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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

MISIR (Zea mays L.) FIDELERINDE SISTEIN TESVIKLI KADMIYUM
TOLERANSININ TRANSKRIPTOMIK ANALIZLERI

Yeliz OPAK COBAN
Afyon Kocatepe Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali
Danmisman: Prof. Dr. Mustafa YILDIZ
Ikinci Damsman: Dog. Dr. Hakan TERZI

Kadmiyum (Cd), toprakta birikebilen, bitki biiylimesi ve gelisimi i¢in ciddi bir tehdit
olusturabilen olduke¢a toksik bir agir metaldir. Siilfiir igeren bir amino asit olan sisteinin
(Cys), bitkilerdeki Cd detoksifikasyonunda ¢ok 6nemli bir rol oynadigi gosterilmistir.
Bununla birlikte, misir fidelerinde Cys aracili Cd toleransinin altinda yatan molekiiler
mekanizmalar tam olarak anlasilmamistir. Bu nedenle bu ¢alismada, misir (Zea mays L.
cv. Capuzi) fidelerinde Cys aracili Cd detoksifikasyonunun olasi molekiiler
mekanizmalar fizyolojik ve transkriptomik analizlerle arastirilmistir. Hidroponik olarak
biiyiitiilen musir fideleri 75 uM Cd ve 250 uM Cys uygulamalarina maruz birakilmistir.
On giin sonra, muamele edilmis misir fideleri, biiyiime, Cd birikimi, klorofil igerigi,
enzimatik antioksidanlar1 ve diferansiyel olarak ifade edilen genleri (DEG'ler)
incelenerek metal tolerans mekanizmasini analiz etmek i¢in hasat edilmistir. Cd stresi,
daha fazla Cd birikimine bagl olarak fide biiyiimesini ve klorofil icerigini azaltmistir.
Ayrica Cd stresi, siiperoksit dismutaz ve katalaz aktivitelerindeki azalmaya bagl olarak
lipid peroksidasyonu gibi oksidatif stres belirteclerini arttirmistir. Digsal Cys
uygulanmasinin, Cd birikimini ve lipit peroksidasyonunu azaltarak ve fotosentetik
pigmentleri ve antioksidan enzimlerin aktivitelerini iyilestirerek bitki biiylimesi
tizerinde koruyucu bir etkiye sahip oldugu belirlenmistir. Karsilastirmali transkriptom
analizi, Cd stresi altinda 2422 genin ifade seviyesinin degistigini (953 artan ve 1469
azalan) gostermis. Cys+Cd uygulamasinda ise 2577 genin (1540 artan ve 1037 azalan)



ifade seviyesi degismistir. Gen ontolojisi (GO) smiflandirmasinda, kontrol/Cd
karsilastirmasinda kiiciik molekiilli metabolik siireg, transmembran tagima ve
karbohidrat metabolik siireci ile ilgili genler ve Cd/Cys+Cd karsilastirmasinda
transmembran tasima, fotosentez ve karbohidrat metabolik stireci ile ilgili ¢cok sayida
DEG =zenginlestirilmistir. Kyoto Genler ve Genomlar Ansiklopedisi (KEGG)
zenginlestirme analizi, kontrol/Cd karsilastirmasindaki DEG'lerin metabolik yollar,
fotosentez ve ikincil metabolitlerin biyosentezi ile iliskili oldugunu, Cd/Cys+Cd
karsilastirmasinda ise DEG'lerin fotosentez, metabolik yollar ve fenilpropanoid
biyosentezi ile iliskili oldugunu ortaya koymaktadir. Sonuglar, digsal Cys
uygulamasinin fotosentez, klorofil biyosentezi, membran taginimi, antioksidan enzim
sistemi ve ikincil metabolit biyosentezi gibi farkli yollardaki genlerin ifadesini
diizenleyerek musir fidelerinin Cd toleransini iyilestirdigini gostermistir. Bu arastirma,
tarimsal bitkilerin agir metal stresine karsi toleransini iyilestirmek ve sonugta tarimsal
tiretkenlik ve ¢evresel siirdiiriilebilirlige fayda saglamak icin yenilik¢i stratejilerin

gelistirilmesine katkida bulunma potansiyeline sahiptir.

2024, xii + 107 sayfa
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ABSTRACT
M.Sc. Thesis

TRANSCRIPTOMIC ANALYSIS OF THE CYSTEINE-INDUCED CADMIUM
TOLERANCE IN MAIZE (Zea mays L.) SEEDLINGS

Yeliz OPAK COBAN
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

Cadmium (Cd) is a highly toxic heavy metal that can accumulate in the soil, posing a
serious threat to plant growth and development. Cysteine (Cys), a sulfur—containing
amino acid, has been shown to play a crucial role in the detoxification of cadmium in
plants. However, the molecular mechanisms underlying Cys-mediated Cd tolerance in
maize seedlings has not been well understood. In this study, therefore, the possible
molecular mechanisms of the Cys—mediated Cd detoxification in maize (Zea mays L.
cv. Capuzi) seedlings by physiological and transcriptomic analyses were investigated.
Hydroponically grown maize seedlings were subjected to 75 uM Cd and 250 uM Cys
treatments. After 10 d, the treated maize seedlings were harvested to analyze the metal
tolerance mechanism via examining growth, Cd accumulation, chlorophyll content,
enzymatic antioxidants and differentially expressed genes (DEGs). Cd stres decreased
seedling growth and chlorophyll content due to greater Cd accumulation. Moreover Cd
stresi enhanced oxidative stress markers such as lipid peroxidation due to decrease in
superoxide dismutase and catalase activities. It has been determined that exogenous Cys
application has a protective effect on plant growth by reducing Cd accumulation and
lipid peroxidation and improving the activities of photosynthetic pigments and
antioxidant enzymes. Comparative transcriptome analysis showed that the expression
levels of 2422 genes changed (953 up—regulated and 1469 down-regulated) under Cd
stress. Whereas the expression levels of 2577 genes changed by Cys+Cd application



(1540 up—regulated and 1037 down—regulated). In gene ontology (GO) classification,
many DEGs related to small molecule metabolic process, transmembrane transport and
carbohydrate metabolic process were enriched in the control/Cd comparison, and
transmembrane transport, photosynthesis and carbohydrate metabolic process were
enriched in the Cd/Cys+Cd comparison. The Kyoto Encyclopedia of Genes and
Genomes (KEGG) enrichment analysis reveals that DEGs in control/Cd comparison are
related to the metabolic pathways, photosynthesis, and biosynthesis of secondary
metabolites, while in Cd/Cys+Cd comparison, DEGs are related to the photosynthesis,
metabolic pathways, and phenylpropanoid biosynthesis. The results indicated that
exogenous application of Cys improved the Cd tolerance of maize seedlings by
regulating the expression of genes in different pathways, such as photosynthesis,
chlorophyll biosynthesis, membrane transport, antioxidant enzyme system, and
secondary metabolite biosynthesis. This research has the potential to contribute to the
development of innovative strategies for improving the tolerance of crops to heavy
metal stress, ultimately benefiting agricultural productivity and environmental

sustainability.

2024, xii + 107 pages
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1. GIRIS

Insan saglig {izerindeki potansiyel riskleri nedeniyle agir metal kirliligi, diinyadaki en
yaygin stres faktorlerinden biridir (Chang vd. 2019, Clemens 2019, Kamran vd. 2020).
Kadmiyum, ¢evre ve insan sagligi i¢in 6nemli bir tehdit olusturan oldukc¢a toksik bir
agir metaldir. Madencilik, eritme ve pil tiretimi gibi endiistriyel faaliyetlerin yani sira
giibre ve bocek ilaci kullanimi nedeniyle ¢evreye yaygin olarak dagilmaktadir (Zou vd.
2021). Kirli tarim arazilerinde yetisen bitkiler bol miktarda Cd’a maruz kalmakta ve
bitki dokularinda yiiksek seviyelerde birikmektedir (Nannoni vd. 2016). Bitkilerde asir1
Cd birikimi, anormal bitki biiylimesine ve gelismesine, azalmisg fotosentetik aktivite ve
Klorofil biyosentezine, su ve besin alimini ve taginmasimi engellenmesine, bozulmus
hiicre i¢i redoks homeostazisine ve artan oksidatif hasara yol agarak bitki verimi ve
kalitesinde azalmalara neden olabilmektedir (Hu vd. 2022). Toprak ve sudaki
kadmiyum kirliligi, besin zincirinde birikerek insanlarda ve hayvanlarda ciddi saglik
sorunlarna yol agabilmesi nedeniyle son yillarda biiyiik bir endise kaynagi haline
gelmistir. Bu nedenle, Cd birkimi ve neden oldugu oksidatif stresin olumsuz etkilerini

hafifletmeye yonelik potansiyel stratejilerin gelistirilmesi gerekmektedir.

Kiikiirt bitki biiyiimesi i¢in gerekli besin maddelerinden biridir ve bitkiler tarafindan
cogunlukla topraktan siilfat formunda alinmaktadir (Davidian ve Kopriva 2010). Bitki
biinyesine alindiktan sonra siilfat, agir metal toleransin onemli rol oynayan sistein
(Cys), glutatyon (GSH), fitoselatinler (PC'ler) ve metalotiyoneinler (MT'ler) gibi bazi
organik bilesiklerin yapisina katilmaktadir (Leustek vd. 2000). Bitkilerde Cys,
inorganik stilfatin organik siilfiire asimilasyonunun son {iriiniidiir (Deuschle vd. 2004)
ve yan zincirinde niikleofilik olan ve kolayca oksitlenen bir siilfhidril grubu
tagimaktadir (Dickinson ve Chang 2011). Ayrica Cys, bitkilerde agir metallerin
selasyonu ve detoksifikasyonunda rol oynayan GSH, PC'ler ve MT'ler gibi baz1 6nemli
biyomolekiillerin fonksiyonel oOnciisiidiir (Cobbett ve Goldsbrough 2002). Cesitli
caligmalarda, digsal Cys uygulamasinin Cd (Xue vd. 2024), Cr (Terzi ve Yildiz 2021,
Yildiz ve Terzi 2021), Hg (Aysin vd. 2020) ve Pb stresi (Yuan vd. 2015) altindaki
bitkilerde askorbat—glutatyon dongiisii ve antioksidan enzimler dahil olmak iizere

antioksidan sistemleri senkronize ederek agir metal kaynakli oksidatif hasarin



azaltabildigi gosterilmistir. Xue vd. (2024), Cd stresi altindaki Brassica juncea
fidelerinde digsl Cys uygulamasinin, endojen Cys, GSH, PC igeriklerinin yani sira
glutatyon rediiktazin (GR) aktivitelerini arttirdigi, boylece Cd toksisitesini etkili bir
sekilde azalttigi ve fotosentetik orani1 6nemli Olgiide artirdigini gdstermistir. Jia vd.
(2016), Cr stresi altindaki Arabidopsis bitkilerinde Cys uygulamasinin PC sentaz
enzimini kodlayan genlerin (PCS1 ve PCS2) ifade seviyelerini artan yonde

diizenleyerek GSH birikimini arttirdigini ve PC sentezini aktive ettigini bildirmistir.

Bitkilerde Cd alim1 ve detoksifikasyonu ile ilgili molekiiler mekanizmalarinin kapsamli
bir sekilde anlasilmasi, bitkilerde Cd birikiminin etkin yonetimi ve manipiilasyonu i¢in
onemli bir temel adimdir. Bitkilerde Cd birikimini ve tasinmasini kontrol eden bir dizi
gen, nicel 6zellik lokuslar1 analizi ve haritaya dayali klonlama yoluyla tanimlanmistir
(Chen vd. 2019, Rasheed vd. 2020). Bununla birlikte, yiiksek verimli RNA transkriptom
dizi (RNA—seq) analizi, bir hiicrede belirli bir gelisim asamasini veya fizyolojik durumu
yansitan tlim transkriptlerin setlerini saglamaktadir. Bu veriler, farkli ¢evresel
ortamlarda yetisen bitkilerde anahtar genlerin biyolojik siireglerini ve bitki biiyiimesinde
yer alan ilgili metabolik siiregleri tanimlamak igin kullanilabilmektedir (Wang vd.
2009). RNA-seq teknolojisi, arpa (Kintlova vd. 2021), misir (Yue vd. 2016) ve bugday
(Zhou vd. 2019) gib1 farkl bitki tiirlerinde Cd stres tepkilerini i¢eren biyolojik siirecleri
ve molekiiler aglar1 desifre etmek igin yaygin olarak kullanilmistir. Ornegin,
S—adenosilmetiyonin dongiisiinii, metal taginmasini, vakuolar alikonma ve oksin sinyal
yolagi ile ilgili bir¢ok strese duyarli genin Cd stresine yanit olarak musir bitkilerinde
farkli sekilde ifade edildigi gosterilmistir (Yue vd. 2016, Lin vd. 2022). Bununla
birlikte, bitkilerde Cd toleransini artiran kimyasallarin molekiiler mekanizmalarini
ortaya ¢ikarmak, anahtar diferansiyel olarak ifade edilen genleri (DEG'ler) ve ilgili
metabolik yollar1 tanimlamak i¢in de kullanilmaktadir (Sun vd. 2022, Di vd. 2023, Liu
vd. 2023). Pamuk bitkilerinde melatonin aracili Cd detoksifikasyonunda antioksidan
sistem, Cd selasyonu ve ABC tasiyicilar1 gibi DEG’lerin fonksiyon gordiigii yolaklarin
tesvik edildigi gosterilmistir (Li vd. 2022a).

Bildigimiz kadariyla, misirda Cys tesvikli Cd toleransinin altinda yatan molekiiler

mekanizmay1 ortaya ¢ikarmak igin  transkriptom analizi  bugiine kadar



gerceklestirilmemistir. Bu g¢aligmada, fizyobiyokimyasal ve transkriptomik analizleri
entegre edilerek misir fidelerinde Cys tesvikli Cd toleransi mekanizmalar1 incelenmistir.
Bu baglamda, Cd stresi altindaki misir fidelerinde biiyiime, Cd birikimi, klorofil icerigi,
lipid peroksidasyonu ve antioksidan enzim aktivitelerinin yani sira transkriptom analiz
kullanilarak farkli sekilde ifade olan DEG’lerin ve metabolik yolaklarin belirlenmesi

amaglanmistir.



2. LITERATUR BILGILERI

2.1 Musir (Zea mays L.) Uretimi

Maisir (Zea mays L.), Poaceae familyasina ait diinyanin 6nemli tek yillik tahil {irtintidiir.
Misir diinyanin bir¢cok yerinde temel gida olarak kabul edilir ve ¢eltik ve bugdaydan
sonra diinyanin en onemli tglincii temel triintdir (Sandhu vd. 2007). Misir diinya
tizerinde yaklasik 196 milyon ha ekim alanina sahiptir (FAO 2020). Ekilen misirin
%60’1 hayvan yemi, %20’si insan gidasi, %10’u hazir gida ve kalan %10’u da yeniden
ekim i¢in tohumluk olarak kullanilmaktadir (Bilgi¢ vd. 2012). Misir, elde edilen yiiksek
verim, yaygin yetistiricilik, depolanma kolaylig1 ve 1slah yoluyla devamli gelistirilmeye
uygun olmasi gibi nedenlerden dolayr onemli bir besin maddesi olarak kabul

edilmektedir.

Diinyada misir iiretiminde ilk sirada Amerika Birlesik Devletleri bulunmaktadir (FAO
2020). Tirkiye ise Diinya musir iretiminde 23. sirada yer almaktadir (FAO 2020).
Misir, Tirkiye’de 6,9 milyon da ekim alami ve 6,5 milyon ton iiretim miktart
bakimindan en ok yetistiriciligi yapilan iiriinlerin basinda gelmektedir (TUIK 2021).
Silaj (hayvan yemi), yag, un, patlamis misir, haglanmis misir ve tatlandirici tiretimi gibi
bircok farkli gida eldesinde kullanilabilmesi misir1 ekonomik olarak da o6nemli bir
kiiltiir bitkisi haline getirmektedir. Bu sebeplerle misir iiretimi ihtiyag ve talebe bagh
olarak her yil artis gostermektedir (TUIK 2021).

2.2 Agir Metal: Kadmiyum

2.2.1 Kadmiyum Toksisitesi

Kadmiyum (Cd), cevredeki en zehirli agir metallerden biridir (Zhan vd. 2017).
Madencilik ve dokiim endiistrisi (Robson vd. 2014), giibreleme ve atik su ile sulama
yapilmasi gibi insan kaynakli iiretim faaliyetleri nedeniyle giderek artan miktarlarda Cd
ekilebilir topraklara katilmaktadir (Atafar vd. 2010, Chen vd. 2013). Toprak Cd kirliligi

ozellikle madencilik ve dokiim alanlarinin etrafindaki tarim arazilerinde her zaman



yiiksek konsantrasyonda olugsmaktadir (Li vd. 2014). Bu nedenle, kirli tarim arazilerinde
yetisen bitkiler bol miktarda Cd’a maruz kalmakta ve bitki dokularinda yiiksek
seviyelerde birikmektedir (Nannoni vd. 2016). Besin zinciri ile Cd aliminin azaltilmasi,
insan sagliginin ve cevrenin korunmasi i¢in ¢ok oOnemli bir gorevdir. Bu nedenle,
tarimsal trilinlerin glivenli tiretimi yoluyla Cd'un potansiyel insan sagligi risklerinin en

aza indirilebilmesi i¢in tahil tanelerinde Cd birikiminin sinirlandirilmasi zorunludur.

Agir metal kirliligi, diinyadaki en yaygin stres faktorlerinden biridir ve insan sagligi
tizerindeki potansiyel riskleri nedeniyle diinya c¢apinda onemli bir problem haline
gelmistir (Chang vd. 2019, Clemens 2019, Kamran vd. 2020). Insan kaynakli
faaliyetler, kirli lagim c¢amurunun atilmasi, asir1 kimyasal giibre kullanima,
sanayilesmenin hizla biiyiimesi ve kentlesme toprak kirlenme siirecini hizlandirmigtir
(Rizwan vd. 2018). Kadmiyum 6nemli toksik kirleticilerden biridir ve insan viicuduna
alindiginda yaklagik 10—30 yil gibi uzun ve kalict bir biyolojik émre sahiptir (Clemens
2006, Clemens vd. 2013). Insanlarda Cd osteoporoz, kanser ve bdbrek fonksiyon
bozuklugu gibi cesitli hastaliklara neden olabilmektedir (Johri vd. 2010, Yu vd. 2017,
Mao vd. 2019).

2.2.2 Kadmiyumun Bitkiye Alinimi ve Tasmimi

Kadmiyum topraklarda cesitli formlarda bulunmakta ancak birgogu bitkiler tarafindan
alinamamaktadir (Liu vd. 2018a). Cd genellikle toprakta Cd*? olarak bulunmakta ve
Cd'un en toksik formu olarak kabul edilmektedir (Zhan vd. 2017). Kadmiyum alimi
Cd’un formuna, bitki tiirlerine ve topragin fizikokimyasal kosullarina bagli olarak
degisiklik gostermektedir (Zhi—bin vd. 2016, Rizwan vd. 2018). Cd kolaylikla topraktan
alinmakta ve bitkinin toprak istii kisimlarina taginmaktadir (Shanmugaraj vd. 2019).
Kadmiyumun alinma yetenegi, bitkinin fizyolojik ozellikleri (Tiryakioglu vd. 2006,
Yadav vd. 2018, Gupta vd. 2019), bitkinin yas1 (Manousaki ve Kalogerakis 2009), kok
yapist (Redjala vd. 2011, Fahr vd. 2013, Laghlimi vd. 2015), kék boyutu (Thakur vd.
2016) ve kok yiizey alan1 (Redjala vd. 2011, Thakur vd. 2016, Zhi—bin vd. 2016, Yadav
vd. 2018) gibi bitki 6zelliklerindeki farkliliklar nedeniyle bitki tiirleri ve genotipler

arasinda degisiklik gostermektedir. Kok tiiyleri, Cd aliminda ¢ok onemli bir islev



gormekte (Zheng vd. 2011) ve ince tiiylii koklere sahip bitkiler, yiiksek oranda Cd alimi
ve birikimi gostermektedir (Gupta vd. 2019). iz elementlerin bitkiye genellikle iki
degerlikli formda alimasi nedeniyle (Fontes vd. 2014, Gupta vd. 2016), Cd’un Ca*?,
Fe*?, Mg*?, Cu*® ve Zn*? ile aym tasiyicilar1 kullanarak kok hiicre ¢eperlerini gectigi
gosterilmistir (Villiers vd. 2012, Fontes vd. 2014, Ismael vd. 2019). Kadmiyum pasif
tasima (diflizyon) yoluyla da toprak c¢ozeltisinden bitki koklerine gecebilmektedir
(Redjala vd. 2011, Rog Young vd. 2015). Ayrica, spesifik olmayan zar tasima
proteinleri (¢inko tasiyict ZIP ve demir tasiyici IRT) ve ATPaz’lar Cd tasinmasinda
gorev almaktadir (Yamaguchi vd. 2011, Gallego vd. 2012, Wu vd. 2015, Sebastian ve
Prasad 2018).

Bitki siirgiinlerine Cd alimi, Cd'un kdk yoluyla alinmasina, vakuollerde alikonulmasina,
ksilem ve floem yiiklemesine baglhidir (Riaz vd. 2021). Bitkinin toprak iistii kisimlart,
toprak alt1 kisimlarina kiyasla daha diisitk Cd biriktirmektedir. Bu durum Cd'un biiyiik
miktarmin koklerde tutuldugunu ve daha azinin ksilem araciligi ile toprak iistii dokulara
tasindigin1  gostermektedir (Riaz vd. 2021). Cd'un yiiksek hareketliligi, koklerin
topraktan alimini kolaylastirir, ardindan apoplastik veya simplastik yollar veya organik
asit veya fitoselatinler ile kompleks olusturarak ksileme ulasmaktadir (Lei vd. 2020). Cd
alimi ve tohuma taginmasinda, Cd’un kokler tarafindan alimi, ksileme yiiklenmesi,
slirglinlere translokasyonu ve son olarak floem translokasyonu ile tohumlara iletilmesi
(Uraguchi ve Fujiwara 2012, 2013) dort ana asama olarak kabul edilmektedir (Sekil 2.1)
(Clemens 2019).

Kokler tarafindan Cd alimi temel bitki besin maddelerinin topraktan alinmasi i¢in
kullanilan farkli tasiyicilar tarafindan gerceklestirilen ilk adimdir (Enstone vd. 2002,
Sasaki vd. 2012). Agir metallerin zarlardan tasinmasi igin bitkilerin farkli kisimlarinda
birka¢ c¢esit tasiyict rapor edilmistir (Xia vd. 2010, Takahashi vd. 2011, Sasaki vd.
2012). Farkli agir metal tasiyici protein tiirleri arasinda NRAMP (dogal direngle iliskili
makrofaj proteini) ailesi ¢ok ¢esitli metal elementlerin taginmasiyla iligkili olup, Mn,
Zn, Co ve Ni't (Takahashi vd. 2011) ve Al’u (OsNtratl tarafindan) (Xia vd. 2010)
tasidigr bilinmektedir. Celtikte, kok hiicrelerinin ekzodermisi ve endodermisinde

lokalize olan OsNramp5 proteininin Mn alimi ve translokasyonundan sorumlu



olmasinin yani sira Cd tasinmasindan sorumlu oldugu bildirilmistir (Sasaki vd. 2012).
Diger taraftan, NRAMP ailesinin diger iiyelerinden farkli olarak OsNramp4'in Al (ii¢
degerlikli katyon) disinda iki degerlikli katyonlarin taginmasinda yer almadig
bildirilmistir (Xia vd. 2010). Ayrica OsNramp6'nin Cd'dan ziyade Fe ve Mn alimini
gerceklestirdigi (Peris—Peris vd. 2017) ve OsNramp3’iin Cd tasinmasina katilmadigi
gosterilmistir (Yamaji vd. 2013a, Yang vd. 2014). Fe tasiyan iyon kanallarinin
(OsIRT1, OsIRT2 ve OSNRAMP1) ayni zamanda Cd’un alinmasinda gorev aldigi bazi
arastirmalarla gosterilmistir (Curie vd. 2000, Ishimaru vd. 2006, Nakanishi vd. 2006,
Takahashi vd. 2011). Bununla birlikte, bu tasiyicilarin o6zellikle Fe eksikligi

kosullarinda ifade edildigi ve Fe tasiyicilart aracili Cd alinmasi i¢in Fe eksikliginin

meydana gelmesi gerektigi bildirilmistir (Clemens 2019).

(A

Epidermis Ekzodermis Korteks Endodermis  Periskl/Stele Ksileme dogru akig

—@B— OsNramp5 —S— OsHMA3 —  — OsHMA2

Sekil 2.1 Celtikte kadmiyum (Cd*?) alimi, dagilimi, sekestrasyonu, uzun mesafeli taginimi ve
tohumdaki yerlesimini gosteren bir diyagram. Cd alimi, tasiyict (OsNramp5)
araciligtyla kokler tarafindan gerceklestirilir. Vakuolar sekestrasyon, tonoplast
lokalize tasiyicilar (OsHMAD3) tarafindan gergeklestirilir. Ksilem yiiklemesi kokten
stirgline dogru HMA2 ve HMA4 tarafindan gergeklestirilir. CAX tipi ve MTP tipi
tasiyicilar da Cd alimina aracilik eder. Son olarak, ksilem-floem yeniden yer
degistirme ve yapraklardan remobilizasyon yoluyla floem yiiklemesi gerceklestirilir
(Clemens 2019°dan degistirilerek).



Bitkilerle yapilan g¢alismalarda IRT1 (demirle diizenlenen tasiyici), vakuollere Cd
sekestrasyonunda gorev yapan HMA3 (agir metal ATPaz), vakuollerden Cd
tasinmasinda rol alan AtNRAMP3/4, Cd translokasyonu ve dagiliminda gorev alan
HMA2, AtHMAA4, OsLCT]1 (diisiik afiniteli katyon tasiyici) ve yaprakta Cd birikiminde
yer alan OsCALL’in (Mendoza—Cozatl vd. 2011, Clemens ve Ma 2016, Luo vd. 2018)

Cd taginmasina aracilik eden diger tasiyicilar olarak tanimlanmustir.

Celtik bitkilerinde simdiye kadar dokuz HMA geni tanimlanmistir. Bunlar arasinda
OsHMAL ve OsHMA3’iin Ag/Cu tasinmasinda gorevli oldugu gosterilmistir (Lee vd.
2007). Ayrica OsHMA3’iin kok hiicrelerinin vakuollerinde Cd'un tutulmasina aracilik
ettigi bildirilmistir (Sekil 2.1) (Ueno vd. 2010, Miyadate vd. 2011). Tiitiin bitkilerinde
asirt OSHMAS3 ifadesinin siirgiindeki Cd birikimini azalttigi ve Cd toleransini arttirdigi
bildirilmistir (Cai vd. 2019). OsNramp5 tarafindan aliman Cd’un, OsHMA3'in
homologu olan OsHMA2 tasiyicisi tarafindan siirglinlere tasindigi belirtilmistir
(Satoh—Nagasawa vd. 2012, Takahashi vd. 2012a, Yamaji vd. 2013b). OsHMA3
tonoplastta lokalize olan bir tasiyiciyken, OsHMA?2 plazma zarinda Cd ve Zn'un
taginmasinda rol oynayan bir tasiyicidir (Takahashi vd. 2012a). Bununla birlikte,
OsHMAZ2 genlerinin devre dist birakilmasinin siirgiindeki Cd birikimini azalttigi rapor
edilmistir (Yamaji vd. 2013b). Bir plazma zar1 tasiyicisi olan OsLCT1 (diisiik afiniteli
Cd tasiyict 1)’in devre dis1 birakilmasinin tahil tanelerinde daha az Cd birikimine neden
oldugu bildirilmistir. Luo vd. (2018), yaprak Cd igerigini kontrol eden ve sitozolde selat
olusturarak calisan ve hiicre dist bosluklarda Cd salgilanmasini tesvik ederek sitozolik
Cd'u azaltan yeni bir tiir defensin benzeri protein (OsCALI) tanimlamistir. Diger
taraftan, reaktif oksijen tiirleri (ROT), nitrik oksit (NO), giberellin ve oksin tarafindan
uyartlan bazi sinyal yolaklarinin, IRT1 gibi tasiyicilari  kodlayan genlerin
transkripsiyonel regiilasyonunda yer aldig1 bildirilmistir (Rodriguez—Serrano vd. 2009,
Gallego vd. 2012, Zhu vd. 2012, 2013, Kawakami ve Bhullar 2018). Bununla birlikte,
bitki Cd alimi ve translokasyonunda yer alan genleri etkileyen diizenleyici yolaklar tam

olarak anlagilamamistir (Lei vd. 2020).



2.2.3 Kadmiyum Stresinin Bitki Gelisimi Uzerindeki Etkileri

Cd diger agir metallere gore nispeten daha hareketli bir elementtir ve bitki kokleri
tarafindan kolayca almip toprak iistii kisimlara tagimmaktadir (Verbruggen vd. 2009,
Chang vd. 2019). Cd bitkilerin biiyiimesi ve tiretkenligi i¢in gerekli olan biyokimyasal,
fizyolojik, morfolojik ve molekiiler siiregleri olumsuz etkileyen toksik bir elementtir
(Rizwan vd. 2016, Rehman vd. 2019). Bitki kokleri agir metal stresine maruz kalan ilk
bitki dokusudur ve Cd’un kok yapisina 6nemli diizeyde zarar vermektedir (Yan vd.
2018, Riaz vd. 2020). Kadmiyum su ve besinlerin dagilimmi bozarak, fotosentezi ve
solunumu azaltarak, kok uzamasi ve biyokiitle iiretimini engelleyerek, transkripsiyon ve
sinyal yolaklarini bozarak bitki biiylime ve gelismesine ciddi sekilde zarar vermektedir
(Dias vd. 2012, Gallego vd. 2012, Nazar vd. 2012, Clemens ve Ma 2016, Yao vd. 2018,
Ismael vd. 2019). Belirli bir Cd konsantrasyonu (100 mg g!) altinda hayatta kalabilen
ve dokularinda Cd biriktirebilen akiimiilator bitkiler hari¢, Cd bitki metabolizmasina
zarar verebilir ve ¢ok diisiik bir seviyede (5—10 mg g) bile fitotoksisiteye ve hatta bitki
oliimiine neden olabilmektedir (Reeves 2000, Broadley vd. 2001, Verbruggen vd. 2009,
Clemens vd. 2013). Kadmiyum toksisitesi, azot metabolizmast ve karbohidrat
metabolizmasini engelleyerek bitki bliyiime parametrelerini 6nemli diizeyde etkiledigi
(Shahid vd. 2019) ve birgok bitki tiiriinde fotosentezin bozulmasina (Alyemeni vd.
2018, Qin vd. 2018, Sepehri ve Gharehbaghli 2019, Ren vd. 2020) neden oldugu
gosterilmistir. Kadmiyum fitotoksisitesinin neden oldugu oksidatif stresin bitkilerde
ciddi fizyolojik ve biyolojik siireglerin kesintiye ugramasina neden oldugu bildirilmistir
(Wu vd. 2016). Bitkilerde Cd toksisitesi kaynakli olusan reaktif oksijen tiirleri (ROT),
molekiiler fonksiyonlar1 dogrudan veya dolayli olarak bozmaktadir. ROT’larin fazla
tiretimi DNA, protein ve zar lipitlerinin yapisinda bozulmalara ve bunlara bagl olarak
hiicre 6liimiine neden oldugu gosterilmistir (Riaz vd. 2018, Yan vd. 2018). Organel ve
organellerin zar yapisinin zarar gérmesi de Cd toksisitesinin yaygin bir sonucu olarak
bildirilmistir (Ali vd. 2013). Sonug¢ olarak, Cd’un bitkilerin biiylimesini, gelismesini,
irlin verimini etkileyen ve buna bagli olarak da insan saghigimi ciddi anlamda tehdit
eden cok tehlikeli bir element oldugu bildirilmistir (Clemens vd. 2013, Deng vd. 20193,
Riaz vd. 2020).



2.2.4 Bitkilerde Kadmiyum Sinyal Yolaklar:

Bitkilerde Cd birikiminin kalsiyum—kalmodulin yolunun, fitohormon sentezinin ve
ROT aracili sinyallemenin aktivasyonuna yol ac¢tigi gosterilmistir (Hameed vd. 2016,
Bali vd. 2019, Dobrikova ve Apostolova 2019, Ghosh ve Roy 2019). Bitkilerde Cd
stresine yanit olarak farkli sinyal yolaklar1 Sekil 2.2'de sunulmustur. Bu sinyal
yolaklaridan Ca*? ve kalmodulin etkilesimlerinin, potansiyel toksik elementlere yanit
veren disg uyaranlarin habercisi ve sinyal yolagi olarak kritik bir gorev aldig1 rapor
edilmistir (Maksymiec 2007, Dalcorso vd. 2010, Hameed vd. 2016, Verma vd. 20164,
Vishwakarma vd. 2017, Mei vd. 2018). Cd’un bitki hiicrelerine girisi, fosfolipaz C ve
inositol—3—fosfatla uyarilan kalsiyum kanallar1 ve ADP riboz kapil1 kanallar gibi cesitli
kanallarin aktivitesinin bozulmasi nedeniyle sitozolik kalsiyum seviyelerinin artmasina
neden oldugu bildirilmistir (Garnier vd. 2006). Ca*?daki bu artis, sirasiyla iyon
tasinmast ve bitki metabolizmasi ve stres toleransinda yer alan gen ifadesinin
diizenlenmesi ile iligkili sinyal iletimini baslattig1 gosterilmistir (Hameed vd. 2016,
Ghosh ve Roy 2019, Shanmugaraj vd. 2019). Ornegin, Cd stresi altindaki petunya
bitkilerinde Ca*?/H* tasinmasinda yer alan CAXcd tastyicisinin ifadesi, Cd toleransi ve

Cd birikiminde artis ile sonuglandigi rapor edilmistir (Wu vd. 2011).

Bitki hiicrelerinde artan Cd birikiminin sinyal molekiilleri olarak hareket edebilen ROT
olusumunda bir artisa yol a¢tif1 gosterilmistir (Lin ve Aarts 2012, Jalmi vd. 2018).
Kadmiyum stresi altindaki misir (Liu vd. 2019a), ¢emen otu (Zayneb vd. 2015), celtik
(Rahman vd. 2016) ve domates (Alves vd. 2017, Khan vd. 2019) fidelerinin koklerinde
hizli ROT iiretimi gozlenmistir. Kadmiyum stresi altindaki bitkilerde ROT {iretiminin
onemi ve Cd stresi altindaki sinyal yollarinda ROT’larin rolii genis c¢apta rapor
edilmistir (Baxter vd. 2014, Jain vd. 2018, Kundu vd. 2018, Mei vd. 2018). Hiicre dis1
ortamda Cd varligmmin algilanmasinin mitojenle aktive olan protein kinaz (MAPK)
agmin aktivasyonu ile iligkili oldugu gosterilmistir (Ghosh ve Roy 2019). Bu sinyal
mekanizmalarimin Cd toksisitesine karsi bitki toleransinda gorev aldigr bildirilmistir

(Dalcorso vd. 2010, Chmielowska—Bak vd. 2014).
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Sekil 2.2 Kadmiyum (Cd) stresi ve detoksifikasyon semasi. Cd maruz kalma sirasinda metal
selatorlerin  (Ornegin, Sideroforlar ve organik asitler) sentezi icin kullanilan
trikarboksilik asit dongiisii (TCA) ara maddeleri. Cd, hiicre duvarlarin1 Zn, Fe, Cu ve
Ca iyonlarina ait tastyicilar araciligiyla geger. Cd girisi, reaktif oksijen tiirlerinin
(ROT) (6rnegin, H202, O2* ~ ve *OH) ve nitrik oksidin (NO) agir1 {iretimine yol agarak
antioksidan enzim aktivitesi (6rnegin, POD, SOD, GR) ve antioksidanlarin sentezinde
artisa neden olur. Fazla Cd, protein S-nitrosilasyonuna ve metalotiyonin iiretimine
neden olur. Cd stresinde yer alan anahtar sinyal yollar1 sirasiyla mitojenle aktive olan
protein kinaz (MAPK), kalsiyuma bagimli protein kinaz (CDPK) ve fosfoinositid 3-
kinazlardir (PI3 kinazlar). Cd stresi ayrica oksine duyarli promotor (DR5-GUS), oksin
akis tastyicilart (PIN'ler) ve patojenle iliskili genleri (PR genleri) aktive eder. Cd
stresine yanit olarak sentezlenen fitoselatinler, Cd'un vakuolar sekestrasyonu yoluyla
Cd'a karst bir bitki savunma sistemi gorevi gormektedir (Taoufik El Rasafi vd.
2022’den degistirilerek).

MAPK!'ler, Cd stresi altinda ROT iiretimine bagli olarak fosforilasyon ile aktive olan bir
grup protein kinaz ailesidir (MAPK, MAPKK ve MAPKKK) (Gallego vd. 2012,
Ya—Fen ve Aarts 2012, Jain vd. 2018, Jalmi vd. 2018). Kadmiyum stresi altindaki misir
fidelerinde hem ZmMPK3—1 hem de ZmMPK6—1 genlerinin ROT iiretimine bagh
sinyal yoluyla aktive oldugu bildirilmistir (Liu vd. 2019a). Benzer sekilde, Cd’a maruz
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birakilan Arabidopsis bitkilerinde meydana gelen ROT birikimi, sinyal iletiminde yer
alan MPK3 ve MPKG6 genlerinin aktivasyonuna neden oldugu kanitlanmistir (Liu vd.
2010). Bununla birlikte, Cd stresine maruz birakilan soya fasiilyesi koklerinde, kontrol
bitkilerine kiyasla daha yiiksek MAPKK2 gen ifadesi bulunmustur (Chmielowska—Bak
vd. 2013).

Agir metal stresi altinda, bitkilerdeki kalsiyum/kalmodulin sinyal yolaginda asir1 ROT
tiretimi ve MAPK aktivasyonuna ek olarak bitki hormonlarinin da goérev aldigi
belirtilmistir (Hameed vd. 2016, Zhi—bin vd. 2016). Cd'a maruz kalma ayrica Ca*?un
sitoplazmaya hizla salinmasina neden olur (Garnier vd. 2006, Yeh vd. 2007), bu da
reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) olusmasina yol agan NADPH oksidazin aktivasyonuna
neden olur (Garnier vd. 2006). Cd stresine maruz kalan patates (Solanum tuberosum)
koklerinde (Stroinski vd. 2013) ve Cd—toleransli Oryza sativa kokleri ve yapraklarinda
(Hsu ve Kao 2003) ABA konsantrasyonlarinin énemli diizeyde arttig1 belirlenmistir. Cd
stresi altindaki puskiillii sa¢ otu (Deschampsia cespitosa (L.) Beauv.) koklerinde, ABA
artisin1 takiben sitokininlerin seviyesinde bir azalma oldugu gosterilmistir (Hayward vd.
2013). Ayrica, Cd’a maruz kalan soya fasiilyesi fidelerinde, Cd ile indiiklenen genlerin
promotorleri ABA ve etilen sinyal yolaklarinda yer alan promotorlerle baglantili
diizenleyici motiflere sahip oldugu gosterilmistir (Chmielowska—Bak vd. 2013). Zhao
vd. (2014), Cd stresi altindaki geltik (Oryza sativa L.) koklerinde absisik asit (ABA),
oksin, MAPK (mitojen aktive protein kinaz) sinyali ve hiicre dongiisii arasimdaki
baglantiyr incelemistir. DR5—GUS barindiran ¢eltik bitkilerinin GUS boyamast,
ABA'nin Cd stresi altindaki koklerde oksin dagilimini etkiledigini gostermistir. DRB
(5,6—diklorobenzimidazol 1-b Dribofuranosid, bir RNA sentez inhibitorii), MG132 (bir
protein yikim inhibit6rii), BFA (brefeldin A, bir protein tasima inhibitorii) ve TIBA
(2,3,5-triiodobenzoik asit, bir polar oksin tasima inhibitorii) kullanilarak yapilan
calisma sonucunda, ABA'nin Cd stresi altinda transkripsiyon, protein yikimi ve tasima
yollart yoluyla oksin dagilimmi diizenledigini ortaya koymustur. Koklere 11 giin
boyunca Cd+ABA uygulamasi, ABA seviyelerinin MAPK genlerinin transkripsiyonunu
etkiledigini ve bu genlerin c¢eltik fidelerinde ABA tarafindan farkli sekilde
diizenlendigini gostermistir. Genel olarak, bu sonuglar ABA'nin Cd stresine yanit olarak

oksin ve MAPK sinyalini ve hiicre dongiisiinii koordine ettigini gostermektedir. Bu
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durumun Cd stresinin algilanmasinda ve strese yanitta ABA’nin rol oynadigim

gostermektedir (Perez Chaca vd. 2014).

2.2.5 Kadmiyum Stresinin Bitkilerde Neden Oldugu Molekiiler Diizeydeki
Degisiklikler

Cd stresinin morfolojik, biyokimyasal ve fizyolojik etkilerine ek olarak bitki genetigini
de ciddi oranda etkileyen bir abiyotik stres oldugu kanitlanmistir (Rizwan vd. 2017). Cd
toksisitesinin, stresle iliskili proteinlerin ve sinyal molekiillerinin sentezinde,
kromozomal yapida, hiicre dongiisiinde, boliinmesinde ve niikleik asitlerde bozulmalara
neden oldugu gosterilmistir (Dalcorso vd. 2010, Gill ve Tuteja 2011). Bitkilerdeki fazla
metal iyonlar1 protein ve DNA'ya baglanarak gen mutasyonlarina ve DNA hasarina yol
acan bozulmalara neden olmaktadir (Gill 2014). Cd, bitkiler tarafindan kolayca
alindigindan diistik dozlarda bile asir1 toksisiteye neden olabilecegi bildirilmistir (Tamas
vd. 2010). Bitkilerin Cd'a maruz kalmasi, gen modifikasyonu ve genom degisikligi dahil
olmak iizere molekiiler diizeyde ¢esitli olumsuz etkilere neden olmaktadir. iki farkl
arpa ¢esidinde yapilan bir ¢alisma sonucunda, 15 giin boyunca 50 uM Cd igeren bir
hidroponik kiiltirde biiyiitilen arpa fidelerinin gen ifadelerinde 6nemli degisikler
gozlemlenmistir (Sun vd. 2015). Buna gore Wé6nk2 (diisiik Cd biriktiren) ¢esidinde Cd
stresine bagli olarak 382 artan yonde diizenlenen ve 131 azalan yonde diizenlenen gen
tespit edilmistir. Diger bir ¢esit olan Zhenong 8’de (yliksek Cd biriktiren) ise 303 artan
yonde diizenlenen ve 106 azalan yonde diizenlenen gen ile toplamda 812 genin Cd stresi
altinda ifadelerinin degistigi bulunmustur (Sun vd. 2015). Kadmiyum toksisitesi, metal
detoksifikasyon mekanizmalariyla (6rnegin, fitoselatinler ve metallotiyoninler) iliskili
gen ifadesinde degisikliklere neden oldugu bulunmustur (El Rasafi vd. 2022). Arpa
koklerinde bulunan metallotiyoneinlerden sorumlu genler, Cd varliginda aktive olurken,
fitoselatin sentazin gen ifadesinde herhangi bir etki gézlenmemistir (Tamas vd. 2008).
Bu calismada, Cd'un sinyal ve detoksifikasyon yollarinda yer alan genlerin ifadesini
degistirdigi sonucuna varilmistir. Shanmugaraj vd. (2013), asir1 diizeyde Cd'a maruz
kalan Brassica juncea'da fitoselatin sentazi kodlayan genin mRNA ifadesinde bir artis

bulmustur. Proteinler ve kloroplastlarla iliskili gen ifadesinde de degisiklikler

gbzlenmistir. Zaripova vd. (2011), 7 giin boyunca 100 uM CdCl.'e maruz birakilan arpa
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fidelerinde, kloroplast genlerinin transkripsiyonel ve posttranskripsiyonel seviyelerde
ifadelerini arastirmiglardir. Bu ¢alismanin sonuglari, Rpl16, rpl23 ve rpll2 gibi
ribozomal proteinlere ait genlerin transkripsiyonlarinda ve plastid NADH—plastokinon
oksidorediiktazin alt tinite 1’i kodlayan ndhA gen ifade seviyelerinde artis oldugunu
gostermistir (Zaripova vd. 2011). Yiiksek Cd seviyeleri, bitkilerde molekiiler diizeyde
yiiksek toksisiteye neden olur ve bitkilerde Cd stresine verilen yanitlarda yer alan
molekiiler mekanizmalar1 incelemek, Cd savunma stratejilerini anlamak i¢in énemlidir
(El Rasafi vd. 2022). Ornegin Cd stresi altinda ZmMMPK3—1 ve ZmMPK6—1 genlerinin
ifadesi artarak ROT sistemini aktive oldugu bulunmustur (Liu vd. 2019a). Bu durum Cd
stresine maruz kalan bitkilerde peroksidaz (ZmPRX) gibi antioksidan enzimlerin
ifadesini artan yonde diizenlendigi sonucunu desteklemistir (Yue vd. 2016). Kadmiyum
ayrica fotosentezle iliskili genlerin (psbA, psaB, rbcL) ifadesini etkiledigi ve bitkilerde
karbon fiksasyonunu inhibe ettigi rapor edilmistir (Sebastian ve Prasad 2019). Ayrica,
Cda (32 mg L) maruz birakilan Theobroma cacao fidelerinde, sinif III peroksidaz
(PER—1) biyosentezi ile iliskili genlerin koklerde (%57) ve yapraklarda (%26) ifade
artig1 gosterdigi bulunmustur (Castro vd. 2015).

2.2.6 Kadmiyum Stresinin Bitki Transkriptom Profilleri Uzerine Etkisi

Bitkilerin Cd stresine verdigi molekiiler yanit mekanizmalar: karmasik olup, cesitli stres
tirlerine karsi bitki tepkilerinde yer alan gen aglarini aydinlatmak igin stratejiler
gelistirmede faydali olabilecegi diistiniilmektedir (Oono vd. 2014). Yeni nesil dizileme
araglar1 kullanilarak gergeklestirilen RNA—seq stratejisi, mRNA'lar ve kodlanmayan
RNA'lar dahil olmak iizere tiim transkriptleri dogru bir sekilde 6lgmek, kataloglamak ve
genom c¢apinda gen ifadesini analiz etmek igin ¢ok yararli bir arag¢ haline gelmistir.
Yiiksek ¢oziiniirlik ve hassasiyet prensibi ile ¢alisan RNA—seq analizinin, genlerin
transkripsiyonel yapisi hakkinda ayrintili bilgi saglayabilecegi bildirilmistir (Wang vd.
2009).

Bitkilerin Cd toksisitesini nasil tolere ettikleri konusunda ¢ok fazla ¢alisma yapilmistir
(Kollarova vd. 2019, Singh vd. 2019, ElI Dakak ve Hassan 2020). Tahil bitkileri, Cd

stresinde hayatta kalabilmek i¢in Cd sinyallerine yanit olarak bir dizi adaptif
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mekanizma gelistirmislerdir (Hall 2002, Garnier vd. 2006, Shu—Hua vd. 2006,
Yoshihara vd. 2006, Verbruggen vd. 2009, Vert vd. 2009, Dalcorso vd. 2010). Bu
mekanizmalar molekiiler, fizyolojik ve biyokimyasal olmak {izere kompleks cevaplar
icermektedir (Gallego vd. 2012, Deng vd. 2019a). Cd'un oksidatif strese yol agabilecegi
ve bir¢ok proteinin reaksiyon merkezindeki kritik metal iyonlarinin yerini alabilecegi,
bunun da proteinlerin fonksiyon kaybina ve dogal iyonlarin salinmasina neden

olabilecegi 6ne siiriilmiistiir (Dalcorso vd. 2010).

Kadmiyum tolerans mekanizmalar1 arasinda glutatyon (GSH; y—glutamat—sistein glisin)
metabolizmasi ve igerdigi tiyol bilesiginin Cd toksisitesini hafifletmede anahtar bir rol
oynadigi kabul edilmistir (Sobrino—Plata vd. 2014, Hernandez vd, 2015). GSH,
genellikle agir metal ve Cd stresine yanit olarak ortaya c¢ikan fenilalanin amonyum
liyaz, siiperoksit dismutaz veya glutatyon rediiktaz gibi antioksidan enzimlerin gen
ifadesini diizenlemektedir (Schellingen vd. 2015). Son arastirmalar, glutatyon/okside
glutatyon oranmin (GSH/GSSG) bitkilerde Cd stresi ile yakindan iliskili oldugunu
gostermistir (Semane vd. 2007). Bitkilerde y—glutamilsistein sentetaz (GSH1) ve
glutatyon sentetaz (GSH2), GSH sentezinde yer alirken, glutatyon rediiktaz 1 (GR1) ve
glutatyon rediiktaz 2 (GR2), GSH sentezinin azalmasinda rol oynadigi bildirilmistir
(Jozefczak vd. 2014). Cd stresinin GSH1, GSH2, GR1 ve GR2 dahil olmak iizere GSH
ile iliskili tim genlerin transkripsiyon seviyelerini artirabilecegi gosterilmistir (Semane
vd. 2007, Schellingen vd. 2015). Kadmiyum stresinin yiiksek afiniteli bir siilfat
tastyicisinin (HAST) ifadesinde artisa bagli olarak siilfat aliminda bir artisa neden
oldugu bildirilmistir (Nocito vd. 2002). Siilfat, bitkilerde kiikiirt asimilasyon yolu ile
sistein (Cys) biyosentezine yol agmaktadir. Sistein daha sonra y—glutamat ile baglanarak
y—glutamilsistein sentetaz (y—GCS) tarafindan katalize edilen bir peptit olusturmaktadir.
Daha sonra glutatyon sentetaz tarafindan glisin eklenmesi, iki ATP'ye bagl reaksiyonla
meydana gelen tripeptit GSH'in senteziyle sonuglanmaktadir (Mendoza—Cdzatl vd.
2005). GSH, Cd stresine maruz kalan bitkilerin Cd toleransinda ¢ok islevli anahtar bir
rol oynamaktadir. GSH, yiiksek afiniteye sahip tiyol (—SH) grubu (Na ve Salt 2011)
nedeniyle sadece Cd homeostazinda 6nemli bir selatlayici bilesik olmakla kalmaz, ayni
zamanda Cd kaynakli reaktif oksijen tiirlerine karsi etkili bir antioksidandir (Jozefczak

vd. 2012, Jozefczak vd. 2014). Daha da oOnemlisi GSH varliginda glutatyon
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S—transferazlar (GST), glutatyon rediiktaz (GR) ve glutatyon peroksidaz (GSH—PX) gibi
enzimlerin gen ifade seviyeleri artis gostermektedir, ¢linkii GSH tiyol bilesiklerinin
onemli bir onciisiidiir (Noctor vd. 2012). Ornegin, GST daha az toksik bir kompleks
elde etmek i¢in GSH'un Cd iyonlar ile konjugasyonunu saglamaktadir (Adamis vd.
2004). Ek olarak hem GST hem de GSH-Px, H.O> ve organik peroksitlerin
temizlenmesi igin bir indirgeyici ajan olarak GSH'U dogrudan tiiketmektedir (Anjum vd.
2012). GR, oksitlenmis glutatyonu (GSSG) indirgenmis GSH'ye doniistiiriir, boylece Cd
stresi altinda yiiksek bir GSH/GSSG oranmin korunmasina yardimci olmaktadir (Gill
vd. 2013).

Bitkilerde GSH, fitoselatini (PC) iiretmek i¢in fitoselatin sentaz (PCS) enziminin
substratt olarak goérev yapmaktadir (Sheen 1996, Guo vd. 2008). PC'lerin, Cd
detoksifikasyonunda onemli bir rol oynayan kararli PC—Cd komplekslerini olusturmak
icin sitoplazmik Cd'u baglayabildigi bildirilmistir (Brunetti vd. 2015). Arasbidopsis’te
PC sentazlar1 kodlyan AtPCS1 ve AtPCS2 genlerinin GSH'dan PC iiretmek i¢in Cd
sinyali ile aktive edildigi gosterilmistir (Vatamaniuk vd. 1999). Farkli ¢alismalar ayrica,
uzun siireli Cd maruziyetinin AtPCS1 ve AtPCS2'nin ifade seviyelerini 6nemli 6lgiide
artirdigini dogrulamistir (Sheen 1996, Guo vd. 2008). PC—Cd kompleksi, ATP baglayici
kaset (ABC) tipi tasiyicilar tarafindan taginmaktadir. Cogu ABC tip tasiyici, PC—agir
metal komplekslerinin tasinmasindaki islevleri nedeniyle vakuoler membranda lokalize
olduklar1 kamtlanmustir (Salt ve Rouser 1995, Song vd. 2014). Iki ABC tipi tasiyicisinin
[ATP—BINDING CASSETTE C1 (AtABCC1l) ve ATP-BINDING CASSETTE C2
(AtABCC2)], Cd-stres sinyal yolunda dnemli roller oynadigi ortaya ¢ikarilmistir (Park
vd. 2012). Bitkilerde abccl ve abcc2 fonksiyon kaybir mutantlari Cd'a asir1 duyarliyken,
AtABCC1 ve AtABCC2'min asir1 ifade mutantlari Cd toleransi ve birikimine karsi
duyarsiz oldugu gosterilmistir (Park vd. 2012, Brunetti vd. 2015).

Ubikutinasyonla gerceklesen protein modifikasyonlarinin, Cd stresi altindaki bitkiler
icin kritik roller oynadigimi gosterilmistir (Cui vd. 2012, Zhou vd. 2012). Ubikuitine
bagimli proteoliz yolu, mayadaki Cd stresi sirasinda aktive edilebilirken, spesifik
ubikuitin—konjiige edici enzimleri olmayan mutantlarin Cd stresine duyarli oldugu

gosterilmistir (Jungmann vd. 1993, Yen vd. 2005, Zhao vd. 2013). Bu sonuglar,

16



ubikutinasyonun Cd—sinyal iletiminde rol oynadigini gostermektedir. Ubikuitinasyona
maruz kalan proteinler, bitkilerde 6nemli roller oynayan ubikutin uzaklastirici enzimler
(DUB'ler) adi verilen 6zel bir proteaz enzim grubu tarafindan uzaklastiriimaktadir
(Wilkinson 1997, Andrea ve Pellman 2008). Bir DUB sinifi olan ubikuitine 6zgii
proteazlar (UBP'ler), bitkilerde 27 UBP iiyesinden olugsmaktdir (Yan vd. 2000, Doelling
vd. 2001, Liu vd. 2008). UBP'ler, bitki biiyiimesi ve gelisiminin diizenlenmesinde
yaygin olarak yer almaktadir (Zhou vd. 2012, Du vd. 2014, Xu vd. 2016). UBP16’nin
Arabidopsis'te tuz toleransi i¢in ubikuitine 6zgii bir proteaz olarak islev gordiigii ve
plazma zari Na'/H" antiportunu pozitif olarak diizenledigi bulunmustur (Zhou vd.
2012). UBP16'in fonksiyon kayb1 mutantlari, Arabidopsis'te tuz stresine ve Cd stresine
kars1 agir1 duyarli oldugu gosterilmistir (Zhou vd. 2012). UBP16, sodyum tagimnmasini
modiile etmek i¢in fotorespirasyon ve tuz toleransinda yer alan bir bilesen olan serin
hidroksimetiltransferazl (SHM1) ile etkilesime girmektedir (Zhou vd. 2012). Ayrica
UBP16'in, Cd'un detoksifikasyonunda islev goéren 6nemli bir bilesen olan agir metal
iligkili izoprenillenmis bitki proteini 27 (HIPP27) ile etkilesime girdigi ortaya
cikarilmigtir (Zhao vd. 2013). UBP16'in misirdaki homologlari olan ZmUBP15,
ZmUBP16 ve ZmUBP19’nin Cd stresi altinda ifade seviyelerinde artis gozlemlenmistir
(Kong vd. 2019).

Artan sayida transkriptomik c¢aligmalar ile cesitli bitki tiirlerinde Cd stresine verilen
yanitlarda yer alan bir dizi aday geni tanimlanmistir (Milner vd. 2014, Oono vd. 2014,
Chen vd. 2015a, Gao vd. 2015, Oono vd. 2016). Bir transkripsiyon faktorii olan
AtWRKY12'nin mRNA ifade seviyesi, Cd stresi altinda keskin bir sekilde azalirken,
atwrkyl2 geni islev kaybr mutantlarinda Cd uygulanmasi sonucunda bitkilerde Cd
tolerans1 artmis ve Cd birikimi azalis géstermistir (Han vd. 2019). Defensin benzeri bir
proteini kodlayan OsCAL1’in sitozolik Cd igerigini azaltabilecegi ve sitozolde Cd
selatlanmasin1 ve hiicre dis1 bosluga Cd salgilanmasini kolaylastirarak koklerden
stirglinlere dogru uzun mesafeli tasinmay1 engelleyebilecegi gosterilmistir (Luo vd.
2018). Celtigin (Oryza sativa) iki alt tiirii (O. sativa subsp. indica ve O. sativa subsp.
japonica) arasinda meydana gelen OsCdl gen varyasyonu nedeniyle hem kokten Cd
aliminda hem de tanede Cd birikiminde farklilik meydana geldigi bildirilmistir (Yan vd.
2019).
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Misirda 7 giin boyunca 100 uM Cd uygulamasindan sonra gerceklestirilen RNA—seq
analizleri sonucunda 6342 farkli sekilde ifade olan gen (DEG) belirlenmistir (Yue vd.
2016). DEG’lerden 2560 gen azalan yonde, 3778 gen ise artan yonde ifade oldugu
belirlenmistir. Artan yonde diizenlenen DEG'lerin %11°1 bitki—patojen etkilesimi, %9’u
fenilpropanoid biyosentezi, %6’s1 nisasta ve siikroz metabolizmasi, %6’s1 amino seker
ve niikleotit metabolizmasi, %5°1 hiicre dongiisii ve %4’1i fenilalanin metabolizmasinda
islev gordiigii tespit edilmistir. Buna karsilik azalan yonde ifade olan DEG’ler de 5
farkli KEGG yolunda zenginlestirilmis ve %6’sinin fenilpropanoid biyosentezi, %5’inin
glikoliz/glukoneogenez  yolagi, %4’lnlin  glutatyon metabolizmasi, %4 iinlin
sistein/metiyonin metabolizmas1 ve %4’iiniin de bitki-patojen etkilesimi ile iliskili

oldugu tespit edilmistir (Yue vd. 2016).

Viola yedoensis bitkilerinde gegeklestirilen de—novo transkriptom sonuglarina gére Cd
stresi altindaki bitkilerde artan yonde ifade olan 305, azalan yonde ifade olan 587 gen
olmak iizere toplam 892 DEG tespit edilmistir (Gao vd. 2015). Ifadesinde farklilik
gosteren DEG'lerin farkli metabolik yollarda islev gordigi tespit edilmistir. Gen
Ontoloji (GO) analizleri ile smiflandirilan DEG'lerin, hiicre duvar1 yapist
(GO:0005618), apoplast yapis1 (GO:0005618), strese yanit (GO:0006950) ve abiyotik
strese (GO:0009628) yanitta yer aldigi bulunmustur. Ek olarak, bazi DEG'lerin
oksidorediiktaz aktivitesi (GO:0016491) ve transferaz aktivitesi (GO:0016757,
GO0:0016758) olarak gorev yaptig belirlenmistir (Gao vd. 2015).

Oono vd. (2014), Cd stresine maruz birakilmis geltik fidelerinin gévde ve koklerinde
ifade olan 60000 transkript degerlendirmistir. Artan yonde ifade olan ROT siipiiriicii
enzimlerin, selatorlerin ve metal tagiyicilarinin Cd stresine basa ¢ikma ile iligkili oldugu
bildirilmistir. Transkriptlerin Gen Ontolojisi (GO) analizlerine gore Cd stresinin
kuraklik stresi ile iligkili bircok genin artan yonde diizenlendigini gostermistir.
Bitkilerde kuraklik stresi altinda ifade olan DREB genlerinin ifadesinde gozlemlenen
arttg sonucunda gesitli kuraklik stresi sinyal yollarindaki genlerin ifadesinin Cd stresi

altinda da aktive edildigi ileri stiriilmistiir (Oono vd. 2014).
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Cui vd. (2020), hidrojence—zenginlestirilmis su (HZS) uygulamasinin Medicago sativa
bitkilerinin koklerindeki etkileri RNA—seq analizleri ile degerlendirilmistir. Kadmiyum
stresi ve HZS uygulamasma maruz birakilan kok dokularinda toplam 1968 DEG
RNA-seq analizi ile tanimlanmistir. Bu DEG'lerin, GSH metabolizmasi, oksidatif stres
ve ATP baglayict kaset (ABC) tasiyicilart dahil olmak tiizere birgok stresle iliskili
yolakla iligkili bulunmustur. Bununla birlikte, gen ifadesi sonuglari, 6zellikle GSH
metabolizmasinda yer alan genlerin ifade seviyelerinin Cd stresi altindaki bitkilerde
HZS uygulamasi tarafindan arttirildigini gostermistir. Bir glutatyon sentez inhibitorii ve
Arabidopsis thaliana cad2—1 mutantlar ile gergeklestirilen ek deneyler HZS tesvikli
Cd toleransinda GSH’un belirgin roliinii ortaya koymustur. Ek olarak, Cd toksisitesinin
HZS uygulamasi ile hafifletilmesinin, ABC kaset proteinlerinin artan seviyesine bagh
olarak koklerdeki Cd birikimindeki azalmadan kaynaklanabilecegi 6ne siirtilmiistiir (Cui
vd. 2020).

2.3 Kadmiyum Stresinde Farkh Iyilestiricilerinin Transkriptomik Profiller

Uzerine Etkisi

2.3.1 Fitohormonlar

Cesitli fitohormonlarin bitkilerde Cd stresine karsi yanitlarda rol oynadiklari ortaya
konulmustur (Sneideris vd. 2015). Kadmiyum stresi altindaki Arabidopsis bitkilerine
brassinosteroid uygulamasinin, Cd'un neden oldugu kok biiylimesi inhibisyonunu
onemli olgiide azalttigi gosterilmistir. Bu durum brassinosteroid sinyali ile Cd arasinda
fonksiyonel bir etkilesim oldugunu gostermistir (Villiers vd. 2012). Domateste,
brassinosteroidlerin, Cd kaynakli oksidatif stres ve fotosentetik inhibisyonun

hafifletilmesindeki rolii de ortaya konmustur (Hasan vd. 2011, Ahammed vd. 2013).

Abiyotik streslere karsi bitki tepkilerinde yer alan Onemli bir fitohormon olan
gibberellik asitin, Arabidopsis'te Cd'a bagli NO birikimini ve Cd*? alimi ile iliskili
genlerin ifadesini azaltarak Cd toksisitesini hafiflettigi rapor edilmistir (Zhu vd. 2012).
Kandelia obovata fidelerinde digsal metil jasmonat uygulamasinin toprak distii

kisimlarda Cd birikimini inhibe ettigi gosterilmistir (Chen vd. 2014). Kadmiyum
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stresinin  Arabidopsis'te etilen biyosentezini ACS2 (ACC sentetaz 2) ve ACS6
(Schellingen ACC sentetaz 6) ifadesini artirarak indiikledigi gosterilmistir (Schellingen
vd. 2014). ACC sentezi, etilen biyosentezinde hiz sinirlayicit adimdir ve hem ACS2 hem
de ACS6'nin transkript seviyeleri Cd stresi altinda yiiksek seviyelerde artis gostermis ve
boylece Cd kaynakli etilen {iretimindeki artigin dnemini ortaya koymustur (Schellingen
vd. 2014).

Cesitli bitki tlirlerinde oksin ve Cd stresi arasinda yakin bir iliski oldugu bildirilmistir.
Arpada, Cd kaynakli hafif oksidatif stresin kok ucundaki indol—3—asetik asidi (IAA)
sinyalini diizenleyerek kok biliylimesinin inhibisyonuna neden oldugu bildirilmistir
(Tamas vd. 2012). Celtik fidelerinde oksin sinyalinin Cd stresi altinda hiicre dongiisii
genlerinin ifadesinde 6nemli bir rol oynadigi bildirilmistir (Zhao vd. 2012). Misirda
oksin tarafindan diizenlenen ve bitki biiyiimesi ve gelismesi i¢in gerekli olan GH3
genlerinin Cd toksisitesinin azaltilmast da dahil olmak iizere bir¢cok abiyotik stres
kosullarinda ifade oldugu rapor edilmistir. GH3 gen ifadesi ile sentezlenen GH3
proteinleri, oksin konjugasyonunu Kkatalize ederek ve serbest IAA amino asitlere
baglayarak oksin homeostazina katilmaktadir. Buna gore, Cd stresi altinda misir
koklerinde serbest IAA igeriklerinin baskilanmasi ile Cd ve GH3 aracili oksin seviyeleri

arasinda bir etkilesim oldugu kanitlanmistir (Feng vd. 2015).

Bitkilerde bir fenolik bilesik olan salisilik asit (SA)’in, bitki biiyiime, gelisme ve
bagisiklik yanitlarinin diizenlenmesinde pozitif veya negatif diizenleyici olarak énemli
bir rol oynadigi gosterilmistir (Chen vd. 2009, Davies 2010, An ve Mou 2011,
Rivas—San ve Plasencia 2011, Kawano ve Bouteau 2013, Guo vd. 2019). SA, cesitli
stres kosullart altinda tohum ¢imlenmesini, fotosentezi, terlemeyi ve zar olusumunu
arttirdigi bulunmustur (Mostofa ve Fujita 2013, Khan vd. 2015, Ahmad vd. 2019a). SA,
Cd toksisitesine karst koruma (Asgher vd. 2014) dahil olmak tizere, biyotik ve abiyotik
streslere karsi bitki toleranslarini artirmak i¢in dogal bir sinyal molekiilii olarak islev
gormektedir (Hayat vd. 2010, Khan vd. 2014). SA'in, Cd'a kars1 bitki toleransinit 6nemli
oOlgiide iyilestirdigini kanitlayan birgok ¢alisma mevcuttur (Metwally vd. 2003, Shi vd.
2009, Wang vd. 2013, Zhang vd. 2015). SA, bitki organlarinda Cd alimini ve birikimini
azaltarak (Drazic ve Mihailovic 2009, Shi vd. 2009), membran biitinliglinii ve
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stabilitesini koruyarak (Belkadhi vd. 2015), hidrojen peroksit (H202) birikimini
azaltarak (Zhang vd. 2011), diger bitki hormonlar1 ile etkilesime girerek (Hayat vd.
2010, Tama’'s vd. 2015), ROT’lerini temizleyerek ve antioksidan savunma sistemini
giiclendirerek (Popova vd. 2009, Belkadhi vd. 2010, Agami ve Mohamed 2013, Guo vd.
2013, Li vd. 2014), fotosentetik kapasiteyi iyilestirerek (Krantev vd. 2008, Janda vd.
2014) Cd toksisitesini hafifletebilecegi gosterilmistir. Salisilik asidin, GSH sentezindeki
hiz sinirlayici adimi diizenleyerek Cd stresine karsi toleransi artirdigi bildirilmistir
(Guan vd. 2015). Ayrica SA’in, birka¢ 6nemli genin ifadesinde bir sinyal molekiilii
olarak islev gorebilecegi de gosterilmistir (Kang vd. 2014). Arabidopsis bitkilerinde,
nahG (salisilat hidroksilaz) gen ifadesindeki artisin Cd stresine karsi toleransi
saglayabilecegi ve bununla iliskili mekanizmalarin yaprak antioksidan kapasitesi ve
fotosentetik siireclerle iliskili oldugu gosterilmistir (Zawoznik vd. 2007, Tao vd. 2013,
Wang vd. 2019). Kadmiyum stresi altindaki bitkilere digsal SA uygulamasi ROT
detoksifikasyonunu arttirmistir (Wang vd. 2019). Endojen SA diizeylerinin Cd stresi
altinda kok oksidatif hasar, antioksidan kapasite ve redoksla iliskili genlerin ifade
seviyelerinde SA’in Cd stresinin etkilerini azaltmada etkili oldugu bulunmustur (Zhao
vd. 2021). Zhao vd. (2021), Cd stresi altindaki Arabidopsis thalina bitkilerinde endojen
SA diizeylerinin 1iyilestirici etkilerini incelemistir. Salisilik asit Onciisii olan asetil
salisilik asit (AsA) metabolizmasinda, monodehidroaskorbatin indirgenme basamaginda
katalizor olarak gorev yapan MDAR2 geni, alternatif oksidaz (AOX) aracili elektron
tasima sisteminin ifadesinde rol oynayan AOX2 geni, biyotik stres dahil olmak iizere
cok sayida farkli biyolojik siiregte yer aldigi bilinen solunum patlamasi oksidaz
homologu (RBOH) ifadesinde rol oynayan RBOHF geni, fenilpropanoid yolunda
anahtar enzim olan fenilalanin amonyum liyaz (PAL) enzimini kodlayan PAL1 geni ve
yine fenilpropanoid yolunda yer alan sinamik asit 4—hidroksilaz (C4H) ve 4—kumarik
asit:CoA ligaz (4CL) enzimlerini kodlayan C4H ve 4CL3 genlerinin artan ifade
seviyelerini belirlemiglerdir. Digsal SA’in Cd stresi altindaki patateste (Solanum
tuberosum) StSABP2, StSOD ve StAPX dahil olmak {izere savunmayla iligkili genlerin
ifadesini uyardigi gosterilmistir (Li vd. 2019).
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2.3.2 Nitrik Oksit

Nitrik oksit (NO), gaz formunda, kiigiik molekiillii, suda ve yagda ¢6ziinen bir bilesik
olarak bitkilerde gorev yapan ¢ok onemli bir ikincil haberci olarak kabul edilmektedir
(Baudouin ve Hancock 2014, Santolini vd. 2017, Sami vd. 2018, Mukherjee 2019).
NO’in, tohum ¢imlenmesi, stoma kapanmasi, olgunlasma ve yaslanma, biyotik ve
abiyotik streslere yanit, programlanmis hiicre 6liimii dahil olmak tizere bitkilerde bir
dizi farkli fizyolojik siiregte yer aldigi gosterilmistir (Akram vd. 2018, Kaya vd. 2019).
NO’in aracilik ettigi strese karst koruma, NO’in ROT seviyesini ve toksisitesini
diizenleme yetenegine dayanmaktadir (Meng vd. 2022). NO’in, bitki biiylimesi ve
gelismesinde yer alan hidrojen siilfiir (H2S), amonyak (NHz) ve karbon monoksit (CO)
ile birlikte stres savunmasinda gorev aldigi rapor edilmistir (Peco vd. 2020, Qiu vd.
2021, Zhang vd. 2021). Ayrica NO’in, bitkiler stres kosullarina maruz kaldiginda reaktif
azot tiirleri (RNT) olarak bilinen peroksinitrit anyonu (ONOO ), nitroz oksit (N203) ve
S—nitrosoglutatyonun (GSNO) vyiiksek konsantrasyonlarda {iretildigi gosterilmistir
(Ahmad vd. 2019b). Hiicrelerde asirt RNT kaynakli nitrozilasyonun DNA, membran
lipidleri, proteinler ve karbohidratlara zarar vererek hiicresel islevi etkiledigi
gosterilmigtir (Corpas vd. 2007). NO’in, hiicre icinde yayilarak sinyal yolaklarini
tetikledigi ve iligkili diren¢ genlerinin ifadesini diizenledigi (Leitner vd. 2009),
proteinlerin translasyon sonrasi modifikasyonunda rol aldigi ya da diger proteinlerle
etkilesime girerek bitki savunma yanitlarinda sinyal molekiilii olarak gorev yaptigi
rapor edilmistir (Bellin vd. 2013, Sami vd. 2018, Hancock ve Whiteman 2016).
Kadmiyum stresine maruz kalan bitkilerde ROT ve RNT seviyelerinin artig gosterdigi
bildirilmistir (Liu vd. 2018b). NO, bitkilerde Cd stresine bagli meydana gelen serbest
radikal olusumuna yanitta bir sinyal molekiili olarak stres savunma genlerinin
ifadesinde artisa neden oldugu gosterilmistir (Chmielowska—Bak ve Deckert 2013). Bu
baglamda NO'in birgok bitki tiiriini Cd'un neden oldugu oksidatif strese karsi
koruyabilecegi kanitlanmistir (Gill vd. 2013, Arora ve Bhatla 2017, Qiu vd. 2021)

Arabidopsis bitkilerinde 1 mM S-—nitrozosistein (CysNO) uygulamasmin Yyaprak

dokularinda 6436 genin (3448 artan yonde ifade olmus ve 2988 azalan yonde ifade

olmus) ifade seviyelerinde degisime neden oldugu tespit edilmistir (Hussain vd. 2016).
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Ifadesinde farklilik gdsteren bu genlerin, gesitli biyotik ve abiyotik streslere kars: bitki
savunmasi, hormon sinyali ve diger gelisim siire¢leri dahil olmak iizere temel fizyolojik
stireclerde yer aldigr bulunmustur (Hussain vd. 2016). Kadmiyum stresi ve dissal NO
uygulamasina maruz birakilan Pleurotus eryngii bitkilerinde RNA-seq analizleri
gerceklestirilmistir (Li vd. 2018). Yapilan transkriptomik analiz sonucunda, 1s1 soku
proteinlerini (HSP'ler) kodlayan genlerin, gliserolipid metabolizmasina ve steroid
biyosentezine katilan genlerin artan yonde ifade oldugu bulunmustur. Ayrica NO
uygulamasinin oksidorediiktaz, dehidrogenaz, rediiktaz, transferaz genlerini ve GTPaz
aktivator aktivitesi, transkripsiyon faktorii kompleksi, ATP baglanmasi, GTP
baglanmasi ve enzim aktivatdr aktivitesi gibi transkripsiyon faktorlerinin ifadesini

onemli Ol¢iide arttig1 gosterilmistir (Li vd. 2018).
2.4.4 Glutatyon

Bitkiler Cd stresine maruz kaldiginda reaktif oksijen tiirlerinin asir1 dretildigi
bildirilmistir (Zhou vd. 2018). Cd stresi altinda transkripsiyon faktorlerinin ve genlerin
anormal ifadesi temel hiicre bilesenlerini bozarak hiicrelerin apoptozuna neden oldugu
rapor edilmistir (Farooq vd. 2019). Agir metaller, GSH’un sistein birimlerinin —SH
gruplarina baglanarak kararli kompleksler olusturmakta ve daha sonra metal
kompleksleri tasiyicilar araciligiyla vakuollere tasinarak (Anjum vd. 2015) agir metalin
sitozoldeki toksisitesini azaltilmasina neden olmaktadir (Figueira vd. 2014). Bu nedenle
GSH’un, agir metal stresi altindaki bitkilerde detoksifiye edici mekanizmalarin bir
parcasi oldugu ve antioksidan etkisi sayesinde bitkilerdeki ROT seviyelerini korudugu
bildirilmistir (Song vd. 2020). GSH'un H:0:'i temizleyen indirgeyici ajan olarak
askorbat ASA—GSH dongiisii araciligiyla Cd toksisitesi kaynakli olusan reaktif oksijen
tirlerini temizledigi rapor edilmistir (Joshi vd. 2019). GSH’un, H2O2'yi detoksifiye
etmek i¢in glutatyon peroksidaz (GPX) icin de bir substrat olarak gorev yaptigi
gosterilmistir (Nahar vd. 2015). Celtik bitkilerinde asir1 GSH’un asir1 ifadesinin Cd
toleransin1  arttirdigt  ve  fotosentetik  performansi iyilestirdigi  bildirilmistir
(Venkataramaiah vd. 2011, Hasan vd. 2015). Fitoselatin sentaz (PCS) tarafindan GSH,
agir metalleri apoplastlarda veya vakuollerde alikonulmalarint kolaylagtirabilen

fitoselatinlere (PC'ler) dontistiirmektedir (Peco vd. 2020).
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2.4.5 Hidrojen Siilfiir

Hidrojen siilfiir (H2S) bitkilerde NO ve CO gibi gaz formunda olan ve sekonder haberci
olarak goérev yapan bir bilesiktir (Dorman vd. 2001, Wang 2002). HS ilk olarak misir
(Zea mays L.), salatalik (Cucumis sativus L.), kabak (Cucurbita pepo L.) ve soya
fasulyesinde (Glycine max L.) tespit edilmistir (Zhang vd. 2021). H>S, tiyol grubunun
(=SH) bir persiilfid grubuna (—SSH) doniistiiriilmesi ile hedef proteinler tizerindeki
reaktif sistein kalintilarinin perstilfidasyonu veya S—siilfidasyonu ile aktivite gosterdigi
kanitlanmistir (Aroca vd. 2017). Bitkiler endojen olarak siilfat, siilfit, bisiilfit veya
L—sisteine maruz kaldiklarinda HS firetiminde gbzlemlenen artis, H2S emisyonunun
bitkilerin dogal kosullar altinda olusan fazla inorganik kiikiirdii uzaklastirmasina
yardimci oldugunu goéstermistir (Zhang vd. 2021). H2S’{in, bitkilerde tohum ¢imlenmesi
(Chen vd. 2018), fotosentez (Chen vd. 2015b), ¢i¢ek yaslanmasi (Liu vd. 2017) ve
bitkilerdeki biyotik ve abiyotik streslerin olumsuz etkilerinin hafifletilmesi (Guo vd.
2016) gibi cesitli metabolik siireclerde sinyal molekiilii gérevi gordiigli bildirilmistir
(Fatma vd. 2016, Ahmad vd. 2018). HaS bitkilerde agir metal toksisitesini azaltmak
icin, toksik metallerin alimini ve tasinmasini en aza indirerek vakuolde alikonulmasinin
artirtlmasinda gorev aldigr gosterilmistir (Gong vd. 2020). H2S, Populus euphratica
hiicrelerinde, sitozolde Cd igerigini smirladigi ve vakuollerde Cd alikonulmasini
artirarak Cd alimim ve taginmasin degistirdigi gosterilmistir (Sun vd. 2013). Benzer
sekilde, H.S Brassica napus'ta Cd alimin1 Onleyerek, Cd kaynakli biiyiime
inhibisyonunu azalttigi bildirilmistir (Ali vd. 2014). H2S’iin ROT temizleme yetenegi
sayesinde hiicresel Cd homeostazinin korunmasinda gérev aldigi gosterilmistir (Zhao
vd. 2022). Oksidatif hasarin azaltilmasi, bitkilerin Cd ile kirlenmis ortamlarda hayatta
kalabilmeleri i¢in ¢ok Onemlidir (Zhao vd. 2022). Bu baglamda H»S, antioksidan
kapasiteyi artirarark ROT birikimini azalttig: bildirilmistir (Mostofa vd. 2015, Banerjee
vd. 2018, Huang vd. 2019). HzS ile muamele edilmis ve Cd'a maruz birakilan Populus
euphratica bitkilerinde APX, CAT ve GR aktivitesinin arttigi, bu durumun da H20:
iceriginin azalmasma ve daha az lipid peroksidasyonuna yol agtigi gosterilmistir.
Ayrica, H20; ile aktive olan plazma zar1 Ca*? kanallarindan Cd aliminm azalis
gosterdigi bildirilmistir (Sun vd. 2013). H2S uygulamasi ile SOD, POD, CAT ve APX

enzimlerinin aktivitesindeki artiglar yonca (Li vd. 2012), Brassica rapa (Zhang vd.
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2015) ve geltik (Mostofa vd. 2015) gibi bitkilerde de gosterilmistir. Ayrica HoS
uygulamasinin GSH igerigini artirarak redoks homeostazini korumanin yani sira
metilglioksal (MG) ve ROT detoksifikasyonunu gelistirdigi bildirilmistir (Mostofa vd.
2015). H,S’iin yonca fidelerinde lipid peroksidasyonunu azalttigi bildirilmistir (Li vd.
2012). H2S uygulamast ile ROT seviyelerindeki azalis fotosentetik sistemdeki Cd
hasarmi azaltmistir (Zhao vd. 2022). Cd'a maruz kalan Brassica napus bitkilerinin
yaprak dokularinda gergeklestirilen bir ¢alisma sonucunda, H,S'lin fotosentetik
performansi, besin alimi ve fotosentetik zar yapisini iyilestirdigi gosterilmistir (Ali vd.
2014). Yine Cd'a maruz kalan tilkikuyrugu fidelerinde H.S uygulamasi ile fotosentezde
artis gozlemlenmistir (Tian vd. 2016). HoS, Populus euphratica hiicrelerinde Cd
kaynakli programlanmis hiicre 6liimiinii iyilestirebilecegi gosterilmistir (Sun vd. 2013).
H.S, Arabidopsis'in Cd stresine karsi toleransini iyilestirmek i¢in salisilik asit
sentezinde bir sinyal molekiilii olarak rol oynadig: bildirilmistir (Shi vd. 2014, Tian vd.
2016, Aroca vd. 2018).

H>S’tin, agir metallerin olumsuz etkilerini azaltmak igin sistein, salisilik asit, prolin,
NO, metil jasmonat (MeJA) ve kalsiyum bagimli protein kinaz (CDPK) ile etkilesime
girdigi gosterilmistir (Qiao vd. 2015). Arabidopsis thaliana'da H>S’iin sisteinlerin
persiilfidasyonunu tesvik ederek CAT aktivitesini diizenledigini rapor edilmistir (Aroca
vd. 2018). HoS’tin Cd stresi altindaki bitkilerde stoma hareketini ve redoks durumunu
destekleyerek fide biiyiimesinde belirgin bir artisa neden oldugu bildirilmistir (Tian vd.
2016).

H.S’lin bitki savunmasinda gérev alan enzimlerle iliskili genleri diizenleyerek bitkilerin
strese karsi yanmitinda rol oynadigi Dbildirilmistir (Fang vd. 2016). H.S’iin
prolin—5—karboksilat rediiktaz (PSCR) ve prolin dehidrojenaz (PDH) genlerinin
aktivitesini ve transkripsiyonunu artan yonde diizenleyerek prolin igerigini arttirdigi
gosterilmistir (Tian vd. 2016). Bununla birlikte, H>S’{in sistein metabolizmas ile iligkili
genler olan OASTLa, SAT1 ve SATS'n ifadesini diizenledigi ve fitoselatin icerigini
artiran HpS—Cys sisteminin artan yonde diizenlenmesini destekledigi gosterilmistir.
Bunlara ek olarak, fitoselatin sentetaz genlerinin (PCS1 ve PCS2) ifadesini artirdig1 ve

metallotiyonein (MT) ile iliskili gen MT2A'nin ifadesini diizenledigi rapor edilmistir
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(Fang vd. 2016, Saud vd. 2022). Fang vd. (2014), H>S'iin Seteria italica’da PC'ler (PCS,
plastosiyanin sentetaz), MT (MTA3, metallotiyonein 3a) ve diger agir metal selatlayict
genlerinin ifadesinin arttigin1 ve bunun sonucunda agir metal stresinin hafifletildigini
gostermistir. Bugdayda eksojen H2S uygulamasinin sentaz—hemi—oksijenaz—1 (H0-1)
gen ifadesini diizenledigi ve buna bagli olarak endojen CO {iretimini uyararak
giberellinin (GA) inhibisyonunu geciktirdigi gosterilmistir. Boylece H2S’tin bugday
aloron tabakasidaki programlanmis hiicre 6liimiinii geciktirdigi gosterilmistir (Xie vd.
2014). HS’lin oksidorediiktaz genlerini diizenleyerek c¢inko stresini azaltabilecegi
gosterilmistir (Liu vd. 2016). Yine H>S'iin antioksidan enzimle iliskili gen CAT2 ve
oksidazla iliskili olan CSD, FSD ve pAPX'in genlerinin ifade seviyelerini diizenleyerek
H>O> detoksifikasyonunu artirdigi ve bdylece ¢inko kaynakli oksidatif stresi azalttig
rapor edilmistir (Liu vd. 2016).

H>S’tin hormon biyosentezi ile iliskili genlerin [NCED1/6, GA20x7, 1AA oksidaz, 4CO0,
lipoksigenaz ve TFs (AP2)] ifade seviyelerini diizenledigi gosterilmistir (He vd. 2012).
Jasmonik asit (JA), stomalarin kapanmasini tesvik eden bitkiye 6zgili bir biiylime
diizenleyicisidir (Han vd. 2018). Deng vd. (2019), Arabidopsis thaliana
kotiledonlarinda yaptiklar1 c¢alisma sonucunda, H»S’iin stomalarla iligkili genlerin
ifadesini baskiladigini ve stomalarla iligkili sinyal yolunda yer alan TOO MANY
MOUTHS (TMM), STOMATAL DENSITY and DISTRIBUTION1 (SDD1) ve
SPEECHLESS (SPCH) genlerinin ifadelerinde degisiklige neden olarak stoma
gelisimini diizenlemek i¢in JA sinyal yolu ile birlikte ¢alistigi gosterilmistir (Deng vd.
2019b). H2S’iin etilen ile etkilesime girerek, muz bitkilerindeki antioksidan geni
MaAPX'i, hastalik diren¢ geni MaPAL", sinyal iletim genleri MaETR, MaERSI,
MaERS2 ve MaERS3'iin ifade seviyelerini arttirdigi rapor edilmistir (Al Ubeed vd.
2017).

2.4.6 Sistein
Esansiyel bir amino asit olan sisteinin (Cys), bazi proteinlerin {i¢ boyutlu yapisinin

saglanmasindan redoks stabilitesini siirdiirmeye kadar ¢esitli hayati fonksiyonlara sahip

oldugu gosterilmistir (Romero vd. 2014). Cys, icerdigi tiyol gruplari sayesinde
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metallere baglanmanin yani sira reaktif oksijen tiirleri ile de kolaylikla reaksiyona
girerek onlar1 etkisiz hale getirebilmekte ve bitkileri strese karsi koruyabilmektedir
(Cooper vd. 2011, Genisel vd. 2015). Sisteinin GSH ve H2S onciisii, bir agir metal
selatorii ve giiglii bir antioksidan oldugu iyi belgelenmistir (Vadas ve Ahner 2009,
Genisel vd. 2015). Azot ve kiikiirt yollar1 arasindaki kritik koordinasyon, gevresel stres
etkenleri altinda metabolit sentezini artan yonde diizenleyerek savunma sistemlerini
gelistirmektedir (Khan vd. 2016). Cys, kiikiirt asimilasyonunun bir son iriinii olarak
tretilir ve bir kiikiirt donérii olarak kullanilabilir. GSH ve PC gibi azot igeren
metabolitlerin liretimi, agir metal toleransinda 6nemli bir igleve sahiptir. Bu nedenle
Cys, iki ana siire¢ arasindaki dengeye aracilik ederek agir metal toleransini
kolaylastirdigi rapor edilmistir (Fang vd. 2016). Cys, endojen H>S iiretimi i¢in ana
substrat olmasinin yan1 sira bitkilerde kiikiirt asimilasyonunun ilk organosiilfiir bilesigi
ve organik kiikiirt bilesikleri i¢in baslica indirgenmis kiikiirt vericisidir (Takahashi vd.
2011). Cys’den HzS iiretimi igin L—Cys desiilfhidraz (LCD) ve D—Cys desiilfhidraz
(DCD) enzimlerinin kritik rol oynadigi kanitlanmistir (Riemenschneider vd. 2005).
Genisel vd. (2015), arpada tuzlulugun neden oldugu oksidatif hasarin Cys uygulamasi
ile yatigtirildiginmi  bildirmistir. Baska bir arastirmada, N-asetil-sistein (NAC)
uygulamasiin, Cd stresi altindaki Solanum nigrum fidelerinde Cd’un neden oldugu
inhibisyonlar1 azalttig1 rapor edilmistir (Deng vd. 2010). Benzer sekilde, Sun vd.
(2014), Cd toksisitesine maruz kalan iki farkli arpa ¢esidinde dissal NAC
uygulamasinin stresin zararli etkilerini ortadan kaldirabilecegini bildirmistir. Literatiirde
Cys stres kosullar1 altinda bitkilerdeki direkt etkilerine dair transkriptomik caligsma
mevcut degildir. Yapilan ¢aligmalarla Cys’in 6zellikle bir agir metal selatorii ve giiglii
bir antioksidan oldugu kanitlansa da (Vadas vd. 2009, Genisel vd. 2015) molekiiler
diizeydeki etki mekanizmalarinin anlagilmasina yonelik ¢alismalar 6zellikle H.S tizerine

yogunlasilmistir (Wirtz vd. 2004, Erdal ve Tiirk 2016, Fang vd. 2016, Zhang vd. 2021).
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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 lizerine yerlestirilmis ve kontrollii kosullarda (25°C
sabit sicaklik ve karanlikta) 48 saat siireyle c¢imlendirilmistir. Yaklasik ayni kok
uzunluguna sahip fideler, 0.5 L Hoagland besin ¢6zeltisi (pH’s1 0.05 M KOH
kullanilarak 6.040.1°e ayarlanmis) igeren hidroponik kiiltiir ortamina transfer edilmistir.
Hidroponik kiiltiirde kullanilan 1 L’lik plastik kaplarin kapaginda alti kesilmis ve
plastik fileden orgii ile kapatilmis 5 adet falkon tiipiindeki 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, 75 pM Cd stresi [kadmiyum kloriir (CdCl,)] ve/veya 250 uM
Cys’in 4 farkli uygulamalarina 10 giin boyunca maruz birakilmistir. Literatiir taramalari
dikkate alinarak etkili Cd (75 ve 100 uM) ve Cys (250 uM) test konsantrasyonlarini
belirlemek i¢in ©On ¢alismalar gerceklestirilmistir. Cd konsantrasyonu biiylime
inhibisyonu temelinde 75 uM olarak belirlenmistir. Etkili Cys konsantrasyonu ise Cd’un
neden oldugu biiyiime inhibisyonunu azaltma etkisi temelinde 250 pM olarak

belirlenmistir. Uygulama gruplar1 sunlardir:

1) Kontrol: Sadece besin ¢ozeltisi

2) Cys: 250 uM Cys igeren besin ¢ozeltisi

3) Cd: 75 uM Cd igeren besin ¢ozeltisi

4) Cys + Cd: 250 uM Cys + 75 uM Cd igeren besin ¢ozeltisi
Kaplardaki besin ¢ozeltileri giin asir1 degistirilmistir.

Uygulamalardan sonra fide biiylimesi, Cd birikimi, lipid peroksidasyonu, antioksidan

enzim aktivitelerinin belirlenmesi yan1 sira RNA-—seq analizleri icin fideler hasat

edilmistir. Lipid peroksidasyonu, antioksidan enzimlerin aktivitelerinin belirlenmesi ve
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transkriptomik analizler igin musir fidelerinin tam gelismis 2. yaprak dokulari

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

3.2 Fidelerin Taze ve Kuru Agirhiklarimin Belirlenmesi

Kontrol, Cys, Cd ve Cys+Cd uygulamalarina maruz birakilan misir fidelerinin gévde ve
kok taze agirliklari (TA, mg fide™) belirlendikten sonra 80°C’lik etiivde 48 saat
kurutulmus ve bu siire sonunda gévde ve kok kuru agirliklari (KA, mg fide™)

belirlenmistir.

3.3 Kadmiyum Birikiminin Belirlenmesi

Kontrol, Cys, Cd ve Cys+Cd uygulamalarina maruz kalan misir fidelerinden 6rneklenen
kurutulmus gévde ve kok dokularinda Cd birikimi NMKL (1998)’ye gore belirlenmistir.
Fide doku o6rnekleri (0.5 g), 10 mL nitrik asit (HNOs, %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 Cd ¢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 6rneklerin Cd konsantrasyonlar Winlab32
paket programi kullanan ICP/OES (Inductively Coupled Plasma/Optical Emission
Spectrometry, Perkin Elmer 2100 DV) cihazi ile hesaplanmigtir. Cd igin analitik
belirleme limiti 0,05 mg L olacak sekilde ayarlanmstir. Cd birikimi pg gt KA olarak

hesaplanmuistir.

3.4 Klorofil Iceriginin Belirlenmesi

Kontrol, Cys, Cd ve Cys+Cd uygulamalarina 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
alimmistir. Kiiciik pargalara ayrilan dokular, 10 mL sogutulmus metanol igeren agzi

kapakli cam test tliplerine almmistir. Pigmentlerin tamamen metanole gegmesi 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 katsayist

3.5 Malondialdehit Iceriginin Belirlenmesi

Kontrol, Cys, Cd ve Cys+Cd uygulamalarina maruz birakilan misir fidelerinin yaprak
dokularinda lipid peroksidasyonunun bir gostergesi olan malondialdehit (MDA)
miktarmin 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 reaksiyonlart durdurmak
i¢in tiipler buz banyosuna alinmistir. Daha sonra test tiiplerine (2 mL) alinan 6rnekler
santrifiij (10.000 xg, 10 dakika) edilmistir. Siipernatanlar kuvars kiivetlere alinmis ve
TU-1880 Double Beam UV—VIS spektrofotometrede 532 ve 600 nm dalga boylarinda
absorbanslart Olgiilmiistir. TBA (%0,5) iceren TCA (%20) c¢ozeltisi kor (6rnek
icermeyen) olarak kullanilmistir. Yaprak dokularinin MDA igerigi molar ekstinksiyon

katsayisi (¢ = 155 mM~tcm?) kullanilarak pmol g~* TA olarak belirlenmistir.

3.6 Antioksidan Enzim Aktivitelerinin Belirlenmesi

Kontrol, Cys, Cd ve Cys+Cd uygulamalarina maruz birakilan misir fidelerinin yaprak
dokularindan o6rnekler (500 mg) alinmistir. Dokular 1 mM EDTA, %1 (w/v)
polivinilpirolidon (PVP) iceren potasyum fosfat tamponunda (5 mL, 50 mM, pH 7.0)
homojenize edilmistir. Homojenat santrifiij (+4°C, 14.000 rpm ve 20 dakika) edilmistir.
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Elde edilen siipernatanlarda siiperoksit dismutaz (SOD), guaiakol peroksidaz (POD) ve
katalaz (CAT) aktivitesi belirlenmistir. ~Siipernatanlardaki protein miktarinin

belirlenmesi Bradford (1976)’a gore yapilmistir.

3.6.1 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 igeren karistma 70 ul enzim ekstrakti ilave
edilmistir. Bu karisima 2 uM riboflavin eklenerek test tiipleri 10 dakika i¢in beyaz 151k
kaynagi 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.

3.6.2 Guaiakol Peroksidaz (POD) Aktivitesi

POD (EC 1.11.1.7) aktivitesinin belirlenmesi Mika ve Liithje (2003)’e gore yapilmistir.
Reaksiyon karigimi 25 mM sodyum—asetat—HCI (pH 5.0), 51.3 mM guaiakol, 12.5 mM
H202 ve 10 uL enzim ekstrakti icermektedir. Enzim ekstraktinin ilavesiyle reaksiyon
baslatilmis ve baslangi¢ ile 3 dakika sonundaki absorbans degerleri 470 nm’de
dlciilmiistiir. Toplam POD aktivitesi, guaiakolun ekstinksiyon katsayisi (¢ = 26.6 mM~!

cm1) kullanilarak pmol min~t mg! protein olarak belirlenmistir.

3.6.3 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 H2O> (10.6 mM) igeren reaksiyon
karisimi hazirlanmistir. Enzim ekstrakti (25 pL) ilave edilerek reaksiyon baslatilmistir.

H,02’in 3 dakika icin 240 nm’de (¢ = 39.4 mM-! cm-) bozunmasi ile CAT aktivitesi
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pmol min-t mg-! protein olarak belirlenmistir.

3.6.4 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¢in 290 nm'de absorbanstaki
azalmayr takiben belirlenmistir. Toplam APX aktivitesi, askorbatin ekstinksiyon

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

3.7 RNA-Seq Analizleri

3.7.1 RNA Ekstraksiyonu

Kontrol, Cys, Cd ve Cys+Cd uygulamalarina maruz birakilan misir 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) Tim santrifiijleme islemleri oda sicakliginda ve aksi belirtilmedik¢e 14.000
rpm’de  mikrosantrifiij  (Hettich Mikro 20, Almanya) kullanilarak
gerceklestirilmistir.

3) 2—Merkaptoetanol igeren lizis tamponu C (Lysis Buffer C) hazirlanmistir. 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 dnerilmektedir.

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 dokular: ¢6ziilmeden havan igerisinde sivi azotla

ince bir toz haline getirilmistir. Yaprak dokulari (yaklasik 50 mg), sivi
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b)

f)

azotla sogutulmus 1.5 mL’lik santrifiij tiipline (RNaz icermeyen) yine sivi
azot ile sogutulmus spatiil ile aktarilmistir.

Toz haline getirilen dokularin ¢6ziilmesine izin verilmeden sivi azotun
havandan buharlagmas1 saglanmaistir.

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

Homojenize edilen dokular 1sitic1 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 tiiptine 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 uL etanol) %96—100’liik etanol eklenmis (toplam hacim 1.2

mL) ve tiip vortekslenerek bir sonraki basamaga (6a) ge¢ilmistir.

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

a)

b)

d)

Kit igerisinden ¢ikan toplama tiiplerinden birine bir spin kolon (gri halkali)
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 siiziintii atilarak kalan 600 pL lizat mevcut spin kolona
tekrar yiiklenmis ve 6.000 rpm’de 1 dakika santrifiijlenmistir. Bu asamada,
lizatin tamaminin toplama tiipiine ge¢mesi saglanmali, aksi taktirde lizat
iceren kolon 14.000 rpm’de bir dakika daha santrifiijlenmelidir.

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

7) Spin kolonunun yikama ¢o6zeltisi 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 tiipline gegmesi
saglanmali, aksi taktirde lizat iceren kolon 14.000 rpm’de bir dakika daha

santrifiijlenmelidir.
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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 siliziintii atilarak spin kolon ayni toplama
tiipiine 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 yikanmustir.
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 atilmustir.

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 tiipiine 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 yapilmistir. Eger eliisyon tiiplinde, 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 o6rnekleri

RNA-seq analizlerde kullanilmustir.

3.7.2 RNA-Seq Analizleri

1) Wet Lab asamasindaki islemler 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 yapilmistir.
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 saflagtirtlmistir.

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

Bolinmis RNA fragmanlari, ters transkriptaz ve rastgele primerler
kullanilarak tek zincirli cDNA'ya doniistiiriillmiistiir.

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

Manyetik boncuklarla toplanan cDNA pargalarinin uglari onarilmig (Son
onarim) ve 3' uclarina adenin eklenmistir.

Bir sonraki adimda ligasyon temelli olarak fragmanlara adaptorler ve
barkodlar eklenmis ve PCR islemi ger¢eklestirilmistir.

Standart  teknolojilerin  aksine, ikinci PCR  asamasi, DNA'yi
"dairesellestirme" ad1 verilen bir asama ile yuvarlak bir zincire doniistiirerek
ayn1 zincir iizerinde DNA Nanoball (DNB) olusturulmus ve bdylece 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 c¢ozeltisi akis
hiicresine ytliklenmistir.

[llumina Novaseq 6000 cihazi ile cPAS teknolojisi kullanilarak her

Nanoball'daki bazlarin okunmasi gergeklestirilmistir.

Verilerin degerlendirilmesi asagidaki gibidir:

a)

b)

Ornek bas1 +30 milyon ¢ift yonlii (paired—end) 2x100 bg’lik okuma elde
edilmistir.

Okuma islemi sonrasinda, elde edilen verilerin kalite kontrolii ve diizeltme
islemleri gerceklestirilmistir. 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) kullanilmigtir
(http://www.usadellab.org/cms/?page=trimmomatic). Buna gore Phred puani
20'den az olan okumalar kirpilmis ve 20 bazdan daha kisa okumalar
filtrelenmistir (Bolger vd. 2014).

Gen seviyesindeki ifade degerleri Kallisto araci (stirim 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
formati) dosyalari Ensembl Plants veri tabanindan (siirim 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 hesaplanmigtir.
Elde edilen kisa transkript dizileri, HISAT2 (Hierarchical Indexing for
Spliced Alignment of Transcripts) programi kullanilarak referans genoma
hizalanmustr.

Karsilastirilan tiim uygulamalarda diferansiyel olarak ifade edilen genler
(DEG’ler), DESeq2 R paketi (siirim 1.38.0) kullanilarak tespit edilmistir
(Love vd. 2014). Istatistiki analizlerden 6nce ham degerler DESeq?2 ile
normallestirilmistir. DESeq2 ile normallestirmeden 6nce sifir sayimli genler
hesaplamalardan ¢ikarilmigtir. Anormal degerler temel bilesen analizi (PCA)
ile tespit edilmistir. DESeq2 ile normallestirilmis gen sayilari, otomatik
olgeklendirmeden (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. Anlamli
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 lizerinde olan genler artan yonde
diizenlenen (up—regulated) genler olarak siiflandirilmistir.

Karsilastirilan 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)
yolaklarmin 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 ¢oklu test diizeltmesi kullanilmistir. Tim DEG'ler, artan yonde
diizenlenen DEG'ler ve azalan yonde diizenlenen DEG'ler igin

zenginlestirme analizi ayr1 ayr1 uygulanmistir.

3.8 RNA-Seq Verilerinin Ger¢ek Zamanh Kantitatif PCR (gPCR) ile

Dogrulanmasi

Kontrol, Cys, Cd ve Cys+Cd uygulamalarina maruz birakilan misir fidelerinin yaprak
dokularinda gergeklestirilen RNA-seq analizleri sonucunda elde edilen veriler
icerisinden, patojenle iligkili protein 10 (Q29SB6_MAIZE, PR10), reseptor-benzeri
serin/treonin protein kinaz (AOA1D6KIH3_MAIZE, RPK), ABC tasiyici G ailesi liye 34
(AOA1DEKKYO_MAIZE, ABCQG), secliiloz sentaz (AOA1D6KTX6 MAIZE, CesA),
peroksidaz (B4FG39_MAIZE, POD), glutatyon S-transferaz (AOALD6N1E8_MAIZE,
GST), fenialanin amonyum-liyaz (AOA804NTK5 MAIZE, PAL), dehidrin 1
(A3KLI1_MAIZE, DHN1) ve S-adenozilmetiyonin sentaz (K7VC35_MAIZE, SAMS)
genleri segilerek qPCR ile dogrulanmustir.

Kontrol, Cys, Cd ve Cys+Cd uygulamalarina maruz birakilan musir fidelerinin 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. Dokuz gen ig¢in Primer3 (https://primer3.ut.ee/) araciyla varsayilan
parametreler kullanilarak primerler sentezlenmis ve benzersizlikleri BLAST araciyla
NCBI nr (non redundant) veri tabaninda, erime egrisi analizine gore kontrol edilmistir.

Primer dizilerinin listesi Cizelge 3.1’de verilmistir.
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Cizelge 3.1 Mevcut calismada qPCR analizi i¢in kullanilan primerlerin listesi

Gen Uniprot Gen Ad1 ileri Primer (5' — 3) Geri Primer (5' - 3")

PR10 Q29SB6_MAIZE CGCAAGCAGAAGCTACAATCC TGGCGGAGGCCATTACTACT
RPK AOA1DG6KIH3_MAIZE TIGGGTGGCCAATCGGGATA GATGACCATATGGGTGCTTCCT
ABCG AOALD6KKYO _MAIZE CTGGGCTGGTGATCAAAACAA ATTCGGCGACITGCATTCAC
CesA AOAL1D6KTX6_MAIZE CCAAGAGCCCCAAGAAGCCT TGAAGGACGACAGCGTCTGG
POD B4FG39_MAIZE CATCAGTTGCCTTCCTTGGTG CGGTGTGGTTTCTTCACGAC
GST AOA1D6N1E8 MAIZE GCCGTTGGTCCAGAGAGTA GTACGCCTCCTTCCTTCAG

PAL AOAB04NTK5_MAIZE GAGAGCGACCCGCTGAACTG GGAACCCTCGATCTTGACCAC
DHN1 A3KLI1_MAIZE CACACAAGCACGAAGACTCG GACTAGGTTGCCGTACTGGT
SAMS K7VC35_MAIZE TGGCTGCTCTGCTCCATAGAA GCGCATTAATCCTGGCTGCT

3.9 istatistiki Analizler

Denemeler, rastgele deneme deseninde diizenlenmistir. Denemelerden elde edilen

veriler en az ¢ tekrarli, iki bagimsiz denemeden elde edilmistir. 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 Karsilagtirma Testi
(DMRT) ile belirlenmistir.
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4. BULGULAR

Mevcut tez ¢alismasinda Cd stresine maruz birakilan misir fidelerinde Cys’in iyilestirici
etkisi degerlendirilmistir. Bu baglamda, taze ve kuru agirliklar (sirasiyla TA ve KA),
govde ve kokte Cd birikimi, klorofil igerigi, lipid peroksidasyonu, bazi antioksidan
enzimlerin (SOD, POD, CAT ve APX) aktiviteleri ve transkriptom profilleri analiz

edilmis ve degerlendirilmistir.

4.1 Cd ve Sistein Uygulamalarinin Biiyiime Uzerine Etkisi

Musir fideleri kontrol, Cys (250 uM), Cd (75 uM) ve Cys+Cd uygulamalarina maruz
birakilmistir. Kontrole gore diger uygulamalarda govde taze ve kuru agirliginda 6nemli
diizeyde azalma belirlenmistir (Cizelge 4.1). Cd stresi, kontrole kiyasla govde taze
agirhgint %53,1 ve govde kuru agirhigint %37,6 azaltmistir. Cd uygulamasina gore
Cys+Cd uygulamasi, govde taze agirligimi %30,7 ve govde kuru agirhigr %23,0
artirmistir (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1 Misir fidelerinde gévde ve kokiin taze ve kuru agirhigi iizerine Cd (75 uM) ve Cys
(250 uM) uygulamalarinin etkisi

Govde Govde Kok Kok
Uygulamalar Taze agirhk Kuru agirhk Taze agirhk Kuru agirhk
(mg fide™) (mg fide™) (mg fide™) (mg fide™)
Kontrol 2691,3 +104,9*" 164,7 + 7,02 663,3 + 38,47 31,5+1,032
Cys 2325,7 + 97,3 144,3 +55° 580,0 + 14,2% 28,8+0,432
Cd 1123,7 +29,4¢ 92,9 +1,9 449,0 + 16,5° 29,6 0,872
Cys+Cd 1545,7 + 34,3¢ 118,3 + 3,5° 509,7 + 14,5% 32,3+1,97°

*Her bir parametre i¢in farkli harfler (a-d), Duncan ¢oklu karsilastirma testine gore ortalamalar arasinda
onemli diizeydeki farki gosterir (P<0.05). Tiim veriler ortalama =+ standart hata olarak ifade edilmistir (n
=3).

4.2 Cd ve Sistein Uygulamalarimin Cd Birikimi Uzerine Etkisi

Kontrol, Cys, Cd ve Cys+Cd uygulamalarina maruz kalan misir fidelerinin gévde ve

kok dokularinda Cd igerigi belirlenmistir (Cizelge 4.2). Kontrol ve Cys uygulanmis
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musir fidelerinde Cd seviyeleri tespit limitlerinin altinda oldugu igin belirlenememistir.
Bununla birlikte, Cd stresine maruz birakilan misir fidelerinin gévde ve koklerinde
onemli diizeyde Cd birikimi belirlenmistir. Cd’a gore Cys+Cd uygulamasinda Cd
birikimi kok dokularinda 6nemli diizeyde yiiksek bulunurken (%76) govde dokularinda

onemli diizeyde diisiik bulunmustur (%22).

Cizelge 4.2 Misir fidelerinde gévde ve kok dokularinin Cd igerigi iizerine Cd (75 uM) ve Cys
(250 uM) uygulamalarinin etkisi

Uygulamalar Govde Cd birikimi Kok Cd birikimi
(mg kg™ KA) (mg kg™ KA)
Kontrol ND ND
Cys ND ND
Cd 56,4+3,6° 528,04+ 49,0
CHEEd 44,0£2.2° 931,7+77.92

*Her bir parametre i¢in farkli harfler (a-d), Duncan ¢oklu karsilagtirma testine gore ortalamalar arasinda
onemli diizeydeki farki gosterir (P<0.05). Tiim veriler ortalama =+ standart hata olarak ifade edilmistir (n
= 3). ND=Belirlenemeyen.

4.3 Cd ve Sistein Uygulamalarinin Klorofil icerigi Uzerine Etkisi

Kontrol, Cys, Cd ve Cys+Cd uygulamalarina maruz kalan misir fidelerinin yaprak
dokularinda klorofil igerikleri belirlenmistir. Buna gore, kontrole gére Cd ve Cys+Cd
uygulamalarinda klorofil igerigi onemli diizeyde azalirken, Cd uygulamasina gore

Cys+Cd uygulamasinda klorofil igerigi dnemli diizeyde artmistir (Cizelge 4.3).

Cizelge 4.3 Misir fidelerinin yaprak dokularinda klorofil igerigi lizerine Cd (75 uM) ve Cys
(250 uM) uygulamalarinin etkisi

Uygulamalar mg/g TA

Kontrol 36,32+ 2,18
Cys 37,93+ 1,29
Cd 13,03 £ 1,64°
Cys+Cd 18,17 + 2,46"

*Her bir parametre i¢in farkli harfler (a-c) Duncan ¢oklu karsilagtirma testine gore ortalamalar arasinda
onemli diizeydeki farki gosterir (P<0,05), Tiim veriler ortalama =+ standart hata olarak ifade edilmistir (n
=3).
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4.4 Cd ve Sistein Uygulamalarmmin Lipid Peroksidasyonu ve Antioksidan Enzim
Aktiviteleri Uzerine Etkisi

Masir fidelerinin yapraklarindaki lipid peroksidasyon seviyeleri malondialdehit (MDA)
icerikleri Olgiilerek belirlenmistir (Cizelge 4.4). MDA igerigi bakimindan kontrol ile
Cys uygulamasi arasindaki fark Onemsizdir. Kontrole gore Cd uygulamasi MDA
icerigini 6nemli diizeyde artirirken, Cd’a gore Cys+Cd uygulamasi MDA igerigi énemli

diizeyde azaltmistir (Cizelge 4.4).

Kontrole gore Cys uygulamasinda yalnizca POD aktivitesi onemli diizeyde artmistir
(Cizelge 4.4). Kontrole gore Cd uygulamasinda, POD aktivitesi onemli diizeyde
artarken, SOD ve CAT aktiviteleri 6nemli diizeyde azalmistir. Kontrole gore Cys+Cd
uygulamasinda POD ve APX aktiviteleri 6nemli diizeyde artarken, SOD aktivitesi
onemli diizeyde azalmistir. Cd uygulamasina gére Cys+Cd uygulamasinda SOD ve
CAT aktiviteleri 6nemli diizeyde artarken, POD aktivitesi onemli diizeyde azalmigtir
(Cizelge 4.4).

Cizelge 4.4 Misir fidelerinin yaprak dokularinda MDA igerigi ve antioksidan enzim aktiviteleri
tizerine Cd (75 uM) ve Cys (250 uM) uygulamalarinin etkisi

Parametreler Uygulamalar

Kontrol Cys Cd Cys+Cd
%lgfgiﬁefrifi 156+ 1,34 % 21541152  264+174°  16,0+051°
a(r?i?rﬁgﬂ‘gtrﬁgm 18,8+2,38 2 19,9+2,302 7.9+001° 11,6 £ 1,07"
En?s ;';:i,‘firtﬁ;i,, orowein | 268+175° 35741500  12514+386°¢  79,01+2,67¢
/?n/;\oTl ;';:i,‘firts;i,, oroin 0155+0007%  0,180£0004°  0,1160,009° 0,161+ 0,008°
APX aktivitesi

ymol min~! mg~" protein 6,92+0,80°2 6,90+ 1,502 9,47 £ 0,65 % 11,77 +£1,45"

*Her bir parametre i¢in farkli harfler (a-d), Duncan ¢oklu karsilagtirma testine gore ortalamalar arasinda
onemli diizeydeki farki gosterir (P<0.05). Tiim veriler ortalama =+ standart hata olarak ifade edilmistir (n
= 3). ND=Belirlenemeyen.
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4.5 RNA-Seq Verilerinin Degerlendirilmesi

Dissal Cys uygulamasinin musir fidelerinin Cd toleransi iizerindeki etkisinin daha iyi
anlasilmas1 i¢in yaprak dokularinda transkripsiyonel profilleme analizleri
gerceklestirilmistir. Kontrol, Cys (250 uM), Cd (75 uM) ve Cys+Cd (250 uM + 75 uM)
uygulamalarina maruz birakilan misir fidelerinin yapraklarindan RNA ekstraksiyonu
icin gergeklestirilmis ve daha sonra Illumina dizilimi i¢in ¢cDNA kiitiiphaneleri
hazirlanmistir. Ham okumalar uygulamalar arasinda ~8—62 milyon arasinda degismistir
(Cizelge 4.5). Kalite kontrolii sirasinda, diisiik kaliteli ham okumalar uzaklastirilarak
yeni ham okumalar elde edilmis ve Q30 degerleri ortalama %93,74 olarak

belirlenmistir. GC igerikleri yaklasik %43—44 olarak tespit edilmistir.

Cizelge 4.5 RNA—Seq okumalarinin dzeti

Haritalama o
Uygulama Toplam okuma orand haritalannus Q30 (%) GC (%)
okumalar
K1 17.001.210 73,6 2.255.633 93,89 44
K2 15.451.135 72,0 2.041.406 92,63 43
K3 10.969.488 73,8 1.517.481 92,31 44
Cysl 11.607.233 72,8 1.479.041 93,44 43
Cys2 12.757.966 71,5 1.582.868 93,92 43
Cys3 13.195.743 71,6 1.616.213 92,24 43
Cd1 25.028.171 73,2 3.061.085 94,65 44
Cd2 8.211.523 73,4 1.100.853 95,13 44
Cd3 61.959.074 65,2 8.766.058 93,55 44
Cys+Cd1 8.872.519 71,7 1.153.989 96,34 45
Cys+Cd?2 7.865.610 72,9 1.050.546 93,54 46
Cys+Cd3 12.872.438 73,6 1.772.594 93,19 44

4.6 Diferansiyel Olarak ifade Edilen Genlerin Analizi

Kontrol, Cys (250 uM), Cd (75 uM) ve Cys+Cd (250 uM + 75 uM) uygulamalarina
maruz kalan musir fidelerinin yaprak dokularinda RNA-seq analizleri yapilmistir.
Biyoenformatik analizler ile genlerin toplam sayilar1 ve diferansiyel olarak ifade edilen

genlerin (DEG’ler) sayilar1 belirlenmistir (Cizelge 4.6).
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Cizelge 4.6 Uygulamalar arasi karsilagtirmalar sonucunda elde edilen gen sayilari

Diferansiyel olarak ifade edilen genlerin (DEG’ler)

Analiz
Karsilastirilan edilen . .. .. ..
uygulamalar toplam gen Artan yond.e diizenlenen  Azalan yonc!e diizenlenen

sayis1 genlerin sayisi genlerin sayisi

(FC>1, padj<0,05) (FC<1, padj<0,05)

Kontrol-Cys 30,777 14 118
Kontrol-Cd 30,914 953 1469
Kontrol-Cys+Cd 31,452 1540 1037
Cd-Cys+Cd 31,254 520 23

Kontrole gére Cys uygulamasinda 30,777 gen analiz edilmistir (Cizelge 4.6). Buna
gore, artan yonde diizenlenen DEG’lerin sayis1 14, azalan yonde diizenlenen DEG’lerin
sayist 118 olarak belirlenmistir. Kontrole gére Cd uygulamasinda 30,914 gen analiz
edilmistir. Buna gore, artan yonde diizenlenen DEG’lerin sayis1 953, azalan yonde
diizenlenen DEG’lerin sayist1 1469 olarak belirlenmistir. Kontrole gore Cys+Cd
uygulamasinda 31,452 gen analiz edilmistir. Buna gore, artan yonde diizenlenen
DEG’lerin sayis1 1540 azalan yonde diizenlenen DEG’lerin sayisi 1037 olarak
belirlenmistir. Cd uygulamasina goére Cys+Cd uygulamasinda 31,254 gen analiz
edilmistir. Buna gore, artan yonde diizenlenen DEG’lerin sayis1 520, azalan yonde

diizenlenen DEG’lerin sayis1 23 olarak belirlenmistir (Cizelge 4.6).

Cd stresinin musir yapraklarindaki gen ifadesi iizerindeki ve Cys uygulamasinin Cd
toksisitesi tizerindeki etkilerini incelemek igin ikili karsilastirmalar gergeklestirilmistir
(Sekil 4.1). DEG'ler [log2 (kat degisimi)| > 1 ve P <0,05 kosullariyla belirlenmistir.
Kontrole gore Cd uygulamasinda 953 DEG’in ifade seviyesi artarken, 1469 DEG’in
ifade seviyesi azalmistir. Kontrole gore Cys+Cd uygulamasinda 1540 DEG’in ifade
seviyesi artarken 1037 DEG’in ifades seviyesi azalmistir. Bununla birlikte, Cd'a gore
CystCd uygulamasinda 520 DEG’in ifade seviyesinde artis, 23 DEG’in ifade
seviyesinde ise azalig tespit edilmistir (Sekil 4.1a). Uygulamalar arasinda ortak olarak
ifade olan DEG’ler venn semasi analizi gerceklestirilmistir (Sekil 4.1b). Ug uygulama
arasinda ortak olan 115 DEG ve Cd ile Cys+Cd uygulamasi arasindaki 207 DEG daha

ileri arastirmalar igin degerli adaylar olarak kabul edilmistir.
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Sekil 4.1 Kontrol, Cys (250 uM), Cd (75 uM) ve Cys+Cd (250 uM + 75 uM) uygulamalarina
maruz kalan misir fidelerinin yaprak dokularindan elde edilen DEG’lerin sayisi, a)
Artan ve azalan yonde diizenlenen DEG’lerin histogrami, b) DEG’lerin Venn
diyagrami.

4.7 DEG’lerin Zenginlestirme Analizleri

Kontrol, Cys (250 uM), Cd (75 uM) ve Cys+Cd (250 uM + 75 uM) uygulamalarina
maruz kalan misir fidelerinin yaprak dokularindan elde edilen toplam RNA’larin
RNA-seq analizlerine gore karsilastirilan tim uygulamalarda (kontrol-Cd,
kontrol-Cys+Cd, Cd-Cys+Cd) tespit edilen DEG’lerin zenginlestirildikleri GO ve
KEGG terimlerine ait sayisal veriler Cizelge 4.7°de verilmistir. Ayrica bu DEG’lerin
genel rollerini belirlemek amaciyla her gruptaki DEG'ler i¢in fonksiyonel
zenginlestirme analizi yapilmistir (Sekil 4.2 ve 4.3). Bu analizlere gore K/Cd,
K/Cd+Cys ve Cd/Cd+Cys gruplarindaki DEG'ler biyolojik siire¢ (BS), hiicresel bilesen
(HB) ve molekiiler fonksiyon (MF) olmak iizere kategoriye ayrilmistir. Kontrole goére
Cd karsilastirmasinda, BS agisindan kiiciik molekiil metabolik siireci, transmembran
tasinmast ve karbohidrat biyosentetik siirecinin en zengin GO terimleri oldugu
belirlenmistir. Hiicresel bilesen olarak plastid, kloroplast ve tilakoid onemli Olgiide
zenginlestirilmis GO terimleridir. MF ontolojisinde en giiglii sekilde zenginlestirilmis
gen fonksiyonu terimleri katalitik aktivite, iyon baglama ve oksidorediiktaz aktivitesi

olarak belirlenmistir (Sekil 4.2).
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Cizelge 4.7 GO ve KEGG yolaklarinda zenginlestirilmis terim sayilari (p < 0,05)

Karsilastirilan K Zenginlestirilen Zenginlestirilen Zenginlestirilen
aynak .. . : .

uygulamalar tiim terimler artan terimler azalan terimler
GO:BS 61 57 49
GO:HB 34 5 42

Kontrol / Cd GO:MF 35 52 25
KEGG 9 10 8
GO:BS 93 93 69
GO:HB 34 5 49

Kontrol / Cys+Cd GO-MF 62 57 58
KEGG 10 11 5
GO:BS 31 34 20
GO:HB 36 34 13

Cd ggg+Cd GO:MF 28 27 5
KEGG 5 5 TE

BS: Biyolojik Siireg, HB: Hiicresel Bilesen, MF: Metabolik Fonksiyon, TE: Tespit Edilemeyen

fotosentez

6ncu metabolit ve enerji Gretimi
kiigik molekul metaboilk sureci
oksoasit metabolik streci
organik asit metabolik sureci
karboksilik asit metabolik streci
karbon 6ztimleme

karbonhidrat metabolik streci
inorganik maddelere cevap
transmembran tasima
endomembran sistem

Biyolojik stregler

fotosentetik membran

tilakoid membran

plastid tilakoid

kloroplast tilakoid

tilakoid

plastid tilakoid membran
kloroplast tilakoid membran
oksidoreduktaz aktivitesi

klorofil baglama

transmembran tagima aktivitesi
taslyici aktivitesi

aktif transmembran tagiyici aktivitesi
iyon baglama

AD baglama

tetrapirol baglama

katalitik aktivite
UDP-glukoziltransferaz aktivitesi

7
d

Yolaklar

Hi'e
MU

077

Molekiler fonksiyonlar
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Sekil 4.2 Kontrole gore Cd uygulamasinda tespit edilen DEG'lerin GO zenginlestirme analizinin
sonuglart.
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Cd’a gore Cys+Cd uygulamasinda, BS a¢isindan transmembran taginmasi, fotosentez ve
karbohidrat biyosentetik siireci en zengin GO terimleri olark belirlenmistir. HB
ontolojisinde kloroplast, tilakoid ve fotosentetik membran en Onemli Olgiide
zenginlestirilmis GO terimleri olarak tespit edilmistir. MF ontolojisinde oksidorediiktaz

aktivitesi, transmembran tastyici aktivitesi ve geg¢is metali iyonu baglanmasinin énemli

olglide zenginlestirilmis GO terimlerine ait oldugu belirlenmistir (Sekil 4.3).

Yolaklar

fotosentez

oncu metabolit ve enerji Uretimi
fenilpropanoid metabolik sire¢
Ii?nin metabolik siure¢

elektron tasima zinciri

abiyotik uyaricilara cevap

sekonder metabolik biyosentez sureci

transmembran tasima
karbonhidrat metabolik streci
oksidatif strese cevap
fotosentetik membran

tilakoid membran

fotosistem

tilakoid

plastid tilakoid membran
kloroplast tilakoid membran
kloroplast tilakoid

plastid tilakoid

kloroplast

organel dis membrani
oksidoreduktaz aktivitesi
tetrapirol baglama

klorofil baglama
glukoziltransferaz aktivitesi
hem baglama
UDP-glukoziltransferaz aktivitesi
amonyum-liyaz aktivitesi
fenilalanin amonyum-liyaz aktivitesi
gecis metal iyonu ba?lama
transmembran tasima akfivitesi

10

11
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5

56
44
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49

51
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55

38
38

41

41

83
40

45
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25
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50
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Gen sayisi

Biyolojik stiregler

Hicresel bilesenler
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Sekil 4.3 Cd’a gore Cys + Cd uygulamasinda tespit edilen DEG'lerin GO zenginlestirme
analizinin sonuglari.

KEGG analizleri i¢in zenginlestirilen terimler Sekil 4.4’te verilmistir. Kontrole gore Cd
uygulamasinda, DEG'ler esas olarak fotosentez, fotosentetik organizmalarda karbon
fiksasyonu, glioksilat ve dikarboksilat metabolizmasi, karbon metabolizmasi, nisasta ve
siikroz metabolizmasi agisindan zenginlestirilmistir (Sekil 4.4a). Diger taraftan, Cd’a
gore Cys+Cd uygulamasinda DEG’ler fotosentetik organizmalarda karbon fiksasyonu,
glioksilat ve dikarboksilat metabolizmasi, nisasta ve siikroz metabolizmasi, niikleotid
sekerlerin biyosentezi, amino seker ve niikleotid seker metabolizmasi gibi KEGG

yolaklarinda zenginlestirilmistir (Sekil 4.4b).

46



(a) K/Cd (b) Cd/ Cys+Cd

Fotosentez Fotosentetik organizmalarda karbon fiksasyonu - °
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Glioksilat ve dikarboksilat metabolizmasi ° Nisasta ve siikroz metabolizmasi - ®
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3 5 7 9 3 4 5 &6
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Sekil 4.4 (a) K/Cd ve (b) Cd/Cys+Cd gruplarindaki DEG'ler arasinda ilk 10 zenginlestirilmis
KEGG yolagi.

4.8 Fotosentez ile Tliskili DEG’lerin Analizleri

KEGG zenginlestirme analizine gore fotosentez ile iliskili genlerin transkripsiyonu
K/Cd ve Cd/Cys+Cd uygulamalarinda énemli diizeyde degisiklik gostermistir (Sekil
4.5). Kontrole gore Cd uygulamasinda, fosfoenolpiruvat karboksilaz, protein
THYLAKOID FORMATION 1 ve piruvat kinaz gibi 10 DEG’in artan yo6nde
diizenlendigi, buna karsin saperonin benzeri RbcX protein 2, klorofil a—b baglayici
proteini, oksijen ¢ikigini arttirict protein 1, fotosistem I reaksiyon merkezi alt birimleri
ve ribuloz bisfosfat karboksilaz kiiclik alt birimi gibi 106 DEG’in azalan ydnde
diizenlendigi belirlenmistir. Ayrica, Cd’a gore Cys+Cd uygulamasi, sitokrom f ve
NAD(P)H-kinon oksidorediiktaz alt birimi K genlerinin ifade seviyelerini azaltirken,
klorofil a—b baglayict protein, ferredoksin, oksijen ¢ikisini artirici proteinler ve
fotosistem II onarici proteini PSB27—H]1 gibi 47 genin ifade seviyesini artirmistir (Sekil
4.5).
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Sekil 4.5 a) K/Cd ve b) Cd/Cys+Cd gruplar1 arasindaki fotosentezle iliskili DEG’leri gdstereren
181 haritalart.

4.9 Transmembran Tasmim ile Tliskili DEG’lerin Analizleri

KEGG zenginlestirme analizine gore transmembran tagimimi ile iliskili genlerin
transkripsiyonu K/Cd ve Cd/Cys+Cd uygulamalarinda cogunlukla artan ydnde
diizenlemistir (Sekil 4.6). Kontrole gore Cd uygulamasinda, ABC tasiyicilari,
akuaporinler, katyonik amino asit tasiyicilari, Nramp aliiminyum tasiyicisi, V tipi
proton ATPazlar ve ¢inko tastyicilart gibi 105 genin ifade seviyesinin artan yonde
diizenlendigi, buna karsin oksin tasiyict benzeri protein 1, ¢ift yonlii seker tasiyici
SWEET, dikarboksilat tastyicilar ve protein NRT1 gibi 86 genin ifadesini azalan yonde
diizenlendigi belirlenmistir. Ayrica, Cd’a gore Cys+Cd uygulamasi, ABC tasiyicilari,
akuaporinler, kloriir kanal1 proteinleri, poliol tastyici 5, protein DETOKSIFIKASYON
(¢oklu ilag ve toksik bilesik ekstriizyon proteini) ve protein NRT1 gibi 50 genin ifade
seviyesini artan yonde diizenlerken, ATP sentaz alt birimi alfa, ATP sentaz alt birimi
alfa, sitokrom c oksidaz alt birimi 3, NAD(P)H—kinon oksidorediiktaz alt birimi K ve
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pirofosfatla enerjilenen vakuolar membran proton pompasi 1 genlerinin ifade seviyesi

azalan yonde diizenlemistir (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6 a) K/Cd ve b) Cd/Cys+Cd gruplar1 arasindaki transmembran taginimu ile iligkili
DEG’leri gostereren 1s1 haritalari.

4.10 Karbohidrat Metabolizmas: ile Iliskili DEG’lerin Analizleri

KEGG zenginlestirme analizine gore karbohidrat metabolizmasiyla iliskili genlerin
transkripsiyonu K/Cd ve Cd/Cys+Cd uygulamalarinda farkli sekilde diizenlenmistir
(Sekil 4.7). Kontrole goére Cd uygulamasi beta—amilaz, beta—glukosidaz,
fruktoz—bifosfat aldolaz, fosfogliserat kinaz, nisasta sentaz ve siikkroz sentaz gibi 72
genin ifade seviyelerini Onemli Olciide azaltirken, seliiloz sentaz, sitrat sentaz,
trehaloz—6—fosfat sentaz ve UDP—glukuronat dekarboksilaz gibi 93 genin ifade
seviyesini artirmigtir. Ayrica, Cd’a gore Cys+Cd uygulamasinda beta—amilaz, seliiloz

sentaz, Kkitinaz, gliseraldehit—3—fosfat dehidrogenaz, malat sentaz ve ksiloglukan
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endotransglukosilaz/hidrolaz gibi 48 genin ifade seviyesi artarken, sadece likenaz—2

geninin ifade seviyesi azalmistir.
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Sekil 4.7 a) K/Cd ve b) Cd/Cys+Cd gruplari arasindaki karbonhidrat metabolizmasi ile iligkili
DEG’leri gostereren 1s1 haritalari.

4.11 Enerji Metabolizmasi ile iliskili DEG’lerin Analizleri

KEGG zenginlestirme analizine gore enerji metabolizmast ile iligkili genlerin
transkripsiyonu K/Cd ve Cd/Cys+Cd uygulamalarinda c¢ogunlukla azalan yonde
diizenlenmistir (Sekil 4.8). Kontrole gére Cd uygulamasinda, sitokrom ¢ domaini i¢eren
protein, fruktoz—bifosfataz, malat dehidrogenaz, NADH dehidrogenaz, fosfoenolpiriivat
karboksilaz ve plastosiyanin gibi 83 genin ifade seviyesinin azalan yonde diizenlendigi,
buna karsin sitrat sentaz, sitokrom b, sitokrom c oksidaz, izositrat dehidrogenaz
[NADP] ve NADH-ubikinon oksidorediiktaz gibi 31 genin ifadesini artan yonde
diizenlendigi belirlenmistir. Ayrica, Cd’a gore Cys+Cd uygulamasi, fruktoz—bisfosfat
aldolaz, malat sentaz, NADH dehidrogenaz [ubikinon] 1 beta alt kompleks alt birimi

3—A, fosfoenolpiriivat karboksilaz izoformu 1 ve plastokinol-plastosiyanin rediiktaz gibi
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35 genin ifade seviyesini artan yonde diizenlerken, sitokrom c oksidaz alt birimi 3,
sitokrom f ve NAD(P)H—kinon oksidorediiktaz alt birimi K genlerinin ifade seviyesi

azalan yonde diizenlemistir (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8 a) K/Cd ve b) Cd/Cys+Cd gruplar1 arasindaki enerji metabolizmasi ile iligkili
DEG’leri gostereren 1s1 haritalari.

4.12 Stres Savunma ile iliskili DEG’lerin Analizleri

KEGG zenginlestirme analizine gore stres savunma ile iligkili genlerin transkripsiyonu
K/Cd ve Cd/Cys+Cd uygulamalarinda farkli sekilde diizenlenmistir (Sekil 4.9).
Kontrole gore Cd uygulamasi saperon proteini DnalJ, glutatyon S—transferazlar,
metalotiyonein benzeri proteinler, stiperoksit dismutazlar ve tiyoredoksinler gibi 110
genin ifade seviyelerini 6nemli Ol¢lide azaltirken, dehidrin, 1s1 soku 70 kDa proteinleri,
L—askorbat peroksidaz, patogenezle iliskili proteinler ve peroksidazlar gibi 51 genin
ifade seviyesini artirmistir. Ayrica, Cd’a gore CystCd uygulamasinda aldehit

oksigenaz, katalaz, glutaredoksine bagimli peroksiredoksin, peroksidazlar ve stresle
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artan protein gibi 46 genin ifade seviyesi artarken, sadece ATP'ye bagimli DNA helikaz
2 alt birimi KU70 geninin ifade seviyesi azalmistir (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9 a) K/Cd ve b) Cd/Cys+Cd gruplar arasindaki stres savunma ile iliskili DEG’leri
gOstereren 1s1 haritalari.

4.13 Sekonder Metabolitlerin Biyosentezi ile iliskili DEG’lerin Analizleri

KEGG zenginlestirme analizine goére, Cd ve Cys+Cd uygulamalarinin sekonder
metabolizma ile iliskili genlerin transkripsiyonunu Onemli diizeyde etkiledigi
belirlenmistir (Sekil 4.10). Kontrole gore Cd uygulamasinda, 12—okzo—fitodienoik asit
rediiktaz, akonitat hidrataz ve S—adenozilmetiyonin sentaz gibi 82 DEG’in artan yonde
diizenlendigi, buna karsin 3—ketoacil-KoA sentaz, 4—kumarat—-KoA ligaz ve
benzoksazinon sentezi 3 gibi 79 DEG’in azalan yonde diizenlendigi belirlenmistir.
Ayrica, Cd’a gore Cys+Cd uygulamasi, 3—ketoagil-K0A sentaz, 4—kumarat—KoA ligaz,
kafeik asit 3—O—metiltransferaz, kafeoil-KoA O-—metiltransferaz 2, sinamil—alkol
dehidrogenaz ve fenilalanin amonyum—Iliyaz gibi 43 genin ifade seviyesini artirirken

sadece asiklik seskiterpen sentaz geninin ifade seviyesini azaltmistir (Sekil 4.10).
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Sekil 4.10 a) K/Cd ve b) Cd/Cys+Cd gruplar arasindaki sekonder metabolitlerin biyosentezi ile
iligkili DEG’leri gdstereren 1s1 haritalari.

4.14 DEG'lerin ifade Profillerinin RT-qPCR ile Dogrulanmasi

Kontrol, Cd ve Cys+Cd uygulamalarina maruz birakilan misir fidelerinin yapraklarinda
ifade edilen ve RNA—seq analizi ile elde edilen milyon haritalanmis okuma basina
transkriptin kilobaz basina parga sayisi (FPKM) degerlerinin giivenilirligini dogrulamak
icin 9 genin ifade seviyeleri RT—qPCR ile test edilmistir. Bu genlerin kontrol, Cd ve
CystCd uygulamalar1 arasindaki ifade seviyelerindeki artiglar  Olgiilmiistiir.
Uygulamalara bagli olarak bu genlerin transkriptom dizileme sonuglar1 (FPKM) ile
RT-qPCR ile elde edilen gen ifade profillerinin benzer davranig 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 4.11'de verilmistir.
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Sekil 4.11 Kontrol, Cd ve Cys+Cd uygulamalarina maruz birakilan musir fidelerinin
yapraklarinda ifade edilen ve RNA—seq analizi ile elde edilen FPKM degerleri ve
RT—qPCR kullanilarak dogrulanan dokuz genin ifade profili. PR10: Patogenezle
iliskili protein 10, RPK: Reseptor benzeri serin/treonin—protein kinaz, ABCG:
ABC tastyict G, CesA: Seliiloz sentaz, POD: Peroksidaz, GST: Glutatyon
S—transferaz, PAL: Fenilalanin amonyum-liyaz, DHN1: Dehidrin 1, SAMS:
S—adenozilmetiyonin sentaz.
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5. TARTISMA ve SONUC

Kadmiyum (Cd) toprakta yaygmn olarak bulunmakta ve bitkilerde biriken yiiksek Cd
seviyeleri besin zincirleri yoluyla insan sagligi tehdit etmektedir (Clemens vd. 2013).
Bitkilerde asirt Cd birikimi, reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) asir1 miktarda olusumunu
tetikler ve bu durum ROT diretimi ve detoksifikasyonu arasinda dengesizlige neden
olabilmektedir. Bu dengesizlik lipit peroksidasyonu ve oksidatif hasara neden olarak
hiicre zarlarin1 ve klorofilin fonksiyonunu bozmaktadir (Ahanger vd. 2020, Gu vd.
2021). Bu nedenle, bitkilerde Cd birikiminin azaltilmasi ve Cd'un besin zincirine
girisinin en aza indirilmesinin arastirilmasi gerekmektedir. Kiikiirt igeren bilesiklerin,
bitkilerin agir metal birikimi ve toleransi iizerinde olumlu etkileri oldugu bilinmektedir
(Cao vd. 2023, Sun vd. 2023). Ozellikle sistein (Cys), kiikiirt 6ziimleme siirecindeki ilk
organik kiikiirt bilesigidir ve agir metallerin bitkilere yonelik toksisitesini hafifletmede
rol oynayan glutatyon (GSH) ve fitoselatinlerin (PC'ler) onciistidiir (Yildiz ve Terzi
2021, Kim vd. 2022). Mevcut arastirma bulgulari, digsal Cys (250 pM) uygulamasi
musir fidelerinin govde ve kok biiylimesindeki Cd kaynakli inhibisyonu etkili bir sekilde
hafifletebildigini gostermistir. Benzer olarak, 1 mM Cys uygulamasinin Brassica juncea
fidelerinde Cd toleransini arttirdigi rapor edilmistir (Xue vd. 2024). Digsal Cys
uygulamasinin, Arabidopsis (Jia vd. 2016), kolza (Yildiz ve Terzi 2021) ve misir
fidelerinde (Terzi ve Yildiz 2021) Cr stresi kaynakli biiyiime inhibisyonunu etkili bir
sekilde azalttigi bildirilmistir. Bununla birlikte, Arabidopsis ve misir fidelerinde Cys
uygulamasinin Hg toksisitesini hafiflettigi belirtilmistir (Aysin vd. 2020, Kim vd.
2022).

Bitkilerde digsal Cys uygulamasinin Cd alimini azaltarak toksisiteyi hafiflettigi rapor
edilmistir (Jia vd. 2016). Mevcut arastirmada, Cd stresi altindaki misir fidelerinde Cys
uygulamasmin govde Cd birikimini azalttigi, buna karsin kok dokularinda arttirdigi
gosterilmistir. Xue vd. (2024), digsal Cys uygulamasimin B. juncea bitkilerinin hem kok
hem de govde dokularinda Cd birikimini azalttigini rapor etmistir. Calismamiza benzer
olarak, Cys uygulamasinin musir siirgiinlerinde Cr birikimini 6nemli 6l¢iide azalttigi,
ancak koklerde arttign gosterilmistir (Terzi ve Yildiz 2021). Vadas ve Ahner (2009),

Cys uygulamasinin musir ve kolza koklerinde Cd alimim arttirdigmi ve Cd—Cys
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kompleksini tantyan peptit tasiyicilarinin Cys aracili Cd alimini kolaylastirdigini 6ne
stirmiistiir. Ayrica Cys'in kok ¢evresindeki Hg'ya hizli bir sekilde baglanabilecegi ve
Hg—Cys komplekslerinin daha sonra kok hiicre zarim1 gecerek Arabidopsis koklerinde
yiiksek Hg birikimine neden oldugu bildirilmistir (Kim vd. 2022). Bununla birlikte, Cys
uygulamasinin, agir metallerin vakuollerde veya hiicre duvarlarinda tutulmasinda rol
oynayan agir metal selatorlerinin indiiksiyonu yoluyla kokten govdeye translokasyonu
azaltabilecegi ileri strilmustiir (Terzi ve Yildiz 2021). Ayrica lignin biyosentezinin
ekstra bir endodermal katman olusturarak Thlaspi caerulescens'teki vaskiiler silindirden

asir1 metal akisini 6nledigini ileri stirmiistiir (van de Mortel vd. 2008).

Klorofiller, kloroplast pigment sistemlerinin temel bilesenleri olarak kabul edilmektedir
ve dolayisiyla bitkilerde biiylime ve gelismeyi dogrudan etkilemektedir. Klorofil
iceriklerinin belirlenmesi, biyotik ve abiyotik stres faktorlerinin bitkiler iizerindeki
etkilerini anlamak i¢in en yaygin yontemlerden biri olarak kabul edilmektedir. Agir
metal stresinin neden oldugu klorofil igerigindeki azalma, klorofil yikiminin
hizlanmasina ve klorofil biyosenteziyle ilgili  enzimlerin  inhibisyonuna
baglanabilmektedir. Mevcut arastirmada, musir fidelerinin yaprak dokularindaki yiiksek
Cd birikimi klorofil igeriginde 6nemli diizeyde azalmaya neden olmustur. Bununla
birlikte, klorofil icerigindeki Cd kaynakli azalma dissal Cys uygulamasi ile onemli
diizeyde hafifletilmistir. Benzer olarak, Cys uygulamasinin Hg ve Cd stresi altindaki B.
juncea ve misir yapraklarinda klorofil i¢erigini 6nemli diizeyde arttirdigi ve bu durumun
agir metallerin neden oldugu hasarin hafifletilmesine yardimecir oldugu bildirilmistir
(Erdal ve Tirk 2016, Aysin vd. 2020, Xue vd. 2024). Arastirma bulgularimiza gore
klorofil igerigindeki azalmanin klorofil parcalanmasindaki bir artistan ziyade klorofil
biyosentezinde gorev alan enzimleri kodlayan genlerin ifade seviyelerindeki bir
azalmayla iligkili olabilir. Bu durum, yapilan RNA-seq analizinden elde edilen verilere
gore klorofil biyosentezinde fonksiyon géren Mg-protoporfirin 1X metiltransferaz, Mg-
protoporfirin IX selataz ve NADPH-protoklorofilid oksidorediiktaz gibi bazi enzimleri

kodlayan genlerin ifade seviyelerinin azalan yonde diizenlenmesi ile iligkilendirilebilir.

Bitkilerde asir1 Cd birikimi hiicresel redoks homeostazisini bozabilir ve reaktif oksijen

tirlerinin tretimini artirabilmektedir (Gill ve Tuteja 2010). Membran lipitleri ROT
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saldirisina kars1 ozellikle hassastir ve lipid peroksidasyonu seviyeleri bitkilerdeki
oksidatif stresin giivenilir bir gostergesi olarak kabul edilmektedir. Bitki hiicre
zarlarindaki  ¢oklu doymamis yag asitlerinin  oksidatif bozunmasi, lipit
peroksidasyonunu tetikler, bu da lipit peroksidasyonunun ayrigsma iiriinlerinden biri olan
MDA seviyesinde artisa yol agar (Dixit vd. 2001). Agir metal stresine hassasiyetin bir
Olgiisii ve oksidatif hasarin Onemli bir gostergesi olarak MDA birikimindeki artis
degerlendirilmektedir (Noor vd. 2022). Mevcut arastirmada, misir yapraklarinin MDA
icerikleri Cd uygulamasi ile 6nemli diizeyde artarken, Cys+Cd uygulamasinda ise MDA
iceriginin 6nemli diizeyde azaldig1 belirlenmistir. Benzer olarak, Cd stresi altindaki B.
juncea (Xue vd. 2024), Cr stresi altindaki A. thaliana (Azarakhsh vd. 2014) ve B. napus
(Y1ldiz ve Terzi 2021) ve Co stresi altindaki Ocimum basilicum fidelerinde dissal Cys
uygulamasinin MDA igerigini azalttigi rapor edilmistir. Xue vd. (2024), Cys
uygulamasinin Cd selasyonunu artirarak ROT birikimini etkili bir sekilde azalttigi,
boylece Cd kaynakli oksidatif stresi hafiflettigi ve B. juncea fidelerinin biiylimesini ve
gelismesini tesvik ettigini bildirmistir. Cys’in yani sira Cys’ten tiiretilmis GSH ve PCS
gibi bilesiklerin dogrudan veya dolayli olarak ROT seviyelerinin diizenlenmesinde rol

oynayabildigi bildirilmistir (Singh vd. 2006).

Bitkilerde ROT seviyeleri, farkli ROT iireten ve ROT temizleyici mekanizmalar
arasindaki etkilesimle diizenlenmektedir. ROT temizleme mekanizmasi, siiperoksit
dismutaz (SOD), katalaz (CAT) ve peroksidazlar (POD ve APX) gibi enzimatik
antioksidanlarin yan1 sira ve GSH ve askorbat gibi enzimatik olmayan bilesikleri
icermektedir (Halliwell ve Gutteridge 2015). Mevcut arastirmada, misir yaprak
dokularinda kontrole gére Cd uygulamas1 SOD ve CAT aktivitelerini 6nemli diizeyde
azaltirken, Cd’a gore Cys+Cd uygulamas: SOD ve CAT aktivitelerini 6nemli diizeyde
artirmigtir. Calismamiza zit olarak, B. juncea fidelerinde Cd stresinin SOD aktivitesinde
artisa neden oldugu ve bu artisin digsal Cys uygulamasi ile azaltildig: belirtilmistir (Xue
vd. 2024). Bununla birlikte, Cd stresine maruz birakilan Arabidopsis koklerinde
kontrole gore Cd uygulamasinda SOD ve CAT aktivitelerinin arttig1, bu artisin Cys+Cd
uygulamasi ile birlikte tesvik edildigi bildirilmistir (Jia vd. 2016). Bununla birlikte, B.
napus koklerinde Cr stresinin SOD ve CAT aktivitelerini azalttigi ve digsal Cys

uygulamasinin bu enzimlerin aktivitelerini iyilestirdigi rapor edilmistir (Yildiz ve Terzi
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2021). Aragtirmamizda, Cd uygulamasi ile artan POD aktivitesi Cys+Cd uygulamasi ile
azalmistir. Calismamiza benzer olarak Xue vd. (2024), B. juncea fidelerinde POD
aktivitesinin Cd stresi ile arttigin1 bildirmistir. Bununla birlikte, B. napus koklerinde Cr
stresinin  POD aktivitesini azalttigi ve digssal Cys uygulamasinin bu enzimin
aktivitelerini iyilestirdigi rapor edilmistir (Yildiz ve Terzi 2021). Diger taraftan, sadece
Cys+Cd uygulamasi APX aktivitesinde 6nemli artisa neden olmustur. Sonug olarak,
agir metal stresi, uygulanan iyilestiriciler, bitki tiirii ve organlarina bagli olarak SOD,
POD, CAT ve APX aktivitelerinin farkli diizenlendigi ve bu durumun ROT

seviyelerinin diizenlenmesinde etkili oldugu sdylenebilir.

Bitkilerde cesitli genler stres sinyali tepkilerini baslatmaya, diizenlemeye ve stres
toleransin1 gelistirmeye katkida bulunmaktadir (Xu vd. 2022). Bir¢ok calismada, Cd
stresinin zararli etkilerini azaltmak icin farkli tiirde bilesikler uygulanmigtir (Chen vd.
2022a, Di vd. 2023). Bunlar arasinda Cys, bitkilerinin morfolojisini ve fizyolojisini
iyilestirerek abiyotik streslerin etkilerini hafifletmek igin kullanilmigtir (Y1ldiz ve Terzi,
2021, Xue vd. 2024). Ayrica, bitkilerde stres toleransinin altinda yatan molekiiler
mekanizmalarin daha iyi anlasilabilmesi igin RNA—seq gibi kapsamli ve giivenilir
aragtirmalara ihtiyag duyulmaktadir (Li vd. 2022b). Bu arastirmada, Cys tesvikli Cd

toleransinda rol oynayan anahtar genler ve molekiiler yolaklar belirlenmistir.

Agir metal iyonlart fotosentezin 1sik reaksiyonlarmi ve COz asimilasyonunu
azaltmaktadir. Kadmiyum kaynakli oksidatif stres fotosentetik aparatta ve 11k toplayici
komplekste hasara neden olmakta, boylece fotosistem I ve II'nin yapisal biitiinligiini
bozararak fotosentetik verimin azalmasina yol agmaktadir (Siedlecka ve Krupa 1996).
Isik toplayan klorofil a/b—baglayici protein (LHCB) (Gong vd. 2017), oksijen iiretici
kompleks (OEC) (Carneiro vd. 2017) ve oksijen iiretimi arttirict protein (OEE) (Roy vd.
2016), Cd stresi altindanki bitkilerde fotosistem Il (FSII) aktivitesindeki
degisikliklerden sorumludur. Fotosistem | ve IlI'deki anten kompleksinin klorofil
a/b—baglayic1 proteinini kodlayan Lhca ve Lhcb genleri, LHC kompleksinin alt
birimlerini kodlayan ¢oklu genlerdir (Andersson vd. 2003). Mevcut arastirmada, Cd
uygulamasinin 22 Lhca ve Lhcb geninin asagi yonde diizenlendigi belirlenmistir. Zit
olarak, Liu vd. (2023), bugday bitkilerinde Cd'a yanit olarak Lhcbl geninin ifade
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seviyesinin artan yonde diizenlendigini bulmustur. Diger taraftan, digsal Cys
uygulamasi, Cd stresi altindaki misir yapraklarinda 14 Lhca ve Lhcb geninin yukari

yonde diizenlenmesine neden olmustur.

Oksijen tiretici kompleks, suyun fotooksidasyonuna, plastokinonun indirgenmesine ve
proton gradiyentinin olusumuna aracilik eden bir enzimdir (Akhtar vd. 2017). PsbP
proteini, PsbO ve PsbQ ile birlikte tilakoid liimeni olusturan fotosistem II'nin bir
bilesenidir ve yiiksek bitkilerde OEC'nin bir parcasidir (Wei vd. 2016) ve suyun
oksidasyonu tarafindan iiretilen Mn iyonlarina yakinligi nedeniyle Mn iizerinde stabilize
edici bir etkiye sahiptir (Bommer vd. 2016). PsbO, FSII kompleksinin en 6nemli
ekzojen proteindir ve ¢oklu klorozu hizlandiran proteinlerden sinyallerin alinmasini
kolaylastirmaktadir (Wang ve Blumwald 2014). Ek olarak, FSII'nin suyu par¢alama
reaksiyonu, fonksiyonu PsbQ proteini tarafindan diizenlenen edilen Ca®* ve CI
iyonlarm1 gerektirmektedir (Seidler 1996). PsbY proteininin, OEC’ye manganezin
baglanmasinda rol oynadig1 one siiriilmistiir (Gau vd. 1995). Ayrica PsbS proteininin,
fotoinhibisyona karsi korunma igin gerekli olan bir 1s1k stres sensorii oldugu ve
fotokimyasal olmayan yatismay1 diizenledigi bildirilmistir (Valencia ve Pandit 2024).
Calismamizda Cd stresi PsbO, PsbP, PsbQ, PsbS ve PsbY genlerinin ifade seviyesi
azalan yonde diizenlemistir ve bu durum Cdun OEC yapisinin stabilitesini
bozabilecegini one siirmektedir. Diger taraftan Cys+Cd uygulamasi bu genlerin ifade
seviyelerini arttirmistir. Benzer sekilde, Cd stresi FSI reaksiyon merkezi ile ilgili
proteinleri kodlayan genlerin (PsaF, PsaG, PsaH, PsaL ve PsaO) ifade seviyeleri
azaltirken, digsal Cys uygulamasi bu genlerin ifade seviyelerini artirmistir. Bu sonuglar,
Cys'in, FSI ve FSII sistemlerinin islevini ve aktivitesini koruyarak musir fidelerinin

fotosentetik performansini iyilestirmede faydali roliinii ortaya koymaktadir.

Sitokrom bef (Ch6f) kompleksi, elektronlari plastokinolden plastosiyanine aktaran bir
plastokinol—plastosiyanin oksidorediiktaz gibi davranarak hem dogrusal elektron
tasinmasini hem de siklik elektron tasinmasini baglamada énemli bir rol oynamaktadir
(Allen 2004). Yapisal olarak Cb6f sekiz alt birimden olusmakta, ancak yalnizca kiigiik
PetM alt birimi ve Rieske FeS proteini (PetC) niikleer olarak kodlanmaktadir (Leister
2003). Ayrica Cb6f kaybinin, Phaseolus vulgaris bitkilerinde FSII, FSI ve kloroplastik
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ATP sentezinin bozulmasina neden oldugu bildirilmistir (Ben—David vd. 1983).
Plastosiyanin (PetE), elektronlari Cb6f kompleksinden FSl'ya tasiyarak fotosentezde
merkezi bir rol oynamaktadir (Haehnel 1986). Ferredoksin—NADP rediiktaz (PetH)
enzimi ferredoksinden (PetF) aldig1 elektronlar1 kullanarak NADP™ karbon
fiksasyonunda kullanilan NADPH'ye indirgemektedir (Hanke ve Mulo 2013). Diger
taraftan, kloroplast tilakoid membranlarda yer alan F tipi ATPaz’lar, ADP'yi ATP'ye
dontistiirebilmekte ve boylece bitkide karbon fiksasyonu i¢in enerji saglamaktadir
(Kiihlbrandt 2019). Arastirmamizda, Cb6f kompleksi (PetC), fotosentetik elektron
tasinmasi (PetE, PetF ve PetH) ve ATP sentaz (atpD ve atpG) ile ilgili genlerin ifade
seviyelerinin kontrole gére Cd uygulamasinda azaldigi belirlenmistir. Bununla birlikte,
Cys+Cd uygulamasinda PetC, PetE, atpD ve atpG genlerinin ifade seviyeleri énemli
Ol¢uide artmustir. Benzer olarak, marul bitkilerinde Cd stresinin PetA, PetC, PetD, PetF,
PetJ, atpA ve atpG proteinlerinin ifadesini azalttig1 ve dissal fuvlik asit uygulamasinin
PetJ ve PetG proteinlerinin ifade seviyelerini artirdig1 bildirilmistir (Chen vd. 2022b).
Mevcut aragtirmanin sonuglari, digsal Cys uygulamasinin misir yapraklarinda
fotosentetik elektron tasinimini ve ATP sentezini tesvik ederek Cd toleransina katkida

bulundugunu ileri siirebilir.

Bitkilerde Cd stresi ribuloz—1,5—-bisfosfat karboksilaz/oksijenaz (RuBisCO), RuBisCO
aktivaz (RCA), gliseraldehit—3—fosfat dehidrogenaz (GAPDH), sedoheptuloz—1,7
bifosfataz (SBPaz), fosfoenolpiriivat karboksilaz (PEPC) ve karbonik anhidraz (CA)
gibi karbon 6ziimlemesi ile ilgili enzimleri etkilemektedir (D'Alessandro vd. 2013, Roy
vd. 2016, Gong vd. 2017). Mevcut arastirmada, Cd stresi misir yapraklarinda RuBisCO,
RCA, GAPDH, SBPaz, PEPC ve CA genlerinin ifade seviyelerini kontrole gére dnemli
seviyede azaltmistir. Bununla birlikte, Cd stresi altindaki bitkilere Cys uygulamasi bu
genlerin ifade seviyesinde artisa neden olmustur. Bu sonuglar, digsal Cys uygulamasinin
Cd stresi kosullarinda karbohidrat metabolizmasini iyilestirerek bitki biiyiime ve

gelisimine katkida bulunabilecegini gostermektedir.
Kadmiyum iyonlarinin hiicre alti seviyelerde kompartimanlastiriimasi, bitkilerin Cd

stresiyle basa ¢gikmada onemli bir mekanizmadir (Sterckeman ve Thomine 2020). Cys'in

Cd alimmi ve detoksifikasyonunu diizenleyebildigi bilinmektedir (Xue vd. 2024).
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Transkriptomik analizler, ABC, PIP1-2, HMA ve ZIP gibi tasiyicilarin gen ifade
seviyelerinin Cd stresi ve Cys uygulamasi tarafindan diizenlendigini gostermistir. ATP
baglayict kaset (ABC) tasiyicilari, plazma zar1 veya vakuolar membran iizerinde yer
alan ve ayni zamanda Cd detoksifikasyonunda oOnemli roller oynayan en biiyiik
membran protein ailelerinden biridir (Rui vd. 2017). Onceki ¢alismalar, iki C tipi ABC
tastyicist ABCC1 ve ABCC2'in, Arabidopsis'te Cd toleransina aracilik eden PC'lerin
birincil tasiyicilar1 oldugu gosterilmistir (Park vd. 2012). Cd stresi altinda GSH’nin,
GSH-Cd kompleksini olusturmak ig¢in Cd’a baglanabildigi (Hasan vd. 2016) ve
GSH-Cd kompleksinin ABC tasiyicilari ve HMA3 (agir metal ATPaz3) gibi agir metal
tastyicilar yoluyla vakuolde tutuldugu ve bu durumun da Cd'un toprak fistii organlara
translokasyonu inhibe ettigi bildirilmistir (Zhu vd. 2020). Mevcut arastirmada, kontrole
gore Cd uygulamasi 16 ABC tasiyicist genin ifade seviyesini artirirken, Cys+Cd
uygulamas1 25 ABC tastyic1 genin ifade seviyesi artirmistir. Bununla birlikte,
fitoselatinlerin (PC’ler) ve metallotiyoneinlerin (MT’ler) metal iyonlarini selatlayarak
agir metal kompleksleri olusturabildigi ve bunlar1 vakuolde tutabildigi bulunmustur
(Sharma ve Chakraverty 2013). MT'ler diisiik molekiil agirlikli, sistein acisindan zengin
metal baglayict peptitlerdir. Mevcut c¢alismada, Cd stresi metallotiyonein benzeri
proteini kodlayan iki genin ifade seviyesini azaltirken, Cys+Cd uygulamasi bu iki genin
ifade seviyesini arttirmistir. Bu sonuclar, Cys’in etkin bir sekilde Cd’un vakuolde

alikonulmasina 6nemli bir rol oynadigini gostermektedir.

Ozellikle Cd, akuaporin proteinlerinin iletkenligini etkileyerek membranin su
gecirgenliginde bir azalmaya neden olabilmektedir (Przedpetska ve Wierzbicka 2010).
Ayrica akuaporin genlerinin asirt ifadesinin tiitin bitkilerinde Cd direncini artirdigt
bildirilmistir (Zhang vd. 2008). Akuaporinlerin temel rolii, bitki hiicrelerinin i¢i ve dis1
arasindaki su akigini koordine etmektir (Srivastava vd. 2014). Plazma igsel proteini
(PIP) ve tonoplast i¢sel proteini (TIP) gibi akuaporinlerin ifadesinin iyilestirilmesiyle
bitki hiicrelerinin ihtiya¢ duyulandan daha fazla su ve ¢oziinen madde elde edilebildigi
bildirilmistir (Gautam ve Pandey 2021). Bununla birlikte, nitrat tasima proteinlerinin
nitrat tagiyic1 1 (NRT1), nitrat tasiyici1 2 (NRT2), kloriir kanali (CLC) ve yavas anyon
kanaliyla iliskili homologlar (SLAC/SLAH) olmak {izere dort nitrat tasiyicis1 yliksek
bitkilerde tanimlanmistir (Krapp vd. 2014). NRT1'in ¢esitli agir metal streslerine karsi
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bitki direncini diizenlemede rol oynadigi rapor edilmistir (Jian vd. 2018, Pan vd. 2020).
Mevcut arastirmada, Cd stresi misir yapraklarinda 2 akuaporin (PI1P2;3 ve PIP2;4), 4
NRT1 ve 1 CLC geninin ifade seviyesini azaltmistir. Buna karsin digsal Cys+Cd
uygulamasi bu genlerin ifade seviyelerini arttirmistir. Bu sonuglar, Cys uygulamasinin
Cd stresi altindaki bitkilerde su ve nitrat taginimini regiile ederek Cd toleransina katkida

bulunabilecegini gostermektedir.

ZIP tasiyicilari, plazma zarmda yer alan ve Zn*?, Fe*?, Cd*? ve Mn*? gibi iki degerlikli
katyonlar1 tasiyan ve demire duyarli bir grup tasima proteinidir (Liu vd. 2019b). Bu
tasiyicilar metalleri hiicre dis1 alandan veya organellerden sitoplazmaya tasimaktadir
(Krishna vd. 2020). Mevcut arastirmada, Cd stresi ZIP ve ¢inko tasiyici proteini
kodlayan genlerin ifade seviyesinde artisa neden olmustur. Bununla birlikte, bu
genlerden ikisi Cys+Cd uygulamasinda daha da artmistir. Liu vd. (2019), ¢eltik
bitkilerinde ZIP1 tasiyicisinin asir1 Zn, Cu ve Cd birikimini 6nledigini bildirmistir. Bu
sonuclar, misir yapraklarinda asir1 Cd birikiminin engellenmesi i¢in ZIP tasiyicilarinin

ifadesinin arttigini ileri siirebilir.

ZIP tasiyicilar1 gibi, plazma zarinda lokalize olan agir metal tagima ATPaz’lar
(HMA'lar) da bitki hiicrelerinde metal homeostazisinin diizenlenmesinde ¢ok 6nemli bir
rol oynamaktadir. HMA'lar bitkilerde agir metal alimi ve translokasyonunda rol
oynamakta ve metal substratina bagl olarak iki alt gruba ayrilmaktadir (Williams ve
Mills 2005). A. thaliana'da AtHMA ailesi, hiicre igi lokalizasyona ve metal 6zgiilliigiine
bagl olarak sekiz liyeye ayrilmistir (Takahashi vd. 2012b). AtHMA2 ve AtHMA4 adli
iki dyenin, hiicrelerden ksileme Cd iyonlarmin aktarilmasi yoluyla Cd
detoksifikasyonuna katkida bulundugu bildirilmistir (Wong ve Cobbett 2009). Ayrica
celtik bitkilerinde HMAS3 tasiyicisinin Cd'un vakuollerde tutulmasinda fonksiyon
gordiigi ve kokten govdeye Cd translokasyonunu etkiledigi bildirilmistir (Cao vd.
2019). Celtik bitkilerinde asirt OSHMAS ifadesinin Cd toleransini artirdigi (Sasaki vd.
2014) ve OsHMAS3 fonksiyon kaybinin bazi geltik cesitlerinde yiiksek Cd birikimine
neden oldugu rapor edilmistir (Yan vd. 2016). Mevcut arastirmada, Cd stresi HMA
domain iceren proteini kodlayan genin ifade seviyesini azaltirken, Cys+Cd uygulamasi

bu genin ifade seviyesinde artisa neden olmustur. Bu sonug, Cys’in Cd birikimi ve
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detoksifikasyonundaki roliinii igaret edebilir.

Coklu gen gruplarina bagh transkripsiyon faktorleri (TF'ler), 6zellikle stresli kosullar
altinda, ¢esitli bitki tiirlerinde gen ifadesinin temel diizenleyicileridir. Onceki
caligmalar, tek bir transkripsiyon faktoriiniin, hedef genlerinin primerlerindeki cis—etkili
bolge ile spesifik olarak etkilesime girerek bircok hedef genin transkripsiyonunu
diizenleyebildigini ortaya ¢ikarmustir (Statello vd. 2021). Hedef genlerinin
primerlerindeki cis—diizenleyici boélgelerle arayiiz olusturan bir DNA baglanma
bolgesine ek olarak, ¢ogu transkripsiyon faktorii, diger TF’ler ile oligomerizasyonunu
kolaylastiran bir protein—protein arayiliz bolgesine de sahiptir (Lai vd. 2019). MYB,
WRKY, AREB/ABF, bHLH, DREB1/CBF, AP2/EREBP, bZIP, NAC, MYC, HB, HSF,
ARID, EMF1, C2C2-Dof, C2H2, C2C2-Gata, C2C2—CO benzeri, C2C2-YABBY,
C3H ve E2F-DP gibi farkl transkripsiyon faktorii ailelerinin bitkilerde gen aracili stres
tepkilerinin diizenlenmesinde aktif olarak rol oynadig: bildirilmistir (Parihar vd. 2019).
Bu c¢alismada, ¢esitli TF gruplarinin (WRKY, MYB, bHLH, bZIP, MADS—box,
AP2/EREBP, C2C2—CO—benzeri, C2C2-GATA, C2C2-YABBY, HSF ve NAC), Cd
stresi tarafindan farkli sekilde diizenlendigi bulunmustur. Bununla birlikte, Cys
uygulamasi1 C2C2-CO benzeri, C2C2-GATA, C2H2, GRAS, NAC ve bZIP gibi
TF’lerinin ifade seviyelerindeki Cd kaynakli azalmay: ortadan kaldirmustir. Onceki
caligmalarda, WRKY, bHLH, MYB, bZIP ve NAC familyas1 genleri gibi ¢ok sayida
TF'nin, Cd stresine yanit olarak bircok bitkide stresle iliskili genlerin ifadesinin
diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynadigi kanitlanmistir (DalCorso vd. 2010, Viana vd.
2018). MYB transkripsiyon faktorleri bitki gelisiminde ve kuraklik, tuz ve disik
sicaklik gibi abiyotik stres toleransinda 6nemli bir rol oynamaktadir (Gao vd. 2017).
Arabidopsis'te MYB4'in agir1 ifadesinin, Cd toleransinda artisa neden oldugu
gosterilmistir (Agarwal vd. 2020). bZIP transkripsiyon faktorlerinin, oksidatif stres de
dahil olmak iizere ¢esitli abiyotik streslere verilen yanitlara katkida bulunduguna dair
onemli kanitlar vardir (Choi vd. 2021). Salix matsudana SmZIP'in asir1 ifadesinin
transgenik tiitinde Cd alimini ve Cd toleransini arttirdigi bildirilmistir (Jiang vd. 2021).
Bu sonuglar, misir fidelerinin Cd toksisitesini hafifletmek i¢in bir dizi transkripsiyon

faktoriinii aktive ederek transkripsiyon siirecini diizenleyebildigini gostermektedir.

63



Kadmiyuma maruz kalmanin ¢esitli organizmalarda oksidatif hasarin nedeni olarak
kabul edilen ROT’lart iirettigi iyi bilinmektedir (Schutzendubel ve Polle 2002).
Olumsuz c¢evrenin neden oldugu oksidatif stresle miicadele etmek igin bitkiler,
AsA-GSH dongiisii, SOD, CAT, APX ve POD gibi enzimatik antioksidanlar gibi ¢esitli
etkili savunma mekanizmalar1 gelistirmistir (Bhaduri ve Fulekar 2012). Mevcut
aragtirmada, yaprak dokularindaki asirt Cd birikimi, MDA igerigindeki artisla da
gosterildigi  gibi  oksidatif hasara yol a¢mustir. RNA-seq analizleri ROT
metabolizmasinda yer alan birden fazla genin, yaprak dokularini oksidatif hasara kars1
korumak i¢in Cd stresine dogrudan yanit verdigini gostermistir. Arastirmamizda, H20>
detoksifiye eden CAT ve POD enzimlerini kodlayan genlerin ifade seviyeleri Cys+Cd
uygulamasinda artan yonde diizenlenmistir. Bununla birlikte, sitokrom P450 (CYP450)
gen ailesi ve glutatyon S—transferazlar (GST’ler) bir¢cok organizmada Cd stresine
cevapta iyi korunmus bir mekanizmasidir (Aioub vd. 2021). Sitokrom P450,
ksenobiyotiklerin uzaklastirilmasindan sorumlu ilk savunma sistemi oldugu ve Cd stresi
altinda giiclii bir sekilde uyarildig: bildirilmistir (Wang vd. 2019). Ayrica GST'ler,
ksenobiyotiklerin GSH ile konjugasyonunda iyi bilinen bir role sahip genis bir protein
ailesidir (Pocsi vd. 2004). GST, Cd stresi altinda yiiksek ROT diizeylerinden
kaynaklanan oksidatif hasara kars1 korumada GSH metabolizmasi yoluyla 6nemli roller
oynamaktadir (Nair vd. 2011). Mevcut aragtirmada, Cd stresi 10 CYP450 ve 2 GST
geninin ifade seviyesinde azalmaya neden olurken, Cys+Cd uygulamasi bu genlerin
ifade seviyelerini artirmistir.  Glutaredoksinler (GRX'ler), hiicresel redoks
homeostazisini korumak igin substrat proteinlerinin disiilfit baglarmin indirgenmesini
katalize etmek i¢in glutatyonu kullanan kii¢iik redoks proteinleridir. Ayrica, ¢esitli bitki
GRX'leri i¢in savunma tepkilerinin transkripsiyonel diizenlenmesi, ¢i¢ek gelisimi,
oksidatif stres tepkisi, redoks sinyali, hormonal diizenleme, demir homeostazisi ve
cevresel adaptasyon gibi ¢esitli islevler rapor edilmistir (Ding vd. 2014). Verma vd.
(2016b), ¢eltikte GRX genlerinin (OsGrx_C7 ve OsGrx_C2.1) artan ifadesinin, GSH
havuzunu koruyarak As toleransina dnemli rol oynadigimi bildirilmistir. Nohut GRX
(CaGrx) genini asir1 ifade eden Arabidopsis bitkilerinin yabanil bitkilere gore As, Cr ve
Cd agir metallerine karsi daha toleransli oldugu rapor edilmistir (Kumar vd. 2020).
Peroksiredoksin/tiyoredoksin (PRX/TRX) yolu, H2O> detoksifikasyonunda temel bir rol

oynamaktadir (Gupta vd. 2018). Bu siireg, PRX tarafindan H207’in indirgenmesini ve
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TRX kullanilarak katalitik aktivitesinin restorasyonunu igermektedir (Zhong vd. 2017).
Arastirmamizda, Cd uygulamasi 3 GRX ve 2 TRX geninin ifade seviyesini azalan yonde
diizenlerken, Cys+Cd uygulamasi bu genlerin ifade seviyesini artirmistir. Sonug olarak,
Cys+Cd uygulamasinda CAT, POD, CYP450, GST, GRX ve TRX genlerinin artan yonde
diizenlenmesi, bitkilerin antioksidan potansiyelinin artirarak oksidatif stresin etkilerinin

azaltilmasinda Cys’in pozitif bir roliiniin olabilecegini gostermektedir.

Is1 sok proteinleri (HSP'ler), yiiksek oranda korunmus amino asit dizilerine ve
islevlerine sahip bir protein tiiriidiir. HSP'ler molekiiler saperonlar olarak iglev goriir ve
hasarl1 proteinlerin onarilmasi ve yeniden katlanmasinin yani sira normal proteinlerin
sentezlenmesi, katlanmasi ve taginmasinda da rol oynarlar (Tiwari vd. 2015). Mevcut
arastirmada, Cd stresi misir fidelerinin yapraklarinda 21.7 kDa smif VI HSP, 22.0 kDa
HSP, saperon protein dnal, saperonin 10, saperonin benzeri RBCX proteini, HSP20,
HSP70 ve HSP90 gibi HSP’leri kodlayan genlerin ifadesini O6nemli olgiide
degistirmistir. Bu genlerden 11’1 artan yonde diizenlenirken 9 gen azalan yonde
diizenlenmistir. Bu farkli ifade modelleri, misir yapraklarinda HSP'lerin Cd stresine
cevapta fonksiyonel bir gesitlilik oldugunu gostermektedir. Diger taraftan, Cys+Cd
uygulamasit bu genlerden sadece HSP20’nin ifade seviyesini arttirmistir. Bununla
birlikte, protein degradasyonunda fonksiyon goéren ATP'ye bagimhi Clp proteaz
proteolitik alt birimi, peptidaz C1A papain C—terminal domaini igeren protein ve RING
tipi E3 ubikuitin transferaz genlerinin ifade seviyeleri Cys+Cd uygulamas: ile artig
gostermistir. Ayrica protein katlanmasinda dnemli rol oynayan peptidil—prolil cis—trans
izomeraz (PPlaz) geni de Cd uygulamasinda azalan yonde diizenlenirken, Cys+Cd
uygulamasi bu genlerin ifadesini artirmistir. Cys'e yanit olarak bu genlerin artan ifadesi,
Cys'in Cd stresi sirasinda protein katlanmasi ve doniistimiinde hayati bir rol

oynayabilecegini diistindliirmektedir.

Fenilpropanoid metabolizmasi bitki gelisiminde ve stresle basa ¢ikmada 6nemli bir rol
oynamaktadir. Sentezlenen metabolitler esas olarak flavonoidleri ve hiicre ¢eperinin
yapisina katilan ligninleri icermektedir (Gray vd. 2012). Bu baglamda, ligninlerin ana
islevi, hiicre duvarinin mekanik giiciinii ve sertligini arttirmak ile su ve besin

maddelerini uzun mesafelere tasimak icin ksilem kanallarinin olusumunu tesvik
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etmekken (Zhao 2016), flavonoidlerin ROT’larin neden oldugu oksidatif hasar1 azalttig
rapor edilmistir (Jiang vd. 2016). Onceki ¢alismalarda, A. thaliana (Herbette vd. 2006),
yer fistig1 (Yu vd. 2018) ve celtikte (Xiong vd. 2009) Cd toleransin1 ve Cd birikimini
gelistirmek i¢in hiicre ceperi biyosentezinin arttirildigi bulunmustur. Calismamizda
4—kumarat—KoA ligaz (4CL) ve fenilalanin amonyum-—liyaz (PAL) enzimlerini
kodlayan genlerin Cys+Cd uygulanmasinda artan yonde diizenlendigi belirlenmistir.
PAL ve 4CL birgok bitki metabolitinin sentezlenmesi i¢in Onciiler saglayan
fenilpropanoid yolaginda yer alan anahtar enzimlerdir (Ponniah vd. 2017). Bu
calismada, seliiloz sentaz, ksiloglukan endotransglukosilaz/hidrolaz, sinamil—alkol
dehidrogenaz gibi hiicre duvari olusumu ve yapisiyla iliskili genler de Cys+Cd
uygulamasina yanit olarak artan yonde diizenlenmistir. Sonuglarimiz Cys'in,
fenilpropanoid metabolizmasi ile iliskili genlerin ifadesini etkileyebilecegini ve yaprak
yapisini daha iyi korumak ve musir biiylimesini tesvik etmek ve Cd stresinin neden
oldugu oksidatif hasar1 hafifletmek i¢in hiicre duvari biyosentezini destekleyebilecegini

gostermektedir.

Azot (N), bitki biiylimesinde ve fotosentez, besin dagitimi, biyokiitle ve verim olusumu
gibi gelisimsel metabolik siireglerde 6nemli bir rol oynamaktadir (Makino 2011). Cd
stresi altinda N aliminin ve asimilasyonunun azaldig1 rapor edilmistir (Ma vd. 2017).
Bununla birlikte, Cd stresinin N 6ziimlemesinde rol oynayan genlerin ifade seviyelerini
azalttig1 rapor edilmistir (Di vd. 2023). Bu ¢aligmada, Cd ve Cys+Cd uygulamalari azot
metabolizmasiyla ilgili DEG'lerin ifadesini farkli sekilde etkilemistir. Kontrole gére Cd
uygulamasi azot metabolizmas1 siirecinde fonksiyon goren nitrat rediiktaz (NR),
ferredoksin nitrit rediiktaz (nirA) ve glutamin sentetaz (glnA) genlerinin ifade
seviyelerini azalan yonde diizenlemistir. Ayrica Cys+Cd uygulamast NR ve glnA
genlerinin ifade seviyesini artirirken nirA geninin ifade seviyesini azaltmistir. Dissal
Cys uygulamast Cd stresi kosullarinda NR aktivitesini artirarak N alimi ve
Ozlimlemesini arttirabilir ¢ok Onemlidir. Azot Oziimlemesi siirecinde olusturulan
amonyuma daha GSH 0nciisli olan glutamati sentezlemek i¢in kullanilmaktadir. Bu
sonuglar, digsal Cys’in azot metabolizmasini diizenleyerek misir bitkilerinin Cd stresine

verdigi cevaplari iyilestirebilecegini ileri siirmektedir.
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Sonug olarak, fizyolojik ve gen ifadesi analizlerini igeren bu arastirma, digsal olarak
uygulanan Cys'in Cd stresine maruz birakilan musir fideleri tizerindeki ¢ok yonlii olumlu
etkisini gostermektedir. Misir kok ve gévde dokularinda asiri Cd birikimi, yiiksek
diizeyde lipit peroksidasyonu ve klorofil igeriginde azalmaya neden olarak bitki
gelisimini olumsuz yonde etkilemistir. Misir fidelerinde Cd alimi, translokasyonu ve
hiicre altt dagilimindan sorumlu birgok tasiyiciyr kodlayan ¢ok sayida DEG
belirlenmistir. Bununla birlikte, digsal Cys uygulamasi klorofil igerigini artirarak ve
lipid peroksidasyonunu azaltarak Cd stresinin neden oldugu biiyiime inhibisyonunu
etkin bir sekilde azaltmigtir. Digsal Cys antioksidan enzimlerin (SOD, POD, CAT,
APX) aktivitelerini ve ilgili genlerin ifade seviyelerini artirarak redoks homeostazisini
yeniden kurmus ve Cd stresinin neden oldugu oksidatif hasardan musir yapraklarini
korumustur. Ek olarak Cys, fotosentezin 1sik ve karbon 6ziimleme reaksiyonlari ile ilgili
genleri artan yonde diizenlemis ve boylece misir fidelerinin Cd stresi kosullarinda
azalan fotosentetik performansini iyilestirmis olabilir. Ayrica transkriptom analizler, Cd
stresi altinda karbohidrat ve enerji metabolizmasi, transkripsiyonel diizenleme, stres
savunma ve sekonder metabolizma gibi ¢esitli metabolik yolaklarda yer alan DEG'lerin
Cys tarafindan diizenlendigini gostermistir. Bu sonuglar, Cd alimin1 ve toksisitesini
hafifletmede Cys'in  molekiiler rollerinin  anlasilmasina katkida bulunmustur.
Sonuglarimiz ayni1 zamanda gida giivenligi agisindan Cd ile kirlenmis toprakta Cys'in

umut verici roliinii de ortaya koymaktadir.
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