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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

KURSUN STRESINE MARUZ KALAN MISIR (Zea mays L.) FIDELERINDE
TIYOURE UYGULAMASININ IYILESTIRICI ETKILERININ ARASTIRILMASI

Mehmet TURKMEN
Afyon Kocatepe Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali
Danmisman: Prof. Dr. Mustafa YILDIZ
Ikinci Damisman: Dog. Dr. Hakan TERZI

Bu caligmada, misir (Zea mays L. cv. Capuzi) fidelerinde biiyiime, klorofil icerigi,
kursun birikimi, lipid peroksidasyonu, antioksidan enzim aktiviteleri ve transkriptom
degisimleri iizerine kursunun (Pb) olumsuz etkilerinin yani sira bu olumsuz etkilerin
tiyoiire (TU) ile iyilestirilme potansiyeli arastirilmistir. Misir fideleri kontrol, TU, Pb ve
TU+Pb uygulamalarina maruz birakilmis ve fizyolojik, biyokimyasal ve molekiiler
parametreler degerlendirilmistir. Pb, fidelerin hem govde hem de kok taze ve kuru
agirliklarinda 6nemli diizeyde (p <0.05) azalmalara neden olmustur. Pb tesvikli bu
azalma, TU uygulamas: ile dnemli diizeyde hafifletilmis, 6zellikle kok kuru agirliginda
%65.50 oraninda iyilesme belirlenmistir. Pb stresine maruz kalan musir fidelerinin
govdelerine gore koklerinde daha yiiksek diizeyde Pb birikimi belirlenmistir. Bu Pb
birikimi, TU uygulamasi ile yalnizca govde dokularinda énemli diizeyde (%18.77)
azalmigtir. Ayrica, Pb stresi klorofil igerigini onemli diizeyde (%63.4) azaltmis, bu
azalmanin TU uygulamasi ile onemli diizeyde arttidi (%60.0) belirlenmistir. Lipid
peroksidasyonu gostergesi olan malondialdehit (MDA\) igerigi Pb uygulamasiyla artmus,
ancak TU uygulamast MDA igerigini kontrol seviyesine diisiirmiistiir. Pb uygulamast,
katalaz (CAT) hari¢ diger antioksidan enzimlerin [siiperoksit dismutaz (SOD), askorbat
peroksidaz (APX), guaiakol peroksidaz (POD)] aktivitelerini artirmistir. Diger taraftan,
Pb’a gore TU+Pb uygulamasinda SOD, CAT ve APX aktivitelerinde azalma ve POD

aktivitesinde artma belirlenmistir. Bu calismada kontrol, Pb ve TU+Pb uygulamalaria



maruz birakilan misir fidelerinin yaprak dokularinda RNA—seq analizi gerceklestirilmis
ve Pb toksisitesine kars1 yanit mekanizmalar1 ile TU uygulamasinin iyilestirici etkileri
arastirilmistir. Analizler sonucunda, kontrol ile Pb karsilagtirmasinda 204 artan ve 357
azalan yonde; kontrol ile TU+Pb karsilastirmasinda 1.037 artan ve 718 azalan yonde; Pb
ile TU+Pb karsilastirmasinda ise 171 artan ve 175 azalan yonde diferansiyel olarak
ifade edilen gen (DEG) belirlenmistir. Uygulamalar arasinda ortak olarak ifade edilen
253 DEG, Pb stresine karst TU’niin diizenleyici roliinii ortaya koyan onemli adaylar
olarak one ¢ikmigtir. Fonksiyonel zenginlestirme analizleri, Pb uygulamasinin
fotosentez, karbon fiksasyonu ve enerji metabolizmasiyla iliskili genleri baskiladigini,
buna kargilik TU+Pb uygulamasinin dzellikle kiikiirt ve glutatyon metabolizmast, kiigiik
molekiil siiregleri ve antioksidan savunma ile iligkili yolaklar1 uyardigini géstermistir.
RNA-seq sonuglarinin giivenilirligi, on genin gRT—PCR analiziyle dogrulanmis ve elde
edilen ifade profillerinin RNA-seq verileriyle uyumlu oldugu gosterilmistir.
Biyodiizenleyici olan TU’niin Pb stresinin olumsuz etkisini bilyiime, pigment diizeyi ve
oksidatif stres gibi parametreler tizerinde koruyucu ve diizenleyici bir etkiye sahip
olarak iyilestirdigi ve misirin erken biiylime ve gelisme evresini olumlu yonde etkiledigi
saptanmigtir. Bu bulgular, TU uygulamasmin Pb toksisitesine karst musir fidelerinde
bliylime, pigment diizeyi ve oksidatif stres parametreleri iizerinde koruyucu ve

diizenleyici bir etkiye sahip oldugunu gostermektedir.

2025, x + 86 sayfa
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ABSTRACT
M.Sc. Thesis

INVESTIGATION OF THE AMELIORATIVE EFFECTS OF THIOUREA
APPLICATION ON MAIZE (Zea mays L.) SEEDLINGS EXPOSED TO LEAD
STRESS

Mehmet TURKMEN
Afyon Kocatepe University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Molecular Biology and Genetics
Supervisor: Prof. Mustafa YILDIZ
Co-Supervisor: Assoc. Prof. Hakan TERZI

In this study, the adverse effects of lead (Pb) on growth, chlorophyll content, lead
accumulation, lipid peroxidation, antioxidant enzyme activities, and transcriptome
changes in maize (Zea mays L. cv. Capuzi) seedlings were investigated, along with the
potential of thiourea (TU) to alleviate these negative effects. Maize seedlings were
subjected to four treatments: control, TU, Pb, and TU+Pb, and physiological,
biochemical, and molecular parameters were evaluated. Pb exposure caused significant
reductions (p <0.05) in both fresh and dry weights of shoots and roots. This Pb—induced
reduction was significantly mitigated by TU application, with a particularly notable
65.50% improvement in root dry weight. Pb accumulated at higher levels in roots than
in shoots of maize seedlings exposed to Pb stress. This Pb accumulation was
significantly reduced (18.77%) only in shoot tissues with TU application. Furthermore,
Pb stress significantly decreased chlorophyll content (63.4%), whereas TU application
substantially improved chlorophyll levels (60.0%). Malondialdehyde (MDA), an
indicator of lipid peroxidation, increased with Pb treatment but was reduced to control
levels with TU application. Pb exposure increased the activities of antioxidant enzymes
[superoxide dismutase (SOD), ascorbate peroxidase (APX), and guaiacol peroxidase
(POD)] except for catalase (CAT). In contrast, in the TU+Pb treatment compared to Pb
alone, activities of SOD, CAT, and APX decreased, while POD activity increased.



Differentially expressed genes (DEGs) were identified in the leaf tissues of maize under
control, Pb, and TU+Pb treatments. In this study, RNA—seq analysis was performed on
the leaf tissues of maize seedlings exposed to control, Pb, and TU+Pb treatments to
investigate the response mechanisms to Pb toxicity and the ameliorative effects of
thiourea (TU). The analysis identified 204 upregulated and 357 downregulated
differentially expressed genes (DEGSs) in the control vs. Pb comparison; 1,037
upregulated and 718 downregulated DEGs in the control vs. TU+Pb comparison; and
171 upregulated and 175 downregulated DEGs in the Pb vs. TU+Pb comparison.
Among these, 253 DEGs were commonly expressed across treatments and highlighted
as important candidates reflecting the regulatory role of TU in alleviating Pb stress.
Functional enrichment analyses revealed that Pb stress suppressed genes associated with
photosynthesis, carbon fixation, and energy metabolism, whereas TU+Pb treatment
activated pathways related to sulfur and glutathione metabolism, small molecule
processes, and antioxidant defense. The reliability of RNA—seq results was confirmed
by qRT-PCR analysis of ten genes, showing expression profiles consistent with
RNA-seq data. Overall, TU, as a bioregulator, was found to mitigate the adverse effects
of Pb stress by exerting protective and regulatory impacts on growth, pigment levels,
and oxidative stress parameters, thereby promoting early growth and development in
maize seedlings. These findings demonstrate that TU application plays a significant role
in enhancing maize tolerance to Pb toxicity by supporting growth, pigment stability, and

redox homeostasis.

2025, x + 86 pages
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1. GIRIS

Agir metallerin ¢evresel kirliligi ve toprakta birikimi, tarimsal iiretimde bitki gelisimini
olumsuz yonde etkilemesi nedeniyle 6nemli bir endise kaynagidir. Hizli sanayilesme,
uygunsuz metal kullanimi, atiklarin ¢evreye birakilmasi ve depolanmasi ile asir1 giibre
ve pestisit uygulamalar1 sonucunda agir metaller tarimsal alanlarda birikmekte ve bu
durum hem insan sagligi hem de ¢evre ic¢in ciddi bir tehdit olusturmaktadir (Amel vd.
2016). Bitkiler, bu metalleri absorbe ettiklerinde strese maruz kalarak metabolik
sistemlerini ve gen ekspresyonlarini yeniden diizenlemektedir (Dixit vd. 2016). Agir
metaller arasinda kursun (Pb), yaygin kullanimi, yiiksek toksisitesi, kaliciligi ve toprak
ile su ekosistemlerinde biyobirikim 6zelligi nedeniyle en ciddi ¢evresel kirleticilerden
biridir. Kursun dalis agirliklari, pigmentler, mithimmat, kristal cam, kablo kaplamalari,
otomobil akiileri, radyasyon korumasi ve korozif sivilarin depolanmasi gibi bir¢ok
endistriyel amag i¢in yaygin bi¢cimde kullanilmaktadir (Collin vd. 2022). Kursun,
kokler tarafindan pasif olarak absorbe edilip biriktirildikten sonra apoplastik yollar
araciligiyla tasinmakta ve vaskiiler akis sistemi ile bitki i¢inde dagitilmaktadir. Ancak,
Pb’nin yalnizca kiiclik bir kism1 transpirasyona bagli apoplastik ve simplastik tasima
yollar1 iizerinden yapraklara ulasmaktadir (Wang vd. 2021). Absorbe edilen Pb
cogunlukla koklerde depolanirken, bir kismi bitkinin {ist aksamlarina da tasinmaktadir
(Kumar vd. 2017). Pb stresine maruz kalindiginda, reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) asir1
tiretimi hiicresel organellere zarar vermektedir (Hasan vd. 2019). Savunma sisteminin
ilk mekanizmas1 Pb’nin hiicrelere girisini engellemekken, ikinci mekanizma ise Pb
iyonlarinin neden oldugu yiikksek ROT diizeyleri ile basa c¢ikabilmek i¢in

antioksidanlarin ve aktivitelerinin devreye girmesidir (Maia vd. 2022).

Besin zinciri yoluyla insan sagligim1 tehdit etmesi nedeniyle, tarimsal bitkilerde Pb
birikiminin azaltilmasi gerekmekte ve bu dogrultuda cesitli yaklagimlar gelistirilmistir.
Mineral besin elementlerinin veya biyoregiilatorlerin uygulanmasi, metabolik ve bitki
diizeyinde bir¢ok fizyolojik ve biyokimyasal mekanizmay1 kontrol ederek bitkilerin
abiyotik strese kars1 dogal savunmasini giiglendirmektedir (Lugman vd. 2023). Tiyotire
(NH2—-CS—NHy; TU), kiikiirt bakimindan zengin bir bitki gelisim diizenleyicisi olup

bitki gelisimini diizenlemenin yani sira, abiyotik stresin yol actig1 oksidatif hasara karsi



etkin bir koruma saglamaktadir (Patade vd. 2020). TU’niin etki mekanizmasinin redoks
durumunun dengelenmesi ve buna bagli biyokimyasal ile molekiiler degisiklikler
oldugu ileri siiriilmektedir (Srivastava vd. 2021). Cesitli ¢calismalar, TU uygulamasinin
farkli abiyotik stres kosullarma karsi morfo—fizyolojik ve biyokimyasal yolaklari

iyilestirerek bitki savunmasinda 6nemli bir rol oynadigini rapor etmistir (Haider vd.
2022, Zahid vd. 2024).

Glinlimiizde transkriptomik yaklagim, bitkilerin abiyotik streslere kars1 verdigi
tepkilerin arastirilmasinda giiclii bir yontem olarak kabul edilmekte ve Pb stresine
maruz birakilan misir bitkilerinde basariyla kullanilmistir (Zhang vd. 2024, Feng vd.
2025). Meng vd. (2022), Trifolium pratense L.’de farkli Pb konsantrasyonlarina karsi
transkriptomik ve metabolomik yanitlari incelemis ve bitki hormon sinyal iletimi ile
nisasta—silikroz metabolizmasinin iki 6nemli yolak oldugunu ortaya koymustur. Misirda
yapilan transkriptom analizleri ise flavonoid metabolizmasinin Pb stresine verilen
yanitta koklerde kritik bir rol oynadigini gostermektedir (Guo vd. 2024, Han vd. 2024).
Bununla birlikte, transkriptom dizilemesi ile belirlenen genlerin baslica transmembran
tasinimi, oksidorediiktaz aktivitesi, karbon ve azot metabolizmasi, MAPK sinyal yolu
ve bitki hormon sinyallesmesi ile iligkilendirilmis ve fenilpropanoid biyosentezi ile
nisasta ve siikroz metabolizmasmin misirin Pb stresine verdigi yanitta kritik yollar
oldugunu ortaya koymustur (Zhang vd. 2024). Bununla birlikte, TU-tesvikli Pb
toleransi altinda yatan molekiiler mekanizmalar heniiz aydinlatilamamaistir. Bu nedenle,
mevcut ¢calismada TU uygulamasimin Pb stresi altindaki musir (Zea mays L.) fidelerinde
bliylime, Pb birikimi, klorofil igerigi, lipid peroksidasyonu, antioksidan enzim

aktiviteleri ve gen ifadesi lizerindeki etkilerinin incelenmesi amaglanmaistir.



2. LITERATUR BILGILERI

2.1 Misir (Zea mays L.)

Misir (Zea mays L.), Poaceae familyasina ait onemli bir tahil irlintidiir. Zea mays
toplam 2n = 20 kromozoma sahip tek yillik bitkidir. Misir genomu ortaya ¢ikarilmis
olan ilk tahil tiirtidiir (Koseoglu 2019). Zea cinsi, en onemlisi Zea mays L. olmak iizere
8 tiire sahiptir ve geri kalan Zea tiirleri ¢ogunlukla Meksika ve Orta Amerika'ya
endemik yabani bitkilerdir. Bugday ve geltikten sonra diinyanin en 6énemli {igiincii iiriin
bitkisidir (Sandhu vd. 2007). Kiiltiirii yapilan en eski bitkilerden birisi olan musir, her
zaman en Onemli kiiltiir bitkilerinden birisi olmustur. Bunun nedeni, insan gidasi ve
hayvan yemi olarak kullanilmasinin yami sira ¢ok sayida endiistri iiriinlerinde de

kullanilmasidir (Oz vd. 2013).

2.2 Bitkilerde Kursun Toksisitesi

Agir metal kirliligi diinyadaki en yaygin stres faktorleri arasindadir ve insan dahil
dogadaki diger canlilarin saglig1 icin potansiyel riskleri nedeniyle énemli bir problem
haline gelmistir. Kursun (Pb) dahil agir metaller, toprak ve suda kolayca bulunabilecegi
ancak dogal olarak uzaklastirilmas: veya pargalanmast zor oldugu i¢in en agir
kirleticiler arasinda yer almaktadir Pb'un daha genis cevreye yayilma kaynagi
endiistriyel uygulamalar, fosil yakit yakma ve kursunlu benzin kullanimidir. Pb, havada,
suda ve ayrica tiim biiylime ortamlarinin topraginda mevcuttur. Pb, bitkiler i¢in gerekli
olmayan bir elementtir ve bitkiler icin en toksik agir metallerden biri olarak

bildirilmistir (Prasad 1999).

Bitkiler tarafindan alinan Pb, c¢esitli proteinlerin siilfidril gruplarina baglanarak
metabolizmayr olumsuz etkiler. Bu durum, yapisal bozunmaya veya aktivite
inhibisyonuna yol acar ve bazi durumlarda temel elementlerin yer degistirmesine neden
olarak bazi elementlerin eksikliklerine yol acar (Van Assche ve Clijsters 1990, Luna vd.
1994). Pb gibi agir metal iyonlarinin olusturdugu siiperoksit radikalleri (O>" 7), hidrojen
peroksit (H20»), hidroksil radikalleri (OH) ve lipit peroksitler (LPO) gibi yliksek reaktif
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oksijen tiirlerinin (ROT) iiretiminin proteinler, membran lipitleri ve niikleik asitler dahil
olmak {tizere cesitli hiicresel bilesenlere zarar verdigi bilinmektedir (Halliwell ve

Gutteridge 1989).

2.3 Kursunun Bitkiler Tarafindan Alinimi

Endiistriyel faaliyetlerin yogun olarak siirdiirtildiigli bolgelere yakin konumda bulunan
alanlarda kiiltiire alinmis bitkiler i¢in gecerli olan 6zel kosullar disinda, metallerin bitki
dokularinda birikim gostermesine neden olan temel mekanizma koklerle gergeklestirilen
almimdir (Uzu vd. 2010). Pb'un diisiik ¢oziiniirliige sahip oldugu ve normal kosullarda
bitki rizosferinde meydana gelen fosfatlar ve siilfatlar olarak ¢okelmeye ugrayarak bitki

tarafindan emildigi i¢in daha az kullanilabilir oldugu bildirilmistir (Blaylock vd. 2000).

Pb bitki kokleri tarafindan Onemli miktarlarda alinir, fakat toprak {stii kisimlara
taginmasinin biiyiik dl¢tide sinirlandigr ileri siiriilmistiir (Lane ve Martin 1977). Ancak
Miller ve Koeppe (1971), Zea mays L. bitkilerinin konsantrasyona bagl olarak
yapraklara 6nemli miktarlarda Pb'un tasinabilecegini ve yapraklarda biriktirebilecegini
gostermistir. Agir metaller tiiylii yapraklar tarafindan atmosferden absorbe edilebilir. Bu
baglamda, Pb'un yapraklar araciliiyla bitkilere alinabilmesinin yaprak morfolojisine
bagli oldugu gosterilmistir (Godzik 1993). Diger taraftan, bitki kokleri tarafindan alinan
Pb'un biiyiik bir kismmin koéklerde lokalize oldugu kabul edilmektedir (Kumar vd.
1995). Topraktaki Pb’un kullanilabilirligi biiyiik 6l¢iide toprak kosullarina baglidir. Pb,
topraktaki organik maddeye baglanir. Pb'un alimi ve kullanilabilirligi, toprak parcacik
boyutu ve katyon degisim kapasitesi, kok yilizey alani, kok eksiidatlari, mikoriza ve
transpirasyon hizi gibi bitkisel faktorler tarafindan etkilenir (Davies 1995). Pb'un
toprakta absorbsiyonu (Pb olarak) Langmuir iligkisini takip eder ve 3.0 ila 8.5
arasindaki artan pH ile artar (Lee vd. 1998). Ancak Blaylock vd. (1997), pH"1 5.5 ila 7.5
arasinda olan toprakta Pb ¢oziliniirligliniin fosfat veya karbonat ¢okeltileri tarafindan
kontrol edildigini ve bitkilerin genetik olarak biriktirme kapasitesine sahip olsalar bile
¢ok az miktarda Pb'a erisebildigini bildirmistir. Topraktaki Pb’un, zayif bir Lewis asidi
olarak smiflandirilmasi, topraklarda ve bitkilerde olusturdugu iyonik baglarin ¢ogunun

giiclii kovalent bir karaktere sahip oldugunu ifade eder. Toprakta bulunan Pb hemen



hemen her zaman organik veya kolloidal maddelere siki sikiya bagli veya ¢okelmis
halde bulundugundan Pb’un bitki kokleri tarafindan absorbsiyonunu azaltmaktadir
(Sharma ve Dubey 2005).

Toprak suyunda olusan Pb'un bir kism1 kdklerde adsorbe olur daha sonra uronik asitin
karboksil gruplarina veya dogrudan rizoderm hiicre yiizeyi polisakkaritlerine baglanir
(Seregin ve Ivamov 2001). Pb rizoderm hiicre yiizeyine adsorpsiyonundan sonra, pasif
yontemle koklere niifuz eder ve su translokasyon kanallarini takip eder. Ancak Pb alimi,
metalin kok tepesinden Olciilebilen konsantrasyon gradienti nedeniyle bitkinin kokleri
boyunca bile ger¢eklesmez. Bununla birlikte, kok apekslerinde daha biiyiik oranda Pb
gbzlenir, ¢linkii burada bulunan kok hiicreleri gengtir ve koklerin emilimini destekleyen

ince hiicre duvarlarina sahiptir (Seregin vd. 2004).

Pb’un koklere mnasil girdigi konusunda molekiiler seviyede yeterli bilgi
bulunmamaktadir. Ancak Pb’un koklere 6zellikle katyon kanallarini kullanarak girdigi
belirlenmistir. Bitki kokleri tarafindan Pb alinimi segici olmayan bir siire¢ olmasina
ragmen, rizoderm hiicrelerinde kuvvetli bir negatif membran potansiyeli saglayan H*—
ATPaz pompalariin fonksiyonuna bagli oldugu bildirilmistir (Hirsch vd. 1998, Wang
vd. 2007). Koklerle gerceklesen Pb aliniminin kalsiyum iyonlari tarafindan inhibe
edildigi ve bunun kalsiyum kanallar1 i¢in iki katyon arasindaki rekabetten kaynaklandigi
belirlenmistir (Huang ve Cunningham 1996, Kim vd. 2002). Bir¢ok arastirici kalsiyum
kanallarinin Pb iyonlarinin koklere girmesi igin gerekli oldugunu bildirmistir (Wang vd.
2007, Pourrut vd. 2008). Transgenik bitkilerin kullanim1 ile Pb’un bitki koéklerine siklik
niikleotid iyon kanallar1 veya diisiik afiniteli katyon tasiyicilari gibi segici olmayan
alternatif mekanizmalarla alinabilecegi ortaya ¢ikarilmistir (Arazi vd. 1999, Kohler vd.
1999, Wojas vd. 2007).

2.4 Kursunun Bitkilerde Tasinim
Bitki dokularindaki Pb dagilimi, koklerden bitkinin toprak {istii kisimlarina Pb

translokasyonunu igermektedir. Diger eser metallerin aksine, Pb translokasyon

kisitlamas1 gosterir (Dogan vd. 2018). Pb Genellikle koklerde yogunlasir (%95) ve



sadece kii¢iik bir miktarinin (%5) toprak istii kisimlara aktarilir (Zhou vd. 2016). Pb
koklerde, hiicre duvarlarindaki iyon baglayici bolgelere baglanarak hiicre disinda
¢okelebilmektedir. Rucinska—Sobkowiak vd. (2013) tarafindan bildirildigi gibi birikmis
Pb, kok bashigina bitisik apikal meristemin genislemesine yol agarak hiicre duvari
kalinlasmasina ve vakuol boyutunda artisa neden olabilmektedir. Cokelmemis veya
baglanmamis Pb, muhtemelen pleiotropik ilag direnci (PDR), mitokondriyal i¢ zar
(ATP) proteini ve ATP baglayict kaset (ABC) tastyicilart yoluyla hiicrenin diger
kisimlarina taginabilir (Lee vd. 2005). P tipi pompalar olarak bilinen bu tasiyicilar,
plazma membrani boyunca eser metallerin mobilizasyonunda kilit bir rol oynamaktadir.
Pb veya Pb iceren toksik molekiillerin plazma membrani boyunca aktif akisinda ve
ardindan Pb kaynakli toksisiteden kaginmak igin inaktif organellere ayrilmada rol
oynamaktadirlar (Jiang vd. 2017). Pb'un hiicre disina tasinmasimi diizenleyerek Pb
direncine katkida bulunan PDR12 ve ATM1 (Lee vd. 2005) ve 16sin bakimindan zengin
tekrar (LRR) proteini (Zhu vd. 2013) gibi bir¢ok tasiyici tanimlanmastir.

Bitkilerde Pb toprak tistii kisimlara gore kokte daha yiiksek oranda birikmekte, sadece
kiigtik bir kismu bitkilerin toprak iistii kismina tasiabilmektedir (Kiran ve Prasad 2017).
Calismalar, negatif yiiklii lignin ve pektinler tarafindan tasinma veya c¢okeltme veya
hiicre duvarlarindaki miisilaj tironik asitlerin karboksilik grubuna baglanma (Islam vd.
2007, Arias vd. 2010) veya hiicreler aras1 bosluklarda (Malecka vd. 2008) veya kortikal
ve rizodermal hiicrelerde vakuolar sekestrasyon (Pourrut vd. 2011) dahil olmak {izere bu
kokten siirgiine tasinimin kisitlanmasinda cesitli faktorlerin sorumlu oldugunu ortaya
koymustur. Ayrica, endoderm de fiziksel bir bariyer gorevi goérmekte ve bu
mekanizmada Kkilit bir rol oynamaktadir. Genel olarak, biriken Pb, kaspari seridi
tarafindan endodermiste ¢okelebilmekte ve ardindan Pb'un biiyiik bir kisminin bitki
detoksifikasyon sistemleri tarafindan tutuldugu simplastik tagima gerceklesmektedir
(Kaur vd. 2013). Daha yogun siyah bir graniil olarak Pb'un varligi, bir transmisyon
elektron mikroskobu kullanilarak dogrulanmistir (Li vd. 2016). Arastiricilar, biriken bu
Pb partikiillerinin plazmolize, hiicre membran yapisinda hasara ve membranin
vakumlanmasina neden oldugunu belirtmislerdir. Leadmium™ Green AM molekiiler
probu ve in vivo floresan mikroskobu kullanilarak Pb kompartmanlasmasi {izerine bir

baska ¢alismada, Pb'un Iris lactea koklerinde hiicre duvari, epidermis, stele ve vaskiiler



dokularin yakminda biriktigi gosterilmistir. Ote yandan, yaprak dokusunda Pb en cok
sklerenkima hiicresi yakininda, ardindan ksilem, floem ve mezofil hiicrelerinde tespit
edilmistir (Yuan vd. 2015). Verbruggen vd. (2009), koklerden toprak iistii kisimlara
metal tasinmasmin ksilem yoluyla translokasyon gerektirebilecegini ileri stirmiistiir.
Ksileme ek olarak, bazi ¢aligmalar bu metal translokasyonunun floem yoluyla da
gerceklesebilecegi bildirilmistir (Rascio ve Navari—lzzo 2011). Bu olgu, Pb ile muamele
edilmis Prosopis bitkisinin ksilem ve floem hiicrelerinin yakininda daha yiiksek oranda
Pb birikiminin meydana geldigi tespit edilen bir X-isin1 haritalama galismasiyla
dogrulanmistir (Arias vd. 2010, Zheng vd. 2012). Calismalar ayrica Pb'un ksilem
dokularindan gecerken minerallerle (fosfor, siilfiir ve kalsiyum) (Zheng vd. 2012) ve
organik veya amino asitle (Maestri vd. 2010) kompleksler olusturabilecegini One

surmustir.
2.5 Kursunun Bitkiler Uzerindeki Etkileri

Pb'un tohumun ¢imlenme orani, fide biiylimesi, kuru kok ve siirgiin kiitlesi, fotosentez,
solunum, bitki—su iligkisi, mineral beslenme ve ¢esitli enzimatik aktiviteler gibi bitkinin

cesitli yonleri iizerinde zararl etkileri oldugu bilinmektedir (Munzuroglu ve Geckil

2002).

Genel olarak, Pb’un etkileri daha yiiksek seviyelerde ve siireklilikte daha belirgindir.
Ancak, metalin daha az konsantrasyonu bile bazi biyolojik siirecleri tetikleyebilmektedir
(Gomes 2011). Bu zararh etkiler genellikle kloroz, yaprak yiizeyinde nekroz, yaprak
yaslanmasi ve kisitli biiyiime gibi belirli semptomlar olarak tanimlanmaktadir. Daha
yiiksek seviyelerde, tohum c¢imlenmesi ciddi sekilde etkilenir, ayrica yiiksek Pb
konsantrasyonlart sonunda hiicre 6liimiine yol agabildigi belirlenmistir (Seregin ve
Ivanov 2001). Hiicresel diizeyde Pb, aktiviteleri igin gerekli olan siilfidril (-SH)
gruplart igeren enzimlerin aktivitelerini inhibe etmektedir (van Assche ve Clijsters
1990). Koklerin bu etkiye karsi daha hassas oldugu bitkicik asamasinda kok ve siirgiin
biiyiimesi de engellenirken Ca, Fe, Mg, P ve Zn gibi mineral besin maddelerinin
emilimini ve translokasyonunu azaltarak ve iyonlarin iyon tasiyicilara baglanmasiyla

koklerden yapraklara alim ve hareket icin kullanilamamasina neden olarak biiylimeyi



olumsuz yonde etkilemektedir (Xiong 1997). Bu nedenle, en 6nemlisi fotosentez olmak
tizere gesitli fizyolojik ve biyokimyasal siireglerin, Pb'dan biiyiik olgiide etkilendigi
bildirilmistir (Gomes 2011).

Bitkiler mikromolar seviyesinde bile Pb’a maruz kaldiklarinda tohum ¢imlenmesi ve
biiyiime tizerindeki olumsuz etkileri gozlenebilmektedir (Kopittke vd. 2007). Cimlenme
olayinin ¢ok disiik Pb konsantrasyonlarinda bile inhibe oldugu bildirilmistir
(Tomulescu vd. 2004, Islam vd. 2007). Kursun toksisitesinin tohum ¢imlenmesi
tizerindeki inhibe edici etkisi Hordeum vulgare, Elsholtzia argyi, Spartina alterniflora,
Pinus halepensis, Oryza sativa ve Zea mays’da rapor edilmistir (Tomulescu vd. 2004,
Islam vd. 2007, Sengar vd. 2009, Zhang vd. 2018). Pb’un tohum ¢imlenmesi tizerindeki
inhibe edici etkisinin, Pb’un amilaz ve proteaz enzimleri tizerindeki olumsuz
etkilerinden kaynaklandig: belirtilmistir (Sengar vd. 2009). Pb toksisitesi bitkilerde fide
biiyiimesini ve gelismesini de belli oranda inhibe etmektedir (Dey vd. 2007, Gopal ve
Rizvi 2008, Ghani vd. 2016). Pb diisiik konsantrasyonlarda bile bitkilerde kok ve govde
biiytimesini inhibe etmektedir (Islam vd. 2007). Bu inhibisyonun 6zellikle koklerde ¢ok
daha belirgin oldugu belirlenmis bunun nedeni olarak da koklerdeki yiiksek Pb birikimi
gosterilmistir (Liu vd. 2008, Jiang ve Liu 2010). Pb toksisitesine 48—72 saat maruz
birakilmis Allium cepa koklerindeki mitokondrilerde sisme, kristalarin kaybolmasi,
endoplazmik retikulum ve diktiyozomlarda vakuolizasyon, plazma membraninda
fiziksel hasarlar ve nukleusda renk koyulagmasi gibi semptomlarin ortaya ¢iktig1 rapor
edilmistir. Yiiksek Pb konsantrasyonlari ayni zamanda bitkilerde biyokiitleyi de
olumsuz yonde etkilemektedir (Gopal ve Rizvi 2008, Piotrowska vd. 2009, Singh vd.
2010). Siddetli Pb toksisitesi altinda hem bitkilerde yaprak sayisi ve boyutlart
azalmakta, hem de morumsu renge sahip olan daha kirilgan yapraklar olusmaktadir
(Gupta vd. 2009). Pb toksisitesi altindaki bitkilerde biiyiime hizinda gézlenen azalmanin
nedeni olarak mineral madde beslenmesinin bozulmasi ve fotosentetik aktivitenin

yavaslamasi oldugu rapor edilmistir (Gopal ve Rizvi 2008, Islam vd. 2008).

Fotosentez oranindaki azalma, Pb'a bagli fitotoksisitenin ana Ornegidir ve bitkisel
tiretimin azalmasina neden olur (Singh vd. 2010). Bu metalin plastokinon, karotenoidler

ve elektron tasima zinciri Uretimini engelledigi, aym1 zamanda karbondioksit



fiksasyonunda rol oynayan enzimlerin ¢alismasina zarar verirdigi de tespit edilmistir
(Mishra vd. 2006, Qufei ve Fashul 2009). Pb stresi kosullarinda gelistirilen bitkilerde
hem stomatal hem de stomatal olmayan kisitlamalarin karbondioksit fiksasyonunu
azalttig1 bilinmektedir (Qufei ve Fashul 2009). Ayrica, Pb'a bagl toksik etkiler
bitkilerde oksidatif stresi uyarir ve fotosentez siirecinin azalmasina neden olan klorofilin
kesilmesinden sorumlu olan klorofilaz enziminin {iretimini ve etkisini daha da artirir
(Liu vd. 2008). Genellikle, klorofil a, klorofil b'ye kiyasla daha az duyarlidir (Xiong vd.
2006).

Klorofilin ayirt edici yesil renginin zarar gormesi sadece porfirin halkasinin
parcalanmasi ile gergeklesir (Harpaz—Saad 2007). Pb, Mg, Fe gibi 6nemli minerallerin
daha az emilmesine neden olur ve bu da klorofil molekiillerinin olusumunu etkiler.

Pb'un N- ve S-ligand proteinlerine empatisi nedeniyle tilakoid yapi etkilenmektedir
(Ahmed ve Tajmir-Rahi 1993).

Toprak ortamindaki yiiksek Pb konsantrasyonlari, biiyiiyen bitkilerde mineral besin
dengesizligine neden olur. Pb'un gbzlemlenen etkilerinin ¢ogu, dokulardaki mineral
dengesizliginin bir sonucu olarak dolayli goriinmektedir. Cogu durumda Pb, kok
sistemine katyonlarin (K*, Ca, Mg, Mn, Zn, Cu, Fe*") ve anyonlarm (NO*") girisini
engeller. Pb toksisitesi altinda mikro ve makro besin aliminin azalmasina iliskin iki
mekanizma Onerilmistir. Fiziksel olarak adlandirilan ilk mekanizma, metal iyon
yarigaplarinin  biiyiikliigiine dayanirken, kimyasal olan ikinci mekanizma, hiicre
metabolizmasinda metal kaynakli bozukluga dayanir ve bu da membran enzim
aktivitelerinde ve membran yapisinda degisikliklere yol agar. Koklerden K*™'un disar1
atilmasi, goriiniise gore hiicre membran proteinlerinin K*~ATPaz ve —SH gruplarinin
Pb'a kars1 asir1 duyarliligindan kaynaklanmakta ve ikinci tip mekanizmaya bir drnektir

(Sharma ve Dubey 2005).

Pb, koklerin emilim boélgelerinden birgok iyonun erisimini fiziksel olarak engeller
(Godbold ve Kettner 1991). Kok uglarindaki ve bazal kokteki Pb seviyeleri benzer
goriinsede, Pb koklerdeki mineral element seviyelerini degistirir. Kok uglarinda Ca, Fe,

Zn seviyeleri Pb'a maruz kaldiktan sonra azalir. Norveg ladininin kok uglarinda alinan



Ca'un %401 kok ucu biiylimesinde kullanilmistir. Pb'a maruz kaldiktan sonra kok
biiylimesinin inhibisyonu, kok uglarindaki Ca'un azalmasindan kaynaklanmakta ve bu
da hiicre béliinmesinde veya hiicre uzamasinda bir azalmaya yol agmaktadir (Haussling
vd. 1988). Norveg ladin ignelerinde, Ca ve Mn seviyeleri Pb uygulamasiyla azalir ve bu,
kok uglarinin sayisinin ve endodermisten apoplastik ¢ozlinen madde akiginin oldugu
yerlerin azalmasinin bir sonucu olabilmektedir. Pb, bitkinin farkli organlarindaki besin
elementlerinin genel dagilimmi etkilemekte Mn ve S'in genel dagilim orani, Pb
toksisitesi altinda kok asirt siirgiin olusumunun oldugu goézlemlenmistir, bu da bu
iyonlarin kokte tutuldugunu gostermektedir. Fosfor iceriginin toprak Pb'u ile negatif
korelasyonlu oldugu belirlenmistir (Paivoke 2002). Kok azot igerigi ve nitrat alimi Pb
toksisitesi altinda 6nemli 6l¢tide azalmistir. Pb'a maruz kalan bitkilerde, bununla birlikte
nitrat rediiktaz aktivitesi diismekte ve azot metabolizmasi bozulmaktadir (Burzynski ve
Gabrowski 1984).

Kloroplasttaki genel hiicre metabolizmas1 reaktif oksijen tiirlerinin {iretimiyle
sonuglanir. Siiperoksit radikalleri ve hidrojen peroksit gibi ROT'lar ¢evrenin belirgin
ajanlarma maruz kaldiktan sonra iiretilir. Cesitli ROT'lar arasinda hidrojen peroksit
hiicre zarindan gegme yetenegine sahiptir ve bunun sonucunda hiicre sinyalizasyonunda
dogrudan rol oynamaktadir (Pitzschke vd. 2006). Bitki hiicrelerinde oksidatif strese
neden olan bu ROT iiretimi, Pb’u da iceren toksik agir metallerin ortak bir 6zelligidir
(Grover vd. 2010, Singh vd. 2010). ROT, hiicre antioksidan depolarini tiikettikten sonra
hizla saldirabilmekte ve niikleik asitler, proteinler ve lipitler gibi ¢esitli biyomolekiilleri
oksitleyebilmektedir (Wang vd. 2007, Yadav 2010). Bu saldirilar kalici metabolik islev
bozukluguna ve hiicre Oliimiine neden olabilir. Pb, cesitli hiicre zarlarinin lipid
bilesiminde 6nemli degisikliklere neden olmaktan sorumlu oldugu belirlenmistir (Singh
vd. 2010, Yan vd. 2010). Coklu doymamis yag asidi ve lipitlerde meydana gelen
esterler ROT'a kars1 oldukga hassastir (Gupta vd. 2010). Kuskusuz, ROT doymamis yag
asitlerinden hidrojenin uzaklastiriimasina neden olur ve hassas olan lipit radikalleri ve
aldehitleri tiretir, sonucta lipit ¢ift tabakasinin bozulmasiyla sonuglanmaktadir (Mishra
vd. 2006). Pb, plazma membranindaki lipidlerin siki bir sekilde modifikasyonuna neden
olup (Grover vd. 2010, Yan vd. 2010) anormal hiicre yapisinin gelismesine yol
acmaktadir (Gupta vd. 2009). Zea mays bitkisinde, Pb'a bagli olarak lipid bilesiminde ve
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K" iyonu sizintisinda degisiklikler tanimlanmistir (Malkowski vd. 2002). Pb iyonlarinin
cesitli bitki tiirlerinde lipid peroksidasyonuna neden oldugu, doymus yag asitlerinin
miktarini diislirdiigli ve hiicre zarlarinin doymamis yag asidi seviyesini ylkselttigi

bulunmustur (Singh vd. 2010).

Pb’un bitkilerdeki toksisitesi belirli oranda sahip oldugu antimitotik etkisinden
kaynaklanmaktadir (Shahid vd. 2011, Lyu vd. 2020). Pb’un Allium cepa kok
hiicrelerinde konsantrasyona bagli olarak antimitotik etkiye sahip oldugu uzun siire
once Hammet (1928) tarafindan ortaya ¢ikarilmis, daha sonra ise ayrintili bir sekilde
aciklanmistir (Patra vd. 2004). Vicia faba koklerinde Pb’un mitotik evreyi kisalttigi,
interfazin ve hiicre siklusunun uzamasina yol agtigi belirlenmistir (Patra vd. 2004).
Bitkilerde Pb toksisitesinin ilk evresi Pb iyonlarmin hiicresel membranlara ve ¢eperlere
baglanmasidir. Boylece bu yapilar mekanik olarak daha kati1 bir hale doniisiir ve hiicre
boliinmesi belli oranda inhibe edilir. ikinci basamak ise mitoz igin olduk¢a énemli olan
mikrotiibiillerin bozulmasidir. Pb toksisitesi ayni zamanda hiicre béliinmesinin G2 ve M
evrelerini inhibe ederek anormal hiicrelerin olusumuna neden olur. Bu durum Pb
iyonlarinin siklinler gibi hiicre siklusu ile ilgili olan proteinlerle dogrudan veya dolayli
etkilesimlerinden  kaynaklanmaktadir. ~ Antimitotik mekanizmanin  tersine Pb
genotokosik etkilere yol ac¢tigi mekanizmalar olduk¢a komplekstir ve tam olarak
anlagilamamistir. Pb’un diisiik konsantrasyonlarda mitoz bdliinme iizerinde belirgin bir
etkisi yoktur. Ancak anafaz evresinde kromozomal kopriilerin olusumu (aberasyon),
mayoz sirasinda asentrik fragmentlerin kaybi, kromozomal fragmentasyon ve
mikronukleus olusumu gibi etkileri oldugu belirlenmistir (Patra vd. 2004, Marcato vd.
2009, Barbosa vd. 2010). Pb’un bitki hiicrelerinde mikrotiibiil agin1 bozarak kromozom
aberasyonlarina yol agtig1 sanilmaktadir. Yapilan in vitro arastirmalar Pb’un DNA
zincirlerinde kirilmalara yol agtigin1 da ortaya ¢ikarilmistir (Rucinska vd. 2004, Gichner
vd. 2008, Shahid vd. 2011). Malecka vd. (2008), Pb’un niikleusa girerek direkt olarak
DNA’ya ya da dolayl olarak proteinlere baglandigini belirlemistir. Pb iyonlart DNA’ya

baglandiktan sonra DNA’nin onarim ve replikasyon mekanizmasini bozmaktadir.

2.6 Kursun Toleransinda Genetik Cesitlilik ve Epigenetik Degisiklikler

Pb toksisitesi gibi ¢evresel stres faktorlerine karsi bitki adaptasyonunun temelini genetik
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cesitlilik olusturmaktadir. Bitki popiilasyonlari, dogal se¢ilim ve genetik cesitlilik
yoluyla Pb toksisitesine karsi duyarliliktan toleransa kadar degisebilen bir tepki
sergilemektedir. Bitkiler, artan Pb seviyesine bagli olarak metal tasiyicilari,
detoksifikasyon enzimleri ve strese duyarli proteinleri kodlayan genlerdeki
degisiklikleri kapsayan Pb toleransinin genetik belirleyicileri olabilecek ¢ok sayida
genetik varyasyona maruz kalmaktadir. Artan Pb tolerans: ile ilgili aday genlerin ve
alellerin tanimlanmasinin dogrulanmasi, Pb'a toleransl {iriin ¢esitlerinin gelistirilmesini
amaclayan hedefli 1slah programlar1 ve genetik miihendisligi yaklagimlarinin yolunu

acabilecegi bildirilmistir (Lu vd. 2023).

Pb stresine yanitta epigenetik degisiklikler onemli bir rol oynamakta ve bu durum Pb
varhiginda genlerin ifadesinde yer alan siireci anlamayi saglamaktadir. Epigenetik
degisiklikler, Pb ile kontamine olmus bitkilerde yonlendirici olabilmekte ve genlerin
nasil performans gosterecegini hassas bir sekilde ayarlayabilmektedir. Ayrica,
epigenetik degisiklikler, dogru genlerin dogru zamanda aktive edildigini veya inhibe
edildigini dogrulayarak, genetik durumu etkilemeden cevresel streslere uyumlu bir tepki
olusturmaktadir (Agarwal vd. 2020, Abdulraheem vd. 2024). DNA metilasyonu,
genellikle genlerin inhibe edilmesine yol acan yaygin bir epigenetik mekanizmadir.
DNA metilasyonu, Pb stresi sirasinda ¢evrede Pb'un mevcudiyetine yanit olarak hangi
genlerin ifade olup olmayacagini etkileyebilmektedir (Dhar vd. 2021). Histon
modifikasyonlari, DNA'min ne kadar siki veya gevsek paketlendigini etkileyerek gen
ifadesini etkiledigi, belirli genlerin erisilebilirligini degistirebildigi ve Pb stresi sirasinda
bitkinin Pb kontaminasyonuna verdigi tepkiyi etkileyebildigi bildirilmistir (Ueda vd.
2020, Nitsch vd. 2021). Kiigiik RNA (SRNA) aracili gen diizenlenmesi, belirli genleri
hedef alabilmekte ve bunlarin ifadesini tesvik edebilmekte veya inhibisyonuna neden
olabilmektedir (Chen vd. 2022). sSRNA'lar, Pb stresi altinda bitkinin stres faktoriine
verdigi tepkinin ayarlanmasinda Onemli bir rol oynayabilmektedir. Pb stresinin
epigenetik goriintimii, Pb stresine maruz kalan bitkilerde meydana gelen epigenetik
varyasyonlarin genel modelini ifade etmektedir (Chhatwal vd. 2024). Bu goriiniim,
DNA metilasyon modelleri, histon modifikasyonlar1 ve SRNA aktivitesini igermekte ve
bunlarin tiimii birlikte bitkilerin Pb stresine adaptasyon mekanizmasini etkilemektedir.

Epigenetik degisikliklerin gen ifadesini nasil etkiledigini anlamak, bitkilerin Pb'un
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neden oldugu strese nasil tepki verdiklerini ¢6zmek i¢in 6nem tagimaktadir (Chen vd.
2025). Epigenetik siiregler genlerin aktivasyonu ve inhibisyonunu ayarlarken, bitkinin
Pb  toksisitesini yonetme ve zorlu ortama uyum saglama yetenegini
diizenleyebilmektedir. Pb stresinin bir sonucu olarak, kromatin yapisinda degisiklikler
olabilmekte ve bu da bitkilerin stres faktoriine etkili bir tepki gelistirme yetenegini
etkileyebilmektedir. Bunun yani sira, bu epigenetik degisiklik, Pb toksisitesine maruz
kalan bitkilerde fenotipik plastisitenin diizenlenmesinde énemli rol oynadigi ve bunun
da biiytime profilleri, kok gelisimi ve stres toleransi gibi Ozellikleri etkiledigi
bildirilmistir (Chang vd. 2020). Bitkilerdeki epigenetik yollari manipiile etmek, Pb
toksisitesine karsi toleransi artirabilmekte ve bu durum kirlenmis ortamlarda

stirdiiriilebilir biiyiime i¢in hedefli bir strateji sunmaktadir (Gupta vd. 2024).

2.7 Kursun Stresinin Bitki Transkriptom Profili Uzerine Etkileri

Pb’un olusturdugu stres, dogal kosullarda bitkiler i¢in dnemli bir tehdit olup, bitkilerin
hiicresel faaliyetlerini bozarak zarara yol agmaktadir (Yadav vd. 2020, Yadav vd. 2023).
Pb, bitki gelisimini olumsuz etkileyen, besin eksikligine yol acan, klorofil sentezini
engelleyen, fotosentezi azaltan ve biiylimeyi engelleyen son derece toksik bir maddedirr
(Arsova vd. 2018). Pb stresine yanit olarak, bitki koklerinde cesitli fizyolojik ve
molekiiler diizeyde degisimler meydana gelmektedir. Bu yanitlar, gen ifadesinde
degisiklikler, artan antioksidan aktivite ve sinyal molekiilleri arasindaki karmagsik ¢apraz
haberlesmeyi igermektedir (Moeen—Ud-Din 2023). Pb stres tepkisi nedeniyle bitkilerde
molekiiler diizeyde karmasik bir gen diizenleyici olaylar aginin diizenlendigi

bilinmektedir (Wu vd. 2021).

Pb'un bitkiler tizerindeki etkileri bitki tiirlerine ve toksisite konsantrasyonlarina bagh
olarak farklilik gostermektedir. Bitkilerde Pb stresi ve bunun fizyolojik ve hiicresel
detoksifikasyon mekanizmalar1 iizerinde ¢alismalar olmasina ragmen Pb'un molekiiler
diizeydeki etki mekanizmalar1 hakkinda ¢ok az sey bilinmekte ve Pb toksisitesinin gen
ifadesi tlizerindeki etkisi hakkinda daha da az sey anlagilmistir (Xiong 1997, Ma vd.
2001). Ttranskriptom dizileme teknolojisi (RNA-seq), bir¢ok bitkinin ¢evresel stres

tepkilerinin molekiiler caligmalarinda kullanilmaktadir.
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Transkripsiyonel profilleme analizi, Pb stresi altindaki bitkilerde stres algisi, sinyal
iletimi ve stres toleransi yollarinda yer alan genlerin farkli ifadesini gostermektedir.
Bunlar arasinda transkripsiyon faktorlerini (6rnegin, AP2/ERF, WRKY, NAC), strese
duyarli proteinleri (6rnegin, dehidrinler, LEA proteinleri) ve detoksifikasyon
enzimlerini (6rnegin, metalotiyoninler, glutatyon S—transferazlar) kodlayan genler yer
almaktadir (Yang vd. 2023). Dahast Pb stresi, asagi akis yoniinde stres tepkilerini
koordine eden MAPK'lar ve kalsiyum bagimli protein kinazlar (CDPK'lar) dahil olmak
izere ¢ok sayida sinyal yolunun aktivasyonunu tetikleyebilmektedir (Hotamisligil ve
Davis 2016, Yip Delormel vd. 2019). MAPK kaskadi, fosforilasyon ve defosforilasyon
gibi mekanizmalar araciligiyla hiicre zar1 reseptorlerinden bitki hiicrelerinin ¢ekirdegine
cevresel sinyalleri iletmektedir (Li vd. 2022). Bu kaskad, sonunda bitkilerde stres
tepkisine yol agan ¢esitli efektor proteinleri ve transkripsiyon faktorleri (TF'leri) hedef
almaktadir. Bitki hormonlari, nitrik oksit (NO) ve ROT, gen ifadesini etkileyerek,
antioksidan sistemleri aktive ederek ve farkli sinyal molekiilleri arasindaki iletisimi
kolaylastirarak MAPK kaskadin1 aktive ettigi belirlenmistir (Dvorak vd. 2021) MAPK
tarafindan diizenlenen 123 azalan yonde TF'leri, bitki toleransini ve Pb birikimini
artirmaktadir. MAPK kaskadi, bitkilerin kurakliga verdigi tepkilerdeki roliiyle iyi
bilinmektedir (Li vd. 2022). Ayrica epigenetik modifikasyonlar (DNA metilasyonu ve
histon asetilasyonu) da Pb stres ortamlarinda gen ifadesinin diizenlenmesinde 6nemli rol

alip bitkilerin g¢evresel zorluklarla basa ¢ikma konusundaki adaptasyon potansiyelini

diizenlemektedir (Lucibelli vd. 2022, Abdulraheem vd. 2024).

WRKY genleri, bitkilerde bulunan ve DNA baglama alanindaki korunan bir amino asit
dizisi olan WRKYGQK'dan adin1 alan bir TF ailesidir (Liu vd. 2023). Bu genler,
bitkilerde gesitli fizyolojik siireglerin diizenlenmesinde onemli rol oynamakta ve
Ozellikle bitki stres tepkilerindeki islevlerinde yer almaktadirlar (Tang vd. 2023).
WRKY TF, W-kutulari (TTGACC/T) olarak bilinen belirli DNA dizilerine
baglanmaktadir. Bu baglanma olaylari, WRKY proteinlerinin hedef genlerin
transkripsiyonunu, ifadelerini aktive ederek veya baskilayarak diizenlemesine olanak
tanimaktadir. Bu genler, bitkilerin ¢esitli biyotik (patojenler gibi canli organizmalar) ve
abiyotik (kuraklik, tuzluluk ve sicaklik gibi cansiz faktorler) streslere verdigi tepkilerde

rol oynamaktadir. Strese yanit veren genlerin temel diizenleyicileri olarak hareket
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etmektedirler. Patojen saldirilarina  yanit olarak, WRKY genleri savunma
mekanizmalarimi  aktive etmede rol oynadigi bildirilmisitir (Wani vd. 2021).
Antimikrobiyal bilesiklerin liretimi de dahil olmak {izere patojen tanima, sinyalleme ve
savunma tepkisiyle iliskili genlerin ifadesini diizenleyen WRKY genleri ayrica bitkilerin
abiyotik streslere verdigi tepkilerde de rol oynamaktadir (Rasheed vd. 2023). Li vd.
tarafindan (2020) yapilan bir c¢alismada, Al stresi altindaki Arabidopsis thaliana,
WRKY47'min Al stresi altindaki bitkilerin hiicre duvar1 yeniden sekillenmesini
tyilestirmesine yardimci olarak 6nemli bir TF olarak hareket ettigi, bunun da koklerin
bliylimesini artirdigi ve ayrica bitkilerin Al toksisitesinden kaynaklanan stresi
asmalarina yardime1 oldugu bildirilmistir. Onemli genler olan ELP ve XTH17, WRKY47
tarafindan diizenlenmis ve ayrica kok hiicrelerinde Al'un dengeli dagilimina katkida
bulunmustur (Li vd. 2020). Arabidopsis'te WRKY12, dogrudan GSH1'i hedef alarak ve
dolayli olarak PC senteziyle ilgili gen ifadesini azaltarak Kadmiyum (Cd) birikimini ve
toleransini engellemektedir (Han vd. 2019). Bu genler jasmonik asit (JA), salisilik asit
(SA) ve etilen (ET) gibi bitki hormonlariyla etkilesime girerek diizenlenmektedir. Bu
hormonlar stres tepkilerini sinyallemek igin gerekli olup, belirli WRKY genlerinin
ifadesini tesvik edebilmektedir. Bu genler karmasik sinyalleme aglarinin bir pargasidir
ve MAPK kaskadlar1 ve diger stresle iliskili yollar dahil olmak iizere diger TF'ler ve
yollarla ¢apraz iletisim kurmaktadir (Wani vd. 2021). Bu, bitkilerin stres tepkilerini ince
ayarlamasina olanak tanimaktadir. WRKY gen ailesi, degisen DNA baglama 6zgiilliikleri
ve afiniteleri olan birden fazla {iyeden (izoform) olusmaktadir (Abdullah-Zawawi vd.
2021). Farkli WRKY izoformlari, belirli stres faktorlerine yanit olarak aktive
edilebilmekte ve bu da 6zel bir stres tepkisine yol agabilmektedir. Bu nedenle,
aragtiricilar WRKY genlerinin hem patojenlere kars1 savunmada hem de olumsuz cevre
kosullarina uyumda bitki stres tepkilerinde kilit rol oynadigmi bildirmislerdir
(Abdullah—Zawawi vd. 2021).

Antioksidan savunma sisteminin aktivasyonu, kursunun neden oldugu oksidatif stresin
zararli diizeylerine karsi koymanin baslica stratejilerinden biridir (Li vd. 2024).
Antioksidanlar, Pb stresi altinda olusan reaktif oksijen tiirlerinin (ROT)
temizlenmesinde 6nemli bir role sahiptir ve bu da hiicresel bilesenlere verilen oksidatif

hasart durdurmaktadir (Das ve Roychoudhury 2014). ROT'larin nispeten zararsiz
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molekiillere dondstiiriilmesi, antioksidan savunma sisteminin siiperoksit dismutaz
(SOD), peroksidaz (POD) ve katalaz (CAT) enzimleri tarafindan saglanmaktadir (Collin
2022). Ek olarak askorbik asit, glutatyon, karotenoidler ve tokoferoller gibi ¢esitli
enzimatik olmayan antioksidanlarin da 6nemli rol oynadig bildirilmistir (Gidlow vd.
2004). Peroksizomlar ve mitokondri gibi organeller ROT metabolizmasinda 6nemli rol
oynamaktadir (Navarro—Espindola vd. 2020). Antioksidan savunma sistemi regiilasyonu
mitojenle aktive olan protein kinaz (MAPK) sinyal yolagmmi ve WRKY ve NAC
TF'lerini igermektedir (Collin 2022).

Zhang vd. (2024), misirin Pb stresine toleransinin molekiiler mekanizmalar1 aragtirmak
icin ¢esitli Pb konsantrasyonlarina (0, 500 1000, 2000 ve 3000 mg/L) maruz kalan misir
koklerinin transkriptom analizini gerceklestirmistir. Arastiricilar, analiz sonucunda
kontrole gore Pb500, Pb1000, Pb2000 ve Pb3000’nin karsilagtirmasi sonucu sirasiyla
2688, 4753, 5867 ve 6423 artan yonde diizenlenmis ve 1239, 2438, 4900 ve 9029 azalan
yonde diizenlenmis DEG tespit etmislerdir. Bu DEG'ler, ABC tasiyicilari,
metal-nikotianamin tasiyicilari, ¢inko iyon transmembran tastyicilari, siilfat tasiyicilari,
agir metal tasima/detoksifikasyon, siiperfamilya proteini, amino asit tasiyicisi,
katyon/Ca®* degistirici, HIPP ve NRAMP tasiyicilar1 gibi cesitli tastyici tipleri ile

iliskilendirilmistir.

RNA-seq yontemi kullanilarak yapilan bir ¢aligmada, Pb stresine maruz kalan Platanus
acerifolia'da yaklasik 16246 farkli sekilde ifade edilen unigen tanimlanmistir (Wang vd.
2015). Tanimlanan genlerin ¢ogu antioksidan enzimler, metal tasiyicilar ve bitki selat
bilesikleriyle iliskilendirilmistir. Dahasi, ifade edilen genler fotosentez, gibberellinler ve
glutatyon metabolizmasinda da oOnemli bir role sahiptir ve bitki savunma ve
detoksifikasyon mekanizmalarinda yer almaktadir (Wang vd. 2015). Benzer sekilde,
soguk mevsim bitkisi olan Festuca arundinacea'nin molekiiler tepkileri, Pb stresi
sirasinda toplam 25415 unigenin farkl sekilde ifade edildigini ortaya koymustur (Li vd.
2017). Analiz, bu genlerin karbohidrat, terpenoidler, poliketidler ve enerji gibi temel
yollarda ve hiicresel metabolizmalarda yer aldigin1 gostermistir. Gen ifadelerindeki
farkliliklar, Pb birikiminde ve bitki tolerans tepkilerinde dogrudan veya dolayl rollerini

gosterebilmektedir (Li vd. 2017).
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Tian vd. (2015), Pb toksisitesine maruz kalan Louisiana iris kok transkriptomunu analiz
etmisler ve Pb birikimi ve toleransi ile ilgili mekanizmayi kesfetmek i¢in birgok dnemli
aday gen ve yolak tanimlamiglardir. Pb stresi altindaki misir koklerinde, bZIP, ERF ve
GARP dahil olmak {izere bir dizi transkripsiyon TF ailesinin artan yonde diizenlendigi
belirlenmistir (Gao vd. 2015). Baska bir ¢alismada, ABA biyosentez yolunda yer alan
birka¢ genin, Pb uygulanan Hirschfeldia incana'nin koklerinde ve siirgiinlerinde artan
yonde diizenlendigi gosterilmis ve bunun da ABA tesvikli sinyallemenin bitkinin Pb’a
verdigi yanitta potansiyel olarak yer aldigi ifade edilmistir (Auguy vd. 2016). Platanus
acerifolia'nin RNA-seq analizleri, antioksidan enzimler, metal tasiyicilar ve selat
proteinleri dahil olmak iizere Pb maruziyetiyle iligkili 16246 DEG tanimlanmistir
(Wang vd. 2015). Bu sonuglar, diizenleyici agin ve savunma sisteminin, Pb stresi
altindaki farkli bitkilerde karmasik ve benzersiz Ozgiilliiklere sahip oldugunu

gostermektedir (Wang vd. 2020).

Gao vd. (2023), Pb stresine maruz biraktiklari Cin lahanasinda trankriptomik yanitlari
analiz etmislerdir. Pb stresine maruz kalan bitkilerde Pb alinimi ve taginmasiyla iliskili
ABC tastyicilar, katyon/Ca®" degistirici ve HIPP genleri gibi ¢ok sayida aday genin
varligint gostermistir (Gao vd. 2023). Misir bitkisinde, ZmHIPP'nin hiicre duvarindaki
Pb'un sekestrasyonuna yardimci oldugu, hiicre i¢i organellerde birikmesini 6nledigi ve
boylece musir fidelerindeki Pb toksisitesini azalttigi bildirilmistir (Ma vd. 2022). Celtik
koklerinde OSNRAMPS'in Pb'un 6nemli bir tasiyicisi olarak gorev yaptigi belirlenmistir
(Chang vd. 2022). Bu sonuglar, bitkilerin molekiiler diizeyde gen ifadesini diizenleyerek
Pb stresine uyum saglama yetenegine sahip oldugunu ve bunun bitki biiylimesi ve
gelisimi icin ¢ok Onemli oldugunu gostermektedir. KEGG analizleri, bu arastirmada
tanimlanan DEG'lerin fenilpropanoid biyosentezi, nisasta ve sakaroz metabolizmasi,
flavonoid biyosentezi ve diger ilgili biyolojik siiregler gibi ortak yollarda yer aldigini

ileri stirmuistir.

2.8 Agir Metal Stresi ve Iyilestiricilerin Bitki Transkriptom Profili Uzerine Etkileri

Nitrik oksit (NO), bitki biiyiimesini ve abiyotik stresi diizenlemede rol oynayan c¢ok
islevli bir sinyal molekiiliidiir (Cao vd. 2024). Birgok ¢alisma NO'in protein kinaz ve
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antioksidan enzim aktivitelerinin modiilasyonu, flavonoidlerin ve SA, ET, IAA, ABA
ve JA gibi diger sekonder metabolitlerin mobilizasyonu ve Cd alimini artirmak igin
ABC tasiyici, GST'ler ve sitokrom P450'yi kodlayan ilgili genlerin ifadesinin
aktivasyonu yoluyla bitki stres yanitinda kritik roller oynadigimi gostermistir (Courtois
vd. 2008, Neill vd. 2008, BessonBard vd. 2009, Simontacchi vd. 2013, Wang vd. 2015).

Hibiscus cannabinus L. (kenaf, Deccan keneviri veya Java jiit) ile yapilan bir ¢alismada,
digsal nitrik oksit (NO 150 uM) uygulamasmin Cd (200 uM) toksisitesini hafifletmedeki
molekiiler mekanizmalar1 arastirilmistir (Cao vd. 2024). Analizler sonucunda,
diferansiyel olarak ifade olan genler (DEG’ler) bakimindan kontrole gore Cd stresinde
6211 ve Cd’a gore NO+Cd uygulamasinda ise 671 gen tespit edilmis ve bu genlerin
bitki hormonu sinyal iletimi, karbohidrat metabolizmas1 ve hiicre duvar1 biyosentezi
gibi temel biyolojik siireglerde yer aldigi bildirilmistir. Transkripsiyon faktorleri
(WRKY, ERF, MYB vb.) analizinde, NO’in bu transkriptler iizerindeki diizenleyici
etkisi belirlenmis ve HCERF.C3 geninin inhibe edilmesinin Deccan keneviri Cd
toleransini 6nemli diizeyde azalttig1 gosterilmistir. Ayrica, NO uygulamas: ile azot ve
stilfat metabolizmasinda gorev alan genlerin (NRT, AMT, SUOX, SULTR) ifade
seviyelerinin artmis olmasi, NO’in Cd stresinde besin element dengesini iyilestirmede
rol oynadigim1 gostermektedir. Cd tasinimu ile iliskili ZIP, ABC, CAX, VIT ve HIPP
tastyicilarinin ifadeleri NO ile diizenlenerek, Cd’un hiicre duvarinda fiksasyonu ve
vakuollerde sekestrasyonu saglanmig, bu durum Deccan kenevirinin Cd stresine karsi
toleransini artirmada 6nemli bir adaptasyon stratejisi olarak degerlendirilmistir (Cao vd.

2024).

Uzun gayir otu (Festuca arundinacea) bitkisinde Cd (50 ppm) stresi iizerine NO’in (200
uM) hafifletici etkilerini arastirmak amaciyla yapilan bir ¢alismada, yiiksek verimli
transkriptom analizi (RNA-seq) gergeklestirilmis toplam 12 RNA-seq kiitiiphanesi
hazirlanarak dizilenmis ve de novo analiz yontemiyle 2.005.577 transkript ile 968.924
unigen elde edilmistir. Farkli gen ifadesi analizleri sonucunda, Cd stresine yanit olarak
1.482 diferansiyel olarak ifade olan gen (DEG) belirlenmis NO uygulamasi ile
karsilastirmali analizlerde sirasiyla 904 ve 118 DEG'in ifade diizeylerinde degisiklikler

oldugu bildirilmistir. Fonksiyonel zenginlestirme (GO) analizleri, NO uygulamasinin
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baslica metabolik siirecler, oksidorediiktaz aktivitesi ve metal iyonu baglanma ile iligkili
genlerde anlamli degisikliklere yol actigin1 géstermektedir. KEGG analizi ise NO'in Cd
detoksifikasyonunda 6zellikle fenilpropanoid biyosentezi, kiikiirt metabolizmas1 ve
ABC tastyici protein yollarini hedef aldigini ortaya koymaktadir. NO uygulamasi, lignin
biyosentezinde gorev alan genlerin ifadesinin azalmasina sebep olarak Cd alimini
dolayli yoldan azaltmakta, bununla birlikte ABC tasiyicilarinin (6zellikle ABCBI1 ve
ABCC10) ifadesinin artmasini saglayarak Cd’un hiicre i¢i bélmelere tasinmasini ve
detoksifikasyonunu kolaylastirmaktadir (Zhu vd. 2020). Bhati vd. (2015), ABC
tastyicilarinin 6nemli rolleri oldugunu ve biyolojik etkilerinin daha fazla karakterize
edilmesi gerektigini bildirmislerdir. Cok islevli bir sinyal molekiilii olan NQO'in, Cd
tasinmast ve detoksifikasyonunu iyilestirmek icin ABC tasiyicilarini diizenlemede
hayati bir rol oynadigi diistiniilmektedir (Zhu vd. 2020). Ek olarak NO, bitkileri Cd
stresine karsi korumak i¢in azot metabolizmasinda yer alan genlerin ve metabolitlerin
ifadesini diizenleyebilmekte ve CAT, GLTI1, GST'ler ve ADHI kodlayan genlerin
ifadesini artirmaktadir. NO’in Cd kaynakli fitotoksisiteyi sekonder metabolitlerin
biyosentezinin yeniden diizenlenmesi ve aktif tasima sistemlerinin (ABC tastyicilarn)
aktivasyonu yoluyla hafiflettigini ortaya koymaktadir. Sonug, olarak Cd toleransinin
artirllmasi i¢in genetik miihendisligi ¢calismalarinda degerlendirilebilecek potansiyel gen
hedeflerini  belirlemenin, agir metal ile kirlenmis ¢evrelerde fitoremediasyon

uygulamalar: agisindan molekiiler diizeyde 6nemli veriler saglayacagi ileri siiriilmiistiir
(Zhu vd. 2020).

Celtik (Oryza sativa ssp. indica) bitkisinde NO’in (30 uM) As (25 uM) stresi tizerindeki
hafifletici  etkisinin molekiiler mekanizmalar1 transkriptomik analiz  yoluyla
arastirilmistir (Singh vd. 2017). As stresi tizerine NO uygulamasinin metal taginimi,
stres yaniti, hormon metabolizmas1 ve transkripsiyonel diizenleme ile iligkili genlerin
ifadelerini 6nemli olglide degistirdigi bildirilmistir. Bulgular, NO uygulamasi ile As
alimindan sorumlu aquaporin genlerinin ifadesini azaltarak As birikiminin azaltildigim
gostermektedir. Ayn1 zamanda, glutatyon S—transferazlar, glutaredoksinler, sitokrom
P450 enzimleri, 1s1 soku proteinleri ve peroksidazlar gibi detoksifikasyonla iligkili
genlerin NO tarafindan ifadesi artirilarak antioksidan savunmayi gii¢clendirmektedir.

Ayrica, NO, azot asimilasyonu ve hormon sinyalleriyle iligkili genlerin ifadesini
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diizenleyerek ederek, stres altinda gelisim ve adaptasyonu desteklemektedir. MYB,
WRKY ve ERF ailelerine ait transkripsiyon faktorleri ile ikincil metabolit ve kalsiyum
sinyali ile iliskili genlerin de NO uygulamasindan etkilendigi bildirilmistir. NO’in metal
tasinimi, antioksidan aktivite, hormonal denge ve transkripsiyonel diizenlemeyi igeren
karmagik bir gen diizenleme ag1 yoluyla As kaynakli oksidatif stres ve toksisitenin
hafifletilmesinde rol oynadigi gosterilmistir. Sonug olarak, As stresine karst NO’in
koruyucu etkisinin ortaya konulmasiyla birlikte, As ile kirlenmis ortamlarda tarimsal
tirlinlerin toleransii artirmaya yonelik stratejilerin gelistirilmesine 1s1k tutabilecegi

bildirilmistir (Singh vd. 2017).

Hidrojen siilfir (H2S) uygulanan bitkilerde, Cd, Zn gibi agir metaller ve nitrat
fazlaligina kars1 yiiksek toleransin gosterilmesi antioksidan gen ifadesinin artmasiyla
iliskilendirilmistir (Cui vd. 2014, Liu vd. 2016, Guo vd. 2018, Liang vd. 2018). Asiri
nitrat (100 mM) stresi altindaki domates (Solanum lycopersicum) bitkilerinde dissal
NaHS (hidrojen siilfiir verici, 100 uM) uygulamasmin biiylime iizerindeki olumlu
etkilerini ve bu etkinin molekiiler mekanizmalarini ortaya koymak amaciyla kapsamli
bir transkriptom analizi gergeklestirilmistir (Guo vd. 2018). Affymetrix Tomato
GeneChip kullanilarak yapilan mikrodizi analizi, asir1 nitrat stresine gore NaHS+asir1
nitrat stresinde 5349 transkriptin yukar1 yonde diizenlenirken 5536 transkriptin azalan
yonde regiile edildigi bildirilmistir. Belirlenen yukari yonde diizenlenmis 213 ve azalan
yonde diizenlenmis 271 diferansiyel olarak ifade olan gen (DEG) (log 2 kat degisim >2
veya <-2) islevsel olarak agiklanmis ve 9 islevsel kategoride smiflandirilmigtir. Bu
kategoriler metabolizma, sinyal iletimi, savunma yaniti, transkripsiyon faktorii, protein
sentezi, tasiyici, hiicre duvari ile iligkili, hormon yaniti, hiicre 6liimii, enerji ve
bilinmeyen proteinleri igermektedir. NaHS uygulamasi, 6zellikle reaktif oksijen tiirleri
ve reaktif azot tiirleri homeostazinin saglanmasinda kritik rol oynayan savunma yaniti
genlerinin (SOD, CAT, GPX, HSP vb.) ifadesini artirirken, sinyal iletiminde yer alan
MAPK kaskadi, fosfolipazlar (PLD, PLC), kalsiyum bagimli protein kinazlar ve
transkripsiyon faktorleri (MADS-box, WRKY, TCP) gibi genlerin ifadesini
azaltmaktadir. Sonug olarak, digsal NaHS'nin, ROT ve reaktif azot tiirleri sinyallemesini
ve savunma yaniti, sinyal iletimi ve transkripsiyon faktorleri gibi azalan yondeki

transkripsiyonel ayarlamay1 diizenleyerek domates bitkilerinin agir1 nitrat = stres
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toleransini artirabilecegi ileri siirtilmiistiir (Guo vd. 2018).

Kopek tiziimi (Solanum nigrum) bitkisi ¢inkonun (Zn) farkli konsantrasyonlarina (0,
25, 50, 100, 200 ve 400 uM) maruz birakilmis ve bu kosullarda H-S (50, 100, 200 ve
400 uM) uygulanmalarmnin iyilestirici etkileri molekiiler diizeyde incelenmistir (Liu vd.
2016). Asir1 Zn (400 uM) stresi, koklerde ZRT, IRT, NRAMP, MTP ve HMA4 gibi
onemli Zn tastyict genlerinin ifadesini artirarak Zn birikimini artirdigi ve artan H>O:
miktarinin strese yol ac¢tig1 bildirilmistir. Aksine Liu vd. (2016), H.S uygulamasinin Zn
tastyict genlerinin ifade seviyelerini azaltarak Zn alim ve birikimini azalttigini
bildirmislerdir. Zn tasiyict genleri, Zn alimi1 ve diizenlenmesindeki kritik rolleri
nedeniyle agir metal birikimi veya toleransina katkida bulunan aday genler olarak kabul
edilmektedir (Halimaa vd. 2014). SOD, hiicreleri oksidatif strese karsi koruyan anahtar
bir enzim olarak, O,™nin H2O> ve oksijene doniisiimiinii katalize etmektedir. CSD2,
FSD1, FSD2 ve FSD3, Arabidopsis yapraklarinda asir1 Zn tarafindan ifadesi asagi
yonde diizenlenmistir (Remans vd. 2012). H.S antioksidan enzim genlerinin ifadelerini
diizenlemekte ve H2O-’in temizlenmesinde rol alan CAT2 geninin ifadesini artirirken,
CSD, FSD ve pAPX genlerinin ifadesini azaltarak Zn stresi altindaki oksidatif hasar1
azaltmaktadir (Liu vd. 2016). Ayrica, metal detoksifikasyonunda kritik rol oynayan
metal baglayici proteinler olan metallotiyoneinlerin hem transkripsiyonel hem de
translasyonel seviyelerde H:S uygulamasiyla belirgin sekilde arttigi ve Zn’nun
detoksifikasyonuna katki sagladigi bildirilmistir (Liu vd. 2016). H.S’in Zn tastyici
genlerin ifadesini azaltarak Zn alimini azaltmasi, metallotiyoneinlerin ifadesini artirmasi
ve antioksidan savunma sistemlerini diizenleyerek ederek reaktif oksijen tiirlerinin
birikimini azaltmasiyla Solanum nigrum koklerinde asiri Zn toksisitesini hafiflettigi
tespit edilmistir (Liu vd. 2016). Sonu¢ olarak bu arastiricilar, H>S’{in agir metal
toleransinda potansiyel bir sinyal molekiilii oldugunu ve fitoremediasyon stratejilerinin

gelistirilmesinde 6nemli olabilecegini bildirmislerdir.

Biyokomiir, 6nemli miktarda karbona, yiiksek derecede elektronegatiflige ve agir
metaller de dahil olmak iizere c¢esitli bilesikleri adsorbe edebilen bol miktarda
fonksiyonel gruba sahiptir (Li vd. 2022). Biyokdomiir uygulamasi, kimyasal 6zellikleri

nedeniyle topraktaki agir metal toksisitesini ortadan kaldirmak i¢in miikemmel bir
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tekniktir (Guo vd. 2020). Dahasi, biyokdmiir NRAMP3, MTP3, ZIP1 ve ABC gibi
tastyici proteinleri kodlayan genlerin transkripsiyonunu diizenleyebilmekte ve boylece
bitkilerde agir metal elementlerinin emilimini azaltabilmektedir (Wang vd. 2021, Sun
vd. 2023). Xu vd. (2024), pamukta (Cin geleneksel erken olgunlasan pamuk hatti
LAT-61) agir metallerin Cd (4.46 mg.kg?), Pb (375 mg.kg?) ve As (1980 mg.kg?)
toksisitesinin biyokomiir uygulamasi ile hafifletilmesi iizerine yaptiklar1 ¢alismada,
biyokomiiriin agir metal alimini 6nemli diizeyde azalttii, biyokiitle birikimini
iyilestirdigi, RNA—seq analizi sonucunda ise ABC, HIPP, NRAMP3, PCR ve ZIP gibi
metal tasiyici proteinlerin ve karbon iskeleti ve plazma membrani ile ilgili genlerin
ifadesini diizenleyerek iyonik homeostazi korudugunu bildirmislerdir. Biyokomiir
fotosentezle ilgili genleri azalan yonde diizenleyerek fotosentezi artirdigi, sinyal
iletimini aktive ederek pamukta redoks homeostazini yeniden tesis ettigi ve hem
antioksidan enzimlerin (POD, SOD ve CAT) aktivitesini hem de ilgili genlerin ifadesini
diizenledigi belirlenmistir (Xu vd. 2024).

Cd stresine maruz birakilan misk kavununda (Cucumis melo) biyokdmiir kompozitinin
(%1, 3 ve 5) Cd (400 mg/kg) stresi iizerindeki hafifletici etkilerinin molekiiler
mekanizmalar1 transkriptomik analizlerle arastirilmistir (Cheng vd. 2013). Calismada,
yiiksek kaliteli RNA—seq verileri 15 oOrnekten elde edilmis ve Cd ve biyokdmiir
kompozit uygulamalarinin etkisini degerlendirmek igin DEG'lerin  analizleri
gerceklestirilmistir. Cd stresinin fenilpropanoid biyosentez yolunu aktive ederek,
bitkinin stres tepkileri ve antioksidan savunmasinda rol oynayan ozellikle Cd’un
hiicreye girisini engelleyen 6nemli bir hiicre duvari bileseni olan ligninin sentezi,
sitokrom P450 proteinleri, anneksinler, WRKY TF’leri ve bitki hormon metabolizmasi
(sitokinin ve gibberellin yollari) ile iligkili genlerin ifadesini artirdigi belirlenmistir.
Biyokomiir kompozit uygulamasi, Cd tarafindan ifadesi artan genlerin ifadelerini genel
olarak diisiirerek stresi hafifleten bir etki gostermekte ve ozellikle %5 biyokomiir, Cd
toprakta baglayarak misk kavununda dokularindaki Cd birikimini 6nemli Olgiide
azaltmaktadir. Daha diisiik konsantrasyonlar (%1 ve %3) ise Cd alimini sinirhi dlgiide
etkilemekte ve bazi durumlarda besin alimini artirarak Cd alimini da tesvik etmektedir.
Gen Ontolojisi (GO) ve KEGG zenginlestirme analizleri DEG’lerin metabolik siirecler,

hiicresel bilesenler ve katalitik aktivitelerle iligkili oldugunu gostermektedir.
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Fenilpropanoid biyosentez yolunun, tim uygulama gruplarinda siirekli olarak
zenginlesen kilit bir yol olarak 6ne ¢iktigi ve PAL, 4CL, CCR, POD, sitokrom P450,
WRKY ve anneksin gibi Cd stresine toleransta rol oynayabilecek aday genlerin
belirlendigi bildirilmistir (Cheng vd. 2013).

Bitki biyolojisi arastirmalarinda, bircok bitki tiiriinde uygulanan TU’niin biiyiime
evresine bakilmaksizin biliylimeyi artirdigr bildirilmistir (Chang ve Sung 2000,
El-Keblawy, 2013). Bununla birlikte, TU’niin c¢evresel olarak stres altindaki bitkilere
uygulanmasi, normal kosullar altinda vyetistirilen bitkilere uygulanmasindan daha
etkilidir. Tomurcuk dormansisinin kirilmasi ve mahsul veriminin artirilmasinda biiyiime
uyaricis1  olarak kabul edilen TU’niin oksidatif stres toleransi, gen ifadesinin
modiilasyonu, sinyal mekanizmalarinin diizenlenmesi ve indiiksiyonunda biiyiik rolleri
oldugu bilinmektedir (Ratnakumar vd. 2016). Arpada (Hordeum vulgare) Cd stresi
kosullarinda digsal TU uygulamasmin oksidatif stresi azalttig1 ve nispi taze ve kuru
agirlik temelinde bliylimeyi iyilestirdigi belirlenmistir (Ikram vd. 2014). Srivastava vd.
(2014), agir metal stresine karsi tolerans kazandirmak igin redoks homeostazini
diizenleyen TU tesvikli As uygulamasinda As seviyelerini %56 oraninda azaltan
Lsi2'nin (As translokasyonu igin tasiyicilar) azalan yonde diizenlenmesini tetikledigi
bildirilmistir. Aym1 zamanda, Sultrl;1 ve 1;2'nin (siilfat tasiyicilari) yukari yonde
diizenlenmesi, As stresinin olumsuz etkilerini iyilestirmek i¢in siilfiir metabolizmasini
gelistirdigi ifade edilmistir (Srivastava vd. 2014). Bu mekanizmalar sayesinde, TU
siirgiinlere agir metal translokasyonunu kisitlar ve onlari kdklerde hapsetmektedir. TU
takviyesi 1ile koklerden siirglinlere ksilemdeki metal iyonlarmin yiiklenmesinin
azalmasinmn bir diger olasi mekanizmasi, metal iyonlarmn sitozoldeki tiyollerle (TU
tiyol- grubu igerir) selasyonudur. Tiyollerin varligi, metal toleransinin biyobelirtegleri
olarak SH igeren bilesiklerin etkin kullanimini kolaylastirmaktadir (Borisova vd. 2016,
Meng vd. 2019). Sonu¢ olarak, literatlir taramalar1 sonucunda arastirmamizin
baslangicindan tez yazim asamasina kadar misirda Pb toksisitesine karst TU tesvikli
toleransin  molekiiler ~mekanizmalarin1  inceleyen transkriptom c¢alismalarina
rastlanmamistir. Bu nedenle, mevcut tez calismasinda Pb stresine Stresine maruz
birakilan musir fidelerinde TU tesvikli tolerans mekanizmalar1 hem fizyolojik ve

biyokimyasal hem de transkriptom analizleri yapilarak degerlendirilmistir.
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3. MATERYAL ve METOT

3.1 Bitki Materyali ve Bitki Yetistirme Kosullari

Bu aragtirmada, misir (Zea mays L.) ¢esidine (Capuzi) ait tohumlar ticari firmadan elde
edilmistir. Tohumlar, kapaklarinda havalandirma delikleri bulunan plastik kutular
icindeki 1slatilmis 2 kat filtre kagidi iizerine yerlestirilmis ve kontrollii kosullarda (25°C
sabit sicaklik ve karanlikta) 48 saat ¢imlendirilmistir. Yaklasik ayni kok uzunluguna
sahip fideler, 0.5 L Hoagland besin ¢ozeltisi (pH’s1 0.05 M KOH kullanilarak 6.0+0.1°¢
ayarlanmisg) igeren hidroponik kiiltiir ortamina transfer edilmistir. Hidroponik kiiltiirde
kullanilan 1 L’lik plastik kaplarin kapaginda alt1 kesilmis ve plastik fileden orgii ile
kapatilmig 5 adet falkon tilipiindeki filenin iizerine fideler yerlestirilmistir. Fideler,
kontrollii iklim kabininde (25£1°C, 260 pmol m=2 s foton akis yogunlugu, 12:12 saat
fotoperiyot ve %60 nem) 5 giin boyunca biiylitiilmiistiir.

Bes giinliik misir fideleri, 150 uM Pb stresi [kursun Il nitrat, Pb(NO3).] ve/veya 25 uM
TU (CHsN2S)’in 4 farkli uygulamalarina 10 giin boyunca maruz birakilmistir. Literatiir
taramalar1 dikkate alinarak etkili Pb (100, 150 ve 200 pM) ve TU (25 ve 50 uM) test
konsantrasyonlarini  belirlemek igin 6n calismalar  gergeklestirilmistir.  Pb
konsantrasyonu biiyiime inhibisyonu temelinde 150 pM olarak belirlenmistir. Etkili TU
konsantrasyonu ise Pb’un neden oldugu biiylime inhibisyonunu azaltma etkisi temelinde

25 uM olarak belirlenmistir. Uygulama gruplari sunlardir:

(1) Kontrol: Sadece besin ¢ozeltisi

(2) TU: 25 uM TU igeren besin ¢ozeltisi

(3) Pb: 150 uM Pb igeren besin ¢ozeltisi

(4) TU + Pb: 25 uM TU + 150 uM Pb igeren besin ¢ozeltisi
Kaplardaki besin ¢ozeltileri giin agir1 degistirilmistir.

Uygulamalardan sonra fide biiylimesi, Pb birikimi, lipid peroksidasyonu, antioksidan
enzim aktivitelerinin belirlenmesi yan1 sira RNA-Seq analizleri i¢in fideler hasat

edilmistir. Lipid peroksidasyonu, antioksidan enzimlerin aktivitelerinin belirlenmesi ve
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transkriptomik analizler i¢in misir fidelerinin tam gelismis 2. yaprak dokulari

orneklenmis ve kullanilincaya kadar —80°C’de muhafaza edilmistir.

3.2 Fidelerin Yas ve Kuru Agirhiklarinin Belirlenmesi

Pb velveya TU’niin farkli uygulamalarina maruz birakilan musir fidelerinin yas
agirhiklart (YA, mg fide?) belirlendikten sonra 80°C’lik etiivde 48 sa siireyle

kurutulmus ve bu siire sonunda kuru agirliklar1 (KA, mg fide™!) belirlenmistir.

3.3 Kadmiyum Birikiminin Belirlenmesi

Pb ve/veya TU’niin farkli uygulamalarina maruz kalan musir fidelerinden drneklenen
kurutulmus toprak istii ve kok dokularinda Pb birikimi NMKL (1998)’ye gore
belirlenmistir. Fide doku 6rnekleri (0.5 g), 10 mL nitrik asit (HNO3, %65) kullanilarak
mikrodalga firinda (Berghof Products + Instruments, Germany) yakilmistir. Bu islem
sonunda doku ornekleri filtre edilmis ve distile su ile son hacimleri 100 mL’ye
tamamlanmistir.  Kalibrasyon egrisi, stok Pb  ¢ozeltisinden (1000 ppm;
Inorganic Ventures, Christiansburg, Virginia, USA; CGCR(3)1-1, Lot # A2—CR03007)
hazirlanan farkli konsantrasyondaki ¢ozeltiler kullanilarak elde edilmistir. Kalibrasyon
egrisinin korelasyon katsayis1 (r? = 0.999 ve iizeri) ve drneklerin Pb konsantrasyonlari
Winlab32 paket programi kullanan ICP/OES (Inductively Coupled Plasma/Optical
Emission Spectrometry, Perkin Elmer 2100 DV) cihaz1 ile hesaplanmistir. Pb igin
analitik belirleme limiti 0.05 mg L olacak sekilde ayarlanmistir. Pb birikimi pg g~ KA

olarak hesaplanmustir.

3.5 Klorofil I¢eriginin belirlenmesi

Kontrol, TU, Pb ve TU+Pb uygulamalarma maruz birakilan misir fidelerinin yaprak
dokularindan toplam klorofil (Klo a + b) igerigi Wellburn (1994)’e gore belirlenmistir.
Uygulamalara ait fidelerin yapraklarindan yaklagik 50 mg taze yaprak dokusu
alimmustir. Kiiclik pargalara ayrilan dokular, 10 mL sogutulmus metanol iceren agzi

kapakli cam test tiiplerine alimistir. Pigmentlerin tamamen metanole geg¢mesi i¢in
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tiipler 48 sa siiresince +4°C ve karanlikta bekletilmistir. Her uygulamaya ait ¢ozeltinin
Klo a ve Klo b absorbanslar1 sirasiyla 666 ve 653 nm dalga boylarinda,
spektrofotometre kullanilarak belirlenmis ve asagidaki formiillere gore taze agirlik (TA)

temelinde mg g~ TA olarak hesaplanmistir (Wellburn 1994):

Klorofil a (Klo a)= 15.65A666 — 7.34A653 x S*
Klorofil b (Klo b)=27.05A653 — 11.21A666 X S

* S: Seyreltme katsayisi

3.6 Malondialdehit Iceriginin Belirlenmesi

Kontrol, TU, Pb ve TU+Pb uygulamalarina maruz birakilan musir fidelerinin yaprak
dokularinda lipid peroksidasyonunun bir gostergesi olan malondialdehit (MDA)
miktarinin belirlenmesi Heath ve Packer (1968)’a goére yapilmistir. Yaprak doku
ornekleri (250 mg), trikloroasetik asit (TCA, 5 mL %5) ile homojenize edilmistir. Elde
edilen homojenatlar santrifiij (+4°C, 12.000 xg ve 5 dakika) edilmistir. Siipernatandan
250 puL alinarak iizerine tiyobarbiitirik asit (TBA, %0.5) iceren TCA (%20) ¢ozeltisi
ilave edilmistir. Bu karisim 95°C’ye ayarlanmis sicak su banyosunda 30 dakika
tutulmustur. Sicak su banyosundan uzaklastirilan 6rneklerdeki reaksiyonlar1 durdurmak
icin tiipler buz banyosuna alinmistir. Daha sonra test tiiplerine (2 mL) alinan 6rnekler
santrifiij (10.000 xg, 10 dakika) edilmistir. Stipernatanlar kuvars kiivetlere alinmis ve
TU—-1880 Double Beam UV—VIS spektrofotometrede 532 ve 600 nm dalga boylarinda
absorbanslar1 dl¢lilmiistiir. Tiyobarbitiirik asit (TBA, %0.5) iceren TCA (%20) ¢ozeltisi
kor (6rnek icermeyen) olarak kullanilmistir. Yaprak dokularimin MDA igerigi molar
ekstinksiyon katsayis1 (¢ = 155 mM=t cm™) kullamlarak pmol g TA olarak

belirlenmistir.
3.7 Antioksidan Enzim Aktivitelerinin Belirlenmesi
Kontrol, TU, Pb ve TU+Pb uygulamalarina maruz birakilan musir fidelerinin yaprak

dokularindan ornekler (500 mg) almmistir. Dokular 1 mM EDTA, %1 (w/v)
polivinilpirolidon (PVP) iceren potasyum fosfat tamponunda (5 mL, 50 mM, pH 7.0)
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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.

3.7.1 Siiperoksit Dismutaz (SOD) Aktivitesi

SOD (EC 1.15.1.1) aktivitesi, nitroblue tetrazolium (NBT) metoduna (Beauchamp ve
Fridovich 1971) gore yapilmistir. NBT nin 1s1kta indirgenmesinin 560 nm’de 6l¢iilmesi
ile belirlenmistir. 50 mM fosfat tamponu (pH 7.8), 0.1 mM EDTA, 13 mM metionin, 75
uM NBT ve %1’lik Triton X—100 ig¢eren karistma 70 ul enzim ekstrakti ilave
edilmistir. Bu karisima 2 uM riboflavin eklenerek test tiipleri 10 dakika i¢in beyaz 151k
kaynag: altina yerlestirilmis ve reaksiyon baslatilmistir. Orneklerin absorbans degerleri,
560 nm’de TU—1880 Double Beam UV—VIS spektrofotometre ile belirlenmistir. Bir
tinite SOD, deneysel kosullar altinda NBT indirgenmesinde %50 inhibisyona neden
olan enzim miktar1 olarak ifade edilmistir. Toplam SOD aktivitesi U mg- protein olarak

hesaplanmustir.

3.7.2 Guaiakol Peroksidaz (POD) Aktivitesi

POD (EC 1.11.1.7) aktivitesinin belirlenmesi Mika ve Liithje (2003)’e gbre yapilmistir.
Reaksiyon karisimi 25 mM sodyum—asetat—HCl (pH 5.0), 51.3 mM guaiakol, 12.5 mM
H20. ve 10 pL enzim ekstrakti icermektedir. Enzim ekstraktinin ilavesiyle reaksiyon
baslatilmis ve baslangi¢ ile 3 dakika sonundaki absorbans degerleri 470 nm’de
dlgiilmiistiir. Toplam POD aktivitesi, guaiakolun ekstinksiyon katsayisi (¢ = 26.6 mM~!

cm1) kullanilarak pmol min~* mg* protein olarak belirlenmistir.
3.7.3 Katalaz (CAT) Aktivitesi
Toplam katalaz aktivitesi (CAT; EC 1.11.1.6) Aebi (1984)’e gore belirlenmistir.

Potasyum fosfat tamponu (50 mM, pH 7.0) ve H2O2 (10.6 mM) igeren reaksiyon

karisimi hazirlanmistir. Enzim ekstrakti (25 pL) ilave edilerek reaksiyon baslatilmistir.
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H207’in 3 dakika i¢in 240 nm’de (¢ = 39.4 mM-! cm) bozunmasi ile CAT aktivitesi

pmol min-t mg-! protein olarak belirlenmistir.

3.7.4 Askorbat Peroksidaz (APX) Aktivitesi

Askorbat peroksidaz (APX; EC 1.11.1.11) aktivitesi Nakano ve Asada (1987)'ya gore
belirlenecektir. Reaksiyon karigimi 50 mM fosfat tamponu (pH 7.0), 0.1 mM EDTA,
0.25 mM askorbat, 5 mM H20; ve enzim ekstraktindan hazirlanmistir. Askorbik asidin
oksidasyon orani, spektrofotometre kullanilarak 3 dakika i¢cin 290 nm'de absorbanstaki
azalmay1 takiben belirlenmistir. Toplam APX aktivitesi, askorbatin ekstinksiyon

katsayis1 (g = 2.8 mM™* cm™) kullanilarak EU dk™* mg™? protein olarak hesaplanmistir.

3.8 Transkriptomik Analizler

3.8.1 RNA Ekstraksiyonu

Kontrol, TU, Pb ve TU+Pb uygulamalarina maruz birakilan musir fidelerinin yaprak
dokularindan toplam RNA izolasyonu ticari kit (Norgen Biotek Corp. Total RNA
Purification Kit) kullanilarak gerceklestirilmistir.

1) Calismaya baslamadan Once tiim ¢ozeltiler, steril odada ve oda sicakliginda
hazir hale getirilmistir.

2) Tum santrifiijleme islemleri oda sicakliginda ve aksi belirtilmedikge 14.000
rpm’de  mikrosantrifiij  (Hettich Mikro 20, Almanya) kullanilarak
gergeklestirilmistir.

3) 2-Merkaptoetanol igeren lizis tamponu C (Lysis Buffer C) hazirlanmigtir. Her 1
mL lizis tamponu C i¢in 10 pL. 2—merkaptoetanol eklenmistir. Lizis tamponu
C’ye 2—merkaptoetanol eklenmesi opsiyonel olmasina karsin ¢ogu bitki dokusu
i¢in eklenmesi onerilmektedir.

4) Yikama ¢ozeltisi A (Wash Solution A), 38 mL konsantre yikama ¢ozeltisi A’ya
90 mL %96—-100 etanol eklenerek hazirlanmistir.

5) Yaprak dokularindan lizat hazirlanmasi asagidaki gibidir:

a) —80°C’den alinan yaprak dokular1 ¢dziilmeden havan igerisinde sivi azotla
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b)

f)

ince bir toz haline getirilmistir. Yaprak dokular1 (yaklasik 50 mg), sivi
azotla sogutulmus 1.5 mL’lik santrifijj tiipline (RNaz igermeyen) yine sivi
azot ile sogutulmus spatiil ile aktarilmistir.

Toz haline getirilen dokularin ¢oziilmesine izin verilmeden sivi azotun
havandan buharlagmasi saglanmistir.

Her bir tiipe 600 pL lizis tamponu C eklenmis ve karigim vorteks ile
homojenize edilmistir.

Homojenize edilen dokular 1sitict bloga yerlestirilerek 55°C’de 5 dakika
inkiibe edilmis ve bu siire zarfinda tiipler ara sira vortekslenmistir.
Inkiibasyon sonrasinda bir filtre kolonu (beyaz halkali) temiz 1.5 mL’lik
toplama tiipline takilarak elde edilen lizat kolona yiiklenmis ve kolonun
hiicre kalintisini tutmasi igin 2 dakika 14.000 rpm’de santrifiij edilmistir.
Filtre kolonu atilarak tiipte toplanan lizatin hacmine esit hacimde (her 100
uL lizata 100 pL etanol) %96—100’lik etanol eklenmis (toplam hacim 1.2

mL) ve tiip vortekslenerek bir sonraki basamaga (6a) gecilmistir.

6) RNA’nin kolona baglanmasi islemleri asagidaki sekilde yapilmustir:

a)

b)

d)

Kit igerisinden ¢ikan toplama tiiplerinden birine bir spin kolon (gri halkalr)
yerlestirilmistir.

Kolon iizerine 600 pL lizat eklenmis ve 6.000 rpm’de 1 dakika
santrifiijlenmistir. Bu asamada, lizatin tamaminin toplama tiipiine gegmesi
saglanmali, aksi taktirde lizat iceren kolon 14.000 rpm’de bir dakika daha
santrifiijlenmelidir.

Toplama tiipiindeki sliziintii atilarak kalan 600 pL lizat mevcut spin kolona
tekrar yiiklenmis ve 6.000 rpm’de 1 dakika santrifiijlenmistir. Bu agsamada,
lizatin tamaminin toplama tiipiine ge¢mesi saglanmali, aksi taktirde lizat
iceren kolon 14.000 rpm’de bir dakika daha santrifiijlenmelidir.

Lizat hacmine bagli olarak, 6b ve 6¢ iki kez tekrarlanmistir.

7) Spin kolonunun yikama ¢6zeltisi A (Wash solution A) ile yikanmasi islemleri

asagidaki gibidir:

a)

Spin kolona 400 pL yikama ¢ozeltisi A eklenerek 14.000 rpm’de 1 dakika
santrifiijlenmistir. Bu asamada, lizatin tamaminin toplama tiipiine gegmesi

saglanmali, aksi taktirde lizat iceren kolon 14.000 rpm’de bir dakika daha
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santrifiijlenmelidir.

b) Toplama tiipiindeki siiziintii atilir ve spin kolon, ayni toplama tiipiine
yeniden yerlestirilmistir.

c) Tekrar 400 puL yikama ¢6zeltisi A mevcut spin kolona eklenmis ve 14.000
rpm’de 1 dakika santrifiijlenerek spin kolon ikinci kez yikanmistir.
Ardindan toplama tiiplindeki siizlintii atilarak spin kolon ayni toplama
tiipline yeniden yerlestirilmistir.

d) Tekrar 400 puL yikama ¢6zeltisi A mevcut spin kolona eklenmis ve 14.000
rpm’de 1 dakika daha santrifiijlenerek kolon iigiincii kez yikanmistir.
Toplama tiipiindeki siiziintii atilarak spin kolon ayni toplama tiipiine
yeniden yerlestirilmistir.

e) Kolonu tamamen kurutmak igin kolon 14.000 rpm’de 2 dakika
santrifiijlenmis ve toplama tiipii atilmistir.

8) Spin kolondaki RNA’nin eliisyon ¢ozeltisi A (Elution Solution A) ile eliisyonu
islemleri asagidaki gibidir:

a) Spin kolon, RNaz igermeyen 1.7 mL’lik eliisyon tiipline yerlestirilmis ve
kolona 75 pL eliisyon ¢ozeltisi A eklenmistir.

b) 2.000 rpm’de 2 dakika ve ardindan 14.000 rpm’de 1 dakika daha
santrifiijleme islemi yapilmigtir. Eger eliisyon tiipiinde, spin kolona
yiiklenen 75 pL eliisyon ¢ozeltisinin tamami siiziilmemis ise toplama
tipiindeki spin  kolon tekrar 14.000 rpm’de 1 dakika daha
santrifiijlenmistir.

9) Eliie edilen RNA'nin depolanmasi asagidaki gibidir:
Eliisyon tiiplinde toplanan ve —80°C’de muhafaza edilen saf RNA ornekleri

RNA-Seq analizlerde kullanilmigtir.

3.8.2 RNA-seq Analizleri
1) Wet Lab asamasindaki igslemler asagidaki gibidir:
a) Elde edilen RNA'nin kalitesi, Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent RNA 6000
Nano Kit) kullanilarak tespit edilmistir.
b) RNA sekanslama i¢in Oncelikle hedef RNA’ya gore deplesyon yapilmustir.
Boylece hedef RNA’dan rRNA ve miRNA’lar uzaklastirilmistir.
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2)

9)

h)

)

K)

Daha sonra poli-T oligoya bagli manyetik boncuklar kullanilarak poli—A
iceren mRNA molekiilleri saflastirilmistir.

RNA deplesyonunun ardindan, mRNA yiiksek sicaklik altinda iki degerlikli
katyonlar kullanilarak kii¢iik parcalara ayrilmistir.

Boliinmiis RNA fragmanlari, ters transkriptaz ve rastgele primerler
kullanilarak tek zincirli cDNA'ya doniistiirilmiistiir.

Daha sonra DNA Polimeraz I ve RNaz H kullanilarak ikinci iplik¢ik olan
cDNA sentezlenmistir.

Manyetik boncuklarla toplanan ¢cDNA pargalarinin uglar1 onarilmis (son
onarim) ve 3' u¢larina adenin eklenmistir.

Bir sonraki adimda ligasyon temelli olarak fragmanlara adaptorler ve
barkodlar eklenmis ve PCR islemi gerceklestirilmistir.

Standart  teknolojilerin  aksine, ikinci PCR  asamasi, DNA'y
"dairesellestirme" ad1 verilen bir asama ile yuvarlak bir zincire doniistiirerek
ayn1 zincir iizerinde DNA Nanoball (DNB) olusturulmus ve boylece PCR
hatalar1 en aza indirilmistir.

Olusturulan her bir DNB, Illumina Novaseq 6000 dizileme platformunda
akis hiicresindeki (Pattern Array) noktalara yerlestirilmistir.

Akis hiicresinde (Flow Cell) sekans islemi gerceklestirilmistir. Farkli
boyalarla isaretlenmis modifiye dNTP'leri iceren reaksiyon ¢ozeltisi akis
hiicresine ytliklenmistir.

[Mlumina Novaseq 6000 cihaz1 ile cPAS teknolojisi kullanilarak her

Nanoball'daki bazlarin okunmasi gergeklestirilmistir.

Verilerin degerlendirilmesi agagidaki gibidir:

a)

b)

Ornek bast +30 milyon ¢ift yonlii (paired—end) 2x100 bg’lik okuma elde
edilmistir.

Okuma islemi sonrasinda, elde edilen verilerin kalite kontrolii ve diizeltme
islemleri gergeklestirilmistir. Caligmada verilerin kalite kontroliiniin
saglanmasi amaciyla FASTQC programi kullanilmistir
(www.bioinformatics.babraham.ac.uk) (Andrews, 2010).

Dizileme siirecinde, fastq okuma verilerindeki diisiik kalitedeki baz
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d)

9)

h)

okumalari, sonraki analiz basamaklarinda sapmalara neden olmamasi igin
okumalardan kirpilmistir. Kalite filtreleri ve adaptor kirpma islemleri igin
Trimmomatic uygulamasi (stirim 0.39) kullanilmistir
(http://www .usadellab.org/cms/?page=trimmomatic). Buna gére Phred puan
20'den az olan okumalar kirpilmis ve 20 bazdan daha kisa okumalar
filtrelenmistir (Bolger vd. 2014).

Gen seviyesindeki ifade degerleri Kallisto araci (siirim 0.46.1) (Bray vd.
2016) ve tximport R paketi kullanilarak elde edilmistir. Zea mays cDNA
(komplementer DNA), ncRNA (kodlanmayan RNA) ve GTF (gen aktarim
format1) dosyalar1t Ensembl Plants veri tabanindan (siiriim 56) yiiklenmistir.
cDNA ve ncRNA, Kallisto araci ile birlestirilmis ve indekslenmistir.
Transkript diizeyindeki ham degerler kallisto quant fonksiyonu ile elde
edilmistir. Gen seviyesindeki ham degerler tximport araci ile hesaplanmistir.
Elde edilen kisa transkript dizileri, HISAT2 (Hierarchical Indexing for
Spliced Alignment of Transcripts) programi kullanilarak referans genoma
hizalanmustir.

Karsilagtirilan tim uygulamalarda diferansiyel olarak ifade edilen genler
(DEG’ler), DESeq2 R paketi (stirim 1.38.0) kullanilarak tespit edilmistir
(Love vd. 2014). Istatistiki analizlerden 6nce ham degerler DESeq?2 ile
normallestirilmistir. DESeq?2 ile normallestirmeden Once sifir sayimli genler
hesaplamalardan ¢ikarilmistir. Anormal degerler temel bilesen analizi (PCA)
ile tespit edilmistir. DESeq2 ile normallestirilmis gen sayilari, otomatik
Olceklendirmeden (ortalama merkezleme ve ardindan birim standart sapmaya
Olceklendirme) sonra PCA i¢in kullanilmistir.

Veri setindeki her gen i¢in p-—degerleri (p—value), diizeltilmis
(Benjamini—Hochberg diizeltmeli) p—degerleri (padj, p—adjusted) ve kat
degisimleri (FC, fold changes) DESeq2 paketi ile hesaplanmistir. Anlaml
DEG’ler, diizeltilmis p—degerine (p < 0,05) gore secilmistir. FC degeri 1'in
altinda olan DEG’ler azalan yonde diizenlenen (down-regulated) genler
olarak kategorize edilirken, FC degeri 1'in iizerinde olan genler artan yonde
diizenlenen (up—regulated) genler olarak siniflandirilmistir.

Karsilagtirilan uygulamalar arasinda DEG’lere ait ontoloji analizleri, Gen
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Ontolojisi (GO) veri bankasi (http://www.geneontology.org) kullanilarak
gerceklestirilmistir.

i) Gen Ontolojisi (GO) ve Kyoto Genler ve Genomlar Ansiklopedisi (KEGG)
yolaklarinin fonksiyonel zenginlestirme analizleri g:Profiler2 R paketi
(stirim 0.2.1) ile gergeklestirilmistir (Kolberg vd. 2020). Anlamli terimleri
p—degeri (p <0.05) esigine gore filtrelemek igin g:Profiler2 tarafindan
uygulanan c¢oklu test diizeltmesi kullanilmigtir. Tim DEG'ler, artan yonde
diizenlenen DEG'ler ve azalan yonde diizenlenen DEG'ler igin

zenginlestirme analizi ayr1 ayr1 uygulanmistir.

3.8.3 RNA-Seq Verilerinin Validasyonu

Kontrol, Pb, ve TU+Pb uygulamalarma maruz birakilan musir fidelerinin yaprak
dokularinda gergeklestirilen RNA—seq analizlerinden elde edilen veriler arasindan; bitki
stres savunma yanitt (Ozmotin—benzeri protein OSM34), iyon taginimi1 (ABC tasiyict G
ailesi tlyesi 34), sinyal iletimi (Mitojenle—kative olmus protein kinaz 17),
detoksifikasyon ve antioksidan savunma (Glutatyon transferase, EC 2.5.1.18),
transkripsiyonel diizenleme (MYB transkripsiyon faktorii), metal baglama ve homeostaz
(Metallotiyonein—benzeri protein), enerji metabolizmasi (Fosfoenolpiriivat karboksilaz
kinaz 3), karbon metabolizmas1 (Nisasta sentaz, EC 2.4.1.21), amino asit metabolizmasi
(Triptofan sentaz, EC 4.2.1.20) ve gelisimsel diizenleme (Homeobox—16sim zipper
protein, HD—ZIP protein) ile iliskili 10 gen segilmis ve qPCR analizi ile dogrulanmustir.
Yaprak dokularindan total RNA izolasyonu ticari kit (Norgen Biotek Corp. Total RNA
Purification Kit) kullanilarak gergeklestirilmistir. Elde edilen total RNA’lardan, Xpert
cDNA Synthesis Supermix kiti (GRiSP, Porto) kullanilarak cDNA’nin birinci ipligi
sentezlenmistir. Belirlenen 10 gen icin primerler, Primer3 (https://primer3.ut.ee/) araci
kullanilarak varsayillan parametrelerle tasarlanmis, benzersizlikleri BLAST araciyla
NCBI nr (non-redundant) veri tabaninda dogrulanmis ve erime egrisi analizleriyle
kontrol edilmistir. qPCR analizleri, f—aktin genine gore normalize edilmis ve relatif gen

ifade diizeyleri Livak ve Schmittgen (2001) metoduna gore (2 22“") hesaplanmustir.
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3.9 istatistiki Analizler

Denemeler uygulama grubu basina ii¢ biyolojik tekrar igerecek seklide tasarlanmustir.
Analizlerden elde edilen veriler SPSS paket programi (SPSS ver. 26, Chicago, IL, USA)
kullanilarak analiz edilmistir. Fizyolojik ve biyokimyasal analizlerden elde edilen
ortalamalar arasindaki Onemli diizeydeki (p <0.05) farkliliklar Duncan Coklu

Karsilastirma Testi (DMRT) ile belirlenmistir.
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4. BULGULAR

4.1 Biiyiime Uzerine TU Uygulamasi ve Pb Stresinin EtKisi

Misir fideleri kontrol, TU (25 puM), Pb (150 uM) ve TU+Pb uygulamalarina maruz
birakilmistir. Kontrole gére Pb uygulamasinda govde ve kokiin taze ve kuru agirliklar
onemli diizeyde azalmistir (Cizelge 4.1). Bu azalmalar, gévde taze ve kuru agirligi igin
sirastyla %54.47 ve %49.13 oraninda belirlenirken, kok taze ve kuru agirligi igin
sirastyla %51.80 ve %45.10 oraninda belirlenmistir. Pb uygulamasina gore TU+Pb
uygulamasinda hem goévde taze ve kuru agirligi hem de kok taze ve kuru agirligim
onemli diizeyde artirmistir. Bu artiglar, govde taze ve kuru agirligi i¢in sirasiyla %32.05
ve %30.12 oraninda belirlenirken, kok taze ve kuru agirlig icin sirastyla %30.20 ve
%65.50 oraninda belirlenmistir (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1 Misir fidelerinde govde ve kok dokularmnin biiyiimesi iizerine Pb (150 pM) ve TU
(25 uM) uygulamalarmin etkisi

Govde Govde Kok Kok
Uygulamalar Taze agirhk Kuru agirhk Taze agirhk Kuru agirhk
(mg fide™) (mg fide™) (mg fide™) (mg fide™)
Kontrol 3.24+£0.19* 211.0+13.8° 968.7 + 15.1° 51.0+1.6°
TU 2.99+0.192 189.3+ 11.92 920.3 + 58.42 48.0 + 2.62
Pb 1.48 +£0.10° 107.3+£9.0° 467.0 £ 22.5° 28.0+£2.3°
TU+Pb 1.95 +0.06° 139.7+4.3° 608.0 £ 11.2° 46.3+1.8%

*Her bir parametre igin farkli harfler (a—c), Duncan ¢oklu karsilagtirma testine gore ortalamalar arasinda
onemli diizeydeki farki gosterir (p <0.05). Tiim veriler ortalama + standart hata (SE) olarak ifade
edilmistir.

4.2 TU Uygulamasimin Pb Birikimi Uzerine Etkisi

Kontrol, TU, Pb ve TU+Pb uygulamalarina maruz kalan misir fidelerinin gévde ve kok
dokularinda Pb igerigi belirlenmistir (Cizelge 4.2). Kontrol ve TU uygulanmis misir
fidelerinde Pb seviyeleri tespit limitlerinin altinda oldugu igin belirlenememistir.
Bununla birlikte, Pb stresine maruz birakilan misir fidelerinin gévde ve koklerinde

onemli diizeyde Pb birikimi belirlenmistir. Pb’a gére TU+Pb uygulamasinda Pb birikimi
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govde dokularinda 6nemli diizeyde azalirken (%18.77), kok dokularinda ise 6nemsiz

bulunmustur (Cizelge 4.2).

Cizelge 4.2 Misir fidelerinde govde ve kok dokularmin Pb icerigi iizerine Pb (150 uM) ve TU
(25 puM) uygulamalarmin etkisi

Uygulamalar Govde Cd_})irikimi Kok Cd l_)lirikimi
(mg kg™ KA) (mg kg™ KA)

Kontrol ND ND

TU ND ND

Pb 250.3 £23.6" 7403.3 +276.32

TU+Pb 203.3 +3.5P 6985.3 + 78.22

*Her bir parametre i¢in farkli harfler (a—b) Duncan ¢oklu karsilastirma testine gore ortalamalar arasinda
onemli diizeydeki farki gosterir (p <0.05). Tiim veriler ortalama + standart hata (SE) olarak ifade
edilmistir.

4.3 Klorofil i¢erigi Uzerine TU Uygulamasi ve Pb Stresinin Etkisi

Kontrol, TU, Pb ve TU+Pb uygulamalarina maruz kalan musir fidelerinin yaprak
dokularinda klorofil igerikleri belirlenmistir (Cizelge 4.3). Buna gore, kontrole gore Pb
ve TU+Pb uygulamalarinda klorofil icerigi énemli diizeyde azalma gdsterirken, Pb
uygulamasina gére TU+Pb uygulamasinda klorofil igerigi dnemli diizeyde artmistir

(Cizelge 4.3).

Cizelge 4.3 Misir fidelerinde yaprak dokularinin klorofil igerigi {izerine Pb (150 uM) ve TU (25
uM) uygulamalarinin etkisi

Uygulamalar mg/g TA

Kontrol 5.73+0.38*"
TU 5.66 + 0.41°8
Pb 2.10 +0.18°
TU+Pb 3.35+0.20°

*Her bir parametre i¢in farkli harfler (a—c) Duncan ¢oklu kargilagtirma testine gore ortalamalar arasinda
Oonemli diizeydeki farki gosterir (p <0.05). Tim veriler ortalama + standart hata (SE) olarak ifade
edilmigtir.
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4.4 Lipid Peroksidasyonu ve Antioksidan Enzim Aktiviteleri TU Uygulamasi ve Pb
Stresinin Etkisi

Maisir fidelerinin yapraklarindaki lipid peroksidasyon seviyeleri malondialdehit (MDA)
iceriklerinin bir Ol¢lisi olarak degerlendirilmistir (Cizelge 4.4). MDA igerigi
bakimindan kontrol ile TU uygulamasi arasindaki fark énemsizdir. Kontrole gére Pb
uygulamasi lipid peroksidasyonunu énemli diizeyde artirirken, TU+Pb uygulamasinda

TU niin lipid peroksidasyonunu énemli diizeyde azalttig1 belirlenmistir (Cizelge 4.4).

Kontrole gére TU uygulamasinda yalmzca APX aktivitesi dnemli diizeyde artmistir
(Cizelge 4.4). Kontrole gore Pb uygulamasinda, SOD, POD, CAT ve APX aktivitesi
onemli diizeyde artmistir. Kontrole gore TU+Pb uygulamasinda SOD, POD ve APX
aktiviteleri onemli diizeyde artarken, CAT aktivitesi onemli diizeyde azalmigtir. Pb
uygulamasina goére TU+Pb uygulamasinda SOD ve APX aktiviteleri énemli diizeyde
azalmistir (Cizelge 4.4).

Cizelge 4.4 Misir fidelerinin yaprak dokularinda MDA igerigi ve antioksidan enzim aktiviteleri
iizerine Pb (150 uM) ve TU (25 pM)’nin farkl1 uygulamalarimin etkisi

Parametreler - Sygulamalar .
Kontrol TU Pb TU+Pb
lr:r“n]gfgige?gi 46.70+0.57 2 444+224%  723+108°  472+190°
agl?rﬁgtl";trﬁ:ﬂ i 6.45+0.99 2 479+041°  1523+029°  10.83+1.12°
;(n)(?l r?}'i‘;[‘jirtﬁ;[, oroein | 21494139%  24534206°  40.47398°  4213+3.18"
e rotein 033+003° 029620013  03410033"  0.54+0.023"
APX aktivitesi 140£0.19 ¢ 3.654£0.14%  6.66+0.77°¢ 470+ 0.51°

umol min~/ mg~ protein

*Her bir parametre igin farkli harfler (a—c), Duncan ¢oklu kargilagtirma testine gore ortalamalar arasinda
onemli diizeydeki farki gosterir (p <0.05). Tiim veriler ortalama + standart hata (SE) olarak ifade
edilmistir.
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4.5 Transkriptomik Analizler

Illumina paired—end dizileme yontemi (Illumina Novaseq 6000) kullanilarak kontrol, Pb
177.104.013 (yaklasik 177 milyon) ham dizileme okumasi elde edilmistir. RNA-seq
analizlerinde gruplar arasinda okuma sayilar1 ve hizalanma oranlar1 acisindan belirgin
farkliliklar gézlenmistir. Kontrol grubunda ortalama 17.6 milyon okuma elde edilmis
olup, pseudo—hizalanma orani ortalama %354.5 olarak hesaplanmistir. Pb uygulamasinda
ortalama okuma sayis1 12.5 milyon, pseudo-hizalanma orani ise %41.7 bulunmustur.
TU+Pb kombinasyonunda ortalama okuma sayis1 29.9 milyon ile en yiiksek diizeye
ulagmis, pseudo—hizalanma orani ise ortalama %60.0 olmustur. Protein kodlayan okuma
oranlari genel olarak yiiksek seyretmis ve ortalama olarak kontrol grubunda %96.6, Pb
uygulamasinda  %90.2, TU+Pb kombinasyonunda ise 9%96,0 bulunmustur.
Non-kodlayan okuma oranlari ise sirastyla kontrol i¢in %3.4, Pb i¢in %9.1 ve TU+Pb
icin %4.0 olarak belirlenmistir. Sekanslama kalitesi tiim gruplarda oldukga yiiksektir;
ortalama Q20 degerleri %99.4 ve Q30 degerleri %95.7 olarak tespit edilmistir. GC
icerikleri gruplar arasinda kiiciik farkliliklar géstermis olup, kontrol grubunda ortalama
%47, Pb uygulamasinda %49, TU+Pb kombinasyonunda ise %47 diizeyinde
bulunmustur (Cizelge 4.5).

Cizelge 4.5 RNA-seq analizlerine ait istatistikler.

Toplam ham Hizalanms Hizalama Protein
Grup Okﬁma (bay)  Okuma sayis %) kodlayan Q20" Q30" %GC
(baz) 0 okuma (%)
Kontrol 17.297.356 9.539.212 54.6 96.6 99.6 96.6 46.7
Pb 13.358.792 7.649.369 57.4 96.0 98.8 94.8 46.0
TU+Pb 29.245.288 16.950.833 60.7 96.0 99.5 96.4 47.7

“Q20, ortalama Phred kalite puani >20 olan toplam okumalarin yiizdesi, %99 baz dogrulugunu ifade eder.
"Q30, ortalama Phred kalite puan1 >30 olan toplam okumalarmn yiizdesi, %95 baz dogrulugunu ifade
eder.

DESeq2 ile normalize edilmis gen sayimlari, otomatik Ol¢eklendirme (ortalama
merkezleme ve ardindan birim standart sapmaya gore Olgcekleme) sonrasinda PCA
analizinde kullanilmistir. Sekil 4.1’de tiim Orneklere ait PCA analiz sonuglari
verilmistir. Hizalanma oraninin diisilk olmast ve PCA analizinde diger orneklerden

farkl1 bir profil sergilemesi nedeniyle Pb3 6rnegi DEG analizine dahil edilmemistir.
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Sekil 4.1 Tiim 6rnekler i¢in PCA grafigi.

4.5.1 Diferansiyel Olarak ifade Edilen Genlerin Belirlenmesi

Kontrol, Pb ve TU+Pb uygulamalarma maruz birakilan musir fidelerinin yaprak
dokularindan elde edilen toplam RNA’larin RNA—seq analizlerine gore siniflandirma ve
karsilastirma sonrasi elde edilen DEG’lere ait veriler Cizelge 4.6’de verilmistir. Pb
stresinin musir yapraklarindaki gen ifadesi {izerindeki ve TU uygulamasinin Pb
toksisitesi tlizerindeki etkilerini incelemek i¢in ikili karsilagtirmalar gergeklestirilmistir
(Sekil 4.2). DEG'ler [log2 (kat degisimi)| > 1 ve P <0,05 kosullariyla belirlenmistir.
Kontrole gore Pb uygulamasinda 38.572 gen analiz edilmistir. Buna gore, artan yonde
diizenlenen DEG’lerin sayis1 204, azalan yonde diizenlenen DEG’lerin sayis1 357 olarak
belirlenmistir. Kontrole gére TU+Pb uygulamasinda 37.965 gen analiz edilmistir. Buna
gore, artan yonde diizenlenen DEG’lerin sayist 1.037, azalan yonde diizenlenen
DEG’lerin sayis1 718 olarak belirlenmistir. Son olarak, Pb uygulamasma gére TU+Pb
uygulamasinda 38.478 gen analiz edilmistir. Buna gore, artan yonde diizenlenen
DEG’lerin sayisi 171 ve azalan yonde diizenlenen DEG’lerin sayis1 175 olarak
belirlenmistir. Uygulamalar arasinda ortak olarak ifade olan DEG’ler venn semasi

analizi gergeklestirilmistir (Sekil 4.2). Buna gére, Pb ile TU+Pb uygulamasi arasindaki
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253 DEG dabha ileri arastirmalar i¢in degerli adaylar olarak kabul edilmistir.

Cizelge 4.6 Uygulamalar arasi1 karsilagtirmalar sonucunda elde edilen gen sayilari.

Karsilastirilan Analiz edilen Artan yonde diizenlenen Azalan yonde diizenlenen
uygulamalar toplam gen sayisi genlerin sayis1 genlerin sayis1
(FC>1, padj<0,05) (FC<1, padj<0,05)
Kontrol/Pb 38.572 204 357
Kontrol/TU+Pb 37.965 1324 718
Pb/TU+Pb 38.478 171 175
(a) 1500 4 M Artan M Azalan (b)
1324

- 1200 -
&
>
@©
»n 900 -
e
E 600
% 4
w
(a]

300 -

175 171
0 -

K/Pb K/TU+Pb  Pb/TU+Pb Pb/ TU+Pb

Sekil 4.2 Kontrol, TU (25 uM), Pb (150 uM) ve TU+Pb (25 uM + 150 uM) uygulamalarina
maruz kalan musir fidelerinin yaprak dokularindan elde edilen DEG’lerin sayisi. a) Artan ve
azalan yonde diizenlenen DEG’lerin histogrami, b) DEG’lerin Venn diyagramu.

Her bir karsilagtirmadan elde edilen DEGs, tek bir listede birlestirilmis ve bu genler
temel alinarak pheatmap R paketi (stirim 1.0.12) (Kolde 2019) kullanilarak bir 1s1
haritasi olusturulmustur (Sekil 4.3). Is1 haritasinda ornekler arasindaki gen ifadesini
normalize etmek amaciyla satir bazli &lgeklendirme yontemi uygulanmistir. Ornek
gruplarmin - ve DEGs’lerin  kiimelenmesini  kolaylastirmak i¢in 1s1  haritasi
gorsellestirmesinde, iki profil arasindaki dogrusal korelasyonu olgen bir metrik olan

Pearson korelasyonu kullanilmaistir.
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Sekil 4.3 Her karsilastirmadan elde edilen DEG'lerin birlesimine dayali olarak orneklerin ve
genlerin gruplandirilmasini gosteren 1s1 haritast.

4.5.2 Molekiiler Fonksiyon ve Yolak Analizleri

Kontrol, Pb ve TU+Pb uygulamalarma maruz birakilan musir fidelerinin yaprak
dokularindan elde edilen toplam RNA’larin RNA-seq analizlerine gore tiim
karsilastirilan uygulamalarda (kontrol/Pb, kontrol/TU+Pb ve Pb/TU+Pb) tespit edilen
DEG’lerin zenginlestirildikleri GO ve KEGG terimlerine ait sayisal veriler Cizelge

4.7°de verilmistir.

Kontrole gore Pb uygulamasinda DEG’ler, GO ve KEGG yolaklarinda zenginlestirilmis
ve zenginlestirilen terimler agsagida verilmistir (Sekil 4.4). GO teriminde zenginlestirilen
DEG’ler anlamli olarak (p <0.05) 10 farkli biyolojik siire¢ (GO:0009314; radyasyona
yanit, GO:0009416; 15182 uyarisina tepki, GO:0009991; hiicre dis1 uyariya yanit,
GO:0031667; besin seviyelerine yanit, GO:0015977; karbon fiksasyonu, GO:0006091;
onciil metabolitlerin ve enerjinin liretimi, GO:0009768; fotosentez, fotosistem1'de 151k
yakalama, GO:0009765; fotosentez 1s1k Yyakalama, GO:0019684; fotosentez 1s1k
reaksiyonlart ve GO:0015979; fotosentez), 10 farkli hiicresel bilesen (GO:0031968;
organel dis membrani, GO:0055035; plastit tilakoid membrani, GO:0009534; kloroplast
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tilakoid membrani, GO:0031976; plastit tilakoidi, GO:0009579; tilakoid, GO:0031976;
kloroplast tilakoidi, GO:0009522; fotosistem 1, GO:0034357; fotosentetik membran ve
GO:0009521; fotosistem) ve 10 farkli metabolik fonksiyon (GO:0004611;
fosfoenolpiruvat karboksikinaz aktivitesi, GO:0016829; liyaz aktivitesi, GO:0046872;
metal iyonu baglama, GO:0043169; katyon baglama, GO:0008974; fosforibulokinaz
aktivitesi, GO:0046914; gecis metal iyonu baglama, GO:0016830; karbon-karbon liyaz
aktivitesi, GO:0046906; tetrapirol baglama, GO:0016491; oksidorediiktaz aktivitesi ve
GO:0016168; klorofil baglama) terimlerine zenginlestirilmistir (Sekil 4.4).

Cizelge 4.7 GO ve KEGG yolaklarinda kontrol, Pb ve TU+Pb uygulamalarmin
karsilastirilmasiyla elde edilen zenginlestirilmis terim sayilari (p < 0,05).

Karsilastirilan Zenginlestirilen Zenginlestirilen Zenginlestirilen

uygulamalar Kaynak tiim terimler artan terimler azalan terimler
GO:BS* 84 51 42
GO:HB* 36 1 45
Kontrol-Pb GO:MF* 31 5 30
KEGG 8 3 5
GO:BS 75 73 30
.. GO:HB 9 13 21
Kontrol-TU+Pb GO-MF 19 38 7
KEGG 4 7 6
GO:BS 41 2 32
.. GO:HB 4 TE 17
Pb-TU+Pb GO:MF 24 9 38
KEGG 1 1 1

*BS: Biyolojik Siire¢, HB: Hiicresel Bilesen, MF: Metabolik Fonksiyon, TE: Tespit Edilemeyen

KEGG zenginlestirme analizi sonucunda DEG’ler anlamli olarak (P < 0,05) 7 farkh
KEGG yolaginda (KEGG: 00500; nigasta ve siikroz metabolizmasi, KEGG: 01200;
karbon metobalizmasi, KEGG: 01310; azot dongiisi, KEGG: 00910; azot
metabolizmasi, KEGG: 00710; Calvin dongiisii ile karbon fiksasyonu, KEGG: 00196;
fotosentez—anten proteinleri ve KEGG: 01100; metabolik yolaklar) zenginlestirilmistir
(Sekil 4.4).
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Sekil 4.4 Kontrole gore Pb uygulamasinda tespit edilen DEG'lerin GO zenginlestirme analizi
sonuglar1. BS=Biyolojik Siire¢, HB=Hiicresel Bilesen, MF=Molekiiler Fonksiyon.

Kontrole goére TU+Pb uygulamasinda DEG’ler, GO ve KEGG yolaklarinda
zenginlestirilmis ve zenginlestirilen terimler asagida verilmistir (Sekil 4.5). GO
teriminde zenginlestirilen DEG’ler anlamli olarak (p <0.05) 10 farkli biyolojik siirecte
(GO:0016054; organik asit katabolik siireci, GO:0006749; glutatyon metabolik siireci,
GO0:0042221; kimyasala yanit, GO:0019752; karboksilik asit metabolik siireci,
GO0:0010035; inorganik maddelere yamit, GO:0044281; kiigiik molekiil metabolik
stireci, GO:0043436; okso asit metabolik siireci, GO:0006082; organik asit metabolik
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stireci, GO:0006790; kiikiirtli bilesik metabolik siireci, GO:0044282; kiigiik molekiil
katabolik siireci) zenginlestirilmistir (Sekil 4.5).

Alfa-linolenik asit metabolizmasi - .
Nisasta ve sikroz metabolizmasi-
Metabolik yolaklar o
Sekonder metabolitlerin biyosentezi- ®
Glukozil transferaz aktivitesi- .
Alanin glioksilat transaminaz aktivitesi- .

Stlfat transmembran tasiyici aktivitesi-
Udp-glukoziltransferaz aktivitesi
Udp-glikoziltransferaz aktivitesi-
Ri'quor'nun'yaplsal k')ilesen.i-
T At A et
Katalitik aktivite-

Gen orani
Oksidoreduktaz aktivitesi- ® 01
Glutatyon transferaz aktivitesi- ® 02
Plastit - ° ® 03
Kloroplast 1 ° @04
Ribozomal biytik alt birim- °
Ribozom ° P degeri
Ribozomal kiiguik alt birim- ° 0.020
Sitozolik ribozomal biytik alt birim ° 0.015
Sitozolik ribozom - . 0.010
Ribozomal alt birim ° 0.005
Sitozol °

Organik asit katabolik stireci-
Glutatyon metabolik stireci-
Kimyasala yanit -

Karboksilik asit metabolik stireci
inorganik maddelere yanit -

Kugtik molekil metabolik stireci-
Okso asit metabolik stireci-
Organik asit metabolik stireci-
Kukurtlu bilesik metabolik stireci-
Kugtik molekul katabolik stireci-

e o © 0 0 o o O o

GOBS GOHB GOMF KEGG

Sekil 4.5 Kontrole gére TU+Pb uygulamasinda tespit edilen DEG'lerin GO zenginlestirme
analizinin sonuglari. BS=Biyolojik Siire¢, HB=Hiicresel Bilesen, MF=Molekiiler Fonksiyon.

GO teriminde zenginlestirilen DEG’ler anlamh olarak (p <0.05) 9 farkli hiicresel
bilesen [GO:0009536; plastid, GO:0009507; kloroplast, GO:0015934; ribozomal biiyiik
alt birim, GO0:0005840; ribozom, GO:0015935; ribozomal kiicik alt birim,
GO0:0022625; sitozolik ribozomal biiyiik alt birim, G0O:0022626; sitozolik ribozom,
G0:0044391; ribozomal alt birim, GO:0005829; sitozol] ve 10 farkli metabolik
fonksiyon [G0:0046527; glukozil transferaz aktivitesi, GO:0008453; alanin glioksilat

transaminaz aktivitesi, GO:0015116; siilfat transmembran tasiyict aktivitesi,
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G0:0035251; Udp—glukoziltransferaz aktivitesi, GO:0008194; Udp—glikoziltransferaz
aktivitesi, GO:0003735; ribozomun yapisal bileseni, GO:0016765; transferaz aktivitesi,
alkil veya aril (metil disindaki) gruplariin aktarilmasi, GO:0003824; katalitik aktivite,
G0:0016491; oksidorediiktaz aktivitesi ve GO:0004364; glutatyon transferaz aktivitesi)
terimlerine smiflandirilmistir. KEGG zenginlestirme analizi sonucunda DEG’ler
anlamli olarak (p <0.05) 4 farkli KEGG yolaginda (KEGG: 00592; alfa—linolenik asit
metabolizmasi, KEGG: 00500; nisasta ve siikroz metabolizmasi, KEGG: 01100;
metabolik yolak ve KEGG: 01110; sekonder metabolitlerin biyosentezi)
zenginlestirilmigtir (Sekil 4.5).

Pb uygulamasma gore TU+Pb uygulamasinda DEG’ler, GO ve KEGG yolaklarinda
zenginlestirilmis ve zenginlestirilen terimler asagida verilmistir (Sekil 4.6). GO
teriminde zenginlestirilen DEG’ler anlamli olarak (p <0.05) 10 farkli biyolojik siireg
(GO:0015979; fotosentez, GO:0009260; riboniikleotid biyosentetik  siireci,
G0:0009206; piirin riboniikleozid trifosfat biyosentetik siireci, GO:0009145; piirin
niikleozid trifosfat biyosentetik siireci, GO:0015074; DNA entegrasyonu, GO:0010200;
kitine yanit, GO:0006790; kiikiirtlii bilesik metabolik siireci, GO:0006749; glutatyon
metabolik  siireci, GO:0009201; riboniikleozid trifosfat biyosentetik — siireci,
G0:0009142; niikleozid trifosfat biyosentetik siireci, 4 farkli hiicresel bilesen
(GO:0034357; fotosentetik membran, GO:0045259; proton tasiyan ATP sentaz
kompleksi, GO:0033178; proton tasiyan iki sektorlit ATPaz kompleksi, katalitik bolge,
G0:0045261; proton tagiyan ATP sentaz kompleksi, katalitik ¢ekirdek f(1)), 10 farkh
metabolik fonksiyon [G0:0008194; Udp-—glikoziltransferaz aktivitesi, GO:0016874,
ligaz aktivitesi; GO:0035251; Udp—glukoziltransferaz aktivitesi, GO:0080044; kersetin
7—-0O—glukoziltransferaz aktivitesi, G0:0080043; kersetin 3—O-glukoziltransferaz
aktivitesi, GO:0016765; transferaz aktivitesi, alkil veya aril (metil disindaki) gruplarinin
aktarilmasi, GO:0016160; amilaz aktivitesi, GO:0016161; beta—amilaz aktivitesi,
G0:0102229; amilopektin maltohidrolaz aktivitesi, GO:0004364; glutatyon transferaz
aktivitesi] terimlerine smiflandirilmistir. KEGG zenginlestirme analizi sonucunda
DEG’ler anlamli olarak (P < 0,05) 1 farkli KEGG yolaginda (KEGG: 00941; flavonoid
biyosentezi) zenginlestirilmistir (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6 Pb’a gore TU+Pb uygulamasinda tespit edilen DEG'lerin GO zenginlestirme
analizinin sonuglari. BS=Biyolojik Siire¢, HB=Hiicresel Bilesen, MF=Molekiiler Fonksiyon.

4.5.2.1 Fotosentez ile liskili DEG’lerin Analizleri

KEGG zenginlestirme analizine gore fotosentez ile iliskili genlerin transkripsiyonu
K/Pb ve Pb/TU+Pb uygulamalarinda énemli diizeyde degisiklik gostermistir (Sekil 4.7).
Fotosistem Il (FSII) bilesenleri, 6zellikle OEC 23 kDa altbirim, FSII D1 proteini ve
FSII 10 kDa proteini, Pb altinda kontrol kosuluna kiyasla belirgin bir diisiis
gostermistir. Benzer sekilde, klorofil a—b baglayici proteinler de cogunlukla Pb stresi ile

azalirken, bazi alt birimler (6rnegin OEE1 ve OEE3) azalan yonde diizenlenmistir.

Fotosistem | (FSI) bilesenleri, 6zellikle P700 klorofil a apoproteinleri (Al ve A2) ve
FSI reaksiyon merkezi alt birimleri, Pb altinda azalma gostermis, bu da elektron tagima
zincirinde potansiyel aksamalara isaret etmektedir. Ferredoksin ve ferredoksin—-NADP*

rediiktaz (FNR) gibi elektron tasiyicilari da Pb ile azalmistir. Ayrica, karbon
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fiksasyonunda gorevli enzimler olan rubiloz bisfosfat karboksilaz (Rubisco) biiyiik alt
birimi ve fosforibulokinaz enzimlerini kodlayan genlerin ifadesi Pb stresi kosularinda
azalmistir. Ayrica, karbonik anhidraz ve malik enzimi (ME) proteinlerini kodlayan bazi

izoformlar Pb stresi kosullarinda artarken bazilar1 azalmistir (Sekil 4.7).

Zm00001eb015070

Zm00001eb171230 [ 1
Zm00001eb254450
Zm000016b123000
0.5
0
-0.5
-1

Zm00001eb435690
Zm00001eb437210
Zm00001eb066480
Zm00001eb247580
Zm00001eb161390
Zm00001eb436790
Zm00001eb138650
Zm00001eb316290
Zm00001eb207130
Zm00001eb212520
Zm00001eb357740
Zm00001eb087480

Zm00001eb107560
Zm00001eb435440
Zm00001eb325410
Zm00001eb434990
Zm00001eb158800

0001eb346640

Zm00001eb014600

Sekil 4.7 Fotosentez ile iliskili DEG’leri gosteren 1s1 haritasi.
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Diger taraftan, TU+Pb uygulamasi, Pb stresinin olumsuz etkilerini kismen
hafifletmistir. FSII ve FSI bilesenlerinin ¢ogu, TU+Pb ile ifade seviyelerini artirmus,
baz1 klorofil a—b baglayici proteinler ve OEE alt birimleri kontrol seviyelerinin {izerine
cikmistir. Karbon fiksasyon enzimleri de TU+Pb ile artis gdstermistir. Ornegin, Rubisco
bliyiik alt birimi ve fosforibulokinaz genlerinin ifade seviyeleri, Pb uygulamasina
kiyasla artis gostermistir. Benzer sekilde, KA ve ME enzimlerini kodlayan genler de Pb
uygulamasina gére TU+Pb uygulamasinda artmustir (Sekil 4.7).

4.5.2.2 Transmembran Tasimimu ile iliskili DEG’lerin Analizleri

KEGG zenginlestirme analizine gore transmembran tasmimi ile iliskili genlerin
transkripsiyonu  K/Pb ve Pb/TU+Pb uygulamalarinda ¢ogunlukla azalan yonde
diizenlemistir (Sekil 4.8). ABC tasiyicilarini kodlayan birgok gen genellikle Pb
uygulmasinda artis gostermistir. Ozellikle ABC transporter A ailesi iiyesi 7, ABC
transporter B ailesi iiyesi 21 ve bazi1 C ve G aile iiyeleri, Pb uygulamasi ile 6nemli
seviyede artig gostermistir. Ancak bazi {liyeler, 6rnegin ABC transporter B ailesi iiyesi
19°in, Pb uygulmasinda ifade seviyesi azalmistir. Diger tasiyici proteinler ve kanal
proteinleri de Pb stresinden etkilenmistir. Amino acid transporter ANT1, aquaporin PIP
ve TIP aileleri, bidirectional sugar transporters (SWEET) genelerinin ifade seviyeleri Pb

uygulamasinda artig géstermistir.

Diger taraftan, TU+Pb uygulamasi, Pb’nin olumsuz etkilerini kismen hafifletmis ve
cogu transmembran tasinim geninde ifade artis1 saglamistir. Ornegin, ABC transporter
A ailesi liyesi 7, ABC transporter B ailesi iiyesi 15 ve bircok C ve G alt aile iiyesini
kodlayan genlerin ifade seviyeleri Pb uygulmasmna gére TU+Pb uygulamasinda arts
gostermistir. Akuaporinler (PIP, TIP, NIP), amino asit tasiyicilari, H'/Pi kotransporter
ve CSC1-benzeri proteinlerin de TU+Pb uygulamasinda belirgin sekilde artis gosterdigi
belirlenmistir. Ayrica, metal tasiimi ile iligkili genlerin (HMA domaini—igeren
proteinler, vakuolar demir tasiyicisi, metal—nikotianamin tasiyicis1t YSL6 ve YSL7) Pb
uygulamasinda arttigi ve TU+Pb uygulamasi ile ifade seviyelerinin daha da arttig

belirlenmistir (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8 Transmembran taginimu ile iligskili DEG’lerin 1s1 haritast.

4.5.2.3 Stres Savunma ile Iliskili Genlerin Analizleri

KEGG zenginlestirme analizine gore stres savunma ile iligkili genlerin transkripsiyonu
K/Pb ve Pb/TU+Pb uygulamalarinda farkli sekilde diizenlenmistir (Sekil 4.9). Mevcut
arastirmada, Pb uygulamasi dehidrinler (DHN1, DHN3 ve DHN13) ve kuraklik—tesvikli
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proteinler gibi genlerin ifade seviyesinde belirgin sekilde artisa neden olmustur. Benzer

sekilde, hastalik direnci proteinler (RPM1, PIC17) ve patojenle—iligkili proteinleri

(PR10, PR3) kodlayan genlerin ifadesi de Pb stresi ile artig gostermistir (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9 Stres savunma sistemi ile iligskili DEG’lerin 1s1 haritasi.
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Stres savunma ile iligkili baz1 genlerin ifade seviyelerinin Pb stresi altinda azaldigi
gozlenmistir. Ornegin katalaz ve baz1 alkol dehidrogenaz (ADH) isoformlar1 degisken
yanitlar vermistir. Ayrica diisiik sicaklik and tuza yani proteinin OSRS8’i kodlayan
genlerin de Pb stresi ile baskilandig1 belirlenmistir (Sekil 4.9).

Bununla birlikte, TU+Pb uygulamasinin, cogu stres yamit geninde ek bir artisa neden
oldugu belirlenmistir. Arastirmamizda, DHN1, DHN3, kuraklik—tesvikli proteinler, PR
proteinleri, GST ailesi, peroksidazlar (peroksidaz, L-askorbat peroksidaz) ve
tiyoredoksin domaini—iceren proteinler gibi genler Pb uygulamasina gére TU+Pb
uygulmasinda artan ifade seviyesi sergilemistir. Ayrica bir¢cok tiyoredoksin proteinini
kodlayan genin ifade seviyeleri TU+Pb uygilamasinda artis gostermistir. Bununla
birlikte, ozmotin—benzeri  proteinler (OSM34), germin-benzeri  proteinler,
trehaloz—6—fosfat sentaz (TPS) izoformlari ve glutatyon S—transferaz (GST) aile
iiyelerini kodlayan bircok genin ifade seviyesi Pb uygulamasi ile artarken, TU+Pb
uygulamasi daha da fazla artmustir (Sekil 4.9).

4.5.2.4 Transkripsiyon Faktorleri ile Tliskili DEG’lerin Analzileri

KEGG zenginlestirme analizine gore transkripsiyon faktorleri ile iligkili genlerin
transkripsiyonu K/Pb ve Pb/TU+Pb uygulamalarinda farkli sekilde diizenlenmistir
(Sekil 4.10). AP2/ERF ailesi tiyelerinden AP2/ERF domain—containing protein gibi
genlerin ifade seviyesi Pb uygulamasinda artis gostermistir. Benzer sekilde DREB1 ve
DREBIc gibi genler de Pb uygulmasinda indiiklenmistir. BZIP faktorleri iginde G—box
binding factor 4 ve TGA4 genlerinin ifade seviyesi Pb uygulmasinda giiglii sekilde
artmistir. Baz1 WRKY ailesi iiyelerine ait genlerin ifade seviyeleri de Pb uygulamasinda
artan yonde diizenlenmistir. Ornegin, WRKY9, WRKY30 ve WRKY46 genlerinin ifade
seviyesi Pb stresi kosullarinda artis gostermistir. NAC transkripsiyon faktorlerini
(NAC2 ve NAC77) ile MYB iiyeleri (MYB ve MYB78) gibi TF’lerin de Pb
uygulamasinda arttig1 belirlenmistir. Diger taraftan, TF’lerini kodlayan bazi genlerin
ifade seviyesinin Pb stresi kosullarida azalan yonde diizenlendigi belirlenmisitir.
Ornegin, GATA22 ve HD-ZIP proteinlerinin ifade seviyesi Pb uygulamasinda
azalmustir (Sekil 4.10).
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Sekil 4.10 Transkripsiyon faktdorleri ile iligkili DEG’lerin 1s1 haritasi.

Bununla birlikte, Pb uygulamasma gore TU+Pb uygulamasinda bazi TF’lerin ifade
seviyelerinde Onemli farkliliklar belirlenmistir (Sekil 4.10). Ozellikle AP2/ERF

ailesinde AP2/ERF domaini—igeren protein, RAP2-2 ve DREBIc proteinini kodlayan

genlerin ifade seviyeleri TU+Pb uygulamasinda daha da artmistir. BZIP genleri iginde
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G-box baglayic1 faktér 4 ve TGA4 genlerinin ifadesi TU+Pb uygulamasinda belirgin
bir artig gostermistir. WRKY ailesinde yer alan WRKY30 ve WRKY11 genlerinin
ifadesi TU+Pb uygulamasinda daha da artis gdstermistir. Ayrica NAC ailesinden NAC2
ve NAC77 ile MYB78 TF’lerini kodlayan genlerin ifade seviyesi TU+Pb
uygulamasinda daha yliksek seviyelere ulagsmistir. Diger taraftan, Pb ile baskilanan
GATA22 ve HD-ZIP proteinlerini kodlayan genlerin TU+Pb uygulamasinda kontrol
seviyesine ulasmistir (Sekil 4.10).

4.5.2.5 Enerji Metabolizmasi ile iligskili DEG’lerin Analizleri

KEGG zenginlestirme analizine gore enerji metabolizmast ile iligkili genlerin
transkripsiyonu K/CPb ve Pb/TU+Pb uygulamalarinda farkli sekilde diizenlenmistir
(Sekil 4.11). Nisasta ve seker metabolizmasinda fonksiyon goren beta—amilaz
izoformlarinin ifade seviyeleri Pb stresi kosullarinda artis gosterirken, bir izoform
azalmistir. Fruktoz—bifosfataz ve nisasta sentaz gibi nisasta sentezine katki saglayan
bazi enzimleri kodlayan genlerin ifadesi Pb uygulamasinda azalmistir. Buna karsilik,

beta—glukozidaz genlerinin ifade seviyeleri Pb uygulamasinda 6nemli diizeyde artmistir.

Glikoliz ve glukoneogenez yolaklarinda da benzer degisimler saptanmistir.
Fosfogliserat mutaz ve fruktoz—bifosfat aldolaz gibi enzimleri kodlayan genlerin ifade
seviyeleri Pb stresinde artis gosterirken, fosfoenolpiriivat karboksikinaz ve
fosfoenolpiriivat karboksilaz kinaz gibi bazi diizenleyici enzimler azalis gostermistir.
Ayrica, izositrat dehidrogenaz [NADP] ve izositrat liyaz gibi TCA dongiisii ile iligkili
enzimleri kodlayan genlerin ifade seviyelerinin de Pb stresine yanit olarak belirgin
sekilde arttig1 belirlenmistir (Sekil 4.11).

Solunum zinciri ile iliskili genlerden NADH:ubikinon oksidorediiktaz—benzeri proteinin
kodlayan gen Pb stresi altinda giiglii bir sekilde baskilanirken, siiksinat dehidrogenaz ve
sitokrom c oksidaz altbirim 3 gibi baz1 genlerin ifadesinde artis gézlenmistir. Ayrica,
sitokrom c biyogenez FC geninin ifade seviyesi Pb stresinde giiclii bir sekilde
indiiklenmistir (Sekil 4.11).
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Sekil 4.11 Enerji ve karbohidrat metabolizmasi ile iliskili DEG’lerin 1s1 haritast.

Mevcut arastirmda, TU+Pb uygulamasi, Pb’nin neden oldugu degisimleri kismen
dengelemis ve bazi genlerde ek artis saglamigtir. Beta—amilaz genlerinin ifade seviyeleri
Pb uygulamasinda gére TU+Pb uygulamasinda daha yiiksek seviyelere ulagmistir.
Benzer sekilde beta—glukozidaz genlerinin ifade seviyeleri TU+Pb uygulamasinda daha

da artmistir. Siikroz sentaz izoformlarmi kodlayan genlerin de ifade seviyeleri TU+Pb
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uygulamasinda altinda artig gostermistir (Sekil 4.11).

Glikoliz ve TCA dongiisii genlerinde TU+Pb uygulamasiyla birlikte genel bir artis
egilimi gozlenmistir. Ornegin fosfogliserat mutaz, piriivat kinaz, izositrat liyaz ve malat
sentaz gibi enzimleri kodlayan genler Pb’ye gore TU+Pb uygulamasinda artmustir.
Ayrica, trehaloz—6—fosphat sentaz ve trehaloz—6—fosphat fosfataz genlerinde de TU+Pb
uygulamasinda artis gézlenmistir. Diger taraftan, solunum zincirindeki NADH:ubikinon
oksidorediiktaz—benzeri proteininin ifade seviyesi Pb uygulamasinda baskilanmasina
ragmen TU+Pb uygulamasiyla giiglii bir artis gdstermistir. Benzer sekilde sitokrom ¢ ve
siiksinat dehidrogenaz altbirimlerinin ifadesi TU+Pb uygulamasinda yiiksek seviyelere
ulagmustir (Sekil 4.11).

4.5.2.6 Protein Metabolizmasi ile Iliskili DEG’lerin Analizleri

KEGG zenginlestirme analizine gore protein metabolizmas: ile iligkili genlerin
transkripsiyonu  K/Pb ve Pb/TU+Pb uygulamalarinda onemli diizeyde degisiklik
gostermistir (Sekil 4.12). Pb stresi 6zellikle 1s1 soku proteinlerinin (HSP’ler) ifade
seviyesinde 6nemli farkliliklara neden olmustur. Ornegin kiigiik HSP’ler (17.4 kDa
HSP’ler) ve mitokondriyal 23.6 kDa HSP genleri Pb uygulamasinda artmistir. Ancak
baz1 kiiciik HSP’lerde (6rnegin 21.7 kDa class VI HSP) azalma gozlenmistir. Diger
taraftan, HSP70 ailesi iiyeleri Pb stresinde genel olarak yiikselmistir. Ornegin HSP70-5
ve HSP90—-2"yi kodlayan genlerin ifadesi Pb kosullarinda artmustur.

Saperon ve proteaz sistemleri de fonksiyon goren bazi genlerin ifade seviyeleri Pb stresi
kosullarinda degisiklik gostermistir. Saperon protein dnal’lardan bazilarinin ifadesi Pb
uygulamasinda baskilanirken, digerlerinki (6rnegin dnalJ 20 Kkloroplastik, dnaJ 8
kloroplastik) artis gostermistir. Clp proteaz sistemi igerisinde ClpD geni Pb kosullarinda
giiclii sekilde artmistir, buna karsilik ClpS adaptor proteini azalmistir (Sekil 4.12).

Proteolizle ilgili genlerde de belirgin farkliliklar belirlenmistir. Aspartik proteinaz Al

ve aspartyl protease APCB1Pb gibi genlerin ifade seviyesi Pb stresi kosullarinda
artmigtir. Benzer sekilde, peptidazlar (6rnegin, peptidaz metallopeptidaz domaini
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protein) ve ubikitin—proteazom sisteminde fonksiyon goren birgok genin ifadesi de Pb
kosullarinda artmigtir. E3 ubikitin ligaz RMA ve RING-tip E3 ubikitin transferaz
genlerinden bir¢cogunun ifadesi belirgin sekilde Pb uygulamas: ile artmistir. Buna ek
olarak, proteazom altbirim beta geninin ifade seviyesi Pb altinda artan yonde
diizenlenmistir (Sekil 4.12).
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Sekil 4.12 Protein metabolizmasi ile iliskili DEG’lerin 1s1 haritasi.
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Mevcut arastirmada, TU+Pb uygulamasi 17.4 kDa HSP’ler, HSP70, HSP90-2 ve
mitokondriyal HSP70—9 genlerinin ifade sebiyesinde belirgin sekilde artmigtir. Saperon
yanitinda da benzer bir durum goézlenmistir. Saperon protein dnalJ 20 ve dnalJ 11
genlerinin ifade seviyesi Pb uygulamasina gére TU+Pb uygulamasinda artan yonde
diizenlenmistir. Benzer sekilde, ClpD proteini ve ClpS adaptor proteinin TU+Pb
uygulamasinda artig gosterdigi belirlenmistir. Proteolizle iligkili enzimler olan aspartik
proteinaz Al, aspartik proteinaz—benzeri protein 2 ve peptidase S26 kloroplastik
genlerinin ifade seviyeleri TU+Pb uygulamasinda Pb’ye gére daha yiiksek bulunmustur.
Benzer sekilde, ubikitin—proteazom sistemi bilesenlerinden RING—type E3 ubikitin
transferaz genlerinin bilyiilk ¢ogunlugu Pb’ye kiyasla TU+Pb uygulamasinda artis
gostermistir (Sekil 4.12).

4.5.2.7 Hormon ile iliskili DEG’lerin Analizleri

KEGG zenginlestirme analizine gore hormon ile iligkili genlerin transkripsiyonu K/Pb
ve Pb/TU+Pb uygulamalarinda farkl1 sekilde diizenlenmistir (Sekil 4.13). ACC sentaz
ve ACC oksidaz enzimlerinin ifadesi kontrole gére Pb uygulamasinda belirgin derecede
artmigtir. Benzer olarak, EIN3—benzeri transkripsiyon faktorleri ve etilen—yanit
ABR1’in Pb kosullarinda daha yiiksek ifade gostermistir. Oksin ile iliskili genlerde ise
farkli yonlerde degisimler gozlenmistir. Baz1 oksin—yanit proteinlerinin (SAURIG6,
SAUR32, SAURG61) ifade seviyeleri Pb uygulamasinda azalirken, oksin ¢ikis tasiyici
proteinleri ve oksin yanit faktorii (ARF) genlerinde artis belirlenmistir. GH3 ailesi
oksin—konjiigasyon enzimlerini kodlayan genlerin Pb stresi kosullarinda artan yonde
diizenlendigi belirlenmistir. Sitokinin metabolizmasinda fonksiyon goren sitokinin
dehidrogenaz ve cis—zeatin O—glukoziltransferaz gibi yikim ve modifikasyonndan
sorumlu genlerin Pb uygulamasinda artis gosterdigi belirlenmistir. Absisik asit (ABA)
ile iligkili genlerden PYLS5 reseptoriiniin Pb kosullarinda azalan yonde diizenlendigi,
ABA-yanit proteinleri ve absisik stres—olgunlasma protein 3’tin artan yonde
diizenlendigi belirlenmistir. Jasmonat sinyalinde rol oynayan TIFY/JAZ proteinleri ve

JARL gibi JA—amido sentaz genlerinin Pb stresi altinda arttig1 belilenmistir (Sekil 4.13).
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Sekil 4.13 Hormon biyosentezi ile iliskili DEG’lerin 1s1 haritasi.

TU+Pb uygulamasi, genel olarak Pb’nin yol agtidi degisimleri dengeleyici bir rol
iistlenmistir. ACC sentaz ve oksidaz genleri TU+Pb kosullarinda daha da yiiksek
seviyelere ulagsarak Pb’ye bagl etilen artiginin siirdiigiinii gostermistir. Ayn1 zamanda
EIN3-like ve ABRI transkripsiyon faktorlerinde Pb’ye gore daha giiclii bir artis
gdzlenmistir. Oksin yanit genlerinin (SAUR32, SAUR61 ve ARF iiyeleri) TU+Pb
kosullarinda Pb uygulamasma kiyasla belirgin artis sergileyerek auxin sinyalinin
giiclendigini ortaya koymustur. Ozellikle GH3 ailesi oksin—konjiigasyon enzimleri ve
auxin cikis tastyict proteinlerini kodlayan genlerin ifade seviyesi TU+Pb uygulamasiyla
daha yiiksek seviyelere c¢ikmustir. Sitokinin metabolizmasinda da benzer sekilde,
sitokinin dehidrogenaz ve N-—glukoziltransferaz genlerinin ifade seviyeleri TU+Pb
uygulmasinda artmustir. ABA iliskili genlerden ABA-—yanit proteinleri ve absisik
stres—olgunlasma protein 3 ile jasmonat yolunda rol oynayan TIFY/JAZ proteinleri ve
JAR1 genlerinin ifade seviyeleri TU+Pb uygulamasi ile artis gdstermistir (Sekil 4.13).
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4.5.2.8 Sekonder Metabolitlerin Biyosentezi ile Iliskili DEG’lerin Analizleri

KEGG zenginlestirme analizine gore, Pb ve TU+Pb uygulamalarmmn sekonder
metabolizma ile iligkili genlerin transkripsiyonu farkli sekilde diizenlenmistir. (Sekil
4.14). Pb uygulamasi sekonder metabolitlerle iliskili bir¢ok gende anlamli artisa yol
agmustir. Ozellikle monoterpen metabolizmasinda 6énemli bir enzim olan (+)—neomentol
dehidrogenaz gen ailesinin Pb stresi kosullarinda artis gosterdigi belirlenmistir. Benzer
sekilde, (Z)—3—hekzen—1—ol asetiltransferaz, 12—okso—fitodienoik asit rediiktaz 1 ve
2’nin Pb kosullarinda artisi, jasmonat biyosentezinin 6ncii basamaklarinin stres altinda
giiclendigini ortaya koymustur. Fenilpropanoid yolunun merkezi enzimlerinden
fenilalanin amonyum-lilaz (PAL) ve 4—-kumarat—-KoA ligaz (4CL) tyeleri Pb
uygulamasinda genel olarak artis gostermistir. Ayrica hidrokssinnamoiltransferaz
(HCT) ve trans—sinnamat 4—monooksijenaz (CYP73A) enzimlerinin ifade seviyeleri Pb
stresi kosullarinda artmistir. Flavonoid biyosenteziyle iliskili
dihidroflavonol—4—rediiktaz (DFR) genlerinden birinin ifade seviyesi Pb uygulamasinda
azalirken, digeri artis gostermistir. Ayrica flavonol iiretiminde fonksiyon goren flavonol
sentaz (FLS) geninin ifade seviyesinin Pb stresi kosullarinda arttigi gozlenmistir. Ayrica
allelokimyasal savunma mekanizmalari ile iligkili bir gen olan benzoksazinon sentez

(Bx) genlerinin de ifade seviyeleri Pb uygulamasinda artmistir (Sekil 4.14).

TU+Pb uygulamasi, Pb stresinin fenilpropanoid, flavonoid, terpenoid ve benzoksazin
metabolizmasinda neden oldugu artiglara ek olarak bazi genlerin ifadesinde ilave
artislara  neden  olmustur.  Ozellikle neomentol dehidrogenaz ailesi ve
(Z)—3—hekzen—1-ol asetiltransferaz genlerinin ifadesi Pb uygulamasma goére TU+Pb
uygulamasinda kiyasla daha yiiksek seviyelere ulasmistir. Benzer olarak, JA
biyosentezinde rol oynayan 12—okso—fitodienoik asit rediiktaz 1 ve 2 ile fenilpropanoid
yolagindaki PAL, 4CL, HCT ve CYP73A genlerinin Pb uygulamasina gére TU+Pb
uygulamasinda belirgin sekilde artan yonde diizenlenmistir. Flavonoid biyosentezinde
fonksiyon goren DFR ve FLS genlerinin ifade seviyeleri TU+Pb uygulamasinda artan

yonde diizenlenmistir.
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Zm00001eb185830
Zm00001eb013940
Zm00001eb108660
Zm00001eb148000

Zm00001eb017400
Zm00001eb020590
Zm00001eb396330
Zm00001eb178360
Zm00001eb230220
Zm00001eb434030
Zm00001eb366290
Zm00001eb185260
Zm00001eb280520
Zm00001eb002380
Zm00001eb150550
Zm00001eb398750
Zm00001eb159020
Zm00001eb248540
Zm00001eb003760
Zm00001eb009950
Zm00001eb325560
Zm00001eb421790
Zm00001eb368900
Zm00001eb194410
Zm00001eb176190
Zm00001eb344520
Zm00001eb092770
Zm00001eb373050
Zm00001eb056620
Zm00001eb013110
Zm00001eb005550
Zm00001eb346150
Zm00001eb077220
Zm00001eb167740
Zm00001eb027900
Zm00001eb018640
Zm00001eb373030
Zm00001eb013430
Zm00001eb006430
Zm00001eb185240
Zm00001eb200870
Zm00001eb144920
Zm00001eb234090
Zm00001eb028930
Zm00001eb109290
Zm00001eb087570
Zm00001eb165560

Sekil 4.14 Sekonder metabolitlerin biyosentezi ile iligkili DEG’lerin 1s1 haritast.

4.5.3 RNA-Seq Verilerinin qPCR ile Dogrulanmasi

Kontrol, Pb ve TU+Pb uygulamalarina maruz birakilan misir fidelerinin yapraklarinda
ifade edilen ve RNA—seq analizi ile elde edilen milyon haritalanmis okuma basina
transkriptin kilobaz basina parca sayis1 (FPKM) degerlerinin giivenilirligini dogrulamak
icin 10 genin ifade seviyeleri gRT-PCR ile test edilmistir. Bu genlerin kontrol, Pb ve
TU+Pb  uygulamalar1 arasindaki ifade seviyelerindeki artislar  &lgiilmiistiir.
Uygulamalara bagli olarak bu genlerin transkriptom dizileme sonuglart (FPKM) ile
gRT-PCR ile elde edilen gen ifade profillerinin benzer davranis gosterdigi
belirlenmistir. Bu sonug, transkriptom verilerinin giivenilirligini destekler yondedir. Her
bir DEG i¢in RNA—seq sonuglart ve RT—qPCR analizi ile elde edilen gen ifade

seviyeleri Sekil 4.15'de verilmistir.
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Sekil 4.15 Kontrol, Pb ve TU+Pb uygulamalarina maruz birakilan musir fidelerinin

yapraklarinda ifade edilen ve RNA—seq analizi ile elde edilen FPKM degerleri ve
RT—qPCR kullanilarak dogrulanan 10 genin ifade profili. OSM34: Osmotin
benzeri protein OSM34, ABCG: ABC tasiyict G, MAPK: Mitogenle aktive olan
protein kinaz 17, GST: Glutatyon S—transferaz, MYB: MYB transkripsiyon
faktori, MTLP: Metalotiyonin benzeri protein, PEPCK: Fosfoenolpiruvat
karboksilaz kinaz 3, CesA: Nisasta sentaz, TryS: Triptofan sentaz HD-ZIP:
Homeobox—16sin fermuar proteini.
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5. TARTISMA ve SONUC

Pb ile kirlenmis topraklar, tiim canlilar i¢in en ciddi tehditlerden biridir (Arshad vd.
2008, Ma vd. 2016). Pb bitki metabolizmasi i¢in gerekli bir element olmamasina
ragmen, bitki hiicresinde su ve mineral durumunda degisiklikler, kloroplast yapisi,
pigmentler, enzimler ve fotosentezin 151k bagimli/bagimsiz reaksiyonlarinda ve redoks
homeostaz1 (Kaur 2014, Tripathi vd. 2016, Alamri vd. 2018, Zhou vd. 2018) dahil
olmak tiizere c¢ok cesitli olumsuz etkilere neden olmaktadir. Arabidopsis thaliana
(Corpas ve Barroso 2017), Spinacia oleracea (Khan vd. 2016), Amaranthus viridis ve
Portulaca oleracea (Javed vd. 2018) ve Triticum aestivum'da (Tripathi vd. 2016, Alamri
vd. 2018) oksidatif stresin kursun tarafindan uyarildigi belirlenmistir. Bu ¢alismalarda,
reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) {iiretimi hiicrelerin ndtralize edemeyecegi seviyelere
ulastiginda, redoks homeostazinin kaybolmasi nedeniyle lipitler, niikleik asitler ve

proteinlerin kontrolsiiz olarak oksidasyona ugradig: bildirilmistir.

Tiyoiire (TU), bitki gelisimini diizenleyen ve bitkileri abiyotik stresin neden oldugu
oksidatif hasardan etkili bir sekilde koruyan kiikiirt agisindan zengin bir bitki biiyiime
diizenleyicisidir (Li vd. 2023, Patade vd. 2020). TU, kiikiirt (S) ve azot (N) iceren
fizyolojik olmayan tiyol bazli bir ROT temizleyicisi olup (Ahmad vd. 2023), stres
kaynakli redoks dengesizligi ve bitkinin ¢esitli yaralanmalarini azaltabilir (Ahmad vd.
2022, Srivastava vd. 2017). Farkli bitki tiirlerinin biiylimesini olumlu yonde etkileyen
TU’niin (Ratnakumar vd. 2016) tohuma 6n uygulama, yapraga spreyleme ve bitki
yetistirme ortamina koklerden uygulanarak etkisinin arastirildigr  goriilmektedir
(Aldasoro vd. 1981, Sahu ve Singh 1995, Burman vd. 2004, Nadeem vd. 2012, Perveen
vd. 2016). Dissal TU’niin mahsullerin stres toleransii artirdig1 bildirilmistir (Zhang vd.
2022, Ahmad vd. 2023). Biiyiime ve mahsul verimliligi, membran stabilitesi,
antioksidan potansiyeli ve fotosentez verimliliginde artisa neden olmaktadir (Singh vd.
2017, Haroon vd. 2023). Birgok g¢alismada, abiyotik streslere maruz birakilan bugday
(Wahid vd. 2017, Yadav vd. 2020, Naz vd. 2021), misir (Bager vd. 2020), kanola
(Haider vd. 2022) gibi ¢esitli iiriin bitkilerinde TU uygulamasmin morfo—fizyolojik,
biyokimyasal ve verim iizerinde olumlu etkileri oldugu ve stresle basa ¢gitkmada énemli
bir rol oynadig1 (Zahid vd. 2024) bildirilmistir.
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Mevcut arastirmada, digsal TU (25 uM) uygulamasi nusir fidelerinin govde ve kok
biiyiimesindeki Pb (150 uM) kaynakli inhibisyonu etkili bir sekilde hafifletebildigi
belirlenmistir. Benzer olarak, bugday (Triticum aestivum L.) ¢esitlerinde (FSD—2008 ve
Zincol—2016) kobalt stresi (300 uM) ve yapraktan TU (500 uM) uygulamasi yapilan bir
calismada morfolojik 6zellikleri 6nemli Glglide etkilemistir (Zahid vd. 2024). Kobalt
stresi x TU uygulamalar1 x bugday cesitleri arasindaki etkilesim morfolojik 6zellikler
i¢cin 6nemli olmamustir. Bununla birlikte, kontrol grubuna gére kobalt stresi gévde taze
agirlig (%32), kok taze agirlig (%37), govde kuru agirligr (%24) ve kok kuru agirligini
(%50) azalttigr bildirilmistir. Kobalt stresinin zararli etkisini azaltmada iyilestirici rol
oynayann TU uygulamasinin bugday bitkilerinde govde taze agirhgini %15 ve kok taze
agirligini %14 oraninda iyilestirdigi bildirilmistir (Zahid vd. 2024). As (30 uM) stresi
uygulanmis mercimek ¢esitlerinde (L 9, Pusa 4, K 75, PL 234) kontrole kiyasla kok ve
govde kuru agirliklarinin 6nemli diizeyde azaldigi saptanmistir (Talukdar 2016). Aym
calismada, As stresine maruz birakilan mercimek cesitlerine TU'miin iki farkh
konsantrasyonunun (6.5 ve 13 mM) uygulanmasi ile birlikte L 9 ve Pusa 4'te gévde kuru
agirh@ ve kok kuru agirhigi sadece 13 mM TU uygulamasinda kontrole gore yaklasik
1.5 kat artarken, K 75 ve PL 234 cesitlerinde ise TU konsantrasyonunun artmasiyla
birlikte artma gosterdigi bildirilmistir (Talukdar 2016).

Bitki kokleri tarafindan kolaylikla alinan Pb ¢ogunlukla koklerde biriktirilirken yaprak,
gévde ve tohumlarda daha az miktarda biriktigi bildirilmistir (Sharma ve Dubey 2005).
Benzer olarak aragtirmamizda da Pb (150 pM) uygulamasina maruz birakilan misir
fidelerinin govdelerine gore koklerinde daha fazla miktarda Pb biriktigi belirlenmistir.
Hiicrelere kursun girisi fitoselatinler aracilifiyla azaltilmakta (Mishra vd. 2006), hiicre
zar1 ve hiicre duvari, Pb'nin hiicreyle temas etmesini dnlemektedir. Govde ve kokteki Pb
birikimi, TU (25 uM) + Pb (150 uM) uygulamas: ile birlikte sadece gévde dokularnda
onemli diizeyde azalmistir. Kaya vd. (2022), Pb (100 uM) stresine maruz birakilan
bugday bitkilerinde TU (400 mg/L) uygulamasinin hem kék hem de govde dokularinda
Pb birikimini 6nemli diizeyde azalttigin1 rapor etmislerdir. Keza, Pb (1200 ppm)
toksisitesi altinda 3 mM TU uygulamast ile gemen otu (Trigonella foenum-graecum L.)
bitkisinde kok ve siirgiin Pb iceriginin 6nemli diizeyde azaldig: bildirilmistir (Xalxo ve
Keshavkant 2019).
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Fotosentezde rol oynayan klorofil, 1sik enerjisini kimyasal enerjiye donistiiriilmesinde
rol oyanyan bir pigmenttir (Bjorn vd. 2009). Agir metaller fotosentezi olumsuz
etkilemektedir (Shu vd. 2012). Pb toksisitesi kloroplast gelisimini ve dolayisiyla
fotosentetik siiregleri olumsuz etkilemektedir (Gupta vd. 2010, Bharwana 2013). Pb'un
fotofosforilasyonda elektron transfer zincirini bozdugu ve Calvin dongiisii enzimlerini
inhibe ettigi bildirilmistir. Pb, oksidatif stres nedeniyle artan reaktif oksijen tiirleri
(ROT) biyomolekiillere zarar vermekte ve metabolik bozukluklara yol agmaktadir
(Sharma ve Dubey 2005, Singh vd. 2010). Mevcut arastirmamizda, misir fidelerinin
yaprak dokularindaki yiiksek Pb birikimi klorofil iceriginde 6nemli diizeyde azalmaya
neden olurken, klorofil igerigindeki Pb kaynakli azalma digsal TU uygulamas: ile
onemli diizeyde artirilmistir. Benzer sonuglar, Pb (100 uM Pb) ve TU (4 ppm)
uygulamalarina maruz birakilan ekmeklik bugday ¢esidinde (Triticum aestivum L. cv.
Pandas) belirlenmistir (Kaya vd. 2022). Pb stresi altindaki Phaseolus vulgaris (Haroun
vd. 2010) ve Camelina sativa (Ahmad vd. 2021) bitkilerinde TU niin iyilestirici etkisi
klorofil seviyeleriyle iliskilendirilmis ve bu iyilestirici etkinin biiytimeyi olumlu yonde

etkiledigi bildirilmistir.

Pb stresi altindaki bitkiler belirgin sekilde reaktif oksijen tiirleri (ROT) iiretmetedir
(Huihui vd. 2020). Olusan ROT, zar molekiillerine zarar vererek biyolojik zar
biitiinliigiine zarar verebilmektedir (Khan vd. 2020). Lipid peroksidasyonu genellikle
ROT aracili hasar veya stres gostergesi i¢in bir biyokimyasal belirte¢ olarak kabul
edilmektedir. ROT molekiilleri, hiicre zari lipitlerinin ¢oklu doymamis yag asitlerine
zarar vererek hiicre zarlarinin yapisi ve islevinde degisiklige neden olabilmektedir. Bu
nedenle, lipid peroksidasyonu olarak bilinen bir zincirleme reaksiyonu
baglatabilmektedir (Hattab vd. 2016). Lipid peroksidasyon indeksini belirlemek igin
tiyobarbitiirik asit reaktif maddelerinden biri olan malondialdehitin (MDA) o6l¢timii
yaygin olarak kullanilmaktadir (Huang vd. 2012). Yapilan mevcut arastirmada, misir
bitkilerinin yapraklarindaki MDA igerikleri Pb uygulamasiyla birlikte 6nemli diizeyde
artis gosterirken, TU+Pb uygulamasinda ise MDA igeriginin énemli derecede azaldig:
belirlenmistir. Benzer olarak, Pb stresi ve asit yagmurlar1 etkisi altinda birakilan
Trigonella foenum—graecum L. (Xalxo ve Keshavkant 2019) ve As stresi altindaki

Vigna radiata (Talukdar vd. 2014) bitkilerine digsal TU uygulamasmin MDA igerigini
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azaltti1 rapor edilmistir. TU ayrica Cd stresine maruz kalmis Hordeum vulgare L.’de
oksidatif hasari telafi ederek, biiyiimeyi ve stres toleransini artirmistir (Ikram vd. 2014).
TU uygulamasinin MDA seviyelerini diisiirdiigii bulunmustur. TU'niin stresi azaltma
mekanizmasi, bitkilerin redoks durumunu diizenleme ve ROT {iretimini azaltmadaki

rolleriyle iligkilendirilmektedir (Wahid vd. 2017, Patade vd. 2020, Yildiz vd. 2025).

Agir metal toksisitesi altinda biriken ROT’lar1 temizlemede rol oynayan antioksidan
agl1, peroksidaz (POX), katalaz (CAT), glutatyon rediiktaz (GR) ve siiperoksit dismutaz
(SOD) gibi enzimatik antioksidanlar ve tokoferoller, askorbik asit ve glutatyon gibi
enzimatik olmayan antioksidanlar1 igermektedir (Mishra ve Choudhary 1998, Mittler
2002). Antioksidan aglarmma ek olarak, prolin gibi ozmolit bilesiklerinin birikimi,
ozmotik potansiyeli koruyarak ve hiicresel yapilar1 koruyarak stresli kosullar altinda

bitkinin toleransini iyilestirmektedir (Ali vd. 2014, Ghorbani vd. 2019b).

Mevcut aragtirmamizda, kontrole gére Pb uygulamasinda SOD, POD, CAT ve APX
aktivitesi énemli diizeyde artmistir. Kontrole gére TU+Pb uygulamasinda SOD, POD
ve APX aktiviteleri onemli diizeyde artarken, CAT aktivitesi nemli diizeyde azalmistir.
Calismamiza benzer olarak Pb (15 mM) uygulanmis T. aestivum L. bitkilerinde SOD,
POD ve CAT aktivitesi énemli diizeyde artmis, TU+Pb uygulamasinda da SOD, POD
ve CAT aktiviteleri benzer sekilde artis gostermistir (Magbool vd. 2025). Bununla
birlikte, Pb stresine maruz birakilan Acalypha indica L. bitkilerinde de SOD, CAT ve
APX aktiviteleri onemli diizeyde artis gostermistir (Venkatachalam vd. 2017).
Calismamizda kontrole gore Pb uygulamasi ile artan CAT aktivitesi TU+Pb uygulamasi
ile azalirken Pb uygulamasma gore TU+Pb uygulamasinda SOD ve APX aktiviteleri
onemli diizeyde azalmistir. Bulgumuza zit olarak Pb (100 pM) uygulanan bugday
(Triticum aestivum L.) bitkisinde kontrole gére TU+Pb uygulamasinda CAT aktivitesi
onemli diizeyde artarken Pb uygulamasina gére TU+Pb uygulamasinda da SOD ve APX
aktiviteleri benzer sekilde artig gostermistir (Kaya vd. 2022).

Bitkiler, agir metal/metaloid stresine karsi cevrelerini algilayarak ve metabolik

sistemlerini diizenleyerek metal homeostazini siirdiirebilmek i¢in 6zgilin stratejiler

gelistirmistir. Bu adaptif yanit, stresin algilanmasindan baslayip ¢ok sayida stres iligkili
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genin aktive edilmesine kadar uzanan ve hiicresel, biyokimyasal, fizyolojik ve
molekiiler siiregleri yoneten bir olaylar zincirini kapsamaktadir. Son yillarda, 6zellikle
yiiksek metal konsantrasyonlarina sahip ortamlarda bitkilerin hayatta kalmasimni
saglayan tolerans mekanizmalar1 iizerine ilgi giderek artmistir. Genomik,
transkriptomik, metabolomik ve proteomik gibi disiplinlerdeki gelismeler, agir metal
detoksifikasyonunda rol oynayan transkripsiyon faktorleri, metabolitler ve fonksiyonel
genlerin karakterizasyonuna 6nemli katkilar saglamistir. Misir yapraklarinda Pb stresine
verilen yanitlarin, birden fazla fonksiyonel gen ve metabolitin yer aldig1 karmasik bir
detoksifikasyon ve adaptasyon ag1 icerdigi diisliniilmektedir. Nitekim, bu ¢alismada da
Pb ve TU+Pb uygulamalari altinda musir yapraklarinda ¢ok sayida genin farkli sekilde
diizenlendigi belirlenmis olup, bunlarin detoksifikasyon siirecinin ve adaptif yanitlarin

diizenlenmesinde kilit bir rol iistlendigi goriilmektedir.

Kursun stresi fotosentez siirecini dogrudan hedef alarak klorofil biyosentezini
baskilamakta, elektron tasmim zincirini bozmakta ve sonu¢ olarak fotosentetik
kapasitede azalmaya yol agmaktadir (Zulfigar vd. 2019, Shah vd. 2020). Bu durum
genellikle kloroplast yapisinda deformasyon, fotosistem bilesenlerinde hasar ve elektron
akisinda diizensizlik ile iligskilendirilmektedir. Calismamizda da Pb stresinin
fotosentezin 151k reaksiyonlari lizerine baskilayici etkileri gen diizeyinde belirgin sekilde
ortaya ¢cikmistir. Bitkilerde 151k hasatlayici klorofil protein kompleksleri (LHC) iginde
yer alan anten proteinleri, 151k enerjisinin etkin bir sekilde absorbe edilmesinde ve
fotosistemlere iletilmesinde kritik rol oynamaktadir. Bu proteinler, fotosistemlerin
cevresinde yer alan periferik anten sistemleri olarak islev gérmekte ve 1sik toplama
verimliligini belirgin sekilde artirmaktadir (Nield vd. 2000). Bulgularimizda da Pb stresi
altinda klorofil a—b baglayici protein genlerinin ifade seviyelerinde belirgin bir azalma
gbzlenmistir. Bu durum, anten komplekslerinin verimliliginin Pb toksisitesi altinda
zayifladigini ve 151k toplama kapasitesinin sinirlanabilecegini gostermektedir. Bununla
birlikte, TU+Pb uygulamasinda bu genlerin ifade seviyelerinin yeniden artis gosterdigi
tespit edilmistir. Bu sonug, TU uygulamasinin Pb stresinin fotosentezin 151k
reaksiyonlart iizerindeki olumsuz etkilerini kismen hafifleterek anten proteinlerinin

fonksiyonunu destekledigine isaret etmektedir.
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Fotosistem II’nin oksijen artirict kompleksine ait 23 kDa ve 33 kDa alt birimlerinin
(OEC altbirim 23 ve OEEIl), Pb kosullarinda kontrol gruplarina kiyasla daha diisiik
diizeyde ifade edildigi, buna karsin TU+Pb uygulamasinda tekrar yiikselerek kontrole
yakin ya da daha yiiksek seviyelere ulastig1 goriilmektedir. Benzer sekilde PSII’ye ait
D1 proteini, Pb altinda hafif bir diisiis sergilese de TU+Pb uygulamasiyla belirgin bir
artig gostermistir. Bu durum, agir metal stresinin PSII ¢ekirdek kompleksinde yapisal
bozulmalara neden olurken, TU uygulamasinin bu bozulmay1 kismen engelledigini
diisiindiirmektedir. Elektron tasima zincirinde gorev yapan plastosiyanin ve plastokinol—
plastosiyanin rediiktaz genleri de Pb altinda azalmis, ancak TU+Pb uygulamasi ile
belirgin sekilde artis gostermistir. Ayrica PSI’ye ait PsaA, PsaB ve diger reaksiyon
merkezi alt birimlerinin Pb kosullarinda baskilandigi, TU+Pb uygulamasinda ise
kontrole yakin diizeylere c¢iktig1 belirlenmistir. Ferredoksin ve ferredoksin—-NADP+
rediiktaz gibi terminal elektron tasiyicilariin Pb stresi kosullarinda ifadelerinin
azalmasi, Pb stresi nedeniyle elektron akisinin kesintiye ugradigi ve buna karsilik
TU+Pb uygulamasinda artis gostermeleri durumunda ise bu akisin yeniden saglandigi
sOylenebilir. Bu bulgular, literatiirde de belirtildigi gibi Pb stresinin 151k reaksiyonlarini
dogrudan hedef alarak elektron tasmimimi bozdugu (Gomes vd. 2014), ancak TU
uygulamasinin bu bozulmay1 hafifleterek fotosentetik verimliligin korunmasina

yardimci oldugunu destekler yondedir.

Cesitli caligmalar, Pb kirliliginin fotosentetik aktiviteyi azalttigini, bunun da Calvin
dongiisii ve CO: asimilasyon kapasitesi dahil olmak iizere fotosentetik aparatin farkl
bilesenlerinin bozulmasindan kaynaklandigini ortaya koymustur (Yang vd. 2020). Bu
baglamda, karbon fiksasyonu ile iligkili enzimleri kodlayan genlerin ifade seviyeleri
incelenmis ve Pb stresi ile TU uygulamasinin bu siiregler {izerindeki etkileri
degerlendirilmistir. ilk olarak, karbonik anhidraz izoformlarinin Pb stresi altinda farkli
tepkiler verdigi goriilmiistiir. Bir izoform Pb uygulamasi ile artis gdstermis, bir digeri
ise baskilanmistir. TU+Pb kosulunda ise tiim izoformlarda yeniden bir artis
gbzlenmistir. Karbonik anhidraz, CO. ve HCOs  doniisiimiinii katalize eden bir
metalloenzimdir ve bitki karbonik anhidrazlarinin stres yanith enzimler oldugu,
olumsuz c¢evre kosullarina adaptasyonda rol alabilecegine dair giiclii kanitlar

bulunmaktadir (Polishchuk 2021). Bulgular, TU uygulamasinin Pb stresi altinda karbon
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Oziimleme kapasitesini destekledigini ortaya koymaktadir. Fosfoenolpiriivat karboksilaz
(PEPC) ve iligkili enzimler incelendiginde, Pb uygulamasinin PEPC izoformlarinda
farkli yonlerde etkiler yarattigi goriilmiistiir. Bir izoform Pb varliginda baskilanirken,
digerinde artis gdzlenmistir. TU+Pb kosulunda dzellikle artis gdsteren izoformun ifade
seviyesi daha da yiikselmistir. Ayrica PEPC kinaz 3 Pb stresinde belirgin sekilde
azalmig, ancak TU uygulamasi ile kismen bu etki iyilestirilmistir. PEPC, karbon ve azot
metabolizmasinda merkezi rol oynayan, fotosentez, solunum, amino asit sentezi ve
tohum gelisiminde gorev alan temel bir enzimdir ve Ozellikle C4 ve CAM
fotosentezindeki islevi ile bilinmektedir (Nimmo 2000). Ayrica, belirli PEPC
izoenzimlerinin agir metal stresine yanit verdigi rapor edilmistir (Pérez—Lopez vd.
2023). Benzer sekilde, malik enzim Pb altinda sinirli bir azalma gostermis, TU+Pb
kosulunda yeniden artmistir. Malat dehidrogenaz (MDH) ise Pb varliginda 6nemli
derecede azalmis, TU uygulamasi ile kontrol seviyesine yaklasmustir. Bu sonuglar, Pb
stresinin karbon akigim1 baskiladigmi, TU uygulamasmin ise bu baskiyr azaltarak
metabolizmay1 yeniden diizenledigini gostermektedir. Son olarak, RuBisCO ve Calvin
dongiisii enzimleri degerlendirildiginde, Pb uygulamasi altinda RuBisCO ve iligkili alt
birimlerinde azalma gozlenmistir. Bu durum Pb stresinin karbon fiksasyonunu dogrudan
baskiladigim1 gostermektedir. Ancak TU+Pb kosulunda bazi izoformlarda ifadesinin
kontrol seviyesinin lizerine ¢iktigi dikkat ¢ekicidir. Vicia faba bitkilerinde Pb stresinin
neden oldugu fotosentez azalmasimi daha yiikksek RuBisCO aktivitesini koruyarak
hafiflettigi bildirilmistir (Soliman vd. 2025). Ayrica, RuBisCO gen ifadesi topraklardaki
agir metal kirliligini izlemek i¢in giivenilir bir belirte¢ olarak onerilmis ve Zn, Pb ve Cd
streslerinde konsantrasyon ve tir bazli olarak azalan yonde diizenlendigi rapor
edilmistir (Jaskulak vd. 2018). Tiim bu bulgular, Pb stresinin fotosentezin karbon
oziimleme reaksiyonlarmni baskiladigmi; ancak TU uygulamasmin karbonik anhidraz,
PEPC, RuBisCO ve Calvin dongiisii enzimlerinin ifadesini yeniden diizenleyerek

fotosentetik kapasitenin korunmasina katki sagladigin1 gostermektedir.

ABC tasiyict proteinleri, bitkilerde hiicresel ozmotik homeostazin korunmasindan
toksinlerin vakuollerde biriktirilmesi ve stomatal hareketlerin diizenlenmesine kadar ¢ok
sayida islevi olan biiyiik ve fonksiyonel acidan ¢esitli bir aile olusturmaktadir (Pinkett

vd. 2007). Literatiir, ABC ailesinin Pb tasmimi ve detoksifikasyonunda merkezi
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oldugunu, bu nedenle g¢esitli bitkilerde Pb toleransinin diizenlenmesinde kilit rol
oynadigini gostermektedir (Wang vd. 2019). Mevcut arastirmada, birgok ABC {iyesinin
ifade seviyesi Pb uygulamasiyla tesvik edilmis ve TU+Pb uygulamsinda daha da
artmistir. Ornegin, ABC tasiyict A familya iiyesi 7 genin ifadesi Pb ve TU+Pb
uygulamasinda kademeli olarak artis gostermistir. Benzer sekilde, ABCC ve ABCG
genlerinin ifadesi TU+Pb uygulamasinda belirgin artis gdstermistir. Bu sonuglar
literatiirdeki bulgularla 6rtiismekte ve ABC tip tasiyicilarin vakuoler alikonmada rol
alabilecegi ifade edilmistir (Ma vd. 2018, Manne vd. 2024). Diger taraftan, Zhang vd.
(2024), Pb stresine maruz kalan misir koklerinde ABC ailesine ait genlerin genel olarak
baskilandigin1 bildirmistir. Bununla birlikte, Manne vd. (2024) ve Ma vd. (2018),
ABCC tipi vakuoler tastyicilarin kiikiirt takviyesi ile tesvik edildigini ve Pb—PC
komplekslerinin vakuole yonlendirilmesiyle metal igsel alokonulmasini gii¢lendirdigi
bildirilmistir. Benzer olarak, ¢alismamizda TU+Pb uygulamasiyla ABCC benzeri
iiyelerin daha yiiksek ifade seviyelerine ulasmasi, TU uygulamasimnin dolayli olarak Pb
igcsel alikonulmasi/mobilizasyon mekanizmalarini ve/veya kiikiirt—bagl selatlama
yollarii destekleyebilecegini ileri siirmektedir. Pb taginimi ve detoksifikasyonunda yer
alan ABC tasiyicilarina ait genlerin ifade seviyelerindeki artig literatiirdeki bulgularla
ortiismekte ve Pb stresi kosullarinda TU uygulamasinin vakuoler alikonmada 6nemli rol

oynadig ileri siirtilebilir.

Plazma membrani intrinsik proteinleri (PIP’ler) hiicre zarindan su ve kiigiik
molekiillerin taginmasinda ana kolaylastiricilar olup, PIP ailesi hem PIP1 hem de PIP2
izoformlarin1 igerir; PIP2 alt ailesinin genelde PIP1’e gore daha yiiksek su
gecirgenligine sahip oldugu bilinmektedir (Chaumont ve Tyerman 2014, Maurel vd.
2015, Liu vd. 2020). Agir metal streslerinde aquaporinlerin diizenlenmesi hem
su/¢oziinen akiginin hem de metallerin hiicre i¢i transportunun dolayli belirleyicisi
olarak 6nem kazanmistir (Fitzpatrick ve Reid 2009). Mevcut arastirmada, aquaporin
ailesine ait genlerin Pb ve TU+Pb uygulamalarina giiglii ve izoform—spesifik tepkiler
verdigi goriilmektedir. Ornegin, aquaporin NIP1-3, PIP1-2, PIP2-2 ve TIP1-1
genlerinin ifade seviyeleri TU+Pb uygulamasinda artan ydnde diizenlenmistir. Bu
sonuglar, TU uygulamasinin sinyal/oksidatif denge veya S—bagimli yollarda yaptig

diizenlemelerle  aquaporin  transkripsiyonu  ve/veya  stabilitesini  artirdigim
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gostermektedir. Ozellikle PIP2—2’nin TU+Pb uygulamasinda yiiksek ifade seviyesi,
PIP2 alt ailesinin Pb birikimi/tasiniminda rol oynayabilecegi hipotezini
desteklemektedir. Bu sonug, ZmPIP2;5’in Pb toleransim1 ve birikimini pozitif
etkiledigini gosteren Onceki c¢alismayla tutarlidir (He vd. 2023). Ayrica TIP1-1’in
(tonoplast) TUPD ile belirgin artigi, vakuolar alikonma ve tonoplast aracili tagimanin Pb
detoksifikasyonunda rol oynayabilecegini ileri siirmektrdir. Ayrica NIP ailesinin
(NIP1-3) tesvik edilmesinin ise, NIP/NIP—benzeri kanallarin bor ve diger kiigiik notr
¢oziinenleri tasiyabildigini gosteren raporlarla paralellik tasir (Fitzpatrick ve Reid 2009)
ve NIP’lerin Pb ile iliskili komplekslerin hareketinde dolayli rol alabilecegini ileri
sirmektedir. Calismamizda akuaporin genlerinin K/Pb uygulamasindaki artiglarinin
yam sira  Pb/TU+Pb uygulamasindaki ilave artislar, bitki kokleri tarafindan Pb’un
alinmasi, tasinmast ve vakuoler alikonmasi siireci ile uygunluk gosterdigi ileri

surtlebilir.

Agir metal tasiyicilari, bitkilerin Pb gibi toksik metallere karsi tolerans ve
detoksifikasyon mekanizmalarinda merkezi role sahiptir. Ozellikle agir metal ATPaz
(HMA) ailesi ATP hidroliziyle agir metal iyonlarinin zarlar iizerinden taginmasinda
gorev alir ve bu motif bakterilerden bitkilere kadar genis bir sekilde korunmustur
(Tehseen vd. 2010, Zhu vd. 2016, Chaudhary vd. 2018, Takahashi vd. 2012, Tang vd.
2021). Calismamizda HMA domaini—igeren proteinler Pb uygulamasi altinda belirgin
sekilde indiiklenmis, TU+Pb kosullarinda ise daha da yiiksek seviyelere ulasmistir. Bu
bulgular, HMA’larin Pb tasiniminda aktif rol oynadigini ve TU uygulamasinin bu yaniti
pekistirdigini gostermektedir. Ozellikle HMA domainiyle birlikte anotlanan HIPP27
proteini, Pb kosullarinda diisiik seviyeden giiclii bir sekilde aktive olmus, TU+Pb’de
daha da artig gostermistir. Bu durum, misirda ZmHIPP geninin hiicre duvarinda Pb
depolayarak tolerans sagladigini rapor eden calismayla (Ma vd. 2022) dogrudan
paralellik gostermektedir. Bunun yani sira, NRAMP (Natural Resistance Associated
Macrophage Protein) tasiyicilar1 da agir metal alimi ve tasiniminda onemli rol
oynamaktadir (Liu vd. 2023). Bulgularimizda Nramp6 geni Pb maruziyetinde diigiik
diizeyde indiiklenmis, ancak TU+Pb ile giiclii bir ifade artis1 gdstermistir. Benzer
sekilde, Nramp aluminum transporterl geninin ifade seviyesi hem Pb hem de TU+Pb

uygulamalarinda belirgin sekilde yiikselmistir. Bu sonuclar, NRAMP ailesinin Pb alim
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ve tasinimindaki roliinii desteklemekte ve TU uygulamasmin bu siireci

kuvvetlendirdigini gostermektedir.

MATE (Multidrug and toxic compound extrusion) tasiyici ailesi, bitki hiicrelerinden
toksik bilesiklerin uzaklastirilmasinda 6nemli gorevler istlenmekte ve bu aile {iyeleri
bakteri, mantar, hayvan ve bitkilerde genis ¢apta bulunmaktadir (Omote vd. 2006).
MATE genleri tarafindan kodlanan proteinler, hiicre i¢i ksenobiyotiklerin ve metabolik
atik {iriinlerin tasinmasina aracilik eder (Moriyama vd. 2008). Onceki calismalarda
misirda ZmMATE1 ve ZmMATE?2 proteinlerinin (Maron vd. 2010) ve sorgum MATE
proteinlerinin (Sivaguru vd. 2013) aliiminyum stresinde islev gordiigii rapor edilmistir.
Ayrica, MATE2 proteininin hem c¢eltik hem de tiitiin bitkilerinde arsenik toleransini
diizenledigi bildirilmistir (Das vd. 2018). Diger bitkilerde yiiriitiilen arastirmalar MATE
ailesi tiyelerinin kuraklik, tuzluluk, soguk stresleri, hastalik direnci, bitki hormonlar1 ve
sekonder metabolitler gibi siire¢lerde dogrudan veya dolayli roller iistlendigini ortaya
koymustur (Santos vd. 2017, Huang vd. 2021). Calismamizda, Pb stresine maruz
birakilan misir fidelerinin yapraklarinda MATE genlerinin genel olarak tesvik edildigi
goriilmiistiir. Ozellikle birkag MATE tastyic1 proteininin kontrol kosullaria kiyasla Pb
altinda belirgin diizeyde artis gdsterdigi, TU+Pb uygulamasinda ise bu artisin daha da
belirginlestigi saptanmistir. Bu durum, MATE tastyicilarinin agir metal stresi altinda
aktifleserek detoksifikasyon mekanizmalarima katki sagladigimi  gostermektedir.
Bulgularimiz, MATE gen ailesinin yalnizca klasik toksik bilesik uzaklagtirma gorevini
degil, aym1 zamanda Pb stresinde detoksifikasyon ve tolerans mekanizmalarinda da

kritik bir rol iistlendigini ortaya koymaktadir.

Kursun dogrudan bir redoks metali olmamasma ragmen bitkilerde ROT iiretimini
tetikleyebilmektedir (Singh vd. 2010). Ogzellikle Pb’un hiicre iginde yeterince
selatlanamamas1 veya vakuollere taginamamasi durumunda sitozolde biriken Pb
iyonlari, ROT olusumunu indiikleyerek niikleik asitler, proteinler ve lipitler iizerinde
yikic etkilere yol agmaktadir (Apel ve Hirt 2004). Bu baglamda, Pb toksisitesi sirasinda
ortaya ¢ikan ROT birikiminin dengelenmesi bitkilerde antioksidan savunma
sistemlerinin etkinligi ile dogrudan iligkilidir. Bitki hiicreleri, ROT hasarina karsi

yalnizca enzimatik savunma degil, ayn1 zamanda glutatyon, flavonoidler, karotenoidler,
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fenolik bilesikler gibi non—enzimatik antioksidanlarla da koruma saglamaktadir (Kumar
ve Prasad 2018). Calismamizda, Pb uygulamas: altinda 6zellikle SOD, APX, CAT,
GPX ve POD genlerinin artis gostermesi, literatiirde de belirtildigi {izere (Matecka vd.
2021) bu enzimlerin hiicre i¢inde genis bir sekilde dagilarak ROT detoksifikasyonunda
gorev aldigim ortaya koymaktadir. Ayrica, TU+Pb uygulamasi ile birlikte bu genlerin
daha da giiclii bir sekilde indiiklendigi gdzlemlenmistir. Bu durum, TU uygulamasinin
Pb kaynakli oksidatif stresi hafifletici etkisinin, antioksidan sistemin daha etkin
caligmasii saglayarak gerceklestigini diisiindiirmektedir. Dolayisiyla, elde edilen
bulgular Pb toksisitesine karsi antioksidan genlerin kritik bir savunma mekanizmasi

oldugunu ve TU uygulamasinin bu mekanizmay: giiclendirdigini gdstermektedir.

Glutatyon S—transferaz (GST) enzimleri, farkli agir metal streslerine karsi direngte
kritik rol oynamakta olup, glutatyonu (GSH) cesitli endojen ve eksojen kaynakli
elektrofilik bilesiklere konjuge ederek detoksifikasyon siirecini kolaylastirmaktadir.
Onceki c¢aligmalar, GST gen ifadesinin Pb stresiyle yakindan iligkili oldugunu
gostermistir (Xu vd. 2017, Zhu vd. 2018). Typha orientalis’te yapilan bir ¢alismada Pb
uygulamasinin dort GST transkriptinin artan yonde diizenledigi bildirilmistir (Xu vd.
2020). Mevcut ¢alismada, Pb uygulamasi altinda birgok GST geninin kontrol gruplarina
kiyasla belirgin sekilde indiiklendigi goriilmiistiir. Bu durum, Pb’un hiicre i¢inde neden
oldugu oksidatif stresin giderilmesinde GST’lerin detoksifikasyon kapasitesinin 6nemli
bir koruyucu mekanizma oldugunu gostermektedir. Daha dikkat cekici olarak, TU+Pb
kosullarinda GST genlerinin ¢ogunun Pb kosuluna goére daha da yiiksek seviyelerde
eksprese oldugu saptanmustir. Bu artis, TU uygulamasinin Pb stresine kars1 glutatyon
temelli savunmayr giliglendirerek ROT  birikiminin  daha etkin  bigimde
sinirlandirilmasina katkida bulundugunu diisiindiirmektedir. Dolayisiyla, elde edilen
bulgular GST enzimlerinin Pb kaynakli oksidatif hasarin azaltilmasinda merkezi rol
oynadigin1 ve TU uygulamasmin bu savunmay1 belirgin bigimde pekistirdigini ortaya

koymaktadir.
Dehidrinler (DHN’ler) ya da grup 2 ge¢ embriyogenez bol (LEA) proteinleri, bitki

hiicrelerini dehidrasyon stresinden korumada ¢ok yonlii roller istlenmektedir. Bu

proteinlerden bazilar1 amino asit kalintilar1 ile ROT tiirleri arasindaki etkilesimler
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araciligiyla ROT temizleme kapasitesine sahiptir (Battaglia vd. 2008) ve ayni zamanda
antioksidan (Hara vd. 2005), iyon sekestranti (Heyen vd. 2002) ve bitki floem
O0zsuyunda metal iyon tasiyicis1 (Kruger vd. 2002) olarak da islev gormektedir.
Calismamizda, DHN genlerinin Pb stresi altinda farkli ifade profilleri sergiledigi
gdzlemlenmistir. Ozellikle DHN1 (RAB17 proteini) kontrol kosullarina kiyasla Pb
uygulamasinda giiclii bir artis gdstermis, TU+Pb kosullarinda ise daha da yiikselmistir.
Benzer sekilde DHN3 (COR410) geninin de Pb altinda artis egiliminde oldugu ve TU
katkis1 ile bu artisin belirginlestigi saptanmistir. Buna karsilik, DHN13’iin ifade diizeyi
nispeten sabit kalmis, bu da farkli dehidrin izoformlarinin Pb stresine tepkilerinde
cesitlilik olabilecegini diisiindirmektedir. Bitkiler ayrica Pb kaynakli toksisiteyi
ozmoregiilasyon yoluyla da tolere edebilmektedir. Bu siire¢, mannitol, sekerler, glisin
betain ve prolin gibi uyumlu ozmolitler tarafindan kolaylastirilmaktadir. Ozellikle
prolin, stres kosullarinda biriken ve genellikle stres toleransi ile pozitif iligki gosteren
onemli bir organik ozmolit olarak bilinmektedir (Rucinska—Sobkowiak vd. 2013). Bu
metabolit, PSCS (A—1-—pirrolin—5—karboksilat sentaz) ve prolin dehidrogenaz gibi
enzimler tarafindan hiicresel diizeyde diizenlenmektedir. Mevcut arastirmada, P5CS
geninin Pb kosullarinda hafif bir artis sergiledigi ve TU+Pb uygulamasinda bu artisin
daha belirginlestigi, prolin dehidrogenaz geninin ise Pb uygulamasiyla indiiklendigi ve
TU+Pb ile daha da giiclendigi goriilmiistiir. Bu sonuglar, Pb stresi altinda prolin
metabolizmasmin aktif bir sekilde devreye girdigini ve TU uygulamasmin bu

mekanizmayi pekistirerek Pb toleransini artirabilecegini gostermektedir.

Agir metal selatlama yoluyla detoksifikasyon, bitkilerin Pb toksisitesine karsi en temel
savunma mekanizmalarindan biridir ve bu siirecte metallotioneinler (MT’ler) 6nemli bir
rol oynar (Cobbett ve Goldsbrough 2002). MT’ler diisitk molekiil agirlikli, sisteince
zengin metal baglayici peptitlerdir ve Pb stresine karsi farkli bitki tiirlerinde
indiiklendikleri daha once rapor edilmistir. Ornegin, Platanus acerifolia’”da MT2a
genlerinin Pb stresinde belirgin sekilde arttigt (Wang vd. 2015) ve Arabidopsis
thaliana’da MT1a, MT2a, MT2b, MT3, MT4a ve MT4b gibi alt1 farklit MT geninin Pb
stresine yanit verdigi gosterilmistir (Guo vd. 2008). Mevcut arastirmada, ti¢ farkl
MT—benzeri genin ifade seviyeleri incelendiginde, Pb uygulamasinda genel olarak

kontrolle benzer veya hafif diisiis gosterdigi, ancak TU+Pb kosullarinda yeniden artis
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egilimine girdigi goézlenmistir. Bu sonug, Pb stresinde tek basina MT genlerinin
aktivasyonunun smirl kaldig1 ve MT ifadesinin TU uygulamas: ile birlikte ilave artis
gostermesi Pb iyonlarinin baglanmasi ve hiicre i¢i detoksifikasyon stirecindeki katkisini

ortaya koymaktadir.

Transkripsiyon faktorleri (TF’ler), agir metal stresine karsi bitkisel toleransin
diizenlenmesinde merkezi rol oynayan genetik diizenleyicilerdir. Daha once yapilan
caligmalar, WRKY, ERF, MYB ve DREB gibi farkli TF ailelerinin Pb stresi altinda
artan yonde diizenlendigini gostermistir (Wang vd. 2013, Shukla vd. 2018, Jiang vd.
2017). Xu vd. (2020), Pb uygulamalarinda toplam 199 TF ile iliskili DEG belirlemis ve
bunlarin 6nemli bir kisminin Pb tarafindan indiiklendigini veya baskilandiginm
bildirmistir. Ayrica AtWRKY30’un asir1 ifadesinin Arabidopsis’in erken gelisim
evrelerinde abiyotik streslere karsit direncini artirdigt (Scarpeci vd. 2013) ve
WRKY13’tin Cd toleransini artirdigi (Sheng vd. 2019) rapor edilmistir. Benzer sekilde,
AP2/ERF ailesinden AtERF13’iin ABA aracili stres yanitina katildigi (Lee vd. 2010) ve
PVERF15’in Cd toleransinda 6nemli rol oynadigi (Lin vd. 2017), ayrica MYB
TF’lerinin agir metal stresine karsi koruyucu islev gordigi (Hu vd. 2017, Wang vd.
2017) rapor edilmistir. Calismamizda toplam 144 adet TF geni tanimlanmis olup,
bunlarin Pb ve TU+Pb kosullarinda gosterdigi ifade profilleri bu literatiir bulgulariyla
uyumluluk sergilemektedir. Genel olarak Pb uygulamasi altinda bir¢ok TF geninde orta
diizeyde indiiksiyon gdzlenmis, buna karsin TU+Pb kosulunda bu indiiksiyonun daha da
belirginlestigi dikkat cekmistir. Ozellikle AP2/ERF ailesi iiyeleri (6r. RAP2-2,
RAP2-4, ERF008), Pb stresinde kismi bir artis gdsterirken, TU katkisiyla daha giiclii
bir sekilde aktive olmustur. Benzer bir sekilde, bHLH ve bZIP TF’leri, Pb altinda kismi
bir yamt verirken, TU+Pb kombinasyonunda belirgin artis sergilemistir. MYB ailesi
tiyeleri arasinda da bazi genlerin Pb’ye karsi duyarli olup baskilandigi, bazilariin ise
TU+Pb kosullarinda toparlanarak yeniden aktive oldugu goriilmiistiir. Ayrica WRKY
TF’leri (6rn. WRKY30, WRKY36, WRKY57) Pb uygulamasiyla indiiklenmis, TU
varliginda bu indiiksiyonun daha giiglii hale geldigi dikkat ¢cekmistir. Bu bulgular, Pb
stresinde TF aglarmin ¢ok yonlii bir sekilde diizenlendigini ve ozellikle WRKY,
AP2/ERF, bZIP, bHLH ve MYB TF ailelerinin agir metal toleransinda kritik rol

oynadigin1 gostermektedir. TU uygulamasinin TF gen ifadelerini artiric1 etkisi, Pb
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stresine karsi gelistirilen savunma mekanizmalarinin daha etkin bir sekilde
diizenlenmesine aracilik etmis olabilir. Dolayisiyla ¢alismamizdaki sonuglar, PDb
toleransinda TF’lerinin temel diizenleyici roliinii vurgulamakta ve TU uygulamasinin bu

siirecte ek bir koruyuculuk sagladigini ortaya koymaktadir.

Bitkilerde glikoliz ve TCA dongiisii, aerobik ve anaerobik solunum i¢in merkezi
metabolik yollar olarak enerji iiretimini saglar ve hiicresel karbon akisini diizenler
(Fernie vd. 2004, Sukumar vd. 2017). Calismamizda Pb uygulamasi altinda, glikoliz
genlerinin bir kisminda hafif degisimler gézlenmisken, TU+Pb kosullarinda bu genlerde
belirgin bir artis ortaya ¢ikmistir. Ozellikle fosfogliserat mutaz, trioz fosfat izomeraz,
fruktoz—bisfosfat aldolaz, gliseraldehit—3—fosfat dehidrogenaz (GAPDH) ve piruvat
kinaz genleri, Pb ile birlikte artis gdstermis ve TU+Pb kosullarinda daha giiglii bir
yukari regiilasyon sergilemistir. TCA dongiisii genleri agisindan da benzer bir egilim
gozlenmigstir. Akonitaz, izositat dehidrogenaz, malat dehidrogenaz ve siiksinat
dehidrogenaz gibi temel enzimler, Pb stresi altinda kismi artis gdstermis, TU+Pb
uygulamas: ile bu artis daha belirgin hale gelmistir. Bu bulgu, Pb stresinde hiicresel
enerji dengesinin korunmasi i¢in hem glikoliz hem de TCA dongiisliniin birlikte
diizenlendigini gostermektedir. Ayrica, piruvat dehidrogenaz kompleksi ve malat
sentezi gibi baglanti noktalarindaki enzimler, karbon akisim1 TCA dongiisiine
yonlendirerek ATP iiretimini ve metabolik esnekligi artirmis goriinmektedir. Genel
olarak, TU+Pb kosullarinda glikoliz ve TCA dongiisii genlerinin ifade diizeylerinin
artmasi, bitkinin Pb stresine kars1 enerji metabolizmasini optimize etme kapasitesinin
arttigin1 ve stres adaptasyonunda merkezi bir rol iistlendigini ortaya koymaktadir. Bu
bulgular 1s18inda, Pb toksisitesine karst uyum mekanizmalarinda glikoliz ve TCA

yolaklarindaki metabolik esnekligin, ilave TU uygulamasiyla artirildigini sdyleyebiliriz.

Pb stresi altinda bitkilerde biiyiime hiz1 azalirken, hiicresel enerji ihtiyacini karsilamak
icin mitokondriyal solunum artar ve ATP {iretimi ylikselir. Yiiksek solunum hizi, sabit
karbonun daha hizli tiikenmesine yol acar ve bu durum, bitkinin biiylime ve verim
potansiyelini olumsuz etkileyebilir (Romero—Munar vd. 2017). Calismamizda
mitokondriyal solunum ile iliskili genler, Pb ve TU+Pb kosullarinda belirgin degisimler
gostermistir. Ozellikle NADH:ubikinon oksidorediiktaz (kompleks I) alt birimleri,
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siiksinat dehidrogenaz (kompleks II), sitokrom c ve sitokrom ¢ oksidaz (kompleks IV)
alt birimleri, ATP sentaz alt birimleri gibi genler, Pb uyulamasi ile artan yonde
diizenlenirken, TU+Pb uygulamasi ile ifade seviyeleri daha belirgin sekilde artmistir.
Bu artis, Pb stresi altinda enerji iiretimini siirdiirmek i¢in mitokondriyal elektron tasima
zincirinin ve ATP sentezinin aktive oldugunu gostermektedir. Literatiirde bildirildigi
gibi, Pb stresi, Hordeum vulgare ve Pisum sativum’da ATP/ADP oraninda artisa yol
acarak solunum hizin1 %50’den fazla artirmistir (Romanowska vd. 2005, 2006). Benzer
sekilde, c¢alismamizdaki gen ifade profilleri, Pb stresine karsi bitkilerin enerji
metabolizmasini dengelemek i¢in mitokondriyal solunum yollarmni aktive ettigini ve TU
uygulamasinin bu yaniti gii¢clendirdigini ortaya koymaktadir. Bu durum, karbon
rezervlerinin korunmasi ve stres toleransinin artirilmasi agisindan kritik bir adaptasyon

mekanizmasi olarak yorumlanabilir.

Karbonbhidratlar, hiicre yapist ve enerji iiretimi i¢in birincil enerji kaynagi olarak gorev
yapmakta ve 6zellikle agir metal stresi altinda bitkilerin dayanikliligini artirmada kritik
bir rol oynamaktadir (Kong vd. 2019). Bu baglamda nisasta ve siikroz metabolizmasi,
bitkilerde karbon dagilimi ve enerji mobilizasyonu i¢in en énemli yollar arasinda yer
almaktadir. Siikroz, bitkilerde baslica tasinan seker olarak enerji rezervlerinin yeniden
dagilimimi saglamakla kalmaz, ayn1 zamanda ROT temizlenmesine katkida bulunarak
stres toleransini artirir (Jia vd. 2020, Savchenko ve Tikhonov 2021). Calismamizda,
sakkaroz sentazlar, sakkaroz—fosfat sentazlar, beta—amilazlar, nisasta sentazlari ve
cesitli beta—glukozidazlar gibi nisasta ve siikroz metabolizmasina dahil genler Pb stresi
ve TU+Pb uygulamalari altinda ifade degisiklikleri gdstermistir. Pb uygulamasi bu
genlerin ifadelerinde orta diizeyde degisikliklere yol acarken, TU varliginda bu yanitin
giiclendigi gozlenmistir; bu durum karbon rezervlerinin daha aktif mobilizasyonunu ve
donilistimiinti isaret etmektedir. Bu artis, bitkilerin enerji iiretimi, ozmotik denge ve
stresle basa c¢ikma kapasitesini silirdiirmesine yardimci olabilir. Bulgularimiz,
karbonhidratlarin sadece bitki biiylimesi i¢in enerji saglamakla kalmayip, ayn1 zamanda
stres kosullarinda ozmotik homeostazi ve ROT detoksifikasyonunu diizenledigini
gosteren Onceki ¢aligmalarla uyumludur (Krasensky ve Jonak 2012, Jammer vd. 2015).
Sonug olarak, Pb ve TU+Pb kosullarinda nisasta ve sakkaroz metabolizmas1 genlerinin

yiikkselmis ifadeleri, karbon akiginin siirdiiriilmesinde, enerji metabolizmasinin
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desteklenmesinde ve bitkilerin agir metal stresine kars1 dayanikliliginin artirilmasinda

bu genlerin 6nemini vurgulamaktadir.

Kursun stresi altinda bitkilerde proteinlerin yanlis katlanmasi, agregasyon ve oksidatif
stres kaynakli hasarlarin artmasiyla birlikte, hiicresel homeostazin korunmasi igin 1s1
sok proteinleri (HSP) ve molekiiler saperonlar kritik bir savunma rolii listlenmektedir.
Timperio vd. (2008), HSP’lerin yalnizca protein katlanmasi, translokasyonu ve yikimi
gibi siireclerde degil, ayn1 zamanda oksidatif stres kosullarinda proteinin rastgele
birikimini engelleyerek hiicresel kararliligin saglanmasinda da goérev aldigini
belirtmektedir. Benzer sekilde, Pb stresine maruz kalan Festuca arundinacea (Li vd.
2017) ve Medicago sativa (Hattab vd. 2016) bitkilerinde yiiksek diizeyde HSP70
birikimi rapor edilmistir. Calismamizda hem kiigiik HSP’ler (6rnegin 17.4 kDa class |
HSP, 21.7 kDa class VI HSP) hem de mitokondriyal HSP22’nin Pb stresinde artis
gosterdigi, TU ilavesiyle bu artisin daha da belirginlestigi goriilmiistiir. Bu durum, Pb
ile tetiklenen protein hasarmna karsi kiigik HSP’lerin 6zellikle proteinin yeniden
katlanmas1 ve agregasyonun Onlenmesinde aktif rol aldigim1 gdstermektedir. Diger
taraftan, yiiksek molekiil agirlikli saperonlar olan HSP70 ve HSP9O ailesi tiyeleri de Pb
ve TU+Pb kosullarinda giiglii bir sekilde indiiklenmistir. HSP70’in Pb stresinde asir1
ifadesinin daha once farkli bitki tiirlerinde rapor edildigi (Li vd. 2017, Hattab vd. 2016)
dikkate alindiginda, mevcut calismada da Pb ile tetiklenen oksidatif hasara karsi benzer
bir mekanizmanmn devreye girdigini gostermektedir. Ayrica Dnal proteinleri, Clp
proteaz sistemi ve peptidil-prolil izomerazlar gibi yardimci saperon ve proteaz
genlerinin de 6zellikle TU+Pb kosullarinda belirgin sekilde artmasi, yalmzca hasarli
proteinlerin yeniden katlanmasinin degil, ayn1 zamanda hatali proteinlerin segici olarak
yikima yonlendirilmesinin de aktif oldugunu gostermektedir. Bu bulgular, Rahman vd.
(2024)’nin vurguladig1 gibi, Pb ile tetiklenen oksidatif hasarin ilave TU uygulamasi ile
birlikte proteinlerin islev gordiigii mekanizmalar icin yapisal ve islevsel 6zelliklerinin

korundugunu sdyleyebiliriz.
Bitki hormonlari, Pb stresi gibi agir metal baskilarinda hiicresel uyumu diizenleyen

baslica diizenleyici faktdrlerdir (Bhoi vd. 2021). Calismamizda Pb ve TU+Pb

kosullarinda 6zellikle oksin, sitokinin, etilen, gibberellin, jasmonat ve absisik asit sinyal
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yollarina ait genlerde belirgin farkliliklar gézlenmistir. Oksin sinyal transdiiksiyonunda
ARF genleri yiiksek Pb kosullarinda giiclii sekilde indiiklenmis, TU uygulamasi ile bu
artis daha da belirginlesmistir. ARF’nin yukari regiilasyonu, asag1 akista yer alan SAUR
ve GH3 genlerinin de aktive olmasma yol agmis ve bu durumun gevresel stres
kosullarinda bitki biiyiime yoOniiniin yeniden diizenlenmesiyle iliskili olabilecegi
distintilmistir (Guilfoyle ve Hagen 2001). Ayrica PIN-LIKE tasiyicilart ve oksin
tasima bilesenlerinin Pb ve TU+Pb altinda artis gdstermesi, auksin akiskanliginin
yeniden sekillendigini gostermektedir. Bu durum, Muhammad vd. (2024)’nin belirttigi
gibi, AUX/IAA baskilayicilarinin pargalanmasi yoluyla oksine duyarli genlerin
transkripsiyonunun  yeniden programlanmasiyla iligkili  olabilir.  Gibberellin
metabolizmas1 ile iliskili GA 2-oksidaz enzimi, Pb altinda artis gostermis, TU
uygulamasi ile bu yiikselis daha da belirginlesmistir. Bu sonug, GA’nin Pb stresine karsi
bitkilerde mitotik indeksi yeniden dengeleme (Mansour ve Ehab 2005) ve antioksidan
sistemleri giiclendirme (Ullah vd. 2025) yoniindeki etkileriyle uyumludur. Sitokinin
metabolizmasi genlerinden sitokinin dehidrogenazlar Pb kosullarinda indiiklenmis, TU
ilavesi ile daha da yiiksek seviyelere ulasmistir. Bu durum Zhou vd. (2019)’nin belirttigi
gibi, agir metal stresine karsi sitokininin yeniden dagilim ve adaptasyon
mekanizmalarinda rol oynadigina isaret etmektedir. Benzer sekilde -cis—zeatin
O—glukosiltransferaz ve N-glukosiltransferaz enzimlerindeki artis da Pb toksisitesi
altinda sitokinin metabolizmasinin yeniden diizenlendigini diisiindiirmektedir. Jasmonat
sinyali ile ilgili olarak TIFY/JAZ proteinleri Pb altinda belirgin sekilde artnus, TU
uygulamasiyla daha da yliksek diizeylere ¢ikmistir. Bu durum, Meng vd. (2022)’nin Pb
altinda JAZ baskilayicilarinin azalmasiyla birlikte JA yanitlarimin aktive oldugu
yoniindeki bulgulariyla ortiismektedir. Ayrica JARI ve jasmonat O—metiltransferaz
genlerinin Pb ve TU+Pb altinda artis;, JA metabolizmasmin ROT birikimine karsi
prolin gibi metabolitlerle baglantili savunma mekanizmalarina dahil olabilecegini
distindiirmektedir (Verma vd. 2020). Etilen biyosentezi a¢isindan hem ACC sentaz hem
de ACC oksidaz Pb altinda giiglii bir sekilde aktive olmus, TU uygulamas: ile bu artis
daha da belirginlesmistir. Buna paralel olarak EIN3 benzeri transkripsiyon faktorleri ve
ABRI1 gibi etilen yanit genleri de Pb kosullarinda artan yonde regiilasyon gostermistir.
Bu bulgular, etilenin agir metal stresine kars1 adaptif cevapta dnemli bir rol oynadigini

gostermektedir. Diger traftan, ABA sinyali acisindan ise, Pb kosullarinda PYLS5
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reseptdrii geninin ifade seviyesi diisiis gdstermesine ragmen, TU uygulamasi ile birlikte
yeniden artmistir. Buna karsilik ABA stres—olgunlasma proteinleri ve ABA’ya yanit
veren genler hem Pb hem de TU+Pb kosullarinda belirgin sekilde artmistir. Bu durum
Park vd. (2009)’nin belirttigi gibi, PYL/RCAR reseptorlerinin Pb altinda PP2C
baskilayicilarin1 inhibe ederek ABF transkripsiyon faktorlerini aktive etmesi
mekanizmasiyla iliskili olabilir. Genel olarak, ¢calismamizda Pb stresine karsi bitkide
hormon sinyal aglarinin biitiinciil bir sekilde yeniden diizenlendigi, 6zellikle oksin, JA
ve etilen yolaklarinin artan yonde diizenlenmesi ile biiylime ve stres adaptasyonu
arasinda bir denge kuruldugu goriilmektedir. TU uygulamasinin ise bu diizenleyici

yanitlar giiclendirerek Pb stresine karsi toleransi artirdigi sonucuna varilabilir.

Sekonder metabolitler, 6zellikle terpenoidler ve fenilpropanoidler, bitkilerde c¢evresel
stres kosullarinda savunma yanitlarinin temel bilesenleri olarak oOne ¢ikmaktadir.
Terpenoidler, izopren, monoterpen, seskiterpen ve diterpenler gibi alt gruplariyla
bitkilerin hem biiyiime ve gelisiminde hem de stres adaptasyonunda rol almakta; ayrica
antioksidan ozellikleri sayesinde oksidatif zarari azaltmaktadir (Loreto vd. 2014).
Calismamizda terpenoid sentezine iliskin genlerde Pb stresinde belirgin bir yukari
regiilasyon gdzlenmis, TU uygulamasi ile bu artis daha da giiclenmistir. Ozellikle
(+)—neomentol dehidrogenaz ve terpen sentaz alani igeren proteinler Pb kosullarinda
artig gosterirken, TU+Pb altinda daha da yiiksek seviyelere ulasmistir. Benzer sekilde
geranilgeranil pirofosfat sentaz ve mevalonat yoluna ait enzimler de Pb altinda
indiiklenmis olup, bu durum Li vd. (2017)’nin Pb stresinin terpenoid yolaklarini
diizenledigini ortaya koyan bulgulariyla uyumludur. Ayrica, 12—okso—fitojienoik asit
rediiktaz genlerinin aktivasyonu, jasmonat tiirevlerinin sentezinde rol oynayarak hem

oksidatif stres yanitlarin1 hem de savunma sinyallerini tetiklemis olabilir.

Fenilpropanoid metabolizmasi agisindan, Pb stresinde fenilalanin amonyum liyaz (PAL)
ve trans—sinnamat 4—-monooksijenaz genlerinde giiglii bir indiiksiyon gdzlenmis, TU
uygulamast bu artis1 daha da pekistirmistir. PAL enzimi, fenolik bilesiklerin ana
biyosentetik kapist olup, flavonoid, antosiyanin ve lignin sentezinin temel
belirleyicisidir (Kohli vd. 2019, Shopova vd. 2021). Bu calismada PAL’in Pb stresi

kosullarinda aktive olmasi, agir metal stresine karsi fenolik bilesiklerin 6nemli bir
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antioksidan tampon gorevi istlendigini diisiindiirmektedir. Fenolik bilesiklerin
karboksil ve hidroksil gruplart sayesinde metal iyonlarini selatlayarak oksidatif zarar
azalttigr bilinmektedir (Anwar vd. 2021). Ayrica, dihidroflavonol-4—-rediiktaz ve
flavonol sentaz gibi flavonoid biyosentez genleri de Pb ve TU+Pb kosullarinda artis
gOstermistir. Bu bulgular, Pb maruziyeti sonrasi flavonoid diizeylerinin yiikseldigini
rapor eden Onceki ¢alismalarla (Agati vd. 2011, Omolola, 2020) uyum gostermektedir.
Sonug olarak, verilerimiz Pb stresinin hem terpenoid hem de fenilpropanoid yolaklarini
giiclii bir sekilde aktive ettigini, TU uygulamasinin ise bu savunma mekanizmalarini
daha da pekistirdigini ortaya koymaktadir. Bu durum, sekonder metabolitlerin Pb
stresine kars1 bitkilerde hem dogrudan antioksidan koruma hem de dolayli olarak sinyal

ve savunma diizenleme gorevlerini iistlendigini gostermektedir.

Sonug¢ olarak, Pb toksisitesinin misir bitkilerinde biiyiime, fotosentetik kapasite,
pigment icerigi, oksidatif denge ve metabolik siirecler lizerinde ciddi olumsuz etkiler
olusturdugu belirlenmistir. Ancak dissal TU uygulamasinin Pb stresine kars: dnemli bir
koruyucu rol iistlendigi, 6zellikle kok ve govdedeki Pb birikimini azaltarak, klorofil
diizeylerini artirarak, lipid peroksidasyonunu sinirlandirarak ve antioksidan savunma
sistemini yeniden diizenleyerek tolerans mekanizmalarim1 giiclendirdigi ortaya
konmustur. Transkriptomik analizler Pb stresinin misir yapraklarinda fotosentez, karbon
metabolizmasi, antioksidan savunma, agir metal tasiyicilari, selatlama mekanizmalari ve
transkripsiyon faktorleri gibi bir¢cok temel biyolojik siireci dogrudan hedef aldigini
ortaya koymaktadir. Pb toksisitesi, fotosentetik kapasiteyi ve enerji metabolizmasin
baskilayarak biiyiime ve verimliligi sinirlandirirken; TU uygulamasi bu olumsuz etkileri
hafifletmis, fotosentez genlerinden detoksifikasyon mekanizmalarina kadar genis bir
yelpazede gen ifadesini yeniden diizenleyerek bitkisel toleransi giiglendirmistir.
Ozellikle anten proteinleri, Calvin dongiisii enzimleri, ABC ve HMA tasiyicilari,
antioksidan enzimler, GST’ler ve belirli transkripsiyon faktorlerinin TU katkistyla daha
giiclii sekilde tesvik edilmesi, Pb stresine karsi ¢cok katmanli bir savunma aginin
harekete gectigini gostermektedir. Bu bulgular, TU uygulamasmin Pb stresinde
bitkilerin metabolik esnekligini artiran ve detoksifikasyon kapasitesini gii¢clendiren
etkili bir koruyucu strateji oldugunu vurgulamaktadir. Elde edilen sonuclar hem agir

metal stresine karst bitkisel yanit mekanizmalarinin daha iyi anlasilmasina katki
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saglamakta hem de Pb kirliligi altindaki tarimsal {iretimde potansiyel bir iyilestirici

uygulama olarak TU kullaniminin énemini ortaya koymaktadir.
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