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OZET

Yiksek Lisans Tezi

AYCICEGINDE (Helianthus annuus L.) KROM STRESINDE BAKIR VE
ASKORBIK ASIT UYGULAMASININ METALLOTIYONIN VE NAC
TRANSKRIPSIYON FAKTOR GENLERININ EKSPRESYONUNA ETKIiSi

Merve YUCE

Atatiirk Universitesi
Fen Bilimleri Enstitusu
Biyoloji Anabilim Dal1
Molekiiler Biyoloji Bilim Dal1

Danigman: Prof. Dr. Giileray AGAR

Abiyotik ve biyotik stresler tim canli gruplarmi etkilemektedir. Hem dogal siirecler
hem de antropojenik kaynaklar tarafindan g¢evreye yayilan agir metaller, bitki
metabolizmasi {izerinde olumsuz etkilere neden olmaktadir. Bitkiler, stres tepkisinde yer
alan proteinleri kodlayan genlerin ifadesini uyararak agir metaller gibi c¢evresel
kirleticilere tepki verirler. Caligmada, krom (Cr) (1 uM Kr,Cr,07) stresi altindaki
Helianthus annuus L.’ta mikro besin elementi olan bakir (Cu) (0,25 uM CuSO,45H,0)
ve enzimatik olmayan antioksidan olan askorbik asitin (AsA) (200 mg/L)
Metallotiyonin (MT) ve NAC transkripsiyon faktér genlerinin ifadesine olan etkilerinin
belirlenmesi amaglanmistir. Bu etkileri belirleyebilmek icin MT genleri (HanMT2-1 ve
HanMT4) ile NAC transkripsiyon faktér genlerinin (TF ID: Han682, Han2027 ve
Han2724) ifade seviyeleri qRT-PCR analizi ile belirlenmistir. Elde edilen sonuclara
gore, Cr stresi altinda MT ve NAC transkripsiyon faktor genlerinin ifade seviyelerinin
organa gore degistigi ve koklerde up-regiile oldugu tespit edilmistir. Ayrica; Cr stresine
kars1t Cu ve AsA’nin koruyucu rolleri gézlenmis ve MT ve NAC transkripsiyon faktor
genlerinin sinyal yolaklarini aktive ederek strese karsi toleransta gorev alabilecegi
belirlenmistir.

2017, 54 sayfa

Anahtar Kelimer: Krom toleransi, Metallotiyonin, NAC transkripsiyon faktorl, Gen
ifadesi, Helianthus annuus L.



ABSTRACT

Master Thesis

THE EFFECTS OF COPPER AND ASCORBIC ACID TREATMENTS ON

SUNFLOWER’S (Helianthus annuus L.) METALLOTHIONEIN AND NAC

TRANSCRIPTION FACTOR GENE EXPRESSIONS UNDER STRESS OF
CHROMIUM

Merve YUCE

Ataturk University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology
Science of Molecular Biology

Supervisor: Prof. Dr. Giileray AGAR

Abiotic and biotic stresses affect all living organisms. Heavy metals, have been
contaminated to environment both natural and anthropogenic origins, have negative
effects on plant metabolism. Plants respond to environmental pollutants like heavy
metals by stimulating the stress response proteins’ gene expressions. This study aimed
to determine the effects of a micro nutrient element, copper (Cu) (0,25 uM
CuSO45H,0) and a non-enzymatic antioxidant, ascorbic acid (AsA) (200 mg/L) on the
Metallothionein (MT) and NAC transcription factor genes expressions of chromium
stressed in Helianthus annuus L.. For this purpose, the expression levels of MT
(HanMT2-1 and HanMT4) and NAC transcription factor genes (TF ID: Han682,
Han2027 and Han2724) were analyzed by qRT-PCR technique. The results show that
expression levels of MT and NAC transcription factor genes under Cr stress changed
based on organ and up-regulated in the roots. Additionally, there are protective roles of
Cu and AsA against Cr stress and also, MT and NAC transcription factor genes may
take charge in stress tolerance by activating signal pathway.

2017, 54 pages

Keywords: Chromium tolerance, Metallothionein, NAC transcription factor, Gene
expression, Helianthus annuus L.
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1. GIRIS

Bir bitkinin metabolizmasini, biiyiimesini ve gelisimini etkileyen veya engelleyen
herhangi bir olumsuz durum veya madde stres olarak kabul edilmektedir. Bitki
blylmesini ve gelisimini ¢esitli biyotik ve abiyotik stres faktorleri etkilemektedir
(Mahajan and Tuteja 2005). Bitkiler; kuraklik, sicaklik, 1s1k siddeti, agir metal ve besin
eksikligi gibi dogal nedenlerden veya insan aktivitelerinden kaynaklanabilen farkli stres

faktorlerine maruz kalirlar (Arora et al. 2002).

Bitkiler biyotik ve abiyotik stresler karsisinda hayatta kalabilmek igin hiicresel,
fizyolojik ve molekiiler seviyede tepki verirler. Bu tepkide stres sinyallerinin
algilanmasimi ve iletilmesini destekleyen karmasik bir ag igerir (Fancy et al. 2017).
Stres kosullar1 altinda ilk 6nce bitkilerde asir1 reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) iiretimi
meydana gelir (Akram et al. 2017). ROT olustuktan sonra stres algilanir ve sonra
hiicresel bir sinyal iletim yolu uyarilmaktadir. Stres sinyali, baslangi¢ stres tepkisini
tiretmek icin strese duyarli genleri devreye sokarak transkripsiyonel dizenlemeyi
baslatir (Trinh et al. 2014) (Sekil 1.1).

Y

Sitoplazma

Sekil 1.1. Bitkilerde stres yanit1 (Rejeb et al. 2014)



Toprak kontaminasyonunda en Onemli kirletici maddeler olarak kabul edilen agir
metaller, baz1 fizyolojik ve molekiiler degisikliklere neden olan, bitki verimliligini

olumsuz sekilde etkileyen abiyotik stres faktorlerinden biridir (Kisa et al. 2017).

Metaller yerkabugunun ¢esitli seviyelerinde dogal olarak bulunur ve bakir (Cu), mangan
(Mn), demir (Fe), ¢inko (Zn) gibi baz1 metaller ise bitki biinyesinde mikro seviyede yer
almaktadirlar (Yang et al. 2005).

Canli organizmalar, hem metaloprotein veya kofaktorlerde kullanmak tizere onlarin
uygun konsantrasyonlar1 saglamak hemde metal fazlaliklarinin toksik etkilerine karsi
kendilerini korumak i¢in ge¢is metallerini depolar ve tasirlar. Biyolojik depolama ve
tasinimin 6nemli oldugu gecis metalleri; Cu, Fe, Zn, molibden (Mo), kobalt (Co), krom
(Cr), vanadyum (V) ve nikel (Ni)dir (Lippard and Berg 1994).

Cu, normal bitki metabolizmasi i¢in gerekli olan mikro besin maddesidir. Fotosentetik
ve solunum elektron tasima zincirleri gibi bir takim fizyolojik siire¢lerde bir kofaktor
olarak veya ATP sentezi de dahil olmak {iizere farkli metabolik yolaklarda yer alan
birgok 6nemli enzimin 6nemli bir pargasi olarak yer almaktadir (Zengin and Kirbag
2007). Bunun yam sira; kikiirt (S), oksijen (O) ve azot (N) igeren c¢esitli kimyasal
ligand spektrumunun yardimiyla proteinlere koordinasyon yaparak protein yapisi,
katalitik aktivite ve protein - protein etkilesimlerinde degisiklik yaparak cesitli

biyokimyasal ve diizenleyici olaylar1 kontrol etmektedir (Kim et al. 2008).

Yogunlugu 5.0 g/cm3'den fazla olan bir grup metallerin olusturdugu krom (Cr),
aliminyum (Al), civa (Hg), kadmiyum (Cd), kursun (Pb), gimiis (Ag) gibi agir
metaller; ozellikle niifus yogunlugunun fazla oldugu bdlgelerde Snemli cevresel
kirleticilerdendirler. Esansiyel miktarlarda bile atmosferde, toprakta ve suda
bulunmalar1 biitlin organizmalar i¢in ciddi problemlere neden olmakta, besin

zincirindeki biyoakimiulasyonu etkilemektedirler (Sanita di Toppi and Gabbrielli 1999).



Cr, biyolojik olarak gerekli olmayan, ¢ok diisiik konsantrasyonlarda bile insanlar basta
olmak iizere tiim canli gruplar i¢in toksik etki gdsterebilen ve ozellikle endiistrilerde
kullanilan en 6nemli ¢evre kirleticilerinden biridir (Das et al. 2014; Trinh et al. 2014;
Gill et al. 2015).

Cr, tohum ¢imlenmesini, biiylimeyi, pigment icerigini, mitokondriyal elektron tasinim
aktivitesini azaltabilir, enzimatik fonksiyonu degistirebilir, kok hiicrelerine zarar
verebilir, proteinlerin yapilarin1 bozabilir, nitrat redliktaz aktivitesinin inhibisyonuna,
kromozomal anormalliklere ve hiicre bélinmesinin inhibisyonuna neden olabilir (Zeng
et al. 2012). Bununla birlikte, birgok bitkide, Cr stresinde DNA igeriginde bir artis
gozlemlenmis ve DNA miktari, Cr konsantrasyonundaki artisina paralel olarak arttig

tespit edilmistir (Panda and Choudhury 2005).

Cr’nin, bitkilerde baz1 fizyolojik parametrelerde degisimlere neden oldugu
bilinmektedir (Vajpayee et al. 2000). Celtikte Cr stresinde bitki biyumesinin ve klorofil
igeriginin 6nemli Olglide azaldigi rapor edilmistir (Zeng et al. 2012). 400 uM Cr
konsantrasyonu altinda yetistirilen Brassica napus L.‘da bozulmus, olgunlasmamis
cekirdek yapisi, hiicre duvari ve tilakoit membran bozulmasi, yaprak yapisinda
degisiklikler gozlenmistir (Gill et al. 2015). Polytrichum commune'de Cr, Cu ve Zn
etkisini belirlemek i¢in yapilan bir ¢aligmada uygulamanin 24. ve 48. saatlerinde toplam
klorofil igeriginde bir azalis belirlenmistir (Panda and Choudhury 2004). Cr ve Pb agir
metal stresine maruz kalan Taxithelium Nepalense (karayosunlar1)’de tilakoit ve
kloroplast membraninda bozulma ile kloroplast yapisinda degisiklikler gozlenmistir.
Ayrica, ROT olusumu ve baglica antioksidan metabolizmayr inhibe eden lipit

peroksidasyonunun basladig: bildirilmistir (Choudhury and Panda 2005).

Cr ve diger metallerin fazlaligi, bitki gelisiminde degisiklige yol agan ¢esitli metabolik
yanitlar baglatabilir. Cr gibi redoks metalleri, Haber-Weiss ve Fenton reaksiyonlari
yoluyla dogrudan oksidatif hasar olusturabilir ve bu da bitkilerde ROT iiretimine neden
olur. Superoksit radikalleri (O2" ), hidrojen peroksit (H,O,), hidroksil radikalleri (OHe)

ve singlet oksijen (:0%) gibi ROT’lar normal olarak aerobik organizmalarda az



miktarlarda tretilir. Bununla birlikte, stres kosullar1 altinda {iretimleri 6nemli Olciide
artar. Bitkilerde ROT'un asir1 iiretilmesi, hiicre zarinin ve homeostazinin bozulmasina,
DNA iplik¢ik kirilmasina, proteinlerin bir araya getirilmesine veya hiicre Oliimiini
tetikleyebilecek fotosentetik pigmentlerin hasar gérmesine neden olabilir (Gomes et al.
2017) (Sekil 1.2). Bu durumda hiicrenin antioksidan metabolizmasi tetiklenmektedir.
Slperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), peroksidaz (POX) ve glutatyon rediiktaz
(GR) gibi antioksidan enzimlerin, Cr’ye duyarli olduklar1 ve Cr’nin bu enzimlerin
katalitik faaliyetlerinde bir diisise neden oldugu bulunmustur. Antioksidan
etkinligindeki bu diisiis, bitkilerde Cr toksisitesi altinda oksidatif stres olusturmada
onemli bir faktordiir. Cr stresi altinda ROT iiretimi birgok bitkide belirlenmistir (Panda
and Choudhury 2005).

Agir metal iyonlam

T
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Sekil 1.2. Agir metal ile olusturulan hasar gelisiminin ana mekanizmalar1 (Sharma and
Dietz 2009).

Cr uygulanmis ¢eltik koklerinde oksidatif stresin baslamasinin Cr toksisitesinin altinda

yatan ana biyolojik siire¢ oldugu bildirilmistir (Panda 2007; Trinh et al. 2014).



ROT lar, bitki gen ifadesinin ve genetik iiriin diizenlemesinin diizenlenisinde ¢ok yonlii
rollere sahiptir (Foyer and Noctor 2009). Yiiksek konsantrasyonlari, metabolizmanin
bozulmasina ve hiicresel yapilarin yok olmasina neden olabilen DNA, proteinler ve
membran lipidleri de dahil olmak Uzere ¢esitli hiicresel yapilarin kontrolsiiz
oksidasyonuna neden olabilir (Smirnoff 2005). Oksidanlarin ¢ogu eslesmemis elektronu
bulunan OHe gibi ROT’lardir ve bu yiizden oldukca reaktif olup; molekuler seviyede
bitki hicrelerine zarar vermektedir. Clinki bu molekiller niikleik asitlerle, proteinlerle

ve lipitlerle reaksiyona girerler (Rady et al. 2016).

Bitkiler, olumsuz kosullar1 ve bunlarin olumsuz etkilerini tolere edebilecek stratejiler
gelistirmislerdir. Bir bitkide oksidatif strese karsi ilk savunma hatti, ROT iiretiminin
Onlenmesidir. ROT olustuktan sonra hasari en aza indirgemek i¢in miimkiin oldugunca
etkin bir sekilde detoksifikasyona tabi tutulmalidir, bdylece detoksifikasyon
mekanizmalart ROT'un zararli etkilerine karsi ikinci savunma hattin1 olusturur.
Antioksidan enzimler, bu mekanizmalar1 katalize eden veya ROT'un dogrudan
uzaklastirilmasinda rol oynayan enzimlerdir. Bu nedenle, antioksidanlar ve antioksidan
enzimler, kontrolsiiz oksidasyonun basamaklarin1 engellemek igin islev goriir (Gratéo et

al. 2005).

Bitkilerde antioksidan savunma sistemleri; enzimatik (SOD, CAT, GR, askorbat
peroksidaz (APX), monodehidro askorbat rediktaz (MDHAR), dehidro askorbat
rediktaz (DHAR), glutatyon peroksidaz (GPX), glutatyon-S- transferaz (GST)) ve
enzimatik olmayan (askorbik asit (AsA), glutatyon (GSH), fenolik bilesikler,
alkaloidler, protein olmayan amino asitler ve a-tokoferoller) savunma sistemleri
seklinde 2 gruba ayrilmaktadir. Her iki grupta, ROT’lan siiplirerek kontrolsiiz
oksidasyonlara neden olan sinyal yolaklarin1 kontrol edip, bitki hucrelerini oksidatif

hasarlardan korurlar (Gill and Tuteja 2010).

Aygigegi ile yapilan bir ¢calismada Co, Ni, Cd ve Pb toksisitesi, antioksidan savunma
mekanizmasinin  aktivitesinde oOnemli degisiklige neden olmustur. Aygcicegi

yapraklarinda oksidatif stresin hafifletilmesinden sorumlu SOD aktivitesi, her kirletici



metalin toksisitesinde belirgin bir sekilde artmigtir. Bu metallerin fazlaligindan
kaynaklanan oksidatif stresin bir sonucu olarak SOD aktivitesinde artis belirlenmistir.
Aycigeginde Co, Cd, Ni, Cr ve Pb uygulamasi, POX aktivitesinde artisa neden olmustur
(Gopal and Khurana 2011).

AsA, cevresel streslere karsi bitki yanitlarini diizenlemede redoks tamponu olarak gérev
yapan ve enzimatik olmayan antioksidanlarin igerisinde en bol bulunan bir antioksidan
cesididir (Chen et al. 2014). Bitkilerin ¢ogunlukla vejetatif kisimlarinda, apoplast,
sitosol ve ozellikle mitokondri ve kloroplastta yaygin olarak bulunurlar (Akram et al.
2017; Aziz et al. 2017). AsA, tilakoitlerde olusan H,0, temizlenmesinde rol alan APX
icin substrat gorevi gérmesinin yani sira etilen ve giberellik asit gibi 6nemli bitki
hormonlarinin biyosentezinde yardimci substrat olarak gorev almaktadir (Davey et al.
2000). Aym zamanda fotosentez, hiicre duvari ve hiicre blylmesi, mitoz bolinme,
antosiyaninler ve hidroksiprolinin sentezi gibi ¢esitli siireclerde sinyal diizenleyicisi
olarak gorev alirlar (Smirnoff and Wheeler 2000). Ancak bitkilerde bunun gibi pek ¢ok
gorevinin bilinmesine ragmen, metabolizmasi ve biyosentezi hakkinda kesin bir bilgi

elde edilememistir (Seminario et al. 2017).

Hicresel seviyede, AsA artisinin bitkilerde stres toleransinin artirilmasinda roliiniin
oldugu bilinmektedir. Bitkilerde, AsA fizyolojik olarak iiretilen ROT ile etkilesime
girerek, lignifikasyon, hiicre boliinmesi ve asir1 hassas tepki gibi siireglerin
modiilasyonunda gorev almaktadir. ASA'nin antioksidan davranisinin biyolojik 6nemi,
diger diisiik molekiil agirlikli antioksidanlardan (a-tokoferol, Urik asit, karotenoidler,
flavonoidler, vs.) farkli olarak, radikal zincir reaksiyonlarinin yapilarini bozarak zararsiz
hale getirebilmesidir (Davey et al. 2000). Dissal AsA'nin, Allium, Pisum ve Lupinus'un
kok uglarinda hucre siklusunun G1 / S gegisini hizlandirarak hiicre ¢ogalmasinin
baslamasimi uyardigi bulunmustur. Digsal AsA'nin eklenmesi durgun safhadaki (GO)
hicrelerinin, hem misir hem de Allium'da hiicre dongusune tekrar girmesini tesvik
etmistir. AsA igeriginin hiicre bdliinmesi sirasinda arttigt ve Gl fazi1 boyunca
dehidroaskorbat (DHA) konsantrasyonunun  hicrenin  ¢ogalmasina  katkida

bulunabilecegi bildirilmistir. Ayrica, DHA konsantrasyonlarindaki artis ile AO



seviyeleri arasinda pozitif korelasyon goriilmiistiir. Bu, hiicre boliinmesi dongiisiinden
¢ikisin belirlenmesinde AO ve AsA / DHA oraninin rolii oldugunu diisiindiirmektedir.
Hem digsal GSH hem de AsA, GSH biyosentezinin inhibisyonu nedeniyle hiicre
boliinmesinin durmasi tersine dondiigiinden, AsA / DHA ve GSH / GSSG (glutatyon
disulfid) ciftlerinin redoks durumu, onemli diizenleyici proteinlerinin bulundugu
tiollerinin modiile edilmesinden sorumlu olabilir ve oksidatif stres kosullarinda hasar

gbéren DNA'nin replikasyonu onleyebilir (Davey et al. 2000).

Oksalat; bazi1 bitki tiirlerinde agir metal toleransina sahipken, AsA da bitkilerde oksalat
oncustdur. Oksalat biyosentezinin, AsA biyosentezi nedeniyle artabilecegi ve Al

toksisite toleransina katkida bulunabilecegi rapor edilmistir (Chen et al. 2014).

AsA disinda giiglii antioksidan &zelliklere sahip olan metallotiyoninlerde (MT), agir
metallerin detoksifikasyonu ve metal homeostazi gibi 6nemli gorevleri olup, hiicre igi

serbest radikallerin yok edilmesinde rol oynarlar (Kisa et al. 2017) (Sekil 1.3).

OsMT2b proteininin, O~ ve OHe radikal temizleme faaliyetlerine sahip oldugu
goriilmiistiir (Wong et al. 2004). OsMT2c geninin, Cu ve H,O, uygulamalar1 ile up-
regile oldugu belirlenmistir. Asir1 Cu, geltikte H,Oo'nin hizli ve devamli bir sekilde
tiretilmesini ve serbest birakilmasini saglamistir ve digsal AsA, H,O, (retimi ve

OsMT2c’nin ifadesini azaltmistir (Liu et al. 2015).

Cr uygulamasinin sonucu olarak ROT ve HyO, Uretiminin MT mRNA
transkripsiyonunu tetikleyen sinyalleri uyarabilirler. Béylece MT'ler muhtemelen Cr
iyonlarin1 baglayip, toksik olmayan hale getirerek bitkilerde Cr detoksifikasyonunda
cok onemli bir role sahip olabilecekleri 6ne siiriilmiistiir (Panda and Choudhury 2005).
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Sekil 1.3. MT’nin agir metal detoksifikasyon mekanizmasi (Ruttkay-Nedecky et al.
2013)

Mitokondri ya da kloroplastlar gibi hiicresel organellerde ROT dretimi, bilginin bu
organellerden ¢ekirdege iletilmesi gerektigini belirten niikleer transkriptomun
degismesine neden olur. Ug temel etki modu, ROT'un gen ifadesini nasil etkiledigini
gosterir. ROT sensorleri, sonug olarak gen ifadesine etki eden sinyalleme yolaklarini
uyarmak tiizere harekete gegirilebilir. Alternatif olarak, sinyal yollarimin bilesenleri
dogrudan ROT ile oksitlenebilir. Son olarak ROT, transkripsiyon faktorlerinin
aktivitesini degistirerek gen ifadesini degistirebilir (Apel and Hirt 2004).

Transkripsiyon faktorleri (TF), cevresel uyaranlara bir sinyalleme yoluyla tepki verirler

ve direkt fiziksel etkilesim ya da diger proteinlerle kombinasyon halinde bir diizenleyici



agl olusturan genlerin {stlindeki spesifik diizenleyici alanlara baglanirlar. Bu
duzenleyici sireglerde, strese bagli genlerin ifadeleri biiyiik olgiide spesifik TF’ler
tarafindan yonetilmektedir. Bu TF’ler arasinda, NAC, WRKY, C;H; tipi ¢inko parmak,
AP2 / EREBP ve MYB ailelerinin iiyeleri, bitki stresindeki veya savunma yanitlarindaki
duizenleyici rolleri agisindan iyi karakterize edilmistir (Xia et al. 2010a).

NAC proteinleri, bitkiye 6zgu transkripsiyon faktorlerinin en biyuk ailelerinden birini
olusturur ve ¢ok sayida karasal bitkide bulunur (Olsen et al. 2005; Ricachenevsky et al.
2013). NAC domaini, NAM (No Apical Meristem=Apikal meristemi olmayan),
ATAF1,2 (Arabidopsis transcription activation factor=Arabidopsis transkripsiyon
aktivasyon faktori) ve CUC2 (cup-shaped cotyledon=Kip-sekilli kotiledon) olarak
adlandirilan ti¢ genin isimlerinden tiiretilmis bir kisaltmadir (Ernst et al. 2004). NAC
transkripsiyon faktorii, olduk¢a korunmus bir N-terminal NAC alanini ve degisken bir
C-terminal transkripsiyon diizenleyici (TR) bolgesini barindirmaktadir. Korunmus N-
terminal NAC bolgesi, DNA baglanmasi ve homodimerler veya heterodimerlerin
olusumundan sorumludur. Buna karsilik, C-terminal bdlgesi ¢esitli olup, bir

transkripsiyonel aktivator veya baskilayici olarak islev gorebilir (Zhang et al. 2015).

Son zamanlarda ¢ok sayida NAC domain proteinlerinin strese duyarli oldugu, farkli
stres sinyal yolaklarinda 6nemli fonksiyonlara sahip olduklari belirlenmistir (Cao et al.
2017). Ayrica NAC’lar etilen ve oksin sinyali, bliyiime, yaslanma ya da g¢evresel
streslere yamit gibi ¢esitli siire¢lerde de gorev almaktadirlar (Xia et al. 2010b).
Cucurbita moschata (balkabagi)’da CmNACL'in ifadesinin, kuraklik, tuz, absisik asit
(ABA) ve H,0, tarafindan uyarildigi ve CmNACL'in promoterlerinde strese bagli cis-
elementlerinin bulundugu ve bununda strese cevap veren bir NAC domain proteini
oldugu gosterilmistir (Cao et al. 2017). Arabidopsis’te AtNAC2 geninin tuz stresine
yanitta etilen ve oksin sinyal yollarinda gerekli oldugu bulunmustur (He et al. 2005).

TaNAC4 geninin ifadesi, bugday koklerinde, yapraklardan ve saplardan daha yiiksek
oldugu goriilmustiir. Bugday yapraklarindaki TaNAC4 transkripti patojen enfeksiyonu

ile ayrica dissal uygulanan metil jasmonat, ABA ve etilen ile uyarilmistir. Elde edilen
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sonuglar, TaNAC4 geninin, bugdayda biyotik ve abiyotik streslere karsi cevapta rol
oynayan bir transkripsiyonel aktivator olarak islevsel roliiniin oldugunu gostermektedir
(Xia et al. 2010a). Diger taraftan Brassica napus’ta BhNAC14 geninin; yaralanma, agir
metal, soguk sok ve dehidrasyon da dahil olmak iizere ¢esitli biyotik ve abiyotik

PO

streslere yanit olarak farkli sekilde ifadesinin degistigi bulunmustur (Hegedus et al.
2003).

NAC proteinleri ile ilgili calismalar esas olarak Arabidopsis ve celtik gibi model
bitkilerde yapilmistir. Bugdayin sadece birkag NAC protein kodlayan geni bulundugu
ve bu genin bitki gelisimine ve abiyotik strese katildigi belirlenmistir. Bugdayda
Puccinia striiformis patojenine karst TaNAC8 geni savunma yanitinda pozitif bir

regulator olarak gorev aldigi tespit edilmistir (Xia et al. 2010Db).

Arabidopsis'de, strese yanit veren ii¢ NAC geninin (ANAC019, ANACO055 ve ANACO072)
kuraklik, yiiksek tuzluluk ve ABA ile indiiklendigi ve bu genlerin asir1
sentezlenmesinin, transgenik Arabidopsis bitkilerinin kurakliga dayanikliligini artirdig
gOzlenmistir. Diger taraftan celtikte, OSNAC6'nin ifadesinin sadece abiyotik stresle
degil ayn1 zamanda biyotik stresle de uyarildigi ve OSNAC6'y1 asirn ifade eden
transgenik celtik bitkilerinin dehidrasyona ve yiiksek tuzluluga tolerans gosterdigi
belirlenmistir (Wang et al. 2014).

Bazi bitkiler, agir metallerin varligin1 yansitabilir, engelleyebilir ve biriktirebilirler. Bu
nedenle de topraktan toksik metalleri kaldirmak icin kullanilabilirler. Bu yiizden agir
metalle kontamine olmus topraklarda yetisen bitkiler gelistirdikleri stratejilere gore 3

gruba ayrilmistir:

1) Metale toleransli bitkiler:

Toprakta bulunan metal konsantrasyonu yiiksek olmasima ragmen, metallerin hiicre

icine alinmasi ve koklerden siirglinlere tasinimi siirlidir. Bunu da bitki; zar
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gecirgenligini ve hiicre duvarlarinin metal baglama kapasitesini degistirerek ya da daha

fazla selatlayict madde iireterek yapabilir.

2) Metal indikator bitkiler:

Dokularinda aktif olarak metali biriktiren ve genellikle topraktaki metal seviyesini
yansitan bitki tiirleridir. Hiicre i¢i metal baglayici bilesikler iireterek metallerin mevcut
konsantrasyon seviyesine tolerans gosterirler veya metallere hassas olmayan

kisimlarinda depolayarak metallerin hiicre i¢indeki ayrilma diizenini degistirirler.

3) Metal akiimulator bitkiler:

Topraktan c¢ok daha yiliksek seviyelere kadar metalleri kendi kisimlarinda
toplayabilirler. Hiperakiimiilatorler olarak isimlendirilen bu bitkiler, bitki sagligini
olumsuz yonde etkileyen Kkirletici maddeleri ¢cok yuksek miktarda kok, govde veya
yapraklarinda absorbe edebilirler (Ghosh and Singh 2005).

Hiperakuimulator bitkiler, fitoremediasyon yontemiyle bitkilerin kok alimi yoluyla
topraktan metallerin uzaklastirilmasi kapasitesini kullanarak topraktaki agir metal
kontaminasyonunu azaltmayi saglamaktadir. Hasat edilebilir bitki dokularindaki eser
Kirleticilerin artan birikimi, bu yontemin pratik olmasi i¢in bir 6n sarttir. Bu nedenle,
kirli topraklarda rehabilitasyon i¢in ideal bir bitki se¢imi, bitki parcalarinda agir metali
tolere edebilen ve biriktirebilen daha hizli ve daha yiliksek biyokiitle iireten bitkiler

tizerine diistiniilmelidir (Bennett et al. 2013).

Aygigegi (Helianthus annuus L.) de kimyasal, enerji ve endiistriyel amaglar i¢in yararl
bir sekilde kullanilan bitkisel yag ve biyokiitle i¢in dnemli olan inorganik ve organik
kirleticilerin temizlenmesi icin fitoteknolojilere yonelik cevresel riin olarak 6dnemli bir
bitki turd olarak kabul edilmektedir (Rivelli et al. 2012). Bu bitkinin fito-ekstraksiyon
katsayis1 diger pek ¢ok bitki tiiriine kiyasla en yiiksek seviyededir (Bahadur et al. 2017).
Aygiceginin, ¢ok genis bir yelpazede agir metalle kirli alanlarda (Cr, Ni, Pb ve Cd) son
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derece toleranslt oldugu kanitlanmigtir. Fitotoksik etkiler {izerine yapilan ¢aligmalar, Cr
kirliliginin ciddiyetini ve aygicegi gibi hiperakimulator turleri kullanarak kirli ortamdan
toksik Cr’nin giivenli bir sekilde uzaklastirilmasina ihtiya¢ vardir (Mohanty and Patra
2016). Aygigegi, Pb ve Cu'nun fito-ekstraksiyonunu gergeklestirebilen en iyi bitki
tarlerinden biridir (Bennett et al. 2013). Yine Tithonia diversifolia (meksika aygicegi)
ile Helianthus annuus L. bitkilerinin Pb ve Zn agir metallerine karsi giliglii birikim
potansiyellerine sahip olduklar1 yapilan g¢alismalarla belirlenmistir (Adesodun et al.
2010). Dolayisiyla bu arastirmada; ayciceginde Cr stresinde MT ve NAC transkripsiyon
faktor genlerinin ifade seviyeleri belirlenmis; ayrica bir mikro besin elementi olan Cu

ile AsA’nin bu genlerin ifade seviyelerine olan etkilerinin belirlenmesi amaglanmustir.
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2. KAYNAK OZETLERI

Agir metal kirliligi dnemli bir ¢evresel sorundur. Insan saglig1 ve tarim iizerine olumsuz
bir etkisi vardir. Bundan dolay1 o6zellikle bitkiler, agir metallerin gida zincirine
girmesinde ¢ok onemli bir rol oynamaktadir (Benakova et al. 2017). Dolayisiyla bu
cevresel stresin meydana getirdigi kontaminasyonu yok etmek i¢in bilim insanlar1 gesitli
stratejiler gelistirmislerdir. Bu stratejiler arasinda bitki iyilestirme, bitkilerin dogal
yetenegini kullanarak Kkirleticileri alip toplama veya doniistiirme, alternatif bir cevre
koruma teknolojisi olabilir. Bununla beraber kontamine olmus alanlardaki bitkilerin
diizgiin gelisimi icin, kirleticilerin toksik etkilerine kars1 uygun koruyucu yontemlerin
gerekliligi bilinmektedir (Jutsz and Gnida 2015). Tim bu unsurlar géz 0Oniine
alindiginda agir metali biinyesinde bulundurabilen bitki tiirlerinin se¢ilmesi en uygun ve
etkili bir yontem gibi goriinmektedir. Bu yoOntemleri destekleyen birgok calisma

yapilmustir.

Stoikou et al. (2017) aygiceginde Cr ve Ni alinimu ile ilgili yaptig1 arastirmada Cr ve
Ni seviyelerinde Onemli artis oldugunu tespit etmislerdir. Bu nedenle aygigegi
yetistiriciligi agir metalli bdlgelerin biyoremidasyonunda bir ¢6ziim olabilecegi
savunulmustur. Diger bir ¢alismada ise; 400 mg/kg kursun nitrat (Pb(NO3);) ve ¢inko
nitrat (Zn(NO3),) bulunan toprakta yetistirilen Tithonia diversifolia (meksika aygicegi)
ve Helianthus annuus L. bitkilerinin agir metal birikim potansiyellerinin yiiksek oldugu
bildirilmistir (Adesodun et al. 2010).

Bitki hiicrelerinde agir metal iyon toksisitesi ile oksidatif stres arasindaki iliski degisik
aragtirmalarda belirlenmistir. 0.5 mM Fe™, Cu™ veya Cd* iyonlarini igeren
cozeltilerde; aygigegi fidelerinde, klorofil ve GSH igeriginde bir azalmanin; buna kargin
lipid peroksidasyonunda bir artis oldugu gozlemlenmistir. Ayrica bu ¢alismada Fe*? ve
Cd*? iyonlarinin SOD aktivitesinde bir azalisa; Cu*? iyonlar seviyesinde de artisa sebep

oldugu belirlenmistir (Gallego et al. 1996).
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Panda ve Choudhury (2004) Polytrichum commune'de (yosun) nitrat rediktaz
aktivitesinde Cr, Cu ve Zn’nin roli ve oksidatif stres tepkileri Uzerindeki etkisi
aragtirmiglardir. Bu arastirmanin sonucunda doz ve zamana bagli olarak metal
birikiminin arttig1, klorofil igeriginin diistiigii ve MDA miktarinin arttig1 ve buna bagl

olarak da oksidatif hasarin olustugu tespit edilmistir.

Cr, canlilar i¢in gerekli olmayan, kanserojen ve toksik bir agir metaldir ve bitkiler dahil
tim canli gruplarinda olumsuz etkiler gostermektedir. Aycicegi genotiplerinin Cr
stresine karsi1 fizyolojik ve biyokimyasal tepkilerini degerlendirmek i¢in yapilan bir
arastirmada artan Cr (0, 5, 10, 200 mM) konsantrasyonlarina bagli olarak kok ve
stirgtindeki Cr birikimi ROT {ireterek, genel bitki biiylimesinde azalmaya neden oldugu
belirlenmistir (Farid et al. 2017).

Farkli konsantrasyonlarda (0.0, 0.1, 0.3 ve 0.5 mM) Cr uygulanan Brassica juncea’da
biliylime parametreleri, metal alinim1 ve oksidatif stres analizlerini degerlendirmek i¢in
yapilan bir ¢alismada, 0.5 mM Cr konsantrasyonunda SOD, POD, APX, GR, DHAR ve
lipid peroksidasyonunun maksimum aktivasyonu gozlenmistir. Calismadan elde edilen
sonuclara gore bitkinin biiyiimesini inhibe eden Cr (VI) stresinin, birikimi ile dogrudan
iligkili oldugunu ve cesitli stres belirteglerinin aktivitelerinde modilasyona neden

oldugu rapor edilmistir (Kanwar et al. 2015).

Benakova et al. (2017) Brassica napus’da Cd ve Zn kombinasyonun fizyolojik ve
anatomik oOzelliklere olan etkilerini belirlemek icin yapmis oldugu ¢alismalarinda,
Cd’nin kok ve siirgiin uzunlugu gibi olumsuz etkilerine karsi Zn’nin koruyucu etkisinin

oldugunu tespit etmislerdir.

Bitki MT’leri, agir metal homeostazinda islevsel role sahip oldugu diisiiniilmekte ve
cevre kirliligini degerlendirmek i¢in biyolojik belirte¢ olarak kullanilmaktadirlar. Cu
ve Pb’ye maruz kalan domateste kok ve yapraklarda MT1 ve MT2 gen ifadelerinin
arttigr rapor edilmistir. Ayn1 ¢alismada Pb uygulamasinda koklerde MT3 geninin

ifade olmadigi, fakat Pb ve Cu uygulamasinin yaprak ve meyvelerde MT3 geninin
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ifadesinin arttig1 tespit edilmistir. Diger bir MT geni olan MT4 geninin ise
meyvelerde ifadesinin arttigi  belirlenmistir. Bu sonuglara dayanarak MT
transkriptlerinin Cu ve Pb tarafindan regiile edildigi ve ifade sekillerinin MT
izoformlarina ve doku tiplerine gore degisiklik gosterdigi rapor edilmistir (Kisa et al.
2017).

Pb stresi uygulanan aygiceginde HaMT1 geninin ifadesi incelenmis ve arastirma
sonucunda bu genin Pb detoksifikasyonunda yer aldigi rapor edilmistir (Winska-

Krysiak et al. 2015).

Medicago sativa’da MsMT2a ve MsMT2b geninin Cd agir metaline karsi etkisini
arastirmak i¢in yapilan bir calismada, MsMT2a’nin yoncanin tiim gelisim evrelerinde

ifade edilirken, MsMT2b’nin Cd ile uyarilabilecegi bildirilmistir (Wang et al. 2011).

Kandelina candel’de (mangrov) Zn, Cu, Pb, Hg ve Cd agir metal streslerinin, MT
geninin ifade seviyesinde degisiklik meydana getirdigi tespit edilmistir (Zhang et al.
2012).

Ziziphus jujuba’da ZjMT geni izole edilerek Escherichia coli’ye aktarilmistir. ZjMT
geni ihtiva eden transgenik Escherichia coli hiicreleri, kontrol hiicrelerine kiyasla daha
fazla metal tolerans1 ve daha yiiksek metal iyonu birikimi sergiledigi goriilmiistiir. Bu
calisma sonucunda ZjMT'nin metal iyonlarinin detoksifikasyonuna katkida bulundugunu

ve metal streslerine karsi tolerans sagladigi belirtilmistir (Li et al. 2016).

Aegiceras corniculatum’da MT2 geninin Cd ve Pb agir metal streslerine kars1 ifade
seviyelerinin arttig1 belirlenmis ve bu genin Pb ve Cd savunma mekanizmalarindan biri

olarak iglev gorebilecegi rapor edilmistir (Li et al. 2013).

Teixeira et al. (2013) Solanum nigrum L. bitkisinde Cr (III) ve Cr (VI) agir metal
stresinin, blylime parametreleri, fotosentetik pigmentler, serbest prolin ve lipid

peroksidasyonu ile hiicre zar1 hasari derecesini degerlendirmek ve bu bitkinin agir metal
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birikimcisi olup olmadigini ve iyilestirme amagclar1 i¢in kullanilabilecegini arastirmak
icin yiiriittiikkleri calismada, Cr (IlI)'e ve Cr (VI)’ya maruz kalan bitkilerin prolin
iceriginde artis gézlenmistir ve MDA verilerine gore siirgiinlerde koklere gore daha
yiiksek lipid peroksidasyonun oldugu belirlenmistir. Her iki uygulamada da agir metal
birikiminin koklerde siirglinlere oranla daha yiiksek oldugu gézlemlenmistir. Yine ayn

calismada MT2'nin gen ifadesinin her iki Cr uygulamasinda da arttig1 tespit edilmistir.

Goupil et al. (2009) tarafindan yapilan bir ¢alismada, domates bitkilerinin arsenik (As)
ya da Cr (VI)'ya kars1 molekiiler tepkileri, stresle iliskili Hsp (1s1 soku proteinleri), MT
ve GR genlerinin ifade seviyeleri kullanilarak incelenmistir. Elde edilen sonuglara gore,
Cr (VI) uygulamasinda MT-2 ve GR-1 genlerinin ifade seviyeleri, As (V) uygulamasina
kiyasla daha diisiik olmustur. Bu sonuglara gore, As (V)’in domateste MT-2'ye bagh
tolerans mekanizmalarini etkin bir sekilde uyardigi; ancak Cr (VI) stresinde bu durumun

gecerli olmadig tespit edilmistir.

Arabidopsis thaliana’de MT1 ve MT2a ve MT2b genlerinin agir metallere etkisinin
bitkinin organina bagl olarak degistigi ifade edilmistir (Zhou and Goldsbrough 1995).

Ipomoea batatas (tath patateste) :tbMT1,:1bMT2,1bMT3 genlerinin Ca, Zn, Cu, Fe, Cd,

Mn, Mg ve Pb agir metal streslerinde ifade seviyelerinin organa bagl olarak degistigi

rapor edilmistir (Kim et al. 2014).

Silene vulgaris’te Cu stresinde MT3 gen ifadesinin dokuya spesifik olarak degistigi ve

Cu toleransinda gorev aldigi tespit edilmistir (Nevrtalova et al. 2014) .

Mekawy et al. (2017) celtikte OsMT-3a geninin agir metal ve tuzluluk stresine karsi
etkisini arastirmak i¢in yaptiklari calismada, OsMT-3a geninin tuzluluk stresinden
dolay1 olusan oksidatif strese karsi toleransi artirarak, ROT’larin uzaklastirilmasini
sagladigini ve bu genin tuzluluk toleransindan sorumlu anahtar genlerden biri

olabilecegini rapor etmislerdir.
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Baklagil ve tahil bitkilerinde sulama suyu ile uygulanan Cd'nin emilimi ve birikimi
tizerine Cu ve Zn’nin etkisini degerlendirmek amaciyla yapilan bir ¢aligmada, yiiksek
seviyelerde Cd'nin bitki biyokiitlesini azalttigi, tek veya kombine olarak Cu ve Zn
uygulamasimin ise bitki biyokiitlesinde artisa neden oldugu tespit edilmistir. Bu
aragtirmanin sonucunda Cd’ye kars1 Cu ve Zn’nin antagonistik etki gostererek Cd’nin

toksik etkisini baskiladiklari belirtilmistir (Murtaza et al. 2017).

Kovacik et al. (2017) Coccomyxa subellipsoidea’da metal toksisitesi iizerine dis
kaynaklt AsA’nin (100 uM) etkisini arastirmiglardir. Hg’nin potasyum, ¢oziiniir protein,
icsel AsA, protein olmayan tioller ve nitrik oksit sinyalini azalttig1; buna karsin, ROT
sinyalini, CAT ve SOD aktivitelerini arttirdigin1 tespit etmislerdir. Yine ayni1
arastirmada Pb uygulamasinin ROT sinyal birikimini arttirdigi, protein olmayan
tiollerin miktarmi ise azaltildig1 belirlenmistir. Dissal AsA uygulamasinin, 6zellikle Hg
kaynakli hasar1 azalttig1 ve nitrik oksit sinyalinde bir artisa neden oldugu goriilmiistiir.

Arastirma sonucunda AsA’nin Hg ve Pb kaynakli hasar1 azalttig1 bildirilmistir.

Chen et al. (2014) AsA'min Al toksisitesine ve yiiksek 1s18a bagli oksidatif stres
toleransindaki roliinii aragtirmak i¢in yaptiklar1 arastirmalarinda, Al uygulamasina bagl
olarak bitki taze agirliklarinin 6nemli dl¢lide azaldigini ve yine kontrol uygulamasi ile
kiyaslandiginda H,O, ve MDA seviyelerinin arttigini goézlemlemislerdir. Bununla
birlikte Maya D-arabinono-1,4-lakton oksidaz (ALO) geninin transgenik tdtin
bitkilerinde asir1 ifadesinin, yapraklarda AsA ve oksalat sentezini hizlandirdigi rapor
edilmistir. Bu arastirma sonucunda hem ALO geninin bitkilerde AsA sentezini
arttirabilmeleri igin etkili bir gen oldugu gozlenmistir, hemde AsA’nin, bir antioksidan
olarak Al metalinin baslattifi oksidatif hasarlar1 yok ederek Al toleransini arttirdigi

ifade edilmistir (Chen et al. 2014).

Arpa'da Cd'ye (0.1, 1, 5, 50 umol/L) kars1, Zn (300 umol/L) ve digsal AsA (250 mg/L)
uygulamalarinin biyokiitle ve fizyolojik 6zellikler {izerine olan etkileri arastirilmistir.
Arastirmada, Cd stresinin oldugu ortama Zn veya AsA ilavesinin belirgin bir sekilde

MDA miktarinda bir azalisa ve biyokiitle miktarinda ise bir artisa neden oldugu
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belirlenmistir. Bununla birlikte, digsal ASA uygulamasinin, Cd'nin kokten siirgiine
translokasyonunu artirdigi ve besin olarak tuketilmeyen firiinler igin uygun oldugu
bildirilmistir (Wu and Zhang 2002).

NAC’lar, biyotik ve abiyotik stres cevaplarinin yani sira, bitki biiylime ve gelisme
regulasyonunda onemli rol oynayan 6zel bitki transkripsiyon faktorlerinden biridir.
Tang et al. (2017) yaptig1 bir caligmada strese duyarli ADNNAC4 geninin kuraklik,
tuzluluk ve ABA uygulamasiyla up-regiile oldugunu bildirmislerdir. Bu arastirmanin
sonucunda AhNAC4%in asir1 ifadesi, transgenik tdtlin bitkilerinin kurakliga karsi
toleransin1  artirdigir  gozlenmistir. Gelistirilmis kuraklik toleransi, stomalarin
kapanmasiyla ve daha yiiksek su kullanim verimliligi ile iligkilidir. Arastirma
sonucunda, AhNAC4'in kuraklik stresinde 6nemli bir diizenleyici olarak gorev aldigi

bildirilmistir.

Soguk stresine hassas olmasinin yani sira, kuraklik ve tuz streslerine kars1 daha yiiksek
toleransa sahip olan karpuzda, CINAC transkripsiyon faktor ailesinin bu abiyotik
streslere tepkisi arastirilmistir. NAC'lar su ve metabolitlerin meyve kismina taginiminda
rol oynayabilicegi gibi kuraklik veya tuz kosullar1 altinda su durumunun korunmasinda
da gorev aldigi bildirilmistir ve abiyotik streslere karsi toleransta hormon (ABA ve JA)
yolaklarinda gorev aldig tespit edilmistir (Lv et al. 2016).

Balkabag1 abiyotik strese karsi oldukga direncli bir turdlr, ancak bu bitkideki stresle
iliskili NAC genlerinin biyolojik islevleri biiyiik oranda bilinmemektedir. Bu nedenle
yapilan aragtirmalar sonucunda; CmMNACL genlerinin tuzluluk, soguk, dehidrasyon,
H20, streslerine karsi yiiksek tolerans gosterdigi ve toleranslarda ABA stres yolunun
onemli bir islevi oldugu rapor edilmistir. Ayrica CmNACL'in kabaktaki yeni stres tepki
transkripsiyon faktorli olarak fonksiyonu Arabidopsis’te de degerlendirilmistir.
CmNAC1, kok gelisimini destekleme, tuz, soguk ve kuraklik stresine uyum saglamada
olumlu bir rol oynadig: bildirilmistir (Cao et al. 2017).
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Bugdayda TaNAC47 geninin fonksiyonunu anlayabilmek igin yapilan bir ¢alismada,
genin farkli dokularda farkli sekilde ifade edildigi ve ifadesinin tuz, kuraklik, don ve
dissal ABA ile uyarildig1 ve bunun sonucunda bu streslere karst TaNAC47’nin asir1
ifadesi ile tolerans kazandigi rapor edilmistir. TaNAC47°nin asir1 ifadesinin down-
regule olarak duzenlenen genlerin ifadesini aktive ederek transgenik bitkilerin uygun
olmayan ortamlarda toleransim1 artiracak ¢esitli fizyolojik olaylart degistirdigi
bulunmustur. Elde edile sonuclara gore, TaNACA47'nin ¢esitli abiyotik streslere karsi

bitki adaptasyonunu diizenledigini tespit edilmistir (Zhang et al. 2015).



20

3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Bitkisel materyal

Bu ¢alismada bitkisel materyal olarak, Atatiirk Universitesi Ziraat Fakiltesi’nden temin
edilen ve hiperakimulator bir bitki oldugu bilinen Helianthus annuus L.’un Sems ¢esidi

kullanilmistir.

3.1.2. Yararlanilan alet ve cihazlar

Calisma esnasinda kullanilan alet ve cihazlar Tablo 3.1’de verilmistir.

Cizelge 3.1. Kullanilan cihazlar ve modelleri

Kullanilan cihazlar

Modelleri

Buzdolab1

Derin Dondurucu
Saf Su Cihazi
Otoklav

pH Metre
Magnetik Karistiric
Otomatik Pipetler
Hassas Terazi
Steril Kabin
Sogutmal1 Santrifiij
Santrifuj

Arcelik, TURKIYE, 8190NF

Nuarie, U.S.A. , -86 Ultralow Freezer

GFL 2004, GERMANY

Hirayama, JAPAN, HVE 50, SN 030787253
InoLab pH730 wtw Series, GERMANY
Daihan Scientific MSH 20A, KOREA
Eppendorf, GERMANY

Mettler Toledo AL204, CHINA

Esco AC2-4E1, SINGAPORE

Hettich, Mikro 22R, M10, SN 0001279-03-00
Hettich, GERMANY, EBA-20

gRT-PCR

Qiagen/Rotor-Gene Q, GERMANY

Nanodrop

Thermo Fisher Scientific, GERMANY
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3.1.3. Kullanmilan ¢ozelti ve soliisyonlar

Calisma boyunca kullanilan ¢ozeltilerin kimyasal icerikleri ve hazirlaniglar1 asagida

verilmistir:

3.1.3.a. Sterilizasyon islemleri icin kullanilan ¢ozeltiler

%10’luk NaOCI: Ticari ABC® marka ¢amasir suyundan 10 ml alinarak hacim 100

ml’ye tamamlanmaistir.

%70’lik Etil Alkol: %100’lik etil alkolden 70 ml alinmis ve toplam hacim distile su ile

100 mI’ye tamamlanmustir.

3.1.3.b. Agir metal ¢ozeltilerinin hazirlanisi

1 mM Kr,Cr,0; (Potasyum di kromat (VI): 0,294 gr Kr,Cr,O7 tartilip, 1Lt suda

¢OzUinmustlr.

0,25 mM CuSO45H,0 (Bakir (II) siilfat pentahidrat): 0,062 gr CuSOy tartilip, 1Lt suda

¢Ozinmustur.

3.1.3.c. Askorbik asidin hazirlanisi

200 mg/L AsA hazirlamak i¢in 200 mg ASA tartilmis, 800 ml distile su igerisinde iyice

¢Ozdiirlilmiis ve toplam hacim distile su ile 1000 ml’ye tamamlanmustir.

3.1.3.d. Besin ¢ozeltisinin hazirlanisi

Denemede besi ortami1 hazir olarak saglanan Hoagland ve Arnon (1938) (Sigma H2395-

10L) tuzu 10L saf su igerisinde ¢oziilmiistiir.
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3.1.3.e. Primerlerin hazirlanmasi

Helianthus annuus L. genomunda yapilan biyoinformatik caligmalar ile ilgili veri
tabanlarindan yararlanilarak NAC trankripsiyon faktér genleri igin primer tasarimi
yapilmistir. NAC transkripsiyon faktor ailesinin protein CDS dizileri ITAK - Bitki
Transkripsiyon  Faktor ve Protein Kinaz Belirleme ve  Smiflandirma
(http://itak.feilab.net/cgi-bin/itak/) veri tabanindan elde edilmistir. Elde edilen protein
dizilerinin NAC domaini igerip igermedigini kontrol etmek i¢in HMMER ve Pfam veri
tabanlart  kullanilmistir.  Non-redundant  diziler decrease redundancy tool
(https://web.expasy.org/decrease_redundancy/) kullanilarak uzaklagtirilmagtir.
Uzaklastirma  isleminden sonra Interproscan  (http://www.ebi.ac.uk/interpro/)
kullanilarak domainler dogrulanmistir. Elde edilen ve dogrulanan RNA dizilerinden
Primer3 (http://frodo.wi.mit.edu/) programi ile primerler tasarlanmistir. Tasarlanan
primer dizileri NCBI-Blast algoritmasi kullanilarak gene 6zel olup olmadigi kontrol
edilmigtir. MT genleri i¢in Tomas et al. (2015)’in kullanmis oldugu primerler

kullanilmistir.

Liyofilize olarak gelen primerler, firmanin Onerdigi miktarda sulandirilarak stok
solisyonu hazirlanmistir.  Yapilan hesaplamalar sonucunda 1 pM c¢alisma

konsantrasyonlari olarak kullanilmastir.

Caligmada kullanilan genlerin ifade diizeylerini incelemek i¢in hazirlanan primerlerin
baz dizilimleri Cizelge 3.1°de verilmistir. Ayrica ¢alismada referans gen olarak S-Aktin

secilmistir.


https://web.expasy.org/decrease_redundancy/
http://www.ebi.ac.uk/interpro/

Cizelge 3.2. Kullanilan primerlerin baz dizilimi
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Primerin Ad1 | ileri Primer (Forward) | Geri Primer (Reverse) 5°>3’
523

HaMT2-1 TGCAGCTGCTAAGGA | AAACATAATTCAAACACTGCTG
TCAAG CT

HaMT4 ACATCATTAGAAGCG | TTCCCCTATTGAGGAACTGAAA
ATGAGGTC

Han000682 AGTGGAGACTTAGAG | GATTGTTGCAACTGTTCTTCCC
TGGTACT

Han002027 TGTGTCGGGCTATTG | TCATGCATGATCCAATCGGTC
GAAGG

Han002724 ATTGGGTTTTGTGTC | GGTTTTGCATCATTGGGTGG
GAACCT

S-AKTIN AGGGCGGTCTTTCCA | ACATACATGGCGGGAACATT
AGTAT

3.2. YOntem

3.2.1. Tohum sterilizasyonu

Tohumlar ekim yapilmadan 6nce asagidaki islemlerden gegirilmistir.

*Calismada kullanilan Helianthus annuus L. Sems ¢esidine ait tohumlar ilk olarak

musluk suyunda yikanmistir.

*Daha sonra %70’lik etanolde 1 dakika karistiritlmis ve devaminda steril suyla iyice

calkalanmustir.

*Sonrasinda %10’luk NaOCI ¢ozeltisiyle 10 dakika muamele edilmistir.

*Son olarak tohumlar 4 kez steril suyla iyice calkalanmis ve steril filtre kagidinda

kurutulmustur.
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3.2.2. Uygulanacak Cu ve Cr konsantrasyonunun belirlenmesi

Arastirmada, Cr igin toksik olan doz; Cu i¢in toksik olmayan dozu belirlemek igin
literatiir arastirmalarina gore Cr i¢in 1 mM, 5 mM, 10 mM, 20 mM Kr,Cr,0O7 ¢ozeltisi;
Cu icin ise 0,25 mM, 1 mM, 2 mM, 3 mM CuSO, ¢bzeltisi ¢imlenme ortaminda
kullanilmistir. Steril edilmis 25 adet aycicegi tohumu, icinde iki filtre kagidi bulunan
steril petri kaplarma yerlestirilmistir. Kontrol gruplarina 10 ml distile su, deney
gruplarina ise; ayr1 ayr1 10 ml CuSOq4 ve 10 ml Kr,Cr,07 ¢ozeltileri eklenmistir. Yapilan
¢imlenme testi sonucunda ¢alismada kullanilacak Cr stresi i¢cin ImM Kr,Cr,0O7; Cu

uygulamasi i¢in ise 0,25 mM CuSO4 uygulanmasina karar verilmistir.

3.2.3. Bitkilerin yetistirilmesi

Bitkilerin yetistirilmesi agir metal ve AsA uygulamasi hidrofonik sistemde
yuriitilmistir. 3 L kapasiteli plastik kaplarin kapaklar1 51 mm ¢apindaki file saksilarin
girecegi sekilde 6 tane delik agilmis ve file saksilarin igerisine hidroton eklenmistir.
Hidrotonun soliisyonla temas edecek sekilde plastik kaplara soliisyon eklenmistir.
Hidrofonik sistem kesintisiz bir sekilde elektrikli hava motoru kullanilarak

havalandirilmstir.

Asagida belirtilen her uygulama i¢in 1 plastik kap kullanilmig ve her saksi 1 tekerriir
olarak kabul edilmistir. Steril edilen tohumlar nemlendirilmis ¢imlendirme kagidi i¢eren
petri kutularina birakilarak homojen bir ¢imlenme saglamak igin +4°C’de 48 saat
stireyle bekletilmistir. Bu tohumlardan 2 dozda Hoogland and Arnon (1938) soliisyonu
iceren (pH=5,5-5,7) plastik kaplar (zerindeki her saksiya 10 tane olacak sekilde
birakilmis ve 20+1°C’de 16 saat 151k (Floresans lambas1-300 Imol/ m?s") 8 saat karanlik
sartlarda 14 giin siireyle biiyiitiilmiistiir. Cimlenen tohumlardan gelisen fidelerden her
saksida 5 tane kalacak sekilde homojen biiyiime gosteren fideler birakilarak bu fidelere
Cr (ImM Kr,Cr,07), Cu (0,25mM CuSO4.5H20) ve AsA (200 mg/L) uygulamasi
yapilmistir. AsA uygulamasi yapraktan sprey seklinde yapilmis, Cr ve Cu uygulamasi
icin Kr,Cr,07 ve CuSO4.5H,0 ¢ozeltileri bitki yetistirme ortami olan Hoagland and
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Arnon (1938) soliisyonuna eklenmistir. Bitkiler ayni kiiltiir sartlarinda 10 giin siireyle
strese maruz birakilmistir. Bu siirenin sonunda bitki 6rnekleri alinarak -80°C’de ¢alisma

yapilacag giine kadar bekletilmistir.

Cizelge 3.3. Uygulamalarin listesi

Uygulama Aciklama
1 1mM Kr,Cr,07 (Cr)

0,25mM CuS04.5H20(Cu)

Askorbik asit (200 mg/L)(AsA)

Cr+Cu

Cr+ AsA

Cu+ ASA

Cr+Cu+ ASA

ol ~N| o ;g & w| N

Kontrol

3.2.4. Toplam RNA izolasyonu

RNeasy Plant Mini Kiti (Qiagen, Hilden, Germany) kullanilarak iireticinin talimatlar

dogrultusunda RNA izolasyonu gergeklestirilmistir. Asamalar asagida verilmistir.

*-80°C dolabindan ¢ikarilan 6rnekler yeterince sogutulan steril havanlarda sivi azot
kullanilarak toz haline getirilmistir ve 100 mg olacak sekilde ependorf tiiplere
aktarilmastir.

*Her tiipe 450 uL RLC tamponu eklenmistir. Dokular iyice parcalanana kadar vortex
edilmistir.

*QOrnekler lila renkli kolona aktarilip, 2 dakika 13000 rpm’de santrifiij edilmistir.

*Lila renkli kolonlar atilmistir, alt kisimda pelet haricinde biriken kisim steril bir
ependorf tiipe aktarilmistir.

*225 pL etanol ilave edilerek DNA-RNA pelet olusumu gézlenmistir.
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*Pipetle in-out teknigi ile ependorf tiipindeki pembe kolona aktarilarak 15 saniye
13000 rpm’de santrifuj edilmistir.

* Alttaki tiip igerisindeki s1vi kisim uzaklastirilarak tiip tekrar kolona takilmistir.

*350 uL RW1 tamponu eklenmistir ve 15 saniye 13000 rpm’de santrifiij edilmistir.
Altta kalan sivi kisim uzaklastirilmistir ve pembe kolon, kit igerisindeki kapaksiz
tiiplere koyulmustur.

*500 uL RPE tamponu ilave edilerek 15 saniye 13000 rpm’de santrifiij edilmistir ve sivi
kisim uzaklastirilmistir.

*500 uL RPE tamponu ilave edilerek 2 dakika 13000 rpm’de santrifiij edilmistir.
*Pembe kolonlar steril yeni tlplere alinmistir.

*1 dakika 13000 rpm’de santrifiij edilmistir.

*Pembe kolonlar steril yeni tiiplere aktarilmistir.

*40 uL RNase free water kolonun tam ortasina ilave edilmistir.

*1 dakika 13000 rpm’de santrifiij edilmistir.

*Bu islem 2 kez tekrarlanmustir.

*Toplam hacim 80 uL olmustur.

3.2.5. cDNA sentezi

Elde edilen RNA’larin kantitasyonu Nanodrop spektrofotometresi ile Azgo/Aggo degeri
Ol¢tilmistiir. Toplam RNA’lar 100 ng/ul’ye ayarlanmistir. Thermo Scientific RevertAid
First Strand cDNA Sentez Kiti kullanilarak tireticinin talimatlari dogrultusunda cCDNA

sentezi gerceklestirilmistir.

*Steril tiplere hacimleri 0,1ng-5ug olacak sekilde toplam RNA konulmustur.
*Ardindan 1 pl oligo (dT)is primer eklenerek toplam hacim 12 ul’ye tamamlanmistir.
Karisim ¢ok kisa santrifiij edildikten sonra 65°C’de 5 dk inkiibasyona birakilmistir.
*Stire dolunca ornekler buz iizerine yerlestirilmistir. Her tiipe, 4 ul 5X Reaksiyon
Buffer, 1 ul RiboLock RNase Inhibitor, 2 ul 10 mM dNTP Mix ve 1 pul RevertAid M-
MuLV RT eklenmis ve son hacim 20 pul olmustur.



27

* Ornekler cok kisa santrifiij edildikten sonra PCR termal cycler cihazi kullanilarak

inkiibasyona tabi tutulmustur. Inkiibasyon kosullar1 asagida verilmistir.

e 25°C =>5dk
e 42°C =>60dk PCR basamaklari
e 70°C =>5dk

*Elde edilen cDNA’lar gRT-PCR’da kullanilmak iizere 40 pl nikleaz free water

eklenerek son hacim 60 ul’ye tamamlanarak 1:2 oraninda seyreltilmistir.

3.2.6. qRT-PCR ile gen ifade analizi

gRT-PCR islemini gergeklestirmek i¢in Thermo Scientific Maxima SYBR Green/ROX
gPCR Kiti kullanmilmigtir. Protokol iiretici firmanin talimatlarina uygun sekilde

yapilmigtir. Talimatlar asagida verilmistir.

e Kullanilacak tiim soliisyonlar hafif bir sekilde vortekslenmistir.

e Stok master mix asagida verildigi gibi hazirlanmistir.

Cizelge 3.4. gRT-PCR igin kullanilan malzemeler

Kullanilan Malzemeler Miktarlar

Maxima SYBR Green/ROX QPCR Master Mix (2X) 12,5 ul

Ileri (Forward) Primer (0,3 pM) 1,2 ul

Geri (Reverse) Primer (0,3 uM) 1,2 ul

cDNA 500ng

Steril su Son hacim 25 ul’ye
tamamlanir

Son Hacim 25 ul
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e Karigim PCR tiiplerine aktarilmis ve hafifce santrifijlendirilerek Qiagen Rotor-Gene

cihazina yerlestirilmistir.

e 95°C->10dk )

e 95°C >15sn

e 60°C 2>30sn 40 Dongu - gRT- PCR basamaklari
e 72°C>30sn

3.2.7. Verilerin analizi

Gen ifade analizi sonucunda 6rneklerin esik (threshold) degerleri belirlenmistir. PCR
analiz sonuglarina gore orneklerin Ct degerlerine ait standart sapmalar Microsoft Excel
programi yardimiyla hesaplanmigstir. Standart sapmasi diisiik olan 6rnekler 3 tekerriir
Uzerinden degerlendirilmistir. Aygigegine ait genlerin ifade oranlar1 Livak and
Schmittgen (2001) gore 2**' oransal hesaplama algoritmasi ile belirlenmistir. gRT-
PCR analizinde referans gen olarak S-Aktin geni kullanilmis ve genlerin ifadesi referans

gen ifadesine gore gergeklestirilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Gen ifadelerinin Analizleri

Aygigeginde (Helianthus annuus L.) 1 mM Cr (Kr,Cr,07) agir metal stresine karsi; 0,25
mM Cu (CuSO45H,0) ¢ozeltisi ve AsA (200 mg/L) uygulanmis bitkiler hasat edildikten
sonra kok ve govde kisimlarindan total RNA izolasyonu yapilmistir. Nanodrop
Olciimleri alindiktan sonra cDNA sentezi gergeklestirilmistir. Han000682, Han002027,
Han002724 NAC transkripsiyon faktor genlerine 6zgii primer dizayni yapilarak, agir
metal detoksifikasyonunda rolii oldugu bilinen HaMT2-1 ve HaMT4 genlerine ait
primerler (Tomas et al. 2015) kullanilarak QRT-PCR yapilmistir. Elde edilen gen
ifadelerinin  kontrol edilebilmesi icin housekeeping gen olarak S-Aktin geni
kullanilmistir. qRT-PCR amplifikasyonu sonucunda elde edilen SYBR-Green sinyal
grafigi Sekil 4.1 ve Sekil 4.2°de verilmistir.

Sekil 4.1. Aycicegi koklerinde secilen genlerin ¢alisma egrileri
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Sekil 4.2. Aycicegi govdelerinde segilen genlerin ¢alisma egrileri

Cr agir metal stresine karst Cu ve AsA uygulamalarinin etkisini belirleyebilmek igin;
MT gen ailesinin MT2-1 ve MT4 genleri calisilmistir. MT2-1 gen ifadesinde yaptigi
degisiklikler Sekil 4.3 ve Sekil 4.4’te verilmistir. Bitkinin kok kisminda elde edilen
MT2-1 gen ifade analizi sonuglarina gore, bu genin tim uygulamalarda up-regile
oldugu gorulmistir (Sekil 4.3). En yuksek ifade Cr’de gorilurken; en disiik ifade

Cu’da gozlenmistir.

Bitkinin gévde kisminda elde edilen gen ifade analizi sonuglarina gére; MT2-1 geninin
Cu, Cr, CutAsA uygulamalarinda up-regiile oldugu; Cu+Cr, AsA, Cr+AsA ve
Cu+Cr+AsA uygulamalarinda ise down-regiile oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.4). En
yilksek ifade seviyesi Cu’da goriilirken; en diisiik Cr+AsA uygulamasinda

belirlenmistir.
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Sekil 4.4. Agir metal stresine maruz kalan bitki govdelerindeki MT2-1 geninin ifade
degisimleri (2744

Bitkinin kok ve govde kisminda elde edilen MT4 gen ifade analizi sonuglar1 Sekil 4.5 ve
Sekil 4.6’da verilmistir. MT4 geninin kokte Cu, Cr, Cu+AsA, Cr+AsA ve Cu+Cr+AsA
uygulamalarinda up-regiile oldugu; Cu+Cr ve AsA uygulamalarinda ise down-regule
oldugu gorilmistiir (Sekil 4.5). En disiik gen ifade seviyesi AsA uygulamasinda; en
yiiksek ise Cr+AsA uygulamasinda gézlenmistir. MT4 geninin gévdede Cu+AsA harig,
diger uygulamalarda down-regiile oldugu belirlenmistir. En disiik gen ifade AsA
uygulamasinda goriiliirken, en yliksek ifade CutAsA uygulamasinda tespit edilmistir
(Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. Agir metal stresine maruz kalan bitki gévdelerindeki MT4 geninin ifade
degisimleri (24"

Yine bu arasgtirmada, NAC transkripsiyon faktor ailelerinden Han2724, Han682 ve
Han2027 genleri ¢alisilmistir. Han2724 geninin ifade analizi sonuglar1 ise Sekil 4.7 ve
Sekil 4.8’da verilmistir. Kokte Han2724 geninin Cu+Cr uygulamasi hari¢ diger
uygulamalarda up-regiile oldugu gortilmistiir (Sekil 4.7.). En yiksek ifade seviyesi Cr
uygulamasinda goriiliirken, en diisitk Cu+Cr uygulamasinda belirlenmistir. GOvdede ise
Han2724 geninin tum uygulamalarda down-regile oldugu goriilmistiir (Sekil 4.8). En
diisiik gen ifade seviyesi Cu+Cr uygulamasinda goriiliirken, en yiiksek ifade seviyesi

AsA uygulamasinda goriilmiistiir.
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Sekil 4.8. Agir metal stresine maruz kalan bitki govdelerindeki Han2724 geninin ifade
degisimleri (274"

Han682 gen ifade analizi sonuglart Sekil 4.9 ve Sekil 4.10’da verilmistir. Elde edilen
grafige gore kok kisminda, Han682 genini Cr, Cr+AsA ve Cu+Cr+AsA
uygulamalarinin up-regiile ettigi; Cu, Cut+Cr, AsA ve CutAsA uygulamalarinin ise
down-regiile ettigi gorilmistir (Sekil 4.9). En diisik gen ifade seviyesi ASA
uygulamasinda goriiliirken, en yiiksek ifade ise Cr+AsA uygulamasinda belirlenmistir.
Govdede ise Han682 genini; Cr, Cr+AsA ve Cu+Cr+AsA uygulamalariin up-regle
ettigi; Cu, Cu+Cr, AsA ve CutAsA uygulamalarinin ise down-regiile ettigi tespit
edilmistir (Sekil 4.10.). Gévdede en diisiikk gen ifade seviyesi Cut+AsA uygulamasinda

goralirken; en ylksek Cr+AsA uygulamasinda belirlenmistir.
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Sekil 4.10. Agir metal stresine maruz kalan bitki gévdelerindeki Han682 geninin ifade
degisimleri (2744

Diger bir NAC transkripsiyon faktor geni olan Han2027 gen ifade analizi sonuglari
Sekil 4.11 ve Sekil 4.12°de verilmistir. Kokte Han2027 geninin AsA uygulamasi harig¢
diger uygulamalarin tamaminda up-regiile oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.11.). En diisiik
gen ifade seviyesi AsA uygulamasinda goriiliirken; en yiiksek Cr+AsA uygulamasinda
belirlenmistir. Gévdede ise Han2027 geninin  Cu+Cr, Cu+AsA ve Cr+AsA
uygulamalarinda up-regiile oldugu, diger uygulamalarda ise down-regiile oldugu
belirlenmistir (Sekil 4.12). En yiksek ifade seviyesi CutAsA uygulamasinda

belirlenirken; en diisiik Cu uygulamasinda elde edilmistir.
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Sekil 4.11. Agir metal stresine maruz kalan bitki koklerindeki Han2027 geninin ifade
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5. TARTISMA ve SONUC

Bitkiler, biiylime ve gelismelerini olumsuz etkileyen ¢esitli ¢evre kosullarina maruz
kalirlar (Knight and Knight 2001). Giiniimiizde toprak kontaminasyonunda toksik etkisi
oldukga fazla olan en 6nemli ¢evresel faktorlerden biri de agir metallerdir (Burzynski
and Zurek 2007; Kisa et al. 2017). Baz1 agir metaller eser miktarda bulunduklarinda,
bitkilerin normal biiylime ve gelisimine katki saglamaktadirlar. Mikro element olarak
adlandirilan bu agir metallerden bakir, diizenleyici proteinlerde yapisal bir element
olarak gorev alir ve fotosentetik elektron tasinimina, mitokondriyal solunum, hiicre

duvar metabolizmasi ve hormon sinyalizasyonuna katilir (Fariduddin et al. 2009).

Agir metaller bitkide optimum miktarlar astiklar1 zaman toksik etkiye neden olurlar.
Bitki biliylime ve gelisimini olumsuz sekilde etkileyerek bazi fizyolojik ve molekiiler
degisikliklere neden olurlar (Kisa et al. 2017). Glinimuzde gerek endistriyel gerekse de
dogal cevresel olaylardan dolay1 topraga saliman Cr, tiim canli gruplart icin tehdit
olusturan agir metallerden biridir. Cr toksisitesi ylksek ROT dretimi, gen ifade
seviyesinde bir sinyalleme zincirini harekete gecirerek stres karsisinda savunma yaniti
olusturabilir (Shanker et al. 2005; Gomes et al. 2017). Bu yanit mekanizmalarinin temel
ogelerinden biride MT genleridir (Zhang et al. 2017). Bitki MT’leri stresle uyarilabilir
bir proteindir ve mRNA ifadeleri gevresel faktorler ile bitki dokulari tarafindan
diizenlenir ve tiire gore degisir (Pramanick et al. 2017; Kisa et al. 2017). Hem MT1 hem
de MT2 proteinlerinin, metal baglama ve ROT temizleme faaliyetlerinden sorumlu olan

iki sisteince zengin korunmus domainleri vardir (Yamauchi et al. 2017).

Arastirmada koOklerde tim uygulamalarda MT2-1 geninin ¢ok yiksek seviyelerde
transkribe edildigi saptanmis ve bu sonu¢ Tomas et al. (2015)’in sonuglartyla paralellik
gostermektedir. Arabidopsis’te ¢alisan Guo et al. (2013b) MT2b’nin yiksek ifade

gosterdigi igin bu genin referans gen oldugunu bildirmistir.
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Celtikte, OSMT gen ailesi igerisindeki sadece MT2 genleri saplarda yuksek seviyelerde
ifade edilirken (Zhou et al. 2006); bu calismada MT2-1’in koklerde daha yuksek ifade
edildigi goriilmiistiir. Bu da MT genlerinin ifade seviyesinin bitki tiirline ve organina
gore degistigini gostermektedir (Du et al. 2012). Genel olarak, seker kamisinda MT2-
1’in ifadesi koklerde daha disiik, yapraklarda daha yiiksek olma egiliminde iken; Guo
et al. (2013a)’in yaptiklari arastirmada koklerde ve tomurcuklarda SCMT2-1-3’(in ifade
seviyesinin, govde ve yapraklardakine kiyasla belirgin olarak daha yiliksek oldugu
gozlenmistir. Arabidopsis, bugday ve geltikte MT mRNA ifadelerinin, bazi agir
metallerle uyarildiginda arttig1 gézlenmistir (Pramanick et al. 2017). ScMT2-1-3'in Cu
stresindeki  up-regiilasyonu, bu genin seker kamisi hiicrelerinde  bakir
detoksifikasyonunda ve depolanmasinda belirgin bir rol oynadigmni gostermektedir.
Yapilan calismada, kokte MT2-1 geni Cr uygulamasinda en fazla ifade verdigi
gozlenmistir. Guo et al. (2013a)’in de bildirdigi gibi MT geni stres toleransinda rol
aldig1 igin up-regiile olabilecegi distiniilmiistir. Nitekim; MT2-1 geninin Cr
uygulamasinda koklerde daha fazla ifade olmasi, Cr’nin koklerde daha fazla
birikmesinden kaynaklanmis olabilir. Cr kokler tarafindan alinip, absorbe edildiginde
oldukca yavas translokasyona ugrar ve biiylik Ol¢iide koklerde tutulur (Singh et al.
2013). Cr’un koklerde daha fazla birikmesinin nedeni ise kok hucrelerinin Cr’yi
vakuollerinde biriktirmesi ve bodylece bitkide daha az toksik hale getirilmesi olabilir
(Shanker et al. 2004).

Calismada; Cr uygulamasina Cu’nun eklenmesi ile koklerde gen ifadesinde bir azalma
gozlemlenirken, bunun nedeninin Cu ve Cr’nin antagonistik etkisinden kaynaklandigi
distiniilmektedir (Murtaza et al. 2017). Nitekim, Dube et al. (2003) Cu ve Cr arasinda

antagonistik etki oldugunu bildirmistir.

Arastirmada Cr’ye karst AsA uygulamast MT2-1 geninin ifadesini diislirdiigii
gbzlenmistir. Bunun da muhtemel nedeni; Cr toksisitesi ile olugan ROT’larin
uzaklastirllmasinda AsA’nin gorev almasidir. Arastirmadaki bulgulara benzer olarak
Sebastes schlegelii (kaya baligi)’nda Pb stresinde AsA uygulamasinin MT geninin
ifadesini 6nemli 6l¢iide diisiirdiigii bildirilmistir (Kim and Kang 2017).
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Calismada MT2-1 geninin govde kisimlarindaki gen ifade modellerine dayanarak; diger
uygulamalara kiyasla Cu uygulamasina en fazla ifade verdigi gozlenmektedir. Bu genin
Cu’da fazla ifade olmasi bu genin Cu tasiniminda rol almasindan kaynaklanmis olabilir.
Nitekim, Arabidopsis’te MT2b’nin, floem araciligiyla Cu homeostazinda biiyiik bir rol
oynadigi, dokular arasinda fazla Cu’nun uzun mesafelere taginmasinda gorev aldig
bildirilmistir (Guo et al. 2013b). Diger taraftan MT2b’nin, hiicre duvarlarinin
lignifikasyonu i¢in Cu saglamak tizere vaskiiler dokuda bir Cu depolama mekanizmasi
olarak gorev yaptigi rapor edilmistir (Guo et al. 2013b). Bu nedenlerden dolayr Cu’nun
MT2-1 genini ¢alistirdig1 diislinlilmektedir. Yine aragtirmada bu genin ifadesinin Cr
uygulamasinda az olmasmin nedeni muhtemelen aygiceginin agir metali koklerde

depolayarak, diger organlara iletilmesini 6nlemesinden kaynaklanmis olabilir.

Cr uygulamasina tek basina Cu ve AsA eklenmesi sonucunda gen ifadelerinin benzer
oldugu goriilmiistir. Bu da Cu ve AsA’nin Cr toksisitesini ayni derecede tolere
edebilecegini ve Cu’nun gercekten mikro besin elementi olarak etki gosterdigini
aciklamaktadir. Hem Cu hem de AsA Cr ile olusan ROT’lar1 uzaklastirarak genin

ifadesinin azalmasina neden oldugu séylenebilir.

MT4 genlerinin ifadeleri yalnizca tohumda degil ayn1 zamanda tireme organlarinda ve
vejetatif dokularda da ifade edildigi bildirilmistir (Yang et al. 2015). Arabidopsis’te
tohumda ifade olan MT4 geninin, vejetatif dokularda ifade oldugu; bakir ve g¢inkoya
karsi toleransini artirdigi gézlenmistir (Leszczyszyn et al. 2013). Bu ¢alismaya benzer

olarak yapilan arastirmada MT4 geninin koklerde ifade verdigi gozlenmistir.

Arastirmada MT4 geninin koklerde tek basmma Cr uygulamasiyla karsilastirildiginda
Cr+AsA uygulamasinda daha fazla ifade oldugu belirlenmistir. Bu sonuca gore, Cr
uygulamasina AsA ilavesi MT4 geninin ifadesini daha da artirdig1 s6ylenebilir. Nitekim
fare karacigerinde yapilan ¢alismalarda AsA uygulamasi ile MT sentezinin uyarildig:
belirlenmistir (Onosaka et al. 1987). Diger taraftan Cr uygulamasinin olusturdugu
toksisite nedeniyle genin ifadesini artirmasi beklenilen bir sonugtur. Bu genin tek basina

uygulanan AsA’da down-regiile olmasi ortamda stres faktoriiniin olmamasindan
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kaynaklanmig olabilir. Yine aragtirmada MT4 geninin govde kismindaki ifadesine
bakildiginda, bu genin ifadesinde her iki agir metal uygulamasinda 6nemli bir degisiklik
olmadigi belirlenmistir. Buda MT geninin ifadesinin dokuya ve organa 6zgii olmasi ile

aciklanabilir (Kisa et al. 2017).

Son zamanlarda, farkli bitkilerde belirlenen NAC domain proteinleri, abiyotik stres
toleransinin diizenlenmesinde sinyal yolaklar ile etkilesim kurarak islevlerini yerine
getiren temel bilesenlerdir (Shao et al. 2015; Cao et al. 2017). Genin stresle uyarilmasi
ile bitkilerde ifade edilen stres toleransi arasinda fizyolojik ve molekiiler degisikliklere
dayali kuvvetli bir korelasyon vardir (Zhang et al. 2015). Bircok NAC geninin
mRNA'lar1, ¢esitli abiyotik streslere tepki olarak onemli degisiklikler gosterdigi ve
abiyotik stres toleransinda gozle goriiliir bir degisiklige neden oldugu bildirilmistir (Jin
et al. 2017). Bu arastirmada; Han2724 geninin kokte en fazla ifadesinin Cr
uygulamasinda gergeklestigi goriilmiistiir. Bu sonug, Cr toksisitesine bagli olarak artan
prolin igeriginin strese cevap olarak NAC TF gen ifadesine olan etkisiyle agiklanabilir.
Nitekim, kuraklik ve soguk gibi abiyotik stres kosullarinda TaNAC47 geninin asir1 ifade
oldugu bitkilerde prolin igeriginde yiiksek oldugu belirlenmistir. Bu da bitkilerin stres
altindayken; prolinin stresle iligkili genlerin sentezlenmesine neden olarak stres

toleransini sagladigini gostermektedir (Zhang et al. 2015).

Cu+Cr uygulamasinda metallerinin antogonistik etkisinden dolay1 ifadelerinde bir
azalma gozlenmistir. Bununla birlikte, Cr+AsA’nin birlikte verildigi uygulamada gen
ifadesinin azaldig1 goriilmektedir. Bu durum, AsA’nin Cr toksisitesi nedeni ile olusan
ROT’larin savunmasinda rol oynayarak genin ifadesinde azalmaya neden olmasi ile
aciklanabilir. Elde edilen sonuclar literatirdeki c¢alismalarla desteklenmistir.
Transkripsiyon faktor genlerinden olan TaNAC47 geni asir1 ifade olan transgenik
bitkilerde, AtRD29A, AtRD29B, AtCOR47, AtRD20, AtGSTF6, AtPSCS1 vb cesitli
stresle ilgili genlerin up-regiile oldugu belirlenmistir (Zhang et al. 2015).

Tiitiinde, kuraklik ve soguk stresinde PbeNACL'in asir1 ifadesinin, bazi strese tepki

genlerinin pozitif dizenleyicisi olarak gorev yaptigi belirlenmistir (Jin et al. 2017).
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Bugdayda TaNAC69 geni ¢esitli abiyotik stresler tarafindan up-regile olarak ifade
edilmistir. Bununla birlikte, TaNAC2 ve TaNAC67'nin asir1 ifadesi, transgenik bitkilerin
abiyotik streslere karsi toleransini gelistirmistir. Ayn1 sekilde TaNAC47 geninin asiri
miktarda ifade edildigi fidelerde, ABA'ya olan duyarlilig1 artirdig1 bildirilmistir (Zhang
et al. 2015). Arpada HvVSNACL1 geninin promotor bdlgesinde cesitli strese duyarli
diizenleyici elementler tanimlanmistir. Bu sayede HVSNACL1 geninin asir1 ifadesi
kuraklik basta olmak iizere bir¢ok abiyotik stresi tolere edebilecegi bildirilmistir

(Abdallat et al. 2014).

Arastirmada, Han2724 geninin ifade seviyesinin govdede tim uygulamalarda down-
reglile oldugu goriilmistiir. Arastirmada elde edilen bulgulara benzer olarak nohutta
NAC transkripsiyon faktor geni olan CaNACO02’nin negatif dizenleyici bir gen oldugu,
arastirmada kullanilan her iki nohut ¢esidinde de (ILC482 ve Hashem) gerek koklerde
gerekse yapraklarda dehidrasyonla 6nemli derecede down-regiile oldugu belirlenmistir.
Ancak, kurakliga dayanikli kurakliga duyarli Hashem'de daha diisiik ifade seviyeleri
gozlenmistir (Nguyen et al. 2015). Yine, Citrullus lanatus’ta (kuraklik ve tuz stresine
kars1 oldukga toleransli, soguk stresine duyarli) CINAC genlerinin yaklasik yarisinin
hizli ve belirgin bir sekilde down-regiile oldugu belirlenmistir. Bunlarin arasinda
CINAC96 ve CINACO9 genlerinin en fazla azalis1 gosterdigi belirlenmistir (Lv et al.
2016).

Han682 geninin kok kisminda AsA wuygulamasina karst en az ifade verdigi
belirlenmistir. Bitki stres altinda olmadig1 i¢in genin down-regiile olmasi1 beklenilen bir
sonugtur. Ancak, Cr’nin toksisitesine bagli olarak ifadesinin arttigi gézlenmistir. En
yuksek ifade seviyesi Cr ve AsA’nin birlikte verildigi uygulamadir. Bu da bitkiye
verilen AsA’nin Cr toksisitesini azaltmak i¢in bu geni calistirdigini diistindiirmektedir.
Cr uygulamasina ilave Cu’nun genin ifadesini down-regle ettigi gézlenmistir. Bunun

da muhtemel nedeni Cu ve Cr’nin antagonistik etkisidir.

Han682 geninin govde kisminda en az ifadesi Cu ve AsA’nin birlikte verildigi

uygulamada gorilurken, en fazla ifade Cr ve AsA uygulamasinda gézlenmistir. Cu ile
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AsA uygulamasinda, ortamda stres kosullari olmadigindan bu genin down-regile
oldugu goriilmistiir. Diger taraftan Cr ve AsA’nin birlikte uygulamasinda; AsA’nin

geni ¢alistirarak ifadesini artirdig1 belirlenmistir.

Han2027 geninin kokte AsA uygulamasinda en az ifade oldugu, en fazla ise Cr ve AsA
uygulamasinda oldugu gozlenmistir. Yukarida da belirtildigi gibi, bu genin Cr’nin
neden oldugu toksisiteden dolay1 ifadesinin arttig1 tespit edilmistir. Cu ve Cr’nin birlikte
verildigi uygulamada ise ifadesinin azalmasinin muhtemel nedeni metallerin
antagonistik etkisidir. Bu sonuglar Han682 geninin ifadesiyle benzerdir. Celtikte yapilan
bir calismada; ONAC gen (Os11g03370 ve Os07g37920) ifadelerinin dokuya 06zgl
oldugu rapor edilmistir. Os11g03370 geninin, kallus ve kokte spesifik olarak ifade
edildigi ve tuz ve soguk stresleri tarafindan uyarildigr; Os079g37920 geninin ise stamene
0zgii oldugu ve kuraklik ve tuz tarafindan uyarildigi bildirilmistir (Fang et al. 2008).
Yine soya fasilyesinde, 29 GmNAC genlerinden, 4 tanesinin koklerde, 13 tanesinin
stirglinlerde ve 12 tanesinin ise her iki dokuda da indiiklendigi ve GmNAC genlerinin

altisi ise stirgiinlerde dehidrasyonla down-regile oldugu belirlenmistir (Le et al. 2011).

Arastirmada, Han2027 geninin gévde kisminda Cu uygulamasinda en az ifade oldugu
gozlemlenirken, en fazla ifade Cu ve AsA uygulamasinda gozlemlenmistir. Ayrica; Cu,
Cr ve AsA uygulamalariin bu genin ifadesini down-regiile ettigi tespit edilmistir. Bu
sonuclara gére NAC genlerinin ifadelerinin dokuya 6zgii oldugunu diisiindiirmektedir.
Cesitli bitki NAC transkripsiyon faktor genlerinin ifadesinin dokuya spesifik oldugu ve
dokuya spesifik olarak ifade edilen transkripsiyon faktorlerinin bitki blylUmesinde ve
gelisiminde kritik rol oynadigi bildirilmistir (Xia et al. 2010a). Xia et al. (2010a)
tarafindan c¢eltikte yapilan ¢alismada TaNAC4 geni, agirlikli olarak koklerde ifade
edildigi, ancak ifade seviyelerinin yapraklarda ve saplarda koklere gore daha diisiik
oldugu ve TaNACA4'lin geltikte OSNAC19 ve soya fasulyesinde GmNAC1 ile benzer bir
ifade profiline sahip oldugu rapor edilmistir.

Biyotik ve abiyotik stres faktorlerinden yeryiiziindeki tiim canlilar etkilenmektedir. Bu

nedenle, bitkilerdeki streslerin arastirilmasinin en énemli amaci, gida maddesi olarak



47

tlketilmesi nedeniyle daha toleransli hale getirilmesidir. Bu da bitkilerde, 6nemli stres
dizenleyici aglarin ve olumsuz kosullarin farkli kombinasyonlarinin potansiyel
etkilerinin anlasilmasina baglidir. Abiyotik stres cevaplari igerisinde yer alan MT ve
NAC transkripsiyon faktor genleri gibi ana diizenleyici genler, stres toleransini
gelistirebilmek i¢in miikemmel adaylardir. MT genlerinin agir metal stresine karst gii¢li
bir mekanizmaya sahip olmasinin yani sira, ROT’lar1 uzaklastirabilecegi dikkate
alindiginda diger stres sartlarina karst da bitkilerde toleransi artirabilecegini
diistindiirmektedir. Aymi sekilde NAC transkripsiyon faktor genleride ¢esitli sinyal
yolaklarii aktive ederek, stres sartlarina karsi tolerans saglamaktadir. AsSA ise stres
sartlar1 altinda bitkilerde ROT’lar1 uzaklastirarak oksidatif savunma potansiyelini ve
stres toleransimi artirmaktadir. Fakat; AsA'nin, bitki biiyiime ve gelismesinin farkli
evrelerinde faaliyet gosteren metabolik siirecleri nasil ve ne Olgiide uyarabilecegi
hakkinda literatiirde az bilgi mevcuttur. Bu bilginin aciga cikarilmasi, AsA'nin stres
sartlar1  altinda biiylimeyi tesvik etmedeki etkin roliinii tam olarak aydinlatmaya
yardimci olabilir. Sonu¢ olarak; 0zellikle NAC transkripsiyon faktér genlerinin
molekiiler mekanizmalarinin tam olarak arastirilmasi ve belirlenmesi gerekmektedir.
Ayrica, model bitki tiirlerinde g¢oklu abiyotik stres toleransinda goérev alan NAC
transkripsiyon faktor genleri iiriin bitkilerinde test edilmeli ve 6zellikle tireme basarisina
odaklanarak NAC transkripsiyon faktor genlerini barindiran transgenik bitkilerin

yetistirilmesine agirlik verilmelidir.
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