinin otooksidasyonu da

stiperoksit radikalini olusturabilir [34].
O +e ——) (O,

Stiperoksit radikali oldukca reaktiftir ve lipitlerle birlikte diger biyokimyasal
bilesenlerin de oksidasyonuna neden olmaktadir. Bu radikalin; lipid peroksidasyonu,
hiicresel toksisite, membran hasar1 ve DNA’daki tek zincir kiriklariyla alakali oldugu

belirtilmektedir [35].
2.3.3. Hidrojen peroksit (H202)

Hidrojen peroksit, siiperoksit radikalinin gevresinde bulunan molekiillerden bir elektron
almas1 veya molekiiler oksijenin cevresindeki molekiillerden iki elektron almasi

neticesinde olusan peroksitin iki proton (H") ile birlesmesi sonucu olusmaktadir.
O +e + 2H* - HO;
O; +2e+ 2H* — H>02

Iki siiperoksit molekiiliiniin iki proton alarak hidrojen peroksit ve molekiiler oksijeni
olusturdugu “siiperoksitin dismutasyonu” olarak adlandirilan reaksiyon; biyolojik

sistemlerde hidrojen peroksitin asil tiretimi reaksiyonu olarak belirtilmektedir [34].
207" + 2H* ) H:0; + O2

Bu reaksiyonun dismutasyon reaksiyonu olarak bilinmesi; radikal olmayan iiriinlerin
meydana gelmesinden kaynaklanmaktadir. Bu reaksiyon ya kendiliginden gerceklesir ya
da siiperoksit dismutaz (SOD) enzimi tarafindan katalizlenir. Hidrojen peroksit serbest
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radikal olmayan bir reaktif oksijen tiiriidiir ve serbest radikal biyokimyasinda énemli bir
rolii vardir. Ciinkii Fe*? gibi gecis metallerinin varliginda “Fenton reaksiyonu” sonucu,
stiperoksit radikalinin (O2~ ) varliginda “Haber-Weiss reaksiyonu” sonucu hidroksil
radikalini (OH:) olusturur [34].

Fenton reaksiyonu : Fe*? + H0, e [c*3 + OH- + OH"

Haber - Weiss reaksiyonu : Oz~ + H20» ) (O, + H,O+ OH:
~
H+
2.3.4. Hidroksil radikali (OH")

En reaktif serbest oksijen radikali olan hidroksil radikali (OH: ) ise, H20 ile metal
katalizorlerin kullanildigi Haber-Weiss veya Fenton reaksiyonlari sonucu olusmaktadir.
OH: radikali, kolayca tiim biyolojik molekiiller ile reaksiyona girebilir ve fazla miktarda

tiretildiginde ise hiicrelerin 6liimiine sebep olur [36].
2.4. Bitkilerde Lipit Peroksidasyonu

ROT’un stres durumunda iiretiminin artmasi sonucu meydana gelen hasarlarin en
onemli sonuglarindan biri lipit peroksidasyonudur ve hiicrelerdeki zar fosfolipidlerinin
yiikseltgenerek peroksit tiirevlerine doniismesi seklinde tanimlanir. ROT, yag asitleri
basta olmak {izere karbonhidrat, protein ve niikleik asitler gibi gesitli molekiillerden bir
proton kopararak karbon merkezli organik alkil radikallerinin (R’), (RCOO'), (RO2) ve
(RO’) olusmasma ve lipit peroksidasyonu zincir reaksiyonlarmin baslamasina yol
agmaktadir ve bu reaksiyonlar sonucunda da hiicre yapi ve islevlerinde gesitli

bozukluklar meydana gelmektedir [29].

Lipit peroksidasyon zincirinin baslamasina fenton reaksiyonu sonucu olusan hidroksil
radikali (OH) sebep olabilmektedir. Peroksidasyon sonucunda ise lipit peroksitleri
(LOOH) olusmaktadir ve lipit peroksitleri yikildiginda da aldehitler olusmaktadir.
Aldehitler hiicre diizeyinde metabolize edilebilirler veya hiicrenin diger kisimlarina
hasar1 yayabilirler. Malondialdehit (MDA) olarak adlandirilan aldehit tiirii bilesik ise ti¢
veya daha fazla ¢ift bag igeren yag asitlerinin peroksidasyonu sonucu olugmaktadir ve
lipit peroksidasyonunun derecesiyle uyum gostermektedir. Bu yiizden biyolojik
materyallerde malondialdehit (MDA) 6l¢iilmesi lipit peroksit seviyelerinin gostergesi

olarak kullanilmaktadir [34].
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2.5. Bitkilerde Antioksidan Sistem

Bitkilerin agir metaller, yliksek sicakliklar, hava kirleticileri gibi olumsuz c¢evre
kosullarina maruz kalmasi, bitkilerde ROT iiretimini artirabilmektedir. Bitkileri bu
toksik oksijen ara tirtinlerinden (ROT) korumak i¢in bitki hiicreleri ve bitki hiicrelerinin
kloroplast, mitokondri, peroksizomlar gibi organellerinde antioksidan savunma
sistemleri  kullanilir [9]. Diisiik konsantrasyonlarda bulunan ve substratlarin
oksidasyonunu Onleyen veya geciktiren maddeler “antioksidanlar’  olarak
adlandirilmakta; enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlar olmak tizere iki gruba
ayrilmaktadir. Siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), askorbat peroksidaz (APX),
glutatyon peroksidaz (GPX), glutatyon rediiktaz (GR) ve glutatyon S-transferaz (GST)
enzimatik antioksidanlar grubunda yer alirken; tokoferoller (vitamin E), askorbik asit
(AsA), karotenoidler, glutatyon (GSH) ve fenolik bilesikler ise enzimatik olmayan

antioksidanlar grubunda yer almaktadir [37].
2.5.1. Enzimatik antioksidanlar
2.5.1.1. Siiperoksit dismutaz (SOD)

Siiperoksit dismutaz enzimi, siiperoksit radikalinin (O27) hidrojen peroksit’e (H202)
doniistiiriilmesinde gorev alan bir enzimdir ve bu enzimin aktif bolgelerinde yer alan
metal iyonlarina gore; bakir ve ¢inko igeren Cu-Zn/SOD, mangan igeren Mn/SOD,
demir iceren Fe/SOD olarak bilinen ti¢ ¢esidi vardir. Fe/SOD genelde bitkilerde
belirlenememesine karsin tespit edildikleri zaman bitkilerin kloroplast kisimlarinda,
Mn/SOD mitokondri ve peroksizomlarda, Cu/Zn-SOD ise kloroplast, sitoplazma ve

hiicrelerarasi boslukta bulunmaktadir [38].

Yapilan bir¢ok calismada, SOD gen ifade diizeylerindeki artislara bakilarak, bu enzimin
bitkilerin oksidatif stresle miicadelesinde ve hayatta kalmalarinda 6nemli bir role sahip

oldugu 6ne siirtilmiistiir.
2.5.1.2. Katalaz (CAT)

Katalaz (CAT), hidrojen peroksidi (H202) su (H20) ve molekiiler oksijene (Oz)
doniistiirmekte gorevli olan onemli bir enzimdir. CAT, stres durumunda hiicreleri

H202 nin zararh etkisinden korumaktadir [39].

13



CAT
2H;0; =) 2H,0 +0;
Katalaz, bitkilerde glioksizomlarda ve peroksizomlarda bulunur ancak peroksizomlarda
daha etkilidir. Bitkilerde katalaz; fotorespirasyon, ¢imlenen tohumlarda yag asitlerinin
[B-oksidasyonu, tuzluluk ve diger abiyotik stres kosullart durumunda H2O2‘nin ortamdan
uzaklastirlmasinda gorev almaktadir. H2O,, CAT tarafindan pargalanmadiginda
hidroksil radikalinin olusumu saglanmis olur ve bu radikal de hiicrede kalic1 zararlara

neden olabilmektedir [40].
2.5.1.3. Askorbat peroksidaz (APX)

APX enzimi, bitki kloroplastlarindaki askorbat-glutatyon dongiisiinde, H>O>’yi H2O’ya
dontistirmede gorevli olan anahtar bir enzimdir. Ayrica APX enzimi sitozol, mitokondri

ve peroksizomlarda ROT temizleme isleminde gérev almaktadir [41].
2.5.1.4. Glutatyon peroksidaz (GPX)

GPX, hidrojen peroksitin, organik hidroperoksitlerin ve lipit peroksitlerin glutatyon
tarafindan indirgenmesini katalizleyen ve hiicrelerin oksidatif hasara kars1 korunmasina

yardimet olan bir enzimdir [42].
2.5.1.5. Glutatyon rediiktaz (GR)

GR, bitkilerde birgok metabolik diizenleyici ve antioksidan siireglere katilan GSH’1in
indirgenmesini katalizleyen 6nemli bir enzimdir. GR, c¢ogunlukla kloroplastlarda

bulunsa da GR’nin kii¢iik bir miktar1 mitokondri ve sitozolde yer almaktadir [9].
2.5.1.6. Glutatyon S-transferaz (GST)

GST ’ler, elektrofilik ksenobiyotik substratlarin tripeptit glutatyon ile konjugasyonunu
katalize eden genis ve gesitli bir enzim grubudur. Bitki GST’lerinin, herbisit
detoksifikasyonunda, hormon homeostazinda, antosiyaninin vakuoler sekestrasyonunda,
tirozin  metabolizmasinda,  hidroksiperoksit  detoksifikasyonunda,  apoptozun
diizenlenmesinde ve bitkilerin biyotik ve abiyotik streslere verdigi tepkilerde gorev

yaptig1 bilinmektedir [9].
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2.5.2. Enzimatik olmayan antioksidanlar
2.5.2.1. Tokoferoller

Tokoferoller, sadece bitkiler ve diger fotosentetik mikroorganizmalar tarafindan
sentezlenen, antioksidan aktiviteleri olan lipitte ¢oziinen bilesiklerin 6nemli bir siifidir.
Tokoferollerin dort dogal tiirevi (o, B, ¥, 0) bulunmaktadir ve bu tlirevler arasinda o-
tokoferol, fotosentetik dokularda baskin olan formdur ve esas olarak plastidlerde yer
almaktadir. o—Tokoferol, reaktif oksijen tiirlerini ve lipit peroksit radikallerini
temizleme yetenegine sahiptir; boylece fotosentetik materyal oksijen toksisitesinden ve

lipit peroksidasyonundan korunmus olur [43].
2.5.2.2. Askorbik asit

Askorbik asit (AsA), bitkilerde bol miktarda bulunan bir metabolittir ve bitki stres
fizyolojisinin yani sira biiylime ve gelismede de dnemli bir role sahiptir. Ayrica ROT un
detoksifikasyonunda anahtar bir antioksidandir [44]. Bitkilerde stres durumunda yiiksek
konsantrasyona sahip askorbik asit, O~ ve OH radikallerinin ortamdan

uzaklastirilmasini saglar [8].
2.5.2.3. Karotenoidler

Karotenoidler bitkilerde ve mikroorganizmalarda bulunan pigmentlerdir. Yiiksek

konsantrasyondaki karotenoidler lipitleri peroksidatif hasardan koruyabilmektedir [45].
2.5.2.4. Glutatyon (GSH)

Glutatyon; sitozol, kloroplastlar, endoplazmik retikulum, vakuoller ve mitokondri gibi
hemen hemen hiicrenin tiim bdliimlerinde meydana gelen bir tripeptittir. GSH,
cogunlukla indirgenmis halde olusur ve en yiiksek konsantrasyonu kloroplastlardadir.
GSH'nin, ROT'u kontrol altinda tutan 6nemli bir antioksidan oldugu belirtilmistir.
Askorbat-glutatyon doéngiisiinde dehidroaskorbat’in (DHA) indirgenmesi i¢in GSH
kullanilir [45].

2.5.2.5. Fenolik bilesikler

Fenolik bilesikler; yenilebilir ve yenilebilir olmayan bitkilerin her ikisinde de yaygin

olarak bulunan, antioksidan aktivite dahil bir¢ok biyolojik etkilere sahip olan sekonder
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metabolitlerdir. Flavonoidler ve diger bitki fenoliklerinden olan fenolik asitler,
stilbenler, tanenler, lignanlar ve ligninler bitkilerin genellikle yapraklarinda, ¢igekli

dokularinda ve odunsu kisimlarinda yaygin olarak bulunmaktadir [46].
2.6. Metallothionein (MT)

Bitkiler yapilarinda artis gosteren metal konsantrasyonlarina uyum saglamak igin
birtakim mekanizmalar gelistirmistir. Bu mekanizmalardan biri olan metallothioneinler
de; metal toleransi saglamada ve esansiyel olmayan metallerin ve fazla miktardaki
esansiyel metallerin detoksifikasyonunda etkili olan metal baglayici proteinlerdir [13].
MT’ler, bitkilerdeki agir metallerle kompleks olusturarak, agir metalleri hiicre duvarlar

ve vakuol gibi metabolik yollardan uzak bolgelerde biriktirmektedir [47].

MT’ler sistein bakimindan zengin proteinlerdir ve sistein kalintilarinin diizenlenlenisine
gore li¢ smifa ayrilmaktadir. Sinif I MT’ler, 20 adet sistein kalintis1 igermekte ve
omurgalilarda yaygin olarak bulunmaktadir. Sinif II MT’leri Sinif I MT’lerden ayiran
ozellik ise peptit boyunca sistein dagilimlarindaki farktan kaynaklanmaktadir ve Sinif 11
MT’ler omurgasiz hayvanlarin yani sira bitki ve mantarlarda bulunmaktadir. Smif III
MT’ler de, metal baglayict peptitler olarak bilinen ve enzimatik olarak sentezlenen
fitoselatinlerdir (PC). PC’ler bir¢ok agir metal tarafindan etkinlestirilen fitoselatin
sentaz (PCS) enzimi ile indirgenmis glutatyondan (GSH) sentezlenmektedir. Yapilan
bircok c¢alismada, PC’lerin bitkilerdeki metal ve metalloid toleransinda 6nemli rol

oynadi@i saptanmistir [48].

Bitki MT’lerinin ¢ogu smf II MT’ler kapsamindadir ve sistein kalintilarinin
pozisyonuna gore dort tipe ayrilmaktadir. Cu homeostazisi ve toleransinda tip 1, tip 2 ve
tip 3 MT’lerin, Zn homeostazisinde ise tip 4 MT’lerin islev gordiigi belirtilmektedir.
Ayrica tip 1 MT genlerinin genellikle koklerde, tip 2 MT genlerinin ¢ogunlukla
yapraklarda, tip 3 MT genlerinin olgunlasan etli meyve ve yapraklarda, tip 4 MT

genlerinin ise gelisen tohumlarda ifade oldugu belirtilmektedir [48].
2.7. Literatiir Ozeti

Cicer arietinum L. (nohut) bitki koklerinin farkli siire ve konsantrasyonlarda
kadmiyum agir metaline maruz birakildigi bir ¢alismada; stres alakali gen ifade

diizeyleri ve bunlarin H2O2 konsantrasyonlariyla iliskisi incelenmistir. Bu inceleme
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sonucunda, MT2 gen ifadesinin diisiik H2O2 konsantrasyonlarinda artarken yiiksek H202
konsantrasyonlarinda azaldigi; GR1 ve SOD gen ifade diizeylerinin, orta H.O>
konsantrasyonlarinda artarken yiiksek H>O, konsantrasyonlarinda azaldigi; CAT gen

ifade diizeyinin ise orta ve yiiksek H2O: konsantrasyonlarinda arttig1 tespit edilmistir
[49].

Azevedo ve arkadaslari, iki sucul mantar olan Varicosporium elodeae ve Heliscus
submersus tirlerinde Cu ve Zn stresine karst antioksidan cevaplar {izerine
calismiglardir. Sonuglar, V. elodeae’nin H. submersus'a gore Cu ve Zn’nin toksik
etkilerine kars1 daha duyarli oldugunu gostermistir. Zn ve Cu'nun neden oldugu stresi
hafifletmede, CAT’in SOD’a gore daha biiyiikk bir role sahip oldugu belirlenmistir.
Ayrica kronik metal stresinin, glikoz-6-fosfat dehidrogenaz aktivitesini arttirarak pentoz

fosfat yoluyla NADPH iiretimini uyardigi tespit edilmistir [50].

Piring fidelerinde Cu toksisitesi iizerine g¢alisan Chen ve arkadaslari, koklere Cu
muamelesinin MDA igerigini ve SOD, APX, GR, POD enzim aktivitelerini arttirdigini
fakat CAT enzimi aktivitesinde bir degisiklige neden olmadigini gozlemlemislerdir.
Ayrica Cu metalinin, H202 seviyesinde ve hiicre duvari peroksidaz aktivitesinde bir

artisa neden oldugunu saptamiglardir [51].

Karimi ve Mohsenzadeh, Triticum aestivum (bugday) bitkisinde Cd stresine karsi
MAPK( Mitojen-aktive protein kinaz), Thioredoxin ve MnSOD (Manganez Siiperoksit
dismutaz) genlerinin ifade diizeylerini incelemislerdir. Sonugta, Thioredoxin ve MnSOD
gen ekspresyonlarinin kontrol 6rnegi ile karsilastirildiginda biiyiik bir artis gosterdigini
fakat MAPK gen ekspresyonunda 6nemli bir degisikligin olmadigini tespit etmislerdir
[52].

Souguir ve arkadaglari, Vicia faba (bakla) bitkisinde Cd maruziyeti sonucu Hsp 70.1,
MT2, GR1, Cu-Zn/SOD genlerinin ifade diizeylerini ve H20> birikimini incelemislerdir.
Gen ifade diizeylerinde 12 saatlik maruziyet siiresi sonunda artis, maruziyet siiresi
uzadiginda ise azalis gozlemlemislerdir. 12 saatlik maruziyet siiresi sonunda H20>
birikiminin ve 24 saatlik maruziyet siiresi sonunda da lipit peroksidasyonunun meydana
geldigi tespit edilmistir. Katalaz transkriptlerinin ise bitki koklerinde 24 saatte biriktigi

ve uygulama bitimine kadar yiiksek seviyede sentezlendigi saptanmistir [53].
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Brassica juncea (Hint hardali) bitkisinde Zn toksisitesi altinda antioksidan enzimler ve
bliylime iizerine ¢alisan Prasad ve arkadaslari; ¢inkonun diisiik konsantrasyonlarinda,
fidelerin  biliylimesinin  arttigin1  fakat yiiksek konsantrasyonlarinda fidelerin
biiylimesinde oOnemli bir azalma olmadigimi tespit etmislerdir. Yiiksek Zn
konsantrasyonunun; MDA igeriginde ve SOD, CAT, G-POD, APX, MDHAR, DHAR,
GR aktivitelerinde artisa neden oldugunu gozlemlemislerdir [54].

Khatun ve arkadaslari, Cu toksisitesi altinda yetistirilen Withania somnifera (Hint
ginsengi) bitkisinde antioksidan enzimler iizerine ¢alismislardir. Bitki yapraklarinda,
APX, MDHAR, DHAR, GST ve G-POD aktivitelerinde artig; SOD, CAT, GR ve GPX

aktivitelerinde ise belirgin bir azalma gozlemlemislerdir [55].

Cu toksisitesinde Prunus cerasifera (siis erigi) bitkisinde antioksidan enzimler {izerine
calisan Lombardi ve Sebastiani; CAT ve SOD aktivitesi diizeylerinde meydana gelen
degisimleri incelemislerdir. Bakir toksisitesine bagli stresin; toplam CAT ve SOD

aktivitesinde artisa neden oldugunu tespit etmislerdir [56].

Lagriffoul ve arkadaslari, Cd toksisitesi altinda Zea mays L. (musir) bitkisinde stres
alakali enzim aktiviteleri tizerine ¢alismislardir. Calisma sonucunda; POD aktivitesinin
bazi yapraklarda arttigi ancak koklerde artmadigi tespit edilmistir. Glukoz-6-fosfat
dehidrojenaz, izositrat dehidrojenaz ve malik enzim aktivitelerinin ise baz1 yapraklarda

azaldig1 belirtilmistir [57].

Goupil ve arkadaslari, As ve Cr maruziyeti altindaki domates bitkilerinde Hsp90-1,
MT2 ve GR1 protein genlerinin ifade diizeyleri lizerine ¢aligmislardir. Metal uygulamasi
sonucunda, domates bitkilerinde Hsp90-1 transkript birikimi gergeklestigi tespit
edilmistir. MT2 ve GR1 transkriptlerinin, As uygulanmis domates koklerinde biriktigi
fakat Cr uygulamasindan ¢ok az etkilendigi ifade edilmistir [58].

Duman ve Oztiirk, su teresi (Nasturtium officinale) bitkisinin kok ve yapraklarinda Ni
birikiminin bitkide SOD, CAT ve APX enzim aktiviteleri {izerine etkisini
incelemislerdir. Hem koklerde hem de yapraklarda, orta maruziyet kosullarinda, enzim

aktivitelerinde bir artig ve ardindan bir diisiis gézlendigi belirtilmistir [59].

Rout ve Sahoo, Cu stresi sirasinda antioksidan enzimlerin fonksiyonlarimi incelemek
icin, Withania somnifera L. bitkisinin yaprak ve kok orneklerinde; CAT (RsCat,
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Catalasel, Catl), SOD (SodCp, TaSOD1.2, MnSOD) ve POX (Peroksidaz, spal5,
Apx4) genlerinin ifade diizeylerini arastirmislardir. CAT (RsCat) ve SOD (MnSOD)
'dan sadece birer genin Cu fazlalig1 altinda yiiksek diizeyde gen ifadesi gosterdigini

fakat POX'tan hicbir genin yeterli diizeyde ifade gostermedigini belirtmislerdir [60].

Soydam-Aydin ve arkadaslari, patlican (Solanum melongena L.) bitkisinin Cu ve Zn
agir metal streslerine karst CAT ve APX enzim genlerinin rolleri {izerine ¢aligmislardir.
Sonugta, Cu ve Zn streslerinin patlicanlardaki CAT ve APX genlerinin mRNA
seviyelerini degistirdigini tespit etmislerdir. Ayrica her bir metal tiiriine maruz birakilan
patlican 6rneklerinde, CAT geninin APX genine gore daha yiiksek seviyede eksprese
edildigini ifade etmislerdir [61].

Domates bitkisinin Cu toksisitesine karsi toleransinda H.O2, MT, nitrik oksit (NO) ve
antioksidan enzimlerin rolleri iizerine bir arastirma yapan Wang ve arkadaslari; Cu
stresinin H2O2 birikimini arttirdigini tespit etmislerdir. Sodyum nitroprussid (SNP)
uygulamasinin ise CAT, POX, SOD ve APX antioksidan enzim aktivitelerinde artisa ve
yapraklarda H20. birikiminin azalmasma yol ag¢tig1 saptanmistir. NO uygulamasinin,
yapraklarda metalotiyonin transkripsiyonuna ve birikimine sebep oldugu belirtilmistir
[62].

Schiitzendiibel ve arkadaslari, boz kavak agaci (Populus canescens) koklerinin Cd
maruziyeti sonucunda enzim aktivelerinde meydana gelen degisiklikleri arastirmiglardir.
Cd maruziyeti, SOD, CAT, APX, MDAR, GR aktivitelerinin engellenmesine neden
olmustur fakat dehidroaskorbat (DAR) aktivitesi tizerinde daha az etki olusturmustur.
Glutatyon konsantrasyonlari azalmasina ragmen askorbat Cd'den etkilenmemistir.
H.O2'ye maruz kalma antioksidan enzimler iizerinde, Cd'nin etkisi altinda kalmaya
benzer bir etki olusturmustur fakat GSH birikimine ve askorbat kaybina neden
Olmustur. Calisma sonuglar1, hiicresel redoks kontroliiniin bozulmasinda Cd ve

H202’nin etkili oldugunu géstermistir [63].

Romero-Puertas ve arkadaslari, bezelye bitkisinin yapraklarinda Cd metalinin H20, ve
O2" iretimine etkisi iizerine calismislardir. 50 mM CdCly ile yetistirilen bezelye
bitkilerinin yapraklarinda H202 birikimi temel olarak; transfer plazma hiicrelerinde,
mezofil ve epidermal hiicrelerde ve ayrica demet kilif hiicrelerinin tonoplastinda

gozlenmistir. Mitokondri ve peroksizomlarda, mezofil hiicrelerinde kiigiikk bir H20;
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birikimi gozlenmistir. O, {iretiminin hiicre i¢i lokalizasyonu, demet kilif hiicrelerinin

tonoplastinda ve mezofil hiicrelerinin plazma zarinda tespit edilmistir [64].

Hsu ve Kao, CdCl> stresine maruz birakilan piring (Oryza sativa L.) fidelerinde 1s1 soku
kaynakli H2O, birikimi ve Cd toksisitesine karsi bitkinin korunmasi tizerine
calismuglardir. Cd stresi sonucu piring fidelerinin H2O2 ve malondialdehit igeriklerinde
artig goriilmiistiir. Is1 sokuna maruz kalan yapraklarda, maruziyetten bir saat sonra H20-
icerigi artnustir. Iki saatlik 1s1 soku uygulamasindan sonra, yapraklarda APX ve GR
aktiviteleri 1s1 soku uygulanmayanlara gére daha yiiksek seviyede gbzlenmistir. Is1 soku
olmayan kosullar altinda piring fidelerinin H20: ile 6n islemden gegirilmesi; APX, GR
ve CAT aktivitelerinde bir artisla sonuclanmistir ve sonraki Cd stresinden piring

fidelerini korudugu tespit edilmistir [65].

Kumar-Tewari ve arkadaslari, Cu stresine maruz birakilan dut bitkilerinde, O>~ ve
H>02’ye kars1 antioksidan tepkiler {izerine g¢alismislardir. Cu eksikligi olan bitkilerde,
H202 ve O ‘nin biriktigini gézlemlemislerdir. H2O2’nin, Cu eksikligi olan yapraklar
tizerindeki tiiylerin orta kisminda yiiksek oranda biriktigi tespit edilmistir. Hem Cu
eksikligi hem de Cu fazlaligi olan bitkilerde SOD, CAT, POD, APX ve GR
aktivitelerinin arttig1 belirtilmistir [66].
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3. BOLUM
MATERYAL VE YONTEMLER
3.1. Bitki Materyali ve Yetistirme Kosullar:

Nohut tohumlar1 25°C sicaklikta ¢imlendirme islemine tabi tutulmustur. Cimlenen
tohumlar, igerisinde 40 ml Hoagland ¢ozeltisi bulunan 400 ml’lik beherler igerisine
almarak, iklim ve gelistirme dolabinda hidroponik ortamda koklerin uzamasi
saglanmistir. 14 giinlik bir siire sonunda, kok uzunluklar1 10-15 cm kadar olduktan
sonra bitkilere stres uygulanmaya baslanmistir. Stres uygulamasi yapilacak bitkilerin
bulundugu beherlere sirasiyla 50, 100 ve 200 uM konsantrasyonlarda CuSO4
eklenmistir ve 1, 3 ve 5 giinlik siireler ile Cu metaline maruz birakilmigtir. Biitiin
uygulamalar 3 tekrarli olarak gergektestirilmistir. Isik/karanlik fotoperiyodu 16:8 olarak
ayarlanmigtir. Maruziyet iglemlerinin sonunda 6rneklerin yapraklari, sivi azot icerisinde,
havan ve havan kolu yardimiyla 6giitiilerek toz haline getirilmis, eppendorf tiiplere
konularak etiketleme islemi yapilmistir. Daha sonraki analizler igin -80 derece

buzdolabinda muhafaza edilmistir.

Hoagland ¢ozeltisinin hazirlanmasi. Cozeltinin hazirlanmasi i¢in makroelement (Tablo

3.1.) ve mikroelementler (Tablo 3.2.) suda ¢oziilerek, 20 litrelik karisim 10X olacak
sekilde Tablo 3.2.°de verilen miktarlara gore hazirlanmistir. Ayrica ¢ozelti ig¢in
kullanilan Fe-EDTA igerigi Tablo 3.3.’te gosterilmistir. Hoagland besin ¢o6zeltisini
hazirlamak i¢in gerekli stok makro ve mikro besin element ¢ozeltileri otoklavlanarak +4

°C’de muhafaza edilmistir.

Tablo 3.1. 1X Hoagland besin ¢ozeltisi igerigi

Elementler 1X i¢in hacim

1 M NHsNOz (Amonyum nitrat) 5 ml/L

1 M KNOj; (Potasyum Nitrat) 5 ml/L

1 M KH2PO4 (MKP- Mono potasyum fosfat) 1 ml/L

1 M CaCl2.2H20 (Kalsiyum Kloriir) 4 ml/L

1 M MgSQO4.7H20 (Magnezyum Siilfat) 2ml/L
Soliisyon 11 1 ml/L
Fe-EDTA 0.2 ml/L
Ph 55
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Tablo 3.2. Hoagland besin ¢dzeltisinin hazirlanmasinda kullanilan Soliisyon III igerigi

Mikroelementler 1 Litre i¢in gerekli miktar
HBO; (Borik Asit) 2.86¢
MnSQO4.H>0 (Mangan Siilfat ) 154 ¢
ZnS0,4.7H20 (Cinko Siilfat) 0.23¢g
CuS04.5H,0 (Bakir Siilfat) 0.09¢9
MoNaO4.2H,0 (Sodyum Molibdat) 0.025¢g

Tablo 3.3. Hoagland besin ¢ozeltisinin hazirlanmasinda kullanilan Fe-EDTA igerigi

Icerik 1 Litre icin gerekli miktar
Na;EDTA.2H,0 (Sodyum Etilendiamin 37.3¢g
Tetraasetik Asit)
FeCl.6H,0 (Demir Kloriir) 26.74 g

3.2. Malondialdehit (MDA) Analizi

Bitkide stres olusumunu gostermek amaciyla malondialdehit (MDA) analizi ile lipid

peroksidasyonu belirlenmistir [67].
MDA analizi basamaklart:

1. 100 mg yaprak ornegi % 80’lik 1 ml alkol ile homojenize edilmistir. 3000 g’de
+4°C’de 10 dk santrifiij edilmistir.

2. Santrifiij sonrasi elde edilen siipernatant ikiye boliinmiistiir;

a. 1 hacim alinmig + 1 hacim % 20’lik TCA (trichloroaceticacid) + 1 hacim % 0.01’lik
BHT (butylated hydroxytoluene) eklenmistir. (-TBA)

b. 1 hacim alinmis + 1 hacim % 0.65 TBA (2-thiobarbituric acid) igeren % 20’lik TCA
+ 1 hacim % 0.01°1lik BHT eklenmistir. (+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 alinmstir.

4. Soguyan 6rnek 3000 g’de 10 dk santrifiij edilmis ve siipernatant1 alinmstir.
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5. Birinci asamada 532-600 nm’de, ikinci asamada ise 532-600-440 nm’de ol¢iilmiistiir.
Spektrofotometrede okunan degerler ile yiizde MDA seviyelerinin hesaplanmasinda
asagidaki formiiller 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- nmolMDA/mI= (A-B/157000)x106

3.3. Yaprakta Hidrojen Peroksit Miktar Tayini

Hiicreler arast H20; tayini i¢in Junglee ve ark. ‘nin kullandiklar1 yontem modifiye

edilerek kullanilmistir [68].
H20, tayini basamaklart:

1. 100 mg yaprak ornekleri, 4°C’de 5 ml % 0.1’lik trikloroasetik asit (TCA) igerisinde

homojenize edilmistir.
2. Homojenat 12.000 g’de 15 dk santrifiij yapilarak ¢oktiiriilmiistiir.

3. Ay bir tiipe siipernatant kisimdan 0.5 ml alinmis, tizerine 0.5 ml 10 mM K-fosfat
tamponu (pH 7.0) eklenmis daha sonra 1 ml 1 M Kl ilave edilerek karigtirilmistir.

4. Absorbans degerleri 280 nm’de quartz kiivet ile Ol¢lilmiis ve Juglee ve ark.’nin
gradual H20 konsantrasyonlari kullanarak hesapladiklari standart egriye gore hiicredeki

H20: konsantrasyonu tespit edilmistir.
3.4. RNA Izolasyonu

Stres uygulamalar1 sonrasinda alman tiim bitki 6rnekleri, RNA izolasyonu islemine
kadar -80°C’de buzdolabinda muhafaza edilmistir. Calismada her bir stres kosulu igin 3
biyolojik tekrar ele alinmistir. Genlerin ifade analizleri i¢in kontrol ve stres

uygulamalarindan elde edilen yapraklardan, ilk olarak RNA izolasyonu yapilmustir.
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Total RNA izolasyonu, ‘Thermo Scientific GeneJET Plant RNA Purification Mini Kit’

kullanilarak tireticinin kullanim kilavuzundaki yonergelere gore yapilmistir.
RNA izolasyonu basamaklart:

1. Buzdolabindan ¢ikarilan i¢inde yaprak orneklerinin bulundugu eppendorf tiiplerin her
birine (100 mg), 500 uL Plant RNA Lysis Solution ve 10 uL Dithiothreitol (DDT)

eklenmis ve her bir tiip yaklagik 10 sn vortekslenmistir.

2. Tipler 56° C’de 3 dk inkiibe edilmistir ve 20.000 g’de (14.000 rpm) 5 dk santrifiij

edilmistir.

3. Tiiplerdeki 450-550 pL’lik siipernatant kisim, temiz tiiplere aktarilmistir ve 250 pL
etanol de ilave edilerek pipet yardimiyla karisim saglanmistir. Sonrasinda Karigimlar,

saflagtirma kolonu takili toplama tiiplerine aktarilmistir.
4. Tipler 12.000 g’de (11.000 rpm) 2.5 dk santrifiij edilmistir.

5. Santrifiijden sonra toplama tiiplerindeki siizlintii dokiilmiis ve saflastirma kolonlar

yeniden takilmaistir.

6. Saflastirma kolonlarma 700 uL. WB 1 yikama tamponu ilave edilmis, 12.000 g’de 2.5

dk santrifiij edilmigtir.

7. Santriifiij sonunda saflagtirma kolonlarinin takili oldugu toplama tiipleri atilmus,

saflagtirma kolonlar1 yeni toplama tiiplerine yerlestirilmistir.

8. Saflastirma kolonlarma 500 uLL WB 2 yikama tamponu ilave edilmis, 12.000 g’de 2.5
dk santrifiij edilmistir. Toplama tliplerindeki siiziintii dokiiliip kolonlar tekrar

takilmastir.

9. Saflagtirma kolonlarina tekrar 500 uL. WB 2 yikama tamponu eklenmis, 12.000 g’de
2.5 dk santrifiij edilerek kolonlarin son yikamasi gergeklestirilmistir. Toplama tiipleri

atilmistir.

10. Son basamakta RNA eldesi icin saflagtirma kolonlart RNaz igermeyen 1.5 ml’lik
eppendorflara yerlestirilmistir ve saflagtirma kolon membranlarinin merkezine 50 pL

niikleaz icermeyen saf su eklenip 12.000 g’de 1 dk santrifiij edilmistir.
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11. Ornekler -20 °C de saklanmustir.
3.5. cDNA (Komplementer DNA) Sentezi

cDNA sentezine gegmeden once, izole edilmis olan RNA’larin, Kalitesi ve miktarini
belirlemek i¢in Donovix Marka nanodrop absorbans cihazinda 260/280 nanometre dalga
boyunda 6l¢timleri gerceklestirilmistir. Bu 6lglimiin temel amaci, bir sonraki basamak

olan cDNA sentezinde esit konsantrasyonlarda DNA elde etmektir.

RNA orneklerinden ¢cDNA sentezi, RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit
kullanilarak gergeklestirilmistir.

c¢cDNA sentezi basamaklari:

1. Steril tiiplere; total RNA (0.1 ng — 5 pg), 1 puL Oligo (dT)is primer ve toplam hacim
12 uL olacak sekilde su ilave edilmistir.

2. Sonrasinda tiiplere sirasiyla; 4 pL 5X Reaction Buffer, 1 pL RiboLock RNase
Inhibitor (20 U/uL), 2 uL 10 mM dNTP Mix, 1 pL RevertAid M-MuLV RT (200
U/uL) bilesenleri eklenerek toplam hacim 20 pL’ye tamamlanmistir.

3. Yavasca karistirilip kisa bir siire santrifiijlenmistir.

4. Ters transkripsiyon reaksiyonu, 1s1 dongii cihazinda 42°C’de 60 dk’lik bir siirede
gerceklestirilmistir.

3.6. Ger¢cek Zamanh PCR Reaksiyonu

Real time PCR reaksiyonu igin tiniversitemiz Bilimsel Arastirma ve Uygulama
Merkezi’nde bulunan Bioneer Exicycler Tm 96 marka cihaz kullanilmigtir. Reaksiyon
karigimi igin 1 pL forvard, 1 pL reverse ve 2.5 uL. cDNA 6rnegi 12.5 pL apligoon syber
green master mix ile karistirilmistir. Niikleaz-free su ile son konsantrasyon 20 pL’ye
tamamlanarak reaksiyon baslatilmistir. Kontrol primer (house-keeping gen) olarak aktin
(ACT) kullanilmistir. Real Time PCR islemi sonrasinda ACT, CAT, SOD ve MT2 genleri
icin Cu stresi (50,100 ve 200 puM) uygulamalarinda farkli zamanlarda alinmis
orneklerde polimeraz zincir reaksiyonu es zamanli olarak izlenmis ve pik profili olarak
kaydedilmistir. Calismada kullanilan primer sekanslari, tiriin miktar1 ve NCBI accesion
kodlart1 Tablo 3.4.’de verilmistir. Cycle Treshold (Ct) degeri polimeraz zincir

reaksiyonuna ait pik profilinde logaritmik artisa gegilen ilk noktay: belirtmektedir. Real
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time PCR reaksiyonlar1 sonrasinda elde edilen pik profillerinden her bir 6rnege ait Ct
degerleri belirlenmistir. Elde edilen Ct degerleri ve her bir gen igin olusturulan standart

egri grafikleri ile mRNA ifade seviyeleri kantitatif olarak tespit edilmistir.

Tablo 3.4. Real time PCR reaksiyonunda kullanilan primer sekanslari, {iriin boylar1 ve
accession kodlari

Gen Primer ad1 Sekans (5° - 37) PCR Gene Bank kodu
Uriin
boyu(BC)
Metallothionein | MT2 F ATGTCTTGCTGTGGTGGTAAC 240 GQ900702
MT2 R TCATTTGCAGGTGCAAGGGTTG
Siiperoksit Cu-ZnSOD F | TAACTTCAGTCAGGAGGGAG 276 AJ012739.1
dismutaz Cu-ZnSODR | GGAGTTTGGTCCAGTGAGA
Katalaz CatF TGCCCGCAGATGGATAGA 161 AJ131046.1
CatR GGTTGGCGAGGACCTTAACT
Aktin ACTF TGTCTTGAGTGGTGGTTCTAC 202 XM_004493535.1
ACTR CTTGCCGCCCAGATATTGTA
(F: Forward/ileri, R: Reverse/Geri) (BC: Baz Cifti)

3.7. Istatistiksel Analiz
Verilerin istatistiksel olarak degerlendirmesi Livak and Schmittgen’in ortaya koymus

oldugu 24

metoduna ve tek yonlii varyans analizi (Dunnett) yontemine gore
yapilmistir. Konsantrasyon ve Ct degeri olarak belirlenen gen ekpresyonu sonuglar
house-keeping gen olarak ¢aligmada kullanilan aktin ve kontrol sartlar1 dikkate alinarak
normalize edilmistir [69]. Bu verilerin ortalama, standart sapma, standart hata ve
istatistiksel olarak anlamlilik dereceleri istatistik programi SPSS 15.0 ile hesaplanmustir.
Anlamlilik derecesi p<0.05 olarak kabul edilmistir. Bu sekilde Cu stresi altinda
orneklerde SOD, CAT, MT2 genlerinin mRNA ifade seviyeleri tespit edilmeye

calisilmistir.
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4. BOLUM
BULGULAR

4.1. MDA Analizi Sonuclar

MDA miktar1, uygulama periyodu ve Cu konsantrasyonuna bagli olarak oldukga kararl
bir artis gdstermistir. Istatistiksel olarak en yiiksek MDA akiimiilasyonu 5. giin 200 pM
konsantrasyonda tespit edilmistir. 1. giin 100 uM ile 3. giin 50 uM konsantrasyonlari
arasinda istatistiksel olarak bir fark bulunamamustir. 1. giin 200 pM, 3. giin 100 uM ve
5. giin 50 uM konsantrasyonlar1 arasinda da istatistiksel a¢idan bir fark bulunamamaistir

(Sekil 4.1) (P<0.05).
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Sekil 4.1. Nohut bitkisi yapraklarinda bakir stresinin 1., 3., ve 5. giinlerde tespit edilen
MDA diizeyleri.

4.2. H202 Konsantrasyonu

Farkli siire ve konsantrasyonlarda bakir maruziyeti sonucu nohut yapraklarinda H2O>
miktarina bakildiginda; maruziyet siiresi ve konsantrasyon arttikca H2O2> miktarinda da
bir artis oldugu tespit edilmistir. Istatistiksel olarak en yiiksek H.O, konsantrasyonuna
5.giin 200 uM konsantrasyonda rastlanmistir (Sekil 4.2) (p<0.05). Yapilan Post Hoc
analizi bakir konsantrasyonu ve maruziyet siiresi agisindan incelendiginde, biitiin

gruplarin birbirinden farkli oldugu tespit edilmistir.
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Sekil 4.2. Nohut bitkisi yapraklarinda bakir stresinin 1., 3., ve 5. giinlerde tespit edilen
H20> miktarlari.

4.3. SOD Gen Ekspresyonu

Nohut yapraklarindaki stres alakali gen ifade diizeylerinde meydana gelen degisim,
house-keeping gen olan aktin geninin ifade seviyesinde meydana gelen degisime gore
goreceli olarak tespit edilmistir.

Stiperoksit dismutaz (Cu-Zn/SOD) gen ifadesine bakildiginda; 1., 3., ve 5. giinlerde 50,
100, 200 uM Cu uygulamalar1 sonucu gen ifade diizeylerinde kontrol grubuna gore
anlamli derecede artig gerceklestigi goriilmiistiir. En yiiksek Cu-Zn/SOD gen ifade
diizeyine 5. giin 50 uM Cu uygulamasinda rastlanmistir ve 5. giin; 200 uM Cu
uygulamasindaki gen ifadesi 100 uM Cu uygulamasindaki gen ifadesine gore yliksek
seviyede tespit edilmistir. 1. giin; 50 ve 100 uM Cu uygulamalarindaki gen ifadeleri,
200 uM Cu uygulamasindaki gen ifadesine gore yliksek diizeyde tespit edilmistir.
Ayrica 1. giin 200 uM Cu uygulamasindaki gen ifade seviyesi kontrol grubu ile ayni
seviyeye geldiginden aralarinda istatistiksel olarak bir fark bulunamamistir. 3. giin ise
artan konsantrasyona bagli olarak gen ifade diizeylerinde azalma meydana geldigi
goriilmiistiir (Sekil 4.3) (p<0.05).
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Sekil 4.3. Nohut bitkisi yapraklarinda bakir stresinin 1., 3., ve 5. giinlerde tespit edilen
Cu-Zn/SOD geni ifade diizeyleri.

4.4. CAT Gen Ekspresyonu

CAT gen ifadesine bakildiginda; tiim maruziyet siirelerinde ve konsantrasyonlarda gen
ifade diizeylerinin kontrol grubuna gore artis gosterdigi saptanmustir. Istatistiksel olarak
en yliksek gen ifade diizeyine 5. giin 50 uM Cu uygulamasinda rastlanmistir ve 5. giin
artan konsantrasyona bagl olarak gen ifade diizeylerinde azalma tespit edilmistir. 1. ve
3. giin; 100 uM Cu uygulamalarindaki gen ifade diizeyleri, 50 ve 200 uM Cu
uygulamalarindaki gen ifade diizeylerinden yiiksek olarak tespit edilmistir. 1., 3. ve 5.

giin 200 pM konsantrasyonlar1 arasinda istatistiksel olarak bir fark bulunamamustir

(Sekil 4.4) (p<0.05).
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Sekil 4.4. Nohut bitkisi yapraklarinda bakir stresinin 1., 3., ve 5. giinlerde tespit edilen
CAT geni ifade diizeyleri.

4.5. MT2 Gen Ekspresyonu

MT2 gen ifadesine bakildiginda; tiim maruziyet siirelerinde ve konsantrasyonlarda gen
ifade diizeylerinin kontrol grubuna gére artis gosterdigi saptanmustir. Istatistiksel olarak
5. giin 50 uM Cu uygulamasinda, gen ifadesinin en yiiksek dilizeye ulastigi tespit
edilmistir ve bu diizeyin aktin geni ifade diizeyinden yaklasik 100 kat fazla oldugu
goriilmiistiir. Bununla birlikte 5. giin artan konsantrasyona bagli olarak gen ifade
seviyelerinde azalma tespit edilmistir. 1. giin gen ifade seviyelerinde, 5. giinde oldugu
gibi artan konsantrasyona bagli olarak azalma meydana geldigi goriilmdstiir. 3. giin; 50
ve 200 uM Cu uygulamalarindaki gen ifadeleri, 100 uM Cu uygulamasindaki gen
ifadesinden yiiksek seviyede tespit edilmistir. Ayrica 3. ve 5. gin 200 upuM
konsantrasyonlar1 arasinda istatistiksel olarak bir fark bulunamamustir (Sekil 4.5)

(p<0.05).
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Sekil 4.5. Nohut bitkisi yapraklarinda bakir stresinin 1., 3., ve 5. giinlerde tespit edilen
MT2 geni ifade diizeyleri.
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5. BOLUM
TARTISMA, SONUC VE ONERILER

Bu ¢alismada; nohut bitkisi (Cicer arietinum L.) farkli siire ve konsantrasyonlarda Cu
agir metaline maruz birakilmistir. Calisma sonucunda; bitki yapraginda oksidatif stresin
gostergesi olan MDA ve H>O. konsantrasyonlar1 tespit edilmistir. Ayrica stres
savunmasinda gorevli olan Cu-Zn/SOD, CAT ve MT2 genlerinin ifade seviyelerinde
meydana gelen degisiklikler house-keeping gen olarak segilen aktin (ACT) geninin
ifadesine gore belirlenmistir. Bunlara ek olarak, ifade diizeyinde meydana gelen degisim
ile hiicresel H2O> arasindaki iliski ortaya konulmaya g¢alisilmis ve hiicresel H202’nin

ekspresyon seviyeleri ilizerine sinyalizasyon etkisinin belirlenmesi amaglanmaistir.

Oksidatif stres durumunda iiretimi artan reaktif oksijen tiirleri; lipitler, proteinler,
niikleik asitler gibi biyomolekiillerde oksidatif hasara neden olmaktadir. Lipitlerde
meydana gelen hasar, lipitlerin peroksidasyonu sonucu olusmaktadir. Lipit
peroksidasyonu sirasinda meydana gelen bir dizi reaksiyon sonucu ortaya c¢ikan
metabolik Uriinlerden bir tanesi de malondialdehit (MDA)’tir [70]. Yapilmis birgok
calismada da arastiricilar, bitkilerde cesitli stres faktorlerinin lipit peroksidasyonu
tizerine etkilerini aragtirmislardir. Rasool ve arkadaslari tarafindan 8 nohut ¢esidinde tuz
stresinin lipit peroksidasyonu iizerine etkisi arastirilmistir. Arastirma sonucunda, tuza
toleransli nohut ¢esitleri disindaki diger nohut ¢esitlerinde tuz konsantrasyonu arttikga
MDA igeriginin de artig gosterdigi tespit edilmistir [71]. Chaoui ve arkadaslari, fasulye
bitkisinde kadmiyum ve ¢inko agir metallerinin lipit peroksidasyonuna etkisi tizerine
calismiglardir. Calisma sonucunda, kadmiyum ve ¢inko maruziyetindeki bitkilerin
MDA igeriklerinde kontrol grubuna kiyasla artis oldugu tespit edilmistir [72]. Kumar ve
arkadaglari, artan kadmiyum konsantrasyonu ve uzayan uygulama periyoduna bagl
olarak yer fistig1 bitkisinin kok, gévde ve yaprak kisimlarinda MDA igeriginin de artis
gosterdigini tespit etmislerdir [73]. Razinger ve arkadaslarinin su mercimegi (Lemna
minor L.) bitkisinde kadmiyum etkisi lizerine yapmis olduklar1 ¢alismada; 1 uM Cd
konsantrasyonuna kadar MDA igerigi kontrol grubuyla benzerlik gosterirken 1 pM Cd
konsantrasyonundan sonra artan konsantrasyona paralel olarak MDA igeriginde artis

tespit edilmistir [74]. Yapilmis olan bu ¢alismada da tespit edilen MDA miktari
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literatlirdeki ¢aligmalara benzer sekilde siire ve konsantrasyona bagli olarak artis

gostermistir.

Bitkiler artan metal iyon konsantrasyonlarma uyum saglamak igin bir takim
mekanizmalar gelistirmislerdir. Bu mekanizmalar metal toleransi saglamada, esansiyel
olmayan metalleri ve yiiksek konsantrasyondaki esansiyel metalleri detoksifiye etmede
etkilidir. Bu mekanizmalardan biri olan metalotiyoninler (MT’ler) hiicrelerdeki ana
gecis metal iyonu baglayici proteinlerdir [13]. Ayrica, MT’lerin hem metal saperonlama
hem de ROS siipiirme gorevinde islev gordiigii one sirilmiistir [62]. Tamas ve
arkadaslarinin arpa bitkisi koklerinde Cd etkisini arastirdiklar1 c¢alismasinda; bitki
koklerinde Cd konsantrasyonu arttikga MT ifade seviyesinin de arttig1 tespit edilmistir
[75]. Jain ve arkadaslari, seker kamisi bitkisinde artan Cr konsantrasyonuna paralel
olarak MT gen ifade seviyesinin de arttigini tespit etmislerdir [76]. Murphy ve Taiz’in
yaptig1 calismada MT2 ifade seviyesinin farkli stres kosullarinda kontrol grubuna gore
yiiksek seviyede eksprese edildigi tespit edilmistir [77]. As ve Cr metallerinin domates
bitkisinde stres alakali genlerin ekspresyonuna etkilerini arastirmis olan Goupil ve
arkadaslari; kok ve siirgiinlerde MT2 gen ifadesini incelemislerdir. Sonug olarak, artan
metal konsantrasyonlarina bagli olarak koklerde MT2 gen ifadesi siirgilinlere gore daha
yiiksek seviyede gozlenmistir. Ayrica As uygulanan bitkilerde Cr uygulanan bitkilere
gore MT2 gen ifadesi daha yiiksek seviyede tespit edilmistir [58]. Yesilirmak ve
arkadaslari, makarnalik bugday (Triticum durum) bitkisinde artan Cd konsantrasyonuna
paralel olarak tip 1 metallothionein (dMT) gen ifade seviyesinin de arttigini ifade
etmiglerdir [78]. Jain ve arkadaslari, selenyum maruziyetindeki seker kamis1 bitkisi ile
yaptiklar1 calismada, MT geninin tiim konsantrasyonlarda kontrole gore yiiksek
seviyede eksprese edildigini tespit etmislerdir. Ancak MT ekspresyon seviyesinin belli
bir konsantrasyona kadar arttigini, belli bir konsantrasyondan sonra ise azaldigini tespit
etmiglerdir [79]. Tombuloglu ve arkadaslarinin domates bitkisinde bor elementinin
etkisi tizerine yaptiklari ¢alismada, bitkinin kok ve siirgiin kisimlarinda MT2 gen ifade
seviyesinin belli bir konsantrasyona kadar arttiini, belli bir konsantrasyondan sonra ise
azaldigin1 tespit etmislerdir [80]. Souguir ve arkadaslari, bakla (Vicia faba) bitkisinde
farkli stire (12, 24 ve 48 saat) ve konsantrasyonlarda (0, 50, 100 ve 200 uM) Cd

maruziyeti sonucu stres alakali bazi genlerin mRNA birikimi iizerine c¢aligmiglardir.
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Sonugta, 12 saatlik siire sonunda MT2 gen ifadesinde artis fakat siire uzadiginda ise

azalis tespit etmislerdir [53].

Bizim c¢alismamizda da; MT2 ifadesi tiim uygulama siire ve konsantrasyonlarinda
kontrol grubuna gore daha yiiksek seviyede tespit edilmistir. Fakat, MT2 ifade seviyesi
50 uM Cu uygulamasina kadar artmis, 50 uM Cu uygulamasindan sonra 100 ve 200 uM
Cu uygulamalarinda ise azalmistir. Yapmis oldugumuz calismanin sonuglart da, MT

geni ile ilgili yapilmis olan ¢aligmalarin sonuglartyla uyumludur.

Cu-Zn/SOD enzimi hiicrede c¢ekirdek ve sitoplazmada bulunmaktadir ve hiicreyi
ROT’un zararh etkilerinden korumada, savunmanin ilk basamaginda yer almaktadir.
SOD ifade diizeyi, daha Once yapilan calismalarda belirtildigi gibi abiyotik stres
kosullar1 altinda artmaktadir [49]. SOD ifade diizeyinin artmasi, hiicrede O2 radikalinin
biriktiginin ve H202 miktarinin da arttiginin bir kaniti sayilmaktadir [81]. Bu durum
SOD enziminin fazla miktardaki Oz~ radikalini uzaklastirarak stres durumunda bitkinin
direncini arttirdigin1 géstermektedir [29]. Faralli ve arkadaslarinin 1s1 soku ve tuzluluk
stresinin arpa bitkisinin gelisimi iizerine yaptiklari bir ¢aligmada, Cu/Zn-SOD ifade
diizeyinin stres etmenlerine bagl olarak arttig1 tespit edilmistir [82]. Yapmis oldugumuz
calismada, SOD ifade diizeyi tiim uygulama siire ve konsantrasyonlarinda kontrol

grubuna kiyasla yiiksek seviyede eksprese edilmistir.

Farkli konsantrasyonlarda (Kontrol, 50, 100, 250, 500, 1000 ve 1500 uM) Cu
uygulanmig musir fidelerindeki antioksidan enzim aktiviteleri ile ilgili bir caligma yapan
Eryilmaz, bitkinin yaprak kisimlarindaki SOD aktivite seviyesinin belli bir
konsantrasyona kadar (250 uM) arttigin1 fakat belli bir konsantrasyondan sonra ise
azaldigin1  tespit etmistir [29]. Souguir ve arkadaslari, bakla bitkisine Cd
uygulamiglardir. Caligma sonucunda, SOD ekspresyonunun 12 saatlik siire sonunda tiim
konsantrasyonlarda arttigini, 12 saatten sonra devam eden periyotta ise azaldigini tespit
etmiglerdir [53]. Dixit ve arkadaslarinin bezelye bitkisine Cd uyguladigi bir
caligmasinda; bitki yapraklarindaki SOD ifade diizeyinin tiim Cd uygulamalarinda belli
bir siireye kadar arttigini, belli bir siireden sonra ise azaldigini saptamislardir [83]. Dai
ve arkadaglari, kanola bitkisine farkli konsantrasyonlarda tuz stresi uygulamislardir.
Calisma sonucunda SOD ifade seviyesinin 200 mmol L konsantrasyona kadar arttigini,

250 ve 300 mmol L* konsantrasyonlarda ise azaldigini tespit etmislerdir [84]. Tuz stresi

34



altinda piring bitkileri ile ¢aligmis olan Rossatto ve arkadaslari; SOD ekspresyonunun
15 giinliik maruziyete kadar kontrole gore arttigini fakat 20 gilinlilk maruziyetten sonra
azaldigim tespit etmislerdir [85]. Kumar-Tewari ve arkadaslarinin dut bitkisine artan
konsantrasyonlarda (0.0, 0.1, 1.0 ve 100 uM) Cu uyguladigi ¢aligmasinda ise, 25 ve 50
giinlik maruziyetler sonunda, SOD ekspresyon seviyesinin belli bir konsantrasyona
kadar azaldigi, 100 uM konsantrasyonda artis gosterdigi tespit edilmistir [66]. Soydam-
Aydin, domates bitkisinde tuz, kuraklik ve soguk stresi durumunda SOD gen ifadesi
lizerine caligmistir. Arastirma sonucunda, siire ve konsantrasyona bagli olarak ifade
diizeyinin 6nce azaldigini sonra arttigini, ardindan yeniden azalma gosterdigini tespit
etmistir [86]. Literatiirdeki calismalara benzer olarak ¢alismamizda da, SOD ifade
diizeyi 50 pM Cu uygulamasina kadar artmis ve bununla birlikte 5. giin 50 pM Cu
uygulamasinda en yliksek seviyeye ulasmis fakat konsantrasyon miktar1 arttikca tiim
uygulama siirelerinde SOD ifade diizeyinde azalma gergeklesmistir. Bu durum bitkinin
stres ile karsilastigi ilk zamanlarda savunma mekanizmasinin devreye girisi ile ifadede
dereceli bir artis oldugunu, bitkinin stresi tolere edemedigi seviyeye gelindiginde ise

ifadede azalis oldugunu géstermektedir.

CAT, tiim aerobik organizmalarin antioksidan savunma sisteminde H2O2’nin H.O ve
O2’ye dontstiiriilmesinde 6nemli rolii olan bir enzimdir [87]. CAT enzimi bugday,
domates, su stimbiilii gibi farkli bitkilerde ¢alisilmistir ve elde edilen veriler, bitkilerde

farkli stres kosullarinda enzimin ifade diizeyinin arttigini géstermistir [88-90].

Rout ve Sahoo, Withania somnifera bitkisine degisik oranlarda Cu stresi
uygulamiglardir. Caligma sonucunda, bitkinin yaprak dokularinda belirlenen CAT
ekspresyonunun 50 uM Cu uygulamasina kadar arttigin1 fakat 100 ve 200 uM Cu
uygulamalarinda azaldigini tespit etmislerdir [60]. Cantarello ve arkadaslari, salatalik
bitkisine 7, 24, 31, 48, 56 ve 72 saatlik siirelerde ultra viyole (UV-B) stresi
uygulamislardir. Calisma sonucunda CAT ifade seviyesinin 48 saatlik siire sonuna kadar
arttigini, 56 ve 72 saatlik siirelerde ise azaldigimi tespit etmislerdir [91]. Dai ve
arkadaslari, kanola bitkisini tuz stresine maruz birakmislardir. Calisma sonucunda CAT
ifade seviyesinin 150 mmol L konsantrasyona kadar arttigimi; 200, 250 ve 300 mmol
L? konsantrasyonlarda ise azaldigini tespit etmislerdir [84]. Soydam-Aydin ve
arkadaglar1 Patlican bitkisine farkli konsantrasyonlarda (0, 80, 160, 320, 640, 1280 uM)

Cu uygulamislardir. Calisma sonucunda CAT ifadesinin 160 uM Cu uygulamasina
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kadar kontrolle ayni seviyede oldugunu, 320 uM Cu uygulamasinda en yiiksek seviyeye
ulastigini ve bu uygulamadan sonra ifade seviyesinde azalma gergeklestigini tespit
etmislerdir [61]. Kar, nohut bitkisine degisen siire ve konsantrasyonlarda Cd
uygulamistir. Calisma sonucunda, CAT geninin 24 saatlik uygulama sonucunda yiiksek
seviyede eksprese edildigini, 48 saatlik uygulama sonucunda ise ekspresyon seviyesinde
azalma gergeklestigini tespit etmistir [49]. Literatiirdeki ¢alismalarla uyumlu olarak
calismamizda da, CAT ifade seviyesi belli bir konsantrasyona kadar artmis belli bir

konsantrasyondan sonra ise azalmistir.

Bizim bulgularimizin tersine, Rossatto ve arkadaslarinin, piring bitkilerine tuz stresi
uyguladig1 caligmada, CAT ekspresyonu tiim uygulama siirelerinde kontrole gore
yiiksek seviyede tespit edilmis ve uygulama siiresi uzadikga ekspresyon seviyesinin de
artts gosterdigi belirtilmistir [85]. Souguir ve arkadaslarinin ¢alismasinda da, Cu
uygulanan pirin¢ fidelerinde, artan konsantrasyona ve uzayan siireye bagl olarak CAT

ifade seviyesinin arttig1 tespit edilmistir [53].

Bitkilerde biyotik ve abiyotik streslere verilen cevaplarda H202'nin 6nemli rol oynadigi
kanitlanmistir. Bu molekiil, cesitli stres yanitlar1 ve fizyolojik diizenlemeleri ve
hiicredeki ROT homeostazisini kontrol eden bir “ana hormon” gibi gériinmektedir [17].
Bir¢ok calisma bitkilerde stres maruziyeti sonrasinda H>O> konsantrasyonunda artig
oldugunu ifade etmistir [63, 65]. Chen ve arkadaslari, piring bitkisine Cu uygulamuslar;
calisma sonucunda H20: igeriginin artan Cu konsantrasyonuna paralel olarak arttigini
gozlemlemisglerdir [51]. Cho ve Seo, Arabidopsis thaliana bitkisine Cd uygulamislardir.
Calisma sonucunda Cd konsantrasyonu arttikca H2O2 birikiminin de arttigini tespit
etmiglerdir [92]. Khatun ve arkadaslari, Withania somnifera Dbitkisine Cu
uygulamiglardir. Calisma sonucunda, artan Cu konsantrasyonuna bagli olarak H>O>
iceriginin de arttigini tespit etmislerdir [55]. Wu ve arkadaslari, Cu maruziyeti altinda
Plagiomnium cuspidatum bitkisinde yaptiklar1 bir ¢aligma sonucunda, H20> igeriginde
artis tespit etmislerdir [93]. Imtiaz ve arkadaslari nohut bitkisinde vanadyum (V)
toksisitesini incelemislerdir. Caligma sonucunda, V konsantrasyonu arttikga H2O»
birikinin de arttigini tespit etmislerdir [94]. Chaparzadeh ve arkadaslari, tuzluluk stresi
altinda aynisefa (Calendula officinalis) bitkisini incelemislerdir. Calisma sonucunda,
kok ve yapraklardaki H202 seviyesini, 50 mM NaCl konsantrasyonunda kontroliin

seviyesine benzer olarak, 100 mM NaCl konsantrasyonunda ise kontrolden daha yiiksek
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seviyede tespit etmiglerdir [95]. 2 musir bitkisi ¢esidinde Cd toksisitesini arastiran
Anjum ve arkadaslari, artan Cd konsantrasyonuna paralel olarak H>O igeriginin
arttigin1 tespit etmislerdir [96]. Calismamizda da artan siire ve Cu konsantrasyonuna
bagli olarak H20: igeriginin kararli bir sekilde arttigi tespit edilmistir. Mevcut

calismamiz ile literatiirdeki ¢aligmalar paralellik gostermektedir.

Uzun yillar boyunca, reaktif oksijen tiirleri lizerine arastirmalar yapilmistir. Baxter ve
arkadaglari, erken donemlerde ROT metabolizmasi iizerine yapilan arastirmalarin,
ROT'un potansiyel toksisitesine ve farkli ROT temizleme mekanizmalarina
odaklanirken daha yeni calismalarin ROT'un sinyal molekiilleri olarak oynadigi role
odaklandigini belirtmislerdir [97]. Son yillarda yapilan arastirmalarda, reaktif oksijen
tirlerinin tahmin edilenden daha az zararli oldugu vurgulanmstir [98-100]. Choudhury
ve arkadaslari, ROT’ un bazi genlerin ekspresyonunu etkiledigini ve ROT un streslerin
diizenlenmesinde bir biyolojik sinyal olarak hareket ettigini ifade etmislerdir. Bitkilerde
birincil ROT olarak kabul edilen O2™ and H2O2’nin bitkinin biiylime ve gelismesinde
cesitli fonksiyonlart diizenleyen ikincil haberciler olarak gorev gordiklerini
vurgulamislardir [101]. Apel ve Hirt, sinyal iletiminin, ROT sensorlerinin aktif hale
gelerek; sinyal yollar1 bilegenlerinin dogrudan ROT tarafindan oksitlenerek; ROT un,
transkripsiyon faktorlerinin aktivitesini degistirerek 3 farkli sekilde gen ekspresyonunu
etkileyebilecegini belirtmislerdir [102]. Gill ve Tuteja yapmis olduklar1 ¢alismalarinda,
H202’lerin uzun Omiirlii olmas1 ve membranlar aras1 gegirgenliginin yliksek olmasi
nedeniyle, ROT araciligiyla tretilen sinyaller i¢in, ROT'un ikincil bir haberci olarak
kabul edilmeye baslandigini belirtmislerdir. Ayrica, ROT’un ¢ok c¢esitli fizyolojik
islemlerde kilit bir diizenleyici olarak gorev gordiigiinii ifade etmislerdir [9]. Slesak ve
arkadaslar1, bitki hiicrelerindeki H202’nin yiiksek konsantrasyonlarinin, H202'nin bir
sinyal iletim faktorii olarak kilit bir rol oynadigina isaret edebilecegini vurgulamislardir.
Ayrica H2O2’nin, antioksidan enzimlerin ve H202 {retiminin modiilatorlerini
kodlayanlar dahil ¢esitli genlerin ekspresyonunu diizenledigini de ifade etmislerdir [17].
Del-Rio, makalesinde aslinda zararli ve tehlikeli bir siire¢ olarak bilinen ROT
iiretiminin, aynt zamanda bitkilerin gelisimi ve c¢evresel streslere tepkileri igin
kullandiklar sinyal aginin 6nemli bir bileseni oldugunu belirtmistir. Ayrica H202’lerin
ikincil haberci goérevleri ve Oonemine vurgu yapmistir [98]. Sharma ve arkadaslari,

H202’nin yani sira diger ROT'larin, sadece hiicreler i¢in toksik olmakla kalmayip ayni
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zamanda diisiik konsantrasyonlarda yararli ve yiiksek konsantrasyonlarda toksik oldugu
igin bir sinyal molekiilii olarak da islev gordiigiinii belirtmislerdir [103]. Saxena ve
arkadaslari, H>2O2’nin normal kosullar altinda 6nemli bir sinyal gorevi gordiigilinii, stres
kosullar1 altinda ise oksidatif hasara yol agtigini belirtmislerdir. Ayrica H2O2’nin sinyal
molekiilii olarak biyotik ve abiyotik strese karsi toleransta rol oynadigini ifade
etmislerdir [104]. Rossatto ve arkadaslari, piring bitkisinde meydana gelen stres sonucu
iretilen H2O2 seviyelerinin diisiik oldugunu ve zarara yol agmadigini, aksine stres
genlerinin ekpresyonunu arttirdigin1 vurgulamislardir [85]. Laloi ve arkadaslari, biyotik
ve abiyotik stresler tarafindan tetiklenen H202 konsantrasyonundaki artiglarin genellikle
farkli mekanizmalara dayandirildigii ve H2O2’nin bir sinyal gorevi gordigini
vurgulamiglardir [105]. Kar, nohut bitki kdklerini Cd’ye maruz birakmis, antioksidan
gen ekspresyonlarinin H20: ile iliskili oldugunu belirtmistir. Belli bir diizeyde H20>
miktarinin, genlerin yiiksek seviyede eksprese edilmesini saglarken artan H20:
konsantrasyonuna bagli olarak gen ekspresyon seviyelerinde ciddi bir diisiis oldugunu

vurgulamustir [49].

Mevcut ¢alismamizda da, ekspresyon seviyeleri belirlenen biitiin stres enzimleri, H20>
konsantrasyonu belli bir seviyedeyken en yiiksek ekspresyonu gergeklestirirken H20»
konsantrasyonunun artmasina bagli olarak ekspresyon seviyelerinde azalma meydana
gelmistir. En yiliksek Cu-Zn/SOD, CAT ve MT2 gen ekspresyon seviyelerine 5. giin 50
uM Cu uygulamasinda rastlanmistir ve en yiiksek ekspresyondan sonra artan
konsantrasyona bagli olarak gen ckspresyon seviyelerinde bir azalma meydana

gelmigtir.

Sonug ve oneriler:

R/

% Cu uygulanmis nohut bitkisinde stres alakali genlerin ekspresyon seviyelerinde
degisiklikler tespit edilmis ve hiicresel H202’nin, gen ekspresyon seviyeleri

iizerine etkileri gézlemlenmistir.

<

» H202’nin stres enzimlerinin ekspresyonunu arttirdigi diistiniildiigiinde, tarim
arazilerinde stres faktorlerine daha dayanikli bitkilerin yetistirilebilmesi igin
H202 molekiiliiniin biyoteknolojik kullanimi da daha sonraki g¢aligsmalarda

arastirilabilir.

K/
°e

Tarim arazilerinin bazi stres etmenlerine maruz kalacagi onceden tahmin

edildigi durumlarda; tarim arazilerine H202 uygulamasiyla bitkilerdeki stres
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enzimlerinin ekspresyon seviyelerinin artabilecegi ve bitkilerin bu stres
durumundan etkilenmeyecegi diisiiniilmektedir.
% Bu tez calismasindan elde edilen bulgular daha sonar yapilacak olan oksidatif

sinyalizasyon ¢alismalarina 1s1k tutacaktir.
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