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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

MISIR (Zea mays L.) FIDELERINDE TiYOURE TESVIKLI KADMIYUM
TOLERANSININ BIYOKIMYASAL VE PROTEOMIK ANALIZI

Nurgiil SONMEZ
Afyon Kocatepe Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dal1
Danmisman: Prof. Dr. Mustafa YILDIZ
Ikinci Damisman: Dog. Dr. Hakan TERZI

Topragin kadmiyum (Cd) ile kirlenmesi, bitkilere olan yiliksek toksisitesi nedeniyle
diinya genelinde onemli bir ¢evresel sorundur. Hareketliliginin kolay olmasi nedeniyle
Cd bitkiler tarafindan kolaylikla alinmakta ve tarim iriinlerinin verimini olumsuz
etkilemektedir. Tiyoiire (TU), kiikiirt igeren bir bitki biiyiime diizenleyicisidir ve bir dizi
gelisimsel, fizyolojik ve biyokimyasal degisimde rol oynamaktadir. TU uygulamasimin,
stresli kosullar altinda bitkilerin biiylimesini ve toleransini artirdigl bilinmesine ragmen,
TU’niin misir (Zea mays L.) fidelerinde Cd tolerans iizerindeki molekiiler diizenleyici
mekanizmalar1 hala net degildir. Bu nedenle, bu aragtirma Cd stresi altindaki misir
fidelerinde TU uygulamasinin iyilestirici etkisini fizyolojik ve proteomik analizlerle
degerlendirmek amaciyla gergeklestirilmistir. Bu amacgla, hidroponik kiiltiirde
yetistirilen bes giinliik misir fideleri, besin ¢ozeltisine ilave edilen TU ve CdCly’iin
farkl1 uygulamalarina maruz brrakilmustir: Kontrol (sadece besin ¢dzeltisi), TU (35 pM),
Cd (50 uM) ve TU+Cd (35 uM TU ve 50 uM Cd). Sonuglar, Cd stresinin fide biiyiimesi
ve klorofil igerigini azaltt1§1, Cd stresi kosullar1 altinda TU uygulamasinin ise biiyiimeyi
ve fotosentetik pigmentleri artirdigini ortaya koymustur. Cd’a gére TU+Cd uygulamasi
musir fidelerinin kokleri ve yapraklarinda Cd birikimini azaltmistir. EKk olarak, Cd stresi
yaprak dokularindaki malondialdehit (MDA) icerigini artirmistir. Buna karsm, TU+Cd
uygulamasinin muhtemelen antioksidan enzimlerin aktivitelerini diizenleyerek MDA

tiretimini azalttig1 belirlenmistir. Katalaz (CAT) aktivitesindeki Cd tesvikli inhibisyon,



TU+Cd uygulamasi ile azalmistir. Ayrica TU+Cd uygulamasi askorbat peroksidaz
(APX) aktivitesinde ilave artisa neden olurken, guaiakol peroksidaz (POD) aktivitesinde
azalmaya neden olmustur. Kontrole gére Cd ve/veya TU+Cd uygulamalarma maruz
birakilan yapraklarda 1573 diferansiyal olarak ifade edilen protein (DEP) yiiksek
verimli proteom analizi (nLC-MS/MS) ile tanimlanmistir. Bu DEP'ler arasinda, 1237
protein artan yonde diizenlenirken, 336 protein azalan yonde diizenlenmistir. Gen
ontolojisi (GO) ve Kyoto Genler ve Genomlar Ansiklopedisi (KEGG) yolaklarinin
analizi ile tanimlanan DEP'lerin sitrat dongiisii (TCA dongiisii), fotosentez, glutatyon
metabolizmasi, sistein  ve metiyonin metabolizmasi, pirlivat metabolizmasi,
glikoliz/glukoneogenez, metabolik yolaklar ve sekonder metabolitlerin biyosentezinde
fonksiyon gordiigli saptanmistir. Sonug olarak, misir fidelerinde proteomik analizlerle
tespit edilen DEP’lerin TU tesvikli Cd toleransinda &nemli rolleri oldugu ileri

surtlebilir.

2024, xi + 94 sayfa
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ABSTRACT
M.Sc. Thesis

BIOCHEMICAL AND PROTEOMIC ANALYSIS OF THIOUREA-INDUCED
CADMIUM TOLERANCE IN MAIZE (Zea mays L.) SEEDLINGS

Nurgiil SONMEZ
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

The pollution of soil with cadmium (Cd) is an important environmental problem
worldwide because of its high toxicity to plants. Due to its ease of mobility, Cd is
readily taken up by plants and negatively affect crop yield. Thiourea (TU) is a sulfur
containing plant growth regulator and it is involved in a series of developmental,
physiological, and biochemical changes. Although exogenous TU application has been
found to enhance the growth and tolerance of plants under stressful conditions, the
molecular regulatory mechanisms of TU on Cd tolerance in maize (Zea mays L.)
seedlings remain unclear. Therefore, the current research was performed to evaluate the
ameliorative effect of TU application by physiological and proteomic analyses in maize
seedlings under Cd stress. For this purpose, five-day-old maize seedlings grown in
hydroponic culture were exposed to different treatments of TU and CdCl, added to the
nutrient solution: control (only nutrient solution), TU (35 uM), Cd (50 uM), and TU+Cd
(35 uM TU and 50 uM Cd). The results revealed that Cd stress decreased seedling
growth and chlorophyll content, while TU application under Cd stress conditions
increased growth and photosynthetic pigments. Compared to Cd, TU+Cd application
reduced Cd accumulation in roots and leaves of maize seedlings. On the other hand, it
was determined that TU+Cd application reduced MDA production, probably by
regulating the activities of antioxidant enzymes. Cd-induced inhibition of catalase
(CAT) activity was reduced by TU+Cd application. In addition, TU+Cd application



caused an additional increase in ascorbate peroxidase (APX) activity, while it caused a
decrease in guaiacol peroxidase (POD) activity. 1573 differentially expressed proteins
(DEPs) were identified in leaves exposed to Cd and/or TU+Cd treatments compared to
control by high-throughput proteome analysis (nLC-MS/MS). Among these DEPs, 1237
proteins were up—regulated while 336 proteins were down—regulated. Gene ontology
(GO) and Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) pathways analysis
revealed that most of the DEPs were involved in citrate cycle (TCA cycle),
photosynthesis, glutathione metabolism, cysteine and methionine metabolism, pyruvate
metabolism, glycolysis/gluconeogenesis, metabolic pathways, and biosynthesis of
secondary metabolites. In conclusion, it can be suggested that DEPs detected by
proteomic analyses in maize seedlings have important roles in TU-induced Cd

tolerance.

2024, xi + 94 pages
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1. GIRIS

Tarimda kimyasal glibre kullaninminin artmasi, atik sular ile sulama ve hizli sanayilesme
toksik metallerin tarimsal topraklarda birikmesine neden olmaktadir (Zhang vd. 2010).
Son yillarda toprak, sucul ekosistemler ve bitkilerde agir metal birikiminin olumsuz
etkileri konusunda endiseler artmaktadir. Hizla gelisen endiistriyel sektoriin bir sonucu
olarak artan emisyonlardan dolay1 yiiksek konsantrasyondaki metaloidler ve eser
metaller tarimsal topraklarin kirlenmesine neden olmaktadir (Zhang vd. 2010). Metal
kontaminasyonu, kirlenmis gidalarin dogrudan tiiketilmesi, kirli toprakla fiziksel temas,
kirli su igilmesi, gida kalitesinin diismesi, tarima uygun arazilerin azalmasi ve ardindan
gida giivensizligi yoluyla ekosistemleri ve insan sagligini bozmaktadir (Hassan vd.

2019, Hussain vd. 2021).

Kadmiyumun (Cd) canlilar i¢in oldukga toksik oldugu kabul edilmekte ve karasal ve
sucul organizmalarda biyolojik aktiviteye sahip oldugu bilinmektedir (Chellaiah 2018).
Cesitli agir metaller arasinda Cd, toprakta binlerce yil kalabilmekte ve tarimsal alanlar
icin Onemli bir ¢evresel problem olarak kabul edilmektedir (Haider vd. 2021).
Bitkilerde, Cd'un yapraklarda kloroza, biiylimede inhibisyona, reaktif oksijen tiirlerinin
(ROT) tiretimine ve membranlarin peroksidasyonuna neden olarak toksisiteye yol agtigi
bilinmektedir. Bitkilerde Cd toleransim1 artirmak icin farkli stratejiler gelistirilmistir
(Haider vd. 2021). Bitkilerde salisilik asit, poliaminler ve brassinosteroidler gibi bitki
bliylime diizenleyicileri, organik asitler, sistein ve silikon gibi kimyasallar bitkilerde Cd
toleransinin artirilmasi i¢in  kullanilmaktadir (Santos vd. 2018, Guo vd. 2019,

Hasanuzzaman vd. 2019).

Yaygin ekim alani, uyum yetenegi, yliksek verim ve dayanikliligi nedeniyle hayati bir
gida ve yem bitkisi olan misir, insan yasami ve sagligini siirdiirmede onemli bir rol
oynamaktadir (Erenstein vd. 2022). Ancak, Cd stresine karsi hassastir ve misir

tirtinlerinin giivenligi dogrudan gida giivenligiyle baglantilidir (Rizwan vd. 2017a).

Tiyolire yapisal olarak iireye benzer, ancak oksijen yerine kiikiirt bulundurmasi

nedeniyle kimyasal 6zellikleri bakimindan tireden farklilik gostermektedir. Tiyoiire bir



bitki bilyiime diizenleyicisi olarak, fizyolojik olmayan tiyol bazli bir ROT
temizleyicisidir ve bitkilerde stres kaynakli redoks dengesizliklerini ve redoksa bagl
hasar1 en aza indirebilecedi gosterilmistir (Pandey vd. 2013, Srivastava vd. 2017).
Tiyoiirenin stres hasarin1 hafifletme potansiyeli, yapilan c¢alismalar sonucunda
dogrulanmistir. Tiyotirenin Cd stresinin neden oldugu hasart en aza indirdigi misir
(Perveen vd. 2015) ve arpa (Ikram vd. 2014) bitkileri {lizerinde yapilan c¢alismalarda
gosterilmigtir. Tiyolirenin redoks durumunun diizenlenmesi ve antioksidan enzim
sentezindeki artis yoluyla tuzluluk ve sicaklik stresi gibi diger stresleri iyilestirmedeki
rolleri bildirilmistir (Srivastava vd. 2011, Kaya vd. 2015, Perveen vd. 2015, Singh ve
Meena 2020). Ayrica, stres altindaki bitkilerde yaprak biiyiimesi, fotosentetik
performans ve fotosentetik pigmentlerin seviyesinin tiyoiire uygulamasi ile artis
gosterdigi bulunmustur (Srivastava vd. 2017). Tiyoiire uygulamasi mahsul verimini
artirmig (Pandey vd. 2013), absisik asit ve kalsiyum sinyal yolaklarini1 diizenlenmis
(Srivastava vd. 2010a), bitki su alimint korumus (Srivastava vd. 2010b) ve antioksidan

sistemi gelistirmistir (Srivastava vd. 2011, Hassanein vd. 2015).

Agir metal stresi kosullarinda, bitkilerde metabolik siireglerin Kkararli bir hale
gelmesinde transkriptom, proteom ve metabolom mekanizmalarinin Yyeniden
programlanmasi nedeniyle stres toleransini saglayan molekiiler mekanizmalarin daha 1yi
anlasilabilmesi i¢in farkli "omik" yaklagimlarin kullanilmast 6nem arz etmektedir
(Mosa vd. 2017). Bitkilerde Cd stresine cevap olarak diferansiyal olarak ifade edilen
proteinlerin (DEP’ler) kapsamli sekilde belirlenebilmesi igin yiiksek verimlilikli
proteomik analizlerin giiglii bir ara¢ oldugu kanitlamistir (Majumdar vd. 2019, Huang
vd. 2019, Sagonda vd. 2021). Cesitli tiriin bitkilerinde Cd stres tepkileri iizerine
proteomik caligmalar yapilmis olsa da (Xue vd. 2014, Janior vd. 2015, Jian vd. 2020,
Zhang vd. 2020a), Cd stresine yanit olarak {riin bitkilerinin proteomlarinin
diizenlenmesi {izerine arastirmalarin eksik oldugu bildirilmistir (Guo vd. 2023). Bu
nedenle, hem Cd stresinin hem de bir bitki biiylime diizenleyicisi olan tiyoiirenin
varliginda Cd toleransinin kazanilmasinda fizyolojik ve biyokimyasal analizlerin yani
sira proteomik analizlerin yapilmasiin stres toleransinin kazanilmasinda fonksiyon
goren anahtar siireglerin belirlenmesinde 6nemli olacaktir. Yapilan literatiir taramasinda

Cd stresinde proteom c¢aligmalar1 olmasina ragmen, Cd stresinin iyilestirilmesinde bitki



bliyime diizenleyicisi olan tiyoiirenin  kullanildigi  proteomik ¢aligmalara
rastlanilmamistir. Bu baglamda, Cd stresine maruz birakilan misir bitkisinde tiyotire
uygulamasi ile DEP profillerinin belirlenmesi 6nemli olacaktir. Bu nedenle, mevcut tez
calismasinda Cd stresine maruz kalan misir fidelerinde tiyoiirenin iyilestirici etkisinin

fizyolojik, biyokimyasal ve proteomik yaklagimlarla analiz edilmesi amaglanmaistir.



2. LITERATUR BILGILERI

2.1 Misir Bitkisi ve Onemi

Misir (Zea mays L.), diinya ¢apinda yetistirilen Poaceae familyasina ait bir tahil
bitkisidir.

Alem Plantae

Boliim Magnoliophyta
Simif Liliopsida
Takim Poales
Familya Poaceae

Cins Zea

Tiir Zeamays L.

Diinya'da yetistirilen musir ¢esitleri baslica atdisi misir (Z. mays indendata), sert misir
(Z. mays indurata), patlak misir (Z. mays everta), seker misir (Z. mays saccharata),
mumsu misir (Z. mays ceratina), unlu misir (Z. mays amylaceae) ve kavuzlu musir (Z.
mays tunicata) olmak iizere yedi alttiirde incelenmektedir. Bunlardan en ¢ok
yetistirilenler sert misir ve atdisi musirdir. Cin misir ve seker misir cesitleri ise
genellikle cerezlik olarak degerlendirmektedir. Digerlerinin ekonomik degerlerinin
diisiik oldugu bildirilmistir (El¢i vd. 1987). Bugday ve ¢eltikten sonra verim agisindan
diinyanin ti¢lincli en 6nemli tahil iirtinii olan misir (Igbal vd. 2014), kiiresel olarak
hayvan yemi, insan tiiketimine yonelik tahil ve etanol {iretimi dahil olmak {izere ¢esitli

amaglarla kullanilmaktadir (Lin vd. 2022).

2.2 Agir Metal Stresi

Agir metaller, endiistriyel atiklar, giibre uygulamalari, eritme ve kanalizasyon bertarafi
gibi antropojenik faaliyetler yoluyla topraklarda uzun siire biriktirilmektedir (Aydinalp
ve Marinova 2009). Asir1 agir metal birikimi sadece toprak ve mahsul verimini
azaltmayip ayn1 zamanda gida zinciri araciligiyla insan sagligimni da tehdit etmektedir

(Cobbett ve Goldsbrough 2002). Agir metallerin bazilar1 hareketsiz olup biriktikleri



yerden hareket edemezken hareketli olanlar diflizyon, endositoz veya metal tasiyicilari
yoluyla bitki kok sistemi tarafindan alinmaktadir (Krzestowska 2011, Dehghani vd.
2016, Alharbi vd. 2018). Bitkilerde agir metallerin birikme oranmi ve bitkinin agir
metallere toleransi tlirden tiire degismektedir. Her yi1l 20 milyon hektarlik arazinin
kirlendigi rapor edilmistir (Wang vd. 2023). Kiiresel olarak, 10 milyondan fazla sahada
toprak kirliligi ve bu kirliligin 6nemli ¢cogunlugunun %50’yi asan oranda agir metal
ve/veya metaloidlerin endise verici konsantrasyonlarini barindirdigr bildirilmistir
(Sanchez—Castro vd. 2023). Agir metal toksisitesi, bitkilerde bodur biiylime, kloroz ve
kokte esmerlesme, azalma ve oliim gibi cesitli etkilere neden olmaktadir (Oztiirk vd.
2015). Oksidasyon durumlarina bagli olarak agir metaller oldukga reaktif olabilir ve bu
da bitki hiicrelerinde birgok yonden toksisiteye neden olabilir. Agir metal toksisitesi,
hiicresel ve molekiiler diizeyde bitki metabolizmasinin degismesi, fotosentez
inhibisyonu, solunum ve bazi anahtar enzimlerin uyarilmis aktivitelerine neden olan
enzimler ve proteinlerin inaktivasyonu ve denatiirasyonu, metabolik agidan Onemli
molekiillerin fonksiyonel gruplarinin bloke edilmesi, biyomolekiillerden ve fonksiyonel
hiicresel birimlerden temel metal iyonlarinin yer degistirmesi, konformasyonel
degisiklikler ve membran biitiinliigliniin bozulmas1 dahil olmak {izere farkli fizyolojik
stireglerde degisikliklerle sonu¢lanmaktadir (Hossain vd. 2010, Villiers vd. 2011). Agir
metaller ¢esitli reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) tiretimini uyarmaktadir. Olusan ROT lar
Ozellikle hiicresel membranlarin lipid peroksidasyonuna, biyomolekiillerin zarar
gormesine ve oksidatif hasar olusmasina yol agmaktadir (Hossain vd. 2010, Braconi vd.
2011, Ahmad vd. 2012).

2.2.1 Kadmiyum Stresi

Kadmiyum (Cd), yiiksek toksisitesi ve ciddi biyoakiimiilasyon derecesi nedeniyle en
tehlikeli metallerden biridir (Singh vd. 2020). Toprakta kadmiyum birikimi, giibreleme,
atik desarjlari, endiistriyel atik sular gibi antropojenik etkilerin yan1 sira madenler,
volkanlar vb. gibi dogal kaynaklar araciligiyla gergeklesmekte (Sarwar vd. 2010,
Sebastian ve Prasad 2013, Singh vd. 2020) ve tarimsal topraklarda Cd sinir1 yaklagik
100 mg/kg'dir (Salt vd. 1995). Cd diger agir metallerle karsilastirildiginda kolayca
¢Oziiniir ve hareketlidir (Song vd. 2015). Bu nedenle, bitkiler tarafindan hizli bir sekilde



alimmaktadir. Alimdan sonra, Cd farkli yenilebilir bitki kisimlarinda yer degistirmekte
ve birikmektedir (Chen vd. 2018a, Adil vd. 2020) ve bu da besin zinciri yoluyla insan
saghigim tehdit ederek karaciger ve bobrek fonksiyon bozuklugu, kanser ve cesitli
hastaliklara yol agmaktadir (Zhang vd. 2020b). Canli sistemlerde yiiksek birikim orani,
daha uzun yarilanma 0mrii ve biyolojik olarak par¢calanamayan dogasi nedeniyle Cd,
diisiik konsantrasyonda bile son derece toksiktir (Javed vd. 2019). Topraktaki yiiksek
Cd igerigi, toprak verimliligi ve bitkinin fizyolojisi ve metabolizmasimi etkileyerek
bliyiime ve verimin azalmasina neden olmaktadir (Mitra vd. 2018). Cd toksisitesi
oksidatif strese ve hiicresel fitotoksisiteye neden olmakta, niikleik asitlere (DNA, RNA)
zarar vermekte ve bitkilerde hiicresel metabolizmanin yani sira hiircesel protein profilini

degistirmektedir (Haider vd. 2021, Li vd. 2022, Zulfigar vd. 2022).

2.2.2 Bitkiye Kadmiyumun Alinim ve Tasiyic1 Proteinler

Bitkilere kokler yoluyla giren Cd yiiksek hareketlilik ve 6ziimsenebilirlige sahiptir.
Siirglinlerde 6zsuyu yiikselmesi yoluyla ve/veya tastyicilar araciligryla iyonik formdaki
Cd vaskiiler demetlere (yani floem ve ksilem) aktarilmaktadir (Dong vd. 2019). Cd,
vaskiiler dokular araciligiyla farkli bolgelere kolaylikla tasinmaktadir (Ismael vd. 2019).
Bitki kokleri tarafindan Cd aliminda yer alan mekanizmalar genellikle Cd ve benzer
kimyasal Ozelliklere sahip diger besin mineralleri arasindaki rekabeti i¢ermektedir
(Hasan vd. 2009). Su ana kadar spesifik bir Cd tasiyicisi tanimlanmamis olup, Fe, Mn
ve Zn tasiyicilari kullanilarak Cd absorbe edilmekte ve tasinmaktadir (Ogawa vd. 2006,
Lekeux vd. 2019). Kokten siirgiine Cd translokasyonu, siirgiin ve tanedeki Cd
birikiminde merkezi bir rol oynamaktadir (Liu vd. 2014). Kok hiicrelerinin plazma zari
boyunca Cd absorpsiyonu, sitozoldeki Cd aktivitesi ile kokiin apoplastlarindaki
elektrokimyasal potansiyel fark: ile diizenlenmektedir (Benavides vd. 2005). Membran
potansiyeli, ¢ok diisiik Cd konsantrasyonunda bile Cd alimimi1 saglamak i¢in yeterli
enerji vermektedir (Pinto vd. 2004). Koklerde, Cd absorpsiyonu inorganik kompleksler
(yani, Cd?*SO,, CdCI* ve CdCl,) veya organik formlar (yani fitometalofor
kompleksleri) olarak ortaya ¢ikmaktadir (Kubier vd. 2019). Cd, simplastik yoldan
ksileme niifuz edebilir ve apoplastik yolda daha yiiksek bir konsantrasyonda olabilir

(Kuriakose ve Prasad 2008). Cd stresi altinda onemli bir rol oynayan apoplastik



bariyerler yiiksek Cd konsantrasyonlarinda zarar gorebilir ve bu nedenle Cd iyonlarinin
koklerden diger bitki dokularina taginmasinin gecikebilecegi bildirilmistir (Ling vd.
2017). Ksilem elemanlarindaki veya merkezi silindirin trakeidlerindeki Cd bitki

stirgiinlerine aktarilmaktadir (Jiao vd. 2004).

Cd'un tahil tanelerine translokasyonu, Cd'un floem aracili tahil tanesine tagsinmasiyla
iligkilidir (Guo vd. 2018). Floem, Cd'un taneye aktarildig: birincil yoldur. Cd, siilfidril
(SH)'den tiiretilmis bilesikler ve floem sapindaki 13 kDa—protein ile baglanabilmektedir
(DalCorso vd. 2008). Kokteki Cd igerigi, Cd ayriminin hareketliligine bakilmaksizin,
toprak tistii bitki dokusundakinden daha yiiksektir (Tran ve Popova 2013). Normalde Cd
parcaciklar1 bitki koklerinde tutulmakta ve sadece kiigiik bir kismi bitkinin yaprak,
govde ve iireme organlaria taginmakta ve Cd icerigi
kokler>yapraklar>meyveler>tohumlar olarak siralanmaktadir (Kubier vd. 2019). Cogu
bitkide ksilem yoluyla Cd tasinmasi siirlidir ve tohum ve meyvede konsantrasyonlari
minimumdur (Ismael vd. 2019). Bununla birlikte, Cd'un meyve ve tanelere tasinma
derecesi genellikle iriin bitkileri ve cgesitlere gore degismektedir (Pinto vd. 2004).
Kisacasi, bitki tiirleri, agronomik uygulamalar, ¢evresel kosullar ve toprak ozellikleri
gibi cesitli faktorler, farkli bitki kisimlarinda Cd alimimi etkilemektedir (Yang vd.
2017).

Hiicre ¢eperi tarafindan absorblanmasinin yani sira, Cd iyonu sitoplazmaya ATP
bagiml kaset (ABC) tasiyicilari, agir metal ATPazlar (HMA'lar), ¢ok ilaglt ve toksik
bilesik ekstriizyon ailesi, dogal direncle iliskili makrofaj protein (NRAMP), H*/katyon
degistirici, ZRT/IRT benzeri protein (ZIP) ve oligopeptid tasiyici vb. ile sitoplazmaya
girebilir (Mendoza—Cobzatl vd. 2011). Bitkilerde Cd'un absorbsiyonunda, ZIP ailesinden
ZRT1 ve IRT1 (demir—diizenlenmis—tasiyici—1) dahil olmak iizere birgok protein rol
oynamaktadir (Zheng vd. 2018, Ismael vd. 2019). Metal tasiyic1 ZIP ailesinin temel
ozelligi, bu proteinlerin metal iyonlarini hiicre dis1 bosluklardan ve organel liimeninden
sitoplazmaya tasiyabilmesidir (Vert vd. 2009). Metal ATPaz, Cd'u membranlar
araciligiyla tasimakta ve Cd'un koklerden siirglinlere tasinmasinda onemli bir rol
oynamaktadir (Qiao vd. 2019). ATP hidrolizi ile saglanan enerji, Cd'u membranlar

boyunca tagimak i¢in belirli integral membran proteinleri tarafindan kullanilmaktadir.



P1B—ATPaz’lar kritik ATPaz’lardan biridir (Ismael vd. 2019). ATP kullanan P-tipi
ATPaz'larin bir alt ailesi olan P1B—ATPaz’lar, katyonlari membranlar boyunca
elektrokimyasal gradiyentler dogrultusunda pompalamaktadir (Begum vd. 2019).
Sitoplazmik metal akisi PIB—ATPaz tarafindan diizenlenmekte ve sitoplazmik Cd
seviyelerinin korunmasina yol agmaktadir (Argiiello vd. 2011). Cd absorpsiyonunda yer
alan diger proteinler, oligopeptid tasiyicilart ailesinin bir pargast olan ve
metal—nikotianamin komplekslerinin bitki hiicre zar1 boyunca tasinmasinda rol oynayan
sar1 serit—benzeri tasiyicilardir (Wang vd. 2013). Katyonlar tasiyan diger bir metal
tasiyict grubu, dogal direngle iliskili makrofaj proteini (NRAMP) ailesinin bir pargasi
olan proton—baglhh metal—iyon tasiyicilaridir (Ishimaru vd. 2012). Genellikle iki
degerlikli metal—tasiyici—1 ve iki degerlikli katyon—tasiyici—1 olarak bilinen NRAMP
tastyicilart, Cd gibi toksik kirleticiler de dahil olmak tizere bir¢ok metal iyon substratina
sahiptir (Sasaki vd. 2012). NRAMP tasiyicilari, endodermal plazma zar1 yoluyla Cd
akisinda yer aldigi igin stelenin Cd akisinda 6nemli bir rol oynamakta ve Cd'un
koklerden siirglinlere tasmmmasina katkida bulunmaktadir (Abedi ve Mojiri 2020).
Bitkilerde, plazma membranlarinin bekgi hiicrelerinde bulunan Ca* kanallari gibi ¢esitli
kanallarin Cd iyonlarina hafif gegirgen oldugu ve Cd'un bekgi hiicrelerine Ca kanallari
araciligiyla girebilecegi, Cd'un epidermal seritlerde hiperpolarizasyon—aktif—kalsiyum
kanallari, voltaj—yogun—aktif—kanallar1 ve depolarizasyon—aktif—kalsiyum kanallari
gibi varsayillan Ca kanal inhibitorlerinin etkisi ile kanmitlanmistir (Lux vd. 2011,

Corguinha vd. 2015).
2.2.3 Kadmiyum Stresinin Fizyolojik ve Biyokimyasal Etkileri

Bitkilerde Cd'un absorbsiyonu ve birikmesi bir dizi morfolojik, fizyolojik ve
biyokimyasal degisiklige neden olmakta ve ayni zamanda bir¢ok metabolik siireci de
etkilemektedir (Wang vd. 2021). Cd stresinin fotosentez, iyon homeostazi, solunum,
protein sentezi, enerji transferi, hiicre boliinmesi ve redoks dengesi iizerindeki toksik
etkileri farkli bitki tiirlerinde aragtirllmistir (Kaya vd. 2019, Romero—Puertas vd. 2019).
Bitki toksik Cd seviyelerine maruz kaldiginda ¢imlenme baskilanmakta ve sonug olarak
Cd bitki biiytimesini ve tiretimini engellemekte, fide fizyolojik siire¢lerine miidahale

etmekte ve tarimsal verimliligi azalmasina neden olmaktadir (Guilherme vd. 2015, Raza



vd. 2020). Seker pancari, bugday, 1spanak (Sersen ve Kral'ova 2001, Younis vd. 2016),
mas fasulyesi ve fasulye (Wahid vd. 2007) dahil olmak iizere bir¢ok bitki tiiriinde Cd
iyonlarinin kloroplastlarin islevini ve yapisini etkiledigi bildirilmistir. Cd stresi
bitkilerde, lateral kok olusumu, kloroz ve stomatal yogunlugun inhibisyonu gibi
morfolojik, fizikokimyasal ve yapisal degisikliklere neden olmaktadir (Bari vd. 2019,
Huybrechts vd. 2020). Cd maruziyetinin ¢eltik, bugday ve domates dahil olmak {izere
cesitli tirtin bitkilerinde kok uzamasini en aza indirdigi gosterilmistir (Rizwan vd. 2012,
Hussain vd. 2015, Abbas vd. 2018). Cd, redoks regiilasyonunu bozarak ve membran
lipidlerine zarar veren ve bitkilerdeki tiim metabolizmayr bozan reaktif oksijen
tirlerinin (ROT) olusumunu uyararak mitokondriyal fonksiyon {iizerinde etki
gostermektedir (Gallego vd. 2012, Chen vd. 2018a, b, ¢, Huybrechts vd. 2020). Cd’un
siiperoksit anyonu (*O; ), hidroksil radikalleri (HO®) ve hidrojen peroksit (H.0,) gibi
ROT’larin asir1 Uretimini tesvik ettigi ve bdylece lipit peroksidasyonunu artirdigi
bildirilmistir (Gallego vd. 1996, Chaoui vd. 1997, Mittler 2002, Audet ve Charest
2007). Cd ayrica demir ve magnezyum gibi temel iyonlarin absorbsiyonunu inhibe
ederek, azot metabolizmasini etkileyerek ve su ve mineral alimini azaltarak iyonlarin
homeostazin1 bozmaktadir (Afzal vd. 2019, Huybrechts vd. 2020). Seker pancarinin
koklerinde Cd kaynakli Fe eksikligi gézlenmistir (Chang vd. 2003). Bezelyede P, K, S,
Ca, Zn, Mn ve B'un aliminin Cd'a maruz kaldiktan sonra giiclii bir sekilde inhibe
edildigi bildirilmistir (Metwally vd. 2005). Cd toksisitesi, yonca kokleri ve
stirgiinlerindeki N, Ca, Mg ve P icerigini 6nemli dl¢iide indirgemistir (Zhang vd. 2019).
Cd uygulamasi, kok bolgesinde diisiik amonyak ve azot fiksasyonu asimilasyonu
nedeniyle soya nodiillerinin olusumunu en aza indirmistir (Karina vd. 2003). Cd, ¢esitli
yapisal proteinlerin kiikiirt iceren gruplarina (siilfidril) baglanip bunlarin yanls
katlanmasina yol acarak ozellikle elektron tasima zincirinde redoks reaksiyonlarina
miidahale etmektedir. Turpta, Cd toksisitesi sirasinda kalsiyumun hiicre sinyallemesinde
yer alan kalmodulinin kadmiyum ile yer degistirdigi ve kalmodulin bagiml
fosfodiesteraz aktivitesinin inhibisyonuna neden oldugu goézlenmistir (Rivetta vd.
1997). Yiiksek Cd seviyeleri ayrica prolin amino asit sentezini ve birikimini tesvik
etmektedir (Ghori vd. 2019). Bitkilerde prolin birikimi, bitkilerin stres tolerans
kapasitesi ile iligkili metal toksisitesinin bir belirtisi olarak kabul edilmektedir. Prolin,

ozmotik ayarlama, sitozolik pH tamponu ve metal stresi altinda bir sinyal molekiili,



hiicre zar1 biitlinliigiinii  korumak icin ROT birikimi ve hiicresel lipitlerin
peroksidasyonunu 6nlemede 6nemli bir role sahip uyumlu bir ¢éziinen madde oldugu
bildirilmistir (Hossain vd. 2014).

2.2.5 Kadmiyum Stresinde Diferansiyel Olarak Ifade Edilen Proteinler

Molekiiler biyoloji tekniklerinin siirekli gelismesiyle birlikte, agir metal stresine karsi
bitki tolerans mekanizmalar1 {izerine yapilan arastirmalar fizyolojik seviyeden
molekiiler seviyeye tasinmistir. Bitkilerin agir metal stresine tepki verdigi siireg
genellikle protein ifadesindeki degisikliklerin sonucudur (Cvjetko vd. 2014). Agir
metale duyarli genleri veya proteinleri tanimlamak, agir metal toksisitesi tepkileri ve
detoksifikasyon mekanizmalarin1 karakterize etmede temel bir adimdir (Ahsan vd.
2009). Transkriptomikler, mRNA ifade seviyelerine karsilik gelen proteinlerin
fonksiyonunu yansittigindan, gen ifade aglarmin ¢o6ziilmesi igin vazgecilmez bir
yaklagim saglamaktadir. Ancak mRNA seviyeleri, transkripsiyon sonrast mekanizmanin
aktivitesi veya protein bozulmasi nedeniyle protein seviyelerini tam olarak temsil
etmemektedir (Haider ve Pal 2013). Gen ifadesi ile hiicre metabolizmasi arasinda bir
baglant1 sunan proteomik teknigi, biyotik ve abiyotik streslere karsi bitki tepkisinin
molekiiler mekanizmasinin analizi i¢in giiglii bir aragtir (Wang vd. 2016). Proteomik
teknolojisi, bitki agir metal stres tepkisi hakkinda dogru bilgi elde etmek icin gliclii bir
ara¢ haline gelmistir (Cvjetko vd. 2014). Omik yaklasgimlari, bitkiler agir metal
toksisitesine maruz kaldiginda verdigi tepkilerin molekiiler mekanizmalarindaki
degisiklikleri anlamak i¢in degerli araglar olarak ortaya ¢ikmaktadir (Meena vd. 2017,
Raza vd. 2021). Fizyolojik ve biyokimyasal analizler ile ilgili geleneksel
karakterizasyon yontemleri yetersiz goriilmekte ve bu nedenle 6zellikle tim genom
proteomunun agir metal tepkisi lizerine daha fazla arastirma, agir metallerin olusturdugu
potansiyel tehditlerle basa ¢ikmada umut verici bir yaklasim olarak
degerlendirilmektedir (Xie vd. 2019, Kosakivska vd. 2021).

Cd kaynakl strese tepki olarak fizyolojik ve biyokimyasal degisikliklerin anlasilmasini

tamamlayan molekiiler calismalar, bitkilerin ¢evresel degisikliklere alismasinin stresin

molekiiler algilanmasiyla basladigin1 gostermektedir. Daha sonra, stresin neden oldugu
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genlerin genis bir araligr ifade edildiginden, gen diizenlemesi arayisinda sinyal iletimi
gerceklesmektedir (Kieffer vd. 2009a, Amudha ve Balasubramani 2011). Bu nedenle,
abiyotik streslere verilen yanitlar, stres proteinlerinin ve sinyal molekiillerinin (Sanita di
Toppi ve Gabbrielli 1999) sentezini ve bu ifadeyi diizenleyen transkripsiyon faktorlerini
uyarmaktadir (Zhang vd. 2005, Amudha ve Balasubramani 2011). Farkl transkripsiyon
faktorleri, birka¢ genin ifadesini diizenlemeye yardimer oldugu igin abiyotik streslere
bitki tepkisini etkilemektedir (Zhang vd. 2005, Amudha ve Balasubramani 2011). Bu
nedenle, Cd dahil olmak {tizere agir metallere maruz kalan bitkilerin protein profilinde
bir degisiklik meydana gelmektedir (Oliveira vd. 2020). Proteinler bitkilerin hiicresel
siireglerini  diizenlemek i¢in ¢ok Onemlidir. Hiicresel protein rolleri, miktari,
tanimlanmasi, ifade modeli, modifikasyonu ve etkilesimlerini iceren proteomik, stresin
bunlar tlizerindeki etkisini degerlendirmek i¢in miikemmel bir strateji saglamaktadir
(Alsafran vd. 2022). Proteomik bazli teknikler, agir metal maruziyeti altindaki bitkilerin
stres tepki mekanizmasi, protein translasyonu ve molekiiler metabolizmasi hakkinda
hedef bilgileri elde etmek icin giiclii araglar olarak kullanilmaktadir (Ma vd. 2016, Han
vd. 2021, Araujo vd. 2022).

Diferansiyel proteomik analiz, bitkilerin agir metallere verdigi tepkilerin molekiiler
mekanizmalarin1 incelemek igin giivenilir, tekrarlanabilir ve yiiksek verimli bir
yaklagim olarak biiyiik basar1 elde etmektedir (Brahim vd. 2010, Cvjetko vd. 2014).
Bitki proteomiklerindeki son gelismeler, protein ayirma, nicelik belirleme, kiitle
spektrometresi (MS) ve biyoinformatikteki yeni teknolojik gelismeler nedeniyle
miimkiin  olabilmektedir. Kiitle spektroskopisi, proteinlerin kiitle tahmininin
¢ozlinlirliigli, hassasiyeti ve dogrulugunu artiran biiylik Olcekli proteom analizinin
merkezinde yer almaktadir (Cassidy vd. 2021). Kantitatif proteomik teknikler,
geleneksel cift yonlii elektroforez bazli tekniklerin yerini, daha diisiik numune hacimleri
gerektiren, daha yiliksek hassasiyete sahip ve daha yiiksek verimi olan nano—sivi
kromatografi (nLC)—tandem kiitle spektrometrisi (MS/MS) bazli tekniklerin aldig1
noktaya kadar gelismistir (Schubert vd. 2017). Ozellikle Oryza sativa ve Arabidopsis
thaliana gibi model bitkiler tizerinde proteomik arastirmalar 6nemli ilerlemeler

kaydetmistir.
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Proteomik analizler, strese maruz kalan bitkilerde stres tepkisinin ¢ok hizli
gerceklestigini gdstermektedir (Tran ve Popova 2013). Bir¢ok bitki tiirlinlin proteomu
incelenmis ve bitkileri oksidatif, biyotik ve abiyotik stres kosullar1 da dahil olmak iizere
cesitli streslere karsi koruyan c¢esitli proteinler tanimlanmistir (Fan vd. 2016, Goodin
2018, Kumar vd. 2018). Cd’un varligi, ATP bagimli kaset tasiyicilart (ABC’ler), katyon
antiporterleri, agir metal ATPaz’lar (HMA’lar) ve ¢inkoyla diizenlenen tasiyici
proteinler/demirle diizenlenen tasiyict protein benzeri proteinler (ZIP’ler) gibi kok
tagima proteinlerinde degisikliklere neden olmaktadir (Das vd. 2016, Fu vd. 2019, Zhao
vd. 2019, Zhang vd. 2020c, Ugalde vd. 2021). ABC’ler ve ZIP’ler gibi bir¢ok metal
tagima proteininin, agir metal stresi altinda bitki metal aliminda ve homeostazda hayati
rol oynadigr gosterilmistir (Xu vd. 2012). Ek olarak, glutaredoksinler, glutatyon
S—transferazlar (GST’ler), siiperoksit dismutazlar (SOD’lar) ve katalazlar (CAT’lar)
gibi oksidatif hasara karsi korumaya yardimci olan proteinler de bitkilerin ROT’lar
temizlemesine yardimci olmada 6nemli roller oynamaktadir (Feng ve Ma 2021). Cd
stresine maruz birakilan Sorgum bicolor’un proteomik analizinde glutatyon
S—transferaz, ribuloz bisfosfat karboksilaz kii¢iik zinciri, karbonik anhidraz,
gliseraldehit—3—fosfat dehidrogenaz ve sitokrom P450 gibi toplam 33 DEP tespit
edilmistir (Roy vd. 2016).

ZIP gen ailesine ait tasiyicilar kadmiyum, demir, manganez ve ¢inko gibi ¢esitli farkl
katyonlarin tasinmasindan sorumludur (Guerinot 2000). ZIP ailesi, agir metal
homeostazi ve stresleri s6z konusu oldugunda hayati 6neme sahiptir. Koklerdeki demir
ve cinko yiiklerine yanit olarak Arabidopsis’te goriildiigii gibi baz1 ZIP proteinlerinin
aktive edildigi bildirilmistir. Ilk ZIP tasiyicilarindan biri Arabidopsis’te karakterize
edilmis olup, ¢esitli ZIP ailesi liyelerinin kadmiyum, ¢inko, demir ve magnezyum gibi
metal iyonlarini tasidigini gostermektedir. ZIP1 ve ZIP3 esas olarak koklerde
bulunmakta ve Ozellikle ¢inko stresi sirasinda tesvik edilmektedir. Arabidopsis’te
AtZIP4 koklerde ve stirgiinlerde bulunur ve ifadesi Zn kisitlamasi sirasinda indiiklenir

ve ¢inko beslenmesinde rol oynadig: diisliniilmektedir (Manara 2012).

Yiiksek bitkilerde, 14—3—3 proteinleri her zaman sinyal molekiillerine baglanmakta ve

stres tepkilerinde ve sinyal iletiminde 6nemli roller oynamaktadir (Liu vd. 2016). Cd
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stresine maruz birakilan Populus yunnanensis’te ii¢ 14—3—3 proteininin artan yonde
diizenlendigi bildirilmistir (Huang vd. 2019). Cd stresi altinda Chlamydomonas
reinhardtii’de glutatyon sentezi, ATP metabolizmasi, oksidatif strese yanit ve protein
katlanmasinda rol oynayan proteinlerin yukar1 yonde diizenlendigi bildirilmistir (Gillet
vd. 2006). PR proteinlerinin bollugu agir metal streslerine yanit olarak 6nemli 6lgiide
artmaktadir (Xue vd. 2015, Dai vd. 2017). Cr stresine maruz birakilan misirda PR1 ve
PR10 proteinlerinin yukar1 yonde diizenlenmesi savunma tepkisinin pozitif olarak
diizenlenmesi ile iligkilendirilmistir (Terzi ve Yildiz 2021). Agir metallere maruz kalan
bitkilerde, Calvin dongiisiinde ve fotosentetik elektron tasima zincirinde yer alan
fotosentezle iliskili proteinlerin bollugunun azaldigi bildirilmistir (D’Alessandro vd.
2013). Karbon fiksasyonu ve 1s18a bagli reaksiyonlarda (6rnegin, RuBisCO, karbonik
anhidraz) yer alan ¢ogu enzimin seviyesi, Cd’a kisa ve uzun siire maruz kalma (14—56
giin) sirasinda kavak yapraklarinda onemli 6lgiide azalmis (Kieffer vd. 2008, 2009b,
Durand vd. 2010, Visioli vd. 2010, Marmiroli vd. 2013, Yang vd. 2015, Dai vd. 2020),
solunumda yer alan enzimlerin seviyeleri ise 6nemli 6l¢lide artmustir (Durand vd. 2010,
Yang vd. 2015). Antioksidan enzimlerin artan bollugu, Cd stresi altinda ROT aracili
hasara karsi hiicresel korumayi saglamaktadir (Hossain vd. 2012a). Hossain vd.
(2012a), Cd tarafindan tesvik edilen savunmayla iligkili proteinler arasinda CAT
ifadesindeki artist gostermistir. Cd stresine maruz birakilan A. thaliana’da CAT

seviyesinin kontrol uygulamasina gore 3,5 kat arttig1 bildirilmistir (Carneiro vd. 2017).

Cd stresine maruz birakilan bugdayin Cd—toleransli ve Cd—hassas iki ¢esidinin kok
dokularinda Tandem Kiitle Etiketleri teknolojisi kullanilarak proteomik analiz
yapildiginda diferansiyel olarak ifade edilen proteinlerin sayisi sirasiyla toplam 310 ve
443 oldugu bildirilmistir (Zhang vd. 2023). Yapilan GO analizinde, iki bugday
¢esidinde de Cd yanitinda yer alan proteinlerin esas olarak biyolojik siire¢ kategorisinde
metabolik siire¢ ve hiicresel siirec; hiicresel bilesen kategorisinde hiicre ve hiicre ici;
molekiiler fonksiyon kategorisinde katalitik aktivite, baglayici ve antioksidan aktivite
seklinde oldugu ortaya konulmustur. Bununla birlikte, yapilan KEGG zenginlestirme
analizinde, Cd—toleransh bugday ¢esidinde DEP’lerin lipid metabolizmasi ve doymamis
yag asidi biyosentezi gibi yollarda 6nemli diizeyde zenginlestirildigi gosterilmistir. Her

iki bugday ¢esidinde Cd’a duyarli DEP’ler, glutatyon metabolizmasi, alfa—linolenik asit
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metabolizmas1  ve  fenilpropanoid biyosentez  yolaklarinda 6nemli  Olgiide
zenginlestirilmigtir. Cd—hassas bugday c¢esidinde flavonoid biyosentez, sistein ve
metiyonin metabolizmasi ve nisasta ve sakkaroz metabolizmasi yolaklar1 ve
Cd-toleransli bugday c¢esidinde endoplazmik retikulum yolundaki protein isleme ve
askorbat ve aldarat metabolizma yolaklarindaki proteinler Onemli diizeyde

zenginlestirilmistir (Zhang vd. 2023).

Chen vd. (2022a), Cd stresine maruz birakilan marul yapraklarinda LC—MS/MS
yontemi ile proteomik analiz yapmistir. Cd stresine maruz kalan marul yapraklarinda
HemL, HemY ve PPOX gibi klorofil tiretimi i¢in gerekli olan 12 enzimin ifadesinin
azalan yonde diizenlendigi ve Kkarotenoidlerin pargalanmasini saglayan NCED4 ve
CCD8 enzimlerinin ifadesinin ise yukar1 yonde diizenlendigi bildirilmistir. Ayrica,
kontrole gore Cd uygulamasinda ksantofil dongiisiinde yer alan ZEP ve VDE ifadesi
onemli diizeyde azalmistir. Cd uygulamasinin 1s1k toplama komplekslerindeki
proteinlerin (Lhca4, Lhebl, Lheb3, Lheb4 ve Lheb6) ifadesini azalttigi bildirilmistir. EK
olarak, PSII reaksiyon merkezindeki PsbL, PsbP ve PsbR proteinleri, PSI reaksiyon
merkezindeki psaC, psaD, psaD, psaL ve psaN proteinleri, elektron tasinmasiyla ilgili
proteinler (Cyt b6/f kompleksi, Fd ve H'—ATPaz), karbon fiksasyonu ile ilgili ATPaz
alt birimleri ve Rubisco alt birimlerinin ifadesini 6nemli diizeyde azalttig1 belirlenmistir
(Chen vd. 2022a).

Cd stresine maruz birakilan iki geltik (Oryza sativa L.) cesidinde (cv. Indica ve
Japonica) yapilan proteomik analizde protein ifadelerinde belirgin degisiklikler
saptanmistir (Zhu vd. 2024a). Cd’a maruz birakilan Indica geltik cesidinde kontrole
gore 493’1 yukar1 yonde diizenlenen ve 568’1 asag1 yonde diizenlenen toplam 1061
DEP tespit edilirken, Japonica ¢eltik c¢esidinde kontrole gore 135 yukart yonde
diizenlenen ve 285 asagi yonde diizenlenen olmak tizere toplam 420 DEP tespit
edilmistir. GO zenginlestirme analizi Cd’a maruz birakilan Indica celtik cesidinde
DEP’lerin kontrole gore esas olarak ROT metabolik siireci, hidrojen peroksit metabolik
siireci, kloroplast ile ilgili siirecler ve oksidorediiktaz aktivitesinde yer aldigini
gostermistir. Cd’a maruz birakilan Japonica geltik ¢esidinde yapilan GO zenginlestirme

analizi ile kontrole gbre esas olarak fotosentez, kloroplast tilakoid, plastid tilakoid,
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metabolit ve enerji liretiminin yan1 sira fotosistem I ve fotosistem II ile ilgili siireglerde
yer alan DEP’ler tespit edilmistir. KEGG zenginlestirmesi kullanilarak yapilan
analizlerde, kontrole goére Cd’a maruz birakilan indica ¢eltik gesidinde DEP’lerin esas
olarak azot metabolizmasi, arasidonik asit metabolizmasi, histidin metabolizmas1 ve
zeatin biyosentezi ile iligkili bulunurken Japonica ¢eltik ¢esidinde ise fotosentez,
fotosentez—anten proteinleri, glutatyon metabolizmasi, glioksilat ve dikarboksilat
metabolizmasi, Karbon metabolizmasi, biyokimyasal organizmalarda karbon fiksasyonu,
fenilalanin metabolizmas1 ve Sitrat dongiisii (TCA dongiisti) ile iliskili bulunmustur
(Zhu vd. 2024a).

Sedum plumbizincicola fideleri 0, 1 veya 4 giin boyunca Cd stresine maruz birakilmig
ve kok, govde ve yaprak dokularmin membran proteinleri Tandem Kiitle Etiketleri
tabanli proteom Ol¢limil ile analiz edildiginde 1667 DEP tanimlamistir (Zhu vd. 2022).
Metabolizma, tasima proteini ve sinyal iletiminde yer alan DEP’lerin sayis1, Cd’a maruz
kaldiktan sonra 6nemli diizeyde artis gostermistir. Cd’a bir giin siireyle maruz kalan
fideler dort giin maruz kalan fidelerle karsilastirildiginda yukar1 yonde diizenlenmis
tasima proteinlerinin sayisi kok, gévde ve yaprakta sirasiyla 5’ten 112°ye, 16°dan 42’ye
ve 18’den 44’e artmistir. ABC tastyicilari, iyon tagima proteinleri, akuaporinler, proton
pompalar1 ve organik tasima proteinleri dahil olmak {izere toplam 352 Cd—diizenlenmis

tagima proteini tanimlanmistir (Zhu vd. 2022).

Cd stresine maruz birakilan Brassica campestris L.'in kok dokularinda olusan stres yanit
mekanizmalarini ortaya ¢ikarmak igin proteomik caligma yapilmistir (Sun vd. 2023).
Kantitatif proteomik profilleme yoluyla, toplam 1424 farkli DEP tanimlanmis ve
fenilalanin metabolizmasi, bitki hormonu sinyal iletimi, sistein ve metiyonin
metabolizmasi, izokinolin alkaloid biyosentezi ve flavon biyosentezi gibi siiregler
zenginlestirilmistir. GO ve KEGG analizleri, DEP’lerin kalsiyum, ROT ve hormon
sinyalleme aracili yanitta, karbohidrat ve enerji metabolizmasinin diizenlenmesinde,
glutatyon, fitoselatinler (PC’ler) ve fenilpropanoid bilesiklerinin biyosentezinde rol

oynayarak B. campestris L.'in Cd toleransini sagladig: bildirilmistir (Sun vd. 2023).
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2.3 Kadmiyum Stresi ve lyilestiriciler

Bitkiler, karmasik biyokimyasal ve genomik diizeyde siiregleri iceren agir metal
stresinin Ustesinden gelmek icin ¢esitli molekiiler ve fizyolojik mekanizmalara sahiptir
(Krzestowska 2011). Bitkiler abiyotik streslerle basa ¢ikmak i¢in savunma sistemlerini
harekete gegirmektedir. Bu savunma sistemleri, sadece bitki hiicrelerini stres kaynakli
oksidatif hasarlardan korumakla kalmayip ayni zamanda ozmotik ayarlamaya yardimci
olan ozmolitlerin ve enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlarin birikiminden
olugmaktadir (Jha vd. 2014, Farooq vd. 2017). Bitkiler, agir metal stresini hafifletmek
ve hiicresel homeostaziyi yeniden saglamak i¢in antioksidatif kapasite, alim, birikim,
translokasyon ve nihai detoksifikasyonun tolere edilmesine yardimci olacak karmasik
ve oldukca etkili diizenleyici mekanizmalar gelistirmektedir (El-Amier vd. 2019,
Ahmad vd. 2020, Alsahli vd. 2020, Bhat vd. 2021). Bunu basarmak i¢in canli sistemin
fonksiyonel molekiilleri, proteinler, 6zellikle metal selatorler, tasiyicilar ve saperonlar,
agir metal stresinin olumsuz etkisini hafifletmede cok Onemli roller oynamaktadir
(Saleem vd. 2020). Bu proteinler agir metal toleransini, agir metallerin kirli ortam ve
sistemlerini baglama, tasima ve vakuolar alikoyma yoluyla detoksifiye etmesini
saglamaktadir (Peco vd. 2020, Dhir 2021, Jogawat vd. 2021). Fiziksel bir bariyer olan
bitki kok hiicre ceperi, agir metal iyonlariyla baglanabilen ¢ok sayida islevsel grup
icermekte ve agir metal iyonlarmin sitoplazmaya girisini engellemekte ve pektin ve
hemiselilloz gibi bilesenleri de bircok agir metal iyonunu etkili bir sekilde
hareketsizlestirmektedir. Cd stresi altindaki bitkilerde, hiicre geperi iyon absorbsiyonu,

taginmasi ve temizlenmesi siirecleri 6nemli roller oynamaktadir (Wei vd. 2023a).

Bitkiler agir metal maruziyetine karsi toleranslarini giiglendirmek i¢in aktif olarak bir
dizi strateji uygulamaktadir: 1) Strese yanit veren proteinlerin ifadesini artan yonde
diizenlerler. 2) Agir metal stresi tarafindan tesvik edilen hiicresel ROT u siiptirmek igin
antioksidan enzimlerin aktivitesini uyarirlar. 3) Agir metal iyonlarmi kisitlamak igin
hiicre duvari proteinlerinin ifadesini artan yonde diizenlerler. 4) Agir metal iyonlarini
tutmak i¢in glutatyon (GSH) ve fitoselatin (PC) ile iliskili enzimlerin aktivitelerini
artirirlar (Huang vd. 2019).
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Cd kaynakli hasar1 6nlemek i¢in bitkiler, uzun vadeli evrim siirecinde, esas olarak
birikim ve diglama dahil olmak iizere bir dizi Cd diren¢ mekanizmasi gelistirmistir
(Tong vd. 2004). Metal iyonlarin sitoplazmaya girmesi i¢in ilk bariyer olan hiicre
ceperi, bitkilerde Cd’un absorpsiyonu, tasinmasi ve toleransinda 6nemli rol oynayan
bircok agir metal baglayici radikal grubu ve stresle iligkili sinyal molekiilleri
icermektedir (DalCorso vd. 2010, Chen vd. 2013). Cd toleransl bitkilerde genellikle Cd
iyonlarinin koklerdeki apoplastik bariyerler tarafindan absorpsiyonu, siirgiinlere

tasinmasini veya aktif olarak Cd iyonlarinin atilmasini siirlamaktadir (Luo vd. 2018).

Bitkilerin Cd stresine karsi detoksifikasyon stratejileri, Cd’un tutulmasi, kisitlanmasi,
bozunmasi, dislanmasi ve organik ligandlarin eksiidasyonu yoluyla etkisizlestirilmesini
icermektedir (Saifullah vd. 2014). Glutatyon (GSH) ve fitoselatinler (PC’ler) gibi sistein
bakimindan zengin peptidlerin biyosentezi, hiicreselde agir metal iyonlarinin
immobilizasyonu, alikonulmasi ve detoksifikasyonu i¢in 6nemli bir siire¢ olarak kabul
edilmektedir (Viehweger 2014). GSH ve PC biyosentez yolu genlerinin yiiksek
ifadesinin ve PC’lerin Cd stresinin erken agsamasinda Cd baglama yeteneginin, bitkiye
Cd toksisitesine karsi tolerans kazandirdigini gostermistir (Emamverdian vd. 2015,
Pochodylo ve Aristilde 2017). Glutatyon (GSH), bitki hiicrelerinde onemli bir
non—protein tripeptit tiyoldiir ve hiicre farklilasmasi, serbest radikal ve hidrojen peroksit
temizleme, tiyol—disiilfit degisimi ve fitoselatin sentezinde rol oynamaktadir (Vivancos
vd. 2010, Cai vd. 2011, Schnaubelt vd. 2013, Waskiewicz vd. 2014, Diaz—Vivancos vd.
2015). Bitkilerin agir metal toleransi iizerinde GSH biyosentezi ve rejenerasyon enzim
aktivitelerinin 6nemli etkileri oldugu gosterilmistir (Singla—Pareek vd. 2006). lannelli
vd. (2002), yiikksek GSH ve ASA igerikleri ile APX, CAT, GR, GST ve GPX
aktivitelerinin Phragmites australis’te Cd toleransinin temel nedenleri oldugunu
gostermistir. Ek olarak, GSH aracili ROT ve Mg metabolizmasinin da bitki agir metal
toleransinda rol oynadigi rapor edilmistir (Chen vd. 2010, Hossain vd. 2010, Cai vd.
2011, Hossain vd. 2012Db). Fitoselatinler (PC’ler), metalotiyoneinler, organik asitler vb.
kullanilarak ~ Cd’un  tutulmast ve Cd’un vakuole tasinmasinin, Cd’un
detoksifikasyonunda 6nemli bir yol oldugu dogrulanmistir (Chen vd. 2011). Bitkiler,
degisen rizosfer kimyasal ozellikleri, agir metal iyonu kompartimanlasmasi ve Cd

toksisitesini azaltmak i¢in selasyon dahil olmak {izere Cd’a karsi spesifik savunma
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mekanizmalarina sahiptir (Gu ve Zhou 2002, Zhao vd. 2023). Cd—PC kompleksi,
ABCCI1 ve ABCC2 gibi ATP baglayict kaset (ABC) vakuolar tastyicilar tarafindan
vakuollere taginmakta (Park vd. 2012) ve Cd toksisitesini azaltmak icin vakuolde

stabilize edilmektedir (Emamverdian vd. 2015, Pochodylo ve Aristilde 2017).

Biyoregiilatorlerin - digsal uygulamasi, abiyotik streslere karsi bitki tepkilerini
tyilestirebilir (Waqas vd. 2019, Waraich vd. 2021). Bitkinin stresi tolere etme
kapasitesi, stres giderici kimyasallarin disaridan uygulanmasiyla artirilabilir (Farooq vd.
2009). Kiikiirt (S), normal bitki bilyiimesi ve gelisimi i¢in 6nemli bir elementtir ve S
iceren bilesikler, agir metal toleransi ile yakindan iligskilendirilmektedir (Marschner
2012). Siilfat kokler tarafindan alindiktan sonra, amino asitler, GSH, demir—siilfiir
kiimeleri, tiyoredoksinler, vitaminler, kofaktdrler ve bir¢cok ikincil metabolit gibi ¢esitli
S igeren bilesiklere asimile edilmektedir (Rausch ve Wachter 2005). Azot (N), sadece
bitki biiylimesine ve gelismesine katilmakla kalmayan (Gan vd. 2016), ayn1 zamanda
bitkilerde Cd detoksifikasyonunu kolaylastiran bir makro besindir (Zhang vd. 2014,
Wang vd. 2019a). Yeterli N ilavesinin enzimatik antioksidanlari ve fitohormonlari
tesvik ederek, klorofil ve gaz degisim kapasitesini geri kazanarak, bitki besin dengesini
koruyarak, oksidatif stresi hafifleterek ve bitki bilylimesini artirarak bitkilerde Cd
toksisitesini azalttig1 bildirilmistir (Chang vd. 2013, Zhang vd. 2017). Onceki
caligmalar, digsal nitrik oksitin (NO) fide kokleri iizerindeki Cd stresinin hasarini
hafifletebilecegini gostermistir (Ahmed vd. 2002). Huang vd. (2019), dissal N’un, ABC
tasiyici, vakuolar protein siralama ile iliskili protein, kabuk depo proteini gibi
proteinlerin ifadelerini artan yonde diizenleyerek kavak bitkilerinde Cd’un alimini,

taginmasini ve birikimini artirdigini bildirmistir.

Bir organosiilfiir bilesigi olan ve %42 kiikiirt (S) ve %36 nitrojen (N) (Ahmad vd. 2023)
igeren tiyoiire [TU, SC(NH>),], oksijen atomlarmn bir kiikiirt atomu ile degistirilmesi
disinda yapisal olarak iireye benzemekle birlikte her iki bilesigin 6zellikleri farklidir
(Kaya vd. 2015). Bir bitki biiylime diizenleyicisi ve fizyolojik olmayan tiyol bazli bir
ROT temizleyicisi olan TU, bitki gelisimini modiile etmekte ve bitkileri abiyotik stresin
neden oldugu oksidatif hasardan etkili bir sekilde korumaktadir (Srivastava vd. 2017,
Patade vd. 2020, Ahmad vd. 2022a). Tiyotire ilavesi bitkinin kok ve siirgiin agirligi,

18



uzunlugu, yaprak sayisi ve yaprak alanimi onemli Olclide iyilestirmekte ve bu da
dogrudan bitkinin gesitli stres kosullar altinda biiyiime ve gelismesinin artmasina neden
olmaktadir (Perveen vd. 2015). TU, kéklerden besin alim1 ve asimilasyonu, yaprak gaz
degisimi, protein biyosentezi ve seker metabolizmasini iyi yonde etkilemektedir (Wahid
vd. 2017). TU, redoks durumu, hormonal regiilasyonu ve Kalsiyum sinyalinin
modiilasyonunda kritik bir isleve sahiptir ve ROT siipiirmede rol oynayan antioksidan
enzimlerin aktivitelerini artirarak oksidatif strese baghi biiylime bozuklugunu
iyilestirmektedir (Waqgas vd. 2019, Patade vd. 2020, Yadav ve Srivastava 2021, Singh
vd. 2022). TU varhginda ROT dengelemesinin antioksidan enzimlerin (SOD ve GPX)
aktivitesindeki azalma ile iliskili oldugu bildirilmistir (Yadav ve Srivastava 2021).
TU’niin, bitkilerin fotosentetik aygit1 ve bitki—su iligkisini korumaya yardimci olan
RbcL, glikolat oksidaz ve glisin dekarboksilaz H alt birimlerinin ifade profilini 6nemli
diizeyde yukar1 yonde diizenledigi gosterilmistir (Vineeth vd. 2016). TU ilavesi, stresli
kosullar altinda ozmolit {iretimini iyilestirerek membran biitiinligli, ozmotik denge,
protein ve enzim stabilitesi ve oksijen radikallerinin detoksifikasyonunun korunmasina
katkida bulunmakta ve sonu¢ olarak olumsuz kosullar altinda bitkilerin performansini
iyilestirmektedir (Blum 2017). Kolzada 1s1 stresi kosullarinda digsal TU uygulamasinin
fotosentetik pigmentlerde artis, gaz degisim Ozelliklerinin modiilasyonu, antioksidan
savunmadaki gelismeler ve ozmotik koruma sayesinde 1s1 stresi kaynakli kayiplar etkili
bir sekilde azalttigr ve TU’niin 1s1 stresine kars1 iyilestirici rolii oldugu gosterilmistir
(Ahmad vd. 2022b). Yiiksek konsantrasyonda (25 puM) As’e¢ maruz kalan geltik
bitkilerinde TU uygulamasmin amino asitlerin sentezini tesvik ettigi ve ¢esitli metabolik
yolaklart (glutatyon, serotonin—triptamin ve fenolamidler) degistirerek kok sistemi
mimarisinin gelismesine yol agtig1 bildirilmistir (Ghate vd. 2022). Kuraklik ve tuzluluk
stresine maruz birakilan bugday ve inci darisinda TU uygulamasi bitki boyunu
artirirken, prolin birikimi, lipit peroksidasyonun bir gostergesi olan MDA igerigi ve
Na:K oranini azaltmistir (Yadav vd. 2020). Kuraklik stresine maruz birakilan bugdayda,
stirgiin ve kok taze ve kuru agirligi gibi biiylime parametreleri 6nemli diizeyde
azalirken, TU uygulamasi ile birlikte siirgiin taze ve kuru agirliklart ve kok kuru
agirh@inin 6nemli diizeyde arttig1 bildirilmistir (Naz ve Perveen 2021). Kuraklik stresi,
bugday bitkilerinin tane verimi, tane sayisi, tane agirligi gibi verim parametrelerini

olumsuz yonde etkilerken, TU uygulamasi ile birlikte tane verimi artmistir (Naz ve
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Perveen 2021). Tuz stresine maruz birakilan bugdayda siirgiin yiiksekligi, yaprak alani,
siirglin taze ve kuru agirligt ve bagil su igeriginde dnemli diizeyde bir azalma olurken,
TU uygulamasi tuz stresi altinda yetisen bugdayimn vejetatif biiyiime parametrelerini
(stirgiin yiiksekligi, yaprak alani, siirginiin taze agirhi@ ve bagil su igerigi)
iyilestirmistir (Bager vd. 2020). Bununla birlikte, tuz stresi kosullarmnda TU uygulamas1
ile birlikte APX enzim aktivitesi ile karoten ve askorbik asit konsantrasyonunun
iyilestigi belirlenmistir (Bager vd. 2020). Cd, musir bitkisinde yaprak alani, fotosentez
aktivitesi ve oksidatif stresi artirarak bitki bliylimesini engellemistir. Bununla birlikte,
TU uygulamas1, musir bitkilerinin taze biyokiitlesi, siirgiin uzunlugu, yaprak alani ve
fotosentez oranini kontrole kiyasla artirmistir. Ek olarak, oksidatif stres degerleri TU
uygulamasi ile iyilestirilmistir. Antioksidan enzim aktiviteleri TU uygulamasi ile artis
gdstermistir. Ayrica, siirgiin ve kok Cd konsantrasyonlar1 TU uygulamast ile azalmistir
(Haider vd. 2022). Is1 stresine maruz birakilan ketencik ve kolzada biiyiime ve verimde
Oonemli bir azalma goriilmiis ve siiperoksit dismutaz, toplam ¢oziniir sekerler, glisin
betain ve prolin aktivitelerinin/seviyelerinin kontrol ile karsilastirildiginda 1s1 stresi
altinda tetiklenmistir. Is1 stresi, fotosentetik oran1 ve su potansiyelini ketencik ve
kanolada azalmistir. TU uygulamas1 gaz degisim &zellikleri ve su iliskilerini koruyarak
antioksidanlarin aktivitelerini/seviyelerini yukari yonde diizenleyerek her iki bitkinin
biiyiime ve verim Ozelliklerini iyilestirmistir (Ahmad vd. 2021a, b). Cd stresine maruz
birakilan arpada, TU’niin taze ve kuru agirlik, makro ve mikro besin igerikleri ve
antioksidan enzimlerin (CAT ve SOD) aktivitelerini iyilestirdigi belirlenmistir (Ikram
vd. 2014).

2.3.1 Kadmiyum Stresi, Iyilestiriciler ve Diferansiyel Olarak ifade Edilen

Proteinler

Bitkilerde agir metal stresine maruz kaldiklarinda bitki proteinlerinde fonksiyon
bozuklugu meydana gelebilmektedir (Li vd. 2016). Stresli ortamlarda bitkilerin
tepkilerinde rol oynayan proteomik mekanizmalar1 ortaya c¢ikarmak igin gelismis jel
temelli olmayan proteomik teknikler kullanilmaktadir (Komatsu vd. 2021). Toksisite
azaltici 1iyilestiricilerin  digsal uygulamasi transkripsiyon veya translasyonun

diizenlenmesi, biyosentetik metabolizma ve bitki savunmasi ile iliskili birgok farkli
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proteinin tesvik edilmesine yol agmaktadir (Muneer vd. 2014).

Iyilestirici olarak kullanilan fulvik asitin (FA) marul bitkisinde, Cd stresinin olumsuz
etkilerini azalttigi proteomik analizler ile gosterilmistir (Chen vd. 2022b). Yapilan bu
caligmada, diferansiyel olarak ifade edilen proteinler (DEP’ler) LC—-MS/MS ile
belirlenmis olup, Cd stresi altinda FA uygulamasinin (1) Cd alimini azalttigi ve tastyici
proteinlerin gen ifadesini diizenledigi, (2) kiikiirt metabolizmasini destekledigi ve (3)
oksidatif hasar1 azalttigi ve fotosentetik aparati kararli hale getirdigi ve fotosentetik
elektron tasinmasini korudugu bildirilmistir. FA’in belirlenen iyilestirici etkileri ile ilgili
olasi mekanizmalar ise su sekilde degerlendirilmistir: (1) IRT1, Nrampl ve HMA
genleri asag1 yonde diizenlenerek kok sistemi tarafindan Cd alimi azaltilmistir. (2) S
metabolizmast artiritlmig ve hiicrelerde redoks homeostazinin yeniden olusturulmasi
saglanmistir. (3) Cd stresi altinda fotosentetik aygitin stabilize edilmesi, yiiksek
fotosentetik karbon asimilasyon verimliliginin siirdiiriilmesi ve bitki biiyiimesinin tegvik

edilmesi saglanmistir (Chen vd. 2022b).

Cd stresine maruz birakilan ¢eltik fidelerine selenyum (Se) uygulanmis ve stres
tyilestirme mekanizmasini anlamak i¢in protein ifade seviyelerindeki degisiklikler
incelenmistir (Zhu vd. 2024b). Toplam 8506 proteinden 2396°s1 DEP olarak
belirlenmistir. Kontrole goére Cd uygulamasinda fotosistem I (PsaN, PsaN, OsPSI,
PsaK, PsaD ve PSAH), fotosistem Il (PSBS1, OsPsbR3, PsbR ve PsbO) ve
oksidorediiktaz (OsFdC1, Fd1, OSFDCI1, OsLFNR1) ile iliskili fonksiyonel proteinler
onemli Ol¢iide asag1 yonde diizenlenmistir. Cd’a gore Cd+Se uygulamasinda OsFdC1 ve
Fdl harig, fotosentez ile ilgili neredeyse tiim fonksiyonel proteinlerin ve klorofil a/b
baglanmasini kodlayan fonksiyonel proteinlerin (CP29, CabE, CAB2R, CP24) 6nemli
diizeyde yukar1 yonde diizenlendigi bildirilmistir. Yapilan GO analizi, Cd’a gore Cd+Se
uygulamasinda DEP’lerin esas olarak kloroplast tilakoid membran, plastit tilakoid
membran, pigment metabolik siire¢ ve membran ve tilakoid membranin fotosentetik
metabolik siirecinde rol oynadigini gostermistir. KEGG analizi, Cd’a gore Cd+Se
uygulamasinda DEP’lerin esas olarak porfirin metabolizmasi, fotosentetik
organizmalarda karbon fiksasyonu, sekonder metabolitlerin biyosentezi, glioksilat ve

dikarboksilat metabolizmasi, karbon metabolizmasi, karotenoid biyosentezi, pentoz

21



fosfat yolu, fotosentez ve ribozom siireglerinde rol oynadigimi gostermistir. Cd+Se
uygulamasinin fonksiyonel proteinlerin ¢ogunun yukari yonde diizenlenmesini
saglayarak Se’un bu yollar1 gelistirmede ve geltikte Cd stresinin etkilerini azaltmada

onemli bir rol oynadig bildirilmistir (Zhu vd. 2024b).

Brassica napus yaprak proteom profilinde glutatyonun (GSH) Cd stresini iyilestirici
etkisi LC—-MS/MS analizi ile belirlenmistir (Mittra vd. 2024). Bu calismada toplam
5244 protein tanimlanmistir. Kontrole gore Cd uygulamasinda 93’1 yukar1 yonde 104’1
asagl yonde diizenlenmis 197 DEP, kontrole gore GSH uygulamasinda 21’1 yukari
yonde 42’si asagi yonde diizenlenmis toplam 63 DEP ve kontole gore Cd+GSH
uygulamasinda 50’si yukar1 yonde 60’1 asag1 yonde diizenlenmis toplam 110 DEP tespit
edilmistir. Biyolojik siire¢ (BS) kategorisinde, 32 DEP translasyonla iliskili bulunmus
ve bunu fotosentez (19 DEP), sitoplazmik translasyon (11 DEP), protein—kromofor
baglantis1 (8§ DEP), ATP sentezine bagli proton taginmasi (6 DEP), trikarboksilik asit
dongiisti (6 DEP), klorofil biyosentetik siireci (5 DEP), fotosistem I (5 DEP), oksidatif
strese hiicresel yanit (5 DEP) ve ribozomal kiiciik alt birim diizenegi (5 DEP) izlemistir.
Hiicresel bilesen (HB) kategorisinde sitoplazma (67 DEP), sitozol (28 DEP), kloroplast
(27 DEP), sitozolik biiyiikk ribozomal alt birim (21 DEP), mitokondri (18 DEP) ve
kloroplast tilakoid membran (12 DEP) kategorileri baskin zenginlestirme puanlari
gostermistir. Molekiiler fonksiyon (MF) ile iligkili olarak ise ribozom bileseni (43
DEP), RNA baglanmas1 (23 DEP), kalsiyum iyonu baglanmasi (13 DEP), mRNA
baglanmas1 (13 DEP), magnezyum iyonu baglanmasi (11 DEP), oksidorediiktaz
aktivitesi (11 DEP), biiyiik ribozomal alt birim rRNA baglanmas1 (10 DEP), piridoksal
fosfat baglanmasi (8 DEP), klorofil baglanmasi (7 DEP) ve rRNA baglanmasi (6 DEP)
GO terimleri belirlenmistir (Mittra vd. 2024).

Silikon (Si) uygulamasinin Cd stresini iyilestirici etkisi Cannabis sativa yaprak
dokularinda iyon hareketliligi ayirma—yliksek tanimli kiitle spektrometresi
(IMS—HDMSE) teknigi ile arastirilmistir (Luyckx vd. 2021). Cd’a maruz birakilan C.
sativa’da oksijen gelisen artirict protein, plastosiyanin (PC), fotosistem | reaksiyon
merkezi (alt birimler N, VI), ferredoksin (Fd) ve Fd—NADP® rediiktaz (NADP"
rediiktaz), RCA, RBCS biiylik alt birim baglayict protein (rbcL), CBBY ve
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ribuloz—fosfat 3—epimeraz (PPE), protoklorofillid rediiktaz, hidroksimetilbilan sentaz ve
koproporfirinojen III oksidazin proteinleri énemli diizeyde azalirken Cd’a gore Cd+Si
uygulamasina maruz kalan bitkilerde sadece Fd ve rbcS proteinleri 6nemli diizeyde
yukar1 yonde diizenlenmistir. Cd stresi altinda metiyonin sentaz, alanin aminotransferaz,
spermidin sentaz ve glutamin sentetaz ile ilgili enzimler yukar1 yonde diizenlenmistir. Si
uygulamast L—valin bozunma yolunda yer alan bir proteinin ve bir
aminometiltransferazin ifadesini artirmistir. Cd’a maruz birakilan bitkilerde, V tipi
proton ATPazin A alt biriminin bollugu artarken Si uygulamasi bu protein smifinin
ifade seviyesini etkilememistir. Sinyal iletimi ve metabolizma diizenlemesinde islevi
olan proteinlerin ¢ogu Cd stresi altinda yukar1 yonde diizenlenirken Cd uygulamasina
gore Cd+Si uygulamasinda genel diizenleyici faktor iki olarak tanimlanan proteinlerin
daha yiiksek bir bolluga sahip oldugu bildirilmistir. Cd maruziyeti PR1, PR ile iliskili
bir protein, iki taumatin benzeri protein, iki endokitinaz ve ti¢ kalloz ile iliskili enzimi
(glukan endo—1,3—beta—glukozidaz) yukar1 yonde diizenlemistir. Cd’a maruz birakilan
C. sativa yapraklarinda oksidatif stres yaniti ile iligkili olan peroksidazlar (PRX2,
PRX12, PRX15 ve protein P21 benzeri), iki muhtemel niikleoredoksin, muhtemel bir
aldo—keto rediiktaz, iki aldehit dehidrogenaz, muhtemel bir NAD(P)H dehidrogenaz
(quinone) FQRI-likel ve stres kosullar1 altinda askorbat sentezini diizenleyen ve
askorbat ve hiicre duvar1 monosakkarit biyosentezi arasindaki dengeyi ayarlayan bir
GDP—D—mannoz 3'—5’—epimeraz proteinleri yiiksek bollukta tespit edilmistir. Ayrica,
Cd stresi format dehidrogenazin bollugunu artirirken, muhtemel bir mannitol
dehidrogenaz, bir peroksiredoksin ve bir glukan sentaz benzeri 11 kontrole gére daha az
miktarda bulunmustur. Cd’a gore Si uygulamasinda ise bir FDH ve bir BG’nin

bollugunun arttig1 tespit edilmistir (Luyckx vd. 2021).

Cd stresine maruz birakilan Brassica napus'da sitrik asitin (SA) proteomik profil
tizerindeki stresi iyilestirici etkisi LC—MS/MS analizi kullanilarak incelenmistir (Mittra
vd. 2023). Proteom analizi sonucunda belirlenen DEP’ler biyolojik siireg, hiicresel
bilesen ve molekiiler islevlerine gore siniflandirilmistir. Yapilan proteomik analizde,
476 farklh sekilde ifade edilen protein tanimlanmistir. Kontrole gore Cd (30 uM)
uygulamasinda 141 yukar1 yonde diizenlenmis ve 62 asag1 yonde diizenlenmis olmak

tizere 203 DEP tespit edilmistir. Kontrole gére Cd+SA uygulamasinda 80 yukar1 yonde
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diizenlenmis ve 50 asag1 yonde diizenlenmis toplam 130 DEP tanimlanmistir. Kontrole
gore SA uygulamasinda toplam 143 DEP belirlenmis ve bunlardan 95'i yukar1 yonde
diizenlenirken ve 48 protein asag1 yonde diizenlenmistir. Tanimlanan DEP'ler 6ncelikle
enerji ve karbohidrat metabolizmas1 (20 DEP), CO, asimilasyonu ve fotosentez (12
DEP), sinyal iletimi ve protein metabolizmas1 (25 DEP), stres ve antioksidan savunma
(7 DEP), kiikiirt asimilasyonu ve agir metal detoksifikasyonu (10 DEP), bitki gelisimi
(6 DEP) ve hiicre iskeleti ve hiicre duvari yapisi (3 DEP) gibi ¢esitli biyolojik islevlerle
iliskili bulunmustur (Mittra vd. 2023).

Literatiir taramas1 sonucunda Cd stresi x Tiyoiire (TU) x musir etkilsiminde proteom
analizlerinin ¢alisilmadig: tespit edilmistir. Bu nedenle, mevcut tez g¢alismasinda Cd
stresine maruz kalan musir fidelerinde TU’nin 1iyilestirici etkisinin fizyolojik ve

biyokimyasal bazi parametrelerin yani1 sira proteomik yaklagimlarla da analiz edilmistir.
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3. MATERYAL ve METOT

3.1 Bitki Materyali ve Tohum Cimlendirilmesi

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 ¢cimlendirilmistir.

3.2 Fidelerin Hidroponik Kiiltiirde Yetistirilmesi

Yaklasik ayni kok uzunluguna sahip musir fideleri 0.5 L Hoagland besin ¢ozeltisi
(pH=6.0%0.1) igeren hidroponik kiiltiir ortamina transfer edilmistir. Hidroponik kiiltiir
icin 1 L’lik kapakli plastik kaplar kullanmilmistir. Kapaklara bes adet falkon tiipii
yerlestirilecek sekilde delikler agilmistir. Falkon tiiplerin alt1 kesilmis ve plastik file
lastik ile tutturulmustur. ki giinliik fideler bes adet falkon tiipiin tabanindaki plastik
filenin tizerine besin ¢ozeltisi ile temas edecek sekilde yerlestirilmistir. Fideler, 25+1°C
sicaklik, 12:12 saat (gece:gilindiiz) fotoperiyot, 260 pumol m~ s foton akis yogunlugu
ve %60 nem kosullarina sahip kontrollii iklim kabininde 5 giin boyunca biiytitilmiistiir.

Yedi giinliik misir fideleri, 50 uM Cd stresi [kadmiyum kloriir (CdCl,)] ve/veya 50 uM
TU’nin 4 farkli uygulamasina 10 giin boyunca maruz birakilmistir. Literatiir taramalari
dikkate almarak etkili Cd (50-100 uM) ve TU (25-50 puM) test konsantrasyonlarini
belirlemek i¢in ©6n ¢alismalar gerceklestirilmistir. Cd konsantrasyonu biiylime
inhibisyonu temelinde 50 pM olarak belirlenmistir. Etkili TU konsantrasyonu ise Cd’un
neden oldugu biiylime inhibisyonunu azaltma etkisi temelinde 35 pM olarak
belirlenmistir. Misir fidelerinin 10 giin boyunca maruz birakildign Cd ve TU
uygulamalar asagidaki gibidir:

1) Kontrol: Misir fideleri sadece Hoagland besin ¢ozeltisinde biiyiitiilmiistiir.

2) TU: Misir fideleri sadece 35 uM TU igeren Hoagland besin c¢dzeltisinde
bliylitilmiistiir.

3) Cd: Misir fideleri sadece 50 puM Cd igeren Hoagland besin ¢ozeltisinde
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biiytitiilmiistiir.
4) TU+Cd: Misir fideleri 35 uM TU ve 50 pM Cd igeren Hoagland besin ¢ozeltisinde
blytitilmiistiir.

Kaplardaki besin ¢ozeltileri giin asir1 degistirilmistir.

Uygulamalari takiben fide biiyiimesi ve Cd birikimi analizleri i¢in toplam gévde ve kok
dokular1 Orneklenmistir. Diger taraftan, klorofil igerigi, lipid peroksidasyonu,
antioksidan enzim aktiviteleri ve nLC—MS/MS ile diferansiyel olarak ifade edilen
proteinlerin (DEP’lerin) analizleri i¢in musir fidelerinin tam gelismis 2. ve 3. yaprak
dokular1 6rneklenmis ve sivi azot (—196°C) ile dondurularak kullanilincaya kadar derin

dondurucuda (—80°C) saklanmustir.
3.2 Fidelerin Taze ve Kuru Agirhiklarinin Belirlenmesi

Kontrol, TU, Cd ve TU+Cd uygulamalarindan elde edilen musir fidelerinin gévde ve
kok dokulart ayrilmustir. Dokularin taze agirliklart (TA, mg fide™) belirlendikten sonra
etiivde kurutulmus (80°C, 48 saat) ve govde ve kok kuru agirhiklar (KA, mg fide™)

belirlenmistir.
3.3 Yaprak ve Kok Dokularindaki Kadmiyum Birikiminin ICP/OES Belirlenmesi

Kontrol, TU, Cd ve TU+Cd uygulamalarma maruz kalan musir fidelerine ait govde ve
kok dokulart (0.5 g) 80°C’lik etiivde kurutulmus ve gévde ve kok dokularinda Cd
birikimi NMKL (1998)’ye gore saptanmistir. Doku ornekleri, mikrodalga firinda
(Berghof Products + Instruments, Germany) 10 mL HNOjz (%65) kullanilarak
yakilmustir. Yakilan doku 6rnekleri filtrelenmis ve son hacimleri 100 mL olacak sekilde
dH,O ile 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 katsayisi (l’2 = 0,999 ve iizeri) ve 6rneklerin Cd konsantrasyonlari
Winlab32 paket programi kullanan ICP/OES (Inductively Coupled Plasma/Optical
Emission Spectrometry, Perkin Elmer 2100 DV) cihazi ile hesaplanmistir. Cd igin
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analitik belirleme limiti 0,05 mg L olacak sekilde ayarlanmistir. Cd birikimi pg g * KA

olarak hesaplanmustir.

3.4 Klorofil I¢eriginin Belirlenmesi

Kontrol, TU, Cd ve TU+Cd uygulamalarina maruz birakilan misir fidelerinin yaprak
dokularindaki (50 mg) toplam klorofil igerikleri belirlenmistir (Wellburn 1994). Bistiiri
ile dilimlenen yaprak dokulari, sogutulmus metanol (10 mL) igeren agz1 vidali kapakl
cam test tiiplerine alinmis ve parafilm ile sikica sarilmistir. Dokular1 igeren tiipler
+4°C’de 48 saat siiresince karanlikta bekletilmistir. Her uygulamaya ait yaprak
dokularindaki klorofil a (Klo a) ve klorofil b (Klo b) icerikleri sirasiyla 666 ve 653 nm
dalga boylarinda, spektrofotometre kullanilarak belirlenmistir. Klo a ve Klo b igerikleri
taze agirlik (TA) temelinde mg g*1 TA olarak asagidaki formiil kullanilarak
hesaplanmistir (Wellburn 1994):

Klorofil a (Klo a)= (15,65 x A666) — (7,34 x AB53) x S”
Klorofil b (Klo b)= (27,05 x A653) — (11,21 x A666) x S~

* S: Seyreltme katsayisi

3.5 Malondialdehit Iceriginin Belirlenmesi

Kontrol, TU, Cd ve TU+Cd uygulamalarma maruz birakilan musir fidelerinin yaprak
dokularinda lipid peroksidasyonunun bir gostergesi olan malondialdehit (MDA) miktari
belirlenmistir (Heath ve Packer 1968). Yaprak dokulari (250 mg), %5’lik 5 mL
trikloroasetik asit (TCA) ile havan ve tokmagi kullanilarak homojenize edilmistir.
Falkon tiiplerine alinan homojenatlar +4°C ve 12.000 xg’de 5 dakika siireyle santrifiij
edilmistir. Siipernatandan 1 mL alinarak {izerine 4 mL %0,5 tiyobarbiitirik asit (TBA)
cozeltisi (%20’lik TCA ¢ozeltisi ile hazirlanmis) ilave edilmistir. Bu karisim sicak su
banyosunda (95°C) 30 dakika siireyle tutulmustur. Bu siire sonunda tiipler sicak su
banyosundan ¢ikarilmis ve dokulardaki MDA ile TBA arasindaki reaksiyonlari
durdurmak i¢in buz banyosuna alimmistir. Daha sonra test tiiplerine (2 mL) alinan

dokular 10.000 xg’de 10 dakika santrifiijlenmistir. Elde edilen siipernatanlarin
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absorbanslari, kuvars kiivet kullanilarak TU-1880 Double Beam UV-VIS
spektrofotometrede 532 ve 600 nm dalga boylarinda 6l¢giilmiistiir. Kor olarak %0,5 TBA
igeren %20’lik TCA ¢ozeltisi kullanmilmistir. Yaprak dokularindaki MDA igerikleri,
molar ekstinksiyon katsayis1 (¢ = 155 mM™ cm™) kullanilarak pmol g TA olarak

belirlenmistir.
3.6 Antioksidan Enzim Aktivitelerinin Belirlenmesi

Kontrol, TU, Cd ve TU+Cd uygulamalarina maruz birakilan musir fidelerinin yaprak
dokularindan 6rnekler (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.
Elde edilen siipernatanlarda siiperoksit dismutaz (SOD), guaiakol peroksidaz (POD) ve
katalaz (CAT) aktivitesi belirlenmistir. Siipernatanlardaki protein miktarinin

belirlenmesi Bradford (1976)’a gore yapilmustir.

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 6lgiilmesi
ile belirlenmistir. 50 mM fosfat tamponu (pH 7.8), 0.1 mM EDTA, 13 mM metiyonin,
75 uM NBT ve %1°lik Triton X—100 igeren karistma 70 pL enzim ekstrakti ilave
edilmistir. Bu karisima 2 uM riboflavin eklenerek test tiipleri 10 dakika i¢in beyaz 151k
kaynag altina yerlestirilmis ve reaksiyon baslatilmistir. Orneklerin absorbans degerleri,
560 nm’de TU-1880 Double Beam UV-VIS spektrofotometre ile belirlenmistir. Bir
tinite SOD, deneysel kosullar altinda NBT indirgenmesinde %50 inhibisyona neden
olan enzim miktari 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.
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Reaksiyon karigimi 25 mM sodyum—asetat—HCI (pH 5.0), 51.3 mM guaiakol, 12.5 mM
H,0;, ve 10 uL enzim ekstrakti icermektedir. Enzim ekstraktinin ilavesiyle reaksiyon
baslatilmis ve baslangi¢ ile 3 dakika sonundaki absorbans degerleri 470 nm’de
Sl¢iilmiistiir. Toplam POD aktivitesi, guaiakolun ekstinksiyon katsayisi (¢ = 26.6 mM™

cm ™) kullanilarak pmol min~* 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 H,0, (10.6 mM) iceren reaksiyon
karisimi hazirlanmistir. Enzim ekstrakti (25 pL) ilave edilerek reaksiyon baslatilmistir.
H,0;’in 3 dakika i¢in 240 nm’de (¢ = 39.4 mM-t Cm’l) bozunmasi ile CAT aktivitesi

umol min ' 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 karisimi 50 mM fosfat tamponu (pH 7.0), 0.1 mM EDTA,
0.25 mM askorbat, 5 mM H,0, ve enzim ekstraktindan hazirlanmistir. Askorbik asidin
oksidasyon orani, spektrofotometre kullanilarak 3 dakika i¢in 290 nm’de absorbanstaki
azalmay1 takiben belirlenmistir. Toplam APX aktivitesi, askorbatin ekstinksiyon

katsayisi (e = 2.8 mM™ Cm'l) kullanilarak EU dk™ mg'1 protein olarak hesaplanmistir.
3.7 Misir Yaprak Dokularindan Protein Ekstraksiyonu ve Proteomik Analizler
3.7.1 Protein Ekstraksiyonu

Dort farkli uygulamadan elde edilen yaprak dokularinda, toplam protein ekstraksiyonu
icin polietilen glikol (PEG) fraksiyonlama ile kombine edilmis fenol ekstraksiyon
yontemi kullanilmistir (Alam vd. 2013). Yaprak dokular1 (2 g), siv1 azot ile 6glitiilmiis

ve 12 mL Mg/NP—40 ekstraksiyon tamponu (0.5 M Tris—HCI (pH 8.3), %2 (v/v)
NP—40, 20 mM MgCl,, %2 2—merkaptoetanol ve 1 mM PMSF) ile homojenize
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edilmistir. Homojenatlar 1 dakika vortekslendikten sonra, her 6rnek 15 dakika boyunca
5000 xg’de santrifiijlenmis ve elde edilen siipernatan PEG fraksiyonlamasina maruz
birakilmistir. Stok PEG soliisyonu (%50) kullanilarak, son hacim %15 olacak sekilde
siipernatanlara PEG eklenmis ve 30 dk buz iizerinde inkiibe edilmistir. Ornekler 5000
xg’de ve 4°C’de 15 dakika santrifiij edildikten sonra siipernatan toplanmistir. Her bir
siipernatana 10 mL Mg/NP—40 ekstraksiyon tamponu eklendikten sonra esit hacimde
(yaklasik 20 mL) Tris ile doyurulmus fenol ilave edilmistir. Ornekler vortekslendikten
sonra son konsantrasyon 0.7 M olacak sekilde silikroz eklenmis ve tiipler
vortekslendikten sonra 15 dk 5000 xg’de santrifiij edilmistir. Fenolik faz temiz tiiplere
toplanmis ve tliplere 0.1 M amonyum asetat igeren dort hacim metanol eklenerek
proteinler gece boyu —20°C’de ¢oktiiriilmistiir. Bu siire sonunda, drnekler 5000 xg’de
10 dakika santrifiijlenmis ve protein peletleri 0.1 M amonyum asetat iceren metanol ile
ic kez yikanmistir. Son yikamadan sonra protein peletleri vakum altinda kurutulmus ve

kullanilincaya kadar —20°C’de saklanmustir.

3.7.2 Tripsin ile Proteinlerin Kesimi ve Peptit Orneklerinin Hazirlanmasi

Proteinlerden peptit havuzlarinin olusturulmasi ve nLC—MS/MS analizlerinin
gerceklestirilebilmesi i¢in filtre yardimli 6rnek hazirlama (FASP) (Abcam, USA)
metodu kullanilmistir. Kesim islemi i¢in iiretici firmanin 6nerdigi protokol izlenmistir
(FASP Protein Digestion Kit, Abcam). FASP kesimi i¢in 300 pg protein 6ziitii (30 pL
asmayan hacim igerisinde) 200 pL 8 M iire tamponu igerisinde c¢oziilerek protein
denatiirasyonu gerceklestirilmistir. Daha ornekler 30 kDa’lik membran filtre iizerine
aktarilmistir. Filtreler kit igerindeki 6zel 1.5 mL’lik tiiplere yerlestirildikten sonra 10
dakika 15.000 xg’de santrifiij edilmistir. Ure ile yikama isleminin tekrari igin filtrelerin
tizerine iire tamponundan 100 pL eklenerek santrifiij islemi tekrarlanmigtir. Ardindan
tire araciligr ile bozulan disiilfit baglarinin alkilasyonu ve tekrar olusumunun
engellenmesi i¢in lire tamponu ile hazirlanan iyodoasetamid tamponu (10 mM)
membran lizerine eklenerek kisa bir vorteksleme yapilmis ve karanlik ortamda 20
dakika inkiibe edilmistir. inkiibasyonun ardindan santrifiij islemi tekrar edilmistir.
Orneklere iki kez 100 uL. 50 mM amonyum bikarbonat soliisyonu eklenerek santrifiij

islemleri tekrarlanmistir. Ure ve diger kirleticilerin uzaklastirilmasinin ardindan 50 mM
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amonyum bikarbonat i¢erinde hazirlanan tripsin ¢ozeltisinden (53 ng/uL tripsin) 50 pL
filtre iirerine konularak proteinler gece boyu 37°C’de triptik kesimi i¢in inkiibasyona
birakilmistir. inkiibasyon siiresinin ardindan filtreler yeni tiiplere almmis ve iizerindeki
orneklere sirasiyla 40 uL. amonyum bikarbonat (2 kez) ve 50 mM NacCl eklenip santrifiij
edilmis ve peptit Ornekleri filtreden gegerek tiipiin igerinde toplanmistir. Ardindan
ornekler SpeedVac santrifiij cihazi (Eppendorf, ABD) yardimiyla kurutulmus ve
peptitler ornekleri 30 pL 9%0,1’lik formik asit (FA) tamponu igerisinde siispanse
edilmistir. Peptit Orneklerinin konsantrasyonlart Qubit cihaz1 (Thermo Fisher)

kullanilarak belirlenmistir.
3.7.3 Nano—Sivi Kromatografisi Kiitle Spektrometrisi (nLC—MS/MS) Analizleri

Hazirlanan peptit 6rnekleri Q—Exactive kiitle spektrometresi (Thermo Scientific, ABD)
ile kombine edilmis Ultimate 3000 RSLC nano (nLC—MS/MS) sistemi (Dionex,
Thermo Scientific, CA, ABD) kullanilarak kullanilarak analiz edilmistir. Tiim analiz
cihazlar ve sistemleri Xcalibur 4.0 yazilimi (Thermo Fisher Scientific, CA, ABD)
kullanilarak kontrol edilmistir. Sistemde ayrim igin iki farkli mobil faz kullanilmistir:
mobil faz A (0.1% formik asit) ve mobil faz B (80% asetonitril + 0.1% formik asit).
Islemde peptitler, C18 tabanl tuzak kolonu {izerinden gegirilerek konsantre edilmis ve
temizlenmistir (desalting). Kromatografik ayirma islemi i¢in 75 um X 15 cm x 2 pm,
100 A capa sahip Acclaim PepMap RSLC C18 analitik kolonu (Thermo Scientific, CA,
ABD) kullanilmistir. Bu siiregte uygulanan ayirma gradyani, ilk sekiz dakika i¢in %6 B,
62 dakika i¢in %6—20 B, 45 dakika i¢in %20—-35 B, 10 dakika i¢in %35—90 B, 5 dakika
i¢in %90 B, 5 dakika icin %90—6 B ve 5 dakika i¢in %6 B olacak sekilde 140 dakikalik
toplam c¢alisma siiresinde 300 nL/dakika akis hiziyla gerceklestirilmistir. Analiz
sirasinda MS1 spektrumlarinin elde edilmesinde asagidaki parametrelerle kullanildi:
¢Oziintirlik 70.000, tarama araligi 250—-2000 m/z, hedef otomatik kazang¢ kontroli
(AGC) 3xE6, maksimum enjeksiyon siiresi 60 ms, piiskiirtme voltaj1 2.4 kV. Diger
taraftan, MS2 analizinde ilk on iyon analiz igin segilmistir. Asagidaki parametrelerle
carpisma kaynakli ayrismadan [yliksek enerjili carpismali ayrisma (higher—energy
collisional dissociation— HCD)] olusan MS2 analizi, ¢ozinirlik 17.500, AGC 1E6;

sistem maksimum enjeksiyon siiresi 100 ms, izolasyon penceresi 2.0 m/z ve garpisma
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enerjisi (NCE) 27 olacak sekilde gerceklestirilmistir. Cihaz, her analizden once standart
bir pozitif kalibrator ile (LTQ Velos ESI Positive lon Calibration Solution, Pierce,
ABD) kalibre edilmistir.

3.7.4 nLC—MS/MS Veri Analizleri

LC—MS/MS verilerin analizi ve 6rnekler icerisindeki proteinlerin tanimlanmalari i¢in
Proteom Discoverer 2.2 yazilimi (Thermo Scientific, ABD) kullanilmistir. Analizlerde
peptit kiitle tolerans1 4 ppm, MS/MS Kkiitle toleranst 0.3 Da, kiitle dogrulugu 2 ppm,
minimum peptit uzunlugu 6 amino asit, sabit degisiklikler olarak sistein
karbamidometilasyonu, kararsiz degisiklikler metiyonin oksidasyonu ve asparajin
deaminasyonu parametreleri kullanilmistir. Elde edilen proteinlerin se¢imi igin

tanimlanan 6zgiin peptit sayisi en az 1 olarak alinmustir.

3.7.5 Biyoinformatik Analizler

Analizi sonucu belirlenen proteinlerin karsilastirmali analizleri etiketsiz miktar 6lglimii
(label—free quantification) yontemi kullanilarak Proteom Discoverer 2.2 yazilimi ile
gerceklestirilmistir. Analizlerde uniprot veri bakasindan alinan misir bitkisine ait
protein veribankasi (UP000007305) kullanilmistir. Yapilan analizlerde normalizasyon
icin total peptit intensitesi kullanilmistir. Proteinlere ait sonuclar degerlendirilerek
gruplar arasinda diferansiyel olarak ifade olan proteinler (DEP’ler) belirlenmistir.

Protein—protein etkilesimlerinin belirlenmesi i¢in STRING (https://string-db.org)

kullanilmistir. Yolak  zenginlestirme analizi, Gen  Ontolojisi (GO)
(http://www.geneontology.org) ve Kyoto Genler ve Genomlar Ansiklopedisi (KEGG)
(http://www.genome.jp/kegg/pathway.html) veri tabanlari kullanilarak
gerceklestirilmistir. Proteinler GO agiklamasina gore biyolojik siire¢ (BS), hiicresel
bilesen (HB) ve molekiiler fonksiyon (MF) olmak iizere 1i¢ kategoriye
smiflandirilmistir. Her kategori i¢in, farkli sekilde ifade edilen proteinin tiim
tamimlanmig proteinlere karsi zenginlesmesini test etmek igin two-tailed Fisher testi
kullanilmistir. Diizeltilmis p degeri < 0,05 olan GO anlamli kabul edilmistir. KEGG veri

tabani, zenginlestirilmis yolaklar1 tanimlamak i¢in kullanilmistir. Diizeltilmis p degeri <
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0,05 olan yolak anlamli kabul edilmistir. Bu yolaklar KEGG web sitesine gore

hiyerarsik kategorilere siniflandirilmigtir.

3.8 istatistiki Analizler

Kontrollii iklim kabininde yetistirilen bitkilere ait saksilar rastgele deneme deseninde
diizenlenmistir. Veriler en az ii¢ tekrarli ve iki bagimsiz denemeden elde edilmistir.
Veriler SPSS paket programi (SPSS ver. 26, Chicago, IL, USA) kullanilarak analiz
edilmistir. Fizyolojik ve biyokimyasal analizlerden elde edilen ortalamalar arasindaki
onemli diizeydeki (p<0,05) farkliliklar Duncan Coklu Karsilastirma Testi (DMRT) ile

belirlenmistir.
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4. BULGULAR

Mevcut tez ¢alismasinda, Cd stresine maruz birakilan musir fidelerinde tiyoiirenin (TU)
tyilestirici 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 diferansiyel olarak
ifade edilen proteinler (DEP’ler=Differential Expression Proteins) analiz edilmis ve

degerlendirilmistir.

4.1 Cd ve Tiyoiire Uygulamalarimin Biiyiime Uzerine Etkisi

Kontrol, TU (35 uM), Cd (50 pM) ve TU+Cd uygulamalarma maruz birakilan misir
fidelerinde biiylime verileri degerlendirilmistir (Cizelge 4.1). Kontrole gore Cd
uygulamasinda govde taze ve kuru agirh@inda 6nemli diizeyde azalma belirlenmistir.
Cd stresi, kontrole kiyasla govde taze agirligin1 %58,7 ve govde kuru agirligimi %40,6
azaltmistir. Cd uygulamasima gore TU+Cd uygulamasi, govde taze agirligimi %23,7 ve
govde kuru agirligi %13,2 artirmistir. Kontrole gore Cd uygulamasinda kok taze agirlhigi
onemli diizeyde azalmistir (%42,8). Cd’a gére TU+Cd uygulamasinda kok taze
agirliginda bir artis olmasina ragmen bu artis 6nemsiz bulunmustur. Kontrole gére Cd
uygulamasinda kok kuru agirliginda bir azalma (%18,8) belirlenirken, TU uygulamasina

gdre TU+Cd uygulamasindaki artis (%8,8) 6nemsiz bulunmustur (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1 Misir fidelerinde gévde ve kokiin taze ve kuru agirlig iizerine Cd (50 uM) ve TU
(35 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 3163,3 +137,2% 183,0 £ 9,5° 941,7 +19,1° 37,3+15%
TU 3340,0 + 89,6 196,0 £ 3,5° 894,3 + 60,8 34,0+ 1,0
Cd 1306,7 + 76,2° 108,7 + 2,9° 538,3 + 27,0° 30,3+0,7°
TU+Cd 1616,7 + 38,4 123,0+2,1° 605,7 + 49,0° 33,0+2,1%

*Her bir parametre i¢in farkli harfler (a—c), Duncan ¢oklu karsilastirma testine gore ortalamalar arasinda
onemli diizeydeki farki gosterir (P<0.05). Tiim veriler ortalama + standart hata olarak ifade edilmistir.
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4.2 Cd ve Tiyoiire Uygulamalarimin Cd Birikimi Uzerine Etkisi

Kontrol, TU, Cd ve TU+Cd uygulamalaria maruz kalan musir fidelerinin gévde ve kok
dokularinda Cd igerigi belirlenmistir (Cizelge 4.2). Kontrol ve TU uygulanmis musir
fidelerinde Cd seviyeleri tespit limitlerinin altinda oldugu icin belirlenememistir.
Bununla birlikte, Cd stresine maruz birakilan misir fidelerinin gévde ve koklerinde
onemli diizeyde Cd birikimi belirlenmistir. Cd’a gére TU+Cd uygulamasinda, govde ve
kok dokularindaki Cd birikimi 6nemli diizeyde azalmis olup, bu oran gévdede %31,8 ve
kokte ise %24,3 diizeyindedir (Cizelge 4.2).

Cizelge 4.2 Misir fidelerinde gévde ve kok dokularmin Cd igerigi iizerine Cd (50 uM) ve TU
(35 uM) uygulamalarmnin etkisi

Uygulamalar Govde Cd_Pirikimi Kok Cd t_)lirikimi
(mg kg~ KA) (mg kg™ KA)
Kontrol ND ND
TU ND ND
Cd 201,7+196° 1662,3 + 98,53 2
TU+Cd 198,7+21,6° 1258,7 + 35,5

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

ND=Belirlenemeyen.

4.3 Cd ve Tiyoiire Uygulamalarimin Klorofil icerigi Uzerine Etkisi

Kontrol, TU, Cd ve TU+Cd uygulamalarina maruz kalan musir fidelerinin yaprak
dokularinda klorofil igerikleri belirlenmistir (Cizelge 4.3). Buna gore, kontrole goére Cd

ve TU+Cd uygulamalarinda klorofil icerigindeki azalma 6nemli diizeyde iken, Cd

uygulamasina gére TU+Cd uygulamasi klorofil igerigini énemli diizeyde artirmugtir

(Cizelge 4.3).

35



Cizelge 4.3 Misir fidelerinin yaprak dokularinda klorofil igerigi iizerine Cd (50 uM) ve TU (35
puM) uygulamalarinin etkisi

Uygulamalar mg/g TA

Kontrol 37,57 +1,30"
TU 40,36 + 0,81%
Cd 14,60 + 0,93
TU+Cd 22,73 + 1,44°

*Her bir parametre igin farkli harfler (a—d) Duncan ¢oklu karsilastirma testine gére ortalamalar arasinda
onemli diizeydeki farki gosterir (P<0,05), Tlim veriler ortalama + standart hata olarak ifade edilmistir.

4.4 Cd ve Tiyoiire Uygulamalarinin Lipid Peroksidasyonu ve Antioksidan Enzim

Aktiviteleri Uzerine Etkisi

Kontrol, TU, Cd ve TU+Cd uygulamalarina maruz kalan nusir fidelerinin yaprak
dokularindaki lipid peroksidasyon seviyeleri malondialdehit (MDA) igerikleri olgiilerek
belirlenmistir (Cizelge 4.4). MDA igerigi bakimmdan kontrol ile TU uygulamasi
arasindaki fark Onemsizdir. Kontrole gore Cd uygulamasi MDA igerigini onemli
diizeyde artirirken, Cd’a gore TU+Cd uygulamast MDA igerigi onemli diizeyde

azaltarak kontroldeki seviyesine ulastirmistir (Cizelge 4.4).

Kontrole gére TU uygulamasinda yalnizca POD aktivitesi onemli diizeyde artmustir
(Cizelge 4.4). Kontrole gore Cd uygulamasinda, POD ve APX aktivitesi Onemli
diizeyde artarken, CAT aktivitesi onemli diizeyde azalmistir. Kontrole gére TU+Cd
uygulamasinda POD ve APX aktiviteleri onemli diizeyde artarken, SOD ve CAT
aktiviteleri nemli diizeyde azalmistir. Cd uygulamasina gére TU+Cd uygulamasinda
CAT ve APX aktiviteleri 6nemli diizeyde artarken, POD aktivitesi énemli diizeyde

azalmistir (Cizelge 4.4).
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Cizelge 4.4 Misir fidelerinin yaprak dokularinda MDA igerigi ve antioksidan enzim aktiviteleri
tizerine Cd (50 uM) ve TU (35 uM) uygulamalarinin etkisi

Uygulamalar

Parametreler = -

Kontrol TU Cd TU+Cd
m’)ﬁg‘%"fr‘ﬁ‘ 104 +049° 10942312 275+167" 104+161°
LSJ%? rﬁgﬂ";ﬁ;m 308+183° 21.0+111" 262+ 129 235+ 246"
525 ;‘l.‘;',‘f';f;lj oroein 396+ 408° 274+000°  1122+272°  786+355°
/S:rﬁ\z;ll- ;‘I.‘;l‘f':ﬁ;lj sroin  010B=0003%  0,086£0003°  0073+0003° 0,090 0,003
APX aktivitesi

smol min”! mg” protein 6,97 +0,37° 8,71+1,03° 13,38 + 0,85 " 24,04 + 1,47 ¢

*Her bir parametre igin 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.

4.5 Cd ve Tiyoiire Uygulamalarinin Proteom Degisimleri Uzerine Etkisi

Mistir fidelerinin yaprak dokularinda TU ve Cd uygulamalarina bagl olarak diferensiyal
olarak ifadesinde degisiklik gosteren proteinlerin (DEP’ler) belirlenmesi icin genis
Olgcekli kantitatif bir proteomik yaklagim (nLC—MS/MS) kullanilmistir. Elde edilen
kiitle spektrumlarindan, tim uygulamalarda %1'den daha diisik bir FDR (false
discovery rate = yanlis kesif orani) altinda toplam 1573 protein tespit edilmistir. Misir
yaprak proteinleri analiz edildiginde, kontrole gére Cd veya TU+Cd uygulamasinda
1237 proteinin artan yonde diizenlendigi buna karsin 336 proteinin azalan yonde

diizenlendigi belirlenmistir (Sekil 4.1).

Kontrol, Cd ve TU+Cd uygulamalarma maruz birakilan nusir fidelerinin yaprak
dokularinda tespit edilen DEP'lerin sayisi Cd uygulamasinda nispeten daha yiiksek
bulunmustur. Artan DEP’ler i¢in >2,0 kat ve azalan DEP’ler i¢in <0,5 kat degisim esigi
belirlenmistir. Kontrole gore Cd uygulamasinda iki kat ve iizerinde farklilik gosteren
toplam 1451 DEP tespit edilmistir. Bu DEP’lerin 1115’1 artan ve 336's1 azalan yonde
degisiklik gdstermistir. Bununla birlikte, kontrole gére TU+Cd uygulamasinda iki kat
ve tizerinde farklilik gosteren toplam 1193 DEP tespit edilirken bu proteinlerden 996°s1

artan yonde, 197’si ise azalan yonde diizenlenmistir.
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Grup . Kont. — Cd
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Sekil 4.1 Misir fidelerinin yaprak dokusunda Cd ve TU+Cd uygulamalarina yanit olarak
belirlenen DEP’lerin 1s1 haritast.

4.6 DEP’lerin Fonksiyonel Aciklamalar: ve Kategorileri

Misir fidelerinin yaprak dokularinda diferansiyal olarak ifade edilen proteinlerin
(DEP’ler), yolak analizleri biyoinformatik yaklagimlar kullanilarak analiz edilmistir.
Artan ve azalan yonde diizenlenen proteinler igin farkli biyolojik siire¢ (BS), hiicresel
bilesen (HB) ve molekiiler fonksiyon (MF) gibi gen ontolojisi (GO) terimleri 6nemli
Olglide zenginlestirilmistir. Gen ontolojisi hiyerarsisine goére Onemli oOlgiide
zenginlestirilmis ilk on BS terimi Sekil 4.2'de gosterilmistir. Artan DEP’ler i¢in BS
analizinde kikiirt bilesikleri metabolik siireci en fazla zenginlestirilen terim olarak
belirlenirken, bunu karboksilik asit metabolik stireci ve hiicresel amino asit metabolik

stireci terimleri takip etmistir. Diger taraftan, azalan DEP’ler i¢in ksantofil metabolik
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stireci en fazla zenginlestirililen terim olarak belirlenirken, bunu Fotosistem I’deki 151k

yakalama ve yag asidi taginimi terimleri takip etmistir.

Artan proteinler Azalan proteinler
Kukurt bilesikleri metabolik streci- Protein Ksantofil metabolik siireci - )
Karboksilik asit metabolik siireci- ————————e sayisi Protein
Amino asit metabolik siireci- =) 50 Fotosistem I'deki 11k yakalama - sayisi
.5
Oksoasit metabolik sireci- ——————————o : :gg Yag asidi tasinimi- — ® 10
Organik asit metabolik siireci- ——————— o oS - 18
Enerji iretimi- —————————— -log10(FDR) olosemeti s yaiatama og10(FDR)
Kiigiik molekiil metabolik siireci- ———————@ : gg Fotosentetik isik reaksiyonlari- —e -2
Hiicresel katabolik siireg- ———————e - Fotoseritez T : i
Katabolik siireg- ———e W 50 ) -
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Sekil 4.2 Gen ontolojisi (GO) analizlerine gore belirlenmis biyolojik siire¢ (BS) terimleri.

Gen ontolojisi hiyerarsisine gore dnemli 6l¢lide zenginlestirilmis ilk on HB terimi Sekil
4.3'de gosterilmistir. Artan DEP’ler i¢in HB analizinde oksidorediiktaz kompleksi en
fazla zenginlestirilen terim olarak belirlenirken, bunu kloroplast stromasi ve plastid
stromas1 terimleri takip etmistir. Bununla birlikte, azalan DEP’ler i¢in kloroplast
tilakoid zar1 en fazla zenginlestirilen HB terimi olarak belirlenirken, bunu kloroplast

zar1 ve plastid tilakoidi terimleri takip etmistir.

Artan proteinler Azalan proteinler
Oksidorediiktaz k.- Protein Kloroplast tilakoid zari- Protein
sayisl sayisi
Kloroplast stroma . 20 Kloroplast zari
Plastid stroma- e 40 Plastid tilakoidi d ig
Mitokondri b Plastid zari ® 4
Sitozol ° ® 100 Plastid dis zari @, 50
Kloroplast- e Organel dis zarn- ——————————e :
s -log10(FDR) 9 s log10(FDR)
Tilakoid- —————————e - 10 Dig zarr ——o W75
Plastid-  ~————————————————e -5 Kloroplast - = . 200
A W 225
Organel dis zar- ——s o 20 Plastid- —— e ™ 250
W25
Dis zarr ——————————— Organel zari- ———e

0 i 4 5 0

2 3 5 10
Kat zenginlestirme Kat zenginlestirme

Sekil 4.3 Gen ontolojisi (GO) analizlerine gore belirlenmis hiicresel bilesen (HB) terimleri.

Gen ontolojisi hiyerarsisine gore 6nemli 6l¢iide zenginlestirilmis ilk on MF terimi Sekil
4.4'te gosterilmistir. Artan DEP’ler icin MF analizinde modifiye amino asit baglama en
fazla zenginlestirilen MF terimi olarak belirlenirken, bunu peptit baglama ve amid
baglama terimleri takip etmistir. Bununla birlikte, azalan DEP’ler icin dikarboksilik asit
transmembran tasiyici aktivite en fazla zenginlestirilen MF terimi olarak belirlenirken,
bunu malat transmembran tasiyici aktivite ve C4—dikarboksilat transmembran tasiyici

aktivite terimleri takip etmistir.
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Artan proteinler Azalan proteinler
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Sekil 4.4 Gen ontolojisi (GO) analizlerine gore belirlenmis molekiiler fonksiyon (MF) terimleri.

KEGG analizi, birgok primer metabolizma yolaginin ve ayrica sekonder metabolitlerin
biyosentezinin énemli dlciide zenginlestigini ortaya cikarmustir (Sekil 4.5). Ozellikle
artan yonde diizenlenen proteinlerin sitrat dongiisii, glutatyon metabolizmasi ve Sistein
ve metiyonin metabolizmasi terimlerinde onemli 6l¢iide zenginlestirilmistir. Bununla
birlikte, azalan DEP’ler icin fotosentez—anten proteinleri en fazla zenginlestirilen
KEGG terimi olarak belirlenirken, bunu syanoamino asit metabolizmas1 ve

selenobilesik metabolizmasi terimleri takip etmistir.
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Sekil 4.5 DEP'ler i¢in 6nemli 6l¢iide zenginlestirilmis KEGG yolaklari.
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Diferensiyal olarak ifadesinde degisiklik goOsteren proteinlerin sayisinin c¢oklugu
nedeniyle GO ve KEGG yolak analizlerinden elde edilen DEP’lere odaklanilarak
hedefler daraltilmis ve daha spesifik hale getirilerek fotosentez (38 protein), glutatyon
metbolizmasi (22 protein), glikoliz/glukoneogenez (21 protein), sistein metabolizmasi
(23 protein), sekonder metabolik siire¢ (133 protein), TCA dongiisii (23 protein),
antioksidan aktivitesi (49 protein) ve protein metabolizmasi (63 protein) olmak iizere 8

fonksiyonel kategoride degerledirilmesine karar verilmistir.

Fotosentezle iligkili DEP’ler kontrole gére Cd ve TU+Cd uygulamalarinda degisiklik
gostermistir  (Sekil 4.6). Bunlar arasinda plastokinol—plastosiyanin rediiktaz,
ferredoksin—NADP rediiktaz ve ferredoksin gibi 15 proteinin ifade seviyesi kontrole
gore Cd uygulamasinda artan yonde diizenlenmistir. Bununla birlikte, plastosiyanin,
limenal konum 2'nin fotosentetik NDH alt birimi, fotosistem | P700 klorofil a
apoproteinleri, fotosistem Il CP43 reaksiyon merkezi proteini ve klorofil a—b baglayici
proteini gibi DEP’ler Cd uygulamasinda azalan yénde diizenlenmistir. Ayrica TU+Cd
uygulamasi fotosistem I reaksiyon merkezi alt birimi III, fotosistem Il alt birimi PshS1,
alt kompleks B 5'in fotosentetik NDH alt birimi, fotosistem | montaj proteini Ycf4,
fotosistem 1 P700 Klorofil a apoproteinleri, fotosistem I reaksiyon merkezi alt birimi V1,
fotosistem 11 D2 proteini ve klorofil a—b baglayici protein gibi proteinlerin ifade

seviyesindeki Cd tesvikli azalmayi iyilestirmistir (Sekil 4.6).

Mevcut arastirmada, kontrole gére Cd ve TU+Cd uygulamalar1 glutatyon metabolizmas1
ile ilgili 22 proteinin ifade seviyesinde degisiklige neden olmustur (Sekil 4.7).
Kadmiyum stresi glutatyon sentaz, glutatyon rediiktaz, glutatyon transferaz ve glutatyon
dehidrogenaz gibi 19 proteinin ifade seviyesinde artisa neden olurken, 1 glutatyon
transferaz proteinin ifade seviyesinde azalmaya neden olmustur. Bununla birlikte, Cd
uygulamasma gére TU+Cd uygulamas: glutatyon sentaz proteininin ifadesini azalan

yonde diizenlerken, 3 glutatyon transferaz proteinini artan yonde diizenlemistir (Sekil
4.7).
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Kont. — Cd Kont. — TU+Cd Cd - TU+Cd

Sekil 4.6 Fotosentezde fonksiyon géren DEP’lerin 1s1 haritasi.

Kont. — Cd Kont. — TU+Cd Cd - TU+Cd
N B6T7HO

Q9FQC7
B4G031
B4FWUG
B6U9SE
COPGO7
BAFK84
COPFX0
B4FV03
COPD27
B8A2Q4
B4FSV6
Q9FQC3
AOA1DBK6EVS
B6TM55
QYFQB5
AOA1DBK7U3
QYFQDO
COPHMS8
B4FVJ9
BBA3KO

Sekil 4.7 Glutatyon metabolizmasinda fonksiyon géren DEP’lerin 1s1 haritasi.
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Glikoliz/glukoneogenez ile iligkili 21 proteinin ifade seviyesi kontrole gore Cd ve
TU+Cd uygulamalarinda degisiklik gdstermistir (Sekil 4.8). Bunlar arasinda piriivat
kinaz, aldoz 1-epimeraz, fruktoz—bisfosfat aldolaz, piriivat dehidrogenaz E1 bilesen alt
birim beta ve fosfogliserat mutaz gibi 17 proteinin ifade seviyesi kontrole gore Cd
uygulamasinda artan yonde diizenlenmistir. Bununla birlikte, 4—kumarat—CoA ligaz
proteini Cd uygulamasinda azalan ydnde diizenlenmistir. Ayrica TU+Cd uygulamasi
ATP—-bagimli 6—fosfofruktokinaz proteinin ifade seviyesinde artisa neden olurken,
piriivat dehidrogenaz kompleksinin dihidrolipoamid asetiltransferaz, E1 bileseni beta alt
birimi ve asetiltransferaz bilesenlerinin ifade seviyelerinde azalmaya neden olmustur
(Sekil 4.8).

Kont. — Cd Kont. — TU+Cd Cd - TU+Cd

B8A312 I I
B4FAL9 05
B4FMF7
AOA1DEEPE4
COHHU2 _05
K7US39

B4FYH2 l -1
B4FQM2

B4FPM2

B4FTP4

B7ZXZ2
AOA1DEMSE3
B4FWPO

B4G191

B4FID4

Q9SWR9

B4FD17
B6TQ36
B4FAE2
AOA1DBEPW1

0

Sekil 4.8 Glikoliz/Glukoneogenez ile iliskili DEP’lerin 1s1 haritast.

Mevcut arastirmada, kontrole gore Cd ve TU+Cd uygulamalarinda sistein
metabolizmasi ile ilgili 23 DEP degerlendirilmistir (Sekil 4.9). Kadmiyum stresi
S—adenosilmetiyonin sentaz, S—metil-5-tiyoriboz kinaz, aminosiklopropankarboksilat
oksidaz ve serin O-—asetiltransferaz gibi 19 proteinin ifade seviyesinde artisa neden
olurken,  5—metiltetrahidropteroiltriglutamat—homosistein ~ S—metiltransferaz ~ ve
aminosiklopropankarboksilat oksidaz proteinlerinin ifade seviyesinde azalmaya neden

olmustur. Sentezinde Cd kaynakli azalma gOsteren bu proteinlerin ifade seviyesi
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TU+Cd uygulamasinda artmistir (Sekil 4.9).

Kont. - Cd Kont. - TU+Cd Cd - TU+Cd

B6UF55 I 1
COPFZ6

B8A068
Q8LT22 0
COPHMS
B4FIE9 -0.5
B4FUH2 I
B6SKN3

B4FVH1

B4FRJ1
AOA1DBJHK?
AOA1D6JUA3
QBJN54
QBJIN56
COP5Y3
B6TDM6
K7VC35
B4F9G1
COPHR4
B8A1R8
B4FRI1
 B6TMW?

Sekil 4.9 Sistein metabolizmasi ile iligskili DEP’lerin 1s1 haritasi.

Sekonder metabolik siire¢ ile iligkili 133 proteinin ifade seviyesi kontrole gore Cd ve
TU+Cd uygulamalarinda degisiklik gdstermistir (Sekil 4.10). Bunlar arasinda
kafeoil-KoA  O—metiltransferaz, 3—izopropilmalat dehidrogenaz, dihidrolipoil
dehidrogenaz, allen oksit sentezi 3, 12—okso—fitodienoik asit rediiktaz ve
sinnamil—alkol dehidrogenaz gibi 106 proteinin ifade seviyesi kontrole gére Cd
uygulamasinda artan yonde diizenlenmistir. Bununla birlikte,
5—metiltetrahidropteroiltriglutamat—homosistein S—metiltransferaz, 4—kumarat—CoA
ligaz, inozitol-3—fosfat sentaz ve nitrilaz 1 gibi 17 proteininin ifade seviyesi Cd
uygulamasinda azalan ydnde diizenlenmistir. Ayrica TU+Cd uygulamas: aldoz
1—-epimeraz, fosfoserin aminotransferaz, izoamilaz SU1 ve tiyolaz 1 proteinleri gibi 10
proteininin  ifade seviyesinde artisa neden olmustur. TU  uygulamasi
5-metiltetrahidropteroiltriglutamat—homosistein S—metiltransferaz,
1-asil-sn—gliserol—3—fosfat asiltransferaz zeta, likopen epsilon—siklaz,
alfa—dioksijenaz 1, siyanoalanin nitrilaz, aminosiklopropankarboksilat oksidaz, terpen

siklaz/mutaz ailesi iiyesi ve nitrilaz 1 gibi proteinlerin ifade seviyesindeki Cd tesvikli

azalmay1 hafifletmistir (Sekil 4.10).
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Kont. — Cd Kont. — TU+Cd Cd - TU+Cd
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Sekil 4.10 Sekonder metabolik siireg ile iligkili DEP’lerin 1s1 haritasi.

Mevcut arastirmada, kontrole gére Cd ve TU+Cd uygulamalart TCA dongiisii ile ilgili
23 proteinin ifade seviyesinde degisiklige neden olmustur (Sekil 4.11). Kadmiyum
stresi izositrat dehidrogenaz [NAD], siiksinat dehidrogenaz, malat dehidrogenaz ve
stiksinat—CoA ligaz gibi 22 proteinin ifade seviyesinde artisa neden olurken, ATP sitrat

sentaz proteininin ifade seviyesinde azalmaya neden olmustur (Sekil 4.11).

45



Kont. — Cd Kont. — TU+Cd Cd-TU+Cd

B4FRJ1 I 1
BBA372 05
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COPDAG 0
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B6TS21 -0.5
K7US39 I
B4FIVO
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AOA1DEPUKS
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B6SRL2
— AOA1DBMSE3
COPD27
QIXGC8
B4FVH1
QISWR9
B4FD17
B6TFG5
B6TQ36
B4FXW5

Sekil 4.11 TCA dongiisii ile iligkili DEP’lerin 1s1 haritasi.

Antioksidan savunma sistemi ile iligkili 49 proteinin ifade seviyesi kontrole gore Cd ve
TU+Cd uygulamalarinda degisiklik gdstermistir (Sekil 4.12). Bunlar arasinda katalaz,
glutatyon S—transferaz, L-—askorbat peroksidaz, monodehidroaskorbat rediiktaz,
peroksidaz ve siiperoksit dismutaz gibi 43 proteinin ifade seviyesi kontrole gore Cd
uygulamasinda artan yonde diizenlenmistir. Bununla birlikte, 3 adet glutatyon
S—transferaz ve 1 adet monodehidroaskorbat rediiktaz proteininin ifade seviyesi Cd
uygulamasinda azalan ydénde diizenlenmistir. Ayrica TU uygulamasi glutatyon
S—transferaz ve monodehidroaskorbat rediiktaz proteininin proteinlerin ifade
seviyesindeki Cd tesvikli azalmay: hafifletmistir. Diger taraftan, Cd stresi altindaki
musir fidelerine TU uygulamas: bazi antioksidan enzimlerin protein seviyelerinde ilave
artisa neden olmustur (Sekil 4.12).
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Kont. — Cd Kont. — TU+Cd Cd-TU+Cd

B4FVT1
AOAB04Q5X5

Sekil 4.12 Antioksidan savunma sistemi ile iliskili DEP’lerin 1s1 haritasi.

Mevcut arastirmada, kontrole gére Cd ve TU+Cd uygulamalar1 protein metabolizmasi
ile ilgili 63 proteinin ifade seviyesinde degisiklige neden olmustur (Sekil 4.13).
Kadmiyum stresi 26S proteazom, saperonin, E1 ubikitin aktive edici enzim, 1s1 soku 70
kDa protein, 1s1 soku proteini 90, proteazom alt birim alfa tipi, protein disiilfiir
izomeraz, ubikitin karboksi—terminal hidrolaz, ubikitin reseptorii RAD23 gibi 53
proteinin ifade seviyesinde artisa neden olurken, E3 ubiquitin—protein ligase RGLG1,
1s1 soku proteini baglayict protein, ubiquitin—konjuge edici enzim E2 ve ubiquitin
benzeri proteinin ifade seviyelerinde azalmaya neden olmustur. Bununla birlikte, TU
uygulamasi bu proteinlerin ifade seviyelerindeki Cd tesvikli azalmay1 iyilestirmistir

(Sekil 4.13).
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Kont. — Cd Kont. — TU+Cd Cd - TU+Cd

Sekil 4.13 Protein metabolizmasi ile iligkili DEP’lerin 1s1 haritasi.

Mevcut arastirmada, Cd ve TU+Cd uygulamalari ile iligkili DEP'lerin etkilesim ag1,
cevrimici analiz yazilimi STRING kullanilarak olusturulmustur (Sekil 4.14). STRING
analizlerinde etkilesen proteinlerin ii¢ ana kiimesi olusturulmustur. Karbohidrat ve
enerji metabolizmast ile illiskili proteinler etkilesim agnin merkezi kisminda yer
almistir. Fotosentezle iligkili proteinler ikinci etkilesim kiimesini olustururken, protein
metabolizmasi ile iligkili proteinler diger etkilesim kiimesini olusturmustur. Bununla
birlikte, GST ile iligkili proteinlerin ayr1 bir kiime olusturdugu belirlenmistir (Sekil
4.14).
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Sekil 4.14 STRING 12.0 ile olusturulan ve gorsellestirilen protein—protein etkilesim agi.
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5. TARTISMA ve SONUC

Kadmiyum (Cd), bitkilerin normal yasamsal aktivitelerini bozarak biiylime ve
gelismede inhibisyona yol agabilen oldukea toksik bir abiyotik stres faktoriidiir (Wei vd.
2023b). Genel olarak bitkilerde spesifik Ca®* tasiyicilari ile Cd** formunda topraktan
alinmaktadir. Bu toksik iyon ayrica bitkilerin i¢indeki metal iyonlarinin birikimini ve
tasinmasii da engelleyerek fizyolojik ve biyokimyasal tepkilerde degisikliklere yol
acabilmekte ve sonugta bitkilerin hem toprak {istii hem de toprak alti organlarin
biyokiitlesini azaltabilmektedir (Luo ve Zhang 2021). Bitkilerde, bliylimenin gecikmesi,
kloroz, fotosentetik mekanizmanin bozulmasi, proteinin denatiirasyonu, azot
asimilasyonunda azalma, besinlerin translokasyonu ve hatta bitki hiicresi 6limii Cd
toksisitesinin neden oldugu oksidatif stres sirasinda yasanan en yaygin fenomenler

olarak bilinmektedir (Gill vd. 2013, Kaya vd. 2020, Khator ve Shekhawat 2020).

Bu calismada, Cd stresi fotosentetik pigmentlere zarar vererek ve fizikokimyasal
ozellikleri etkileyerek misir fidelerinin biiyiime parametrelerinde énemli bir azalmaya
neden olmustur. Biiylime diizenleyicilerinin, biyostimiilanlarin ve/veya antioksidanlarin
uygulamalarinin agir metal toksisitesinin hafifletilmesi i¢in ¢evre dostu ve iimit verici
bir yaklasim oldugu bildirilmistir (Rahman vd. 2020). Mevcut calismada, TU
uygulamasi, biiyiime parametrelerinde 6nemli bir iyilesmeye neden olmustur. Bitki
biiyiimesindeki TU tesvikli iyilesme, agir metal birikimindeki azalma ile baglantili
oldugu bildirilmistir (Ghate vd. 2022). Arastrmamizda, Cd stresi altinda TU
uygulamasi hem kok hem de yaprak dokularinda Cd birikiminde azalmaya neden
olmustur. Haider vd. (2022), misir dokularindaki Cd konsantrasyonlarindaki TU tesvikli
azalmanin TU’niin hiicre ceperi lignifikasyonundaki islevi ile iliskili olabilecegini
bildirmistir. Diger taraftan, bitkilerde kuru madde birikimi, fotosentezin 11k
reaksiyonlarinda indirgeyici gii¢lerin (ATP ve NADPH) iiretimine ve fotoasimilatlarin
tiretiminde indirgeyici giliglerin kullanimina baglhdir. Stresli kosullar altinda fotosentetik
pigmentlerin ve optimum yaprak gazi degisiminin siirdiiriilmesi, nihai tretkenligin
temel belirleyicileridir (Wahid vd. 2010). Bu arastirmada, Cd stresi klorofil birikiminde
azalmaya neden olurken, TU+Cd uygulamasinda klorofil igeriginde artis belirlenmistir.
Klorofil i¢erigindeki azalmanin klorofil yikimi, klorofil sentezindeki azalma ve pigment

protein komplekslerinin duyarlilig: ile iligkili olabilecegi bildirilmistir (Nahar vd. 2016,
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Khator ve Shekhawat 2020). Fotosentez ve bitki savunmasinin siirdiiriilmesi igin
optimum diizeyde fotosentetik pigmentler gerekmektedir. TU uygulamasina yanit olarak
Cd stresi altindaki bitkilerde klorofil pigmentlerinin geri kazanilmasi ve/veya restore
edilmesi, TU uygulamasimin biiyiime ve biyokiitle verimini iyilestirmede 6nemli bir
fonksiyonu oldugunu gostermektedir. Onceki calismalarda, TU uygulamasinin
bitkilerde agir metal stresi altinda fotosentetik performansin siirdiiriilmesine yardimci
oldugu ve bitki biiyiimesini olumlu etkiledigi gosterilmistir (Haider vd. 2022, Ugurlar
ve Kaya 2023, Zahid vd. 2024). Sonug olarak, Cd stresi kosullarinda TU uygulamasi
musir fidelerinde Cd birikimini azaltarak ve klorofil igerigini artirarak Cd toleransina

katkida bulunmus olabilir.

Normal gelisim kosullari altinda, bitkiler genellikle ROT olusumu ve eliminasyonu
arasinda bir denge saglar; ancak bu denge Cd stres kosullar1 tarafindan bozulur.
Kadmiyum elektron tagima zincirini ve hiicre zarmin biitlinliigiinii bozabilir ve bu da
sitoplazmik zarlarin depolarizasyonuna neden olarak hiicresel redoks homeostazisinde
dengesizlige yol agabilmektedir (Kovacik vd. 2019, Kaya vd. 2020). Mevcut arastirma
sonuglari, Cd stresi kosullarinda asiri ROT iiretiminin lipid peroksidasyonunun bir
gostergesi olan MDA igeriginde artisa neden oldugunu gostermistir. Bununla birlikte,
TU+Cd uygulamasinin MDA igerigini azaltmis olmas1 TU niin hiicre zar1 biitiinliigiinii
koruyarak misir fidelerinde Cd toleransini artirabilecegini ileri siirebilir. Tiyoiire bitki
biiylimesi i¢in bir biyoregiilatér gorevi goriir ve iyi bilinen bir ROT temizleyicisidir.
TU’niin stres iyilestirme potansiyelinin ardindaki mekanizmanm bitkilerin redoks
durumunu diizenleme ve ROT iiretimini hafifletme yetenegi olabilecegi 6ne siiriilmiistiir
(Wahid vd. 2017, Patade vd. 2020). Bitkilerde ROT seviyelerini ayarlamak i¢in ROT
detoksifikasyonunun bilesenleri molekiiler antioksidanlar arasinda askorbat, glutatyon,
fenolikler, prolin, karotenoidler vb. ve enzimatik antioksidanlar arasinda CAT, SOD,
APX, GPX ve GR gibi antioksidan enzimler yer almaktadir (Kaya vd. 2015, Awasthi
vd. 2018). Bu ¢alismada incelenen antioksidan enzimler olan SOD, CAT, APX ve POD
TU uygulamasi ve Cd stresi altinda farkl1 tepkiler gdstermistir. Cd stresi SOD ve CAT
aktivitelerinde azalmaya neden olurken APX ve POD aktivitelerinde artisa neden
olmustur. TU uygulamasi, MDA seviyeleriyle negatif ve biyokiitle birikimiyle pozitif

korelasyon gosteren CAT ve APX aktivitelerinde artisa neden olmustur. Bununla
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birlikte, Cd stresi kosullarinda TU uygulamasi CAT aktivitesindeki inhibisyonu
iyilestirirken APX aktivitesinde ilave artisa neden olmustur. Bununla birlikte, Cd
uygulamasma gore TU+Cd uygulamasinin hiicre ¢eperi ve vakuolde lokalize oldugu
bildirilen POD aktivitesinde (Asada 1992) azalmaya neden olmasi diisiik Cd birikimi ile

agiklanabilir.

Mevcut arastirmada, musir fidelerinin yaprak dokularinda kontrol, Cd ve TU+Cd
uygulamalarinin proteom iizerine etkileri nLC—MS/MS ile analiz edilmistir. Sonug
olarak, |[Kat Degisim (FC)| kriterine gére Cd ve TU+Cd uygulamalarinda ¢ok sayida
DEP belirlenmistir. Ayrica GO ve KEGG yolak analizleri, TU tesvikli Cd toleransinda
rolii olan proteinleri agik¢a ortaya koymustur. KEGG analizleri TU uygulamasi ve Cd
stresi ile iligkili anahtar siireglerin fotosentez, sitrat dongiisii (TCA dongiisii), glutatyon
metabolizmasi, sistein ve metiyonin metabolizmasi, glioksilat ve dikarboksilat

metabolizmasi ve piriivat metabolizmast oldugu belirlenmistir.

Cevresel stres kosullarinda, saglikli bitki biiyliimesi agisindan fotosentezin
tyilestirilmesi, artirtlmig tiriin verimi i¢in énemli bir garantidir. Tiyoiirenin Cd stresi
altinda bitki bliylime ve gelisimini iyilestirdigi gosterilmistir (Haider vd. 2022). Bu
nedenle, TU'niin bitki fotosentezi iizerindeki etkisi siirekli olarak arastirilmaktadir.
Calismalar, TU uygulamasmin As, Co ve Cd gibi agir metal stresi altinda fotosentezi
iyilestirdigi bildirilmistir (Yadav ve Srivastava 2021, Haider vd. 2022, Zahid vd. 2024).
Mevcut ¢aligmada, Cd stresi tarafindan engellenen fotosentezle ilgili baz1 proteinlerin
TU uygulamast ile kismen artan yonde diizenlenmesi ve bunun da Cd stresi altinda artan
bitki biiylimesinin temeli olabilecegi gosterilmistir. Fotosentez iyi organize edilmis ve
ardisik bir siirectir ve fotosistemdeki herhangi bir bilesen, Ornegin fotosentetik
pigmentler ve klorofil—protein kompleksleri veya karbon asimilasyon yolundaki
biyokimyasal reaksiyonlarin Cd tarafindan hasar gorebildigi belirtilmistir (Parmar vd.
2013). Her fotosistem, birka¢ yiiz klorofil ve karotenoid molekiilii ve iligkili membran
proteinlerinden olusan bir komplekstir. Tilakoid membrandaki elektron ve proton
transferi fotosistem I1 (PS 1), fotosistem I (PS I), Cyt b6/f kompleksi ve H'—ATPaz
kompleksi olmak {izere dort protein kompleksi tarafindan vektdrel olarak

gerceklestirilmektedir (Huang vd. 2017, Xue vd. 2018). Fotosentetik aygitin kararliligi,
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bitkilerin normal fotosentetik islevinin temelidir. Ancak fotosistem proteinlerinin
parcalanmasi, Cd stresinin fotosentetik aygiti dengesizlestirdigini gostermektedir (Jiang
vd. 2006). Mevcut proteomik bulgular, Cd stresi kosullarinda fide biiyiimesindeki
azalma fotosentez ile iliskili DEP’lerin azalan yonde diizenlenmesinden kaynaklanmis

olabilir.

Mevcut arastirmada, Cd stresi PSI reaksiyon merkezi alt birimi Il (PsaF), PSII alt
birimi PsbS1 (PsbS1), alt kompleks B5'in fotosentetik NDH alt birimi, PSI montaj
proteini Ycf4, PS1 P700 klorofil a apoprotein Al (PsaA), PSI P700 klorofil a apoprotein
A2 (PsaB), PSI reaksiyon merkezi alt birimi VI (PsaH), PSIlI CP47 reaksiyon merkezi
proteini (PsbB), PSII protein D1 (PsbA) ve PSII protein D2 (PsbD) gibi fotosentezle
iliskili ¢ok sayida proteinin ifade seviyesinde azalmaya neden olurken, TU+Cd
uygulamasi bu proteinlerin ifade seviyesini artirmigtir. PsaA/PsaB, PSI'nin 11k toplayan
pigmentlerinin ¢oguyla birlikte elektron taginmasinin yardimci faktorlerini koordine
eden PSI reaksiyonunun ¢ekirdek proteinleridir (MacGregor—Chatwin vd. 2017).
Kloroplastlarda PsbA/PsbD reaksiyon merkezi heterodimeri, PSII'nin birincil elektron
vericisi olan P680'e ve ayrica birka¢ sonraki elektron alicisina baglanmaktadir. D2
proteininin, kararlt bir PSII kompleksinin bir araya getirilmesi i¢in gerekli oldugu
bildirilmistir (Knoppova vd. 2022). PSI ve PSII'deki anten pigmentlerinin koordinatorii
olan klorofil a—b baglayici proteinlerinin (Lhcb), Cd stresi altindaki musir yapraklarinda
azalan yonde diizenlenmistir. Lhcb proteinleri esas olarak fotonlar1 yakalamak ve
bitkilerin fotosentetik sistemini uyarmak igin klorofil—protein kompleksi (LHC)
olusturmada rol oynamaktadir (Jenny vd. 2003, Damkjaer vd. 2009). Lhcb proteinleri ve
yukarida belirtilen proteinlerin azalan seviyeleri Cd stresinin PSIl'den PSI'e fotosentetik
elektron taginmasini 6nemli diizeyde olumsuz etkiledigi ileri siiriilebilir. Diger taraftan,
Lhcb ve diger fotosentetik elektron transferinde yer alan proteinlerin ifadesinin TU
uygulamas: ile artan ydnde diizenlenmesi, TU’niin fotosentez iizerindeki olumlu

etkilerini kanitlamaktadir.
Karbondioksit 6ziimlemesi ve Calvin—Benson dongiisii enzimlerinin aktiviteleri de Cd

stresine oldukca duyarlidir. Cd stresinin stoma iletkenligi onemli Olclide azalttigi

(Rizwan vd. 2017b, Wang vd. 2019b) ve Calvin dongiisiinde hiz siirlayici enzim olan
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RuBisCO'un aktivitesi gii¢lii bir sekilde engelledigi bilinmektedir (Lee ve Roh 2003,
Wang vd. 2019c). Sonug¢ olarak, Cd stresi net CO, oziimlemesi ve karbohidrat
birikiminin bozulmus bir oranina yol agmaktadir (Dias vd. 2013). Digsal olarak
uygulanan diizenleyicilerin Cd stresini hafifletme yeteneginin, Calvin dongiisiinde
karbon akisinin diizenlenmesi ve RuBiISCO aktivitesiyle iligkili oldugu bildirilmistir
(Siddiqui vd. 2022). Karbonik anhidraz (KA), tiim canli organizmalarda bulunan ve
CO; ile HCO3 'un birbirine donisimiini kataliz eden bir metaloenzimdir. Bitki
KA'larinin muhtemelen olumsuz kosullara adaptasyonda rol oynayan strese duyarli
enzimler oldugunu gosteren cok sayida kanit bulunmaktadir (Polishchuk 2021).
Karbonik anhidraz yiiksek bitkilerin yapraklarindaki kloroplast stromasinda
RuBisCO'dan sonra en bol bulunan proteindir (Rudenko vd. 2015). Cesitli KA
ailelerinin (o, B ve y) liyeleri solunum, fotosentez, stoma hareketi ve lipit biyosentezinde
rol oynadigr bildirilmistir (Polishchuk 2021). Karbondioksit 06ziimlemesi igin
Calvin—Benson dongiisiindeki ana enzim olan RuBisSCO biiyiik alt birimi ve kiigiik alt
birimlerini i¢cermektedir (Banda vd. 2020). Karbon 6ziimlenmesi sirasinda RuBisCO
aktivitesinin, fotosentezin en Onemli biyokimyasal sinirlamalarindan biri oldugu
bildirilmistir (Mathan vd. 2021). Mevcut arastirmada, Cd stresi bir KA ve ii¢ RuBisCO
proteininin ifade seviyesinde artisa neden olurken, TU+Cd uygulamas: sadece KA ifade
seviyesinde artisa neden olmustur. Bu sonug, TU’niin CO, dziimlemesi ve karbohidrat
birikimini artirabilecegini gosterebilir. Ayrica, proteom analizi Cd stresi altinda malik
enzimin TU tarafindan &nemli dlgiide tesvik edildigini gostermistir. Malik enzim,
L—malik asidin piriivat, COy'e ve NAD(P)H'ye geri-donisimli  oksidatif
dekarboksilasyonunu katalize eden bir enzimdir (Chang ve Tong 2003). Bu bilgiler
151831nda, mevcut arastirmamizda Cd stresi altindaki musir fidelerinde TU uygulamasi
tarafindan malik enzimin tesvik edilmesi, CO,'in dekarboksilasyon yoluyla salinimini

artirabildigi ve bunun da CO, 6ziimleme siirecini destekledigi ileri siiriilebilir.

Stresli kosullarda normal biiyiime ve gelismeyi siirdiirmek ig¢in bitkilerin glikoliz,
trikarboksilik asit (TCA) dongiisii ve oksidatif fosforilasyon gibi enerji iireten katabolik
yolaklar1 diizenlemesi gerekmektedir. Mevcut arastirmada, Cd stresi ATP'ye bagimlh
6—fosfofruktokinaz, fruktoz—bisfosfat aldolaz, fosfogliserat mutaz, fosfopiriivat hidrataz

ve pirlivat kinaz gibi glikolitik enzimlerin ifade seviyesinde artisa neden olmustur.
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Bununla birlikte, TU+Cd uygulamasi ATP'ye bagimli 6—fosfofruktokinaz ve
fosfopiriivat hidrataz enzimlerinin ifadesinde ilave artisa neden olmustur. Dai vd. (2017)
ve Gong vd. (2017), Cd stresi altindaki Medicago sativa ve Cucumis sativus bitkilerinde
fruktoz—6—fosfat1 fruktoz—1,6—bisfosfata doniistiiren ve glikolizin temel diizenleyici
enzimi olan ATP-bagimli 6—fosfofruktokinazin (PFK) artan ydnde diizenlendigini
bildirmistir. Bu verilere gore, PFK'nin bitkilerin Cd toleransinda énemli bir rol oynadigi
soylenebilir. Fosfopiriivat hidrataz, glikoz metabolizmasinda 2—fosfat—gliserik asidi
fosfoenolpiriivik aside doniistiren enzimdir (Li vd. 2017). Glikolizle iliskili
fosfopiriivat hidratazin artan yonde diizenlenmesi, Cd stresi altinda musir fidelerinin
glikolitik yolak araciligiyla daha fazla ATP iretiminin tesvik edildiginin bir gostergesi

olabilir.

Pirtivat, glikolizin son iriiniidiir ve mitokondriyal solunum i¢in 6nemli bir substrat
olarak karbon metabolizmasinin diizenlenmesinde ©6nemli bir rol oynamaktadir.
Mitokondriyal piriivat oksidasyonu, trikarboksilik asit (TCA) dongiisiine karbon
iskeletleri saglamak ic¢in piriivat dehidrogenaz kompleksi (PDC) tarafindan katalize
edilir ve tiikenmesi metabolizmada kapsamli degisikliklere, anormal organ gelisimine
ve bitkilerde ciddi biiyiime geriligine yol agmaktadir (Yu vd. 2012, Ohbayashi vd.
2019). PDC ve malat dehidrogenaz (MDH), sitrat sentezi i¢in sirasiyla asetil—-CoA ve
oksaloasetat substratlar1 saglamak iizere birlikte fonksiyon gormektedir (Selinski ve
Scheibe 2019). Mevcut arastirmada, Cd stresi PDC’nin farkli alt birimlerinin yan1 sira
MDH proteinlerinin ifade seviyesinde artisa neden oldugu belirlenmistir. Bununla
birlikte, TCA dongiisiiniin enzimleri olan ATP sitrat sentaz, akonitat hidrataz, izositrat
dehidrogenaz, siiksinat dehidrogenaz ve fumarat hidrataz proteinlerinin ifade
seviyesinde artisa neden olmustur. Cd (Marino vd. 2007) ve Ni (Galvez vd. 2005) gibi
agir metallere maruz kalan bitkilerde, izositrat dehidrogenazin yiiksek ifadesi
bildirilmistir. Siiksinat dehidrogenaz, mitokondride bulunan bir sitokrom oksidazdir ve
mitokondriyal elektron tasima zincirinde ve trikarboksilik asit (TCA) dongiisiinde
onemli roller oynamaktadir (Fuentes vd. 2011). Bu calismada, TCA dongiisiinde
fonksiyon goren enzimlerin ifade seviyelerindeki artis, bitkinin Cd toksisitesine karsi

koyabilmek i¢cin ATP, NADH ve FADHj {iretebildigini gostermektedir.
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Bitki mitokondrilerinin Cd'nin hedefleri arasinda yer aldig1 ve elektron tagima zincirinin
Cd toksisitesinden ciddi sekilde etkilendigi iyi bilinmektedir (Finger—Teixeira vd.
2021). Mevcut arastirmada, mitokondriyal elektron tasima zinciri kompleks I alt
birimlerinin (NADH dehidrogenaz [ubikinon] 1 beta alt kompleks alt birimi 9, NADH
dehidrogenaz [ubikinon] flavoprotein 1, NADH dehidrogenaz [ubikinon] demir—kiikiirt
proteini 4, NADH dehidrogenaz [ubikinon] demir—kiikiirt proteini 6, NADH ubikinon
oksidorediiktaz 1 ve NADH—ubikinon oksidorediiktaz 24 kDa alt birimi) ifade seviyesi
artan yonde diizenlenmistir. Bununla birlikte, TU+Cd uygulamast NADH ubikinon
oksidorediiktaz 1 proteinin ifade seviyesinde ilave artisa neden olmustur. Sitokrom c
elektronlari, mitokondriyal elektron tasima zincirindeki son protein tasiyicisi olan
sitokrom oksidaz kompleksine aktarmaktadir. Mevcut arastirmada, TU+Cd uygulamasi
iki sitokrom c¢ proteinin ifade seviyesinde artisa neden olmustur. Bununla birlikte, Cd
stresi sitokrom c oksidaz polipeptid Vb, sitokrom c oksidaz alt birimi 1, sitokrom ¢
oksidaz alt birimi 2 ve sitokrom c oksidaz alt birimi 5C proteinlerinin ifade seviyesini
azalan yonde diizenlerken, TU+Cd uygulamasi bu proteinlerinin ifadesini Cd
uygulamasina gore artirmustir. Sitokrom ¢ oksidaz, solunum zincirinin son bilesenidir
(kompleks IV) ve i¢ mitokondriyal membranda bulunur. Molekiiler oksijenin suya
indirgenmesini katalize eder, su olusumunun serbest enerjisini membran boyunca
proton tasinmasina baglar, boylece sonunda ATP sentezlemek i¢in kullanilan bir
transmembran proton gradyami iretir (Richter ve Ludwig 2003). Mitokondrinin i¢
zarinda yaygin olarak bulunan ATP sentaz (kompleks V), bitkilerin biiylime, gelisme ve
strese yanit verme siireclerinde enerji saglamak amaciyla oksidatif fosforilasyonda
onemli bir rol oynamaktadir (Kerbler vd. 2019). Mevcut arastirmada ATP sentaz delta
zinciri, ATP sentaz alt birimi alfa, ATP sentaz alt birimi d ve ATP sentaz alt birimi
gama proteinlerinin ifade seviyesi Cd uygulamasinda azalan yonde diizenlenmistir. Bu
bulgular, enerji metabolizmasinda rol alan proteinlerin TU aracili diizenlenmesinin
misir  bitkisinde Cd toksisitesine toleransin artmasina yardimci olabildigini

diistindiirmektedir.
Normal kosullarda antioksidan savunma mekanizmalart ROT'lar1 diisiik bir seviyede

tutar ancak ROT iiretimi ile detoksifikasyon arasindaki denge, Cd stresi gibi abiyotik

streslerin ortaya ¢ikmasindan sonra bozulmaktadir (Sharma ve Dietz 2009). Bitkiler Cd
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stresine karsi koruma saglamak i¢in ¢esitli koruyucu mekanizmalar gelistirmis, bunlarin
arasinda en sik bildirilenler anti-ROT aktivasyonu ve antioksidan savunmalardir (Guo
vd. 2015, Sun vd. 2016). Mevcut c¢alismada, karsilastirmali proteomik verilerden
antioksidan savunma sisteminde yer alan c¢ok sayida enzim, kontrole gore Cd
uygulamasinda daha yiiksek seviyelerde ifade edilmistir. Katalaz (CAT, 2 protein),
L—askorbat peroksidaz (APX, 5 protein), monodehidroaskorbat rediiktaz (MDHAR, 1
protein), peroksidaz (POD, 17 protein) ve siiperoksit dismutaz (SOD, 1 protein)
proteinlerinin ifade seviyeleri Cd ve TU+Cd uygulamalarinda artis gdstermistir. Chen
vd. (2020), SOD siiperoksit radikalini H,O,'e doniistiirebilirken, POD, APX ve CAT,
H,0,'yi molekiiler oksijene ve suya doniistiirdiglinii bildirmistir. Bu veriler 1s181nda,
artan yonde diizenlenen antioksidan savunma proteinleri, Cd stresi altindaki muisir
fidelerinde ROT dengesinin korunmasi ve dolayisiyla Cd toleransinin artirilmasinda

Onemli olabilir.

Kadmiyum stresi genellikle bitkilerde cesitli koruyucu proteinlerin birikmesine neden
olmaktadir (Sun vd. 2016). Omegin, GSH—-AsA dongiisii, H,O,'in ortadan kaldirilmasi
yoluyla redoks homeostazinin diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynamaktadir (Li vd.
2018, Kaya vd. 2020). Bitki hiicresindeki antioksidanlar arasinda indirgenmis glutatyon
(GSH), milimolar diizeyde bollugu ile 6nemli bir iiyedir ve yiiksek oranlarda dogrudan
oksitlenebilmektedir (Pasternak vd. 2008). Ayrica metal selasyonunda temel malzeme
olarak da gorev yapmaktadir. Bu nedenle, GSH'nin hiicre i¢i varligi, bitkinin toksik
metallere kars1 direnci i¢in kritik 6neme sahiptir. Mevcut ¢alismada, GSH sentez yollari
ve metabolizmasi ile iligkili bir¢ok proteinin misir yapraklarinda Cd stresinden sonra
artan yonde diizenlendigi belirlenmistir. GSH metabolizmasinda 6nemli bir enzim olan
glutatyon—S—transferaz (GST), oksidatif strese karsi korur ve agir metallerin
sekestrasyonuna yardimci olmaktadir (Kumar vd. 2013). Mevcut aragtirmada, ¢ok
sayida GST proteininin ifade seviyesi Cd ve TU+Cd uygulamasinda artan ydnde
diizenlenmistir. GST'ler, GSH'nin agir metaller gibi toksik maddelere baglanmasini
katalize etmekte ve olusan kompleks ATP baglayici tasiyict ile vakuole taginmaktadir
(Edwards vd. 2000). Bununla birlikte, glutatyon sentaz, glutatyon rediiktaz, glutatyon
dehidrogenaz ve laktoyilglutatyon liyaz gibi GSH metabolizmasi ile iliskili bir¢ok

protein Cd ve TU+Cd uygulamalarinda artan yénde diizenlenmistir. ROT temizlemede
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onemli olan GSH, abiyotik streslere yanit olarak koruyucu bir molekiildiir;
konsantrasyonu ve redoks durumu, ROT'lardan kaynaklanan oksidatif sinyallerin
iletilmesinde ve antioksidan yanit1 aktive etmede ¢ok dnemlidir (Ball vd. 2004). Ayrica
tiyoredoksin bagimli peroksiredoksinlerin, bitkilerde ROT detoksifikasyonuna ve Cd
toksisitesine karst antioksidan savunmaya yol acan AsA ve GSH metabolizmasinda yer
alan ortak gen aglarin1 paylasan 6nemli bir antioksidan proteinleri oldugu bildirilmigtir
(Das vd. 2021). Bitkilerde glutaredoksinlerin agir metal detoksifikasyonunu ve redoks
durumunun homeostazini diizenleyen onemli enzimler oldugu bildirilmistir (Rouhier
2010). Mevcut arastirmada, Cd ve TU+Cd uygulamalar1 ¢ok sayida tiyoredoksin,
glutaredoksin ve glutaredoksin—bagimli peroksiredoksin proteinin ifade seviyelerini
artirmistir. Bu sonuglar, misir fidelerinde Cd stresini tolere edebilmek i¢in adaptif

yanitlar1 desteklemede GSH'nin rolii olabilecegini gostermektedir.

Proteinin dogru katlanmasi ve taginmasinin, ¢esitli ¢evresel streslere maruz kalan
bitkilerde normal hiicresel islevlerin siirdiiriilmesi i¢in olduk¢a Onemli oldugu
belirtilmistir (Wang vd. 2004). Ist soku proteinleri (HSP'ler), molekiiler saperonlar
olarak hareket etmekte ve protein katlanmasi, taginmasi, bozunmasi ve protein yapi
stabilizasyonunu diizenlemeye katkida bulunmaktadir (Wang vd. 2004, Sadura vd.
2020). Ayrica HSP’ler, strese duyarl proteinler olarak adlandirilir ve agir metal stresi
altinda proteinlerin korunmasi ve onarilmasinda ve hiicresel homeostazda énemli bir rol
oynarlar. HSP'ler, molekiiler kiitlelerine gére HSP40, HSP60, HSP70, HSP90, HSP100
ve kiiciik HSP'ler (sHSP'ler) olmak {iizere alt1 ana alt aileye ayrilmaktadir (Wang vd.
2004). HSP70, en ¢ok ¢alisilan HSP tiirtidiir ve N—terminal ATPaz domaini, substrat
baglanma domaini ve degisken bir C—terminal kapak bolgesi domaini ile karakterize
edilmektedir (Dragovic vd. 2006). HSP90, normal kosullar altinda gelisim evresindeki
hiicrelerin 6nemli bir bilesenidir ve protein translokasyonu, katlanmasi ve
parcalanmasina yardimci olmaktadir (Pratt vd. 2001). Mevcut arastirmada, Cd ve
TU+Cd uygulamalar1 misir yapraklarinda 1s1 soku 70 kDa proteini (HSP70), 1s1 soku ile
iligkili 70 kDa proteini 2, 1s1 soku proteini 90 (HSP90) ve HSP70—HSP90 diizenleyici
proteini 3 gibi ¢cok sayirda HSP’nin ifade seviyesinde artisa neden olmustur. Onceki
caligmalarda, HSP70 ve HSP90 proteinlerinin Cd stresi tarafindan artan yonde
diizenlendigi bildirilmistir (Huang vd. 2019, Zhang vd. 2022). HSP’lere ek olarak
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mevcut arastirmada ¢ok sayida farkli saperon proteininin (ClpC1, dnaJ 10, dnaJ A6,
CPN60, CPN10 ve es—saperon proteini p23) ifade seviyesi Cd uygulamasinda artan
yonde diizenlenirken TU+Cd uygulamasi baz1 saperonin proteinlerinin ifadesinde ilave
artisa neden olmustur. Bu sonuglara dayanarak, Cd stresi altindaki misir fidelerinde
HSP ve saperon proteinleri sayesinde protein denatiirasyonu ve yanlis katlanmalarin
engellenebilecegi ve/veya zarar gormiis proteinlerin renatiirasyonunun saglanabilecegi

ileri siiriilebilir.

Hiicrelerde asir1 Cd birikimine bagli olarak olusan ROT’lar proteinlerdeki amino
asitlerinin modifikasyonlarma yol acabilmektedir. Oksitlenmis proteinlerin birikimi,
protein oksidasyonu ve oksitlenmis protein bozunma oranim1 yansitmaktadir.
Oksitlenmis proteinlerin proteazlar tarafindan bozunmasi en 6nemli mekanizmadir
(Pena vd. 2006). Bitkiler hasarli veya yanlis katlanmis proteinleri, translasyon sonrasi
modifiye edilmis proteinleri ve yabanci proteinleri yeniden kullanilmak {izere amino
asitlere parcalayabilir ve bdylece normal bitki yasam aktivitelerini stirdiirebilir (Chen
vd. 2017). Bitki proteazomu, proteinlerin segici degredasyonunda Onemli bir rol
oynamaktadir. Ubikitin ve proteazom bilesenleri gibi proteazom aracili protein
bozunmasinda yer alan ¢esitli proteinlerin, Cd stresi altinda farkli sekilde ifade edildigi
bildirilmistir (Marmiroli vd. 2015, Xu vd. 2017). Ubikitin proteazom yolagi,
ubikitin—aktiflestirici enzim (El), ubikitin—konjiige edici enzim (E2) ve
ubikitin—protein ligaz (E3) enzimlerinden olusmaktadir (Liu vd. 2020). Mevcut
arastirmada, Cd ve TU+Cd uygulamalari E1 ubikitin—aktiflestirici ve E2
ubikitin—konjuge edici enzimlerinin ifade seviyelerinde artisa neden olurken, E3
ubikitin—protein ligaz RGLGI1 enziminin ifadesini azaltmistir. Bununla birlikte, Cd’a
gdre TU+Cd uygulamasi E3 ubikitin—protein ligaz RGLG1 enziminin ifadesini kontrol
seviyesine getirmistir. Okaryotik hiicrelerde 26S proteazomun, ubikitin ile isaretlenmis
proteinlerini  kiiclik peptitlere sindiren biiyiik bir proteolitik kompleks oldugu
bildirilmistir (Collins ve Goldberg 2017). Mevcut arastirmada, 26S proteazom ATPaz
dis1 diizenleyici alt birimlerinin yani sira proteazom alt birimi alfa ve beta proteinlerinin
ifade seviyelerinin Cd ve TU+Cd uygulamalarinda artan yonde diizenlendigi
belirlenmistir. Sonug olarak, Cd stresine cevapta yer alan bu DEP'ler, misir fidelerinde

yanlis katlanmis proteinlerin uzaklagtirilmasina yardimei oldugu sdylenebilir.
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Kadmiyum stresinin bitkilerde sinyalleme yolaklarini aktive etti§i ve bu sinyallerin
bitkilerde toksik metallere karsi savunma mekanizmasinin harekete gecirilmesi igin
gerekli oldugu bildirilmistir (Li vd. 2023). Bitki gelisimi sirasinda gen ifadesini
koordine eden ve bitkinin Cd ve diger agir metal sinyallerine yanit vermesini saglayan
bir dizi i¢ sinyal bulunmaktadir (Chmielowska—Bak vd. 2014). Mevcut proteomik
analizler, sinyal iletiminde rol oynayan 14-3-3 benzeri proteinleri, anneksin ve
mitojenle aktive olan protein kinaz (MAPK) proteinlerinin Cd ve TU+Cd
uygulamalarinda artan yonde diizenlendigini géstermistir. Benzer olarak, MAPK gibi
bir dizi sinyal molekiilii ile etkilesen 14—3—3 protein grubu, hiicrenin ¢esitli yolaklariyla
iliskili yaygin ve ¢ok islevli diizenleyiciler igermektedir (Ormancey vd. 2017). Onceki
calismalar, 14—-3—3 proteinlerinin yiiksek bitkilerde cesitli proteinlerin aktivitesini
diizenleyerek stres cevaplarinda ve sinyal iletiminde onemli roller oynadigini
gdstermistir (Chen vd. 2015, Zhang vd. 2022). Ayrica, H'—ATPaz’lar ile 14-3-3
proteinleri arasindaki etkilesimlerin bitkinin agir metal toleransini etkiledigi
gosterilmistir (Xie vd. 2017, Szuba vd. 2020). MAPK basamaklar1 6karyotlarda sinyal
iletiminin evrensel modiilleridir ve biyotik ve abiyotik stres tepkilerinde dnemli bir rol
oynarlar (Ichimura vd. 2002). Hidrojen peroksit gibi ROT’larin MAPK kaskadlarini
aktive ettigi iyi bilinmektedir (Asai vd. 2008). MAPK yolunun Cd kaynaklt ROT'lar ile
aktive edildigi rapor edilmistir (Chen vd. 2008). Anneksin proteinlerinin endomembran
ve plazma membraninda Ca®*—gecirgen bir kanal olarak gérev yaptigi bilinmektedir
(Kurusu vd. 2015). Wu vd. (2022), bitki anneksin proteinlerinin abiyotik strese karsi
olumlu yanit verdigini belirtmistir. Sonu¢ olarak sinyal iletim yolaginda fonksiyon
goren bu proteinlerin Cd stresi altinda musir fidelerinde sinyalleme, transkripsiyon
aktivasyonu ve savunmada yer alan hedef proteinleri diizenlemek de dahil olmak iizere

cesitli stres yanitlarini diizenlemede rolii olabilir.

Arastirmamizda, Cd toksisitesi fide biiyiimesini ve klorofil igerigini ciddi sekilde
azaltmis buna karsin TU uygulamasi bu azalmalar1 nemli dl¢iide hafifletmistir. Ayrica
TU’niin giiclii bir antioksidan gibi davrandigin1 ve ROT'larin dogrudan veya dolayli
detoksifikasyonu yoluyla Cd'un neden oldugu oksidatif strese karsi hiicresel koruma

sagladigim1 da gostermistir. Ayrica mevcut aragtirmada, misir fidelerinde Cd stresi
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kosullarinda TU uygulamasinin Cd toksisitesinin hafifletilmesine iliskin proteom
profilleri ortaya cikarilmigtir. Etiketsiz nLC—MS/MS yaklasimi kullanilarak, %1 FDR
ile toplam 3215 proteininin ifade seviyesi giivenli bir sekilde degerlendirilmistir.
Ayrica, Cd ve/veya TU+Cd uygulanmis musir fidelerinde tanimlanan 1573 proteinin
bollugu &nemli degisiklikler gostermistir. Kontrole gore Cd veya TU+Cd
uygulamasinda DEP’lerin 1237 proteinin artan yonde ve 336 proteinin azalan yonde
diizenlendigi belirlenmistir. GO ve KEGG yolak analizleri ile tanimlanan proteinlerin
enerji ve karbohidrat metabolizmasi, CO, asimilasyonu ve fotosentezi, sinyal iletimi ve
protein metabolizmasi ve antioksidan savunmasi dahil olmak tizere gesitli biyolojik
stireclerde yer aldigi ortaya konulmustur. Sonug¢ olarak, misir fidelerinde proteomik
analizlerle tespit edilen DEP’lerin TU tesvikli Cd toleransinda énemli rolleri oldugu

ileri surtlebilir.
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