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Maya Fonksiyonel
Toksisitesine Dayamkhlhk Saglayan Ayrik Tuz
(Puccinellia distans) cDNA’larimin Tespiti

Tarama Yontemiyle Selenyum (Se)
Cimi

Ozet

Bir metaloid olan selenyum (Se) insanlar ve hayvanlar i¢in
esansiyel olmakla birlikte fazlaligi bitkiler dahil tiim canlilarda
toksisiteye neden olmaktadir. Yapilan ¢aligsmalar ayrik tuz ¢imi (P.
distans) gibi baz1 yabani bitkilerin, kiiltiir bitkilerine kiyasla metal
/ metaloid toksisitesine karsi ¢ok daha dayanikli olduklarini
gostermistir. Ozellikle agir metal toksisitesinin neden oldugu
problemleri ¢6zmek igin bu tir dayanikli bitkilerdeki iligkili
genlerin tanimlanmasi oldukca Onemlidir. Bu calismada,
Puccinellia distans kok ve yapraklarindan hazirlanan cDNA
kiitiphaneleri Se stresine karst test edilmek iizere maya
(Saccharomyces cerevisiae) hiicrelerine transforme edilmislerdir.
Transforme edilen maya hiicreleri toksik dozda (15 mM) sodyum
selenit i¢ceren besiyerlerinde bilylitiilmiis ve hayatta kalan dayanikli
koloniler belirlenmistir. Segilen kolonilerdeki ¢cDNA kaynakli
dayaniklilik, re-transformasyon ve damlatma testleriyle
dogrulanmistir. Yapilan analizler kok ve yapraklardan elde edilen
ve maya hiicrelerine dayaniklilik veren cDNA'larin birbirinden
farkli oldugunu gostermistir. Bu calismanin sonuclarinin metal /
metaloid toksisitesine dayaniklilik saglayan genlerin ve
dayanikliik mekanizmalariin ortaya konulmasinda faydal
olacag diisiiniilmektedir.

Yeast Functional Screen to Determine cDNAs of European
Alkali Grass (Puccinellia distans) Conferring Selenium (Se)
Toxicity

Abstract

Selenium (Se), a metalloid, is essential for humans and animals, but
its excess causes toxicity in all living organisms, including plants.
Studies have shown that some wild plants such as European alkali
grass (P. distans) are much more resistant to metal / metalloid
toxicity than crop plants are. Identification of related genes in such
resistant plants is very important to solve the problems caused by
heavy metal toxicity especially. In the present study, the cDNA
libraries were prepared from the roots and leaves of P. distans and
transformed into yeast (Saccharomyces cerevisiae) cells to be
tested against Se stress. The yeast cells were grown on medium
containing a toxic dose of sodium selenite (15 mM), and the
resistant colonies were determined. The cDNA-induced resistance
in the selected colonies was also confirmed by re-transformation
and drop tests. The analyzes showed that obtained from roots and
leaves, the cDNAs conferring resistance to yeast cells were
different from each other. The findings of this study should provide
a useful scientific basis for future studies concerning investigation
of genes conferring resistance to metal / metaloid toxicity and
revealing the resistance mechanism.
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GIRIS

Tarimsal iiretimde verimliligi ve
strdiiriilebilirligi tehdit eden birgok stres
faktorii bulunmaktadir. Kuraklik, tuzluluk
ve agir metaller, bitkisel {iretimi ve
biyolojik cesitliligi tehdit eden Onemli
abiyotik stres faktorleridir. Bu stres
faktorleri igerisinde yer alan agir metal
stresi gogunlukla; madencilik ve endiistriyel
faaliyetlerinin sonucunda topragin agir

metaller ile kontamine olmasindan
kaynaklanmaktadir. Bu kontaminasyon,
ekosistem icerisinde yer alan diger

canlilarda oldugu gibi, bitkilerde de toksik
etkilere neden olmaktadir (Tiwari ve Lata,
2018). Ogzellikle son yillarda, diinya
capinda onemli bir g¢evre sorunu haline
gelen agir metaller tarimsal iiretimi
olumsuz yonde etkilemektedir (Shahid ve
ark., 2015). Agir metallerin, bitkiler
tarafindan yliksek miktarda alinmasi, bitki
hiicrelerinde H202 (hidrojen peroksit) gibi
reaktif siiperoksitlerin (ROS) artisina ve
hiicre redoks homeostazisinin bozulmasina
neden olur. Bundan dolay1 metal toksisitesi,
bitkilerdeki metabolik yolaklarin isleyisinin
bozulmasina ve morfolojik anormaliliklere
neden olmaktadir (Amari ve ark., 2017).
Selenyum insanlar ve karasal hayvanlar i¢in
temel bir mikro elementtir. Bitkiler icin ise
mutlak gerekli elementlerden olmayan Se,
yiiksek konsantrasyonlarda diger canlilarda
oldugu gibi bitkilerde de toksisiteye sebep
olmaktadir. Selenyumun Cys ve Met gibi
aminoasitlere baglanmasi sonucunda SeCys
ve SeMet iceren proteinler olusmaktadir ki
bu durum proteinlerin hatali olarak
iretilmesine ve fonksiyonlarimi yerine
getirememesine sebep olmaktadir. Yine,
yiiksek konsantrasyonlarda Se pro-oksidan
gorevi gorerek, bitkilerde oksidatif strese
sebep olan reaktif oksijenlerin iiretilmesine
neden olmaktadir (Gupta ve Gupta, 2017).
Selenyum ayrica toksik konsantrasyonlarda
diger metal / metaloidler ile etkilesime
girerek bu elementlerin toksik etkilerini

hizlandirmaktadir. Dogada metal /
metaloidleri tolere edebilen bitkilerin
tanimlanmasi oldukga Oonemlidir.

Boylelikle, transkriptomik, proteomik ve
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metabolomik  yaklagimlar  kullanilarak,
metal stresine karsi toleranslikla
iliskilendirilmis olan genler ve bu genlerin
fonksiyonlarnin anlasilmasi saglanabilir
(Singh ve ark., 2016). Transkriptomik
calismalarda gen karakterizasyonu igin;
stres uygulanmasi sonrasinda, bitkilerden
MRNA izole edilir ve bu mRNA'lardan
cDNA sentezlenir. Sentezlenen cDNA ile
rekombinant  vektorler olusturulduktan
sonra elde edilen cDNA Kkiitiiphaneleri, test
edilecek hiicrelere aktarilir (Liu ve
Bretscher, 1992; Clemens ve ark., 1999).
Strese kars1 reaksiyonlarin belirlenmesinde
ve cDNA’larin ifadelenmesinde Okaryotik
model bir organizma olan maya (S.
cerevisiae) yaygin olarak kullanilmaktadir.
Yerkiirede Se dagilimi bir¢ok faktore gore
degismektedir ve eksikligi  yaninda
toksisitesi de yaygin olarak goriliir. Toksik
miktardaki boru tolere edebilen, Puccinellia
distans (Poaceae)’in toksik miktardaki
selenyumu da tolere edebildigi bildirilmistir
(Babaoglu ve ark., 2004; Kok ve ark.,
2020). Bu ¢aligmada, P. distans yaprak ve
kok cDNA kiitiiphaneleri, maya
fonksiyonel tarama yontemiyle, selenyum
toksisitesine dayaniklilik ile iliskili olan
genleri belirlemek amaciyla fonksiyonel
olarak taranmistir. cDNA kiitiiphanelerini
taramak i¢in yabanil tip maya hiicrelerinde
(Irk: BY4741) belirtildigi tizere toksik doz
olarak belirlenmis olan 15 mM sodyum
selenit (NazSeOs) iceren YNB besiyeri
kullanilmistir (Budak ve Akbudak, 2021).
Toksik dozda Na2SeOs igeren YNB
besiyerinde gelisebilen maya hiicreleri
secildikten sonra damlatma testi ile
selenyuma kars1 dayanikliliklar
dogrulanmustir. Dayanikhi maya
hiicrelerindeki cDNA’lar  arasindaki
polimorfizm PCR ile ortaya konulmustur.
Farklihlk  gosteren cDNA’lar1  igeren
plazmitler maya hiicrelerine re-transforme
edilmis ve selenyum dayanikliligi igin
dogrulama islemi damlatma testiyle
gergeklestirilmistir. Boylelikle, P.
distans’ta Se toksisitesine dayaniklilik
saglayan cDNA’larin varligi maya tarama
yontemi kullanilarak ortaya konulmustur.
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MATERYAL ve YONTEM
cDNA Kkiitiiphanelerinin ¢ogaltilmasi

P. distans yaprak ve kok cDNA
kiitiiphanelerini iceren plazmitler
elektroporasyon yontemiyle ile E. coli
hiicrelerine  (ElecroMAX DH10B T1,
Thermo, ABD) aktarilarak ¢ogaltilmislardir
(Larson ve Baker, 2019). Elektroporasyon
islemini takiben kiivetlere 1 ml sivi LB
besiyeri (Luria-Bertani Broth) eklenmis ve
hiicreler Eppendorf tiiplere aktarildiktan
sonra 37 °C’de 225 rpm hizda 1 saat inkiibe
edilmislerdir. Hiicreler 100 pg/ml ampisilin
iceren LBA (Luria-Bertani Agar) iceren
petri tabaklarina yayildiktan sonra 37 °C’de

16 — 24 saat siire ile inkiibasyona
birakilmiglardir.  Petrilerden  toplanan
hiicreler 5 ml LB igerisinde birlestirilmis ve
Plasmid Mini Kit (Qiagen, ABD)

yardimiyla plazmitler hiicrelerden izole
edilerek -20 °C’de muhafaza edilmistir.
cDNA kiitiiphanelerinin maya
hiicrelerine transformasyonu

Izole edilen plazmitler, maya (S.

cerevisiae, 1rk: BY4741) hiicrelerine
elektroporasyon  yoluyla  aktarilmistir
(Benatuil ve ark.,, 2010). S288C maya

irkindan tiiretilmis olan BY4741, MATa
his3, leu2, metl5 ve ura3 mutasyonlarina
sahiptir. Elektroporasyon islemi sonrasinda,
maya hiicreleri, 1/10%, 1/10> ve 1/103
oraninda  seyreltildikten sonra urasil
icermeyen YNB besi ortamina yayilmistir.
Olusan koloniler petrilerden siyrilarak 25
ml stvi YNB-URA besiyeri iceren Falkon
tiiplerde toplanmistir. Igerisinde cDNA
kiitiiphaneleri veya c¢cDNA tasimayan
vektorii (EV) bulunduran maya maya
hiicrelerine, gliserol (%40) eklenerek -80
°C’de kullanilincaya kadar muhafaza
edilmiglerdir.
c¢DNA Kiitiiphanelerinin Taranmasi
cDNA kiitiiphanelerini tagsiyan maya
hiicreleri buz iizerinde c¢oOziindiirtildiikten
sonra, YNB besiyeri iizerine yayilarak once
canliliklart test edilmistir (pozitif kontrol).
Selenyuma dayanikli hiicreleri belirlemek
tizere cDNA Kkiitliphanelerini tagiyan maya
hiicrelerinden 150 pl alinarak 15 mM
Na2SeOs igeren YNB besiyeri lirerine
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yayllmigtir (Budak ve Akbudak, 2021).
cDNA icermeyen bos vektorle (EV)
transforme edilmis maya hiicreleri de ayni
isleme tabi tutulmuslardir (negatif kontrol).
Petriler 30 °C’de inkiibe edilmis ve koloni
olusumlar1 giinliik takip edilerek negatif
kontrol ile kiyaslanmustir.
Damlatma Testi

Secilen dayanikli koloniler, sivi
YNB besiyerinde 30 °C sicaklikta 225 rpm
hizda 24 saat siire ile sallanarak
biiylitiilmiistiir. Hiicre yogunluklari ODsoo=
0.2 ulastiginda her bir koloniden 5 pl maya
hiicresi 0 (kontrol), 5 mM, 10 mM ve 15
mM  Na2SeOs igeren YNB Dbesiyerine
aktarilmistir. 30 °C’de inkiibe edilen
petrilerde, koloni gelisimi 5 giin boyunca
gozlemlenmistir. cDNA tastyan dayanikli

koloniler, EV tasiyan koloniler ile
karsilastirilmistir.
Dayamkhihk saglayan cDNA’lar

arasindaki polimorfizmin belirlenmesi

Damlatma testi sonucunda EV
tagiyanlara gore farkli gelisim gdsteren
dayanikl kolonilerin tagidiklar
cDNA’larin boyutunu belirlemek amaciyla
koloni PCR yapilmistir (Smolke, 2013).
Koloni PCR’da cDNA plazmitlerini tagiyan
maya hiicreleri igin secilen tek koloniler
kullanilmisgtir. PCR, vektére 0Ozgli ve
konumlar1  rekombinasyonla  aktarilan
cDNA’larin ucglarina konumlanan GDP-F
(5' - CGGTAGTATTGATTGTAATTCTG
- 3" ve CYC1 (5 -
GCGTGAATGTAAGCGTGAC - 39
primerleri ile yapilmistir. Elde edilen PCR
iriinleri %1°lik agaroz jelde elektroforez
islemine tabi tutularak cDNA boyutlari
karsilastirilmistir.
Re-Transformasyon

Farkl cDNA’lar tagidiklar
belirlenen maya kolonilerinden plazmitler
Zymoprep Yeast Plasmid Miniprep (Zymo
Research, ABD) kit kullanilarak izole
edilmistir. izole edilen plazmitler, yabamil
tip BY4741 igerisine elektroporasyon ile
aktarilmistir. Transforme edilen maya
hiicreleri toksik selenyum dozlar1 ve
damlatma iglemleri ile kontrol amaglh
olarak ikinci kez test edilmislerdir.
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BULGULAR
P. distans kok ve yaprak kiitiiphanelerinin

taranmasi
P. distans kok ve yaprak cDNA
kiitliphaneleri, E. coli hiicreleri igerisinde

basarili bir sekilde ¢cogalmustir (Sekil 1). Bu
durum kiitiiphaneleri olusturan plazmitlerin
saklama kosullar1 altinda zarar gérmedigini
gbstermesi ve deneylere devam
edilebilmesi agisindan onemlidir.

E. coli hiicrelerinde ¢ogaltildiktan sonra
izole edilen cDNA kiitiiphanelerinin maya
hiicrelerine elektroporasyon ydntemiyle
aktarrmmin  basarili  oldugu, maya
hiicrelerinin urasil icermeyen secici YNB
besiyerinde biiyiitiilmesiyle dogrulanmistir.
Sonrasinda  selenyum  stresine  karsi

Sekil 2. Yaprak (A) ve kdok (B) cDNA igeren kiitiiphanelerini tagtyan maya hiicrelerinin YNB + 15 mM Na2SeOs iceren
besiyerinde gelisimi, (C) YNB besiyerinde EV tasityan maya hiicreleri (pozitif kontrol) (D) YNB besiyerinde yaprak
kiitiiphane hiicreleri (pozitif kontrol) (E) YNB+15 mM Na2SeOs iceren besiyerinde EV kolonileri (negatif kontrol) (F) YNB
besiyerinde EV tastyan maya hiicreleri (pozitif kontrol) (G) YNB besiyerinde kok kiitiiphane hiicreleri (pozitif kontrol) (H)
YNB+15 mM NazSeOs igeren besiyerinde EV kolonileri (negatif kontrol)

taranmak tizere 15 mM Na2SeOs igeren
YNB besiyerlerinde biiylitilen maya
hiicrelerinden, {i¢linci giliniin  sonunda
yaprak ve kok cDNA kiitiiphanelerine ait
plazmitleri tasiyan her bir kiitliphane igin
yaklasik 200 adet dayanikli koloni tespit
edilmistir (Sekil 2A ve 2B).
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Sekil 2C ve 2D’deki pozitif kontroller,
kiitiphaneleri ~ veya  kontrol  olarak
kullanilan bos vektorii tasiyan maya
hiicrelerinin toksik Na2SeOs igermeyen
YNB ortaminda basarili bir sekilde

gelistiklerini gdstermektedir. Diger taraftan
beklenildigi gibi, bos vektorii tasiyan (EV)
cDNA Polimorfizminin Belirlenmesi
Toksik konsantrasyonda Na2SeOs
iceren besin ortaminda secilen kolonilerin
cDNA insersiyon bolgeleri PCR yardimiyla

maya hiicreleri toksik miktarda Na2SeOs
iceren YNB ortaminda biiyliyememislerdir
(Sekil 3E). Bu durum kolonilerdeki
selenyum dayanikliligimin (Sekil 3A ve 3B)
transforme edilen vektorlerdeki P. distans
cDNA’larindan kaynaklandigin
gostermektedir.

GDP-F / CYC1 primerleri kullanilarak
cogaltilmistir. Amplikonlar agaroz jelde
yiriitiilerek cDNA'lar arasindaki
polimorfizm belirlenmistir (Sekil 3).

Sekil 3. Dayanikli kolonilerden izole edilen vektdrlerdeki cDNA boyutlarinin karsilastirilmasi. Yaprak cDNA’lar1 (A) ve kok
cDNA’lar1 (B).

Yaprak c¢DNA kiitiiphanesini  tasiyan
selenyuma dayanikli maya hiicrelerinden
rastgele segilen 10 adet koloninin hepsinden
~1300 bp boyutunda amplikonlar elde
edilmigtir  (Sekil 3A). Kok cDNA
kiitiiphanesini tagiyan kolonilerden segilen
yedisinde ise amplikon boyutu ~800 bp
olarak tespit edilmistir. Yalnizca alt1
numarali kolonide cDNA bolgesinin boyutu
~700 bp olarak tespit edilmistir. Ancak bu
koloni damlatma testinde dayaniklilik
gostermedigi i¢in elenmistir. Bu durum,
selenyuma dayaniklilik saglayan kok ve
yaprak cDNA’larinin boyutlarinin kendi
iclerinde ayni, fakat organlar arasinda farkl
oldugunu gostermektedir.

702

Toksik selenyum  konsantrasyonuna
kars1 dayamkhhgin damlatma testi ile
dogrulanmasi

Toksik selenyum konsantrasyonunu
tolere edebilen kolonilerin farkli Na2SeOs
konsantrasyonlarindaki gelisimlerini  ve
dayaniklilik  seviyelerini  kiyaslamak
amaciyla, dayanikli maya kolonilerinden
(Sekil 3A ve 3B) plazmitler izole edilmistir.
Yapilan  damlatma  testinde, maya
hiicrelerine re-transforme edilen
plazmitlerin selenyuma farkli seviyelerde
dayaniklilik sagladigi tespit edilmistir
(Sekil 4 ve Sekil 5).
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Sekil 4. P. distans yaprak cDNA’larini tagiyan plazmitlerle transforme edilmis ve selenyuma dayaniklihk gdsteren maya
hiicrelerine yapilmis damlatma testi. EV: Bos vektor

1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3
"/
4 EV 5 4 EV 5 4 EV 5 4 EV 5

Sekil 5. P. distans kok cDNA’larin1 tagtyan plazmitlerle transforme edilmis ve selenyuma dayaniklilik gosteren maya
(BY4741) hiicrelerine yapilmis damlatma testi. EV: Bos vektor

Yaprak ve kok cDNA’larmi tasiyan
dayanikli kolonilerin tamami 5 mM, 10 mM
ve 15 mM Na:SeOs iceren ortamda
dayanikliliklarimi korurken, EV vektoriini
tastyan  kolonilerin  ise  canliliklarini
kaybettikleri goriilmektedir.  EV  (bos
vektor) tasiyan maya hiicrelerinin  bu
dozlarda gelismemesi, toksik miktarda
selenyuma dayanikliligin kdk ve yaprak
cDNA’larindan kaynaklandig1
dogrulanmustir.

TARTISMA ve SONUC

Metal toksisitesi bitkiler de dahil
olmak {izere bircok canlinin yasamini
olumsuz yonde etkilemektedir (Shahid ve
ark., 2015). Bazi metaller (6rnegin bakir,
selenyum, ¢inko) iz element olarak
insanlarin ~ viicudunda  ¢ok  Onemli
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fonksiyonlara sahip olmalarina karsin
yiksek konsantrasyonlar1 zehirlenmelere
yol acmaktadir. Bitkilerde ise metal
toksisitesi nedeniyle verim ve Kkalite
kayiplart goriilmektedir. Bitkiler genel
olarak kuru agirhikta 25 pug/g Se
biriktirebilirken, bu miktarin tizerindeki Se
birikimi tolere edememekte ve bu durum
pek cok bitki tilirlinde selenyum toksisitesi
ile sonug¢lanmaktadir (Freeman ve ark.,
2010). Bazi yabani bitkilerin kiiltiir
bitkilerine kiyasla metal / metaloidlere ¢ok
daha toleransli olduklar1 bilinmektedir. Bu
bitkilerde birgok metal iyonunun topraktan
alimmas1 ve tasinmasinda ortak gen
ailelerinin gorev aldigr yapilan farkl
calismalarla ortaya konulmustur. Ornegin
ZIP genleri; Cd, Mn, Fe ve Zn tasiyan
proteinleri kodlayan bir gen ailesidir ve
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bitkilerin bu metallerin toksisitesinden
korunmasinda 6nemli islevlere sahiptirler
(Corso ve ark., 2020). Ayrica, bitki
blinyesine almman yiiksek miktardaki
selenyumun diger toksik metal/metaloidler
ile etkilesime girerek bunlarin toksik
etkilerini  artirdii  da  belirlenmistir
(Hasanuzzaman ve ark., 2020). Se
toksisitesi, tuzluluga benzer sekilde kloroz,
solma, bodur siirgiin ve kok olusumuna
neden olmakta ve bitkilerin fotosentetik
enzim aktivitelerini azaltmaktadir (Kolbert
ve ark., 2019). Ayrica selenyum toksisitesi
nedeniyle olusan SeCys ve SeMet gibi
aminoasitlerin protein zincirinde Cys ve
Met’in yerini almasi sonucunda
proteinlerde ~ fonksiyon  bozukluklari
meydana gelmektedir (Gupta ve ark., 2017).
Stres tolerans mekanizmalarinin
aydinlatilmasinda ve stres kosullarinda
dayaniklilik  saglayan genlerin tespit
edilmesinde cDNA Kkiitiiphanelerinden
siklikla faydalanilmaktadir. Bu
kiitiiphaneler stres altinda ifade edilen
mRNA’larin  ¢cDNA’ya  doniistiiriilerek
depolanmalarina imkan vermektedirler.
Kiitliphanelerdeki cDNA’larin aktif
(constitutive) bir promotor altinda maya (S.
cerevisiae) hiicrelerinde siirekli ifade
edilmeleri sayesinde de strese dayaniklilik
saglayan gen(ler) belirlenebilmektedir (Liu
ve ark., 2002; Wang ve ark., 2020). Bu
calismalarda S. cerevisiae’nin tercih edilme
nedeni; 6karyotlarda bulunan hemen hemen
tiim biyolojik islevlere sahip olmasi, kolay
cogaltilabilmesi ve genetik manipiilasyona
imkan tanimasidir (Duina ve ark., 2014;
Parapouli ve ark., 2020). Literatiirde cDNA
kiitiphaneleri ve S. cerevisiae’nin stres
sartlarina dayaniklilik genlerinin
tanimlanmasinda faydalanildigi pek ¢ok
calisma mevcuttur. Bu calismalardan
birinde; halofit bir tiir olan Paspalum
vaginatum cDNA Kkiitiiphanelerinin, maya
hiicrelerinde tuzluluk ve Cd stresi altinda
taranmasiyla tuzluluga karsi tolerans
sagladig1 diistiniilen 18 adet ve Cd stresine
kars1 da bes adet gen belirlenmistir (Chen ve
ark., 2016). Porcel ve ark. (2018), seker
pancart cDNA’larin1 mayada test etmek
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suretiyle  bitkide bor homeostasisini
saglayan ve abiotik stres dayanimiyla
iliskili oldugunu gosterdikleri yeni bir

aquaporin genini, BvColdI’1
tamimlamiglardir. P. distans’in bor ve
selenyum  streslerine  karsi  tolerans

sagladigin1 gosteren c¢alismalar literatiirde
yer almasina karsin, molekiiler calismalar
transkriptom farkliliklarinin
gosterilmesiyle sinirhdir (Oztiirk ve ark.,
2017; Kok ve ark., 2020). P. distans’ta
toksik seviyelerde metal / metaloid igeren
ortamlarda yasayabilmesine imkan
saglayan gen(ler)in hangileri oldugu halen
net bir sekilde ortaya konulamamistir. Bu
nedenle, P. distans’in yiiksek B ve Se igeren
ortamlarda yasamasina imkan veren
mekanizma ve dayaniklilik gen(ler)inin
hangilerinin oldugunun ortaya konulmasina
yonelik ¢alismalara ihtiya¢ vardir. Metal /
metaloid streslerine karst toleranslikta,
birgok fizyolojik ve molekiiler mekanizma
bulundugu (Kumar ve ark., 2015), bunun
yani sira, farkli bitkilerde, metal stresine
kars1 toleranslikla iliskili genlerin kok veya
yaprakta ifade oldugu dogrulanmistir (Zhou
ve ark., 2007; Pourrut ve ark,. 2011; Rao ve
ark., 2011; Dubey ve ark.,, 2014). Bu
genlerin fonksiyonlari oldukga cesitlidir.
Metal stresine karsi bitkilerdeki savunma
mekanizmasina iligkin bilgiler hala daha
smirlidir. Ciinkii bir¢cok sinyal yolaginin
(ROS, TF, fitohormon vb.) bu streslere
kars1 savunma mekanizmasinda  rol
oynadigi diistiniilmektedir (Verma ve ark.,
2016; Helleday ve ark., 2000). Calismamiz
sonucunda, P. distans’da selenyuma karsi
toleranslikla iliskilendirilmis olan iki farkli
cDNA tespit edilmistir. Bu c¢cDNA’larin
farkli dokularda ifade olmasi sagladiklar:
dayanikliik  mekanizmalarinin ~ farkh
olabilecegi  seklinde  yorumlanmistir.
Belirlenen c¢cDNA’larin  sekanslanarak
kodlandiklar1 genlerin karakterize edilmesi
ve fonksiyonlarimin aydinlatilmasi,
bitkilerde metal / metaloid toksisitesine
iligkin problemlerin ¢6ziimiine ve verim
kayiplarinin 6nlenmesine katki sunacaktir.
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