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OZET

Farkl siire ve konsantrasyonlarda kadmiyum agir metaline maruz birakilmis kabak
(Cucurbita pepo) bitkisinde antioksidan stres enzimi genlerinin mRNA ifade
seviyelerinin incelenmesi
Biyotik ve abiyotik stres faktorleri sonucu meydana gelen oksidatif stres, hiicresel hasarin en
onemli sebeplerinin basinda gelmektedir. Sessil yapilart nedeni ile bitkiler cesitli ¢evresel
streslere uyum saglamak i¢in diizenleyici mekanizmalar gelistirmistir. Oksidatif stresin baslica
sonuclarindan biri H20, tiretimi de dahil olmak iizere reaktif oksijen tiirlerinin hiicresel
konsantrasyonundaki  artistir.  Ayrica H2O», bitkilerde solunum ve fotosentez
metabolizmalarinin yan iiriinii olarak tretilir. H2O2, hiicrelerdeki ikili rolii nedeniyle ¢ok
yonlii bir molekiil gorevi goriir. Sinyal iletim aglarinda ikincil bir haberci olarak hareket ettigi
tespit edilmistir. Bu ¢alismada farkli siire ve konsantrasyonlarda Cd agir metaline maruz
birakilan kabak( Cucurbita pepo) bitkisinde stres alakali genlerde meydana gelen ekspresyon
seviyelerindeki degisim ve H>Oz ile iliskisi incelenmistir. Caligma sonucunda H>O>’nin kabak
bitkisi kokiindeki hiicrelerde belli bir konsantrayona kadar ekpresyonlar1 yukari yonli

diizenler iken belli konsantrasyondan sonra agagi yonli diizenledigi tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Oksidatif sinyalizasyon, Reaktif oksijen tiirleri, Gen ekspresyonu

ABSTRACT
Investigation of MRNA expression levels of antioxidative stress enzyme genes in
pumpkin (Cucurbita pepo) exposed to cadmium heavy metal at different time and

concentrations

Oxidative stress caused by biotic and abiotic stress factors is the most important cause of
cellular damage. Due to their sessile structures, plants have developed regulatory mechanisms
to adapt to various environmental stresses. One of the major consequences of oxidative stress
is the increase in the cellular concentration of reactive oxygen species, including H>O>
production. In addition, H2O> is produced as a by-product of respiratory and photosynthetic
metabolisms in plants. H.O> acts as a multifaceted molecule because of its dual role in cells. It
has been found to act as a secondary messenger in signal transmission networks. In this study,
the changes in expression levels of stress-related genes and their relationship with H2O> in

pumpkin (Cucurbita pepo) plant exposed to Cd heavy metal at different durations and



concentrations were investigated. As a result of this study, while the cells in the roots of

H20>'s pumpkin regulate expressions upwards up to a certain concentration, they regulate it
downwards after a certain concentration.

Keywords: Oxidative signaling, Reactive oxygen species, Gene expression



1. Giris

Reaktif oksijen tiirleri (ROT) solunum ve fotosentez gibi gesitli metabolik yollarin yan
irlinleri olarak tretilmektedir. Biitiin aerobik organizmalar solunum sirasinda son elektron
alicis1 olarak oksijen molekiiliinii kullandiklari i¢in bazi durumlarda elektron alis verisinde
diizensizlikler meydana gelir ve durum bu da singlet oksijen (*Oy), siiperoksit radikal (O™2),
hidrojen peroksit (H202) gibi ¢ok reaktif ve bu nedenle toksik ara maddelerin olusumuna
neden olur. Yiiksek reaktif Ozellikte olan ROT c¢esitleri, bulunduklar1 ortamda hiicre
membranlarina ve hiicresel bilesenlere ciddi zararlar verebilmektedir. Bunun yani sira ROT,
DNA, karbonhidratlar, proteinler ve lipitlere karsi yiiksek ilgi ile baglanabilme ve oldukg¢a
yikici sonuglara sebep olabilmektedir (Zimmermann et al. 2006). Bu 6zelliklerinde dolay1
hiicresel ROT konsantrasyonu enzimatik ve enzimatik olmayan detoksifikasyon
mekanizmalar ile kararli bir dengede tutulmaya calisilmaktadir (Ahmad 2014). Olumsuz
cevre faktorlerine bagli olarak bu dengenin bozulmasi “oksidatif patlama” ad1 verilen hiicre ici
ROT seviyelerinin hizli artis1 olarak tanimlanan fenomene neden olur. Bu stresin olasi
etkilerini azaltmak i¢in ROT’un bitki sisteminde uzaklastirilmasi hayati dnem kazanmaktadir
(Azarabadi et al. 2017).

Bununla birlikte bitkideki s6z konusu oksidatif denge; sicaklik, agir metal iyonlari, soguk,
tuzluluk, kuraklik, 151k gibi bircok farkli abiyotik ¢evresel faktor tarafindan bozulabilir (Boyer
1982).

Bununla birlikte, bitkilerdeki ROT konsantrasyonun dengelenmesi, Superoxide dismutaz
(SOD), glutatyon peroksidaz (GPX), askorbat peroksidaz (APX), glutatyon peroksidaz (GPX),
glutatyon S-transferazlar (GST'ler), glutatyon rediiktaz gibi enzimler ve askorbat, glutatyon
(GSH), a-tokoferol ve flavonoidler gibi enzimatik olmayan bilesikler tarafindan kontrol edilir
(Khan et al. 2017).

Son zamanlarda yapilan calismalar, farkli stres kosullarinda, bitkilerin ¢esitli fizyolojik ve
hiicresel degisiklikleri i¢eren ¢ok karmasik bir sekilde tepki verdigini ortaya koymaktadir.
Stres tepkisi ile miicadele etmek i¢in, bitkiler hormonal diizenlemelerden tiiretilmis c¢esitli
sinyal mekanizmalarimi kullanirlar. Bununla birlikte, ¢esitli arastirmalar bitkilerin gelismeyi
ve cesitli fizyolojik tepkileri diizenlemek i¢cin ROT'u sinyal molekiilleri olarak kullandigini
gostermektedir. Bilim adamlari, ROT firetimine ve bitki biiylimesinin ve stres toleransinin
diizenlenmesinde ¢esitli hormonal sinyal yolu ile entegrasyonuna odaklanmiglardir
(Vanderauwera et al. 2009).

H20- ve sinyalizasyon rolii arasindaki baglantiy1 arastiran onciil caligmalar, H2O2’nin oksidatif
metabolizmanin 6nemli bir pargasi oldugu, bitki hiicre duvarmin giiclenmesi, xylem
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farklilagsmasi ve stoma kontroliinde hiicre duvarmin gevsemesi gibi bitki gelismesi biiyiimesi
icin esansiyel olan olaylarda sinyal yolaklarinda goérev aldiklarimi bildirmislerdir (Dempsey
and Klessig 1994)

Cok yonlii bir molekiil olan H202, normal seviyelerde 6nemli bir sinyal gorevi goriir, oysa
abiyotik veya biyotik stres kosullarinda konsantrasyonunun artmasi oksidatif strese neden
olmaktadir. Molekiiler yapisinin kiigiik olmasi ve membranlar arasinda kolaylikla diffiize
olabilmesi, diger ROT’lara nispeten daha uzun yarilanma Omriine sahip olmasi, essiz bir
stabiliteye sahip olmasi, daha az reaktiviteye sahip olmasi ve sinyal iletim yollarinda merkezi
bir oyuncu gibi davranmasi H2O; yi diger ROT molekiilleri arasinda bir adim 6ne ¢ikarmistir
(Cuypers et al. 2016).

Bitkilerde, H202 toksik olmayan seviyedeki konsantrasyonlarda anahtar bir faktor olarak
calisir. Bir sinyal molekiilii olarak, ¢esitli yollara karisarak biyotik ve abiyotik strese tolerans
gosterir (Baxter et al. 2014; Kar 2018). H>O, bir abiyotik stresoriin lokal etkisini sistemik
dokulara ileterek bitkilerde genel bir hazirlama sinyali olarak islev gérmektedir (Karpinski et
al. 1999). Abiyotik strese cevap olarak H20- tarafindan tetiklenmis olan sinyaller ile aktive
edilen cevaplarin mekanizmasi, sistemik kazanilmis adaptasyon (SAA) olarak ifade edilir ve
bu adaptasyon H202 molekiilii sayesinde gergeklestirilir (Suzuki et al. 2013).

Son yillarda yapilan bir ¢alismada agir metal stresine maruz birakilmig nohut bitkisindeki
stresten sorumlu genler ile H2O; arasinda bir iliski oldugunu ortaya konulmus ve H2O2’nin
belli bir siire ve konsantrasyona kadar stres sorumlu genlerin ekspresyonunu arttirdigi, ancak
belli bir konsantrasyondan sonra azalmaya neden oldugu rapor edilmistir (Kar 2018). Yine
benzer sekilde Tombuloglu ve ark (2012); Boron stresine maruz biraktigi domates bitkisinde,
maruziyetin uzamasina bagli olarak gen ekspresyonlarinda azalma oldugunu bildirmislerdir
(Tombuloglu et al. 2012).

Bitkilerin hiicresel H202 miktarini ayarlamak i¢in kullandiklari ince ve hassas mekanizmalarin
anlasilmas1 ve iligkili sinyal yolaklar1 gelecekte tarimi iyilestirmenin anahtar1 olabilir. Bitki
hiicrelerine potansiyel olarak zarar vermesine ragmen, ROT oksidatif sinyalizasyon, sistemik
kazanilmis aklimasyon ve hormonlarla isbirligi i¢cinde sistemik kazanilmis direng saglayan
yararli haberciler olarak diisiiniilmektedir. Son yillarda yapilan bilimsel arastirmalara ragmen,
ROT’larin hiicresel mekanizmalari tam olarak agiklanamamustir (Hossain et al. 2015).

Bu ¢alismanin amaci temel olarak hiicresel H2O2 nin stresden sorumlu genlerin ekspresyon
diizeylerine olan etkisini ortaya koymaktir. Bu baglamda kabak bitkisi koklerinde farkli siire
ve konsartastyonlarda oldukga toksik olan ve bitkilerde geri doniisiimsiiz hasarlara yol agan

kadmiyum (Cd) agir metaline maruz birakilmigtir. MDA akiimiilasyonu ve hiicresel H20-



igerigi hesaplanmistir. Ayrica stres alakali genlerin ekspresyon seviyelerinde meydana gelen

degisim hesaplanmis ve hiicresel H20: ile iliskisi agiklanmaya ¢alisilmistir.

2.  Materyal-Metod

2.1. Bitki materyali ve yetistirme kosullar:

Cucurbita pepo tohumlart 25 derece nemli perlit iginde kokleri ve ilk yapraklari ¢ikana kadar
¢imlendirme islemine tabi tutulmustur. Daha sonra igerisinde 40 ml Sigma Hoagland’s No. 2
Basal Salt Mixture ¢ozeltisi bulunan 400 ml beherler i¢cinde hidroponik ortamda kdoklerin
uzamasi saglanmistir. Kok uzunluklar1 10-15 cm (14 giin) olduktan sonra beherlere
konsantrasyonlar sirasiyla 50, 100 ve 200 uM olacak sekilde CdCl. eklenmistir. 12, 24 ve 48
saatlik siireler ile Cd’ya maruz birakilmistir. Yetistirme ¢emberinde 1s1k/karanlik fotoperyodu
16:8 olarak ayarlanmis. Biitiin uygulamalar 3’er tekrar olarak yapilmaistir.

2.2. Lipit Peroksidasyonunun Belirlenmesi (MDA Analizi)

Bitkide stres etkisini gostermek ve gen ifadesi diizeyleriyle karsilastirmak amaciyla
malondialdehit (MDA) analizi ile lipit peroksidasyonu belirlenmistir (Hodges et al. 1999).
Malondialdehit (MDA) Analizi

1- 100 mg yaprak drnegi %80’lik 1 ml alkol ile homojenize edilir. 3000 g de +4 °C’de 10 dk
santrifiij edilir.

2- Santrifiij sonrasi elde edilen siipernatant ikiye boliiniir;

a) 1 hacim alinir + 1 hacim %20’lik TCA (trichloroaceticacid) + 1 hacim %0,01’lik BHT
(butylated hydroxytoluene) eklenir. (-TBA)

b). 1 hacim alinir + 1 hacim %0,65 TBA (2-thiobarbituric acid) igeren %20’lik TCA + 1
hacim %0,01’lik BHT eklenir. (+TBA)

3- a ve b seklinde ayrilmis ve yukaridaki sekilde hazirlanmis olan tiipler 95 °C’de 25 dk
inkiibasyon sonrasi ani bir sekilde sogutma amaciyla buza alinir.

4- Soguyan 6rnek 3000 g’de 10 dk santrifiij edilir ve slipernatant alinir.

5- Birinci asamada 532-600 nm’de, ikinci asamada ise 532-600-440 nm’de Ol¢iiliir.
Spektrofotometrede okunan degerler ile ylizde MDA seviyelerinin hesaplanmasinda agagidaki
formiiller kullanilmistir.

ABS=Absorbans

MDA=Malondialdehit

1- ((ABS 532+TBA)-(ABS 600+TBA)-(ABS 532-TBA)-(ABS 600-TBA)= A

2- ((ABS 440+TBA)-(ABS 600+TBA)x0,0971=B

3- nmol MDA/mI= (A-B/157000)x10°



2.3.  H202konsantrasyonun belirlenmesi

Hiicresel H2O> determinasyonu i¢in Junglee ve ark. Kullandiklar1 yontem modifiye edilerek
kullanilmistir (Junglee et al. 2014). Kok dokulart (500 mg) %0.1 (w/v) lik 5 ml trichloracetic
acid (TAC) ile +4 derecede homojenize edilmis ve 12.000 rpm de 15 dakika santrifiij
edilmistir. Ayr1 bir tiipe slipernetandan 0.5 ml alinmis lizerine 0.5 ml 10 mM potassium
phosphate buffer (pH 7.0) eklenmis daha sora 1 M potassium idodide (Iml) eklenmistir.
Absorbans 280 nm de quartz kiivet ile Olclilmiis ve Juglee ve ark.’in gradual H2O>
konsantrasyonlar1 kullanarak hesapladiklar1 standart egri denklemine gore hiicredeki H2O>
konsantrasyonu tespit edilmistir (Junglee et al. 2014).

2.4.  RNA izolasyonu ve cDNA sentezi

Total RNA izolasyonu Thermo GeneJET Plant RNA Purification Kit kullanilarak {ireticinin
kullanim klavuzundaki yonergelerine gore yapildi. Donovix marka mikro hacim
spektrofotometresi kullanilarak 260/280 ve 230/260 nanometredeki absorbans degerleri
Olciilerek RNA yogunluklar tespit edildi ve cDNA sentezinde kullanildi. First strand cDNA
sentezi icin ise RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit kullanildi.

2.5. Kantitatif gercek zamanh PCR analizi

Gercek zamanli real time analizi Bioneer Exicycler Tm 96 fast cihazi kullanilarak
gerceklestirildi. Real time amplifikasyonu icin AccuPower® DualStar™ qPCR PreMix
kullanildi. Bu premixin hazirlanmasi i¢in 1 pl forward primer, 1pul reverse primer, 5 ul cDNA
ve 13 pl DEPC-water eklenerek son hacim 20 pl olarak ayarlanmigstir. Kontrol primer olarak

house-keeping gen actin kullanilmistir. Primer dizileri Tablo 1°de verilmistir.



Tablo 1. Kabak bitkisi i¢in kullanilan primerlerin baz dizisi {irin boylar1 ve gen bank kodlar1

Gen Primer ¢ifti Sequence (5° —3°) PRC Gene Bank kodu
uriin
boyu
Metallothionein | MT F GAGTGGGAAGGGGTAAGTGC | 105 XM_023657362.
MT R ACCAACCCAATACCACACCG 1
Superoxide Cu-ZnSOD F | TCGCCATGCTGGTGTTT 102 MG014229.1
dismutase Cu- | Cu-ZnSOD R | ATGGAGATAGGTCCAGATAGA
ZnSOD GG
Catalase CatF GTCACCCATGAGATCCGCA 161 D55645
CatR CCAAGAGACCTATCCGCCTG
Ascorbat APX F TAGGCTCTTGGAGCCCATCA 179 KF954415.1
peroxidase APX1R AACCCTTGGTAGCATCAGGC
Actin-11 Actin F CCTCTCAATCCCAAAGCTAAC |91 HM594170
ActinR AG
CTGTTGGCTGTTCTGCTATCT

2.6. Istatistiksel Analiz

Gergek zamanli kantitatif PCR sonuglar1 analizinde hedef genin kac kat eksprese oldgunu
tespit etmek igin Livak ve Schmittgen’in 2"2A¢T formiilii kullanilmistir (Livak and Schmittgen
2001). Ayrica gruplar arasinda farkin tespiti i¢in tek yonlii varyans analizi ve post-hoc
(Duncan) testi uygulanmigtir. Biitlin istatistiksel hesaplamalar SPSS 22 paket program ile

yapilmistir.
3. Bulgular

3.1.  Lipit perokisidasyon (MDA)

MDA birikimine bakildig1 zaman istatistiksel olarak en yiiksek MDA akiimiilasyonu 48 saat
200 uM uygulamada meydana gelmistir. En diisik MDA akiimiilasyonu beklendigi gibi
kontrol grubunda meydana gelirken, 12 ve 24 saatlik 50 um lik uygulama ile kontrol grubu
arasinda istatistiksel bir fark bulunamamistir (Fig. 1A) (p<0.05).

3.2.  H20:2 konsantrasyonu

Hiicresel H202 birikimi, Cd konsantrasyonlar1 acisindan bakildiginda, ayni uygulama
konsantrasyonu i¢indeki farkl siirelerde iiretilen H20O2 miktar1 istatistiksel olarak birbirinden
farklidir. Ancak, uygulama siireleri acisindan bakildiginda, konsantrasyonlar arasinda belirgin
bir fark tespit edilememistir. Istatistiksel olarak en yiiksek H202 birikimine 48 saatlik 50,100
ve 200 pm Cd uygulamasinda tespit edilmistir ve bu 3 uygulama konsantrayonu arasinda

istatistiksel olarak bir fark tespit edilememistir.
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3.3.  Antioksidan stres ile iligkili genlerin ifade diizeylerinin incelenmesi

Antioksidan sistem elemanlar1 olan MT ekspresyonu en yiiksek 48 saat 50 uM uygulamada
meydana gelmis daha sonraki uygulamalarda ekspresyon seviyesinde azalma egilimi
goriilmiistiir. Istastistiksel olarak bakildiginda 48 saatlik 50 uM ve 12 saatlik 50uM arasinda
bir fark bulunamamuistir. (Fig 2A)(p<0.05)

Cu-Zn/SOD ekspresyonlarina bakildigi zaman en yiiksek ekspresyon seviyesine 12 saat S0uM
konsantrasyonda rastlanirken daha sonraki uygulama konsantrasyonlar1 ve siirelerinde
ekpsresyon seviyesinde her ne kadar kontrol grubundan yiiksek ekprese edilmis olsada kendi

i¢cinde istatiksel olarak anlamli bir tespit edilmemistir. (Fig 2 B) (p<0.05).
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APX

APX ekspresyonlarinda meydana gelen degisime bakildiginda ise en yiiksek ekspresyon
seviyesine 12 saatlik 200 uM uygulamasinda rastlanmigtir. Daha sonra artan maruziyet
siiresine bagli olarak ekspresyon seviyesinde azalma meydana gelmistir. Ancak séz konusu
azalma MT ve Cu/Zn SOD ekspresyon seviyelerindeki kadar belirgin bir sekilde
gerceklesmemistir (Fig 2C) P<0.05).

CAT enziminde en yiiksek ekspresyon seviyesine S0uM 12 saat uygulamasinda rastlanmistir.
Ancak diger uygulama siire ve konsantrasyonlarinda kontrole gore oldukca yiiksek bir
ekpresyon seviyesi gozlemlenmistir. Her ne kadar ekpsreyon seviyesinde bir azalma egilimi
gosterilmis olsa da CAT ekspresyonu biitiin konsantrasyonlarda devam etmistir (Fig
2D)(p<0.05).
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4. Tartisma

Metalotiyoninler (MT’ler) hiicrelerdeki ana gecis metal iyonu baglayict proteinlerdir (Hassinen et al.
2011) Ayrica, MT’lerin hem metal saperonlama hem de ROT siiplirme gorevinde iglev gordiigii 6ne
striilmiigtir (Wang et al. 2010). Tamas ve arkadaglarinin arpa bitkisi koklerinde Cd etkisini
aragtirdiklar1 ¢aligmasinda; bitki koklerinde Cd konsantrasyonu artttkga MT ifade seviyesinin de
arttigl tespit edilmistir (Tamas et al. 2008). Jain ve arkadaslari, selenyum maruziyetindeki seker
kamis1 bitkisi ile yaptiklari ¢aligmada, MT geninin tiim konsantrasyonlarda kontrole gore yiiksek
seviyede eksprese edildigini tespit etmislerdir. Ancak MT ekspresyon seviyesinin belli bir
konsantrasyona kadar arttigini, belli bir konsantrasyondan sonra ise azaldigini tespit etmislerdir (Jain
et al. 2015). Tombuloglu ve arkadaglarmin domates bitkisinde bor elementinin etkisi iizerine
yaptiklart ¢alismada, bitkinin kok ve siirgiin kisimlarinda MT gen ifade seviyesinin belli bir
konsantrasyona kadar arttigini, belli bir konsantrasyondan sonra ise azaldigini tespit
etmislerdir(Tombuloglu et al. 2012). Souguir ve arkadaslari, bakla (Vicia faba) bitkisinde farkli siire
ve konsantrasyonlarda Cd maruziyeti sonucu stres alakali bazi genlerin mRNA birikimi {izerine
calismiglardir. Sonugta, 12 saatlik siire sonunda MT gen ifadesinde artis fakat siire uzadiginda ise
azalig tespit etmislerdir(Souguir et al. 2013).

Bizim caligmamizda da; MT ifadesi tim uygulama siire ve konsantrasyonlarinda kontrol
grubuna gore daha yiiksek seviyede tespit edilmistir. Fakat, MT2 ifade seviyesi 50 pM Cd
uygulamasina kadar artmis, daha sonra ise azalma trendine girmistir. Yapmis oldugumuz
calismanin sonuglart da, MT geni ile ilgili yapilmis olan c¢aligsmalarin sonuglariyla paralellik
gostermektedir.

Cu-Zn/SOD enzimi hiicrede ¢ekirdek ve sitoplazmada bulunmaktadir ve hiicreyi ROT un zararl
etkilerinden korumada, savunmanin ilk basamaginda yer almaktadir. SOD ifade diizeyi, daha once
yapilan ¢alismalarda belirtildigi gibi abiyotik stres kosullar1 altinda artmaktadir. SOD ifade diizeyinin
artmasi, hiicrede O radikalinin biriktiginin ve H2O, miktarinin da arttiginin bir kanit1 sayilmaktadir.
Bu durum SOD enziminin fazla miktardaki O radikalini uzaklastirarak stres durumunda bitkinin
direncini arttirdigin1 gostermektedir (Liochev and Fridovich 2007). Faralli ve arkadaslarinin 1s1 soku
ve tuzluluk stresinin arpa bitkisinin gelisimi {lizerine etkilerini arasttirdiklar1 bir calismada, Cu/Zn-
SOD ifade diizeyinin stres etmenlerine bagli olarak arttigi tespit edilmistir [82]. Dixit ve
arkadaglarinin bezelye bitkisine Cd uyguladigi bir ¢aligmasinda; bitki yapraklarindaki SOD ifade
diizeyinin tim Cd uygulamalarinda belli bir siireye kadar arttigmi, belli bir siireden sonra ise
azaldigin1 saptamuglardir (Dixit et al. 2001). Dai ve arkadaslari, kanola bitkisine farkli
konsantrasyonlarda tuz stresi uygulamislardir. Calisma sonucunda SOD ifade seviyesinin 200 mmol
L konsantrasyona kadar arttigini, 250 ve 300 mmol L konsantrasyonlarda ise azaldigii tespit

etmiglerdir (Dai et al. 2009). Tuz stresi altinda piring bitkileri ile ¢aligmig olan Rossatto ve
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arkadaslar1; SOD ekspresyonunun 15 giinliik maruziyete kadar kontrole gore arttigini fakat 20 giinliik
maruziyetten sonra azaldigini tespit etmislerdir (Rossatto et al. 2017). Literatiirdeki ¢aligsmalara
benzer olarak ¢alismamizda da, SOD ifade diizeyi 50 pM Cd uygulamasina kadar artmig ve bununla
birlikte 12. saat 50 uM Cd uygulamasinda en yiiksek seviyeye ulasmis fakat konsantrasyon miktari
arttikca tiim uygulama siirelerinde SOD ifade diizeyinde azalma gergeklesmistir. Uzayan maruziyet
sonucunda tespit edilen ekspresyon diizeyleri her ne kadar kontrole gore yiliksek diizeyde eksprese
edilmis olsa da kendi arasindaki ekspresyon diizeylerinde istatistiksel bir fark tespit edilememistir. Bu
durum bitkinin stres ile karsilastig1 ilk zamanlarda savunma mekanizmasinin devreye girisi ile ifadede
dereceli bir artis oldugunu, bitkinin stresi tolere edemedigi seviyeye gelindiginde ise ifadede azalis
oldugunu gostermektedir.

Rout ve Sahoo, Withania somnifera bitkisine degisik oranlarda Cu stresi uygulamislardir.
Calisma sonucunda, bitkinin yaprak dokularinda belirlenen CAT ekspresyonunun 50 uM Cu
uygulamasina kadar arttigin1 fakat 100 ve 200 puM Cu uygulamalarinda azaldigini tespit
etmiglerdir (Rout and Sahoo 2013). Cantarello ve arkadaslari, ¢alismalarinda CAT ifade
seviyesinin 48 saatlik stres uygulamasinda arttifini, 56 ve 72 saatlik siirelerde ise azaldigin
tespit etmislerdir (Cantarello et al. 2005). Kar, nohut bitkisine degisen siire ve
konsantrasyonlarda Cd uygulamistir. Calisgma sonucunda, CAT geninin 24 saatlik uygulama
sonucunda yiliksek seviyede eksprese edildigini, 48 saatlik uygulama sonucunda ise
ekspresyon seviyesinde diger antiokssidan iligkili gen ekspresyonarina meydana gelen
azalmaya oranla belirgin bir azalma olmadigin1 ve eksprese edilmeye devam edildigini
bulmustur (Kar 2018). Ayrica, Rossatto ve arkadaslarinin, piring bitkilerine tuz stresi
uyguladigi calismada, CAT ekspresyonu tiim uygulama siirelerinde kontrole gore yiliksek
seviyede tespit edilmis ve uygulama siiresi uzadikg¢a ekspresyon seviyesinin de artig gosterdigi
belirtilmistir (Rossatto et al. 2017). Souguir ve arkadaslarinin ¢alismasinda da, Cd uygulanan
piring fidelerinde, artan konsantrasyona ve uzayan siireye bagli olarak CAT ifade seviyesinin
arttig1 tespit edilmistir (Souguir et al. 2013). Luna ve arkadaslart yaptklar1 calismalarinda
artan H202 miktar1 CAT enziminin sinirlanmasinda esansiyel bir elemement oldugunu
vurgulamiglardir(Luna et al. 2005). Bu c¢alismanin aksine bizim bulgularimizda CAT
ekspresyonu artan H202 konsantrasyonlarindan etkilenmemis ve eksprese edilmeye devam
etmistir.

Luo ve ark. perennial ryegrass bitkisini farkli siire ve konsantrasyonda Cd agir metaline maruz
birakmislar ilk 24 saatlik Cd uygulamasinda APX ekspresyonunun yukari dogru
diizenlendigini bulmuslardir. ancak uzayan konsantrasyonlara bagli olarak ekspresyon
seviyesinde diisiis oldugunu bildirmislerdir (Luo et al. 2011) Bir ¢ok farkli ¢alismada cesitli

agir metallere maruziyet sonucu bitkilerde APX transkiripsyonunun uyarildig bildirilmistir.
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Cuypers ve ark. Arabidopsis thaliana birkisinde Cu stresinin APX2 mRNA sinda artis
oldugunu tespit etmislerdir (Tony et al. 2010). APX gen ekpsresyonu kursunla muamale
edilen Lathyrus sativus L. bitkisinde de artis gostermistir (Brunet et al. 2009). Bizim
calisgmamizda literatiire paralel sekilde APX ekpsresyonu en yiiksek H202 akiimiilasyonu
olan konsantrasyonda oldukga belirgin bir diisiis sergilemistir.

Baxter ve arkadaglari, erken donemlerde ROT metabolizmasi iizerine yapilan arastirmalarin,
ROT'un potansiyel toksisitesine ve farkli ROT temizleme mekanizmalarina odaklanirken daha
yeni caligmalarin ROT'un sinyal molekiilleri olarak oynadigi role odaklandigini
belirtmislerdir. Son yillarda yapilan arastirmalarda, reaktif oksijen tiirlerinin tahmin edilenden
daha az zararli oldugu vurgulanmistir (Del Rio 2015; Farnese et al. 2016; Gupta et al. 2016).
Choudhury ve arkadaslari, ROT un bazi genlerin ekspresyonunu etkiledigini ve ROT un
streslerin diizenlenmesinde bir biyolojik sinyal olarak hareket ettigini ifade etmislerdir.
Bitkilerde birincil ROT olarak kabul edilen O~ and H202’nin bitkinin biiyiime ve
gelismesinde ¢esitli fonksiyonlar1 diizenleyen ikincil haberciler olarak gorev gordiiklerini
vurgulamislardir (Choudhury et al. 2017). Apel ve Hirt, sinyal iletiminin, (1)ROT
sensorlerinin aktif hale gelerek, (2) sinyal yollar1 bilesenlerinin dogrudan ROT tarafindan
oksitlenerek (3) ROT’un, transkripsiyon faktorlerinin aktivitesini degistirerek 3 farkli sekilde
gen ekspresyonunu etkileyebilecegini belirtmislerdir (Apel and Hirt 2004). Gill ve Tuteja
yapmis olduklar1 ¢aligmalarinda, H2O2’lerin uzun Omiirlii olmasi ve membranlar arasi
gecirgenliginin yiiksek olmasi nedeniyle, ROT araciligiyla iiretilen sinyaller i¢in, ROT'un
ikincil bir haberci olarak kabul edilmeye baglandigini belirtmislerdir. Ayrica, ROT un ¢ok
cesitli fizyolojik islemlerde kilit bir diizenleyici olarak gorev gordiigiinii ifade etmislerdir (Gill
and Tuteja 2010). Laloi ve arkadaslari, biyotik ve abiyotik stresler tarafindan tetiklenen H20>
konsantrasyonundaki artislarin genellikle farkli mekanizmalara dayandirildigini ve H2O2’nin
bir sinyal gorevi gordigiinii vurgulamiglardir (Laloi et al. 2004). Kar, nohut bitki koklerini
Cd’ye maruz birakmig, antioksidan gen ekspresyonlarmin H20; ile iligkili oldugunu
belirtmistir. Belli bir diizeyde H202 miktarinin, genlerin yiiksek seviyede eksprese edilmesini
saglarken artan H>O, konsantrasyonuna bagli olarak gen ekspresyon seviyelerinde ciddi bir

diisiis oldugunu vurgulamistir (Kar 2018).

5. Sonug¢
Son yillarda bilim adamlarinin hidrojen peroksitin bir sinyal molekiilii olarak roliinii
belirlemesi amaci ile yapmis oldugu calismalar, H2O2'nin bitkilerde sinyal iletim aglarindaki
konumunu belirleyerek, hem dis biyotik ile hem de abiyotik uyaranlar arasindaki iletisim ve
gelisimsel olarak diizenlenmis islemlerin kontrolii i¢in gerekli oldugunu gostermistir. Bu
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calismada H2O2-nin sinyalizasyon etkisi ile ilgili literatiire katkida bulunmaya calisilmistir.
Calismamizin bulgular1 daha sonraki “oksidatif sinyalizasyon” bagligi ile yapilacak

caligmalara katki saglayabilecegi diisiiniilmektedir.
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EKLER

Tablo 1. Mali Bilan¢o ve Ac¢iklamalar:

Makine

Sarf

Hizmet

Techizat Malzemesi Al TO_FIJ_IE m,

Onaylanan 2870,00 21192,50 5850 29912
Kullanilan 2.870,00 20550,85 4572,30 27692,65
Kalan 0 941,65 1277,70 2219,35
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