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RAPOR FORMATI

Projenin Tiirkee Adi: Nikel-hiperakiimilator Bitkilerde Ubikitin Protein Yolagr Mekanizmasinn
Rolii

Projenin Ingilizce Adi: Role of Ubiquitin Proteasome Pathway in Ni Hyperaccumulating Plants
Projenin Tiirkce Ozeti:

Yiiksek diizeyde Nikel (Ni) biriktirme yetenegine sahip hiperakiimiilatér bitkiler (NiH+) ¢ogu durumda
yiiksek Ni diizeylerine genetik olarak evrilerek adapte olduklan serpantin topraklarda geligirler. Tarim
ve Ni biriktirmeyen pek¢ok yabani bitki tiiriinde Ni oksidatif strese bagh olarak proteinlerin yanlig
katlanmasina neden olur. Proteozomlar bu yanhs katlannus proteinleri stres boyunca ortadan
kaldirmak suretiyle hiicresel homeostaz (hiicre i¢indeki normal sartlarin devamhiligl) kosullarimi
diizenlerler. Strese olan tolerans proteozomal proteoliz ile ilgili olmakla birlikte stres diizeyinin yiiksek
ve stirekli olmasi bitkideki proteozom fonksivonunu bozabilir. Ashinda laboratuvar ve sera denemelert
Ni’in proteozom aktivitesini engelledigini gdstermistir. Bu aragtirmada Tiirkiye Kosullarinda geligen Ni
hiperakiimiilatér Alyssum bitkilerinde Ni birikiminin proteozom aktivitesini degistirip-degistirmedigi
test edilmistir. Protezom aktivitesi hem [arkli diizeylerde Ni igeren Serpantin Topraklarda dogal olarak
oelisen Alyssum Bitkilerinde ve hem de iklim odasi kosullarinda farkli diizeylerde Ni igeren topraksiz
(hidroponik) deneysel kosullarda gelistirilen Alyssum bitkilerinde analiz edilmistir. Elde edilen bulgular
serpantin topraklarda dogal olarak gelisen bitkilerde proteozom aktivitesinin bitki Ni diizeyleri ile zayil
bir korelasyon i¢inde oldugunu baska bir ifade ile Ni hiperakiimiilator bitkilerde proteozom
fonksiyonunun yiiksek diizeyde Ni alimi ve birikiminden zarar gérmedigini géstermistir. Diger yandan
deneysel kosullarda farkli diizeylerde Ni uygulanan Alyssum bitkisinde ise artan diizeyde nikelin
proteozom aktivitesini azalttign goriilmistiir ki bu durum Ni hiperakiimiilatorii bitkilerin deneysel ve
dogal kosullarda farkli proteom aktiviteleri sergileyebilicegini gostermektedir. Elde edilen sonuglara
dayanarak proteozom aktivitesinin bitkide Ni toleransin1 ve hiperakiimlasyonunu destekleyip-
desteklemedigi tartisilmistir.

Projenin Ingilizce Ozeti:

Nickel hyper-accumulating plants are often endemic to serpentine soils where they have evolved
mechanisms to avert the toxicity of nickel uptake observed in most plants. In crops and other non-
hyper-accumulators, nickel can induce oxidative stress, which oxidizes and misfolds proteins.
Proteasomes maintain cellular homeostasis during stress by removing these damaged proteins.
Although stress tolerance is mediated by proteasomal proteolysis, severe and prolonged stress can
impair proteasome function in plants. In fact, both in planta and in vitro experiments demonstrate that
nickel inhibits proteasome activity. We tested whether or not proteasome activity is altered in nickel
hyper-accumulating Alyssum species in Turkey. This has been checked either in the plants naturally
growing in Serpentine soils in Central and Aegean Turkey or those in experimentally grown in
hydroponic conditions with increasing Ni concentrations. In plants growing in their natural habitat
(e.g. serpentine soil), levels of nickel were very weakly correlated with proteasome activity, suggesting
that proteasome function was not impaired in plants that accumulated the highest concentration ol
nickel. In contrast, nickel treatment decreased proteasome activity in Alyssum grown in a growth
chamber, highlighting the differences in proteasome activity in these plants in their natural habitat

versus controlled conditions. We discuss il maintained proteasome activity might underpin nickel
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tolerance and its hyper-accumulation in plants.
Amac¢ ve Kapsam

Cevrelerinde bulunan ayni ya da benzer toprak kosullarinda yetisen diger bitkilere kiyaslandiginda,
herhangi bir olumsuz etki olmaksizin adi gegen elementleri 100-1000 kat daha fazla biriktirebilen bu
siradis1 bitkiler “hiperakiimiilatér” olarak adlandirilmaktadir. Diinya {izerinde son derece sl bir
yayilima sahip ve Tiirkiye'nin de dahil oldugu birkag tilkede bulunan serpantin topraklar oldukea
zengin bir hiperakiimiilator bitki florasina sahiptir. Metal hiperakiimilatori bitkiler, fitoremidasyon
(su/toprak/sediment kaynaklarimin organik ve inorganik kirleticilerden metal biriktiren bitkiler
yetistirilmesi ile armdirilmasi) olarak bilinen bilim dahnmn gelismesiyle 2000°li yillarin bagindan
itibaren artan bir popiilarite kazanmigtir. Pekgok aragtirma yeni hiperakiimiilatér bitkilerin ve metal
biriktirme kapasitelerinin literatiire  kazandihrilmasi tizerine odaklanmigsken hiperakiimiilasyon
Gzelligini yoneten bitki-i¢i mekanizmalar hakkinda bildiklerimiz oldukga simirlidir. Hiperakiimiilator,
bitkilerin neden ve nasil metal biriktirdigi sorularimin cevaplanmasi, agir metallerce kirlenmig
topraklarin fitoremidasyonu ve metallerce zengin serpantin topraklardan fito-ekstraksiyon yaklagimi ile
metallerin ayristirilmasi gibi teknolojiler agisindan son derece énemlidir.

Yakin zamanda yapilan arastirmalar yiiksek diizeyde selenyum igeren stres kosullarinda bitki selenyum
toleransinin -~ selenyumdan zarar gérmiis proteinlerin Ubikitin Proteozom Yolu (UPY) adr verilen bir
fizyolojik mekanizma kullamlarak bitkiden uzaklastirilmasi ile olustugunu gostermistir. UPY okaryotik
hiicrelerde hasarli, yanlis katlanmis ve kisa-omiirlii proteinlerin ytkiminda 6nemli rol oynayan yiiksek
secicilige sahip ATP bagiml proteolitik bir yikim yoludur.

Diger yandan adi gegen fizyolojik mekanizmamn diger agir metallere dayamkli ve/veya metal
biriktiren hiperakiimiilatér bitkilerde de devreye girip-girmedigi heniiz bilinmemektedir. Diinyada
Glcepinde bu konuda yapiimis ¢ok az ¢aligma mevcutken genellikle serpantin toprak kosullarinda
yasam siiren hiperakiimiilator bitkilerin nikel biriktirme stirecinde aymi fizyolojik mekanizmayi
kullanip-kullanmadigina dair higbir bilgi mevcut degildir. Bu aragtirmanmm amac, Tiirkiye serpantin
toprak kosullarinda gelisen nikel hiperakiimiilasyonu bitkilerde UPY mekanizmasmmn nikel
direnci ve biriktirme kapasitesi ile iliskisini irdelemektir.

Arastirmanin dayandigi hipotez, Ni hiperakiimiilator bitkilerin (NiH+); Ni hiperakiimiilatorii
olmayan NiH(-) bitkilere kiyasla yiiksek UPY diizeyleri sergileyecegi veya NiH(-) bitkilerin diger
agir metaller icin ispatlanmis oldugu gibi zayif bir UPY mekanizmasina sahip olacag seklinde
lifade edilebilir. Bu hipotezi test etmek amaci ile Tiirkiye serpantin toprak kosullarinda yasam stiren
Brassicaceae familyasima ait NiH(+) bitkilerdeki UPY mekanizmasi, ayni familyada yer alan NiH(-)
tiirlerin UPY mekanizmasi ile kiyaslanmistir. Ayrica miimkiin oldugu Tiirkiye serpantin alanlarda
yasam siiren Brassicaceae familyasina ait Alyssum tiirti bitkilerin NiH(+) ve NiH(-) 6zelliklerinin bitki
UPY mekanizmasinin diizenlenmesine dayandi@s tahmin edilmektedir.

Yukarida ifade edilen 6nceki bilimsel bulgular, mevcut bilgi eksikligi ve hipoteze dayanarak Coastal
Carolina Universitesi Biyoloji Béliimii égretim tyesi Dog. Dr. Douglas Van Hoewyk ve Ankara
Universitesi Ogretim Uyeleri Dog. Dr. Oguz Can Turgay ve Dog. Dr. Ahmet Emre Yaprak tarafindan
hazirlanan proje onerisi A.B.D.-Tirkiye Kiiltirel Miibadele Komisyonu Fulbright’a sunulmug ve Dr,
Hoewyk 2015-2016 egitim/6gretim doneminde adi gegen Ogretim iyeleri ile birlikte Ankara
Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii Laboratuvarlari kosullarinda Prof. Dr. Ali Erglil gdzetiminde
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calismak tizere Fulbright destegine layik goriilmiis 1 Eyliil 2015 tarihinden itibaren 9 ay stire 1le
Ankara Universitesi kosullarinda bulunmugtur. Fulbright aragtirmacimin yolculuk ve Tirkiyede
bulundugu siire boyunca yasam masaraflarini karsilamakla birlikte arastirma destegi icermemektedir.
Arastirma igin gerekli biitlin ekipman ve cihazlar Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii ve Ziraat
FFakiiltesi Toprak Bilimi ve Bitki Besleme Boliimii kosullarinda bulunmaktadir. Diger yandan NiH(+)
ve NiH(-) bitkilerin toplanmasi, deneysel kosullarda gelistirilebilmesi, UPY ve nikel analizlerinin
werceklestirebilmesi gibi asamalar i¢in gereken maddi destek Ankara Universitesi BAP Hizli Destek
il’rograml tarafindan karsilanmisgtir.

1.Materyal ve Yontem

Proje oneri metninde de/ifade edildigi tizere Temmuz-Agustos 2014 doneminde I¢ Anadolu ve
[:ge bolgesinde yer alan serpantin alanlardan tohum. bitki ve toprak drnekleme amagl arazi ¢aligmalar
vapilmistir. Toplanan toprak ve bitki érneklerinin Ni icerikleri Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi
Toprak Bilimi ve Bitki Besleme Boliimii ICP-OES Laboratuvarinda belirlenmig ve Analiz ve Bulgular
lkisminda Tablo-1°de verilmistir.

Fotograf 1. Temmuz-Agustos 2014 Arazi Calismasi

Ankara Beynam (1-3) ve Kirikkale Bolgesi (2-4) bitki teshisi, tohum materyali toplama ve Ni
ierigi belirleme amagh arazi ¢alismasi (4. sibiricum, A. hirsutum, ve A. murale tirlerinin
toplandig alanlar)

1.1 Deneysel Kosullarda Yapilan Calismalar;

Diisiik diizeyde Nikel igeren I¢ Anadolu Bélgesi (Ankara ve Kirikkale) serpantin alanlarindan
toplanmis Brassicaceae familyasina ait bitkiler (Alyssum murale, A. sibiricum ve A. hirsutun) ile
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nispeten yliksek diizeyde Nikel i¢eren Ege Bolgesi (Mugla-Kdycegiz) serpantin alanlarindan toplanmig
olan bitkilerin (4. caricum ve A. masmaneum) tohumlar: toprakta ¢imlendirilerek hidroponik, agarls
besiyeri ve saksi topragi gibi farkh kosullarda gelisime alinmistir. Arastirma agisindan en uygun
NiH(+) ve  NiH(-) bitkileri ve gelisme ortaminin belirlenmesi denemeleri iklim odasi kosullarinda
vergeklestiriimistir,

Denemeye alman farkli Alyssum tirleri arasinda sadece A. masmaneum saksi topragi ve
hidroponik ortamlarda koklenmis ve gelisme saglamisti. Ankara Universitesi Biyoteknoloji
Laboratuvart iklim odasi kosullarinda (25 0 C, 16/8 saat gece/giindiiz 151k uygulamasi) steril saksi
topraginda gelisim sergileyen A. masmaneum, ¢imlenmeyi takip eden 35 giinlik periyod boyunca
haftada ii¢ kere Ni soliisyonu (I mM NiCl,) ile sulanmistir. Kontrol bitkilerine Ni uygulanmamigtir.
Gelismenin 35. giinlinde bitkiler hasat edilerek proteozom analizine alinmustir.

Ikinci deneyde ise nikelin kisa siireli etkilerini belirlemek amaciyla 6 ve 14 giin siireyle ayni
iklim odas1 kosullarinda topraksiz (hidroponik) sartlarda geligtirilen 4. masmaneum bitkisine 30 ve 150
uM NiCl, uygulanmustir.

1.2 Arazi Calismalan

Alyssum bitki tiirlerinin farkli diizeylerde Ni igeren dogal yasam ortamlarindaki proteozom
mekanizmalarinin anlagilmasi i¢in Tiirkiyenin Orta Anadolu (Ankara Beynam) ve Ege (Mugla,
[Marmaris) Bolgelerinde yogun olarak bulunan ultramafik kayaglar tizerinde olugmus serpantin
alanlarda toprak ve bitki 6rneklemeleri gergeklestirilmistir.

1.2.1 Ankara Beynam Bolgesi Arazi Calismasi

[lk arazi calismasi, Mayis 2016 déneminde daha 6nce Alyssum bitki tiirlerinin belirlenmesi ve
tohum toplama amagl ziyaret edilen Ankara Beynam Boélgesinde ger¢eklestirilmigtir. Bu arazi
calismasi sirasinda egimli bir alanda birbirine komsu, Serpantin olan ve serpantin olmayan iki alanda
hem Alyssum ve hem de Ni akiimiile etmedigi bilinen Festuca ve Astragulus tirii bitkiler oldugu
farkedilmistir. Bu noktada proje onerisinde yer almamakla birlikte Ni biriktirdigi (Alyssum) ve
biriktirmedigi (Festuca) literatiirden bilinen ancak serpantin olan ve olmayan farkli toprak kosullarinda
velisen bitkilerin proteozom aktivitelerini kargilagtirma diistincesi dogumustur. Bagka bir ifade ile
sepantin toprakta gelisen Alyssum ve Festuca bitkilerinin, serpantin olmayan toprakta gelisen ayni
bitkilere kiyasla daha yiiksek proteozom aktivitesine sahip olabilicegi olasiigr degerlendirilmek
istenmistir. Bu nedenle Alyssum bitkileri ve ek olarak Ni akiimiile etmedigi bilinen Festuca ve
Astragulus  tirii bitkiler toplanarak Ni ve proteozom analizleri yapilmistir. Ayrica bitki 6rneklerinin
alindigs yerlerden toprak numunesi alinarak Ni analizi yapilmigtir,

1.2.2 Mugla Bolgesi Arazi Calismasy

[kinci arazi ¢alismasi, Mayis 2016 déneminde farkh diizeylerde Ni igeren serpantin alanlardan farkh
diizeylerde Ni biriktiren Alyssum tiirlerinin toplanmasi i¢in Mugla Bolgelerinde gergeklestirilmistir.
Ornekleme alanlarinin yaklasik lokasyonlariin belirlenmesinde Adigtizel and Reeves (2012) ve “Kimi
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brassicaceae tiirlerinin nikel ve kadmiyum biriktirme 6zelliklerinin belirlenmesi” baslikh TUBITAK
projesi (TOVAG, 2009, 1050635) referans alinnustir.

Fotograf 3. Mayis 2016 Mugla Bolgesi Ni biriktiren (Alyssum) bitki tiirlerinin
toplandigi alanlar.

Mugla Bolgesinden toplam 17 lokasyondan Alyssum bitki ve toprak numuneleri toplanarak Ni ve
proteozom analizleri yaptlmigur. Proteozom analizi i¢in toplanan bitki ornekleri arazi galismasi
hoyunca kuru buz igeren 6zel buz kutular iginde muhafaz edilmis ve laboratuvara getirilmigtir.

Fotograf 4. Mayis 2016 Mugla Bolgesi Ni biriktiren (Alyssum) bitki orneklemeleri.

1.3 Proteazom Analizi

Deneysel kosullarda gelistirilen A. masmaneum bitkisine 30 ve 150 pM NiCl, uygulanarak 6 ve
14 giinlerde protcozom analizi yapilmistir. Bitkilerdeki ubikitinlenmis protein diizeyleri 0.1% Dimetil
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siilfoksit (DMSO) de ¢6ziinmiis proteazom inhibitorii MG132 uygulanmis ve uygulanmamis kosullarda
Van Hoewyk tarafindan bildirildigi gibi (Sabbagh ve Van Hoewyk, 2012) belirlenmistir. Buna gore
proteinler denatiire sartlarda protein ekstraksiyon tampon ¢6zeltisinde ekstrakte edilecek %8’lik SDS-
PAGE (Sodium Dodecyl Sulfate — Poly Acrylamide Jel Elektroforez) jel tizerinde kosturulmustur.
Ubikitinlenmis proteinler deney faresinde elde edilmis primer ubikitin-antibadi ve yaban turpu
peroksidaz enziminden konjuge edilen sekonder antibadi kullamlarak belirlenmistir. Ikinci asamada
ubikitinlesmis protein diizeylerinin proteazom aktivitesi ile eslesip eslesmedigini belirlemek i¢in bitki
drneklerindeki proteazom aktivitesi dlgiilmiigtiir. Bu enzimatik analiz i¢in proteinler denature olmayan
[kosullarda ekstrakte edilmistir. Reaksiyon potasyum fosfat tamponu, florojenik peptid Suc-LLY V-
AMC ve enzim ekstraktindan olusmustur. Olgiimler Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii
Laboratuvarinda yer alan spektrofotometre cihazi kullanilarak MG132 iphibitorii uygulanmig ve
proteazomal olmayan aktiviteyi belirlemek tizere MG132 uygulanmamis 6rneklerdeki rélatif AMC
salmiminin 6lgiilmesi ile belirlenmistir,

1.4 Nikel Analizleri

DTPA ile Ekstrakte Edilebilir Nikel diizeyi Lindsay ve Norvell (1978) tarafindan agiklandig1 gibi,
toprak-cozelti oram 1:2 olacak sekilde 0,005 M DTPA (dietilen triamin penta asetik asit) + 0.01 M
CaCl2 + 0.1 M TEA (trietanolamin) karisim ¢dzeltisi (pH: 7.3) ile 2 saat ¢alkalanarak ekstrakte edilen
siizitkte Ni miktari Perkin Elmer Optima 2100 DV ICP-OES cihazi ile belirlenmistir. Bitki toplam
Nikel iceripi, bitki 6rneklerinin kuru yakma yontemine gore yakilmasiyla elde edilen g¢ozeltideki
toplam nikel konsantrasyonu Perkin Elmer Optima 2100 DV ICP-OES cihazi ile Budic ve Klemenc
(2000) tarafindan bildirildigi gibi analiz edilmistir.

2. Analiz ve Bulgular

2.1 Bitki Ni I¢erigi Degerlendirme ve Tohum Toplama Amagh On Arazi Cahsmasi Bulgular

Temmuz-Agustos 2014 déneminde I¢ Anadolu ve Ege bolgesinde yer alan serpantin alanlardan
elde edilen tohum. bitki ve toprak Grneklerinin analiz sonuglart I¢ Anadolu bélgesi serpantinlerinin
nikel igeriginin Ege Bolgesi serpantin topraklarina kiyasla diigiik oldugu ve bitki nikel igerigi
verilerinin de bu duruma paralel oldugu géstermistir (Tablo XX). Ilgili literatirde de Ege Bolgesi
serpantin alanlarindan gelisen Alyssum tiirlerinin yiiksek diizeyde nikel icerdigi kaydedilmistir (Turgay
ve ark. 2012; Adigiizel ve Reeves, 2012). Bu nedenle elde edilen verilere ve 6nceki bilgilere dayanarak
bu arastirmada Alyssum murale, A. sibiricum ve A. hirsutum NiH(-) bitki; ve A. caricum ve A.
masmaneum bitkileri ise NiH(+) olarak kabul edilmis ve Ni hiperakiimiilator bitki ekofizyolojisinin
UPY mekanizmas ile ilgili olup olmadigini test etmek i¢in hem deneysel hem de dogal kosullarda
calismalar ytriitiilmustir,
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Tablo 1. I¢ Anadolu ve Ege Bélgeleri serpantin alanlarindan toplanan Brassicaceae
familyasma ait Alyssum tiirli bitkiler ve gelistigi serpantin topraklarin nikel
icerikleri

' : | . Bitki Ni .. |Toprak Ni

LOKALITE FAMILYA CINS TUR (ppm)* SS (ppm)* SS
Beynam-1 sibiricum 0,13 +0,03 3,94 +0,!
| Beynam-2 murale 2,92 +0,31 442 +0,14
Kirtkkale-1 . sibiricum 0,04 40,011 0,34 +0,02
———————— Brassicaceae | Alyssuni

Kinkkale-3 hirsutium 0,17 =+0,087 3,11 +0,3
Koycegiz-1 masmanetn 4,74 +0.36 2,1 +0,26
Koycegiz-2 caricum 16,36 4025 11,26 +0,97 |

*: 3 tekerriirlii 5rnek CkSll:«J',I_{SiyOIILII‘I analiz edilmis ortalamasidir, **standart sapma
2.2 Deneysel Kosullarda Elde Edilen Bulgular

Denemeye alman farkli Alyssum tirleri arasinda sadece 4. masmaneum saksi topragi ve hidroponik
ortamlarda kéklenmis ve gelisme saglamigtir. Ni uygulamasi bitki geligimini etkilememis ancak
topraklhi kosullarda 35.¢lin  sonunda gergeklestirilen analizler, Ni uygulamasiun A, masmaneun™un
proteozom aktivitesini %45 azaltugim gdstermigtiv (Sekil 1-A). Benzer sekilde hidroponik kosularda
gelistirilen ve deneysel olarak Ni uygulanan A. masmaneum kogullarinda da proteozom aktivitesinin
[2615-30 diizeyinde azaldigi belirlenmigtir (Sekil 1-B). Toprakli ve topraksiz kosullarda elde edilen
sonuglar birbirine paralellik gostermigtir.

Sekil 1. I¢ Anadolu ve FEge Bdolgeleri serpantin alanlarindan toplanan
Brassicaceae familyasina ait Alyssum tiirii bitkiler ve gelistigi serpantin topraklarin
nikel igerikleri

A. 1000, B. o 12
| =
| o 14
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= = o.e
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2.3 Arazi Calismalari Sonrasinda Elde Edilen Bulgular

2.3.1 Ankara Beynam Bélgesi Arazi Cahsmasindan Elde Edilen Bulgular
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Ankara Beynam Bolgesinde yer alan serpantin olan ve olmayan farkli lokasyonlarda gelisen Ni
biriktiren bitkilerde Ni igerigi ile proteozom aktivitesinin pozitif bir korelasyon iginde oldugu (Sekil
D) (r*= 0.62) belirlenmistir. Beklenildigi tizere Festuca ve Astragalus bitkileri Alyssum sibiricum’a
kiyasla daha diisiik Ni i¢eregi gostermistir. Toplanan Alyssum sibiricum bitkilerinin Ni igerigi 0,1%
olan hiperakiimiilasyon esigi (Kramer 2010) nin altinda kaldigindan NiH+ olarak
degerlendirilmemistir.

Sekil 2. Ankara Beynam Bolgesinde Toplanan Bitki Orneklerinin Ni-
Proteozom Aktivitesi Iliskileri

2500, E::ﬁa 2 Aysum
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@ 2000 2 ] : 5 . —
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Ankara Beynam Bolgesi serpantin topraginda gelisen Alyssum sibiricum, Festuca ve Astragulus
bitkilerinin, bitisik serpantin olmayan toprakta gelisen aym bitkilere kiyasla daha yiiksck proteozom
aktivitesine sahip olacagi hipotezine istinaden elde edilen sonuglar beklenenin aksine Festuca bitkisine
ait proteozom aktivitesi ve Ni igerifinin serpantin olan ve olmayan kosullarda ayni diizeyde oldugudur
(Sekil 3). Diger yandan serpantin toprakta gelisen 4. sibiricum bitkisi, serpantin olmayan toprak
kosullarinda gelisen A. sibiricum bitkisine kiyasla 2 kat daha fazla proteroteozom aktivitesi
sergilemistir (Sekil 3). Araziden toplanan Astagalus bitki 6rneklerinde protezom aktivitesinin
belirlenmesine imkan verecek (yiiksek) diizeyde protein izole edilemediginden sonug ve yorumlara
dahil edilmemistir.

Sekil 3. Beynam Bolgesi Serpantin olan ve Olmayan Toprak Kosullarinda
Bitki Proteozom Aktiviteleri
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2.3.2 Mugla Bolgesi Arazi Cahsmasindan Elde Edilen Bulgular

Mugla Bolgesinden yer alan 17 lokasyondan toplanan Alyssum tiirti bitkilerin teshis sonuglari,
bitki ve toprak Ni igerikleri Tablo 2’de verilmistir.

Tablo 2. Mugla Bolgesi serpantin alanlarindan toplanan Brassicaceae familyasina ait
Alyssum tiirii bitkiler ve gelistigi serpantin topraklarin nikel igerikleri

LOKALITE | FAMILYA CINS TUR Bitld NiSl, o SERi oDrak Nl gt
(ppm)* | (ppm)*
Mugla-2 caricum 1340713 | +2807,94 21,23 £5.16
Mugla-3 caricum 16626,42 i3235,72_ 42,17| #4771
Mugla-4 caricum 8872,87| +1132.67 17,09 +3,63
| Mugla-5 | caricun 9314,78 | +3553,26 50,63 +2,96
Mugla-6 caricum 15484.89 | +3967.33 32,62 +£0,61
Mugla-7 . masman‘éZIZ ”—7271,27 142341.46 80,49 ;40,87
. Muygla-8 caricum 1096029 | +2006.27 38,08 +7,25
Mugla-9 caricum 10242,51 | +1429,62 36,45 +7,38
Mugla-10 Brassicaceae Alyssum caricum_ : _9553,44 +3567,11 68.88 i45§
Mugla-11 masmaneum | 12895,13 | +3889,3 21,56 +1,78
Mugla-13 caricum 7854.87 | +1394,72 23,86 +3,83
Mugla-14 caricunt 7832,33 | +986,22 48,78 428,63
| Mugla-15 caricum 825144 | +1084,98 10,52 £0,37
Mugla-16 caricum 4§§9~02 +2517.41 33.60 440,74
~ Mugla-18 | caricun 11240,64 | +4901,73 25,87 |  £11.4]
Mugla-20 caricum | 13194,80 | +4791,59 42,34 +2,48
Mugla-21 sp. 10564,51 | +£3292.91 96,62 | +71,91

*: 3 tekerriirliy 6rnek ekstraksiyonun analiz edilmis ortalamasidir, **standart sapma

Toplanan bitki rneklerinin bilytik bir gogunlugu 4. caricum olarak teshis edilmistir. Tablo XX da
ooriildiigi tizere (literatiire paralel olarak) Mugla Serpantin Alanlari kosullarindaki Alyssum tiirlerinin
0.1% olan hiperakiimiilasyon esigi (Kramer 2010) itizerinde Ni biriktirdigi ve Beynam Bolgesi ile
kiyaslandiinda  Mugla Bolgesi Alyssum tirlerinin NiH+ oldugu goriilmektedir. Diger yandan
proteozom aktivites ile Ni hiperakiimiilasyonu arasinda oldukg¢a zayif bir korelasyon oldugu (=
0.01187) saptanmistir. Bu durum proteozom aktivitesinin bitki Ni i¢erigine bagh olarak degismedigini
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gostermektedir (Sekil 4).

Niskisi

ekil 4. Mugla Bolgesi Serpantin Toprak Kosullarinda Bitki Ni Icerigi ve Proteozom Aktivitesi
kil 4. Mugla Bolgesi Serpantin Toprak Kosull la Bitki Ni I¢erigi ve P Aktivit
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Icerigi ve Proteozom Diizeylerinin Karsilastiriimasi

Ayrica Beynam ve Mugla Bolgeleri Serpantin Topraklarinda gelisen Alyssum tirti bitkilerin
proteozom aktiviteleri ve Ni igerigi karsilagtirildiginda Mugla Bolgesi Alyssum tlirlerinin Beynam
Bolgesi tiirlerine kiyasla ¢ok yiiksek Ni diizeylerine sahip olmalarina ragmen proteozom aktivitesinin
iki bolge arasinda biiylik bir degisim sergilemedigi tespit edilmistir (Sekil 5).

Sekil 5. Mugla ve Beynam Boélgesi Serpantin Toprak Kosullart Agisindan Bitki Ni




EK-11 Sonug Raporu Formati

1000 a ‘Hnm:w 12
- " activity B
SN content |
2 | 10

= 800 | I |

LL 1

= | g =
g S a
= 600 %
® | 6 3
o | | 2
£ 400 [
? | 4 3
@ o
S ‘ £
(e} ey
= 200 . L, Z

A ‘ '
0 c===| 0
Beynam Forest Mugla Provence

3. Sonug ve Oneriler

Bildigimiz kadari ile bu arastirma metal hiperakiimiilatorii bitkilerde proteozom aktivitesinin
belirlenmesi Gzerine ilk rapordur. Yukaridaki bulgular genel olarak degerlendirildiginde Alyssum
bitkisine ( A. masmaneum) deneysel olarak Ni uygulandigi hidroponik ve toprak kosullarda arazi
kosullarina kiyasla protezom aktivitesinin azaldigi goriilmektedir. Bu durumun bir nedeni A.
masmaneum’un dogal olarak diisiik Ni igeren serpantin toprak kosullarinda da diisiik diizeyde Ni
biriktiren bir Alyssum tiiri olarak iklim odasi kosullarinda da olduk¢a yavag bir gelisim gostererek
diisgk diizeyde proteozom aktivitesi sergilemesi olabilir. Ayrica deneysel kosullarda kullamlan saksi
topragimin dogal kosullarda bitkinin rizosferinde bulunan ve Ni alimi ve toleranst mekanizmalarini
yonlendiren rizosfer mikrobiyel ¢esitliliginden yoksundur (Lucisine ve ark., 2014). NiH+ bitkilerinin
cesitli agir metallere tolerans agisindan 6zgilin bir rizosfere sahip oldugu bilinmektedir (Turgay ve ark.,
2012; Durand ve ark., 2016). Bu nedenle kullanilan deneysel saksi topraginin Ni alimi, toleransi ve
biriktirilmesi agisindan gergek kosullart yansitmadigr ve bu durumun proteozom mekanizmasi da
etkiledigi ifade edilebilir.

Beynam ve Mugla Bolgesi serpantin toprak kosullarinda dogal olarak gelisen Alyssum tiirlerinin
Ni birikimleri ile proteozom aktiviteleri arasinda bir korelasyon bulunamamigstir. Mugla Bolgesindeki
Alyssum tiirlerinin NiH+ olmasina ragmen Beynam Bolgesindeki tiirler ile yakin diizeylerde protezom
aktivitesi gostermislerdir. Bu durum proteozomlarin NiH+ bitkilerdeki yiiksek Ni diizeylerinden zarar
odrmedigine isaret etmektedir. Elde edilen sonuglar Ni uygulanmis aygigegi bitkisinde proteozom
aktivitesinin %80-93 diizeyinde azaldigimi ortaya koymus olan Pena ve ark. (2008) ile ¢elismektedir.
Bu ¢alismada azalan proteozom aktivitesi artan derecede okside olan ve ubikitinlenen protein diizeyi ile
uyumludur ki bu tip proteinlerin akiimiilasyonu, proteozomal bozulmanin ve zarar goren bu
proteinlerin sitozol (hiicre oplazmasinin sivi kismi)’den elimine edilememesinin bir sonucu olarak
yorumlanabilir,

Bu arastirmanin sonuglari agisindan serpantin topraklarda gelisen NiH+ Alyssum tiirlerindeki Ni
birkiminin neden proteozom aktivitesini etkilemedigi ile ilgili iki yorum getirilebilir. Proteozomlar
protein sentezinin siirdtirtilebilir olarak devam etmesi ig¢in gerekli olan amino asitlerin yeniden
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kazanimini saglar. Bazr stres faktorleri metabolizma ve de novo protein sentezini azaltarak (Dubey,
1999) proteozom aktivitesi iizerinde negatif etki yaratabilir. Ni hiperakiimiile eden Alyssum
bitkilerindeki proteozom aktivitesinin degismeden devam etmesi bu bitkilerin strese girmedigini ve bu
nedenle metabolik proseslerinde bir degisiklige ihtiya¢ duymadiklari seklinde yorumlanabilir.

ikinci olarak, heniiz deneysel olarak test edilmemis olmakla birlikte, Alyssum bitkilerindeki
proteozom aktivitesi Nikele bagli strese daha direngli olabilir. Insandan izole edilen proteozoma diisiik
diizeyde Ni (5 pM NiCly) uygulamasinin 3. saatinde proteozom aktivitesinin sadece %20 diizeyinde
azaldig tespit edilmistir (Frezza ve ark., 2009). Yakin zamanda Li ve ark (2015) geltik proteozom
subunitlerindeki genetik varyasyonlarin bitkide farkli diizeylerde sicaklik toleransi olugmasina neden
oldugunu rapor etmistir. Bu bulgu proteozomal subunitlerdeki evrimlesmenin adaptasyonla ilgili
olabilecegine ve proteozom aktivitesinin bitki sagligl ve asin zor sartlardaki dagilimi Gzerinde
belirleyici olabilecegine isaret etmektedir. Heniiz Alyssum bitkisinden izole edilen proteozomlarin

kendilerini Ni’e karsi koruyacak dogal bir mekanizmaya sahip olup olmadig: bilinmemektedir.

Bitkide hasar goérmiis proteinlerin proteozomal giderimi stres kogullar altinda hiicresel yagamin
devami agisindan ¢ok onemli olmakla birlikte enerji tiikketimi agisindan bitkiye olan maliyeti yiiksektir.
Metal hiperakiimiilatorii bitkiler genellikle yavas gelisen bitkilerdir ki bu ozellik yiiksek proteozom
aktivitesi ve de novo sentezi gibi mekanizmalarla protein kalite kontroliine olduk¢a yiiksek masraf
vapildiginin bir igareti olarak gorilebilir,

4. Gelecege Iliskin Ongoriilen Katkilar

Bu arastirma kapsaminda Beynam Bolgesi serpantin toprak kosullarinda Alyssum bitkisi
proteozom aktivitesinin Festuca bitkisine kiyasla yiiksek oldugu belirlenmistir. Ancak farkli serpantin
toprak kosullarinda geligen farkli Alyssum tiirlerinin protezom aktivitelerinin Ni igerifi veya diger
faktorler ile ilgisi hakkinda somut bir diisiince gelistirilememistir. Metal hiperakiimiilator bitkilerin afr
metalleri tolere etmesi ve vyiiksek diizeylerde biriktirmesi mekanizmalarimn anlagilmas: sorunlu
topraklarm yesil 1slah (fitoremidasyon) yolu ile iyilestirilmesi biliminin geligimi agisindan son derece
onemlidir. Bu nedenle bitkide protezom mekanizmalan ile ilgili arastirma kulvar gelistirilmeli ve
ileriki calismalar metal hiperakiimiilator bitkilerin proteozom aktivitesi ile ekofizyolojisi arasindaki
iliskiler Gizerine odaklanmalidir.

5. Saglanan Altyap: Olanaklari ile Varsa Gergeklestirilen Projeler
6. Saglanan Altyapi Olanaklarmn Varsa Bilim/Hizmet ve Egitim Alanlarimdaki Katkilan
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8. Ekler
a. Mali Bilango ve Agiklamalari
Ekte verilmistir.
b. Makine ve Techizatin Konumu ve Ilerideki Kullanimina Dair Agiklamalar
Bulunmamaktadir.
c. Teknik ve Bilimsel Ayrintilar
Yoktur.

d. Sunumlar (bildiriler ve teknik raporlar) (Altyapr ve Yonlendirilmis Projeler i¢in
uygulanmaz)

Yoktur.

e. Yaynlar (hakemli bilimsel dergiler) ve tezler (Altyapr ve Yonlendirilmis Projeler
icin uygulanmaz)

Henuz bulunmamaktadir.
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NOT: Verilen sonug¢ raporu bir (1) niisha olarak ciltsiz sekilde verilecek, sonu¢ raporu
Komisyon onaymmdan sonra ciltlenerek bir kopyasimin yer aldigy CD ile birlikte
sunulacaktir. Sonu¢ raporunda proje sonuclarim iceren, ISI’ nin SCI veya SSCI
veya AHCI dizinleri kapsaminda ve diger uluslar arasi dizinlerce taranan hakemli
dergilerde yaymlanmis makaleler, III. Materyal ve Yontem ve IV. Analiz ve
Bulgular béliimleri yerine kabul edilir.
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