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OZET
Yiksek Lisans Tezi

KOLZA FIDELERINDE SELENYUM TESVIKLi KROM TOLERANSININ
FiZYOLOJIK VE MOLEKULER ANALIZLERI

Haktan DOGUS
Afyon Kocatepe Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali
Damsman: Prof. Dr. Mustafa YILDIZ
ikinci Damisman: Dr. Ogr. Uyesi Hakan TERZI

Endiistriyel faaliyetler ¢cevredeki krom (Cr) kirliligini arttirmaktadir. Toprakta artan Cr
icerigi bitkiler tarafindan alinip emilip birikebilmekte, toksisiteye yol agabilmekte, besin
Zinciri yoluyla dogrudan veya dolayh olarak insan sagligma zarar verebilmektedir. Bu
nedenle, Cr ile kirlenmis topraklarda yetisen bitkiler tarafindan Cr alimm azaltacak ve
boylece Cr tehditlerinden kaynaklanan saglik risklerini azaltacak yaklagimlarin
bulunmasi gerekmektedir. Bitkiler i¢in faydali bir element olan selenyum (Se), gesitli
biyotik ve abiyotik stres altindaki bitkilerde olumlu roller oynamaktadir. Selenyumun Cr
stresi altindaki bitkilerdeki faydali etkileri, bitki bilylimesini iyilestirme ve Cr birikimini
azaltilmas: ile kanitlanmustir. Bununla birlikte, kolza bitkilerinin Cr stres toleransini
lyilestirmede Se'un koruyucu mekanizmasmi ortaya g¢ikarmak i¢in ¢ok az bilgi
bulunmaktadir. Bu ¢alismada, kolza (Brassica napus L.) fidelerinin Cr stresine karsi
tolerans olusturmadaki Se'un rolii, fizyolojik ve biyokimyasal analizlerle kombine
edilmis jel temelli proteomik yaklasim ile ortaya konulmustur. Hidroponik olarak
biyiitillen yedi giinliik kolza fideleri, 14 giin boyunca 10 uM Cr stresi ve 5 uM Se
uygulamalarma maruz birakilmistir. Sonuglar, Cr stresinin kolza fidelerinde biiyiimeyi
azalttigin1 ve Cr birikimine ve lipid peroksidasyonuna neden oldugunu gostermistir.
Digsal olarak uygulanan Se, Cr stresine maruz birakilan kolza fidelerinde bitki
bliyiimesini arttirmug, ancak lipid peroksidasyonunu ve Cr birikimini azaltnustir. EK

olarak, Se uygulamasi yapraklarda azalmis katalaz ve askorbat peroksidaz aktivitelerini



artirmig ve ayrica yaprak siiperoksit dismutaz ve guaiakol peroksidaz aktivitelerinde Cr
kaynakh artista ilave artisa neden olmustur. Proteomik analizde, Cr stresi altindaki
yapraklarda Se toplam 60 proteinin ifadesini onemli Ol¢iide etkilenmis ve kiitle
spektrometrisi ile 54 protein tanimlanmistir. En biiyiik ti¢ fonksiyonel kategori, fotosentez
(%48,1), savunma tepkisi (%27,8) ve protein metabolizmasmda (%11,1) yer alan
proteinleri icermektedir. Dissal Se, fotosentezde fonksiyon goéren proteinlerin ¢ogunu
diizenlemistir ve bu durum CO: fiksasyonunda bir diizenlemeyi isaret etmektedir.
Savunma cevabi ve protein metabolizmasinda yer alan proteinler, Se tarafindan farkl
sekilde diizenlenmistir ve bu durum Se'un stres direnci ve proteom yeniden
diizenlenmesindeki rollerini gdstermistir. Selenyum, fotosentez verimini, ROT siipiirme
kabiliyetini, protein biyosentezi ve iglenmesini ve diger adaptif tepkileri tesvik ederek Cr

toleransini artirabilir.

2023, x + 79 sayfa
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ABSTRACT
M.Sc. Thesis

PHYSIOLOGICAL AND MOLECULAR ANALYSIS OF SELENIUM INDUCED
CHROMIUM TOLERANCE IN RAPESEED SEEDLINGS

Haktan DOGUS
Afyon Kocatepe University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Molecular Biology and Genetics
Supervisor: Prof. Mustafa YILDIZ
Co-Supervisor: Assist. Prof. Dr. Hakan TERZI

Industrial activities have increased chromium (Cr) contamination in environment.
Increasing content of Cr in soil can be absorbed and accumulated in plants, caused
toxicity, directly or indirectly damaging human health via food chain. Therefore, it is
necessary to find approaches to reduce Cr uptake by plant growing in Cr polluted soils
and thus decrease health risks from Cr threats. As a beneficial element to plants, selenium
(Se) plays positive roles in plants under various biotic and abiotic stresses. The beneficial
effects of Se have been established in improving plant growth and reducing Cr
accumulation in plant under Cr stress. However, little information can be used to reveal
the protective mechanism of Se in improving Cr stress tolerance of colza plants. In the
present study, the role of Se in inducing tolerance to Cr stress in colza (Brassica napus
L.) seedlings was revealed by a gel based proteomic approach combined with
physiological and biochemical analysis. Seven-day-old rapeseed seedlings grown
hydroponically were exposed to 10 uM Cr stress and 5 uM Se treatments for 14 days.
Results showed that Cr stress decreased growth and caused Cr accumulation and lipid
peroxidation in colza seedlings. Exogenously applied Se enhanced plant growth, but
reduced lipid peroxidation and Cr accumulation in Cr-stressed colza seedlings.
Additionally, Se treatment elevated depressed catalase and ascorbate peroxidase activities
in leaves and caused further increase in Cr-induced increase in leaf superoxide dismutase

and guaiacol peroxidase activities. In proteomic analysis, a total of 60 proteins were



significantly influenced by Se in leaves under Cr stress, and 54 proteins were identified
by mass spectrometry. The three largest functional categories included proteins involved
in photosyhntesis (48.1%), defense response (27.8%), and protein metabolism (11.1%).
Exogenous Se regulated most identified proteins involved in photosyhntesis, implying a
modulation in CO2 fixation. Proteins involved in defense response and protein
metabolism were differently regulated by Se, which indicated the roles of Se in stress
resistance and proteome rearrangement. Selenium could increase the Cr tolerance by
promoting photosynthesis efficiency, ROT scavenging ability, protein biosynthesis and
processing, and other adaptive responses.

2023, x + 79 pages

Key words: Brassica napus, Chromium, Proteomics, Selenium.
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1. GIRIS

Bitkiler genellikle metabolizmalarinda ve nihayetinde biiylimelerinde Onemli
degisikliklere neden olabilecek birgok farkli gevresel strese maruz kalir. Topraktaki
inorganik kirleticilerden agir metaller ekosistemi bozmakta ve besin zinciri yoluyla insan
saghgimi tehdit etmektedir (Kapoor vd. 2022). Kanserojen bir element olarak krom (Cr),
cok sayida antropojenik aktiviteden salman oldukg¢a toksik bir metal olarak kabul
edilmektedir (Srivastava vd. 2021). Crun topraktaki oksidasyon durumu,
biyoyararlanimmi ve dolayisiyla toksisitesini belirler. Ug degerlikli forma kiyasla alt1
degerlikli Cr, oksitleyici kosullar altinda ¢oziiniir, hareketli ve oldukga zararli 6zelliklere
sahiptir (Jiang vd. 2019). Bitkilerin Cralimu igin 6zel bir tasiyicilart olmamasima ragmen,
stilfat gibi besinler i¢in tastyicilar araciligiyla kokler tarafindan kolayca almir (Marieschi
vd. 2015). Bitki dokularinda artan Cr birikimi, ekonomik agidan 6nemli bitkilerin
veriminde azalmaya neden olur (Wakeel vd. 2018). Uriin verimi iizerindeki etkisinin yani
sira kanserojen, mutajenik ve teratojenik yapisindan dolayr bitki dokularmda Cr
birikimini azaltmak ve bitki tepkilerini iyilestirmek gereklidir. Cr'un biyoyararlanimini
azaltmak veya tolerans1 artirmak igin bir¢ok yaklasim kullanilmistir. Birgok calisma,
toksik elementlerle rekabet edebildigi igin besin ortamina selenyum (Se) ilave edilerek
bitkilerde Cr aliminin ve toksisitesinin azaltilabilecegini géstermistir (Handa vd. 2018,
Zhao vd. 2019).

Selenyum, insan ve hayvan beslenmesindeki 6nemi nedeniyle son yillarda dikkatleri
lizerine ¢eken Onemli bir eser elementtir. Bununla birlikte, bitkilerde Se'un 6nemi
hakkinda siipheye yer birakmayacak kadar ¢cok sayida kanit vardir (Jiang vd. 2021).
Diisiik seviyelerdeki selenyum, bitkilerde stres toleransini iyilestirmede faydali bir unsur
olarak kabul edilir. Pilon-Smits ve Quinn (2010), Se'un biyolojik aktivitesini, Se alim1 ve
biyomolekiillere dahil edilmesini kolaylastiran kiikiirt elementine olan benzerligi ile
iligkilendirmistir. Selenyumun birgok agir metalin hem birikimini hem de toksisitesini
azalttig1 belgelenmistir. Se'un iyilestirici etkisi, hiicre alt1 diizeyde agir metallerin yeniden
dagilimina, antioksidan sistem ile oksidatif stresin baskilanmasina, fotosentetik sistemin
uyarilmasina, hiicre zarlarmmn restorasyonuna ve besin alminin arttirilmasma
baglanmstir (Feng vd. 2021). Onceki ¢ahismalar, ekzojen Se uygulamalarinmn bitki

biiylimesini ve fotosentetik pigmentleri iyilestirdigini, antioksidan savunma sistemini



gliclendirdigini, Cr almimni azalttigin1 ve kokten siirgiine Cr translokasyonunu azalttigimi
gostermistir (Handa vd. 2018, 2019, Zhao vd. 2019). Dissal Se'un Cr toleransindaki
yararl islevleri hakkinda birgok rapor olmasma ragmen, molekiiler tepkiler belirsizligini
korumaktadir. Se kaynakli Cr toleransinin altinda yatan molekiiler tepkileri ¢6zmek igin

proteomik gibi yiiksek verimli yaklagimlar gereklidir.

Proteomik, agir metaller de dahil olmak iizere ¢evresel faktorlere karsi bitki tepki
mekanizmalarmi incelemek i¢in etkili bir yaklasim olarak kabul edilmektedir. Zeng vd.
(2014), Cr toleransinda farklilik gosteren iki celtik cesidinde proteomik degisiklikleri
incelemis ve koklerde Cr'a duyarl 64 protein bulmustur. Kolza yapraklarinm proteomik
analizi, sistein tarafindan artan Cr toleransmin, amino asit metabolizmasi, savunma
mekanizmasi ve enerji metabolizmasinda yer alan yiiksek protein seviyeleri ile iliskili
oldugu ortaya konulmustur (Yildiz ve Terzi 2021). Ek olarak, Se'un kadmiyum stresi
altindaki salatalik fidelerinde 1s1 sok proteini STI benzeri, glutatyon S-transferaz F8,
askorbat oksidaz ve peroksidaz dahil 26 proteini diizenledigi gosterilmistir (Sun vd.
2016). Bununla birlikte, Cr stresi altindaki kolza tohumu fidelerinin biiyiime 6zellikleri
ve antioksidatif enzimleri ile birlikte proteom degisiklikleri lizerinde Se uygulamasinin
etkisine dair hi¢bir arastirma yapilmamistir. Bu nedenle, bu ¢calismada, hiicresel tepkide
yer alan proteinleri tanimlamak ve Se'un Cr stresinin toksisitesini hafifletme
mekanizmasini kesfetmek i¢in, Cr stresi altindaki kolza tohumu fideleri iizerinde
fizyolojik ve biyokimyasal analizle birlestirilmis jel bazli bir proteomik analiz verileri

degerlendirilmistir.



2. LITERATUR BILGILERI

2.1 Kolza (Brassica napus L.)

Kolza bitkisi (Brassica napus L.), 1979 yilinda ilk olarak Kanada’da gelistirilmistir. Yagh
tohum ve kaba yem bitkisi olan kolza (kanola), Diisiik Asitli Kanada Yagi (Canadian Oil
Low Acid)’nin ilk harflerinin kullanilmasiyla CANOLA olarak adlandirilmistir (Daun
vd. 2011). Uretimi diinya capinda ikinci sirada yer alan kolza, Kanada, Avustralya, Cin
ve Avrupa'da énde gelen yagl tohum {iriiniidiir (Lu vd. 2011). Ulkemizde kolza gibi
kislik yag bitkisi sayist oldukea sinirli oldugundan kolzanin 6nemi gittik¢e artmaktadir
(Bayram 2005). Yaglh tohum bitkileri arasinda kolza, yiiksek tohum yagi ve en diisiik
doymus yag asidiile yemeklik yag olarak diinyadaikinci siradadir (Shahsavari vd. 2014).
Ayrica yan triinleri hayvan yemi olarak kullanilmaktadir (Paula vd. 2019). Kolza hizh
biiyiime, yiiksek biyokiitle tiretimi ve dogal ar1 beslenmesi itizerindeki etkileri nedeniyle
de yaygin olarak yetistirilmektedir (Yu vd. 2012).

Brassica tiirleri, agir metal alinim, hizli biiytime ve daha biiyiik biyokiitle gibi ayirt edici
ozellikleri nedeniyle agir metal stresine karsi potansiyel aday olarak kabul edilir (Farooq

vd. 2016).

2.2 Agir Metal Stresi

Agir metaller, suyun 6zgiil agirhgmin bes kat1 kadar 6zgiil agirliga sahip ve yogunlugu
5g/cm®’ten daha biiyiik olan metaller olarak ifade edilir (Abdullateef vd. 2014). Agir
metaller biyolojik olarak pargalanamazlar ve olasi higbir yolla ¢evreden dogal olarak
atilamazlar. Agir metallerin hareketsiz ya da hareketli olanlar1 vardir. Hareketli olan agir
metaller, difiizyon, endositoz veya metal tasiyicilar araciigi ile bitki kok sistemi
tarafindan alinabilir ya da hiicre disina atilabilirler (Ali ve Jain 2004, Ashraf vd. 2010,
Krzestowska 2011, Ali vd. 2015, Sabir vd. 2015, Dehghani ve Mosaferi 2016, Alharbi
vd. 2018, Basheer 2018). Fizyolojik kosullar altinda agir metaller, organizmalar igin
esansiyel ve esansiyel olmayan elementler olarak siniflandiriimaktadir (Asati vd. 2016).
Cinko (Zn), bakir (Cu), kobalt (Co), manganez (Mn) ve molibden (Mo) gibi esansiyel

metaller, redoks reaksiyonlarinda kofaktér ve ligand etkilesimleri gibi canh



organizmalarin  fizyolojik siire¢lerinde Onemli rollere sahiptirler. Arsenik (As),
kadmiyum (Cd), krom (Cr), kursun (Pb) ve civa (Hg) gibi agir metaller veya metaloidler
organizmalar i¢in gerekli degildir ve reaktiviteleri nedeniyle enzimatik reaksiyonlar1
bozarak fizyolojik siirecleri olumsuz etkilerler (Ali vd. 2011, Rahman vd. 2012,
Tchounwou vd. 2012). Cr, As, Pb, Hg ve Cd gibi esansiyel olmayan metaller, insanlar,
hayvanlar ve bitkiler {izerinde ¢esitli zararh etkilere sahiptir. Bu metallerin zararh etkileri
hiicresel metabolizmada yer alan esansiyel metalleri taklit ederek metabolizmay1 bozma
yeteneklerinden kaynaklandigi diistiniilmektedir (Li vd. 2018). Her metal benzersiz bir
toksikolojik profil sergilemektedir. Bu yaygin toksik mekanizmalar; esansiyel metallerin
taklit edilmesi, oksidatif hasarin indiiklenmesi ve metallerin niikleik asit yapisina veya
proteinlerin yapisma katilmasi ile kendini gostermektedir (Keil vd. 2011, Rahman vd.
2019)

Agir metal kirliligi, bir¢ok faktore bagl olarak olusan agir metal kirliligi diinya gapinda
onemli bir gevresel tehlike haline gelmistir (Abou-Elwafa vd. 2019). Agir metaller, hizh
kentlesme, niifus artis1 ve sanayilesme nedeniyle ¢evre kalitesinin bozulmasma neden
olan 6nemli faktdrlerin baginda gelmektedir (Rizwan vd.2017). Agir metal stresi, bitkiler
de dahil olmak {izere canlilar iizerinde tehlikeli etkilere yol acan baglica abiyotik
streslerden biridir (Varma ve Jangra 2021). Potansiyel bir tehlike faktorii olan toksik
metaller, bitkisel verimi ve {iretimi azaltabilmekte ve ayrica gilivenli gida bulunabilirligi
icin endise verici durumlara neden olabilmektedir (Sinha vd. 2018). Agir metal kirliligi,
hizli biiyliyen sanayi bolgeleri, madencilik, endiistriyel atiklar, boyalar, tarim arazilerinde
tekrarlanan giibre ve pestisit uygulamalari, kompost giibreler, atik su, kanalizasyon
camuru, komiir yakan elektrik santralleri, atmosferik ¢okelme, petrokimyasallarin rafine
edilmesi ve dokiilmesi gibi bir¢ok faktorden meydana gelmektedir (Gupta vd. 2016). Su,
hava ve toprakta bulunan agir metaller, besin zinciri yoluyla bitki ve insan saghgi i¢in
tehlike olusturmaktadir (Bertucci vd. 2018). Toprakta artan agir metal miktar, bitki
biliyiimesi, biyokiitle, fotosentez, mahsul verimi ve bitkideki kaliteyi azaltabilen
maddelerin bitkiler tarafindan daha fazla alinmasina yol agmaktadir (Ramzani vd. 2016).
Agir metallerin varlig1 bitki dokularinda ve hiicrelerinde biyokimyasal ve molekiiler
degisikliklere neden olmaktadir (Gamalero vd. 2009). Ayrica agir metaller su alimi,

tasinmasi, terleme, besin metabolizmasi ve temel metallerin almmi etkilemektedir



(Benavides vd. 2005). Bitkilerdeki protein metabolizmasi, fotosentez, solunum ve
morfogenez gibi farkli fizyolojik aktiviteler, dogal olarak agwr metal gibi yliksek
konsantrasyondaki toksik bilesiklerden etkilenmektedir (Sidhu vd. 2017). Diger streslere
benzer sekilde metal toksisitesinin de ana etkisi, agir metaller tarafindan fotosentetik
islemin bozulmasi nedeniyle reaktif oksijen tiirleri (ROT) nin a¢iga ¢ikmasidir (Rascio
ve Navari-1zzo 2011). ROT iiretimi fizyolojik seviyeleri astiginda, bunlarm birikmesi
hiicrelerde lipid peroksidasyonu, makromolekiiler bozulma, membran bozulmasi, DNA

kirilmasi ve bitkilerde iyon sizintisina neden olan oksidatif strese yol agabilir (Landi vd.
2019).

2.3 Krom Stresi

2.3.1 Kromun Kimyasal Ozellikleri

Krom, Cr(l11)ve Cr(VI) arasinda degisen bir oksidasyon numarasina sahip, gecis grubuna
(VI-B) ait bir agir metaldir. Trivalent Cr(I11) ve hekzavalent Cr(VI) tiirleri, ¢evredeki en
kararl ve yaygin formlardir (Dhal vd. 2013). Ara oksidasyon durumlari yari kararhidir ve
dogal olarak olusmaz. Cr, kabuklu kayaclarin yaklagik %0,037'sini olusturur ve nispi
dogal bollukta 21. siradadir. En yaygin dogal olarak olusan Cr(III), toprakta ve su
ortamlarmda bulunan organik maddelerle kompleks olusturur. Kromik oksitler (Cr203),
hidroksitler (Cr(OH3)) veya siilfatlar (Cr2(SOa4)3.12(H20) olarak ortaya ¢ikar (Gill 2014).
En zararll Cr formu olan Cr(V1), Cr(l11)'dan daha hareketli olup, gii¢lii bir oksitleme
potansiyeline sahiptir. Cr(V1) kanserojen olup, A tipi kanserojen olarak siniflandirilir
(Subrahmanyam vd. 2018). Genellikle kromat (CrO4~2) veya dikromat (Cr20O772) iyonlart
olarak oksijen ile iliskilidir (Sultana vd. 2014). Cr(III)’a gore Cr(VI) suda daha fazla
¢ozlinduigtinden biyolojik olarak daha fazla kullanilabilmekte ve organik maddeile kararl1
kompleksler olusturmaktadir (Langéard ve Costa 2015). Cr(VI), asidik kosullarda Cr(III)'a
dontstirilebilir.  Cr(l11) oksijenli ortamda Cr(VI)a oksitlenebilir. Ortam pH’si,
¢Oziinmiis oksijen konsantrasyonu, indirgeyici ajanlarin varhigr ve kompleks olusturucu
faktorlerin bir fonksiyonu olarak Cr(VI)/Cr(IIT) oranini belirler. Anoksik kosullar altinda
sadece Cr(I11) mevcuttur. Cr(V1) pH 7'nin tizerinde ve Cr(l11) ise pH 6'nin altindaki bir
pH'ta baskindir. Cr(IIT) nétr veya bazik pH’ta ¢okelirken asidik ortamda ¢oziiniir. Cr(VT)



tuzlann tiim pH'larda ¢oziiniir, ancak iki degerlikli katyonlarla birlikte c¢okeltilebilir

(Stanin ve Pirnie 2004).

2.3.2 Krom Alinimi ve Tagmimi

Bitkilerde, Cr ali mekanizmalarni hakkinda soru isaretleri devam etmektedir. Cr
esansiyel olmayan bir element oldugundan, bitkilerin Cr alimi i¢in agik mekanizmalara
sahip olmadig1 disiiniilmektedir (Zayed ve Terry 2003, Babula vd. 2008). Bitkilerde bu
elementin absorpsiyonuna hem aktif hem de pasif tagima sistemlerinin katildig: fikri 6ne
strilmiistir (Hayat vd. 2012). Aktif tasimanm, diisiik konsantrasyonlarda krom
iyonlarnimn absorpsiyonundan sorumlu oldugu o6ne siiriiliirken, pasif kolaylastirilmis
diflizyon, yiiksek konsantrasyonlarda krom alinimini tesvik etmektedir (Hayat vd. 2012).
Cr(VI)'un temel olarak enerjiye bagh bir tasima yoluyla kokler tarafindan absorplandigi,
Cr(l11)'un ise kolaylastirlmis diflizyon yoluyla bitki hiicresine niifuz ettigi iyi
bilinmektedir (Shah vd. 2010, Oliveira 2012). Cr dagilimu ve translokasyonu bitki tiiriine,
Cr iyonlarmin oksidasyon durumuna ve biiylime ortamindaki konsantrasyonuna baghdir

(Shahid vd. 2017).

Kromun bitki koklerindeki hareketliligi diger agir metallere gore diisiiktiir. Bu nedenle
koklerdeki Cr konsantrasyonu siirgiinlerdekinden 100 kat daha fazladir (Shanker vd.
2005, Gupta ve Sinha 2006). Ornegin, Pisum sativum ve Spinacia oleracea L. cv.
Banarasi’de yapilan galismalar sonucunda bitkilerin koklerinde yapraklara ve govdelere
kiyasla daha fazla Cr biriktigi bulunmustir. Lolium perenne'de yapilan baska bir
calismada, 0,50 mM Cr(VI) uygulanmasi sonucunda yapraklara kiyasla koklerde daha
yiiksek Cr birikimi oldugu gosterilmistir (Vernay vd. 2007).

2.3.3 Krom Stresinin Bitki Gelisimi Uzerindeki Etkileri

Dogal olarak olusan krom (Cr) agir metali, diinyanin mantosunda en bol bulunan 7.
element olup, deri tabaklama, baski ve boyama ve elektrokaplamada yaygmn olarak
kullanilmaktadir (Zayed ve Terry 2003, Singh vd. 2013, Lunk 2015). Yaygin endiistriyel

kullanim1 nedeniyle biiyiik miktarda Cr atig1 stvi, kat1 ve gaz seklinde gevreye salimmakta



ve sonunda ekolojik ¢evreye ciddi zararlar vermektedir. Birgok ¢alisma, Cr'un bitkilerin
kokleri, govdeleri ve yapraklart igin toksik oldugunu gostermistir (Lopez vd. 2014).
Diisiik bir Cr(I1T) konsantrasyonunun bitki biiyiimesini uyarabilecegi bildirilmis olmasma
ragmen, yliksek konsantrasyonlarda Cr(IIT) ve Cr(VI) bitki biiylimesini ciddi sekilde
engelleyebilir. Genel olarak bitkilerde Cr(VI), Cr(lll)'dan daha toksiktir (Srivastava
2021).

Cr'un bitki biyokimyasal ve morfofizyolojik siireclerdeki toksik etkileri iizerinde bircok
rapor bildirilmistir (Ali vd. 2015, Jabeen vd. 2016, Kamran vd. 2016, Singh vd. 2022,
Zaheer vd 2022). Cr hiicre metabolizmasmni degistirerek tohum ¢imlenmesinin
inhibisyonuna nedenolan ¢evresel bir faktordiir (Ali vd. 2011, Kushwaha ve Singh 2020).
Tohum ¢imlenmesi, Cr'dan etkilenen ilk fizyolojik siire¢ oldugundan, bir tohumun Cr
iceren bir ortamda ¢imlenme yetenegi, bu metale tolerans seviyesinin gostergesi olarak
kabul edilmektedir (Peralta vd. 2001). Cr stresi altinda tohumlarin ¢imlenmesinin
azalmasi, Cr'un seker metabolizmasi iizerinde olumsuz bir etkisinden kaynaklandigi
bildirilmistir (Zeid 2001). Cr stresinin proteaz aktivitesini artirdigi, bu durumun datohum
cimlenmesinde azalmaya neden olan faktdrlerden biri oldugu rapor edilmistir (Zeid
2001). Yabani ot Echinochloa colona’nin tohum g¢imlenme orani 20 ppm Cr ile %25'e
diistiriilmistiir (Rout vd. 2000). Topraktaki yiiksek seviyelerde (500 ppm) Cr(VI),
Phaseolus vulgaris'te ¢gimlenme oranini1 %48'e kadar azaltmistir (Parr ve Taylor 1982).
Sirastyla 20 ve 80 ppm Cr muamelesinin seker kamiginda ¢imlenmeyi %32 ve %57
oranlarmda azalttig1 gézlenmistir (Jain vd. 2000). Iki tath su bitkisi, Lemna minor ve
Pistia stratiotes, 1,5 mg/L veya 10 mg/L Cr(VI) igeren besin ¢ozeltilerinde
yetistirildiklerinde biiylimenin engellenmesine neden oldugu gosterilmistir (Bassi vd.
1990). Salvia sclarea L. tohumlarina farkli Cr(VI) konsantrasyonlari uygulandiginda

tohum ¢imlenmesinin Cr tarafindan inhibe edildigi bildirilmistir (Corradi vd. 1993).

Krom, bitkilerin biiyiime ve gelismeleri i¢in zararli, son derece toksik bir agir metaldir
(Davies vd. 2002). Cr bitki morfolojisini ve bitki biiylimesini engelleyerek geri doniisii
olmayan anatomik ve ultrastriiktiirel degisikliklere neden olur (Do vd. 2018). Mineral
beslenmede 6zellikle siilfat (SO472) ile rekabete girerek bitkiye alinmasma engel oldugu

bildirilmistir (Gill vd. 2015). Cr, bitkilerin siirgiin uzunlugunu ve biyokiitlesini etkiler



(Ding vd. 2019). Bitki kokleri Cr ile ilk temas eden organ oldugu i¢in biiytimeleri biiyiik
oOlglide etkilenir. Birkag ¢aligma, Cr (111 ve VI)'un kdk ve siirgiin biiylimesi ve biyokiitle
tizerindeki olumsuz etkisini gostermistir (Harminder vd. 2013). Cr(III) stresi altinda
Allium cepa'nin kok biiyiimesinin azaldigr bildirilmistir (Liu vd. 1992). Helianthus
annuus'ta 100 uM Cr(III)'un bitki boyu, yaprak yiizey alan1 ve yaprak, siirgiin, kok ve
toplam bitki biyokiitlesini azalttigr bulunmustur (Davies vd. 2002). Citrus aurantium
L.’da, 50 mg kg *ve 200 mg kg Cruygulamasi toplam siirgiin agirh@min sirasiyla %39,3
ve %90,4 azalmasma neden olmustur (Shiyab 2019). Tang vd. (2012), Camellia sinensis
bitkisine 600 mg kgt Cr(l11) uyguladiklarinda yavas biiyiime hizina sahip kiiciik govde
gozlemislerdir. Cr(VI1)'un hiicre dongiisiinii etkileyerek hiicre boliinmesinin = ve
dolayistyla kok bitytimesinin inhibisyonuna yol agtigi bildirilmistir (Sundaramoorthy vd.
2010). Azalan kok biiylimesi, su ve besin emilimini azaltarak bitkilerin toprak dstii
organlarna su ve mineral besin tasinmasinin engellenmesi siirgiin biliylimesini de
dogrudan engellemektedir (Harminder vd. 2013). Bitkinin Cr'a maruz kalmasmmn g¢ap,
ylizey alan1 ve kok tiiyii sayis1 gibi belirli kok parametrelerini azalttig1 ve ayrica kok
hiicrelerinde solma ve plazmoliz nedeni olarak belirlendigi gosterilmistir (Moral vd.
1995, Pandave Choudhury 2005, Ali vd. 2011). Cr(I11, VI; 500 pg mL-?) stresine maruz
birakilmis fidelerin, sert ve kirllgan dokulu, gévde ve yapraklarda kahverengi lekeler ile
hipertrofi gosteren, sayis1 azalmis kahverengi kok uglari, kok tiiylerinin ve yan kdklerin
tamamen yok oldugu tespit edilmistir (Hasnain ve Sabri 1997). Cr(VI)'un koklerde
kahverengi renklenmeye, kok biiyiimesinin engellenmesine, kok tiiylerinin olusumunun
bozulmasma ve yanal kok biiyiimesinde artisa neden oldugu bildirilmistir (Mallick vd.
2010). Cr(VI)’un sitotoksik etkilere ve DNA’da hasarlara neden oldugu belirlenmistir
(Chidambaram vd. 2009).

Krom stresi, CO2 fiksasyonu, elektron taginmasi, fotofosforilasyon ve enzim aktiviteleri
acisindan fotosentezi etkileyen onemli faktorlerden biridir (Clijsters ve Van Assche
1985). Bezelyeden izole edilmis kloroplastlarda Cr(VI)'un PS II aktivitesine gore PS I
tizerinde daha belirgin etkisi oldugu rapor edilmistir (Bishnoi vd. 1993). Ayrica Cr(VI)a
maruz kalmanin bezelye bitkilerinde hem kloroplast boyutunda hem de hacminde bir
azalmaya neden oldugu gozlemlenmistir (Rodriguez vd. 2012). Buna ek olarak, Cr

kloroplastlarm  hiicre zar yapisinda degisikliklere neden olarak fotosentezin



inhibisyonuna ve bitki yapraklarinda nekroza neden olabilecegi bildirilmistir (Choudhury
ve Panda 2005, Chidambaram vd. 2009, Tiwari vd. 2009, Ghani 2011, Scoccianti vd.
2013, Gill vd. 2015). Ornegin, 200 ve 400 pmol L1 Cr(V1)'a maruz kalan Brassica juncea
fidelerinden izole edilen tilakoitlerde, kontrol bitkileri ile karsilastirildiginda daha fazla
PSII aktivitesi gozlenmistir (Gupta vd. 2009). 200 umol Lt Cr(VI)’a maruz kalan
fidelerin tilakoitlerindeki PSI aktivitesi kontrollere benzerken, 200 pmol L-Y’den fazla
Cr(VI1) konsantrasyonuna maruz kalan bitkilerdeki PSI aktivitesi kontrol fidelerine
kiyasla daha diisiik bulunmustur (Gupta vd. 2009). Cr(VI) uygulanmig Beta vulgaris
L.'den izole edilen kloroplastlar iizerinde yiiriitiilen arastirmada hem PSI hem de PSII'de
elektron tagima aktivitesinin 6nemli bir inhibisyonu gézlemlenmistir (Pandey vd. 2013).
Cr toksisitesinin yapraklarda transpirasyon hizini %71, net fotosentez hizin1i %36,
hiicreler arast CO2 konsantrasyonunu %36 ve stoma iletkenligini %57 oraninda 6nemli
diizeyde azalttigi gozlemlenmistir (Davies vd. 2002). Bu nedenle, klorofil floresansi,
fotosentetik mekanizma ve PSII'nin agir metal stresi altindaki etkisini incelemek oldukca
faydali bir ara¢ gibi goériinmektedir (Sharma vd. 2020). Arpa bitkisinde 150 uM Cr
uygulamasmin 30 giin sonunda fotosentetik oran1 %50 kadar azalttig1 bildirilmistir (Ali

vd. 2013).

2.3.4 Krom Toleransi ve Antioksidan Enzimler

Cr stresine yanit, Cr'un detoksifikasyonunda yer alan ve dolayisiyla Cr toleransina
yardimci olan ortak yolaklar igermektedir. Cr stresine yanit olarak ROT sinyali, artan
antioksidan sistem, fitoselatin iiretimi, fito-sekestrasyon ve hiicrelerin biyobirikim
kabiliyetini kolaylastiran farkli kompartimanlar gibi hiicresel yolaklar tespit edilmistir

(Sekil 2.1) (Sinha vd. 2018).
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Sekil 2.1 Krom toleransi ve detoksifikasyon mekanizmalari (Sinha vd. 2018’den degistirilerek)

Cr toleransh bitkiler, genel olarak bitkiler i¢in inhibitér veya oldiiriici olan Cr
konsantrasyonlar1 ile hayatta kalma yetenekleri temelinde kategorize edilebildigi
bildirilmistir (Singh vd. 2018). Antioksidan enzim aktivitesindeki artig, Cr stresine karsi
onemli bir savunma mekanizmas: olarak kabul edilmektedir. Toksik seviyedeki Cr
konsantrasyonu, Fenton ve Haber-Weiss reaksiyonlar1 yoluyla ve dolayli olarak
antioksidan enzimleri inhibe ederek ROT iiretebilmektedir (Costa vd. 2010). Katalaz
(CAT), peroksidazlar (POX), siiperoksit dismutaz (SOD), askorbat peroksidaz (APX)
gibi antioksidan enzimlerin yiiksek aktivitesi, Cr stresinde olusan reaktif oksijen
tirlerinden (ROT) korur (Ganesh vd. 2008, Gill ve Tuteja 2010). Bu enzimler, serbest

radikal zincir reaksiyonunu keserek oksidatif siiregleri inhibe eder veya yavaslatir.

Cr tarafindan indiiklenen oksidatif strese yanit olarak bitkilerde, metabolik havuzu
degistiren gen ifade seviyesinde degisiklikler oldugu bildirilmistir (Shao vd. 2008).
Glutatyon rediiktaz (GR), Cr toleransinda anahtar rol oynar. GR, fitoselatin biyosentezi
icin bir substrat olarak, ROT siipiiriicii ve metal selator gorev yapmaktadir. Bazi
arastiricilar, Cr stresinde askorbat-glutatyon yolagmm ana enzimlerinden biri olan GR
sentezinde artis oldugunu bildirmislerdir (Foyer ve Noctor 2005, Anjum vd. 2012). GR
proteini (*OH radikalinin olusumunu engelleyen) karakterize edilmis ve bitkilerdeki ROT
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yukiinii azaltmak i¢in transgenik bitkilerde kullanilmistir (Shanker vd. 2005).

2.4 Selenyum

Selenyum (Se), kiikiirtiin (S) kimyasal bir analogudur ve temel bir mikro besin olarak
yaygm bir sekilde tanmmaktadir (Feng vd. 2013). Se'un bu o6zelligi, ona bitkiler
tarafindan alinabilme ve biyomolekiillerde kiikiirtiin yerine kullanilabilme yetenegi verir
(Handa vd. 2018a). Selenyum (Se), (+6), (+4), (0) ve (-2) oksidasyon durumlarinda
bulunan ve dogal olarak olusan bir ametaldir. En oksitlenmis formlar -selenat (SeO42)ve
selenit (SeO37?) suda ¢oziiniir ve bu nedenle her ikisi de gevrede yiiksek derecede

biyoyararlanim ve biyobirikim potansiyeline sahiptir (Saha vd. 2017).

Birgok c¢alisma Se'un detoksifikasyonda 6nemli bir rol oynayan temel bir eser element
oldugunu gostermistir. Se, antioksidan, antienflamatuar ve antiviral 6zelliklerine ek
olarak bagisiklik artirma yetenegi ile insan, hayvan ve bitki saghginda 6nemli bir rol
oynar (Fang vd. 2019). Se ayrica glutatyon peroksidaz ve thioredoksin rediiktaz gibi
antioksidan aktivitede gorev alan 6nemli enzimleri olusturan selenoproteinlerin dnemli
bir bilesenidir (Sabbagh ve Van Hoewyk 2012, Mangiapane vd. 2014). Se dogal olarak
cogu toprakta eser element olarak bulunmaktadir. Se'un adsorpsiyonu, translokasyonu ve
dagilmi, bitkilerin tiirlerine, biiylime asamalarina, Se'un tiirline, dozuna ve topragin
fizyolojik kosullarina bagh olarak degisiklik gostermektedir (Ogra vd. 2017, Gao vd.
2018). Bitkilerde diisiik Se konsantrasyonlarinin, fotosentezi, ozmoproteksiyonu,
oksidatif stresi, antioksidan seviyelerini ve metilglioksal detoksifikasyon sistemini
degistirerek Dbitkileri soguk, sicak, kuraklik, tuzluluk, UV-B radyasyonu ve toksik
metaller dahil abiyotik streslerden koruyabilecegi bildirilmistir (Mroczek-Zdyrska vd.
2017, Zhu vd. 2017).

Se, gesitli biyotik ve abiyotik stres altindaki bitkiler i¢in faydali bir element olarak, bitki
biiylimesini tesvik etmek, kok yapisii degistirmek, hiicresel yap1 ve islevi onarmak ve
mineral beslenmeyi arttirmak gibi bitkilerde olumlu roller oynadigi gosterilmistir (Jia vd.
2018). Se'un yapraklara uygulanmasinin biiylime izerindeki uyarici etkisi, ¢avdar

(Hartikainen vd. 2000), marul (Xue vd. 2001), soya fasulyesi (Djanaguiraman vd. 2005)
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ve yesil ¢ay yapraklart (Xu vd. 2003) iizerinde gosterilmistir. Ek olarak, topraga az
miktarda Se ilavesi, patatesin geng¢ yapraklarmda (Solanum tuberosum L.) yumru
verimini ve nisasta konsantrasyonunu artirmustir (Turakainen vd. 2004). Ayrica Brassica

bitkilerinin tohum tiretiminde de %43 artis oldugu gosterilmistir (Lyons vd. 2009).

Se, ¢esitli streslere karsi koruyucu rolii nedeniyle biiylik 5nem kazanmustir (Alyemeni vd.
2018). Se'un agir metaller (Kumar vd. 2012), kuraklik (Hasanuzzaman ve Fujita 2011,
Pukacka vd. 2011), UV-B (Yao vd. 2010), tuz (Hasanuzzaman vd. 2011), su (Wang
2011), yaslanma (Hartikainen vd. 2000) ve yiiksek sicaklik (Djanaguiraman vd. 2005)
gibi cesitli cevresel streslerin zararli etkilerini Onledigi belirlenmistir.  Ayrica
aragtirmacilar, agir metallerin neden oldugu oksidatif stresin hafifletilmesinde Se'un
faydali roliinii gostermistir (Filek vd. 2010, Hanvd. 2015). Selenyum bir stres mod{ilatorii
olarak calisir ve bir ROT sondiiriicii ve bir antioksidan olarak hareket ederek stres
sirasinda ROT birikimini engeller (Feng vd. 2013). Selenyum, stres altindaki bitkilerde
ROT iretimini ve birikimini su yollarla diizenleyebilir: (1) O2°'nin H202'ye
kendiliginden dismutasyonunun uyarilmasi, (2) enzimatik ve enzimatik olmayan
antioksidan sistemlerin diizenlenmesi ve (3) Se tiirleri araciligiyla ROT'un dogrudan
sondiiriilmesi. Diger bir olasilik, Se'un fotosentetik komplekslerin ve fotosentez
makinelerinin  bitiinligli lizerindeki olumlu etkilerinde yatmaktadir ve bu da ROT

tiretiminde bir azalmaya yol agmaktadir (Feng vd. 2013, Chauhan vd. 2017).

2.4.1 Bitkilerde Selenyum Ahnimi, Tasinmasi ve Metabolizmasi

Bitki kokleri selenyumu, selenat, selenit ve selenosistein (SeCys) ve selenometiyonin
(SeMet) gibi organik selenyumlu bilesikler olarak topraktan alabilirler. Ancak bitkiler
selenid tiirlerini veya elemental selenyumu topraktan direkt alamazlar (Chauhan vd.
2019). Bitkilerde Se alimi, Se tiiriine ve konsantrasyonuna ve ayrica membran
tastyicilarinin  aktivitesine baghdir (Zhao vd. 2005, Zhang vd. 2014). Selenat, selenyum
ve siilfatin yapisal analojisinden dolayi siilfat tasiyicilar araciligiyla bitki hiicrelerine girer
(White 2016). Aslinda, her tiir siilfat tastyicisinin bitkilerde Se alimi ve tasinmasinda rol
oynadig1 varsayillmaktadir (Y oshimoto vd. 2003).
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Se alindiktan sonra siilfat tastyicilarn AtSULTRZ2;1, AtSULTR2;2 ve AtSULTR35
yardimiyla kokten siirgiine ksilem yoluyla tagmabilir (White 2016). Se'un plastidlere
akisma AtSULTR3;1 aracihik edebilirken, AtSULTR4;1 ve AtSULTR4;2'nin, Se'un
vakuollerden salinmasma izin veren tastyicilar olarak hareket ettigi onerilmistir (Boldrin
vd. 2016, White 2016). Celtik tanelerinde Se alimi ve Se birikiminde Oryza sativa fosfat
tastyicisinm (OsPT2) roliinii bildirmistir. OsPT2'nin agir1 ifadesinin Se alimin1 etkiledigi
bildirilmistir (Zhang vd. 2014).

Se asimilasyonundaki ilk adim, inorganik Se'un selenite doniistiiriilmesidir. Bilinen iki
enzim olan ATP siilfiirilaz (APS) ve APS rediiktazin (APR) sirali etkisini gerektirir. APS,
APR tarafindan selenite indirgenen adenozin fosfoselenati olusturmak igin ATP'nin
hidrolizini kataliz eder (Sors vd. 2005). Selenit daha sonra siilfit rediiktaz tarafindan
selenide dondistiiriiliir. Bitkilerde bu adim glutatyon veya glutaredoksinler tarafindan da
azaltilabilir (Wallenberg vd. 2010). Selenid daha sonra sistein sentaz varliginda O-Asetil
serin (OAYS) ile birleserek SeCys'e doniistiiriiliir. Sistein sentaz, siilfide kiyasla selenide
daha fazla afiniteye sahiptir. Bitki tiirlerine ve g¢evre kosullarma bagh olarak SeClys,
enzim varhgmda Se'a donistiiriilebilir. SeCys liyaz veya selenosistein metiltransferaz
tarafindan metil-SeCys'e (Me-SeCys) metillenebilir veya bir dizi enzim tarafindan

selenometiyonine (SeMet) doniistiiriilebilir (Gupta ve Gupta 2017).
2.4.2 Bitkilerde Se Asimilasyonu
Selenyum, kok hiicreleri tarafindan alindiktan sonra siirgiine taginir ve plastidlerde kiikiirt

asimilasyon yoluyla SeCys veya SeMet'e metabolize edilir (Yu vd. 2019). Se'un
asimilasyonu Sekil 2.2'de gosterilmistir (Trippe I11 ve Pilon-Smits 2020).

13



— = r 3 o 1 - OAS
LO.S,F:O - ATP - "°,»?H, oo |= A.FS - O‘Se:o —— HomN])Lu 2 —’-’{Se— ~ Sistein
(¢ | sulfurilaz NG 05 OSeoH rediktaz i - Selenit Sentaz
Selenat L0 ; = ‘ o L M S ~
i -y Selenit MOI;H o
L - — —— 0
Adenozin ks HZNJ)%H
5'-fosfoselenat Selenodiglutatyon OPH | se |
Selenosistein
o o . . [ (o] . HN i Gasr:frtna;lyggrl:az
HaNL | —= MMT —HN on = Metiyonin — | « Sistatiyonin - j)k"“ —
o sentaz [M2 OH  Betaliyaz Sy Selenosistein
[ 6 metiltransferaz
_Se _Se [ T / Kloroplast
Se-met ~ o | s | ‘Seleno- o e
selenometiyonin elenometiyonin Selenohomosistein I't IJ sistatiyonin HZNJ)kOH
Se
? Metilmetiyonin ki Selénytm
hidrolaz Dimetil- 5 -
ftff selenit 4 Metil-
o r—— / selenosistein
| “se|— Dimetilsulfoniyo- — Se S Vi
/\Io( 1 propiyonat liyaz L ot N~ oM
e . Dimetil- s © O
Dimetilselenoniyo- selenit ]
propiyonat ’ . Gamma-Glutamil
Sitozol Plastid Metilselenosistein

Sekil 2.2 Bitkilerde Se metabolizmasiin yollar1 (Trippe Il ve Pilon-Smits 2020’den
degistirilerek)

2.4.3 Selenitin Selenosisteinlere (SeCys) Doniisiimii
SeCys, yasamin tiim alanlarinda organizmalarda genetik olarak kodlanmis 21. amino
asittir. Selenit serin asetiltransferaz (SAT) ve O-asetilserin (OAS) enzimleri araciligiyla

bir dizi reaksiyon sonucunda SeCys'e doniistiiriiliir.

Se uygulamasi ile hiperakiimiilatér Spondias pinnata'da, hiperakiimiilator olmayan
Stanleya elata 'ya gore OASTL1 ve OASTL2 ekspresyon seviyeleri daha fazla
bulunmustur (Wang vd. 2018). Brassica rapa ssp. chinensis L. ve Brassica pekinensis L.
5 mg-kg! Se uygulamasi altinda yapraklarda SAT, SMT ve MMT ekspresyon diizeyi
onemli Ol¢iide artis gostermistir (Chi vd. 2018). Bu sonuglara bagli olarak SAT ve OAS,
selenyum tastyicilarmin ve asimilasyon enzimlerinin aktivitesini arttirmak i¢in bir sinyal

molekiilii gérevi gorebilecegi diisiiniilmektedir (Jiang vd. 2021).

2.4.4 Agir Metal Stresinde Selenyumun Iyilestirici Rolii

Selenyum insanlar ve hayvanlar i¢in énemli bir iz elementtir (Combs ve Combs 1986).

Selenyumun bitkiler i¢cin mutlak gerekli bir besin elementi olarak degelendirilmemesine
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karsin diisiik konsantrasyonlarda uygulandiginda 6nemli pozitif etkileri bildirilmistir
(Chauhan vd. 2017, Alyemeni vd. 2018). Son yillarda, Se tesvikli abiyotik stres
toleransinin fizyolojik mekanizmalar1 incelenmistir. Se'un abiyotik stres toleransina
yonelik baglica etkileri, fotosentez, antioksidan savunma ve daha yiiksek su ve besin

alimni iyilestirmesidir (Hawrylak-Nowak vd. 2018).

Bitkilerde metal toksisitesi, DNA metilasyonunu, DNA onarimini, antioksidan enzim
aktivitesini, fotosentetik pigmentlerin bozunmasini ve sinyal yollarin1t olumsuz
etkileyebilmektedir (Sekil 2.3) (Biicker Neto vd. 2017, Shahzad vd. 2018). Bitki
hiicrelerinde toksik metallerin absorblanabilecegi ve tasmabilecegi cesitli yollar vardir
(Dubey vd. 2018). Selenyumun bitkilerde Cr, Cd, As, Hg, Pb, Ni ve Sb gibi birgok toksik
metali detoksifiye edebilecegi bildirilmistir (Huang vd. 2018, Li vd. 2018, Alam vd.
2019). Bir¢ok c¢alisma sonucunda Se’un, antioksidan enzimlerin aktivitesinin
diizenlenmesi ile oksidatif stresin azaltarak (Pereira vd. 2018), hiicre zar yapisi ve
islevini yeniden diizenleyerek (Alyemeni vd. 2018), kloroplastlar1 yeniden diizenleyerek
(Alam vd. 2019), metal iyonlarinin lokalizasyonunu ve tiirlesmesini degistirerek (Li vd.
2018) ve topraklarda metal iyonlarinin biyolojik kullanilabilirligini smirlandilmasi ile
toksik metallerin adsorpsiyonunu ve birikimini azaltarak (Huang vd. 2018) bitkileri metal
toksisitesinden koruyabilecegi bildirilmistir (Labanowska vd. 2012, Owusu-Sekyere vd.
2013, Sieprawska vd. 2015). Agir metaller fotosentetik kapasitede azalmaya ve elektron
tasima bozukluklarina neden oldugundan, Se’un kloroplastlar {izerine koruyucu etkileri
iki sekilde saglanabilmektedir:

1) Kloroplastlarda lokalize olan protein-enzimler iizerinde dogrudan veya dolayh
olarak Se’un etkisi ile

2) Protein-enzimlerin aktivasyonunu destekleyen (sterik etkilesim ile) membran
yapisinin modifikasyonu (akiskanhk degisiklikleri) ile gerceklestirir (Sieprawska vd.
2015).
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Sekil 2.3 Se'un bitkilerdeki toksik metallerin etkilerinden bitkileri koruma sekli (Jiang vd.
2021’den degistirilerek).

Hayvan hiicrelerinde hem agir metallerin hem de Se'un DNA metilasyon seviyesini
etkiledigi gozlemlenmistir. Benzer olarak, bitkilere Se uygulamasinin, yiiksek agir metal
konsantrasyonlarinin tetikledigi DNA metilasyonu oOnledigi gosterilmistir (Filek vd.
2008). Diger taraftan, Se ile uyarilan karbonhidrat konsantrasyonlarinda ve Se iyonlarmin
mevcudiyetinde daha yiiksek miktarlarda seker sentezinde artiy gozlemlemislerdir
(Turakainen vd. 2004, Owusu-Sekyere vd. 2013). Bu baglamda agir metallerin neden
oldugu oksidatif stres sonucu meydana gelen radikallerin inaktivasyonunda Se’un etkili

bir iyilestirici olabilecegi gosterilmistir (Labanowska vd.2012).

Kromun, bitki biiyiimesini inhibe ederek, enzimatik fonksiyonu degistirerek, molekiiler
hasara neden olarak ve mineral beslenmesini engelleyerek bitkilerde toksik etkiler
olusturdugu rapor edilmistir (Sinha vd. 2018, Handa vd. 2019, Zhao vd. 2019a). Se'un Cr
tarafindan indiiklenen oksidatif stresi hafifletmedeki yararl rolii iyi bilinmektedir (Han
vd. 2015, Chauhan vd. 2017, Alyemeni vd. 2018). Krom stresi altmndaki Brassica juncea
fidelerinde Se uygulamasinm bitki bitytimesini iyilestirdigi, pigment sistemini ve ozmotik
sistemi degistirdigi, prolin, glisin betain, trehaloz, fenoller ve flavonoidlerin igerigini
arttirdig1 ve antioksidan savunma sistemini gii¢lendirdigi bildirilmistir (Handa vd.2018a,

Handa vd. 2019). Ayrica Se’un, seker ve serbest amino asitlerin konsantrasyonlarini
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yiikselttigi ve dolayisiyla bitkilerde Cr'un fitotoksisitesini azalttig: rapor edilmistir. Diger
traftan Se’un Brassica juncea’da Cr birikimini azaltirken, potasyum (K), sodyum (Na),
kalsiyum (Ca) ve magnezyum (Mg) igerigini artirdigi gosterilmistir (Sinha vd. 2018).
Krom stresi altindaki Cin lahanasi bitkilerinde digsal Se uygulamasinin, Cr'un kok
morfolojisi tizerindeki olumsuz etkilerini iyilestirdigi, koklerde Cr'un hiicre i¢i dagilmini

diizenledigi ve besin elementi alimini arttirdigi rapor edilmistir (Zhao vd. 2019a).

Kadmiyum (Cd), bitkiler tarafindan kolayca alinabilen bir agir metaldir. Hidroponik ve
saks1 deneyleri, digsal Se uygulamsmin bitkilerdeki Cd icerigini dnemli dlgiide azalttigni
gostermistir (Shekari vd. 2019, Wu vd. 2020). Ayrica Se’un Cd toksisitesini
hafifletebilecegi bildirilmistir (Ismael vd. 2019, Xu vd. 2020). Celtikte selenitin Cd
toksistesinin etkilerini azaltma yetenegi selenattan dahaiyi oldugu bulunmustur (Liao vd.
2016). Bununla birlikte, Se’un besin elementi almu {izerine etkilerine ek olarak bitkilerin
antioksidan ve fotosentetik yanitlarmi artirarak Cd toksisitesini azalttigi bulunmustur
(Sepehri ve Gharehbaghli 2019, Amirabad vd. 2020). Selenyumun, toksik metallerin igsel
alikonulmasinda ve detoksifikasyonunda fonksiyon géren ATP-siilfiirilaz (Alyemeni vd.
2018), glutatyon (Tang vd. 2015), fitoselatinler (Li vd. 2016) ve sistein (Khan vd. 2015a)
gibi molekiillerin igerigini arttirdig1 belirtilmistir. Brassica napus L. fidelerinde Se
uygulamasi ile fitoselatin sentazin (PCS1) koklerde ve yapraklarda gen ifadesini artan
yonde diizenlendigi, bu durumun da PC-Cd kompleksinin iiretimini ve Cd toleransimi
arttirdig1 bildirilmistir (Ismael vd. 2018). Benzer sekilde, Brassica napus L.'de Se
uygulamasi, kok hiicre duvarlarmm pektin, hemiseliiloz (Rahman vd. 2019) ve Cd

icerigini arttirmustir (Ismael vd. 2018, Zhao vd. 2019b).

Arsenik [As(V)], fosfatin kimyasal bir analogu oldugu i¢in bitkilerde fosfat tastyicilari
tarafindan alinmaktadir (Khalid vd. 2017). Topraga Se uygulanmasinin As(V)'in geltik
kokleri tarafindan alimini engelledigi bildirilmistir (Pokhrel vd.2020). Kumar vd. (2014),
As stresi altindaki Oryza sativa bitkilerinde Se uygulamasmin daha yiiksek PC ve GSH
icerigine neden oldugunu bulmuslardir. Bununla birlikte, yiiksek seviyelerdeki GSH ve
PC’nin, vakuolde depolanan toksik olmayan kompleksler (Aborodevd.2016) olusturmak
icin As ile daha verimli koordine oldugu bulunmustur (Bakhat vd. 2017). Diisiik dozlarda
Se uygulamasi, mas fasulyesi (Vigna radiata) (Alam vd. 2019) ve c¢eltikte cesitli
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enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlar1 (askorbik asit, prolin, GSH)
diizenleyerek As tarafindan indiiklenen ROT larin seviyesini azaltabilecegi bildirilmistir
(Moulick vd. 2016, Singh vd. 2018).

Kursun (Pb), ¢evredeki en yaygin ve tehlikeli toksik metaldir ve proteinlerin siilfhidril
gruplarina giiclii bir sekilde baglanabilmekte, enzimleri ve yapisal proteinleri
bozabilmekte ve bitkilerde fitotoksisiteye neden olabilmektedir (Nell ve Fein 2017). Vicia
faba L. Pb toksisitesi, ROT iiretimi ile giiglii bir sekilde iliskili olan kok hiicrelerin
canliiginda 6nemli bir azalmaya yol agmistir. Diisiik dozlarda Se, ¢esitli enzimatik ve
enzimatik olmayan antioksidanlarin aktivitesini artirarak Pb tarafindan indiiklenen ROT
seviyelerindeki artis1 azaltarak koklerde hiicre canlihigmi iyilestirmistir (Mroczek-

Zdyrska ve Wojcik M 2012, Mroczek-Zdyrska vd. 2017).

Civa (Hg) toksisitesi biiyiik 6l¢tide kimyasal formlarna, bu da sirasiyla tasmmmasina,
biyoyararlanimina ve doniisiimiine baghidir. Bitkilerde SeNP'ler (selenyum nanopartikiil),
Hg*?’nin kok stelesine erismesini engelleyen Hg-Se ve Hg-SeNP'leri olusturmak igin
Hg*? ile koordine olarak rizosferde Hg iletimini ve birikimini baskiladig1 rapor edilmitsir
(Zhao vd.2020). Ayni zamanda, SeNP'ler Hg*? 'nin daha az toksik RS—-Hg-SR ve R—Hg—
R formlarina doniistimiinii de uyardigi belirtilmistir (Zhao vd. 2020). Bu nedenle, Se'un
Hg'nin toksisitesini hafiflettigi, ¢cevrede veya rizosferde daha az biyolojik olarak
kullanilabilir Hg-Se komplekslerinin olusturarak gerceklestirdigi bildirilmistir (Li vd.
2018, Bai vd. 2019).

Bununla birlikte, diisiikk dozlarda digsal Se’un, klorofil konsantrasyonunu iyilestirdigi ve
SOD, peroksidaz (POD), CAT ve glutatyon peroksidaz (GSHPx) gibi enzimlerinin
aktivitelerini artirarak lahana biiylimesini tesvik ettigi gosterilmistir (Li vd. 2016).
Dolayisiyla Se uygulanmasi, Hg'nin neden oldugu oksidatif stresi hafifletmis ve bitkilerin
Hg'ya toleransini iyilestirmistir (Liu vd. 2016). Ayrica Se uygulamasinm, Hg-tiyollerden
daha stabil olan Hg-selenol komplekslerinin olusumunu baskilayarak, Hg'nin proteinler

icin toksik etkilerini azalttig1 belirtilmistir (Livd. 2018).

2.5 Krom Stresinin Bitki Proteom Profilleri Uzerine EtKkisi

18



Proteomik analizler, organizmalarin proteomlarinda biyolojik rahatsizliklarin veya dis
uyaranlarin sonucu olarak meydana gelen varyasyonlar1 karsilastirirken degerli bilgiler
verir, bu da farkh proteinlerin ifadesi veya hiicreler iginde spesifik proteinlerin yeniden

dagilimma neden olur (Tyers ve Mann 2003).

Wang vd. (2013), kisa siireli Cr(V1) uygulamasmin (1, 6 ve 24 saat) misir yapraklarinda
indiikledigi protein ifade profilindeki degisiklikleri incelemistir. iki boyutlu elektroforez
ile tespit edilen 1200'den fazla protein beneginden 601 Cr uygulamasi sirasinda farkh
sekilde biriktirilmis ve 58'1 tandem kiitle spektrometrisi ile tanimlanmistir. Tanimlanan
58 protein, UniProtKB'de biyolojik siireglerine gore sekiz gruba ayirmiglardir. En biiyiik
grup, Cr stresine duyarh proteinler olmak tizere ROT detoksifikasyonu ve savunma
tepkisi (%26) ile ilgili 15, fotosentez ve kloroplast organizasyonu ile iliskili 13 protein
(%22), mRNA ve rRNA'nin transkripsiyon sonrasi islenmesinde yer alan 7 protein (%12),
protein sentezi ve katlanmasiyla ilgili 6 protein (%10), DNA hasar tepkisi ile iligkili 3
protein (%5) ve kalan ii¢ protein grubununda mitokondriyal oksidatif fosforilasyon ve

hiicre iskeletinde, ayrica gesitli ve bilinmeyen proteinleri temsil ettigini bildirmislerdir.

Zeng vd. (2014)’nin piring iizerinde yaptig1 bir ¢alismada, Cr stresi altinda diferansiyel
olarak ifade edilen proteinlerin fotosentetik siireclerle iliskili olan toplam 29 protein
tamimlamistir. Farkli izoelektrik noktalart ve/veya molekiil agirliklara sahip bu
proteinlerin 25'inin ribuloz 1,5-bifosfat karboksilaz/oksijenaz (RuBisCO) biiyiik alt
birimleri olarak tanimlanmistir (Zeng vd. 2014). Bu durumun nedeni, glikozilasyon ve
fosforilasyon veya Cr stresi tarafindan indiiklenen bozunma gibi translasyon sonrasi
modifikasyonlara atfedilmistir. Bu modifikasyonlar, proteinlerin izoelektrik noktalart
veya molekiil agirliklarin1 etkilemektedir (Hajduch vd. 2001, Li vd. 2014). Ayrica, bu
RuBisCO biiyiik alt birim proteinleri, Cr stresine yanit olarak bazilar1 azalan yonde
diizenlenirken, digerleri artan yonde diizenlenmistir (Zeng vd. 2014). Bu sonuglar, Cr
stresinin RuBisCO'nun yapisinda ve ifadesinde énemli bir anormallige neden oldugu ve

bunun yaprak fotosentezinde ciddi bir bozulmaya yol agacagini gostermistir.

Sardar vd. (2022)’nin Cr ile muamele edilmis Helianthus annuus’un RA-713 (S1) ve
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AHO-33 (S2) gesitlerinin tohumlarindaki protein profilinin SDS-PAGE analizi, kontrole
gore onemli degisikliklerin ortaya ¢iktigini gdzlemlenmistir. Artan Cr konsantrasyonuna
yanit olarak ifadesinde farklilik gosteren 12 proteinden, S1 gesidine ait bes protein (60,
48, 47, 42 ve 12 kDa) ve S2 ¢esidine ait 59, 49, 27 ve 13 kDa'lik dort proteinin
ifadelerinde anlamli sekilde (>1.5 kat degisiklik) artis gézlemlenmistir (Sardar vd. 2022).
Ayni ¢alismada hem S1 hem de S2 gesidinde 52 kDa'lik bir proteinin sirasiyla 1.76 ve
1.87 olmak tizere yiiksek ifade yiizdesine sahip oldugu bulunmustur. Ayrica Garcia vd.
(2006), aycigegi yapraklarinda Cr'a yanit olarak 54 kDa protein band1bulmus, bu protein
bandmin biiyiik ribuloz-bisfosfat karboksilaz (RuBisCO) zinciri (54.07 kDa) ile
iligkilendirmistir. Bu protein, yapraktaki fotosentetik siirecler sirasinda Calvin dongiisiine
(CO2 fiksasyonu) katilir ve karboksilasyon orani bu proteinin miktarma baghdir (Berg
vd. 2002).

Sharmin vd. (2012), 500, 750 ve 1000 uM Cr stresi uygulanmug Miscanthus sinensis
bitkisi ile yaptiklart ¢alismada, ifadesinde en az 1,5 kat artis veya azalis gosteren 36
protein saptamislardir. Mevcut c¢alismada, protein benekleri farkli seviyelerde ifade
edilmistir: 13 protein artan yonde diizenlenirken, 21 protein ise azalan yonde
diizenlendigi ve 2 proteinin ise yeni sentezlendigi ortaya konmustur. Tanimlanan
proteinler arasinda, glikoliz yolunda yer alan iki enzim, enolaz ve gliseraldehit-3-fosfat
dehidrojenaz (GAPDH), 1000 uM Cr altinda artan yonde diizenlenen GAPDH disinda
onemli dlciide azalan yonde diizenlenmistir. Ote yandan, ATP sentaz ve dihidrolipoamid
dehidrojenaz gibi mitokondriyal solunumda yer alan proteinlerin arttig1 belirlenmistir.
Varsayilan bir mitokondriyal isleme peptidazi (MPP)’nin artan yonde diizenlendigi ve bu
proteinin mitokondriyal protein iiretiminde 6nemli bir rol oynadig1 gézlemlenmistir. Tiim
uygulama gruplarinda inositol monofosfataz (IMPaz) birikimi belirlenmistir (Sharmin vd.
2012). Vakuolar tastyicilarin bilesenlerini temsil eden ii¢ protein 2 ila 25 kat artan yonde
diizenlenmistir. Azot metabolizmas: ile ilgili proteinlerden hem glutamin sentetaz (GS)
hem de nitrat rediiktaz azalan yonde diizenlenmistir. Kitinaz ve NB-LRR proteini gibi
savunmayla ilgili proteinler oldukg¢a artmustir. Yalnizca otlarda bulunan bir demir
selatlayict bilesen olan mugineik asidin (MA) biyosentezinde yer alan adenin
fosforibosiltransferaz (APRT), format dehidrojenaz ve S-adenozil-1-metionin sentetazi

(SAMS) temsil eden iki protein benegi azalan yonde diizenlenmistir (Sharmin vd. 2012).
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Hiicre duvar polisakkarit biyosentezi ile ilgili enzim UDP-glukoz dehidrojenaz (UDP-
GIcDH) artan yonde diizenlenmistir. Bu arastirmada proteinler varsayilan fizyolojik
islevlerine gore genel olarak birkag gruba ayrilabilir: (1) Enerji ve metabolizma ile ilgili
proteinler (2) vakuolar ATPazlar (3) 1s1 sok proteinleri (HSP'ler) gibi savunma ile ilgili
proteinler (4) azot metabolizmasi proteinleri, (5) hiicre boliinmesi ve (6) metal

detoksifikasyonu ile baglantili stres sinyal proteinleridir (Sharmin vd. 2012).

Labra vd. (2006), Zea mays L. bitkilerine 2, 5, 10, 20, 50, 100, 200, 300, 400, 500, 600,
900, 1200, 1500 ppm potasyum dikromat uygulayarak protein profillerinde farkli sentez
durumlar1 gosteren protein benekleri tanimlamuslardir. Toplam 22 protein, 100 ve 300
ppm potasyum dikromat ile muamele edilmis numunelerde 6nemli ve tekrarlanabilir artan
yonde diizenlendikleri belirtilmistir. Bu proteinler, yapilarina gére smiflandirilmig ve tig
gruba ayrilmustir: Antioksidan enzimler, seker metabolizmasinda rol alan proteinler ve
diger stres proteinleri. Misirda, krom stresine yanit olarak siiperoksit dismutaz (SOD) ve
1-Cys peroksiredoksin/Rab 24 enzimlerinin artan yonde diizenlendigi tespit edilmistir.
Tespit edilen ikinci bir antioksidan protein olan 1-Cys peroksiredoksin/Rab 24, yalnizca
bir siilfidril indirgeme sistemine baglandiginda peroksidaz olarak islev gdren tiyol
spesifik bir antioksidan proteinidir. Bu enzimler, hidroperoksitler ve alkil-
hidroperoksitler gibi substratlar iizerinde etkilidir. Misirda, 5-metiltetrahidrofolattan
homosisteine bir metil grubunun transferiyle metionin olusumunu katalize eden ve L-
metionin ve ATP'den S-adenozil-L-metionini (SAM) sentezleyen S-adenozil-L-metionin
sentetazlarinin sentezinde artis gozlemlenmistir. 100 ve 300 ppm potasyum dikromata
maruz birakilan bitkilerde, D-glisereldehit-3-fosfat dehidrojenaz (Martinez vd. 1989) ve
alkol dehidrojenazin sentezinde artis tespit edilmistir. Bu enzimlerin artan yonde

diizenlenmesinin olasi bir nedeni, kromun anaerobik duruma yol a¢an oksidatif strese

neden olmasidir (Labra vd. 2006).

Zemleduch-Barylska ve Lorenc-Plucinska (2016), Salix viminalis L. bitkisini fitotoksik
seviyelerde Cr(l11) (23,026 mg kg DW toplam ve 156 mg kgt DW biyolojik olarak
kullanilabilir Cr formlari) iceren toprakta yetistirmistir. Uygulama gruplari, kontrol ile
karsilastirilarak (iki kat degisim, p < 0,05 temelinde) yapraklarda 11 protein ve koklerde

ise 30 protein tanimlamiglardir. Hem yaprak hem de koklerde, glikoliz ile ilgili
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enzimlerde artis saptanmustir. Koklerdeki mitokondriyal ATP sentaz alt birimi ve
yapraklardaki inorganik pirofosfataz bollugundaki degisiklikler, kromun oksidatif
fosforilasyon siireci tizerindeki etkisini gostermistir. Ayrica yapraklarda, glikolizin toksik
bir yan {irlinii olan metilglioksalin bozunmasindan sorumlu laktoilglutatyon liyaz
bollugunu da gézlemislerdir. Cevresel stres sirasinda dnemli bir yol olan serin biyosentez
(Mufioz-Bertomeu vd. 2009) reaksiyonlarindan birini katalize eden D—3—fosfogliserat
dehidrojenazin yapraklardaki asir1 bollugunu goézlemlemislerdir. ~ Krom stresine
adaptasyon 6rnegi olarak S. viminalis’de hiicre duvari bilesenlerinin biyosentezinde yer
alan enzimlerin arttigi gozlenmistir. Yapraklarda, duvar polisakkarit fraksiyonundaki
degisiklikleri gosteren, fosfoglukozamin mutaz ailesinden fazla miktarda protein
bulunmustur. Bu durum, hiicre duvar isleyisinde, muhtemelen dis etkenlerden daha iyi
korunmaya veya yapisinda ksenobiyotiklerin tutulmasina yol acan degisikliklere isaret

ettigini bildirmiglerdir (Zemleduch-Barylska ve Lorenc-Plucinska 2016).

Zemleduch-Barylska ve Lorenc-Plucinska (2015), Populus canescens bitkisine fitotoksik
seviyelerde Cr(l11) (23,026 mg kgt DW toplam ve 156 mg kgt DW biyolojik olarak
kullanilabilir Cr formlart) igeren toprakta yetistirmiglerdir. Kontrole gére uygulamalarda
yapraklarda 20 protein ve ince koklerde 65 proteinin niceliksel degisiklik (1,2 kattan
fazla) gosterdigini tespit etmislerdir. Bazi PSII proteinlerinin (reaksiyon merkezi proteini
psbP, oksijen ¢ikismi saglayan kompleks 33 kDa alt birimi ve karbonat dehidrataz)
azaldigim belirtmiglerdir. Oksijen gelisen kompleks 33 kDa alt birimi ve karbonat
dehidratazdaki azalmanin CO2 baglanmasinda bir azalmaya ve fotorespirasyon
yogunlugunun artmasia neden olabilecegi bildirilmistir (Kebeish vd. 2007, Zemleduch-
Barylska ve Lorenc-Plucinska 2015). Ayrica ABA reseptorii-CAPIP proteininin artan
yonde diizenlendigini gostermislerdir. Yaygin olarak stres kosullar1 altinda gézlenen ve
artan enerji (ATP) ve indirgeyici maddeler (NADH) talebini gosteren fosfogliserat kinaz,
fosfogliserat mutaz, aldoz 1 epimeraz ve triozfosfat izomeraz gibi glikolitik enzimlerin
artan yonde diizenlendigini gozlemlemislerdir (Hossain vd. 2012, Zemleduch-Barylska
ve Lorenc-Plucinska 2015). Yapraklarinda ksenobiyotik detoksifiye edici enzimlerden
tau ve phi smiflarindan glutatyon transferazlarin bollugunu da saptamuslardir. elF4A
translasyon faktorti, 40S ribozomal protein S12, 26S proteazom alt birimi ve vakuolar

protein siralama SNF7.2 ile iliskili faktorde degisiklikler bulmuslardir. Bu faktorlerin
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¢ogu, yaprak hiicrelerinde protein molekiillerinin gelismis islenmesini ve hareketini
gosterebilecek sekilde artan yonde diizenlendigini ifade etmislerdir (Ghosh ve Xu 2014,
Zemleduch-Barylska ve Lorenc-Plucinska 2015). Artan enerji talebinin bir sonucu olarak
glikoz-1-fosfat adenililtransferazin ifadesinde azalma oldugunu bildirmislerdir. Siiksinil-
CoA ligaz beta zinciri ve gama karbonik anhidraz 1’in ifadesinin artmasi ile muhtemelen
trikarboksilik asit dongiisii ve oksidatif fosforilasyonun yogunlasmis olacagini ileri
stirmiiglerdir. Adenozin kinaz (ADK) ve GDP-D-mannoz-30,5'-epimeraz (GME)
ifadelerinin azaldigin1 gozlemledikleri icin purin ve niikleotid seker metabolizmasmnin

yogunlugunun da sinirh olabilecegini  belirtmislerdir  (Zemleduch—Barylska ve

Lorenc—Plucinska 2015).

2.6 Krom Stresi Toleransinda Rolii Olan Diger Bilesikler

2.6.1 Brassinosteroidler

Brassinosteroidler (BR'ler), bitkilerde pleiotropik Ozelliklere sahip olan bitki steroid
hormonlarinin altinct smifi olarak kabul edilir (Basit vd. 2021). Bitkileri gesitli biyotik ve
abiyotik stres kosullarinda koruyabilirler. BR'lerin ekzojen talebi, bitkilerde stres
toleransimi arttirir (Sirhindi 2013). Klorofil igerigini koruyarak, antioksidan enzimleri
artirarak ve strese tepki gen ifadesini artan yonde diizenleyerek bitki biiylimesini
iyilestirdigi bilinmektedir (Shahzad vd. 2018).

Shahzad vd. (2018) c¢eltik {izerinde yaptig1 bir c¢aligma, tohumlara uygulanan
brassinosteroidlerin tohum ¢imlenme Ozelliklerini iyilestirdigi ve klorofil igerigini
korudugu, Cralmmmi ve birikimini azaltip mineral alinimin1 artirarak, fizyo-biyokimyasal
stiregleri tetikleyerek Cr'un her iki celtik bitkisi ¢esidi tizerindeki olumsuz etkilerini
hafiflettigi bildirilmistir. Brassinostreodiler antioksidan enzim aktivitelerinin yani sira Cr
stresi altinda ROT {iretimini de azalttigii gostermislerdir. Ayrica brassinosteroidler Cr
toksisitesi altinda her iki celtik ¢esidinin toprak iistii organlarmi iyilestirmistir.
Brassinosteroidler piring bitkilerinde Cr'un en kotii etkileriyle basa ¢ikma ve detoksifiye
etme yetkinligini sagladigii  c¢alismalarinda  bildirmislerdir.  Brassinosteroidler

antioksidan enzim aktivitelerini uyararak Cr(VI) toksisitesini azaltmada onemli bir rol
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oynadiginmi gostermektedir (Basit vd. 2021).

2.6.2 Silisyum

Silisyum (Si), bitkiler tarafindan silisik asit olarak kullanan ve fazla biriktiginde zararli
etkilere neden olmayan tek besin maddesidir (Ma ve Yamaji 2006). Si'un (silikon veya
silisyum) bitkilerde gevresel streslerin etkisini azalttigi bildirilmistir (Balakhnina vd.
2012, Farooq ve Dietz 2015). Abiyotik stres altindaki bitkilerde Si takviyesi ile ¢esitli
antioksidan enzimlerinin artan yonde diizenlendigi bildirilmistir (Shi vd. 2016).
Apoplastta silisik asit birikmesinin, cevresel streslere karsi bir savunma gorevi goren
amorf bir silika bariyeri olusturdugu bildirilmistir (Guerriero vd. 2016). Silisyum, pamuk
(Khalig vd. 2015), bugday (Tripathi vd. 2015) ve glay6l (Zaheer vd. 2018) gibi farkh
bitkilerde agir metallere karsi tolerans1 saglamaktadir (Alam vd. 2021).

Alam vd. (2021) domates bitkilerinde krom toksisitesinin etkisini ve silisyumun
hafifletici rolinii incelemek i¢in yaptigi caligmada, silisyum uygulamasi sonucunda
uygulama gruplarinda bitki biiylimesinin ve biyokiitle veriminin arttigmi goéstermistir.
Krom stresine yanit olarak yaprakta gaz degisiminin ve bagil su igeriginin azalmasi Si
uygulamasi sonucunda artis gostermistir. Cr toksisitesi ile malondialdehit (MDA),
hidrojen peroksit, (H202) ve elektrolit sizintis1 (EL) artarken, bunlarin Si uygulamasi ile
azaldig1 belirlenmistir. Krom stresi, metilglioksali (MG) birikimini %116,87 artirmis
ancak Si takviyesi bu artisi tersine ¢evirmistir. Silisyum, Glyl'yi (EC: 4.4.1.5) ve Glyll'yi
(EC: 3.1.2.6) artirmus, bdylece domates bitkilerine tolerans saglamak igin glioksalaz

sistemini daha aktif hale getirdigini gostermislerdir.

2.6.3 Salisilik Asit

Fenolik bir bilesik olan salisilik asit (SA), bitkilerde biyotik ve abiyotik stres faktorlerine
kars1 koruyucu etkisi oldugu bilinen dogal bir bilesiktir (Khan vd. 2015b). SA, bitki
stomalarmin kapanmasi ve terleme siireclerinin, besin ve su aliminin, protein sentezinin
ve etilen biyosentezinin inhibisyonunun diizenlenmesinde énemli bir rol oynamaktadir

(Jayakannan vd. 2015). SA uygulamasi antioksidan sistemi ve prolin biyosentezini aktive

24



ettigi bildirilmistir (Zewail vd. 2020). Daha spesifik olarak SA, farkli stres Onleyici
enzimleri indiiklemek i¢in bir sinyal molekiili olarak gorevi goriir ve bitkilerde Cr

kaynakli hiicre zar1 hasarmi hafifletir (Faisal vd. 2016).

Zewail vd. (2020) malabar 1spanagina 0, 25, 50, ve 100 mg kg* krom ve 0, 0,5, ve 1 M
soliisyon salisik asit uygulayarak bir ¢alisgma gergeklestirmiglerdir. Sonug olarak, SA
antioksidan savunma sistemini indiikleyerek Cr fitotoksisitesini hafiflettigi bulunmustur.
En yiiksek bitki uzunlugunun 1 M SA ve 0,5 M SA’da gozlemlendigini belirtmigler. SA
uygulanan bitkiler, kontrol bitkileri ile karsilastirildiginda kok uzunlugunda 6nemli bir
artig gozlenmezken, toplam taze biyokiitle ve toplam kuru biyokiitle agirliklarinda artis
gosterilmistir. Cr stresi altinda daha disiik SA konsantrasyonu uygulanmasi bile bitki
bliylimesinde, fotosentezde, biyokiitle verimlerinde, prolin ve antioksidan enzim
aktivitesinde 6nemli bir geri kazanim sagladiklarini gostermislerdir. SA uygulamasinin
neden oldugu stres tolerans mekanizmasi, bitkilerin 100 mg kg Cr gibi daha yiiksek
toksik metal igerigi varhginda daha iyi hayatta kalmasmna ve biiyiimeyi siirdiirmesine

yardimei olabileceklerini sdylemislerdir.

2.6.4 Glutatyon

Glutatyon (y-glutamatsistein-glisin, GSH), bitki oksidatif savunmasinda ve metal
detoksifikasyonunda dnemli bir rol oynayan diisiik molekiiler agirlikli bir tiyol bilesigidir
(Seth vd. 2012). GSH, bitki hiicrelerinde serbest krom igerigini azaltan tiyol grubu (-SH)
selatlama mekanizmalarina sahip olarak Cr-GSH komplekslerinin olusumuna yol actig1
bildirilmistir (Hasan vd. 2016). Bir antioksidan olarak glutatyon, bitki fizyolojik
aktivitesinin engellenmesini onleyen askorbat-glutatyon dongiisii (ASA-GSH dongiisii)
yoluyla Cr-aracili gelismis ROT olusumunu nétralize ettigi bulunmustur (Prado vd.
2016). Eksojen olarak glutatyon uygulamasmin agir metal stresine maruz kalmis bitki
yapraklarinin klorofil igerigindeki azalmayi onemli Olgiide Onleyebilecegi ve toksik
elementlere karsi toleransi artirabilecegi bildirilmistir (Fang vd. 2020, Nakamura vd.
2020).

Qiu vd. (2013) piring fidelerinde yaptig1 ¢alisgmada, eksojen glutatyon uygulamasmin
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krom tasmmuni ve toksisitesini azalttigi gosterilmistir. Krom stresinin, klorofilin
ayrigmasini  tesvik ettigini, klorofil degerini (SPAD) dislirdiigiinii, asimilasyon
kabiliyetini zayiflattigin1 ve kuru agirhigi azalttigimi bildirmistir. Uygulanan eksojen
glutatyonun SPAD degeri ve kuru agirhgi iizerindeki inhibisyonunun &nemli dlgiide

azaldigini gosterilmistir.

Wen vd. (2022) soya fasulyesi iizerinde yaptig1 ¢alismada glutatyon inhibitérii (BSO)
uygulayarak, iki soya fasulyesi g¢esidinin koklerinde ve govdelerinde krom tarafindan
indiiklenen MDA, H202 ve O% igerigini énemli dlgiide artigmi gostermislerdir. Kromun
neden oldugu reaktif oksijen tiirlerinin asir1 tiretimi, genellikle MDA igerigine yansiyan
protein ve hiicre zar1 yikimina yol agtig i¢in elde edilen sonucun énemli oldugu ifade
edilmistir. Bitkilerin toksik elementlerin stresine toleransi genellikle enzimatik (yani
SOD, POD, CAT ve APX) reaksiyonun giicii ile ilgilidir (Reale vd.2016, Wen vd. 2022).
Wen vd. (2022)’nin yaptiklar1 ¢alismada eksojen GSH, baz1 ¢alismalarla tutarli olarak
CAT, POD, APX ve SOD aktivitelerini kontrol kosulu altindaki seviyelere geri getirme

egiliminde olduklarin1 belirtmislerdir.
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3. MATERYAL ve METOT

3.1 Bitki Materyali ve Bitki Yetistirme Kosullar

Bu arastirmada, kolza (Brassica napus L.) ¢esidine (Caravel) ait tohumlar ticari firmadan
elde edilmistir. Tohumlar, kapaklarinda havalandirma delikleri bulunan plastik kutular
icindeki 1slatilmig 2 kat filtre kagid1 iizerine yerlestirilmis ve kontrollii kosullarda (25°C
sabit sicaklik ve karanlhkta) 48 saat siireyle ¢imlendirilmistir. Yaklagik aynmi kok
uzunluguna sahip ¢imlenmis tohumlar, 0.5 L Hoagland besin ¢ozeltisi (pH’s1 0.05 M
KOH kullanilarak 6.0+£0.1’e ayarlanmis) iceren hidroponik kiiltiir ortamma transfer
edilmistir. Hidroponik kiiltiirde kullanilan 1 L’lik plastik kaplarin kapaginda alt1 kesilmis
ve plastik fileden orgii ile kapatilmus 5 adet falkon tiipiindeki filenin {izerine ¢imlenmis
tohumlar yerlestirilmistir. Bu ortamdaki ¢imlenmis tohumlar, kontrollii iklim kabininde
(25+1°C, 260 pmol m2 st foton akis yogunlugu, 12:12 saat fotoperiyot ve %60 nem) 7

giin boyunca biiyttiilmiistiir.

Yedi giinliik kolza fideleri, 10 uM Cr stresi [potasyum dikromat (K2Cr207)] ve/veya 5
uM Se [sodyum selenit (Na2SeO3)]’un4 farkli uygulamalarina (Sekil 3.1) 14 giin boyunca
maruz birakilmistir. Uygulama gruplart sunlardir:

(1) Kontrol: Sadece besin ¢ozeltisi

(2) Se: 5 uM Se igeren besin ¢ozeltisi

(3) Cr: 10 uM Cr igeren besin ¢ozeltisi

(4) Se + Cr: 5 uM Se + 10 uM Cr igeren besin ¢ozeltisi

Kaplardaki besin ¢ozeltileri giin asir1 degistirilmistir.

Uygulamalardan sonra fide biiylimesi, Cr birikimi, lipid peroksidasyonu, antioksidan
enzimler ve proteom degisikliklerini belirlemek igin fideler hasat edilmistir. Lipid
peroksidasyonu, antioksidan enzimler ve proteom analizleri i¢in kolza fidelerinin 1. ve 2.

yaprak dokulari 6rneklenmis ve kullanilincaya kadar —80°C’de muhafaza edilmistir.

Literatiir taramalann dikkate alinarak etkili Cr (1-100 pM) ve Se (1-10 uM) test

konsantrasyonlarini belirlemek i¢in 6n ¢aligmalar gergeklestirilmistir. Cr konsantrasyonu
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bliylime inhibisyonu temelinde 10 uM olarak belirlenmistir. Etkili Se konsanstarasyonu
ise Cr’un neden oldugu biiyiime inhibisyonunu azaltma etkisi temelinde 5 pM olarak

belirlenmistir.

Sekil 3.1 Cr ve/veya Se’un farkli uygulamalarina maruz birakilmis kolza fidelerinin genel

goruntimd.

3.2 Fidelerin Yas ve Kuru Agirhklarimin Belirlenmesi

Cr ve/veya Se’un farkli uygulamalarma maruz birakilan kolza fidelerinin yas agirliklar:
(YA, mg fide 1) belirlendikten sonra 80°C’lik etiivde 48 sa siireyle kurutulmus ve bu siire

sonunda kuru agirliklant (KA, mg fide™) belirlenmistir.

3.3 Krom Birikiminin Belirlenmesi

Cr ve/veya Se’un farkhi uygulamalarma maruz kalan kolza fidelerinden 6rneklenen
Kurutulmus toprak fUstii ve kok dokularmda Cr birikimi NMKL (1998)’ye gore
belirlenmistir. Fide doku 6rnekleri (0.5 g), 10 mL nitrik asit (HNOs3, %65) kullanilarak
mikrodalga firmda (Berghof Products + Instruments, Germany) yakilmistir. Bu islem
sonunda doku ornekleri filtre edilmis ve distile su ile son hacimleri 100 mL’ye
tamamlanmigtir.  Kalibrasyon  egrisi, stok Cr ¢ozeltisinden (1000 ppm;
Inorganic Ventures, Christiansburg, Virginia, USA; CGCR(3)1-1, Lot # A2-CR03007)

hazirlanan farkli konsantrasyondaki ¢ozeltiler kullanilarak elde edilmistir. Kalibrasyon
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egrisinin korelasyon katsayis1 (r2 = 0.999 ve iizeri) ve 6rneklerin Cr konsantrasyonlar1
Winlab32 paket programi kullanan ICP/OES (Inductively Coupled Plasma/Optical
Emission Spectrometry, Perkin Elmer 2100 DV) cihazi ile hesaplanmustir. Cr igin analitik
belirleme limiti 0.05 mg L~ olacak sekilde ayarlanmustir. Cr birikimi pg gt KA olarak

hesaplanmustir.

3.4 Malondialdehit I¢eriginin Belirlenmesi

Kolza fidelerinin yaprak dokularinda lipid peroksidasyonunun bir gostergesi olan
malondialdehit (MDA) miktarinin belirlenmesi Heath ve Packer (1968)’a gore
yapilmistir. Cr ve/veya Se’un farkli uygulamalarindan elde edilen yaprak doku drnekleri
(250 mg), trikloroasetik asit (TCA; 5 mL %?5) ile homojenize edilmistir. Elde edilen
homojenatlar santrifiij (+4°C, 12.000xg ve 5 dakika) edilmistir. Siipernatandan 250 pL
alinarak {izerine tiyobarbiitirik asit (TBA; %0.5) iceren TCA (%20) ¢ozeltisi ilave
edilmistir. Bu karisim 95°C’ye ayarlanmig sicak su banyosunda 30 dakika tutulmustur.
Sicak su banyosundan uzaklastirilan 6rneklerdeki reaksiyonlari durdurmak i¢in tiipler buz
banyosuna alinmistir. Daha sonra test tiiplerine (2 mL) alinan Ornekler santrifiij
(10.000xg, 10 dakika) edilmistir. Siipernatanlar kuvars kiivetlere alinmig ve TU-1880
Double Beam UV-VIS spektrofotometrede 532 ve 600 nm dalga boylarinda absorbanslar1
Olgtilmiistiir. TBA (%0.5) iceren TCA (%20) ¢ozeltisi kor (6rnek icermeyen) olarak
kullanilmistir. Yaprak dokularinin MDA igerigi molar ekstinksiyon katsayisi (¢ = 155

mM-% cm™!) kullanilarak umol g TA olarak belirlenmistir.

3.5 Antioksidan Enzim Aktivitelerinin Belirlenmesi

Kolza fidelerinin yaprak dokularindan 500 mg alinmustir. Dokular 1 mM EDTA, %1
(w/v) polivinilpirolidon (PVP) igeren potasyum fosfat tamponunda (5 mL, 50 mM, pH
7.0) homojenize edilmistir. Homojenat santrifiij (+4°C, 14.000 rpm ve 20 dakika)
edilmistir. Elde edilen siipernatanlarda siiperoksit dismutaz (SOD), guaiakol peroksidaz
(POD) ve katalaz (CAT) aktivitesi belirlenmistir. Siipernatanlardaki protein miktarinin
belirlenmesi Bradford (1976)’a gore yapilmistir.
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3.5.1 Siiperoksit Dismutaz (SOD) Aktivitesi

SOD (EC 1.15.1.1) aktivitesi, nitroblue tetrazolium (NBT) metoduna (Beauchamp ve
Fridovich 1971) gore yapilmistir. NBT nin 1sikta indirgenmesinin 560 nm’de 6l¢iilmesi
ile belirlenmistir. Aktivite tayini i¢in su sekilde yapilmustir:
1) 50 mM fosfat tamponu (pH 7.8), 0.1 mM EDTA, 13 mM metionin, 75 uM NBT
ve %]1°lik Triton X-100 igeren karisgima 70 pL enzim ekstrakti ilave edilmistir.
2) Bu karisima 2 pM riboflavin eklenerek test tiipleri 10 dakika igin beyaz 1sik
kaynag altina yerlestirilmis ve reaksiyon baglatilmistir.
3) Omneklerin absorbans degerleri, 560 nm’de TU-1880 Double Beam UV-VIS
spektrofotometre ile belirlenmistir.
4) Bir tinite SOD, deneysel kosullar altinda NBT indirgenmesinde %50 inhibisyona
neden olan enzim miktar olarak ifade edilmistir.

5) Toplam SOD aktivitesi U mg-! protein olarak hesaplanmustir.

3.5.2 Guaiakol Peroksidaz (POD) Aktivitesi

POD (EC 1.11.1.7) aktivitesinin belirlenmesi Mika ve Liithje (2003)’e gore yapilmustir.
Reaksiyon karisimi 25 mM sodyum-asetat-HCI (pH 5.0), 51.3 mM guaiakol, 12.5 mM
H202 ve 10 pL enzim ekstrakti icermektedir. Enzim ekstraktinin ilavesiyle reaksiyon
baglatilmis ve baslangig ile 3 dakika sonundaki absorbans degerleri 470 nm’de
olglilmiistiir. Toplam POD aktivitesi, guaiakolun ekstinksiyon katsayisi (¢ = 26.6 mM1

cm™) kullanilarak pmol min~t mg~! protein olarak belirlenmistir.

3.5.3 Katalaz (CAT) Aktivitesi

Toplam katalaz aktivitesi (CAT; EC 1.11.1.6) Aebi vd. (1984)’ne gore belirlenmistir.
1) Potasyum fosfat tamponu (50 mM, pH 7.0) ve H202 (10.6 mM) igeren reaksiyon

karisimi hazirlanmustir.
2) Enzim ekstrakti (25 uL) ilave edilerek reaksiyon baslatilmustir.
3) H202’in 3 dakika i¢in 240 nm’de (¢ = 39.4 mM-! cm-!) bozunmasi ile CAT

aktivitesi umol min-t mg-! protein olarak belirlenmistir.
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3.6 Proteomik Analizler

3.6.1 Protein Ekstraksiyonu

Fidelerin taze yaprak dokularmndan proteinlerin ekstraksiyonu aseton/TCA metoduna

gore gergeklestirilmistir (Niu vd. 2018).

1)

2)

3)

4)

5)

6)

Yaprak ornekleri (1 g) sivi azot kullanilarak havan icerisinde iyice 6glitiilmiis ve
10 mL ekstraksiyon tamponunda [%1 SDS, 0.1 M Tris-HCI (pH 6.8), 2 mM
EDTA-Na2, 20 mM DTT ve 2 mM PMSF (kullanimdan o6nce eklenmistir)]
homojenize edilmistir.

Her bir uygulama grubu i¢in {¢ tekrarli olarak hazirlanan homojenatlar falkon
tliplerine transfer edilmistir.

Falkon tiipler 15.000xg'de 5 dakika santrifiijlenmistir. Elde edilen siipernatanlar
yeni tiiplere pipetlenmis Ve siipernatan: %20’lik soguk TCA/aseton ¢ozeltisi (1:1
oraninda) eklenmistir.

Karisim 30 dakika buz iizerinde tutulmus ve sonra 3 dakika 15.000xg'de
santrifiijlenmis ve slipernatan atilmistur.

Protein ¢okeltisi %80 aseton ile yikandiktan sonra tekrar 3 dakika 15.000xg'de
santrifiijjlenmistir. Yikama admmi li¢ defa tekrarlanmustir.

Yikama sonrasi elde edilen protein cokeltileri desikatérde kurutulmus ve

calisilincaya kadar -80°C’de muhafaza edilmistir.

3.6.2 iki-Yénlii (2-D) Poliakrilamid Jel Elektroforezi

Protein profillerindeki polimorfizmler iki-yonli (2-D) poliakrilamid jel elektroforezi

(Izoelektrik Fokuslama/Sodyum Dodesil Siilfat-Poliakrilamid Jel ~Elektroforezi,
IEF/SDS-PAGE) teknigi kullanilarak belirlenmistir.

1)

2)

3)

Elektroforezin birinci yonii olan IEF’de, IPG (immobilized pH gradient) stripleri
(pH 4-7, 17 cm) kullamlarak proteinler Protean® i12™ IEF Cell (Bio-Rad)
sisteminde izoelektrik noktalarmma (pl) gore ayristirilmustir.

Protein peletleri rehidrasyon tamponunda ¢oziinmiis ve 1 saat laboratuvar
kosullarinda inkiibe edildikten sonra 10 dakika 10.000xg’de santrifiij edilmistir.

Gorlinti analizleri i¢in kullanilan analitik jellere 80 pg protein, kiitle
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spektrometrisi analizleri igin kullanilan preparatif jellere 500 pg protein IPG
striplerine yiiklenmistir.

4) Rehidrasyon islemi, 16 sa oda sicakliginda pasif olarak gerceklestirilmistir.

5) Rehidrasyon islemini takiben IPG stripleri Protean IEF Cell sistemine transfer
edilmistir.

6) IEF islemi toplamda 70.000 V olacak sekilde gergeklestirilmistir.

IEF’den sonra stripler 15 dakika dengeleme ¢ozeltisi I [6 M urea, 0.375 M Tris-HCI, pH
8.8, %2 (w/v) SDS, %20 (v/v) gliserol ve %2 (w/v) DTT] ve 15 dakika dengeleme
¢ozeltisi 11 [6 M urea, 0.375 M Tris-HCI pH 8.8, %2 (w/v) SDS, %20 (v/v) gliserol ve

%2.5 (w/v) iodoacetamide] ile muamele edilmistir.

Dengeleme isleminden sonra ikinci yon olan SDS-PAGE basamagi Laemmli (1970)’ye
gore gerceklestirilmistir:

1) IPG stripleri %12’lik akrilamid jelde (%30 akrilamid/bisakrilamid, 1.5 M Tris-
HCI tamponu, pH 8.8, %10 SDS, %10 amonyum persiilfat ve TEMED). 2-D
elektroforez icin PROTEAN II XL Cell (Bio-Rad) yiiriitiilmiistiir.

2) Protein standardi olarak 14.4-97.4 kDa araliginda SDS-PAGE standard1 (Bio-
Rad) kullanilmastir.

3) 2-D jel elektroforezden sonra uygulamalara ait jeller boyama islemlerine kadar

fiksatif icerisinde saklanmustir.

3.6.3 Jelleri Boyanmasi ve Goriintii Analizleri

Gorinti analizleri i¢in analitik jeller giimiis boyama ile boyanmis ve protein benekleri

gortiniir hale getirilmistir (Cizelge 3.1) (Sinha vd. 2001).

Kiitle spektrometrisi analizleri i¢in hazirlanan preparatif jeller kolloidal CBB (Coomassie
Brilliant Blue) ile boyanmis ve protein benekleri goriiniir hale getirilmistir (Neuhoff vd.
1988). Preparatif jeller %2 fosforik asit iceren %350’lik etil alkol ¢ozeltisinde gece
boyunca fikse edilmistir. Fiksasyon isleminden sonra jeller iki kez distile su ile
yikanmistir. Daha sonra jeller %0.12 CBB, %10 amoyum siilfat, %10 fosforik asit ve

%20 metil alkol igeren cozeltide inkiibe edilmistir. Boyama isleminden sonra jel
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zeminindeki fazla boyanin uzaklasitirilmasi icin jeller birkag kez distile su ile yikanmuistir.

Gumiis ve CBB ile boyanmus jeller goriintiileme sistemine (ChemiDoc™ MP, Bio-Rad)
yerlestirilmis ve sentezinde farklilik gosteren (Sentezi artan ve/veya azalan) proteinler
PDQuest yazilim (versiyon 8.0.1, Bio-Rad) ile saptanmis ve nispi hacimleri temelinde
miktarlart belirlenmistir. Bir protein beneginin miktari, jel goriintiisiinde benegi olusturan
tim piksellerin toplam yogunlugu olarak tanimlanan protein hacmi olarak ifade
edilmistir. Bununla birlikte, her bir protein beneginin hacmi protein miktar tayini, 6rnek
yiikleme veya jel boyama basamaklarinda meydana gelebilecek olasi hatalan telafi etmek
icin jelde bulunan tiim protein beneklerinin toplam hacminin yiizdesi olacak sekilde

normalize edilmistir.

Cizelge 3.1 Giimiis boyama ydntemi

Basamak Cozelti Siire
Hassaslastirma ;% ggcl)_erig;[%siyum tetratiyonat, 0.5 M potasyum asetat, 45 dk
Yikama Distile su 6 x 10 dk
Boyama 2 g/LL giimiis nitrat 30 dk
Yikama Distile su 4%x30s
Gotpirme S s ot UL AT 50,
Durdurma 40 g/L Tris, 20 mL/L asetik asit 30 dk

3.6.4 Jeldeki Proteinlerin Tripsin ile Kesimi

CBB boyali jellerde, sentezinde farklilik gosteren (sentezi artan ve/veya azalan) protein
benekleri EXQuest Spot Cutter (Bio-Rad) cihazi kullanilarak kesilmis ve 0.6 mL’lik steril
ependorf tiiplere alinmustir. Protein beneklerinin triptik kesimi i¢in In-Gel Tryptic
Digestion Kiti (Thermo Scientific) kullanilmistir. Kesilen jel parcalarindaki fazla boyanmn
uzaklastirilmast i¢in 2 g/ amonyum bikarbonat iceren %50’lik asetonitril ¢ozeltisi
kullanilmis ve bu islem 37°C’de 30 dakikasiireyle gergeklestirilmistir. Boya uzaklastirma
cozeltisi tiiplerden uzaklastirildiktan sonra indirgenme ve alkilasyon basamaklarma

gecilmistir. Indirgenme basamag: i¢in jel parcaciklart 50 mM Tris(2-karboksietil) fosfin
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coOzeltisi igeren 2 g/l amonyum bikarbonat ¢ozeltisi ile 60°C’de 10 dakika muamele
edilmistir. Bu periyot sonunda indirgenme ¢ozeltisi uzaklastirilmis ve alkilasyon igin jel
parcaciklart 100 mM iodoasetamid ile oda sicakhiginda 1 saat inkiibe edilmistir.
Alkilasyon tamponu uzaklastirildiktan sonra jel pargalar1 2 g/l amonyum bikarbonat %50
asetonitril ¢ozeltisi ile 37°C’de 15 dakika muamele edilmistir. Jel pargalarmi dehidrate
etmek i¢in drnekler konsantre asetonitril ile oda sicakliginda 15 dakika inkiibe edilmistir.
Asetonitril ¢ozeltisi uzaklastirildiktan sonra Ornekler oda sicakliginda kurutulmustur.
Daha sonra kurutulmus jel pargaciklan iizerine aktive edilmis tripsin (10 ng/uL) eklenmis
ve 30°C’de gece boyunca inkiibe edilmistir. Bu siire sonunda tiipler igerisindeki ¢ozelti
yeni bir tiipe almmis ve vakum konsantratér (Eppendorf, Germany) ile kurutulmustur.
Daha sonra kurutulmus 6rnekler 10 pL %0.1°lik trifloroasetik asit (TFA) ile yeniden

stispanse edilmis ve kiitle spektrometrisi analizlerinde kullanilincaya kadar —20°C’de

saklanmistir.

3.6.5 Kiitle Spektrometrisi Analizleri

Kiitle spektrometrisi analizleri igin %0.1’lik TFA’da ¢oziinmiis peptidler ZipTip Cis
(Millipore, Bedford, MA, USA) kullanilarak konsantre hale getirilmistir. Peptid
cozeltileri, %50 asetonitril ve %0.1 TFA ile doyurulmus 10 mg L' a-siyano-4-
hidroksisinnamik asit (matriks) ile karngtirilmistir. Daha sonra yaklagik 1 pL ¢ozelti
MALDI plakasina yerlestirilmis ve kurumasi saglanmustir. Kiitle spektrometrisi analizleri
AB Sciex TOF/TOF 5800 kiitle spektrometrisi cihazi (Applied Biosystems, Framingham,
MA, USA) kullanilarak gergeklestirilmistir. Kiitle spektrumu (m/z 800-3000) pozitif
iyon reflektor modunda elde edilmistir. Bir protein benegi icin MS modundan elde edilen
10 pik, MS/MS fragmentasyonu i¢in se¢ilmisti. MS/MS modu 1 kV’lik carpisma
(collision) enerjisi kullanilarak gergeklestirilmistir. Carpigma tesvikli fragmentasyon i¢in
carpisma gazi olarak hava kullanilnustir. Oncii MS spektrumlari igin internal kalibrasyon
olarak otolitik tripsin peptidleri kullanilmustir. Glu-Fib fragmentleri ile elde edilen
eksternal kalibrasyon ise MS/MS spektrumlarina uygulanmistir. MS verileri GPS
Explorer (Applied Biosystem) ve MASCOT (Matrix Science, London, UK) yazilimlari
kullanilarak veri tabanlarna karsit taranmustir. Protein tanimlamada segilen tarama

parametreleri Cizelge 3.2°de verilmistir.
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Cizelge 3.2 Protein tammmlamada seg¢ilen tarama parametreleri

Parametre

Enzim Tripsin

Degisken modifikasyonlar Metiyonin oksidasyonu

Sabit modifikasyonlar Sistein karbamidometilasyonu
Peptid toleransi 50 ppm

MS/MS toleransi 0.4 dalton

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

Veri tabani aramas1 SwissProt ve NCBInr protein veri tabanima karsi yapilmistir. MS/MS
verilerine gore onemli diizeyde yiiksek MASCOT skorlarna (giiven araligi %95’den daha

biiylik) sahip protein, giivenilir sekilde tanimlanmis protein olarak kabul edilmistir.

3.7 istatistiki Analizler

Denemeler, rastgele deneme deseninde diizenlenmistir. Denemelerden elde edilen veriler
en az li¢ tekrarli olarak diizenlenmis iki bagimsiz denemeden elde edilmistir. Analizlerden
elde edilen veriler SPSS paket programi (SPSS ver. 22, Chicago, IL, USA) kullanilarak
analiz edilmistir. Proteomik analizler harig, diger tiim analizlerden elde edilen ortalamalar

arasindaki 6nemli farkliliklar Duncan ¢oklu karsilastirma testi ile belirlenmistir (P<0.05).
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4. BULGULAR

Mevcut tez calismasinda Cr stresine maruz birakilan kolza fidelerinde Se’un iyilestirici
etkisi degerlendirilmistir. Bu baglamda, yas ve kuru agirliklant (sirastyla YA ve KA), kok
ve govdede Cr birikimi, lipid peroksidasyonu, bazi antioksidan enzimlerin (SOD, POD,

CAT ve APX) aktiviteleri ve proteom profilleri analiz edilmis ve degerlendirilmistir.
4.1 Selenyum Tesvikli Krom Stresinin Biiyiime Uzerine Etkisi
Cr (10 uM) velveya Se (5 uM)’un farkli uygulamalarina maruz kalan kolza fideleri krom

stresinden 6nemli diizeyde etkilenmistir. Se’un Cr stresine karsi toleransi arttirdigi ve fide

biiyiime ve gelismesini 6nemli diizeyde olumlu etkiledigi belirlenmistir (Sekil 4.1).

Sekil 4.1 Cr ve/veya Se’un farkli uygulamalarindan elde edilen kolza fideleri.

Cr varliginda kolza fidelerinin biiylimesi, yas ve kuru agirliklari bakimindan
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degerlendirildiginde 6nemli diizeyde azalmistir (Cizelge 4.1). Cr stresi, kontrole kiyasla
yas agirhigt %48 ve kuru agirhigr %40 azaltmistir. Cr stresinin fide biiylimesi tizerindeki
olumsuz etkileri Se uygulamasi ile azaltilmistir. Se+Cr uygulamasi, Cr uygulamasma
gore yas agirhgr %31,8, kuru agirhgr ise %31,5 artrmustir. Tek basina ekzojen Se
takviyesi de kontrole kiyasla biiyiimede hafif bir artisa neden olmustur (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1 Kolza fidelerinde biiyiime ve Cr birikimi iizerine Cr (10 uM) ve Se (5 uM)’un farkl
uygulamalarmin etkisi

Uyguiamalar Y35 a8k Kuru fgglr_lllk Kik Cr bi QXimi (;?rvldkfn?.r
(mg fide™) (mg fide™) (ngg ) (ug g1 KA)

Kontrol 626+ 412 352+£3012 ND ND

Se 665+ 422 393+1.9b ND ND

Cr 325+21¢ 213+09¢ 1476+ 532 11.0+1.22

Se+Cr 429+ 335D 28.0+2.0°¢ 1422+ 1312 523+£0.50

Farkh harfler DMRT’ye gore onemli diizeydeki farki gosterir (P < 0.05). ND = Belirlenemeyen.

4.2 Selenyum Tesvikli Krom Stresinin Cr Birikimi Uzerine Etkisi

Kolza fidelerinde Cr ve/veya Se’un farkli uygulamalarmm Cr birikimi {izerindeki etkileri
Cizelge 4.1'de gosterilmistir. Kontrol ve Se uygulanmus kolza fidelerinde, Cr seviyeleri
tespit limitlerinin altinda oldugu i¢in belirlenememistir. Bununla birlikte, fideler 10 uM
Cr'a maruz brrakildiginda, fidelerin hem koklerinde hem de govdelerinde Cr birikimi
Oonemli diizeyde artmustir. Se varliginda goévdelerde Cr birikimi, tek basma Cr

uygulamasina kiyasla %52 oraninda 6nemli diizeyde azalmistir (Cizelge 4.1).

4.3 Selenyum Tesvikli Krom Stresinin Lipid Peroksidasyonu ve Antioksidan Enzim
Aktiviteleri Uzerine EtKisi

Yapraklardaki lipid peroksidasyon seviyeleri MDA igerikleri ile tahmin edilmistir. 10 uM
Cr'un varligi, kolza tohumu fidelerinin yapraklarindaki MDA igerigini agikca artirmistir
(Cizelge 4.2). Bununla birlikte, Cr kaynakli MDA igerigindeki artis, besine Se ilavesi ile
azaltilmustir.

Tek basma Se takviyesinin antioksidan enzimlerin aktivitelerinde 6nemli bir degisiklige

yol agmadig1 ve istatistiksel olarak kontrollere benzer oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.2).
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Cizelge 4.2 Kolza fidelerinde biiyliime ve Cr birikimi tizerine Cr (10 uM) ve Se (5 uM)’un farkh
uygulamalarinin MDA igerigi ve antioksidan enzim aktiviteleri izerine etkisi

Uygulamalar

Parametreler

Kontrol Se Cr Se+Cr
MDA icerigi 214+0842 2191042  304+062°  237+097°
nmol g~* TA
SOD aktivitesi 33.2+2862 347+4282  449+586%  1226+297b
Unitmg™* protein
POD aktivitesi 10.9+0.60 2 112+1112 12342422 406+175°

umol min~! mg~! protein
CAT aktivitesi
umol min~! mg~! protein

APX aktivitesi
umol min~! mg~! protein

0.256+0.0122 0.216+0.0222  0.071+0.015°  0.246+0.0242

3.60+0.292 3.35+0.432 0.79+0.17¢ 1.92+0.10°

Farkli harfler DMRT’ye gore 6nemli diizeydeki farki gosterir (P < 0.05).

Kontrol ile karsilastirildiginda, Cr stresi CAT ve APX aktivitelerini onemli 6lgiide
azaltirken, SOD ve POD aktivitelerinde 6nemli bir degisiklige neden olmamustir. Se+Cr
uygulamasinda CAT aktivitesi kontrol seviyesine ulasirken, tek basina Cr stresine kiyasla
APX aktivitesinde 2.4 kat artisa neden olmustur. Cr ile muamele edilmis fidelerle
karsilagtirildiginda, Se takviyesi SOD ve POD aktivitelerinde sirasiyla 2.7 ve 3.3 kat
artiglarla sonuglanmustir (Cizelge 4.2).

4.4 Selenyum Tesvikli Krom Stresinin Proteom Profili Uzerine Etkisi

Kontrol, tek basma Se ilavesi, tek basma Cr stresi ve Se ve Cr'un (Se+Cr) birlikte
uygulanmasi dahil olmak iizere dort deney grubunun proteom degisikliklerinin genel
goriiniimiinii elde etmek igin jel temelli bir proteomik yaklasim kullanilmistir. Her jelde
500'den fazla protein benekleri tekrarlanabilir sekilde tespit edilmistir (Sekil 4.2). Artan
birikim i¢in > 2,0 kat ve azalma igin < 0,5 kat degisim esigine sahip protein jelleri
karsilastirildiginda, 60 protein Cr ve/veya Se uygulamalarmda farkli bolluk sergilemistir.
Elli dért benek

kiitle spektrometrisi ile basarili bir sekilde tanimlanmustir (Cizelge 4.3).
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MA 4 7
(kDa) '
974 —

66.2 —

450 —

31.0 —

215 —

144 —

Sekil 4.2 Cr ve/veya Se’un farkli uygulamarma maruz birakilan kolza fidelerinin

proteomlarmdaki degisimlere ait temsili protein profili.

Bu proteinler arasinda 44 protein artan yonde diizenlenmis ve 10 protein Cr stresi ve/veya
Se muamelesi ile azalan yonde diizenlenmistir. Kontrol ile karsilastirildiginda, eksojen
Se, 5 proteinin seviyesini degistirdi: Ug protein artan yénde diizenlenmis ve iKisi azalan
yonde diizenlenmistir. Cr stresi altinda, toplam 42 protein kontrole kiyasla 6nemli bolluk
degisiklikleri sergilemis, 35 proteinin protein seviyeleri artan yonde diizenlenmis ve 7
protein azalan yonde diizenlenmistir. Cr stresi ile karsilastirildiginda, Se+Cr tedavisi 42
proteinin bollugunu degistirmistir: Protein seviyelerinde 144 artmus, 28't azalmustir.
Ancak Cr stresi altinda bollugu azalan 7 proteinin bollugu ekzojen Se uygulamas: ile
artmugtir (Sekil 4.2, Cizelge 4.3). Diferansiyel olarak ifade edilen proteinlerin farkl
biyolojik siireclerde ve molekiiler fonksiyonlarda yer aldig1 belirlenmistir (Cizelge 4.3).
Bu proteinler, fotosentez ve karbohidrat biyosentezi (%48,1), strese yanit (%27,8),
protein metabolizmasi (%11,1), enerji metabolizmasi (%3,7), ¢esitli islevlere sahip diger
proteinler (%7,4) ve bilinmeyen fonksiyonlara sahip protein (%1,9) olmak {izere baslica
6 gruba ayrilmustir. Protein-protein etkilesimlerini tahmin etmek igin ¢evrimigi arag

olarak STRING kullanilmustir (Sekil 4.3).
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Cizelge 4.4 Selenyum ve/veya Cr uygulamalarina maruz birakilan arpa fidelerinin yaprak
dokularinda MALDI-TOF/TOF kiitle spektrometrisi ile tanimlanmis proteinler

. Aksesyon MA Dizi Eslesen : .
Benek  Protein numarasi Skor pl brtiismesi  peptit Ifade seviyesi
Fotosentez ve karbohidrat biyosentezi
2 ATP sentaz epsilon ATPE ARATH 525 144 %39 14 %0 1
altbirimi 5.03 3,0 4
Kloroplastik 2,0 A
Arabidopsis thaliana 1,0 4
0,0 +
Kontrol Se Cr Se+Cr
5 Sitokrom b+ UCRIA_ARATH 190 24.4 %36 10 15 -
kompleksi demir- 8.80 .
kiikiirt altbirimi
Kloroplastik 05 1
Arabidopsisthaliana o
Kontrol Se Cr Se+Cr
7 RuBisCO biiyiik RBL_BRAOL 420 529 %22 16 80 -
altbirim 5.88 6,0
Brassica oleracea 4,0 -
2,0 A
0,0
Kontrol Se Cr Se+Cr
9 ATP sentaz delta ATPD_SPIOL 54  27.7 %5 2 3,0 -
altbirimi 5.80
2,0 A
Kloroplastik
Spinaciaoleracea 107
0,0 =
Kontrol Se Cr Se+Cr
14 Klorofil a-b baglayict CB11_SOLLC 147  26.0 %15 6 3,0 4
protein 6A 5.83 20
Kloroplastik
Solanumlycopersicum 107
0,0 +
Kontrol Se Cr Se+Cr
18 Klorofil a-b baglayict CB13_SOLLC 86 29.3 %13 5 17
protein 8 8.96
Kloroplastik 05 4
Solanumlycopersicum
ol
Kontrol Se Cr Se+Cr
20 Klorofil a-b baglayict CB23_SOLLC 76 28.6 %11 3 309
protein 13 5.09 50 |
Kloroplastik '
Solanumlycopersicum L0
0,0
Kontrol Se Cr Se+Cr
21 Klorofil a-b baglayict CB23_SOLLC 70 286 %6 4 3.0
protein 13 5.09 2,0
Kloroplastik
Solanum lycopersicum 104
0,0 =
Kontrol Se Cr Se+Cr
24 Ribuloz-fosfat 3- RPE_SOLTU 53 29.9 %16 6
epimeraz 7.71
Kloroplastik 05

Solanumtuberosum

.

Kontrol Se Cr Se+Cr
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Cizelge 4.4 Devam1

. Aksesyon MA Dizi Eslesen : .
Benek  Protein numarasi Skor ol breismesi  peptit Ifade seviyesi
Fotosentez ve karbohidrat biyosentezi
25 Karbonik anhidraz CAHC_ARATH 79 374 %19 10 11
Kloroplastik 5.74
Arabidopsis thaliana 051
04
Kontrol Se Cr Se+Cr
26 RuBisCO biiyiik RBL_BRAOL 336 52.9 %26 22 50 4
altbirim 5.88 40 4
Brassica oleracea jg
1,0 1
00 -
Kontrol Se cr Se+Cr
27 Karbonik anhidraz CAHC_ARATH 143 374 %26 11 17
Kloroplastik 5.74
Arabidopsis thaliana 0.5 1
0
Kontrol Se Cr Se+(Cr
28 RuBisCO biiyiik RBL_BRAOL 83 529 %19 13 40 4
altbirim 5.88 3,0
Brassica oleracea 2,0 1
1,0 4
00 4
Kontrol Se Cr Se+Cr
30 RuBisCO biiyiik RBL_BRAOL 556 52.9 %42 26 25,0
altbirim 5.88 200
Brassica oleracea 150
10,0
50
0,0
Kontrol Se Cr Se+Cr
32 RuBisCO biyiik RBL_MORRU 252 516 %35 17 6,0
altbirim 6.00 0
Morus rubra 3,0
2,0
1,0
0,0
Kontrol Se cr Se+Cr
33 RuBisCO biiyiik RBL_ARAHI 277 529 %37 19 33’3
altbirim 5.88 250
Arabidopsis thaliana e
ID:D
50
0,0
Kontrol Se Cr Se+Cr
34 RuBisCO biiyiik RBL_BRAOL 323 529 %29 28 80
altbirim 5.88 6,0
Brassica oleracea 4,0
2,0
0.0
Kontrol Se Cr Se+Cr
35 RuBisCO biiyiik RBL_BRAOL 461 529 %39 28 15,0
altbirim 5.88 120
Brassica oleracea 2’8
3,0
0,0

Kontrol Se Cr Se+Cr
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Cizelge 4.4 Devam1

. Aksesyon MA Dizi Eslesen : .
Benek  Protein numarasi Skor ol breismesi  peptit Ifade seviyesi
Fotosentez ve karbohidrat biyosentezi
36 Ferredoksin-NADP FNRL2_ARATH 429 41.1 %35 31 3.0 1
rediiktaz. yaprak 8.51 50 |
izozimi 2 ’
Kloroplastik 1,0 A
Arabidopsis thaliana 00
Kontrol Se Cr Se+Cr
38 ATP sentaz gama ATPG1_ARATH 455  40.9 %35 23 3,0 -
altbirmi 1 8.13 20
Kloroplastik
Arabidopsis thaliana 107
0,0 =
Kontrol Se Cr Se+Cr
40 Fruktoz-bifosfat ALFC3_ARATH 106 42.3 %12 6 50 4
aldolaz 3 8.19 40 1
Kloroplastik z’g
Arabidopsis thaliana 10 1
0.0 +
Kontrol Se Cr Se+Cr
41 Karbonikanhidraz CAHC_ARATH 137 374 %27 9 40 1
Kloroplastik 5.74 30 7
Arabidopsis thaliana 20 1
1.0 4
00 A
Kontral Se Cr Se+Cr
49 Fosfogliserat kinaz PGKH_ARATH 76 499 %16 5 30 1
Kloroplastic 8.27 2,0 A
Arabidopsis thaliana .
0,0 =
Kontrol Se Cr Se+Cr
50 ATP sentaz beta ATPB_BRANA 892 53.7 %39 39 17
albirimi 5.21
Kloroplastik 05 4
Brassica napus
0
Kontrol  Se Cr Se+Cr
51 ATP sentaz beta ATPB_BRANA 866 53.7 %60 38 14
albirimi 5.21
Kloroplastik 05 4
Brassica napus
0
Kontrol Se Cr Se+Cr
53 ATP sentaz alfa ATPA_ARATH 607 55.3 %46 33 11
albirimi 5.19
Kloroplastik 05
Arabidopsis thaliana
ol
Kontrol Se Cr Se+Cr
Stres savunma
1 Tiyoredoksin H-tip TRXH_BRARA 62 13.6 %43 9 309
Brassica rapa 5.37 2,0 -
1,0 4
0,0 =

Kontrol Se Cr Se+Cr
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Cizelge 4.4 Devami

. Aksesyon MA Dizi Eslesen : .
Benek  Protein numarast Skor ol briismesi  peptit Ifade seviyesi
Stres savunma
3 Peroksiredoksin-2E PRX2E_ARATH 127 24.7 %16 7 3.0 4
Kloroplastik 9.12 20 -
Arabidopsis thaliana .
0,0 -
Kontrol Se Cr Se+Cr
6 Peroksiredoksin-2B PRX2B_ARATH 142 17.4 %19 4 3,0 -
Arabidopsis thaliana 5.17 2,0 -
1,0 4
0,0 -
Kontrol Se Cr Se+Cr
8 Germin-benzeri GLP1_SINAL 336 219 %25 8 3.0 1
protein 1 6.27 o |
Sinapisalba
1,0 4
0,0 -
Kontrol Se Cr Se+Cr
10 Germin-benzeri GL33_ARATH 138 21.9 %16 7 30 4
protein altaile 3 tiyesi 6.26 20 |
Arabidopsis thaliana
1,0 A
00 A
Kontrol Se Cr Se+Cr
11 Germin-benzeri GLP1_SINAL 385 219 %28 10 50 4
protein 1 6.27 40 1
Sinapisalba 07
2,0 A
1,0 4
0,0 -
Kontrol Se Cr Se+Cr
13 Germin-benzeri GL33_ARATH 161 21.9 %16 7 309
protein altaile 3 tiyesi 6.26 20 4
Arabidopsis thaliana
1,0 4
0,0 -
Kontrol Se Cr Se+Cr
15 Germin-benzeri GL33_ARATH 104 21.9 %14 5 3,0 4
protein altaile 3 tiyesi 6.26 20 4
Arabidopsis thaliana
1,0 4
0,0 -
Kontrol Se Cr Se+Cr
16 2-Cys peroksiredoksin  BASIA_ARATH 266 29.1 %12 5 30 1
BAS1 6.91 20 |
Kloroplastik
Arabidopsis thaliana 107
00 A
Kontrol Se Cr Se+Cr
17 Stiperoksit dismutaz SODF_ARATH 63 238 %14 5 1
[Fe] 6.06
Kloroplastik 05

Arabidopsis thaliana

.

Kontrol Se Cr Se+Cr
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Cizelge 4.4 Devam1

. Aksesyon MA Dizi Eslesen : .
Benek  Protein numarasi Skor ol breismesi  peptit Ifade seviyesi
Stres savunma
19 Glutatyon S-transferaz ~ GSTF4_MAIZE 41 246 %12 3 3,0 -
4 5.77
2,0 |
Zea mays
1,0 4
0,0 =
Kontrol Se Cr Se+Cr
31 Laktoyilglutatyon LGUL_BRAOG 150 31.6 %15 8 40 1
liyaz 5.16 3,0 4
Sitozolik 20 1
Brassica oleracea 1,0
0,0 =
Kontrol Se Cr Se+Cr
37 Kinon oksidorediiktaz =~ QORL_ARATH 527  40.9 %26 14 19
benzeriprotein 8.46
At1g23740 05 4
Kloroplastik
Arabidopsisthaliana o4
Kontrol Se Cr Se+Cr
47 GDP-mannoz 3.5- GME_ARATH 606 42.7 %49 32 40 1
epimeraz 5.85 3,0 4
Arabidopsis thaliana 2,0 4
1.0 4
00 A
Kontrol Se Cr Se+Cr
Protein metabolizmasi
4 50Sribozomal protein  RK123_ARATH 193 19.7 %24 7 50 1
L12-3 5.51 40 4
Kloroplastik Z’g
Arabidopsis thaliana 110 i
0,0 =
Kontrol Se Cr Se+Cr
12 ATP-bagimh Clp CLPP6_ARATH 204 29.4 %35 13 309
proteaz proteolitik 9.38 o
altbirim 6 ,
Kloroplastik 10 4
Arabidopsis thaliana 00 A
Kontrol Se Cr Se+Cr
23 20 kDa saperonin CH10C_ARATH 175 26.8 %16 7 ?g ]
Kloroplastik 8.86 40 1
Arabidopsis thaliana g'g 1
1:D B
0.0 +
Kontrol Se Cr Se+Cr
39 Lon proteazhomologu LONH1_ARATH 46  97.8 %6 2 80 4
1 6.85 6,0 1
Peroksizom 40 |
Arabidopsis thaliana 2,0 4
0,0 =
Kontrol Se Cr Se+Cr
46 Uzama faktorii Tu EFTU_ARATH 241 51.6 %34 17 309
Kloroplastik 584 2,0 4
Arabidopsis thaliana 1o
0,0 =

Kontrol Se Cr Se+Cr
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Cizelge 4.4 Devam1

. Aksesyon MA Dizi Eslesen : .
Benek  Protein numarasi Skor ol breismesi  peptit Ifade seviyesi
Protein metabolizmasi
54 Heatshock cognate 70 HSP72_ARATH 724 713 %37 30 40 1
kDa protein 2 5.03 3,0 4
Arabidopsis thaliana 2,0 1
1,0 A
0,0 =
Kontrol Se Cr Se+Cr
Enerji metabolizmasi
42 Malat dehidrogenaz MDHC1_ARAT 223 355 %37 14 30 1
Sitoplazmik H 6.11 20 1
Arabidopsis thaliana o I
0,0
Kontrol Se Cr Se+Cr
52 NADP-bagimli GAPN_ARATH 263 53.0 %18 15 30 1
gliseraldehit-3-fosfat 6.23 50 |
dehidrogenaz -
Arabidopsis thaliana 1,0
0.0 +
Kontrol Se Cr Se+Cr
Diger
22 Ferritin-1 FRI1_BRANA 405 28.2 %35 13 309
Kloroplastik 5.52 2,0 -
Brassica napus I I I
1,0 4
0,0 =
Kontrol Se Cr Se+Cr
43 Glutamin sentetaz GLN13_ARATH 187 38.6 %23 15 30 1
sitozolik izozim1-3 7.52 20
Arabidopsisthaliana
1,0 4
0,0 ~
Kontrol Se Cr Se+Cr
44 Sinnamil alkol CADH9_ARATH 145 38.9 %25 13 40 1
dehidrogenaz9 6.21 3,0 4
Arabidopsis thaliana 2,0 4
1,0 4
0.0 +
Kontrol Se Cr Se+Cr
45 Aktin-2 ACT2_ARATH 693 419 %59 31 30 1
Arabidopsis thaliana 5.37 2,0 4
1,0 A
00 ml
Kontrol Se Cr Se+Cr
48 Mirozinaz-baglayici MB31_ARATH 147 485 %5 1 309
protein-benzeri 5.12 20 |
At3g16470 ’
Arabidopsis thaliana 1,0
0.0 4

Kontrol Se Cr Se+Cr
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Cizelge 4.4 Devam1

Benek  Protein ﬁlﬁejﬁg Skor '\gf‘ 6rtli3ilsir|1esi I;selgstftn ifade seviyesi
Bilinmeyen protein
29 Tanimlanmamis Y2766_ARATH 275 349 %17 9 3.0
protein At2g37660 8.37 20
Kloroplastik
Arabidopsis thaliana e
0,0

Cr Se+Cr
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Sekil 4.3 Farkli sekilde ifade olan proteinlerin etkilesim agi.

GLN1.3

RuBisCO biiytik alt birimi, ferredoksin-NADP rediiktaz (FNR), ATP sentazlar1 (ATPA,
ATPC ve ATPD), sitokrom b6-f kompleksi demir-kiikiirt alt birimi, fosfogliserat kinaz

(PGK) ve 2-Cys peroksiredoksin BAS1 gibi fotosentezin 1sikk ve CO2 asimilasyon

reaksiyonlar1 ve stres savunmasinda yer alan proteinlerin oldugu tespit edilmistir (Sekil

4.3).
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5. TARTISMA ve SONUC

Bitki biiyiimesi, ¢evresel stres faktorlerinin ekolojik etkilerini degerlendirmek igin
glivenilir bir gostergedir. Selenyum, ¢esitli ¢cevresel stresler altinda bitki biiylimesi ve
veriminin iyilestirilmesinde rol oynayan bir besin elementidir (Jiang vd. 2021).
Calismamizda, Brassica tiirleri iizerinde yapilan 6nceki ¢aligmalarla uyumlu olarak Cr
stresi kolza fide biiytimesini 6nemli 6lgiide azaltmistir (Handa vd. 2019, Zhao vd. 20193,
Yildiz ve Terzi 2021). Ek olarak, Se takviyesi, Cr stresinin neden oldugu biiylime
azalmasi {izerinde Onemli iyilestirici etkilere neden olmustur. Handa vd. (2019), Se
takviyesinin, artan genel fotosentetik verimden ve dolayisiyla karbohidrat
metabolizmasindan kaynaklanabilecek Cr stresi altinda fide biiylimesini destekledigini
ortaya koymustur. Se kaynakli Cr toleransinin antioksidan sistemi iyilestirdigi, mineral
alimmi artirdigi ve Cralimmi azalttigi da bildirilmistir (Qing vd. 2015, Handa vd. 2018b,
Zhao vd. 2019a).

ROT'un agir1 iiretimi ve membran lipidlerinin peroksidasyonu, oksidatif stresin derecesini
belirlemek i¢in One ¢ikan belirtegtir. Calismamizda, Cr stresine maruz kalan kolza
fideleri, ROT'un neden oldugu hiicre zarlarmin bozulmasina bagh olarak daha yiiksek
MDA igerigi iretimi sergilemistir. Bununla birlikte, Crile Se takviyesi, Se'un Cr kaynakl
oksidatif stres iizerindeki hafifletici etkisini gdsteren MDA seviyesinde Onemli bir
azalmaya yol agmustir. Benzer sekilde, son ¢aligmalar Se'un Cr stresi altinda asin ROT
tiretimini ve lipid peroksidasyonunu azalttigini gostermistir (Qing vd. 2015, Handa vd.
2019). Se ile muamele edilmis fidelerde lipid peroksidasyonundaki azalma, antioksidan
enzimlerin farkli diizenlenmesinden kaynaklanabilir. Antioksidan savunma sistemi
tarafindan hiicresel redoks homeostazinin siirdiiriilmesinin, Cr stresi altmmda ROT'un
neden oldugu toksisiteyi hafifletmek icin bitkilerin direng stratejilerinden biri oldugu
bilinmektedir. Ayrica Se, ¢evresel streslere maruz kalan bitkilerde redoks homeostazina
katilir (Pilon-Smits 2019). CAT ve APX enzimleri, SOD ve POD aktiviteleri degismeden
kalirken, Cr stresine yanit olarak bir diisiis gostermistir. Bu sonuglar Ali vd. (2015), Cr
stresinin bugday fidelerinde APX ve CAT aktivitelerini azalttigin1 da ortaya koymustur.
Cr-stresli fidelerde APX ve CAT aktivitelerindeki azalma, ROT siipiirme etkinliginin

zay1f oldugunu ve dolayistyla bitki biiylimesinin azaldigini gosterebilir. Se takviyesi ise
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bu enzimlerin aktivitelerini artirarak Cr stresinin azalmasini kolaylastirmustir. Handa vd.
(2019), Se'un SOD'un gen ifadesini modiile edebilecegini ve aktivitesini artirabilecegini
bildirmistir. Se'un SOD ve POD enzimlerini aktive ederek Cr aracili oksidatif stresi
hafiflettigi de bildirilmistir (Qing vd. 2015). Cr stresli fidelerde Se takviyesi ile
antioksidan enzimlerin  gii¢lendirilmesi, Se aracihi Cr toleransinin  olasi

mekanizmalarimdan biri olabilir.

Agir metal stresi, fotosentezin 1sik reaksiyonlarinda ve karbon fiksasyon yollarinda yer
alan proteinleri baskilayarak fotosentetik aparati olumsuz etkileyebilir. Bu ¢alisgmada, Cr
velveya Se’un farkli uygulamalarma maruz kalan kolza fidelerinde ifade seviyesi 6nemli
diizeyde degisen 26 protein fotosentez ile iliskilendirilmistir. Fotosentezin ilk asamasi
olan 151k reaksiyonu sirasinda 1sik enerjisi, ATP ve NADPH dahil olmak iizere kimyasal
enerjiye doniistiiriiliir. Kloroplastik ATP sentazlari, stres kosulu sirasinda CO2 fiksasyonu
i¢in kullanilan tilakoid membran boyunca bir proton gradiyenti araciligiyla ADP'den ATP
tiretir (Von Ballmoos ve Dimroth 2007). Bu ¢alismada, kloroplastik ATP sentazin alt
birimleri olan toplam alt1 protein tanimlanmistir. Bunlara ATP sentaz epsilon (benek 2),
delta (benek 9), gama (benek 38), beta (benek 50 ve 51) ve alfa (benek 53) zincirleri
dahildir. Bunlar arasinda Cr stresini takiben alt birim beta ve alfa bolluk diizeylerini
diistirtirken epsilon, delta ve gama alt birimleri bolluk diizeylerini artirmistir. Bununla
birlikte, Se+Cr uygulamasi, bu azalan proteinlerin bollugunu geri kazandirmustir. EK
olarak, Se takviyesi onemli dl¢iide daha yiiksek miktarlarda klorofil a-b baglayici protein
6A (benek 14) ve FNR'yi (benek 36) indiiklemistir. Fotosistem I'den NADP*'ye elektron
transferinde yer alan FNR proteininin oksidatif stres direncine katkida bulundugu
bildirilmistir (Kozuleva vd. 2016). Bu bulgular 1siginda, Se'un kolza fidelerinde
fotosentezi koruyarak Cr toleransmin artmasma biiyiik 6l¢lide katkida bulunan ATP ve

NADPH iiretimini artirabilecegini ileri siiriilmiistiir.

Calvin dongiisii, CO2 ve H20'yu karbohidratlara doniistiirmek i¢in 151k aracili ATP ve
NADPH kullanir. RuBisCO, CO2 fiksasyonunun ilk admmini katalize eden ve fotosentetik
diizenlemede rol oynayan anahtar bir enzimdir. Bu ¢calismada, RuBisCO biiyiik zincirli
proteinler, Cr stresi altinda farklilasan bolluk sergilemistir. Cr stresi altinda 1 azalan
yonde diizenlenen (benek 28) ve 7 artan yonde diizenlenen (benek 7, 26, 30, 32, 33, 34

48



ve 35) RuBisCO biiyiik zincir proteini belirlenmistir. Ekzojen Se, indirgenmis RuBisCO
proteininin bollugunu artirirken, diger RuBisCO proteinlerinin seviyesi sadece Cr
stresinde nispeten azalmustir. Sonuglarimiz, Cr toksisitesinin, RuBisCO'nun ifadesi ve
yapisinda fotosentezin bozulmasina neden olabilecek Gnemli anormalliklere neden
olabilecegini goOstermistir. Benzer sonuglar, Cr-stresli piring fidelerinde de rapor
edilmistir (Zeng vd. 2014). Karbonik anhidraz (CA), CO2 ve H20'nun geri doniistimlii
olarak bikarbonata doniistiiriilmesinde rol oynar ve fotosentezde ¢ok 6nemli bir enzimdir
(Badger ve Price 1994). Cr stresi altinda 1 azalan yonde diizenlenen (benek 25) ve 1 artan
yonde diizenlenen (benek 41) CA proteini bulunmustur. Ancak Se takviyesi, CA
seviyesinin geri kazanilmasinda kismen hafifletici bir role sahip oldugu saptanmustir. Ek
olarak, ribuloz-fosfat 3-epimerazin azalan yonde diizenlenmesi, Calvin dongiisiisirasinda
ribuloz fosfat ve ksiliiloz-5-fosfatin  bozulmus bir ara dontsimi oldugunu
gostermektedir. Bu bulgular 1sigimda Cr stresi altinda Se ilavesi, fotosentezin pozitif

diizenleyicisi olarak kabul edilebilecegi fikrini ileri stirebilir.

Krom, hiicresel redoks dengesini bozabilen ve oksidatif hasara yol agabilen ROT
tiretimini indiikleyebilir (Shahid vd. 2017). Gelismis Cr toleransi oksidatif hasar
hafifletmek i¢in ROT detoksifikasyonunun stirdiiriilmesi gerekir. Proteomik analiz, ¢ogu
Cr stresi tarafindan artan yonde diizenlenen stres savunmasinda yer alan 13 proteinin
oldugunu ortaya ¢ikarmustir. Peroksiredoksinler (Prx), tiyol peroksidaz enzimleri,
tioredoksinler (Trx), glutatyon ve askorbat dahil olmak tiizere elektron donorleri
tarafindan indirgenen sisteinil kalmtis1 tarafindan ROT ile miicadelede yer alir
(Barranco—Medina vd. 2009). Bu ¢alismada, Se+Cr tedavisi 6nemli 6l¢iide daha yiiksek
miktarlarda peroksiredoksin-2E (Prx-2E; benek 3), peroksiredoksin-2B (benek 6) ve 2-
Cys peroksiredoksin BAS1 (benek 16) proteinlerini indiiklemistir. Kim vd. (2009),
kloroplastlarda 2-Cys Prx'in saperon aktivitesini bildirmistir. Ek olarak, Prx-2E ve 2-Cys
Prx proteinlerinin Trx sisteminin bir parcasi olarak detoksifikasyon ve kloroplast redoks
dengesinde rol oynayabilecegi gosterilmistir (Baier ve Dietz 1997). Burada Se'un
muhtemelen Prx/Trx yolu araciligiyla Cr kaynakli oksidatif stresi azalttigini
sOyleyebiliriz. Ayrica bes germin benzeri protein (GLP'ler; benekler 8, 10, 11, 13 ve 15),
Cr stresine maruz kalan kolza yapraklarinda artan yonde diizenlenmistir. GLP'lerin metal

baglayict histidin iceren motiflere sahip olmasi, agir metaller gibi abiyotik stres
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kosullarinda 6nemli bir rol oynadiklarini diisiindiirmektedir (Membre vd.2000). Ayrica,
GLP'lerin serbest radikal olusumundaki roliinii 6ne siiren SOD aktivitesi vardir
(Davidson vd. 2009). Cr stresi altindaki fidelerde GLP'lerin bollugundaki artis, yiiksek
Cr birikimi ile iligkili olabilir.

Glutatyon S-transferaz (benek 19), glutatyon ile konjugasyon yoluyla agir metal
iyonlari1 vakuolde alikoyar (Dixit vd. 2001). Bir protein (benek 31) laktoilglutatyon
liyaz (glioksalaz I) olarak tanimlanmustir, glioksalaz sisteminin 6énemli bir enzimidir ve
stres kosullar1 iizerine glikolizin artan yonde diizenlenmesi sirasinda trioz-fosfat
birikiminden iiretilen metilglioksali detoksifiye eder (Kaur vd. 2014). GDP-mannoz-3,5-
epimeraz (benek 47), bitkilerde askorbik asit biyosentezinde yer alir (Wolucka ve
Montagu 2003). Calismamizda, Cr stresli fidelerde bu proteinlerin 6nemli Slglide artan

yonde diizenlenmesi, Cr stresine karsi etkili koruma lehine olabilir.

Protein metabolizmasma dahil olan alt1 protein, Se ve/veya Cr uygulamalarma cevap
olarak artan yonde diizenlenmistir. Se+Cr uygulamasi 6nemli O6lglide daha yiiksek
miktarlarda 20 kDa saperonin (benek 23) ve 1s1 soku 1s1 soku cognate 70 kDa protein 2
(benek 54) 2 saperon protenini ve ATP'ye bagimh Clp proteaz proteolitik alt birim 6
(benek 12) ve lon proteaz homolog 1 (benek 39) iki proteazi tesvik etmistir. Molekiiler
saperonlar, Cr varliginda proteinlerin uygun sekilde katlanmasini kolaylastirabilirken,
proteazlar Cr stresi tarafindan hasar goren proteinleri geri doniistiirebilir (Finka vd. 2016).
Genel olarak, Se+Cr uygulamasinda bu proteinlerin yiiksek bollugu, tek basma Cr
stresiyle karsilastirildiginda, Se ilavesinin Cr toksisitesinin tistesinden gelmek igin

protein metabolizmasina katkida bulunabilecegini diisiindiirmektedir.

Mevcut ¢aligmanin sonuglari, Se'un Cr birikiminde ve oksidatif streste bir azalmay1
indiikleyebilecegi ve boylece bitki biiylimesini iyilestirebilecegi i¢in ¢ok 6nemli bir rol
oynadig1 ortaya konulmustur. EKzojen Se, muhtemelen Cr toksisitesinin iyilesmesine yol
acan disiik oksidatif stresle iliskili olarak SOD, CAT, POD ve APX antioksidan
enzimlerinin aktivitelerini kuvvetle arttirmistir. Ayrica, proteomik analiz, Se aracili Cr
tolerans1 ile sonuglanan Se takviyesi ile birka¢c metabolik yolun diizenlendigini

gostermistir. Fotosentez ve savunma tepki yollarinda yer alan farkli protein bollugu, Se
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kaynakli Cr toleransini artirabilir. Molekiiler saperonlarin ve proteazlarin daha yiiksek
bollugu, kloroplastta fotosentezi etkileyen protein metabolizmasinda onemli bir rol
oynayabilir. Bu arastirma, Se ve/veya Cr stresi tarafindan diizenlenen yaprak
metabolizmasi hakkinda fikir verebilir ve Se'un kolza bitkilerinin Cr toleransini arttirdigi

mekanizma hakkinda temel bilgileri gelistiren nitelikte oldugunu séyleyebiliriz.
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