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Cadmium (Cd) is one of the toxic heavy metals not essential for the growth and development of plants
and other organisms. Brassica rapa accumulates several heavy metals in its leaves and is reportedly
suitable for phytoremediation. In this study, Cd uptake and accumulation in the leaves of B. rapa
exposed to different cadmium levels (0, 5, 10, 20, 50, 100 uM CdSOs4) were analyzed, as well as the
effect of Cd stress on HMA2 and HMA4 genes expression were investigated. The qRT-PCR results
showed that HMA2 and HMAA4 play a vital role in cadmium uptake and translocation in B. rapa at
low Cd levels (5-20 uM). However, exposure to high Cd levels (50 and 100 uM) significantly reduced
the growth and biomass of B. rapa. Furthermore, high levels of Cd inhibit the expression of HMA2
and HMA4 genes in B. rapa. Our data show a multigenetic (co-acting of many transporter gene
clusters) response in the signaling pathway associated with Cd accumulation and tolerance
mechanism in B. rapa.
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Kadmiyum stresi altinda yetistirilen Brassica rapa’da bazi1 metal tasiyici
ATPaz’larin anlatim
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Kadmiyum (Cd), bitkilerin ve diger organizmalarin biiytimesi ve gelismesi i¢in biyolojik olarak
gerekli olmayan toksik agir metallerden birisidir. Brassica rapa yapraklarinda bazi agir metalleri
biriktirebilme yetenegi sergiledigi ve fitoremediasyon i¢in uygun bir bitki oldugu bildirilmistir. Bu
calismada, farkli kadmiyum seviyelerine (0, 5, 10, 20, 50, 100 pM CdSOs) maruz kalan B. rapa
yapraklarinda Cd alimi: ve birikimi analiz edilmis; Cd stresinin HMA2 ve HMA4 genlerinin
ekspresyonu tizerindeki etkisi arastirilmigtir. qRT-PCR sonuglari, HMA2 ve HMA4’in diisiik Cd
seviyesinde (5-20 uM) B. rapa’da kadmiyum alimi ve translokasyonunda 6nemli bir rol oynadigini
gostermistir. Bununla birlikte, yiiksek Cd seviyelerine (50 ve 100 uM) maruz kalma, B. rapa’nin
biiylimesini ve biyokiitlesini 6nemli 6l¢iide azaltmigtir. Ayrica, yiksek Cd seviyeleri, B. rapa’da
HMA2 ve HMAA4 genlerinin ekspresyonunu inhibe etmistir. Verilerimiz, B. rapa’da Cd birikimi ve
tolerans mekanizmasi ile iligkili sinyal yolaginda multigenetik (birgok tasiyict gen kiimesinin birlikte
etkisiyle) bir yanit oldugunu gostermektedir.
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Giris

Kadmiyum (Cd) dogaya dogal veya antropojenik
kaynaklar (6rnegin metal igeren giibrelerin, kanalizasyon
¢amuru Ve mantar 6ldiriiciilerin kullanim) ile salinan en
toksik agir metallerden biridir (Marschner, 1995; Alloway
ve Steinnes 1999; Li ve ark., 2021). Bitkide Cd, fizyolojik
ve biyokimyasal degisimler iizerinde dogrudan veya
dolayli etkileri bulunmaktadir. Bitki biiyiime ve gelisimi
icin kadmiyum kadmiyum esansiyel bir element degildir;
ancak, bitki kokleri tarafindan kolayca absorbe
edilebilmekte ve toprak tistii kisimlarda birikebilmektedir.
Besin zinciri yoluyla da basta insan olmak iizere canli
organizmalarin saghgim tehdit eden toksik seviyelere
ulagsmaktadir. Ozellikle topraktaki Cd tarim iiriinlerinin
(tahillar gibi) yenilebilir kisimlarinda birikerek iiriin
verimini ve gida giivenligini riske atmaktadir (Clemens ve
ark., 2013). Bitkide kadmiyum alinim1 ve buna bagl olarak
gidadaki artan diizeyinin en aza indirgenmesi oldukga
onemlidir.

Brassicaceae familyasma ait olan yem salganu
(Brassica rapa L. rapa) yemeklik yagin ana kaynagidir ve
diinya capinda sebze olarak tiiketilmektedir.(Gill ve ark.,
2014). B. rapa L. agir metal toksisitesine karsi toleransi
yiiksek bir tiir olarak kabul edilmekte; ancak, bu tirde
yiksek miktarda bazi metaller toksisiteye neden
olabilecegi vurgulanmistir (Meng ve ark., 2009; Gill ve
ark., 2015). Brassica cinsinin igerisinde bulunan B. rapa
(2n) gibi bazi tiirlerin, agir metal stresine karsi sahip
olduklar1 tolerans mekanizmalari nedeniyle
fitoremediasyon amacli deneysel arastirmalarda model
bitkiler olarak kullanildig: bilinmektedir (Ali-Zade ve ark.,
2010; Navarro-Leén ve ark., 2019). Fitoremediasyon
aragtirmalarimin  temel amaglarindan biri, agir metal
kirleticilerinin birikimi i¢in uygun akiimiilator tiirlerin
tespit edilmesidir (Navarro-Leon ve ark., 2019;).Son
yillarda arastirmacilar, agir metalleri yiiksek miktarda
depolama  kapasitesine  sahip  yeni  genotiplerin
aragtirtlmasina  yonelik ~ giderek artan  bir ilgi
gostermektedir (Ali-Zade ve ark., 2010). Bu stratejiyi
gelistirmek i¢in son zamanlarda farkli tiirlerde metal alinim
ve tasimm mekanizmas: ile iliskili bir grup metal
tastyicinin aracilik ettigi bildirilmistir (Kra"mer ve ark.,
2007; Zhang ve ark., 2018). Bu tasiyicilar arasindan P-tipi
ATPaz iiyesi tasiyicilarin hiicre i¢i bazi organellerin
zarinda lokalize olduklar1 ve Cd, Pb ve Zn gibi baz1 agir
metallerin tasiimminda ve detoksifikasyonunda fonksiyon
gosterdikleri tespit edilmistir (Ueno ve ark., 2008). Bu
tastyicilar, ATP molekiillerinin hidrolizi tarafindan salinan
enerjiyi kullanarak katyonlarin zar boyunca taginmasinda
rol oynayan onemli tasiyict proteinlerdendir (Verret ve
ark., 2005; Memon ve Schroder, 2009; Memon ve
Zahirovi¢, 2014). Ornegin, HMA (P:1g-ATPaz olarak da
bilinir), P-tipi ATPaz protein ailesinin tiyelerinden biridir.
HMA2 ve HMA4, agir metal ATPaz veya HMA (Heavy
Metal Associated) olarak da adlandirilan Pig-ATPaz
grubunun tyesidirler. Bu tasiyicilarin  hiicrede Cd-
toleransinda ve hiicredeki metabolik faaliyetlerden Cd’in
uzaklagtirilmasinda (6rn., vakuolde Cd depolanmasi)
6nemli bir rol oynadig: tespit edilmistir (Hussain ve ark.,
2004; @sterberg ve Palmgren, 2018).

Yapilan genetik  aragtirmalarda, model  bitki
Arabidopsis thaliana’da HMA2 ve HMA4’iin kokten-

toprak istii kisimlara Zn ve Cd tasimminda aktif oldugu
ortaya konmustur (Wong ve Cobbett, 2008; Nocito ve ark.,
2011). HMA4, bitkide Cd’in ksilem ile taginimi ve Cd-
stresine kargi toleransin saglanmasinda ve boylece Cd’in
toksik etkisinin indirgenerek toprak {istii kisimlara
iletiminden  sorumlu  tasiyicilardan  biri  oldugu
vurgulanmustir (Verret ve ark., 2005; Hanikenne ve ark.,
2008; Mills ve ark., 2010). Bu ¢alismada, Cd stresi altinda
Brassicaceae familyasi iiyesi olan yem salgamiin (B.
rapa L. var. rapa) Cd toleransi ve birikimi incelenmis ve
HMA2 ve HMA4 genleri ile Cd arasindaki iligki
aragtirtlmigtir

Materyal ve Yontem

Bitki Materyali ve Yetistirme Kosullart

Bu calismada kullanilan B. rapa L. var. rapa tohumlari
Tarimsal Arastirma  Enstitiisi, Tandojam, Sindh,
Pakistan’dan temin edilmistir. Tohumlar Tween-20 igeren
% 5’lik sodyum hipoklorit (NaCIO) ¢ozeltisi ile 15 dakika
boyunca yiizey sterilizasyonuna tabi tutulduktan sonra
deiyonize su altinda yikanmustir. imbibisyonu saglamak
amaciyla 2 saat boyunca deiyonize suda bekletilen
tohumlar ¢imlenme kurutma kagidi (Whatman no:42)
yerlestirilen i¢in 2 It’lik polietilen kaplara (her bir kaba 50
tohum) ekilmistir. 3. giin sonunda ¢imlenen tohumlar bir
hafta boyunca giinasin /4 oraninda seyreltilen Hoagland
besi ¢ozeltisi (Hoagland ve Arnon, 1938) ile sulanmustir.
Ekimden on giin sonra, bitkilere giinagir1 olmak tizere
farkli Cd seviyeleri (0, 5, 10, 20, 50 ve 100 uM CdSOy) iki
hafta boyunca muamele edilmistir. Bitkiler % 60 nem ve
16 sa 151k (25 + 2 °C)/ 8 sa karanlik (20 + 2 °C)
fotoperiyodunda 150 pmol/m?s 151k siddeti altinda iklim
odasinda yetistirilmistir.

Bitkide Biriken Cd Miktar Tayini

Farkli Cd seviyeleri ile muamele edilen her bir bitkinin
yaprak dokularinda biriken Cd miktarimn belirlenmesi ig¢in
kuru orneklere asit ile yas yakma yontemi uygulanmustir
(Memon ve ark., 1979). Kisaca; hasat isleminden sonra,
ornekler, 82°C’ye ayarlanmuis etiivde 72 saat boyunca
kurutulmustur. Akabinde 6giitiilen kuru 6rnekler (0,5 g), nitrik
asit (HNOs) ve perklorik asit (HCIO,) (5:2) ile yas yakma
yontemine tabi tutulmustur. Yas yakma metoduna gore
soliisyon haline getirilen drneklerin Cd miktar tayini Atomik
Absorbsiyon Spektrofotometre (AAS)-Varian SpectraAA 220
cihazinda tespit edilmistir (Memon ve ark., 1979).

RNA izolasyonu

Cd tayininden sonra, her bir bitkinin yapraklarindan
RNA izolasyonu RNeasy Plant kiti (ThermoFisher
Scientific, GeneJet Plant R.N.A. Purification Mini Kit,
#K0801) kullanilarak iiretici firmanin protokoliine uygun
bir sekilde gerceklestirilmistir. izolasyon asamasinda elde
edilen total RNA orneklerinden genomik DNA’nin
uzaklastirilmasi i¢cin RNase-Free DNase kullanilmustir.
izole edilen RNA’larm (genomik DNA igeren ve
icermeyen) safligim  ve miktari1  belirlemek igin
NanoDrop spektrofotometresinde (Thermo Scientific
8000) 260 nm ve 280 nm dalga boylarinda okumalar
yapilmustir.
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cDNA sentezi

gRT-PCR’da kullanim i¢in RNA izolatlarindan cDNA
sentezi yapilmistir (Cevher-Keskin ve ark., 2019; Merakl
ve ark., 2022). izole RNA’lardan (1 pg) komplementer
DNA (cDNA) sentezi Maxima First Strand cDNA
(Thermo Scientific™, U.S.A., #K1641) sentez Kiti
treticinin protokolii takip edilerek gerceklestirilmistir.
cDNA sentezi i¢gin Maxima First Strand cDNA sentez Kiti
icerisindeki tamponlar ve enzimler kullanilmistir. cDNA
sentezi; 4 ul 5X reaction mix, 2 pl maxima enzyme mix, 1-
5 ul template RNA ve toplam hacim 20 pl olacak sekilde
nuclease-free su ilave edilmistir. Hazirlanan ornekler,
25°C’de 10 dakika inkiibe edildikten sonra enzim
inhibisyonu i¢in 50°C’de 15 dakika bekletilmis ve
akabinde 85°C’de 5 dk inkiibasyon islemi
gerceklestirildikten sonra reaksiyon sonlandirilmigtir.

Gerg¢ek Zamanl PCR (Real Time/ gRT-PCR)

gRT-PCR denemeleri BioRad CFX96 cihazinda
gerceklestirilmistir. Cd ile muamele edilen her bir bitkinin
yapraklarindan elde edilen cDNA’lar ve HMA2 ve HMA4
genleri igin tasarlanan primerler kullanilarak gRT-PCR
analizi gergeklestirilmistir. Primerler, Primer3 programinda
tasarlanmugtir. Floresan boya olarak SYBR-Green | boyasi ve
referans gen olarak ubiquitin geni kullanilmigtir (Memon ve
ark., 2019). Gen anlatim analizi; 1 pM forward primer, 1 uM
revers primer, 4 ug cDNA, 13 pg 2X Maxima SYBR Green
gPCR master karsimu, 6 ul H,O ve toplam hacim 25 ul olacak
sekilde hazirlanmistir. HMA2, HMA4 ve ubiquitin primerleri
Cizelge 1°de verilmistir.

Veri degerlendirme ve istatistiksel analiz

Deneme sonuglar1 ortalama degerler £ {i¢ tekrarin
standart sapmalar1 olarak ifade edilmistir. HMA2 ve
HMA4 genlerinin nispi ekspresyon seviyeleri 2-44CT

metodu kullanilarak hesaplanmistir (Cevher-Keskin ve
ark., 2019). Ubiquitin geni analizlerde referans gen olarak
kullanilmistir (Memon ve ark., 2019). Hedef ve standart
kontrol genleri i¢cin ACT degerleri qRT-PCR’den elde
edilmistir. Istatistiksel analiz IBM SPSS 25.0 progranu ile
P<0.05 anlamlilik diizeyinde Tukey testi kullanilarak
gergeklestirilmistir.

Sonuclar

Farkli Cd seviyelerinde yetistirilen B. rapa L. var.
rapa Cd igerigi

Toksik seviyeye ulastiginda kadmiyum (Cd), birgok bitki
tlirtinde besin ve su alinimini engelleyerek bitkinin bityiime ve
gelisimini yavaglatmaktadir. Bu ¢alismada, iki hafta boyunca
farkli Cd seviyelerinde (0, 5, 10, 20, 50, 100 uM) yetistirilen
B. rapa L. var. rapa’nin ¢imlenme siirecindeki kok ve govde
gelisimi  incelenmistir  (Sekil 1,2). Iki haftahk Cd
muamelesinden sonra, diisiik Cd seviyelerinde (5-20 pM)
yetistirilen bitkilerin saglikli oldugu ve herhangi bir toksisite
gostermedigi gézlemlenirken; yiiksek Cd seviyelerinde (50 ve
100 puM) yetistirilen bitkilerde toksisite belirtilerinin oldugu
Sekil 1’de agikca goriilmektedir. Cd ile muameleden sonra,
bitkilerin kok ve gévde boy uzunluk 6lgiimleri Cizelge 2’de
verilmigtir. B. rapa L. var. rapa’da kontrol (0), Cd5, Cd10,
Cd20, Cd50 ve Cd100 seviyelerinde sirasiyla kok boyu
uzunluklar1 16.8, 15.7, 14.0, 6.95, 6.40, 6.60 cm olarak
ol¢iilmiis iken; govde boyu gelisimi sirasiyla 2.2, 2.45, 3.0,
2.05, 2.5, 2.3 cm olarak ol¢iilmustiir (Cizelge 2). Artan Cd
seviyelerinin bitkilerin kok boyu gelisimini azalttigi, 6zellikle
yiiksek Cd seviyelerinde (50 ve 100 uM) yetistirilen bitkilerin
kok olusumunun en diisiik seviyede oldugu tespit edilmistir.
Bunun yani sira, bitkilerin govde uzamasinda herhangi bir
degisim gozlenmemistir (Cizelge 2).

Cizelge 1. HMA2 ve HMA4 genlerinin gqRT-PCR analizleri igin kullanilan primerler
Table 1. Primers used for gRT-PCR analysis of HMA2 and HMA4 genes

Primer Adi Primer Dizisi % GC
BR-HMAZ2-F 5’- GGAGCGATTCTTGCTTTGGC-3’ 62
BR-HMAZ2-R 5’- CCTGACTTGCAATGCTTCGG-3’ 62
BR-HMA4-F 5’>-AGCAATGCATGCTCAAGAAC-3’ 58
BR-HMA4-R 5’-GCATCATTCACACCATCTCC-3’ 60
BR-UBQ9-F 5’- GAAGACATGTTCATTGGCA-3 54
BR-UBQ9-R 5’- ACACCTTAGTCCTAAAAGC-3’ 54

‘. .

yetistirilen B. rapa L. var. rapa bitkilerinin geligimi

Figure 1. Development of B. rapa L. var. rapa plants grown at different Cd levels
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Sekil 2. Farkli Cd seviyelerinde yetistirilen B. rapa L. var. rapa bitkilerinin morfolojik goriintiileri. Sol iistten
saga:0,5, 10, 20, 50, 100 uM
Figure 2. Morphological images of B. rapa L. var. rapa plants grown at different Cd levels. Treatments from
upper leftto right are: 0,5, 10, 20, 50, 100 uM

Cizelge 2. Farkli Cd seviyelerinde yetistirilen B. rapa L. var. rapa bitkilerinin kok ve gévde uzunluklari (cm)
Table 2. Root and stem lengths (cm) of B. rapa L. var. rapa plants grown at different Cd levels

Parametreler Kok Govde
0 uM 16,80 + 5,57 2,20+ 0,91
5uM 15,70 £ 4,47 2,45 +1,09
10 uM 14,00 + 3,16 3,00 + 1,05
20 uM 6,95 + 3,07 2,05+ 0,59
50 uM 6,40 + 2,36 2,50+ 0,70
100 uM 405+1,21 1,55+0,49

Cizelge 3. Farkli Cd seviyelerinde yetistirilen B. rapa L. var. rapa bitkisinin yaprak dokusunda biriken Cd miktar1 (ppm)
Table 3. The amount of Cd accumulated in the leaf tissue of B. rapa L. var. rapa plants grown at different Cd levels

Parametreler Yaprak (ppm)
0uM 0,0146
5uM 1,9212
10 uM 2,1696
20 uM 3,5424
50 uM 5,5332
100 uM 8,5266

Farkli Cd seviyelerinde yetistirilen B. rapa L. var.
rapa bitkilerinde biriken Cd miktar:

Cd ile muamele edilen B. rapa L. var. rapa bitkisinin
yaprak dokusunda biriken Cd miktar1 Cizelge 3’de
verilmigtir. Kadmiyum muamelesi sonunda, kontrole
kiyasla artan Cd seviyelerine paralel olarak bitkilerin
yapraklarinda biriken Cd miktarinin arttii ve ayrica en
yiiksek Cd birikiminin 100 uM Cd seviyesinde oldugu
tespit edilmistir (Cizelge 3).

Kadmiyumun transkripsiyonel seviyede HMA2 ve
HMA4 ifadesi iizerine etkisi

iki hafta boyunca farkli Cd seviyeleri B. rapa L. var.
rapa bitkisinin yaprak dokusunda HMA2 ve HMA4
genlerinin nispi anlatimi gRT-PCR kullanilarak kontrol
edilmistir. qRT-PCR ¢alismasi, Cd ile muamele edilen
bitkilerin  yapraklarindan izole edilen RNA’lardan
sentezlenen cDNA’lar ve HMA2 ve HMA4 genlerine gore
tasarlanan primerler kullanilarak —gergeklestirilmistir.
Hedef genin anlatim seviyelerinin normallestirilmesi igin
bir i¢ kontrol geni olarak ubiquitin kullanilmustir.
Kantitasyon  reaksiyondaki  (Applied  Biosystems)
baglangi¢ profilinin miktar1 ile ters orantili oldugundan
numunelerin ACt degerlerine dayanmaktadir. Beklendigi
gibi, negatif kontrol herhangi bir iiriin olusturmamustr.

Sekil 3’te, kontrole kiyasla artan Cd seviyelerine bagl
olarak HMA2 ve HMA4in anlatim seviyesindeki
farkliliklar gosterilmistir. Bu sonuglar, HMA2 ve HMA4
genlerinin ekspresyonunun disiik ile orta Cd (5-20 uM)
seviyeleri arasinda tetiklendigini gostermektedir. Diger bir
yandan, yiksek Cd (50 ve 100 uM) seviyelerinin bu
genlerin aktivitesinde saptanabilir bir inhibisyona neden
oldugu tespit edilmistir (Sekil 3).

Tartisma

Brassicaceae familyasi, gesitli tarimsal iklim kosullart
altinda ekim i¢in genis kapsamli adaptasyona sahip
ekonomik agidan 6nemli baz tiirleri icermektedir. Bilinen
metal hiperakiimiilatér tlrlerin yaklagik % 25’
Brassicaceae iiyesidir ve bunlarin ¢ogunlugu metal ile
kirlenmis topraklarda yetisebilmektedir. B. rapa L., agir
metallerin toksik etkisini tolere edebilen bir tiir olarak
bilinmesine ragmen, yiksek metal seviyeleri bu bitkide
toksisiteye neden olabilmektedir (Meng ve ark., 2009; Gill
ve ark., 2015). B. rapa (2n) gibi Brassica’nin baz tiirleri,
agir metallerin toksik etkisine kars1 sergiledikleri tolerans
yeteneklerinden dolay: fitoremediasyon amagl deneysel
aragtirmalarda model bitkiler olarak kullanilmaktadirlar
(Ali-Zade ve ark., 2010; Navarro-Leon ve ark., 2019).
Fitoremediasyon aragtirmalarinin temel amaglarindan biri,
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agir metal gibi toksik kirleticilerin birikimi igin uygun aday
tiirlerin tespit edilmesidir (Navarro-Leon ve ark., 2019).
Bu c¢alismada, B. rapa L. var. rapa’min yaprak dokusunda
Cd tolerans1 ve birikimi belirlenmis ve Cd-stresi altinda
bitkinin yapraklarmda HMA2 ve HMAA4 genlerinin ifade
seviyesindeki degisiklikler tespit edilmistir. Sonuglara
gore, bitkiler diisiik Cd seviyelerinde (5-20 uM) herhangi
bir toksisite belirtisi olmadan saglikli sekilde biiyiime
gOstermistir; ancak, yiiksek Cd seviyelerinde (50 ve 100
uM) yetisen bitkilerde toksik etkiler tespit edilmistir (Sekil
1;2). Bu da ortamdaki ortalamanin tizerindeki kadmiyum
seviyelerinin B. rapa’da toksisiteye neden oldugunu
dogrulamaktadir. Benzer bir sekilde, gen ekspresyon
analizi, B. rapa’nin yapraklardaki artan metal seviyeleri ile
paralel bir sekilde HMA2 ve HMA4 genlerinin
ekspresyonun tetikledigini gostermistir; bu da, bu
tastyicilarin hiicre alt1 diizeyde Cd detoksifikasyonunda ve
sekestrasyonunda  6nemli  bir  rol  oynadiklarini
dogrulamaktadir.

B rapal. var. rapa

-

e

b
15 I”
" I

: b I | I
0
3 10 2
Cd seviyesi (uM)

Gen ifadesi seviyesi

[
1Ll

HhA2 wHMMA4

Sekil 3. Farkli Cd seviyelerinde yetistirilen B. rapa L. var. rapa
yapraklarinda meydana gelen HMA2 ve HMA4 genlerinin
ifadesinin degisim seviyesi. Bitkilere iki hafta boyunca farkli Cd
konsantrasyonlari igeren 1/4'incti Hoagland soliisyonu verildi.
Barlar ti¢ raplikasyonun standart sapmasini temsil eder. Farkli
harfler goster Tukey testine gore gruplar arasinda 6nemli
farkliliklar (P<0.05).

Figure 3. Level of expression change of HMA2 and HMA4
genes occurring in B. rapa L. var. rapa leaves grown at
different Cd levels. Plants were supplied with 1/4th Hoagland
solution for two weeks containing different Cd concentrations.
Bars represent the standard deviation of three replicates.
Different letters show significant differences between groups
(P<0.05) based on the Tukey test.

HMAZ2 ve HMA4, esas olarak, plazma zarina lokalize
olan ve birbirlerinin fonksiyonunu tamamlayan agir metal
tagtyicilaridir (Wu ve ark., 2015). ATP hidrolizinin
enerjisini, iyonlarin zar boyunca tasinmasina izin veren
konformasyonel degisimi saglamak i¢in kullanmaktadirlar
(Bublitz ve ark., 2011). Baz aragtirmacilar, Arabidopsis
thaliana’da HMA2 ve HMA4’{in asir1 ifadesinin bitkide
metal toleransini arttirdigim1 ve daha spesifik olarak,
birincil aktif metal iyon pompasi olarak hareket ederek
¢inko ve kadmiyumun kokten-toprak iistti kisimlarina
translokasyonuna katki sagladigini bildirmislerdir (Verret
ve ark., 2005; Memon ve Schroder, 2009; Memon, 2016).
Benzer sekilde, sonuglarimiza dayanarak, B. rapa’da
kokten-yapraklara Cd tasimmimm ve  birikiminin
gerceklestigi ve Cd taginmasinda HMA2 ve HMA4’{in

onemli bir rol oynayabilecegi gen ekspresyon analizleri
sonucunda tespit edilmistir (Cizelge 3). Ayrica,
sonuglarimiza gore, ortamdaki diisiik Cd seviyelerinde (5-
20 uM) B. rapa’da HMA2 ve HMA4’in aktif rol
oynadiklari; ancak, yiiksek Cd seviyelerinde (50-100 uM)
onemli 6l¢lide inhibe olduklar: tespit edilmistir (Sekil 3).
Bu da yiiksek Cd seviyelerinde hiicredeki diger bazi
tagtyicilar (6rn., NRAMP, ZIP) ile birlikte hareket ettigini
diisiindiirmektedir. Onceki interaktom ¢alismalarimizda,
HMA’larin diger bazi tasiyicilar (6rn., NRAMP, ZIP) ile
yakin iligki igerisinde bulundugu tespit edilmistir
(vayilanmamis  veriler).Ayrica, bitkiler gibi diger
organizmalarda da HMA2 ve HMA4’in agir metal
toleransinda aktif rol oynadigi rapor edilmistir. Mills ve
ark. (2010), HMA4 ekspresyonunun Saccharomyces
cerevisiae’ye Cd tolerans: sagladigini ve Escherichia coli
ZntA mutantinin Zn toleransim geri kazandirdigim ortaya
koymustur. Diger bir yandan, HMA’lar diger metal (Cu,
Zn, Fe vs.) tastyicilar ile iliski icerisindedir. Ornegin,
mikrodizi ve gen ekspresyon analizi sonuglarimiz, Zn ve
Cu’da yetistirilen B. nigra Diyarbakir ve B. juncea L.
yaprak dokusunda metal ATPazlar da dahil olmak tizere
bir¢ok genin (6rn., NRAMP, ZIP) ifadesinde birkag yiiz kat
artis oldugunu gostermistir (Memon ve Zahirovi¢, 2014;
Memon, 2016; Cevher-Keskin ve ark., 2019; Merakli ve
ark., 2022). Dahasi, Courbot ve ark. (2007), A. halleri’de
Cd ve Zn toleransini iyilestirdigini rapor etmistir.

Sonug olarak, B. rapa’da HMA2 ve HMA4 genlerinin
anlattm profilinin disik ve orta Cd seviyelerinde
tetiklendigi ve bunlarm hiicre alti diizeyde Cd
detoksifikasyonunda ve sekestrasyonunda aktif bir rol
oynadiklarin1  belirlenmistir. Ayrica, verilerimiz, B.
rapa’da Cd birikimi ve tolerans mekanizmas: ile iliskili

sinyal yolaginda multigenetik (birgok tasiyici gen
kiimesinin  birlikte etkisiyle) bir yamt oldugunu
gostermektedir.
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