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 ZET 

Farklı Konsantrasyonlarda Uygulanan Kadmiyum (Cd) Elementinin Ludwigia 

glandulosa Walter ve Alternanthera reineckii Briq. Bitkilerindeki Genotoksik Etkilerinin 

Belirlenmesi  

Onagraceae familyası  yesi Ludwigia glandulosa Walter, Kuzey Amerika‘da dağılım g steren 

ve maksimum 40 cm‘ye kadar uzayabilen  ok yıllık bir tatlı su bitkisidir. Diğer bir tatlı su 

bitkisi olan Alternanthera reineckii Briq. ise Amaranthaceae familyasına ait bir bitkidir ve bu 

familya 170 farklı t r i erir. Bu bitkinin k keni G ney Amerikadır ve 1965 yılında Avrupa‘ya 

getirilmi tir. Bu bitki, d   k ı ık ve karbondioksit seviyelerinde b y me g sterebilir. Ancak 

maksimun b y me potansiyeline bu t r  evre ko ullarında ula amaz. 

Bu  alı mada,    farklı konsantrasyondaki Cd (100, 200 ve 400 μM) CdCl2 formunda L. 

glandulosa ve A. reineckii bitkilerinde akvaryum ortamında 14 g n boyunca uygulanmı tır. 

Total genomik DNA modifiye CTAB metodu kullanılarak izole edilmi  ve genotoksik 

etkilere RAPD PCR tekniği ile bakılmı tır.  

Elde edilen verilere g re, L. glandulosa‘da artan Cd miktarına bağlı olarak yeni bant olu umu,  

kaybolan bantlar ve bant yoğunluklarında deği iklikler  eklinde bant profillerinde farklılıklar 

g zlenmi tir. İlaveten A. reineckii bitkisinde kontrol grubu ile kar ıla tırıldığında t m 

 rneklerde bant yoğunluklarında azalma g zlenmi tir. Bu  alı madan elde edilen veriler 

g stermi tir ki, Cd stresi her iki tatlı su bitkisinde (L. glandulosa and A. reineckii) de 

genotoksik etkilere sebep olabilmektedir ve RAPD y ntemi, DNA hasarı ve mutasyon gibi 

genotoksik etkilerin belirlenmesinde benzer  alı malarda da ba arılı bir  ekilde kullanılabilir.    
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ABSTRACT 

Investigation of Genotoxic Effects of Cadmium Element in Ludwigia glandulosa Walter 

and Alternanthera reineckii Briq. Plants in Different Concentrations 

Onagraceae family member Ludwigia glandulosa Walter is a perennial aquatic plant, which is 

widely distributed in North America can grow up to a maximum height of 40 cm. Another 

aquatic plant, Alternanthera reineckii Briq., is a member of Amaranthaceae family, and this 

family contains 170 different species. The origin of this water plant is South America and it is 

imported to the Europe in 1965. It is also able to grow at low light and carbon dioxide levels. 

However, the maximum growth potential cannot be reached in these environmental 

conditions. 

In this study, three different concentrations of Cd (100, 200 and 400 μM) were applied in the 

form of CdCl2 to L. glandulosa and A. reineckii plants in water tanks for 14 days. Total 

genomic DNA was isolated by using modified CTAB method and RAPD PCR technique was 

used to amplify genotoxic effects.  

According to our results for L. glandulosa, some changes in band profiles as new and 

dissapearing bands, band intensity differences were observed related to increasing Cd 

concentrations. Additionally in A. reineckii, band intensities of all samples were decreased 

compared to the control group  

The obtained results of this study showed that, Cd stress may cause genotoxic effects in both 

aquatic plants L. glandulosa and A. reineckii, and RAPD method can be successfully used to 

indicate genotoxic effect as DNA damages and mutations in similar studies. 

 

 

Agust, 2017 

Gizem Müzeyyen AYGÜN 
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SEMBOL LİSTESİ 

%  : Y zde 

oC : Santigrat derece 

μg : Mikrogram  

μl  : Mikrolitre 

μM : Mikro molar 

bp : Baz parcasi (base pair) 

Cd  : Kadmiyum 

cm  : Santimetre 

Co : Kobalt 

Cr : Krom 

Cu : Bakır 

Dk  : Dakika 

Fe  : Demir 

Hg : Civa 

g  : Gram 

ml  : Mililitre 

mm  : Milimetre 

Mn : Mangan 

Mo : Molibden 

Ni : Nikel 



vi 

Se : Selenyum 

Zn : Çinko 

W : Volt 

 

  



vii 

KISALTMALAR 

AFLP : Amplified Fragment Length Polymorphism (Çoğaltılmı  Par a Uzunluklarındaki 

Farklılıklar)  

DNA : Deoksiribo N kleik Asit 

ISSR : Inter Simple Sequence Repeats DNA (Basit Sekans Tekrarları Arası Polimorfizm)  

PZR : Polimeraz Zincir Reaksiyonu 

RAPD : Random Amplified Polymorfic DNA (Rastgele Çoğaltılmı  Polimorfik DNA) 

ROS : Reactive Oxygen Species (Reaktif Oksijen T rleri) 

Rpm : Revolution per Minute (Dakikadaki Devir Sayısı)  

Ppm : Part per million (Milyonda bir birim) 

Bp : Base pair (baz par ası) 

SSR : Simple Sequence Repeat (Basit Dizilim Tekrarları) 
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1. GİRİŞ ve AMAÇ  

Geli en teknoloji ile beraber her yıl  evre kirliliği sorunları artarak ortaya  ıkmaktadır. Çıkan 

bu sorunlar neticesinde de canlı hayatı tehlikeye girmekte ve ekolojik denge bozulmaktadır. 

Yapılan ara tırmalar sonucunda,  zellikle ağır metal kirliliği t m d nyada g ze  arpmaktadır 

(Das ve ark., 2017). Önemli  evre kirleticisi olarak kabul g ren ağır metallerin tam bir 

tanımlaması olmamak ile birlikte,  zg l ağırlığı 5 g/cm
3
‘ten b y k olan metallere ağır metal 

denmektedir. Bu metaller periyodik cetvelde ―ge i  elementleri‖ olarak adlandırılan kısımda 

yer almaktadır (Thakur ve ark., 2016). Ba lıca ağır metaller; civa (Hg),  inko (Zn), demir 

(Fe), kadmiyum (Cd), kobalt (Co), krom (Cr), kur un (Pb), mangan (Mn), nikel (Ni) ve 

selenyum (Se)‘dur. 

Ağır metallerin  evreye salınımı durumunda t m canlıların hayatsal fonksiyonlarında 

sıkıntılar meydana gelmekte ve besin zinciri yolu ile biyolojik birikim artmakta, bu birikimler 

neticesinde canlı hayatında aksamalar olmakta hatta  l mle dahi sonu lanabilmektedir 

(Gardiner ve ark., 2017). Yapılan ara tırmalar g stermi tir ki  evreye salınan ağır metaller 

insan ya am alanlarının kısıtlamasına ve hatta ya am alanı olmayan Antarktika‘da dahi  evre 

kirliliğine sebebiyet vermi tir (Trevizani ve ark., 2016). Bu sebeple, ağır metallerin canlılar 

 zerine tahribatındaki riskler g z ardı edilmemeli ve  nlemleri alınmalıdır (Kovaks ve ark., 

2017). Sanayi devrimi sonrasında artan end striyelle me, tarımda bilin siz g bre 

kullanımları, atıklar, boyalar, metallerin kataliz r etkileri, maden i letmeleri, ila lar, volkanik 

aktiviteler ağır metal salınımını artıran faaliyetlerin ba ında gelmektedir (Philips ve ark., 

2015). 

Periyodik tabloda 2B grubunda yer alan ve ağır toksisitesi bulunan Cd elementi canlı hayatı 

i in olduk a tehditkar bir ağır metaldir. Son yıllarda yapılan ara tırmalar sonucu Cd‘un 

ekosistemdeki zararı tespit edilmi  ve b y k tehdit olarak belirtilmi tir (Topacoglu ve ark., 

2016). Canlılar bu ağır metale  oğunlukla solunum yolu ile maruz kalmaktadır. Bu bağlamda 

Cd elementinin etkinliğinde maruz kalma s resi ve dozuna g re bir  oğu hastalığı beraberinde 

getirmi tir (Clemens ve ark., 2016). 

Cd bula masında en b y k etkenlerden birka ı ise   yle sıralanabilir; bu ağır metali kullanan 

fabrikaların atıkları, otomotivde kullanılan cilalama i lemleri, tesislerde yağ ve k m r yakma 

i lemleri, uzun s reli  amur ve g brelerin uygulanması ile fosfat g bre kullanımı (Magna ve 

ark., 2013). 
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Cd‘un bitkilerde bulunan konsantrasyonu 0,1-1,1 ppm aralığında deği mektedir. Yapılan 

ara tırmalar g stermi tir ki Cd elementinin bitkilerde gerekli olmayan bu halinin  ok az 

miktarı dahi enzimlerin  alı masını baskılayıcı (inhibe edici) etki g stermektedir ve her ne 

kadar hayvanlara oranla bitkilerin Cd toleransı y ksek olsa da bitki bu elemente a ırı dozlarda 

maruz kalırsa olumsuz etkileri mevcuttur (Gupta ve ark., 2014). Bitkilerin topraktan aldıkları 

Cd miktarını bazı fakt rler yava latabilir; toprağın yapısı, kire liliği, pH derecesi vb (Feng ve 

ark., 2013)  

Bitkinin maruz kaldığı toksisite olarak değerlendirilen  l  tlerdeki Cd sonucu, bitki 

yapraklarında kloroz, fizyolojik boyutlarında negatif deği im ve buna bağlı olarak fotosentez 

yetersizliği ve nekrozların g r lmesine neden olmaktadır (Li ve qrk., 2015). Tabi ki Cd tek 

ba ına bunları yapabileceği gibi bu deği imlere bağlı olarak topraktan alınan minerallerden 

demir ile fosforun yetersiz olması ya da mangan ta ınmasında aksamaların olması da kloroz 

sebebiyet isi olmaktadır (Yin ve ark., 2017). Bahsi ge en toksisite sonucu fotosentez 

olaylarının akasaması, enzim inhibisyonunun olması bitkideki metabolik faaliyetleri negatif 

etkilemekte ve sonu  olarak verimin d  mesine neden olmaktadır (Andresen ve K per , 

2013). 

Topraktaki ve sudaki ağır metal kirliliğinin ortadan kaldırılması maksatıyla yapılan  alı malar 

arasında elektrokimyasal ve filtreleme i lemleri (Das ve Das, 2013) uygulanabilmektedir. 

Ancak bu uygulamalar hem maaliyet a ısından hem de sonu ları a ısından uygulamayı 

olumsuz kılmaktadır. Ç nk  yapılan  alı malar g stermi tir ki sudaki ve topraktaki ağır 

metalin temizlenme  alı maları ardından tekrar bula ması ve hatta yayılması s z konusudur 

(Odum, 2016). Bu sebeple maaliyeti d   rmek maksatlı biyolojik   z mlere gidilmi  ve bazı 

bitkilerin ağır metalleri  e itli bitki organlarında ak m le edebildiği saptanmı tır (Clemens ve 

Ma, 2016). 

Bu  alı mada akvaryum bitkisi olan Ludwigia glandulosa Walter ve Alternanthera reineckii 

Briq. bitkilerinin farklı konsantrasyonlardaki Cd stresinden nasıl etkilendiği ara tırılmı tır. Bu 

ama la su tanklarına alınan bitki grupları iki haftalık s re te    farklı konsantrasyonda 

incelenmi tir. Bu ama la tanklarda 0 (kontrol), 100, 200 ve 400 μM CdCl2 i eren bitkiler 

yeti tirilmi  ve Cd‘un bazı fizyolojik ve mineral beslenme  zerine etkileri belirlenmi tir. 
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Stresin bitkiler  zerindeki etkilerinin incelenmesinde, farklı konsantrasyonlardaki ağır metal 

uygulamalarına maruz bırakılan bireyler ile ağır metal uygulamasına maruz kalmayan kontrol 

grubu bireylerin, ağır metale maruz kalma durumunda genotoksisitesine bakılmı tır. 

1.1 Ludwigia glandulosa Walter ve Alternanthera reineckii Briq. Bitkilerinin 

Taksonomik  zellikleri 

1.2 Ludwigia glandulosa Walter Bitkisinin Taksonomik  zellikleri 

Ludwigia glandulosa bitkisi Crassulaceae ailesinin bir  yesidir. Kuzey Amerika k kenli bu 

bitkinin bakımı ve yeti tirilmesi kısmen zor sayılacak seviyededir (Doyle ve ark.,2003; 

Brown ve ark., 2008). Bitki yaprakları ve g vdesi kısmen yahut tamamı ile su altında ya ar 

(Huffman ve Judd, 1998). Eğer bitki tamamen su altında ise yapraklarının rengi koyu ye il ve 

kızıl-kahve rengindedir.  Bitkinin en  st nde bulunan yaprakları ye il renkli g r l rken a ağı 

yapraklara doğru gidildik e rengi kızıl-kahve renklidir (Peng ve ark., 2005).  

Regnum: Plantae 

Divisio: Spermatophyta  

Subdivisio: Angiospermeae 

Klassis: Dicotyledonae (Magnoliopsida) 

Ordo: Myrtales 

Familya: Onagraceae 

Genus: Ludwigia 

Species: Ludwigia glandulosa Walter 

Bitkinin yeti tirilmesi zor olduğundan yeti tirmenin kolay olması i in bu bitki 0,8w‘tan 

1,2w‘a kadar olduk a y ksek bir ı ık g c ne gereksinimi vardır. Eğer bu ı ıklandırma 

kullanılmazsa yaprakları ye ile d n p zamanla d k lmeler ya anmaktadır. İyi bir 

aydınlatmaya rağmen yeti tirme sırasında alt kısımda yer alan yapraklarda yine d k lmeler ile 

kar ıla ılabilmektedir. Bitkinin ı ık isteğinin y ksek olmasına paralel olmasına bağlı olarak 

demir ve eser element ihtiyacı olduk a fazladır (Sabetraftar ve ark., 2013). Bitkinin makro 

besin ihtiyacı kar ılandıktan sonra ihtiya  duyduğu nitrat ve fosfat miktarında azalmalar 
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vardır. Bitkinin sağlıklı geli ebilmesi i in 5-25 ppm nitrat ve 0,5-3 ppm fosfat değerlerine 

sahip olması gerektiği saptanmı tır. Nitrat seviyeleri d   k olsa bile bu bitki diğer 

akrabalarına g re rengini kırmızı olarak koruyabilmektedir (Hussner, 2010). 

Doğal olarak  remeleri sıcak yaz g nlerinde ger ekle ebilmektedir. Üreme d neminde ilen bu 

bitkinin su y zeyinde sarı k   k  i ekleri g r n r. Çi eklerin ortaya  ıkmasından kısa bir 

zaman sonra tohumları a ığa  ıkıp taban kısmına yerle erek filizlenir (Uddin ve ark., 2013). 

Bitkinin akvaryum ortamında  oğaltılmasının yapılabilmesi i in tıpkı toprak bitkilerinde 

olduğu gibi dalından ya da direkt orta kısmından kesilip kuma aktarılıp ekilmesi sonucunda 

 oğaltma sağlanmı  olur. Yukarıda bahsi ge en uygun ortamların sağlanması halinde bitki bu 

akvaryum ortamına adapte olarak yeti ebilir (Hernandez ve Cabrera Walsh, 2015). 



5 

 

Şekil 1.1 Ludwigia glandulosa bitkisinin  izimi (anonim 1) 
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1.3 Alternanthera reineckii Briq. Bitkisinin Taksonomik  zellikleri 

Bu bitki G ney Amerika k kenli olup, sucul bir bitkidir. Bu bitki Amazon nehrinin 

kenarlarındaki akıntıda bulunan dengesizlik sayesinde de su i inde ve dı ında ya amaya uyum 

sağlamı  bir formdadır. Bitkinin var olan sağlıklı formunu koruyabilmek i in sıvı g breye 

ihtiya  duymaktadır ayrıca k kleri ile gereksinim duyduğu besinleri yeterince alabilmesi i in 

iyi bir tabana ihtiyacı vardır (Vogt ve ark., 1979; Anderson ve ark., 2015). Bitkiye y ksek 

seviyede ı ık verilirse yaprakları kırmızıya d ner.  Bitki litre ba ına 0,5w‘tan 1w‘a kadar 

olduk a y ksek bir ı ıklandırmaya gereksinim duymaktadır. Bitkiye akvaryum ortamında iken 

uygulana d   k ı ık sonucunda alt kısımda yer alan yapraklarında d k lmeler g zlenmektedir 

(Chin ve Lim, 2011). Bitkinin yeti tirilmesi sırasında gruplandırma yerine ayrı ayrı dikme 

sureti ile daha iyi yeti mesi sağlanır ve bu sayede alt yaprakların da daha iyi ı ık alması 

m mk n olmaktadır (Schikarski ve ark., 2015). 

Regnum: Plantae     

Divisio: Spermatophyta  

Subdivisio: Angiospermae 

Klassis: Dicotyledoneae (Magnoliopsida) 

Ordo: Caryophyllales 

Familya: Amaranthaceae 

Genus: Alternanthera 

Species: Alternanthera reineckii 

Bitkiden  oğaltma yapabilme suretiyle yeni s rg nler elde edebilmek i in taban maddesinin 

kaliteli olması gerekmektedir. A. reineckii bitkisi sert veya yumu ak suda yeti ebilmektedir 

ama optimum geli iminin yumu ak ve asidik suda g zlenmi tir. Akvaryumda  oğaltma i lemi 

yapılırken tıpkı kara bitkilerinde olduğu gibi yeni s rg nlerin alınıp direkt olarak kuma 

dikilmesi sureti ile  oğaltma i lemi ger ekle tirilir (Riehl, 1998). 
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Şekil 1.2 Alternanthera reineckii bitkisinin  izimi (Anonim 2) 

 

1.4 Ağır Metaller ve  zellikleri 

Son zamanlarda metallerin doğaya ve ekolojik d zene toksik etki yarattığına y nelik 

 alı malar yapılmı tır. Bu  alı malarda  zellikle ağır metal tanımına giren metal grubu 

elementlerin toksik etkilerinin ekolojik basamakta yukarıya doğru gidildik e birikiminin 
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arttığını ve bu artmı  birikim sonucu canlıların ya amlarında b y k sıkıntılara yol a tığı 

g sterilmi tir. Ağır metal grubuna giren elementlerin herbirinin tolerans seviyeleri ve toksik 

etkileri birbirinden farklıdır (Prasad, 2013; Zalewska ve Danowska, 2017). 

Tanımlaması kesin olarak bulunmamakla ile birlikte,  zg l ağırlığı 5 g/cm
3
‘ten b y k olan 

metallere ağır metal denmektedir (Anghelache ve ark. 2016). Bu metaller periyodik cetvelde 

‗ge i  elementleri‘ olarak adlandırılan kısımda yer almaktadır (Lange ve ark., 2017). Ba lıca 

ağır metaller; civa (Hg),  inko (Zn), demir (Fe), kadmiyum (Cd), kobalt (Co), krom (Cr), 

kur un (Pb), mangan (Mn), nikel (Ni) ve selenyum (Se)‘dur (Thakur ve ark., 2016).  

Ağır metaller yapıları gereği doğada serbest halde bulunmazlar. Doğada genellikle karbonat, 

silikat, oksit veya s lf r‘e bağlı  ekilde bile ik halinde bulunurlar (Karnib ve ark. 2014). 

Ağır metal grubana giren elementlerin herbirinin tolerans seviyeleri ve toksik etkileri 

birbirinden farklıdır. Ağır metallar az miktarda da olsa canlıların yapısında  nemli rol 

oynarlar. Bunlara esansiyel ağır metallerde denilebilir. Bu esansiyel ağır metalller Fe, Cu, Mn, 

Mo, Ni ve Zn‘dir (Bonanno ve ark., 2017). Diğer ağır metallerin (As, Cd, Hg ve Pb) herhangi 

bir canlının biyok tlesinde olu an mikro d zeydeki artı lar toksik etkiye sebebiyet verebilir 

(Aderonke ve ark., 2017). 

Bitkiler ağır metalleri depoladıkları yerlere ve tolerans d zeylerine ayrılabilir (Guarino ve 

Sciarillo, 2017). Toprakta biriken ağır metal miktarını tayin etmek i in indikat r t rler 

kullanılır. İndikat r bitkiler  evredeki k   k deği ikliklere duyarlıdır ve ağır metalleri toprak 

 st  dokularından biriktirirler (Wickramasinghe ve ark., 2017). 

Normalin  st nde ağır metal miktarına sahip ve toksik etki g stermeyen bitkilere ak m lat r 

bitki olarak adlandırılır (Wen ve ark., 2017). Normalden 50-500 kat fazla ağır metal toplayan 

bitkilere hiperak m lat r bitki denir (Tian ve ark., 2017).  

Alınan ağır metallerin g stereceği toksik etki bitkinin t r ne bağlı olarak deği ebilir. 

Bitkilerin t rler arasında farklı d zeyde bu toksik etkiden ka ınabilir. Bu t re bağlı 

deği iklerin yanında ağır metalin t r , maruz kalınan ağır metal miktarı, s resi ve bunun gibi 

diğer dı  fakt rler bitkilerde olu an ağır metal toksisitesini etkiler (Hassan ve ark., 2017, 

Bonanno ve ark., 2017). 

Bitkilerin ağır metallare maruz kalması durumunda bitkilerde stres olu umu g zlenir. Bitkiler 

bu stres durumdan kurtulmak i in tolerans ve ka ınma mekanizmalarını geli tirmi lerdir. 
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Bitkiler ağır metallere maruz kaldığında, ağır metalle ilk temas g steren dokularında sinyal 

mekanizmaları  alı maya ba lar ve bitki kendini fizyolojik olarak stress fakt rlerine cevap 

vermeye hazır hale getirir (Cheng ve ark., 2017, Shabala, 2017).  

Ka ınma y ntemiyle ağır metal stresinden ka ınmak isteyen bitkiler kendi v cutlarında 

morfolojik ve h cresel deği ikler yaratarak bu stres durumundan ka ınırlar. Bitkilerin 

 evreyle etkile imde olduğu v cut y zeylerini k   ltmek, stoma miktarını ve a ıklığını 

deği tirmek, kutikulanın kimyasal yapısında deği iklikler olu turmak, k k ve yaprak gibi 

birincil olarak  evreyle etkile im halinde olduğu dokularındaki salgıları ağır metal alınımını 

engelleyici kimyasal bile ikleri  retmesi ka ınmaya  rnektir (Paschke ve ark., 2005). 

Kimi bitkiler alınan ağır metalleri h cre duvarında silikat yapısına ya da proteinlere 

bağlayarak h cre i i toksik etkiden kurtulabilirler veya h cre i inde  retilen antioksidan 

vasıtasıyla ağır metal stresinden kurtulabilirler. Bu ve bunun gibi bitkinin ağır metale maruz 

kaldıktan sonra toksik etkiyi azaltmasına, yok etmesine tolerans adı verilir. Tolerans 

mekanizmaları bitki t rleri arasında farklılık g sterebilir. Örneğin Silene vulgaris subsp. 

humulis bitkisi ağır metalleri epidermal h cre duvarına bağlayarak saklayabilir (Bringezu ve 

ark., 1999; Frey ve ark., 2000). 

Ağır metaller direkt veya indirekt yollardan serbest radikallerin olu umuna sebebiyet verirler. 

Bitkiler bu serbest radikallerden kurtulmak i in, antioksidan  retimi, stress proteinlerinin 

olu umu ve fenol polimerlerinin  retimindeki deği iklikler diğer tolerans mekanizmalarına 

 rnektir. (Bringezu ve ark., 1999). 

Ağır metal toksisitesi ağır metal cinsine, canlının t r ne, canlının direncine, ka ınma 

mekanizmalarına bağlı olarak birbirinden deği ik etkiler g sterebilir (Kennedy ve Gonsalves, 

1987; Shabala, 2017). 

1.4.1 Ağır Metallerin Bitkiler Üzerine Etkileri 

Çevrede bulunan ağır metaller bitkileri fizyolojik a ıdan  e itli  ekillerde ve  zellikle y ksek 

konsantrasyonları olduk a olumsuz y nde etkilemektedir. Bununla birlikte olması gerekenden 

daha az ya da hi  olmaması da bitki a ısından olumsuz y nden etkiler. Yapılan  alı malar 

g stermi tir ki bu etkilerin ba ında enzimatik reaksiyonları yava latma veya durdurma, 

h crelerin i inde birikerek antioksidan etkiyi bozma, protein yapılarını ve katlanmalarını 
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bozarak diğer partik ller ile aralarında olan korelasyonu kırma etkileri mevcuttur (Farooqui 

ve ark., 2017). 

Bazı ağır metal etkile imlerinde ise birinin bitkiye bağlanması neticesinde diğerinin 

bağlanması engellenir ve dolaylı olarak bir ağır metal sebebi ile diğerinin eksikliğinden 

kaynaklı problemler ya anabilir ya da bağlanan ağır metalin fazlası toksik etkiler ortaya 

 ıkarabilmektedir. Yapılan  alı malar g stermi tir ki bitki b nyesinde eğer y ksek 

konsantrasyonda Mn var ise bitkinin Fe alınımında sekteler meydana gelmekte ve klorofil 

sentezinde g rev alan Fe eksikliğine bağlı olarak bitkilerde kloroz durumu ortaya 

 ıkmaktadır, bununla birlikte y ksek pH d zeylerinde bulunan alkali topraklarda Fe olsa dahi 

bitkiye bağlanamamaktadır. T m bunların sonucunda bitkide klorozis meydana gelmektedir. 

Ayrıca bitkide y ksek konsantrasyonda bulunan Fe elementi de toksik etkiye neden olmakta 

ve nekrozlara sebebiyet vermektedir (Liebthal ve Dietz, 2017; Hindt ve ark., 2017). Yapılan 

 alı malar doğrultusunda bakırın (Cu) bitkiler i in  nemli bir mikroelement olduğu 

saptanmı tır ancak bu mikroelemente y ksek konsantrasyonlarda maruz kalan bitkilerde 

b y menin, dokularda bulunan su miktarının ve fotosentez hızının dahi deği tiği 

g zlemlenmi tir (Lange ve ark., 2017). Bununla birlikte ağır metaller h cre membranında 

bulunan lipidler ve diğer biyomolek llere zarar vererek, reaktif oksijen stresinin olu masına 

sebep olmaktadır (Burzynski ve Klobus, 2004). 

Yapılan diğer  alı malar doğrultusunda Cd‘un bitki b nyesinde yer yer renk deği ikliklerine, 

geli me ve b y me geriliği  zerine etkisi olduğu saptanmı tır. Ayrıca bitkilerde Cd stresi 

neticesinde  zellikle azot metabolizmasında yer alan enzimlerin aktivitelerini azalttığı 

saptanmı tır. Bununla birlikte Cd‘un bitki b nyesinde y ksek konsantrasyonlarda bulunması 

sebebi ile Calvin d ng s nde g rev alan bir  oğu enzimin bağlanma mekanizmasını bozarak, 

fotosentezi sekteye uğrattığı saptanmı tır. Cd daha  ok protein ve aminoasit organik 

bile iklerine etki ederek, enzimatik faaliyetleri yava lattığı veya durdurduğu saptanmı tır (Rai 

ve ark.,2016; Carneiro ve ark., 2017). 

1.4.2 Kadmiyum 

Cd, atom numarası 48, atom ağırlığı 112,41 g/mol,  zk tlesi 8,65 g/cm
3

 olan bir metaldir. 

Kaynama noktası 767
o
C, erime sıcaklığı ise 321

o
C olan g m   renkte i lenebilir bir 

elementtir. Cd doğada CdS, CdCl2 ve CdSO2 olarak ve Cd tuzlarının i erisinde bulunur.  
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Cd,  evre i in toksik etkiye sahip bir elementtir. Etkileri Zn‘ye benzerdir fakat Zn‘den farklı 

olarak b t n canlılar i in toksik etkiye sahiptir. Cd‘un g nl k alım sınırı 40-50 µg‘dır. Bunun 

 st nde alındığı takdirde t m canlılar i in toksik etki g sterir. 

Cd ağır metaller i inde suda en iyi   z nen elementtir. Suda   z n r ve canlıların yapısında 

birikim g sterir. Zehirlilik oran  ok y ksektir (Satarug ve ark., 2017).  

Cd‘un kullanım alanları: 

1. Paslanmayı  nlemek amacıyla elektrolizle kaplama ve galvanizleme i lemlerinde, 

2. Ni-Cd pillerinin yapımında, 

3. Metallerin a ınmalara kar ı korunması i in kaplanmalarında, 

4. Ak lerde, 

5. Plastik  retiminde sağlamla tırıcı ve dayanıklılık arttırıcı olarak, 

6. Seramik yapımı ve cam end strisinde, 

7. Metal ala ımı hazırlanmasında, 

8. Çinko, bakır ve kur un cevherlerinin arındırılmasında, 

9. Boya maddesi yapımında, 

10. Ev e yalarının, otomobillerin, zirai ve end striyel aletlerin, tutturucu  zelliği olan 

malzemelerin (vida,  ivi vb.) y zeylerini kaplamada, 

Kadmiyum‘un farklı maddelerdeki oranları Tablo 2‘de verilmi tir. 
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Şekil 1.3 Kadmiyum yayılımı (Kahvecioğlu ve Ark. 2001) 

Kadmiyumun zirai bitkiler de birikmesi sanayi atıkları, g bre vb. end striyel  r nlerin 

sebebiyle olur. Bitkilerde birikmesi ise genellikle havada bulunan kadmiyum par acıkları 

sebebiyle olur. Yol kenarında yeti en bitkilerde ki biriken kadmiyum miktarı, normal bitkilere 

oranla yılda 0,1 ile 0,2 gr daha fazladır. (Haktanır, 1987) Şekil 1.4‘te Cd‘nin biyosistem 

 zerinde nasıl ta ındığı  ematize edilmi tir. 
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Şekil 1.4 Kadmiyumun  evre d n   m  (Anonim 3) 

Kadmiyum bitkilerin enzimatik sistemlerine zarar verir. Cd protoklorofil reduktaz ile 

aminolevulinik asit enzimlerini inhibe ederek klorofil olu umunu engeller (Sheoran ve ark., 

1990). Bunların dı ında Cd proteinlerde bulunan -SH bağlarına bağlanarak enzimlere inaktive 

eder. İnaktive edilen bu enzimler bitkilerin, fotosentez yolağında ve su dengesinde rol alan 

enzimlerdir. Bu inaktivasyon sonrası bitkilerin fotosentez ve su dengesi bozulur (Rai ve ark., 

2017). 

Cajanus cajan L. bitkisinin yaprakları Cd ve Ni toksititesi  zerinde yapılan  alı malar 

g stermi tirki bu iki ağır element fotosentez mekanizmasını en  ok etkileyen ağır metallerdir 

(Sheoran ve ark., 1990). Bitkinin yapraklarında yapılan fotosentez miktarı uygulanan ağır 

metalin t r ne ve miktarına g re fotosentez miktarını %2 ve %61 oranında azaltmı tır. Bunun 

dı ında fotosentez miktarında azalmaya bağlı olarak bitkilerde alınan O2 miktarında da 

azalmalar g zlenmi tir (Sheoran ve ark., 1990, Chaoi ve ark., 1997; Lu ve ark., 2017). 
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Tablo 1.1 Kadmiyum'un farklı maddelerdeki oranları (Haktanır, 1987) 

Materyalin Cinsi Cd içerikleri (ppm) 

K m r 1 - 2 

Motor Yağları 0 - 5 

Ta ıt Lastikleri 20 - 90 

S per Fosfat 38 - 48 

Ham Fosfatlar 31 - 90 

Yer Kabuğu (ort.) 0,18 

Kirlenmemi  Topraklar 1 

Kirlenmi  Topraklar 1 - 53 

 

Kumar ve Chopra Phaseolus vulgaris L. (fas lye) bitkisini kullanarak Cd‘nin nitrat 

mekanizmaları  zere olan etkilerni ara tırmı lardır. Bitkilerin yeti tiği topraklara uzun s reli 

(24 saat) ve kısa s reli (7 saat) olmak  zere Cd eklemi lerdir. Bu  alı ma sonucunda Cd 

uygulanan bitkilerdeki nitrat oranının, Cd uygulaması yapılmamı  bitkilere oranla nitrat 

miktarının %24 ila %62 oranında azaldığı g zlenmi  buna kar ın ise toplan amino asit 

miktarının ise arttığını g stermi lerdir. Nitrat enzimleri bitkilerde k klerin, madde ta ınması 

 zerinde etki etmektedir. Phaseolus vulgaris L. bitkisinde uygulanan Cd %90 oranında k kte 

g zlenmi  ve k kteki nitart metobolizmasını etkilemi tir. Bu etkile im sonucu, ayrıca bitkide 

biyok tlede azalmada saptamı lardır (Kumar ve Chopra., 2014). 

Salt ve arkada larının Brassica juncea L. (Indian Mustard) bitkisinde yaptığı  alı malar 

g stermi tir ki Cd bitkilerin k klerinde ve stomaları  zerinde etki etmektedir. Bu etkiler 

sonucunda k klerden su ve iyon alınmasını azalttığı g zlenmi tir. Bir diğer etki olarak 

stomaların a ılısını ve kapanı ını etkilemesidir. Bilindiği  zere bitkiler sıvıyı ta ırken 

stomalar  zerinden dı arı attığı su buharınıda kullanmaktadır. Kadmiyum bitkinin yaprağında 

birikim yaparak stomalarını etkileyerek sıvı kaybını azaltır. Bu azalmada bitkilerin sıvı 

dengesini bozmaktadır. Kadmiyumun sıvı ve iyon mekanizması  zerinde etkisi bu iki organı 

etkilemesi sonucu olu mutur (Salt ve ark., 1995). 

  



15 

1.5 Genotoksisite ve Bitkiler Üzerine Etkileri 

Genotoksisite organizmaların genetik bilgilerinin zararlı maddelere maruz kalması sonucunda 

meydana gelen olumsuz deği ikliklerdir.  Meydana gelen olumsuz deği iklikler arasında gen 

mutasyonları, kromozom anomalileri, DNA‘da meydana gelen delesyon, translokasyon, 

inversiyon gibi deği imler  rnek olarak verilebilir. Kopyalanması gereken DNA ya da 

genomun, replikasyonu sırasında, replikasyon enzimleri ile etkile ime giren ve mutajen etki 

g steren yani genotoksik maddelerin genetik materyal olan DNA‘da aksaklıklar olu turması 

veya hasara yol a masına genotoksik etki denir (Young, 2002).  

Mutajenlerin DNA  zerindeki etkisi ya doğrudan ya da dolaylı olarak proteinlere bağlanması 

 zerinden ortaya  ıkmaktadır. Bu etki doğrultusunda transkripsiyon basamakları etkilenmekte 

ve ihtiya  duyulan enzimlerin sentezlenmesinde, yapıların ve katlanmalarında  e itli 

aksaklıklar olmakta ve h cre d ng s  ile h cre metabolizmasının yeterli d zeyde 

 alı amaması ve hatta bazen bunun durması sonucunda ilgili dokuda fizyolojik olarak  e itli 

aksaklıklar g zlemenmi tir. Bitkilerde ise bu aksaklıklar neticesine  rnek olarak nekrozis, 

klorozis, doku kaybı, k klerden madde alımının aksaması, klorofil aktivitesindeki yava lama 

veya durma ve buna bağlı olarak bitkinin fotosentez mekanizmasının bozulması sonucu 

ya am d ng s n n sona ermesine kadar kar ıla ılabilir. 

1.5 1 Ağır Metallerin Genotoksik Etkileri 

Ağır metallerin eser miktarda bulunmaları bitkiler i in gereklidir (Knasm ller ve ark., 

2017).  Ancak ağır metallerin bulunma miktarlarında azlık ya da  okluk ise DNA 

zincirlerinde mutasyonlar sonucu ortaya  ıkan hasarlar gibi  e itli genotoksik etkilere 

sebebiyet vermektedir. Örneğin, Fe elementi varlığında klorofil enzimlerinin  alı ması 

etkilenmektedir ancak demirin az olması sonucunda klorofil  retim mekanizmasının 

aksamasından dolayı klorozis meydana gelmektedir. Eğer bitkide bu ve bunun gibi ağır metal 

varlığının aksaması olur ise DNA zincirinde ağır metallerin mutajenik etkileri g r lmektedir. 

Bu etkilerin ba lıcaları arasında klorofil enzim mekanizmasının aksamasına, transkripsiyon ile 

RNA  retim devrinin bozulması sonucunda gerekli olan enzimlerin g rev yapamaması 

sonucunda h crelerde ve dokuda fizyolojik sıkıntılara rastlanmaktadır. 
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1.5.2 Kadmiyumun Genotoksik Etkileri 

Kadmiyumun organizmalardaki molek ler genotoksisitesi tam olarak anla ılamamakla 

birlikte, Cd‘un doğrudan adenin, guanin, ve timin n kleotidlere bağlanma mekanizmalarına 

rastlanmı tır. Bunun sonucunda DNA‘daki yanlı  baz e le melerini tamir mekanizmasını 

bozduğu tespit edilmi tir (Hossain ve Huq, 2002; Jin ve ark., 2003).  Cd‘un etkilerinden olan 

n kleik asit deformasyonu sonucunda reaktif oksijen t rlerini (ROS) dolaylı yoldan 

etkinle tirdiği saptanmı tır (Fodor, 2002). 

Yapılan  alı malar doğrultusunda y ksek konsantrasyonlarda bulunan Cd ağır metalinin 

h creyi mitotik d ng de sapmalara ve engellere maruz bıraktığı tespit edilmi tir. Buna  rnek 

olarak bir h cre d ng s nde ortaya  ıkan  ok sayıda anafaz evresi, kromozom anomalileri, 

DNA yapılarında meydana gelen kırılmalar ve silinmeler verilebilir. Bununla birlikte 

bitkilerde Cd ak m lasyonu sonucu fotosentez olaylarında d    , su ve besin alınımında 

azalma, kloroz ve b y me inhibisyonu ile sonu lanmı tır (Drazkiewicz ve ark., 2003). 

1.6 Moleküler İşaretleyiciler 
1.6.1 Moleküler İşaretleyiciler ve Genetik Çalışmalardaki Etkinliği 

Molek ler i aretleyiciler, DNA  zerindeki ilgili b lgelerin  oğaltılmasını sağlayan k   k 

DNA b lgelerine verilen isimdir. Bunun neticesinde DNA‘nın istenilen gen b lgesinin tespiti 

sağlanabilmektedir. Genom analizleri ve molek ler  alı malarda kullanılmak amacıyla 3 tip 

molek ler i aretleyici  n plana  ıkmaktadır. Bu i aretleyiciler sırasıyla, morfolojik 

i aretleyiciler, protein i aretleyicileri ve DNA tabanlı i aretleyicilerdir (Vazhacharickal ve 

ark., 2017). 

Organizmaların fenotipik g r n mleri bakımından genotiplerinin birbirinden ayırma i lemi 

uzun senelerdir  alı ılmaktadır. Genotipleri kendi aralarında ayırmayı sağlayan morfolojik ve 

mutasyonlar neticesinde ortaya  ıkan yeni  zelliklerin fenotipe yansıyanları uzun zamandır 

bilinmektedir. Uygulanan bu i lemin g n m zdeki formunda ise protein ve DNA farklılığını 

ortaya koyabilmek i in molek ler belirleyiciler tercih edilmi tir (Westermeier, 2016).  

Morfolojik i aretleyiciler, organizmaların genetik i lemlerinde uygulanmakta ve bu 

i aretleyiciler neticesinde, genetik  alı malarda bilgi eksikliğinden kaynaklı ilk molek ler ve 

genetik  alı maları uygulayan Mendel kalıtımının kurallarını g steren  zellikler 
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kullanılmı tır. Bu i aretleyiciler ile yapılan  alı maların dezavantajlı olmasının sebebi ise 

kullanım kolaylığı olmasına kar ın yeterli miktarda alel olmayı ıdır (Verga ve ark., 2015). 

Aminoasitlerin yapısı, molek l ağırlıklarındaki farklılıklarından m tevellit proteinlerin 

alellerinde diğer organik bile iklere g re deği iklikler g r lmektedir. Bu farklılıktan kaynaklı 

olarak proteinlerin jel elektroforez metodu uygulanması sonucu kolaylıkla 

farkedilebilmelerine olanak sağlanır. İ aretleyicilerin tarihteki ilk kullanımları sırasında 

yaygın olarak doku ve kan  rneklerinde yer alan proteinleri belirte  olarak kullanılması s z 

konusuydu ancak daha sonra bu i lemin uzun vakit alması neticesinde bu doku ve kan 

 rnekleri yerine bug n olduğu gibi  alı malar artık DNA tabanlı i aretleyicileri kullanılmaya 

ba lanmı tır (Philips ve Vasil, 2013). 

DNA tabanlı i aretleyiciler ise, taksonomik basamaklarda yer alan aynı t r n farklı 

bireylerinde ortaya  ıkan polimorfizm farklılılarının g r ld ğ  DNA kısımlarıdır ve  u an en 

fazla kullanılan molek ler i aretleyicidir. Bu i aretleyicilerin  ok fazla kullanılmasının temel 

sebebi ise polimeraz zincir reaksiyon basamaklarının bulunması ile ortaya  ıkmı tır. Bunun 

neticesinde de genetik haritanın  ıkarılması, filogenetik olarak sınıflandırmada analiz, doğal 

se ilim  alı malarında fazlaca kullanılmı tır (Passari ve ark., 2015). 

Bu i aretleyicilerin  ok sayıda olması ve ekolojik etmenlerden etkilenmemeleri nedeni ile 

kullanım a ısından avantaj sağlamaktadır. Bu avantaj sayesinde de DNA‘nın baz 

dizilimlerindeki deği imler kolaylıkla ve doğru bir  ekilde ortaya  ıkarılabilmektedir. 

İ aretleyicilerin kullanım a ısından bir diğer avantajı ise bitki ıslah  alı malarında 

yaralanılmasıdır ve bu  alı maların her ge en g n geli mesidir. Molek ler i aretleyiciler 

kullanılarak tarımsal  r n elde etme s recinde yapılacak seleksiyon ile verim arttırılıp, 

seleksiyon i lemi ile buna devam ettirilebilir. D   k b t eli olmasından kaynaklı diğer 

uygulamalara g re de avantajlı kabul edilir (Kumar ve ark., 2016). 

DNA tabanlı i aretleyiciler kullanım maksatları bakımından farklı  ekilde gruplandırılırlar:  

 Ge i  t r  bakımından (biparental ve parental nukleus kalıtımı ile materna  - paternal 

kalıtım)                                                             

 Gen i leyi ine g re (dominant ve kodominant i aretleyiciler),          
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 Tahlil ve   z mleme metodlarına g re (Hibritleme yani PZR temelli olmayan 

i aretleyiciler ile PZR temelli i aretleyiciler) (Collier ve ark., 

2017)                                                     

PZR temelli olmayan y ntemlere  rnek olarak RFLP (Restriks yon ile kesilmi  DNA 

par alarındaki uzunluk farklarını ortaya koyan y ntem) verilebilir (Tanksley ve ark., 1989; 

Pharmawati ve Imaniar, 2016). PZR temelli olan y ntemlere  rnek olarak ise sıklıkla uygulan 

RAPD (Rastgele Arttırılan Polimorfik DNA) ve AFLP (Arttırılan Par a Boylarındaki 

Farklılıklar) (Vos ve ark., 1995; Chang ve ark., 2017) ve microsatellites (SSR ya da ISSR: 

Kısa DNA Baz Segmentleri ya da Basit Dizi Tekrarı) (Rafalski ve Tingey, 1993; Khalil ve 

Hassan, 2013) verilebilir. 

İ aretleyiciler ile ilgili belirlemeler  oğunlukla, uygulana elektroforez metodu sonucunda 

sağlanmaktadır. Bu metod ile DNA‘nın ve/veya proteinin par aları belirli bir konsantrasyonda 

bulunan jelin  zerinde boyut farklılıklarından dolayı birbirlerinden farklı  ekillerde hareket 

ederek ilerlemektedir. Jel elektroforezinde hareket eden k   k DNA par aları daha sonra 

 e itli boya ve radyoaktif madde kullanılarak g r nt lenebilmektedir (Tran ve Ho, 2017). 

Molek ler i aretleyiciler sayesinde ayrıca bir t r n farklı varyasyonlarını belirlemek yani o 

t re ait geni  kapsamlı olarak genetik haritalaması yapılabilmekte, buna ek olarak bu t r n 

taksonomisini yapabilmede ve ilerleyen d nemlerde de patentini alma i lemlerinde 

kullanılabilmektedir (Zanke ve ark., 2017). 

1.6.1.1  astgele çoğaltılmış polimorfik DNA ( APD) 

Rastgele Çoğaltılmı  Polimorfik DNA (Random Amplified Polymorphic DNA-RAPD), PZR 

tekniği kullanarak sentetik primerlerin yardımıyla yapılan rastgele DNA par ası  oğaltımına 

dayanan bir y ntemdir (Sharma ve ark., 2017). RAPD i aretleyicileri genelde 10 baz  ifti 

uzunluğundadır. Kullanılan primerler hem  n hem de ters primer rol n   stlenmektedir. 

Çoğaltılan DNA par acıkları genellikle 0.5-5 kb arasında bir b y kl ğe sahiplerdir. 

Primerlerin bağlanma b lgelerinin  e itli olu u ve buna bağlı olarak olu an farklı uzunluktaki 

DNA par acıklarından dolayı polimorfizm ortaya  ıkmaktadır (Pareek ve ark., 2017; Thakar 

ve ark., 2017). 

RAPD y ntemi de her teknikte olduğu gibi belli bazı avantajlara ve dezavantajlara sahiptir. 

Avantajları arasında d   k miktarda DNA ihtiyacı, zaman olarak daha kısa s rede sonu  

vermesi, primerlerinin tasarımlarının kolay olması, RAPD i aretleyicilerinin genomik 
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dağılımlarının bol ve b t n genoma dağılmı  olması sayılabilir. Buna kar ın RAPD tekniğinin 

dezavantajı ise tekrarlanabilirliğinin az olması ve bilgilendirme g c n n diğer y ntemlere 

g re d   k olmasıdır (Filiz ve Koc, 2012).  

Molek ler i aretleyiciler aracılığıyla genotoksisitenin belirlenmesi i in kullanılan 

tekniklerden birisi de RAPD y ntemidir. Bu y ntemin de her y ntemde olduğu gibi bazı 

olumlu ve olumsuz y nlere sahiptir. Az miktarda DNA gereksinimi, zaman olarak  nemli 

kazan lar sağlaması, t m genoma yaygınlığa sahip olması ve y nteme ait primerlerinin kolay 

sentezlenebilir olması y ntemin olumlu yanlarındandır. D   k tekrarlanabilirliğe sahip olması 

ve sonu  verme kapasitesinin diğer y ntemlere g re daha yetersiz olması olumsuz 

y nlerindendir (Ebadi ve Eghbali, 2017). 
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2. MATERYAL METOD 

Elde edilen su bitkileri 40 lt hacmindeki akvaryumlarda gruplara ayrılmı  ve 14 g n boyunca 

kontrol (0), 100, 200 ve 400 μM‘lık  CdCl2 stresine maruz bırakılmı tır. 

 

Şekil 2 1 Akvaryumlarda strese maruz bırakılmı  olan Ludwigia glandulosa ve Alternanthera 

reineckii bitkileri 
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Şekil 2 2 Cd stresindeki akvaryumdaki bitkilerin (Ludwigia glandulosa ve Alternanthera 

reineckii)  stten g r n m  
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Bitkilerin daha sonra hasat i lemleri ger ekle tirilmi tir.  

 

Şekil 2 3 Hasat sonrası Ludwigia glandulosa  

 

 

Şekil 2 4  Hasat sonrası Alternanthera reineckii 
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Hasat sonrası toplanan bitkilerin yapraklarından CTAB metodu kullanılarak DNA izolasyonu 

ger ekle tirilmi tir. 

CTAB DNA izolasyon sol syonu hazırlarken kullanılan kimyasallar a ağıdaki gibidir: 

1 M TrisHCl     25 ml 

5 M NaCl          70 ml 

0,5 M EDTA     10 ml 

CTAB                 5 g 

Distile Su (250 ml‘ye tamamlandı) 

Diğer Bile ikler: 

%95‘lik İsopropanol 

Kloroform - octanol (24:1 oranında) 

5 M NaCl 

DNA izolasyonun yapım protokol  a ağıda belirtildiği gibi yapılmı tır:  

1. Buz  st nde havan i inde hızlıca doku ezilir (0,1 g). 

2. 65
o
C‘de ısıtılmı  olan CTAB, 200 μl CTAB eklenir ve ezilmeye devam edilir, 600 μl 

CTAB daha eklenir ve homojenizat   z l nceye kadar ezilir. 0,05 g PVP eklenir. 

3. Homejenizat 2‘lik t pe alınarak 65
o
C‘de 45 dk ink be edilir. ink basyon sırasında 5 

dk‘da bir invert edilir. 

4. 10 dk. oda sıcaklığında bekletilir. 

5. 800 μl Kloroform - octanol (24:1 oranında) eklenir. 

6. 13000 rpm‘de 10 dk. santrif j edilir. 

7. Üst fazı pipet ile alınır. 

8. Elde edilen s pernatantın hacminin ½‘si kadar 5 M NaCl, hacmin 1 katı %95‘lik 

isopropanol eklenir. 

9. -20
o
C‘de bir saat bekletilir (ya da +4 

o
C‘de bir gece) 

10. 13000 rpm‘de 10 dakika santrif j edilir ve s pernatant atılır. 
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11. 1000 μl %75‘lik alkol eklenerek, 13000 rpm‘de 5 dakika santrif j edilir. 

12. Ethanol atılır ve DNA kurumaya bırakılır. 

13. 100 - 200 μl n kleaz free suda (veya TE buffer pH:8‘de)   z l r. 

14. 2 μl RNAaz A eklenir ve 37
o
C‘de 60 dakika ink be edilir. 

15. Ç zeltiyi RNAaz A denaturasyonu i ib 65
o
C‘de 60 dakika ink be edilir. 

0,5 M ETDA i im 18,61 g + 100 ml distile su 

1 M Tris HCl i in 15.76 + 100 ml distile su 

 

Şekil 2 5 CTAB ile birlikte  rneklerin ezilip homojenize edilmesi 

 

İzolasyon sonrası elde edilen DNA  rnekleri nanodrop yardımı ile  l  l p, miktar ve saflık 

analizleri yapılmı tır. 
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Şekil 2 6 Nanodrop cihazında numunelerin incelenmesi 

Bitkilerde genotoksisiteyi belirlemek i in yararlanılan RAPD primerleri a ağıdaki listede 

belirtilmi tir.     

Tablo 2.1 RAPD primerleri                                   

5' -CTGGCGAACT- 3' 

5' -TCCGATGCTG- 3' 

5' -CTGCGCTGGA- 3' 

5' -CTGAGGTCTC- 3' 

5'-TCATCCGAGG- 3' 

5' -TCTCCGCCCT- 3' 

5' -AATGCGGGAG- 3' 

5' -GGGSSGGGAG- 3' 

Bu primerler kullanılarak RAPD-PZR tekniği aracılığıyla genotoksisite belirlenmeye 

 alı ılmı tır. 
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İzole edilen DNA  rnekleri i in PZR kimyasalları a ağıda verilmi tir. 

1. 3,6 μl H2O 

2. 2 μl, 10X Buffer (mg) 

3. 4 μl, (10 - 50 μM) dNTP 

4. 1,2 μl, 1 - 4 mM MgCl2 

5. 2 μl, 0,1 - 1 μM primer I 

6. 2 μl, 0,1 - 1 μM primer II 

7. 0,2 μl, 5U Taq polymerase kimyasallarından toplamda 15 + 5 μl kalıp DNA olacak 

 ekilde kullanılmalıdır. 

Uygulanan PZR d ng s  basamakları a ağıda mevcuttur. 

1. 94
o
C‘de 3 dakika bir d ng  denaturasyonu, 

2. 94
o
C‘de 1 dakika, 36

o
C‘de 1 dakika ve 72

o
C‘de 1 dakika kırk d ng  bağlanma, 

3. 72
o
C‘de 5 dakika bir d ng  uzama a amaları  eklinde ger ekle tirilmi tir. 

Elde edilen PZR  r nlerinden %4‘l k agaroz jel elektroforezi yardımıyla g r nt lemeler 

yapılmı tır. Agaroz jelin hazırlanması  u  ekildedir:  

1. 4 g toz agoroz tartılır, 

2. Üzerine 250 mL 1xTBE (trisboric acid EDTA) eklenir. 

3. Karı ım kaynatıldıktan sonra y r t len jellerin g r nt lenmesinin yapılabilmesi i in 5 

μl EtBr2 eklenir. 
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Şekil 2 7 Örneklerin PZR tekniğinin yapılması 
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3. BULGULAR 

A. reineckii ve L. glandulasa bitkilerindeki CdCl2 stresine bağlı genotoksisitenin belirlenmesi 

amacıyla yapılan denemelerde yukarıda belirtilen primerlerden UBC733 ile verimli sonu lar 

elde edilmi , ve elde edilen sonu lar ve g r nt ler a ağıdaki tabloda verilmi tir.  

 

Şekil 2 8 Ludwigia glandulosa bitkisinin genotoksisitesini belirlemek i in kullanılan UBC733 

RAPD primeri ile elde edilen jel elektroforez g r nt s    

(M: Marker, C: Kontrol grubu, 100: 100 μM Cd uygulanan grup , 200: 200 μM Cd uygulanan 

grup , 400: 400 μM Cd uygulanan grup, a: bant yoğunluklarında azalma, b: bant 

yoğunluklarında artma, c: kaybolan bantlar, d: yeni bant olu umu)    

 

  

M              C       100                  200           400 

a 
a 

c 
c 

b 
b 

d 
d 
d 

d 
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 Tablo 2.2 Ludwigia glandulosa bitkisinin RAPD bant profillerindeki deği im 

UBC733 (5' -GGGSSGGGAG- 3') 

Gruplar Toplam Band Numarası a B A B 

Kontrol 2 - - - - 

100 μM Cd 2 - - 2 - 

200 μM Cd 0 - 2 - - 

400 μM Cd 5 3 - 2 - 

a: yeni bant görüntüleri, b: kaybolan bant, A: bant yoğunluğundaki artma, B: bant yoğunluğundaki 

azalma 
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Şekil 2 9 Alternanthera reineckii bitkisinin genotoksisitesini belirlemek i in kullanılan 

UBC733 RAPD primeri ile elde edilen jel elektroforez g r nt s  

(M: Marker, C: Kontrol grubu, 100: 100 μM Cd uygulanan grup , 200: 200  μM Cd uygulanan 

grup , 400: 400 μM Cd uygulanan grup, a: bant profillerinde azalma)     

 

Tablo 2.3 Alternanthera reineckii bitkisinin RAPD bant profillerindeki deği im 

UBC733 (5' -GGGSSGGGAG- 3') 

 
Toplam Band Numarası a B A B 

Kontrol 4 - - - 2 

100 μM Cd 4 - - - 2 

200 μM Cd 4 - - - 2 

400 μM Cd 4 - - - 2 

a: yeni bant görüntüleri, b: kaybolan bant, A: bant yoğunluğundaki artma, B: bant 
yoğunluğundaki azalma 
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4  TA TIŞMA ve SONUÇ 

Bu  alı mada tatlı su bitkisi olan Ludwigia glandulosa Walter ve Alternanthera reineckii 

Briq. bitkilerinin farklı konsantrasyonlardaki Cd stresinden nasıl etkilendiği ara tırılmı tır. Bu 

ama la su tanklarına alınan bitki grupları iki haftalık s re te    farklı konsantrasyonda 0 

(kontrol), 100, 200 ve 400 μM CdCl2 i eren su dolu tanklarda strese tabi tutulmu lardır. Daha 

sonra bitkiler hasat edilmi , total genomik DNA modifiye CTAB metodu kullanılarak izole 

edilirlen ve genotoksik etkilere RAPD-PCR tekniği ile bakılmı tır.  

Elde edilen verilere g re, L. glandulosa‘da artan Cd miktarına bağlı olarak yeni bant olu umu,  

kaybolan bantlar ve bant yoğunluklarında deği iklikler  eklinde bant profillerinde farklılıklar 

g zlenmi tir. İlaveten A. reineckii bitkisinde kontrol grubu ile kar ıla tırıldığında t m 

 rneklerde bant yoğunluklarında azalma g zlenmi tir. 

Benzer bir  alı mada, Liu ve arkada ları (2005) Hordeum vulgare (arpa) bitkisi kullanmı lar, 

ve Cd stresine bağlı genotoksisiteyi RAPD y ntemi ile analiz etmi lerdir. Çalı mada Cd 

uygulamasından sonra k k u larından izole edilen DNA‘lara ait rastgele amplifiye polimorfik 

DNA (RAPD) profillerinde ortaya  ıkan farklılıklar normal fideler ile kıyaslandığında bant 

yoğunluğunda artma ve azalmalar, normal bantların kaybı ve yeni bantların ortaya  ıkması 

gibi deği iklikler g zlemlenmi tir. Ara tırmacılar ayrıca, ortaya  ıkan farklılıklarının etkisinin 

konsantrasyona bağlı olduğunu saptamı lardır. 

Enan‘ın  2006 yılında Phaseolus vulgaris tohumlarındaki ağır metallere bağlı genotoksisitenin 

ara tırılması adlı  alı masında RAPD  analizi yapılmı  ve sonu ta uygulama yapılan 

 rneklerin DNA par alarının varlığı ve / veya yokluğu kontrol grubu  rnekleri ile 

kar ıla tırıldığında polimorfizmlerin belirginle tiği saptanmı tır.  

Al-Qurainy ve arkada larının (2010) Eruca sativa bitkisi ile yaptıkları  alı malarında Cd, Zn 

ve Pb ağır metallerinin b y me  zerine etkileri ara tırılmı tır. Bu    ağır metalin genotoksik 

potansiyeli bakımından sıralandığında Cd‘un etkisinin diğerlerinden daha fazla olduğu 

saptanmı tır. Ara tırmacılar, metallerin olu turduğu genotoksisiteyi saptamak amacıyla 

RAPD tekniği kullanmı lar ve bantlarda farklılıklar tespit etmi lerdir. Buna g re deney 

gruplarının bazı bireylerinde yeni bant olu umları g r l rken bazı uygulamalarda bantların 

hi   ıkmadığı ya da kaybolduğunu tespit edilmi tir. 
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Cansaran-Duman ve arkada larının (2011) yaptıkları  alı mada Karab k‘te bulunan sanayi 

b lgesinde yeti en ve y ksek konsantrasyonlarda ağır metale maruz kalan Evernia prunasti 

bitkisinde bulunan ağır metallerin konsantrasyonları atomik abssorbsyon spektrometresi ile 

belirlenmi ,  evre kirliliğinden etkilenen bu bitkinin DNA bantları ve varyasyonlarını tespit 

etmek i in RAPD tekniği kullanılmı  ve bunun sonucunda da ağır metal k kenli genotoksisite 

ara tırılmı tır. 

Aslam ve arkada larının (2014)‘te Capsicum annuum L. bitkisinde yaptıkları  alı maya g re 

Cd stresine bağlı olarak deney gruplarında mevcut bantların bantların kaybolması ve yeni 

bantların olu ması yoğun bir  ekilde g zlemlenmi tir.  

Mohan ve Hosetti (1997) ve Asati ile arkada larının (2016)‘da yaptığı  alı malar neticesinde 

Cd‘un esensiyel bir element olmadığı ve bitkiler i in fotosentez reaksiyonlarının aksaması, 

mitoz d ng s nde bozulmalar, yapraklarda su absorbsiyonunu olumsuz etkileme, solmu  ya 

da ya lanmı  yapraklar, bodur yaprak olu umu ve kahverengi k   k k k olu umuna sebebiyet 

verdiği saptanmı tır. Ağır metale maruz kalmanın ortaya  ıkardığı b y k etkisi ya  ağırlık 

artı ının ve g vde b y mesinin ilerlemesine oranla, k k b y mesinin daha yava  olduğu 

g zlemlenmi tir. 
L. glandulosa bitkisi ile yaptığımız  alı mada elde edilen sonu lar doğrultusunda 100 μM Cd 

stresine maruz bırakılan  rneklerde 600 bp seviyesinde band yoğunluğunda azalma, 200 μM 

Cd stresine maruz bırakılan  rneklerde t m bantlarda kaybolma ya da yoğunluklarda azalma, 

400 μM Cd stresine maruz bırakılan  rneklerde ise 300, 400 ve 500 baz  iftlik b lgelerde yeni 

bant olu umuları g zlenmi  olup, ayrıca 700 baz  iftlik b lgede g r n r bir bant artı ı tespit 

edilmi tir. Aldığımız sonu lar doğrultusunda Cd konsantrasyonunun y kselmesi ile birlikte 

kaybolan ve yeni olu an bantlar  eklinde bant yoğunluğunun deği tiği g zlemlenmi tir. Bu 

 alı ma neticesinde Cd stresinin bir su bitkisi olan L. glandulosa i in genotoksik etkilerinin 

olduğu tespit edilmi tir. 

A. reineckii bitkisi ile yaptığımız  alı mada kontrol grubuna kıyasla diğer gruplarda 200-250 

baz  iftlik b lgelerde bant yoğunluklarının d  t ğ , bunu dı ındaki b lgelerde ise bant 

yoğunluklarının kontrol grubu ile benzerlik g sterdiği izlenmi tir. Bu  alı ma neticesinde 

Cd‘un A. reineckii bitkisi  zerine genotoksik etkiler, DNA hasarları ve mutasyonlara 

sebebiyet verebildiği tespit edilmi tir ve bu etkiler RAPD PZR tekniği kullanılarak ba arılı bir 

 ekilde saptanabileceği ortaya konmu tur. 
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