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OZET

Farkhh Konsantrasyonlarda Uygulanan Kadmiyum (Cd) Elementinin Ludwigia
glandulosa Walter ve Alternanthera reineckii Briq. Bitkilerindeki Genotoksik Etkilerinin

Belirlenmesi

Onagraceae familyasi iiyesi Ludwigia glandulosa Walter, Kuzey Amerika’da dagilim gosteren
ve maksimum 40 cm’ye kadar uzayabilen ¢ok yillik bir tatli su bitkisidir. Diger bir tath su
bitkisi olan Alternanthera reineckii Brig. ise Amaranthaceae familyasina ait bir bitkidir ve bu
familya 170 farkl: tiir i¢erir. Bu bitkinin kokeni Giiney Amerikadir ve 1965 yilinda Avrupa’ya
getirilmistir. Bu bitki, diisiik 151k ve karbondioksit seviyelerinde biiylime gosterebilir. Ancak

maksimun biiylime potansiyeline bu tiir ¢evre kosullarinda ulasamaz.

Bu ¢alismada, ii¢ farkli konsantrasyondaki Cd (100, 200 ve 400 uM) CdCl, formunda L.
glandulosa ve A. reineckii bitkilerinde akvaryum ortaminda 14 giin boyunca uygulanmstir.
Total genomik DNA modifiye CTAB metodu kullanilarak izole edilmis ve genotoksik
etkilere RAPD PCR teknigi ile bakilmistir.

Elde edilen verilere gore, L. glandulosa’da artan Cd miktarina baglh olarak yeni bant olusumu,
kaybolan bantlar ve bant yogunluklarinda degisiklikler seklinde bant profillerinde farkliliklar
gozlenmistir. Ilaveten A. reineckii bitkisinde kontrol grubu ile karsilastirildiginda tiim
orneklerde bant yogunluklarinda azalma gozlenmistir. Bu c¢aligmadan elde edilen veriler
gostermistir ki, Cd stresi her iki tath su bitkisinde (L. glandulosa and A. reineckii) de
genotoksik etkilere sebep olabilmektedir ve RAPD yontemi, DNA hasar1 ve mutasyon gibi

genotoksik etkilerin belirlenmesinde benzer ¢alismalarda da basarili bir sekilde kullanilabilir.

Agustos, 2017
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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 Brig., 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 uM) were applied in the
form of CdCl, 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
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KISALTMALAR

AFLP  : Amplified Fragment Length Polymorphism (Cogaltilmis Par¢ca Uzunluklarindaki
Farkliliklar)

DNA : Deoksiribo Niikleik Asit

ISSR : Inter Simple Sequence Repeats DNA (Basit Sekans Tekrarlar1 Aras1 Polimorfizm)
PZR : Polimeraz Zincir Reaksiyonu

RAPD : Random Amplified Polymorfic DNA (Rastgele Cogaltilmis Polimorfik DNA)
ROS : Reactive Oxygen Species (Reaktif Oksijen Tiirleri)

Rpm : Revolution per Minute (Dakikadaki Devir Sayisi)

Ppm : Part per million (Milyonda bir birim)
Bp : Base pair (baz parcasi)
SSR : Simple Sequence Repeat (Basit Dizilim Tekrarlart)
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1. GIRIS ve AMAC

Gelisen teknoloji ile beraber her yil ¢evre kirliligi sorunlar artarak ortaya ¢ikmaktadir. Cikan

bu sorunlar neticesinde de canli hayati tehlikeye girmekte ve ekolojik denge bozulmaktadir.

Yapilan aragtirmalar sonucunda, 6zellikle agir metal kirliligi tiim diinyada goze carpmaktadir
(Das ve ark., 2017). Onemli cevre kirleticisi olarak kabul gdren agir metallerin tam bir
tanimlamasi olmamak ile birlikte, 6zgiil agirhigi 5 g/cm3’ten biiyiik olan metallere agir metal
denmektedir. Bu metaller periyodik cetvelde “gecis elementleri” olarak adlandirilan kisimda
yer almaktadir (Thakur ve ark., 2016). Baslica agir metaller; civa (Hg), ¢inko (Zn), demir
(Fe), kadmiyum (Cd), kobalt (Co), krom (Cr), kursun (Pb), mangan (Mn), nikel (Ni) ve
selenyum (Se)’dur.

Agir metallerin ¢evreye salinimi durumunda tiim canlilarin hayatsal fonksiyonlarinda
sikintilar meydana gelmekte ve besin zinciri yolu ile biyolojik birikim artmakta, bu birikimler
neticesinde canli hayatinda aksamalar olmakta hatta O6liimle dahi sonuglanabilmektedir
(Gardiner ve ark., 2017). Yapilan arastirmalar gostermistir ki ¢evreye salinan agir metaller
insan yagsam alanlarinin kisitlamasina ve hatta yasam alani olmayan Antarktika’da dahi ¢evre
kirliligine sebebiyet vermistir (Trevizani ve ark., 2016). Bu sebeple, agir metallerin canlilar
tizerine tahribatindaki riskler géz ardi edilmemeli ve 6nlemleri alinmalidir (Kovaks ve ark.,
2017). Sanayi devrimi sonrasinda artan endistriyellesme, tarimda bilingsiz giibre
kullanimlari, atiklar, boyalar, metallerin katalizor etkileri, maden isletmeleri, ilaglar, volkanik
aktiviteler agir metal salinimini artiran faaliyetlerin basinda gelmektedir (Philips ve ark.,
2015).

Periyodik tabloda 2B grubunda yer alan ve agir toksisitesi bulunan Cd elementi canli hayati
icin oldukca tehditkar bir agir metaldir. Son yillarda yapilan arastirmalar sonucu Cd’un
ekosistemdeki zarari tespit edilmis ve biiyiik tehdit olarak belirtilmistir (Topacoglu ve ark.,
2016). Canlilar bu agir metale cogunlukla solunum yolu ile maruz kalmaktadir. Bu baglamda
Cd elementinin etkinliginde maruz kalma siiresi ve dozuna gore bir cogu hastalig1 beraberinde

getirmigtir (Clemens ve ark., 2016).

Cd bulagmasinda en biiyiik etkenlerden birkaci ise soyle siralanabilir; bu agir metali kullanan
fabrikalarin atiklari, otomotivde kullanilan cilalama islemleri, tesislerde yag ve komiir yakma

islemleri, uzun siireli gamur ve giibrelerin uygulanmasi ile fosfat giibre kullanimi (Magna ve

ark., 2013).



Cd’un bitkilerde bulunan konsantrasyonu 0,1-1,1 ppm aralifinda degismektedir. Yapilan
aragtirmalar gostermistir ki Cd elementinin bitkilerde gerekli olmayan bu halinin ¢ok az
miktar1 dahi enzimlerin ¢alismasini baskilayici (inhibe edici) etki gostermektedir ve her ne
kadar hayvanlara oranla bitkilerin Cd tolerans1 yiiksek olsa da bitki bu elemente asir1 dozlarda
maruz kalirsa olumsuz etkileri mevcuttur (Gupta ve ark., 2014). Bitkilerin topraktan aldiklart
Cd miktarini baz1 faktorler yavaslatabilir; topragin yapisi, kiregliligi, pH derecesi vb (Feng ve
ark., 2013)

Bitkinin maruz kaldig1 toksisite olarak degerlendirilen oOlgiitlerdeki Cd sonucu, bitki
yapraklarinda kloroz, fizyolojik boyutlarinda negatif degisim ve buna bagl olarak fotosentez
yetersizligi ve nekrozlarin goriilmesine neden olmaktadir (Li ve grk., 2015). Tabi ki Cd tek
basina bunlar1 yapabilecegi gibi bu degisimlere bagli olarak topraktan alinan minerallerden
demir ile fosforun yetersiz olmasi ya da mangan taginmasinda aksamalarin olmasi da kloroz
sebebiyetcisi olmaktadir (Yin ve ark., 2017). Bahsi gegen toksisite sonucu fotosentez
olaylarinin akasamasi, enzim inhibisyonunun olmasi bitkideki metabolik faaliyetleri negatif
etkilemekte ve sonu¢ olarak verimin diismesine neden olmaktadir (Andresen ve Kiiper |,

2013).

Topraktaki ve sudaki agir metal kirliliginin ortadan kaldirilmasi maksatiyla yapilan ¢aligmalar
arasinda elektrokimyasal ve filtreleme islemleri (Das ve Das, 2013) uygulanabilmektedir.
Ancak bu uygulamalar hem maaliyet acisindan hem de sonuglari agisindan uygulamay1
olumsuz kilmaktadir. Ciinkii yapilan g¢alismalar gostermistir ki sudaki ve topraktaki agir
metalin temizlenme ¢alismalar1 ardindan tekrar bulagsmasi ve hatta yayilmasi s6z konusudur
(Odum, 2016). Bu sebeple maaliyeti diisiirmek maksatli biyolojik ¢6ziimlere gidilmis ve bazi
bitkilerin agir metalleri ¢esitli bitki organlarinda akiimiile edebildigi saptanmistir (Clemens ve
Ma, 2016).

Bu calisgmada akvaryum bitkisi olan Ludwigia glandulosa Walter ve Alternanthera reineckii
Brig. bitkilerinin farkli konsantrasyonlardaki Cd stresinden nasil etkilendigi arastirilmistir. Bu
amacla su tanklarmma alinan bitki gruplar iki haftalik siiregte ii¢ farkli konsantrasyonda
incelenmistir. Bu amagla tanklarda 0 (kontrol), 100, 200 ve 400 uM CdCl; igeren bitkiler

yetistirilmis ve Cd’un bazi fizyolojik ve mineral beslenme {izerine etkileri belirlenmistir.



Stresin bitkiler lizerindeki etkilerinin incelenmesinde, farkli konsantrasyonlardaki agir metal
uygulamalarina maruz birakilan bireyler ile agir metal uygulamasina maruz kalmayan kontrol

grubu bireylerin, agir metale maruz kalma durumunda genotoksisitesine bakilmaistir.

1.1 Ludwigia glandulosa Walter ve Alternanthera reineckii Briq. Bitkilerinin

Taksonomik Ozellikleri
1.2 Ludwigia glandulosa Walter Bitkisinin Taksonomik Ozellikleri

Ludwigia glandulosa bitkisi Crassulaceae ailesinin bir {iyesidir. Kuzey Amerika kékenli bu
bitkinin bakimi ve yetistirilmesi kismen zor sayilacak seviyededir (Doyle ve ark.,2003;
Brown ve ark., 2008). Bitki yapraklar1 ve govdesi kismen yahut tamamu ile su altinda yasar
(Huffman ve Judd, 1998). Eger bitki tamamen su altinda ise yapraklariin rengi koyu yesil ve
kizil-kahve rengindedir. Bitkinin en iistiinde bulunan yapraklart yesil renkli gortiliirken asagi

yapraklara dogru gidildikce rengi kizil-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 yetistirilmesi zor oldugundan yetistirmenin kolay olmasi i¢in bu bitki 0,8w’tan
1,2w’a kadar oldukca yiiksek bir 151k giiciine gereksinimi vardir. Eger bu isiklandirma
kullanilmazsa yapraklar1 yesile déniip zamanla dokiilmeler yasanmaktadir. Iyi bir
aydinlatmaya ragmen yetistirme sirasinda alt kisimda yer alan yapraklarda yine dokiilmeler ile
karsilagilabilmektedir. Bitkinin 151k isteginin yiiksek olmasina paralel olmasina bagl olarak
demir ve eser element ihtiyaci oldukca fazladir (Sabetraftar ve ark., 2013). Bitkinin makro

besin ihtiyaci karsilandiktan sonra ihtiya¢ duydugu nitrat ve fosfat miktarinda azalmalar



vardir. Bitkinin saglikli gelisebilmesi i¢in 5-25 ppm nitrat ve 0,5-3 ppm fosfat degerlerine
sahip olmasi gerektigi saptanmistir. Nitrat seviyeleri diisiik olsa bile bu bitki diger

akrabalarina gore rengini kirmizi olarak koruyabilmektedir (Hussner, 2010).

Dogal olarak iiremeleri sicak yaz giinlerinde gerceklesebilmektedir. Ureme déneminde ilen bu
bitkinin su yiizeyinde sar1 kii¢iik ¢icekleri goriiniir. Cigeklerin ortaya ¢ikmasindan kisa bir
zaman sonra tohumlari agiga ¢ikip taban kismina yerleserek filizlenir (Uddin ve ark., 2013).
Bitkinin akvaryum ortaminda cogaltilmasimin yapilabilmesi i¢in tipki toprak bitkilerinde
oldugu gibi dalindan ya da direkt orta kismindan kesilip kuma aktarilip ekilmesi sonucunda
cogaltma saglanmis olur. Yukarida bahsi gecen uygun ortamlarin saglanmasi halinde bitki bu

akvaryum ortamina adapte olarak yetisebilir (Hernandez ve Cabrera Walsh, 2015).



Sekil 1.1 Ludwigia glandulosa bitkisinin ¢izimi (anonim 1)



1.3 Alternanthera reineckii Briq. Bitkisinin Taksonomik Ozellikleri

Bu bitki Giiney Amerika kokenli olup, sucul bir bitkidir. Bu bitki Amazon nehrinin
kenarlarindaki akintida bulunan dengesizlik sayesinde de su i¢inde ve disinda yasamaya uyum
saglamis bir formdadir. Bitkinin var olan saglikli formunu koruyabilmek i¢in sivi giibreye
ihtiya¢ duymaktadir ayrica kokleri ile gereksinim duydugu besinleri yeterince alabilmesi i¢in
iyi bir tabana ihtiyac1 vardir (Vogt ve ark., 1979; Anderson ve ark., 2015). Bitkiye yiiksek
seviyede 151k verilirse yapraklart kirmiziya doner. Bitki litre bagina 0,5w’tan 1w’a kadar
oldukga yiiksek bir 1siklandirmaya gereksinim duymaktadir. Bitkiye akvaryum ortaminda iken
uygulana diisiik 151k sonucunda alt kisimda yer alan yapraklarinda dokiilmeler gézlenmektedir
(Chin ve Lim, 2011). Bitkinin yetistirilmesi sirasinda gruplandirma yerine ayr1 ayri1 dikme
sureti ile daha i1yi yetismesi saglanir ve bu sayede alt yapraklarin da daha iyi 151k almasi

miimkiin olmaktadir (Schikarski ve ark., 2015).
Regnum: Plantae

Divisio: Spermatophyta

Subdivisio: Angiospermae

Klassis: Dicotyledoneae (Magnoliopsida)
Ordo: Caryophyllales

Familya: Amaranthaceae

Genus: Alternanthera

Species: Alternanthera reineckii

Bitkiden ¢ogaltma yapabilme suretiyle yeni siirgiinler elde edebilmek i¢in taban maddesinin
kaliteli olmas1 gerekmektedir. A. reineckii bitkisi sert veya yumusak suda yetisebilmektedir
ama optimum gelisiminin yumusak ve asidik suda gozlenmistir. Akvaryumda ¢ogaltma islemi
yapilirken tipki kara bitkilerinde oldugu gibi yeni siirgiinlerin alimip direkt olarak kuma

dikilmesi sureti ile ¢ogaltma islemi gerceklestirilir (Riehl, 1998).



Sekil 1.2 Alternanthera reineckii bitkisinin ¢izimi (Anonim 2)

1.4 Agir Metaller ve Ozellikleri

Son zamanlarda metallerin dogaya ve ekolojik diizene toksik etki yarattigmma yonelik
caligmalar yapilmistir. Bu c¢alismalarda ozellikle agir metal tanimina giren metal grubu

elementlerin toksik etkilerinin ekolojik basamakta yukariya dogru gidildik¢e birikiminin



arttigin1 ve bu artmig birikim sonucu canlilarin yagsamlarinda biiyiik sikintilara yol agtigi
gosterilmistir. Agir metal grubuna giren elementlerin herbirinin tolerans seviyeleri ve toksik

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

Tanimlamas: kesin olarak bulunmamakla ile birlikte, 6zgiil agirligi 5 g/em®ten biiyiik olan
metallere agir metal denmektedir (Anghelache ve ark. 2016). Bu metaller periyodik cetvelde
‘gecis elementleri’ olarak adlandirilan kisimda yer almaktadir (Lange ve ark., 2017). Baslica
agir metaller; civa (Hg), ¢inko (Zn), demir (Fe), kadmiyum (Cd), kobalt (Co), krom (Cr),
kursun (Pb), mangan (Mn), nikel (Ni) ve selenyum (Se)’dur (Thakur ve ark., 2016).

Agir metaller yapilar1 geregi dogada serbest halde bulunmazlar. Dogada genellikle karbonat,
silikat, oksit veya siilfiir’e bagl sekilde bilesik halinde bulunurlar (Karnib ve ark. 2014).

Agir metal grubana giren elementlerin herbirinin tolerans seviyeleri ve toksik etkileri
birbirinden farkhidir. Agir metallar az miktarda da olsa canlilarin yapisinda 6nemli rol
oynarlar. Bunlara esansiyel agir metallerde denilebilir. Bu esansiyel agir metalller Fe, Cu, Mn,
Mo, Ni ve Zn’dir (Bonanno ve ark., 2017). Diger agir metallerin (As, Cd, Hg ve Pb) herhangi
bir canlinin biyokiitlesinde olusan mikro diizeydeki artislar toksik etkiye sebebiyet verebilir
(Aderonke ve ark., 2017).

Bitkiler agir metalleri depoladiklar1 yerlere ve tolerans diizeylerine ayrilabilir (Guarino ve
Sciarillo, 2017). Toprakta biriken agir metal miktarin1 tayin etmek icin indikator tiirler
kullanilir. Indikatér bitkiler cevredeki kiigiik degisikliklere duyarlidir ve agir metalleri toprak

tistli dokularindan biriktirirler (Wickramasinghe ve ark., 2017).

Normalin iistiinde agir metal miktarina sahip ve toksik etki gostermeyen bitkilere akiimiilator
bitki olarak adlandirilir (Wen ve ark., 2017). Normalden 50-500 kat fazla agir metal toplayan
bitkilere hiperakiimiilator bitki denir (Tian ve ark., 2017).

Alman agir metallerin gosterecegi toksik etki bitkinin tilirline bagli olarak degisebilir.
Bitkilerin tiirler arasinda farkli diizeyde bu toksik etkiden kaginabilir. Bu tiire bagh
degisiklerin yaninda agir metalin tiirii, maruz kalinan agir metal miktari, siiresi ve bunun gibi
diger dis faktorler bitkilerde olusan agir metal toksisitesini etkiler (Hassan ve ark., 2017,

Bonanno ve ark., 2017).

Bitkilerin agir metallare maruz kalmasi durumunda bitkilerde stres olusumu gozlenir. Bitkiler

bu stres durumdan kurtulmak i¢in tolerans ve kaginma mekanizmalarini gelistirmislerdir.



Bitkiler agir metallere maruz kaldiginda, agir metalle ilk temas gdsteren dokularinda sinyal
mekanizmalart ¢alismaya baglar ve bitki kendini fizyolojik olarak stress faktorlerine cevap

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

Kaginma yontemiyle agir metal stresinden kag¢inmak isteyen bitkiler kendi viicutlarinda
morfolojik ve hiicresel degisikler yaratarak bu stres durumundan kaginirlar. Bitkilerin
cevreyle etkilesimde oldugu viicut ylizeylerini kiiciiltmek, stoma miktarin1 ve agikligini
degistirmek, kutikulanin kimyasal yapisinda degisiklikler olusturmak, kok ve yaprak gibi
birincil olarak c¢evreyle etkilesim halinde oldugu dokularindaki salgilar1 agir metal alinimini

engelleyici kimyasal bilesikleri tiretmesi kaginmaya 6rnektir (Paschke ve ark., 2005).

Kimi bitkiler alinan agir metalleri hiicre duvarinda silikat yapisina ya da proteinlere
baglayarak hiicre i¢i toksik etkiden kurtulabilirler veya hiicre iginde liretilen antioksidan
vasitastyla agir metal stresinden kurtulabilirler. Bu ve bunun gibi bitkinin agir metale maruz
kaldiktan sonra toksik etkiyi azaltmasina, yok etmesine tolerans adi verilir. Tolerans
mekanizmalar1 bitki tiirleri arasinda farklilik gosterebilir. Omegin Silene vulgaris subsp.
humulis bitkisi agir metalleri epidermal hiicre duvarina baglayarak saklayabilir (Bringezu ve

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

Agir metaller direkt veya indirekt yollardan serbest radikallerin olusumuna sebebiyet verirler.
Bitkiler bu serbest radikallerden kurtulmak igin, antioksidan {iretimi, stress proteinlerinin
olusumu ve fenol polimerlerinin tiretimindeki degisiklikler diger tolerans mekanizmalarina

ornektir. (Bringezu ve ark., 1999).

Agir metal toksisitesi agir metal cinsine, canlinin tiirtine, canlinin direncine, kaginma
mekanizmalarina bagl olarak birbirinden degisik etkiler gosterebilir (Kennedy ve Gonsalves,
1987; Shabala, 2017).

1.4.1 Agir Metallerin Bitkiler Uzerine Etkileri

Cevrede bulunan agir metaller bitkileri fizyolojik agidan cesitli sekillerde ve 6zellikle yiliksek
konsantrasyonlar1 olduk¢a olumsuz yonde etkilemektedir. Bununla birlikte olmas1 gerekenden
daha az ya da hi¢ olmamasi da bitki agisindan olumsuz yonden etkiler. Yapilan calismalar
gostermistir ki bu etkilerin basinda enzimatik reaksiyonlari yavaslatma veya durdurma,

hiicrelerin icinde birikerek antioksidan etkiyi bozma, protein yapilarini ve katlanmalarini



bozarak diger partikiiller ile aralarinda olan korelasyonu kirma etkileri mevcuttur (Farooqui

ve ark., 2017).

Bazi agir metal etkilesimlerinde ise birinin bitkiye baglanmasi neticesinde digerinin
baglanmasi engellenir ve dolayli olarak bir agir metal sebebi ile digerinin eksikliginden
kaynakli problemler yasanabilir ya da baglanan agir metalin fazlas1 toksik etkiler ortaya
cikarabilmektedir. Yapilan calismalar gostermistir ki bitki biinyesinde eger yiiksek
konsantrasyonda Mn var ise bitkinin Fe aliniminda sekteler meydana gelmekte ve klorofil
sentezinde gorev alan Fe eksikligine bagli olarak bitkilerde kloroz durumu ortaya
cikmaktadir, bununla birlikte yliksek pH diizeylerinde bulunan alkali topraklarda Fe olsa dahi
bitkiye baglanamamaktadir. Tiim bunlarin sonucunda bitkide klorozis meydana gelmektedir.
Ayrica bitkide yiiksek konsantrasyonda bulunan Fe elementi de toksik etkiye neden olmakta
ve nekrozlara sebebiyet vermektedir (Liebthal ve Dietz, 2017; Hindt ve ark., 2017). Yapilan
calismalar dogrultusunda bakirin (Cu) bitkiler i¢in Onemli bir mikroelement oldugu
saptanmistir ancak bu mikroelemente yiiksek konsantrasyonlarda maruz kalan bitkilerde
bliylimenin, dokularda bulunan su miktarinin ve fotosentez hizinin dahi degistigi
gozlemlenmistir (Lange ve ark., 2017). Bununla birlikte agir metaller hiicre membraninda
bulunan lipidler ve diger biyomolekiillere zarar vererek, reaktif oksijen stresinin olusmasina

sebep olmaktadir (Burzynski ve Klobus, 2004).

Yapilan diger ¢caligmalar dogrultusunda Cd’un bitki biinyesinde yer yer renk degisikliklerine,
gelisme ve bliylime geriligi tizerine etkisi oldugu saptanmistir. Ayrica bitkilerde Cd stresi
neticesinde Ozellikle azot metabolizmasinda yer alan enzimlerin aktivitelerini azalttig
saptanmistir. Bununla birlikte Cd’un bitki biinyesinde yiiksek konsantrasyonlarda bulunmasi
sebebi ile Calvin dongiisiinde gorev alan bir ¢ogu enzimin baglanma mekanizmasini bozarak,
fotosentezi sekteye ugrattigi saptanmustir. Cd daha ¢ok protein ve aminoasit organik
bilesiklerine etki ederek, enzimatik faaliyetleri yavaslattig1 veya durdurdugu saptanmistir (Rai

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

Cd, atom numarasi 48, atom agirhg 112,41 g/mol, ozkiitlesi 8,65 g/cm®olan bir metaldir.
Kaynama noktast 767°C, erime sicakligi ise 321°C olan giimiis renkte islenebilir bir

elementtir. Cd dogada CdS, CdCl, ve CdSO, olarak ve Cd tuzlarinin igerisinde bulunur.
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Cd, cevre icin toksik etkiye sahip bir elementtir. Etkileri Zn’ye benzerdir fakat Zn’den farkl
olarak biitiin canlilar i¢in toksik etkiye sahiptir. Cd’un giinliik alim sinir1 40-50 pg’dir. Bunun

iistiinde alindig1 takdirde tiim canlilar i¢in toksik etki gosterir.

Cd agir metaller i¢inde suda en iyi ¢oziinen elementtir. Suda ¢6ziiniir ve canlilarin yapisinda

birikim gosterir. Zehirlilik oran ¢ok yiiksektir (Satarug ve ark., 2017).
Cd’un kullanim alanlart:

1. Paslanmay1 6nlemek amaciyla elektrolizle kaplama ve galvanizleme islemlerinde,
2. Ni-Cd pillerinin yapiminda,

3. Metallerin aginmalara kars1 korunmasi i¢in kaplanmalarinda,

4. Akiilerde,

5. Plastik iiretiminde saglamlastirici ve dayaniklilik arttirict olarak,

6. Seramik yapimi ve cam endiistrisinde,

7. Metal alasimi hazirlanmasinda,

8. Cinko, bakir ve kursun cevherlerinin arindirilmasinda,

9. Boya maddesi yapiminda,

10. Ev esyalarinin, otomobillerin, zirai ve endiistriyel aletlerin, tutturucu o6zelligi olan

malzemelerin (vida, ¢ivi vb.) yiizeylerini kaplamada,

Kadmiyum’un farkli maddelerdeki oranlar1 Tablo 2’de verilmistir.
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Sekil 1.3 Kadmiyum yayilim1 (Kahvecioglu ve Ark. 2001)

Kadmiyumun zirai bitkiler de birikmesi sanayi atiklari, giibre vb. endiistriyel iriinlerin
sebebiyle olur. Bitkilerde birikmesi ise genellikle havada bulunan kadmiyum pargaciklari
sebebiyle olur. Yol kenarinda yetigen bitkilerde ki biriken kadmiyum miktari, normal bitkilere
oranla yilda 0,1 ile 0,2 gr daha fazladir. (Haktanir, 1987) Sekil 1.4’te Cd’nin biyosistem

iizerinde nasil tagindig1 sematize edilmistir.
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Sources and Pathway of

Sekil 1.4 Kadmiyumun ¢evre doniisiimii (Anonim 3)

Kadmiyum bitkilerin enzimatik sistemlerine zarar verir. Cd protoklorofil reduktaz ile
aminolevulinik asit enzimlerini inhibe ederek klorofil olusumunu engeller (Sheoran ve ark.,
1990). Bunlarmn diginda Cd proteinlerde bulunan -SH baglarina baglanarak enzimlere inaktive
eder. Inaktive edilen bu enzimler bitkilerin, fotosentez yolaginda ve su dengesinde rol alan
enzimlerdir. Bu inaktivasyon sonrasi bitkilerin fotosentez ve su dengesi bozulur (Rai ve ark.,
2017).

Cajanus cajan L. bitkisinin yapraklart Cd ve Ni toksititesi iizerinde yapilan g¢alismalar
gostermistirki bu iki agir element fotosentez mekanizmasini en ¢ok etkileyen agir metallerdir
(Sheoran ve ark., 1990). Bitkinin yapraklarinda yapilan fotosentez miktar1 uygulanan agir
metalin tiirline ve miktarina gore fotosentez miktarini %2 ve %61 oraninda azaltmistir. Bunun
disinda fotosentez miktarinda azalmaya bagl olarak bitkilerde alinan O, miktarinda da

azalmalar gézlenmistir (Sheoran ve ark., 1990, Chaoi ve ark., 1997; Lu ve ark., 2017).
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Tablo 1.1 Kadmiyum'un farkli maddelerdeki oranlari (Haktanir, 1987)

Materyalin Cinsi Cd icerikleri (ppm)
Ko6miir 1-2
Motor Yaglari 0-5
Tasit Lastikleri 20-90
Siiper Fosfat 38 - 48
Ham Fosfatlar 31-90
Yer Kabugu (ort.) 0,18
Kirlenmemis Topraklar 1
Kirlenmis Topraklar 1-53

Kumar ve Chopra Phaseolus vulgaris L. (fasiilye) bitkisini kullanarak Cd’nin nitrat
mekanizmalari iizere olan etkilerni arastirmislardir. Bitkilerin yetistigi topraklara uzun siireli
(24 saat) ve kisa siireli (7 saat) olmak lizere Cd eklemislerdir. Bu ¢alisma sonucunda Cd
uygulanan bitkilerdeki nitrat oraninin, Cd uygulamasi yapilmamis bitkilere oranla nitrat
miktarinin %24 ila %62 oraninda azaldigi gozlenmis buna karsin ise toplan amino asit
miktarinin ise arttigini gostermislerdir. Nitrat enzimleri bitkilerde koklerin, madde taginmasi
tizerinde etki etmektedir. Phaseolus vulgaris L. bitkisinde uygulanan Cd %90 oraninda kokte
gbzlenmis ve kokteki nitart metobolizmasini etkilemistir. Bu etkilesim sonucu, ayrica bitkide

biyokiitlede azalmada saptamiglardir (Kumar ve Chopra., 2014).

Salt ve arkadaglarinin Brassica juncea L. (Indian Mustard) bitkisinde yaptigi ¢aligmalar
gostermistir ki Cd bitkilerin koklerinde ve stomalar1 lizerinde etki etmektedir. Bu etkiler
sonucunda koklerden su ve iyon alinmasii azalttigi gozlenmistir. Bir diger etki olarak
stomalarin acilistm1 ve kapanisini etkilemesidir. Bilindigi tizere bitkiler siviyr tasirken
stomalar lizerinden disar1 attig1 su buharinida kullanmaktadir. Kadmiyum bitkinin yapraginda
birikim yaparak stomalarini etkileyerek sivi kaybini azaltir. Bu azalmada bitkilerin sivi
dengesini bozmaktadir. Kadmiyumun s1vi ve iyon mekanizmasi iizerinde etkisi bu iki organ

etkilemesi sonucu olusmutur (Salt ve ark., 1995).
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1.5 Genotoksisite ve Bitkiler Uzerine Etkileri

Genotoksisite organizmalarin genetik bilgilerinin zararli maddelere maruz kalmasi sonucunda
meydana gelen olumsuz degisikliklerdir. Meydana gelen olumsuz degisiklikler arasinda gen
mutasyonlari, kromozom anomalileri, DNA’da meydana gelen delesyon, translokasyon,
inversiyon gibi degisimler Ornek olarak verilebilir. Kopyalanmasi gereken DNA ya da
genomun, replikasyonu sirasinda, replikasyon enzimleri ile etkilesime giren ve mutajen etki
gosteren yani genotoksik maddelerin genetik materyal olan DNA’da aksakliklar olusturmasi

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

Mutajenlerin DNA {izerindeki etkisi ya dogrudan ya da dolayli olarak proteinlere baglanmasi
tizerinden ortaya ¢ikmaktadir. Bu etki dogrultusunda transkripsiyon basamaklari etkilenmekte
ve ihtiyag duyulan enzimlerin sentezlenmesinde, yapilarin ve katlanmalarinda c¢esitli
aksakliklar olmakta ve hiicre dongiisii ile hiicre metabolizmasinin yeterli diizeyde
calisgamamasi ve hatta bazen bunun durmasi sonucunda ilgili dokuda fizyolojik olarak gesitli
aksakliklar gozlemenmistir. Bitkilerde ise bu aksakliklar neticesine 6rnek olarak nekrozis,
klorozis, doku kaybi, koklerden madde aliminin aksamasi, klorofil aktivitesindeki yavaslama
veya durma ve buna bagl olarak bitkinin fotosentez mekanizmasinin bozulmasi sonucu

yasam dongiisiiniin sona ermesine kadar karsilasilabilir.
1.5.1 Agir Metallerin Genotoksik Etkileri

Agir metallerin eser miktarda bulunmalart bitkiler i¢in gereklidir (Knasmiiller ve ark.,
2017). Ancak agir metallerin bulunma miktarlarinda azlik ya da cokluk ise DNA
zincirlerinde mutasyonlar sonucu ortaya c¢ikan hasarlar gibi ¢esitli genotoksik etkilere
sebebiyet vermektedir. Ornegin, Fe elementi varliginda klorofil enzimlerinin calismasi
etkilenmektedir ancak demirin az olmasi1 sonucunda klorofil iiretim mekanizmasinin
aksamasindan dolay1 klorozis meydana gelmektedir. Eger bitkide bu ve bunun gibi agir metal
varliginin aksamasi olur ise DNA zincirinde agir metallerin mutajenik etkileri goriilmektedir.
Bu etkilerin baslicalar1 arasinda klorofil enzim mekanizmasinin aksamasina, transkripsiyon ile
RNA iiretim devrinin bozulmasi sonucunda gerekli olan enzimlerin gorev yapamamasi

sonucunda hiicrelerde ve dokuda fizyolojik sikintilara rastlanmaktadir.
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1.5.2 Kadmiyumun Genotoksik Etkileri

Kadmiyumun organizmalardaki molekiiler genotoksisitesi tam olarak anlagilamamakla
birlikte, Cd’un dogrudan adenin, guanin, ve timin niikleotidlere baglanma mekanizmalarina
rastlanmistir. Bunun sonucunda DNA’daki yanlis baz eslesmelerini tamir mekanizmasini
bozdugu tespit edilmistir (Hossain ve Huq, 2002; Jin ve ark., 2003). Cd’un etkilerinden olan
niikleik asit deformasyonu sonucunda reaktif oksijen tiirlerini (ROS) dolayli yoldan

etkinlestirdigi saptanmistir (Fodor, 2002).

Yapilan calismalar dogrultusunda yiiksek konsantrasyonlarda bulunan Cd agir metalinin
hiicreyi mitotik dongiide sapmalara ve engellere maruz biraktigi tespit edilmistir. Buna 6rnek
olarak bir hiicre dongiisiinde ortaya ¢ikan ¢ok sayida anafaz evresi, kKromozom anomalileri,
DNA yapilarinda meydana gelen kirilmalar ve silinmeler verilebilir. Bununla birlikte
bitkilerde Cd akiimiilasyonu sonucu fotosentez olaylarinda diislis, su ve besin aliniminda

azalma, kloroz ve biiylime inhibisyonu ile sonuglanmistir (Drazkiewicz ve ark., 2003).
1.6 Molekiiler isaretleyiciler
1.6.1 Molekiiler isaretleyiciler ve Genetik Calismalardaki Etkinligi

Molekiiler isaretleyiciler, DNA iizerindeki ilgili bolgelerin ¢ogaltilmasini saglayan kiiglik
DNA bolgelerine verilen isimdir. Bunun neticesinde DNA’nin istenilen gen bdlgesinin tespiti
saglanabilmektedir. Genom analizleri ve molekiiler ¢alismalarda kullanilmak amaciyla 3 tip
molekiiler isaretleyici 6n plana ¢ikmaktadir. Bu isaretleyiciler sirasiyla, morfolojik
isaretleyiciler, protein isaretleyicileri ve DNA tabanli isaretleyicilerdir (Vazhacharickal ve
ark., 2017).

Organizmalarin fenotipik goriinlimleri bakimindan genotiplerinin birbirinden ayirma islemi
uzun senelerdir calisiimaktadir. Genotipleri kendi aralarinda ayirmay: saglayan morfolojik ve
mutasyonlar neticesinde ortaya ¢ikan yeni ozelliklerin fenotipe yansiyanlar1 uzun zamandir
bilinmektedir. Uygulanan bu islemin giiniimiizdeki formunda ise protein ve DNA farkliligin1

ortaya koyabilmek i¢in molekiiler belirleyiciler tercih edilmistir (Westermeier, 2016).

Morfolojik 1isaretleyiciler, organizmalarin genetik islemlerinde uygulanmakta ve bu
isaretleyiciler neticesinde, genetik ¢aligmalarda bilgi eksikliginden kaynakli ilk molekiiler ve

genetik caligmalar1  uygulayan Mendel kalitiminin  kurallarimi  gosteren  6zellikler
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kullanilmistir. Bu isaretleyiciler ile yapilan ¢aligmalarin dezavantajli olmasinin sebebi ise

kullanim kolaylig1 olmasina karsin yeterli miktarda alel olmayisidir (Verga ve ark., 2015).

Aminoasitlerin yapisi, molekiil agirliklarindaki farkliliklarindan miitevellit proteinlerin
alellerinde diger organik bilesiklere gore degisiklikler goriilmektedir. Bu farkliliktan kaynakli
olarak  proteinlerin  jel elektroforez ~metodu uygulanmasi sonucu  kolaylikla
farkedilebilmelerine olanak saglanir. Isaretleyicilerin tarihteki ilk kullanimlari sirasinda
yaygin olarak doku ve kan orneklerinde yer alan proteinleri belirteg olarak kullanilmasi s6z
konusuydu ancak daha sonra bu islemin uzun vakit almasi neticesinde bu doku ve kan
ornekleri yerine bugiin oldugu gibi caligmalar artik DNA tabanli isaretleyicileri kullanilmaya

baslanmistir (Philips ve Vasil, 2013).

DNA tabanli isaretleyiciler ise, taksonomik basamaklarda yer alan ayni tiiriin farkl
bireylerinde ortaya ¢ikan polimorfizm farklililarinin goriildiigii DNA kisimlaridir ve su an en
fazla kullanilan molekiiler igaretleyicidir. Bu isaretleyicilerin ¢ok fazla kullanilmasinin temel
sebebi ise polimeraz zincir reaksiyon basamaklarinin bulunmasi ile ortaya ¢ikmistir. Bunun
neticesinde de genetik haritanin ¢ikarilmasi, filogenetik olarak siniflandirmada analiz, dogal

secilim ¢alismalarinda fazlaca kullanilmistir (Passari ve ark., 2015).

Bu isaretleyicilerin ¢ok sayida olmast ve ekolojik etmenlerden etkilenmemeleri nedeni ile
kullanim agisindan avantaj saglamaktadir. Bu avantaj sayesinde de DNA’nin baz
dizilimlerindeki degisimler kolaylikla ve dogru bir sekilde ortaya g¢ikarilabilmektedir.
[saretleyicilerin kullanim agisindan bir diger avantaji ise bitki 1slah calismalarinda
yaralanilmasidir ve bu c¢alismalarin her gegen giin gelismesidir. Molekiiler isaretleyiciler
kullanilarak tarimsal iiriin elde etme siirecinde yapilacak seleksiyon ile verim arttirilip,
seleksiyon islemi ile buna devam ettirilebilir. Diislik biitceli olmasindan kaynakli diger

uygulamalara gore de avantajli kabul edilir (Kumar ve ark., 2016).
DNA tabanli isaretleyiciler kullanim maksatlar1 bakimindan farkli sekilde gruplandirilirlar:

e Gegis tiirti bakimindan (biparental ve parental nukleus kalitimi ile maternas - paternal

kalitim)

e Gen isleyisine gore (dominant ve kodominant isaretleyiciler),
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o Tahlil ve ¢ozliimleme metodlarina gore (Hibritleme yani PZR temelli olmayan
isaretleyiciler ~ ile ~ PZR  temelli  isaretleyiciler)  (Collier ve  ark.,

2017)

PZR temelli olmayan yontemlere Ornek olarak RFLP (Restriksiiyon ile kesilmis DNA
parcalarindaki uzunluk farklarini ortaya koyan yontem) verilebilir (Tanksley ve ark., 1989;
Pharmawati ve Imaniar, 2016). PZR temelli olan yontemlere 6rnek olarak ise siklikla uygulan
RAPD (Rastgele Arttirilan Polimorfik DNA) ve AFLP (Arttirllan Parga Boylarindaki
Farkliliklar) (Vos ve ark., 1995; Chang ve ark., 2017) ve microsatellites (SSR ya da ISSR:
Kisa DNA Baz Segmentleri ya da Basit Dizi Tekrar1) (Rafalski ve Tingey, 1993; Khalil ve
Hassan, 2013) verilebilir.

Isaretleyiciler ile ilgili belirlemeler ¢ogunlukla, uygulana elektroforez metodu sonucunda
saglanmaktadir. Bu metod ile DNA’nin ve/veya proteinin parcalari belirli bir konsantrasyonda
bulunan jelin iizerinde boyut farkliliklarindan dolay1 birbirlerinden farkli sekillerde hareket
ederek ilerlemektedir. Jel elektroforezinde hareket eden kiigiik DNA parcalari daha sonra
cesitli boya ve radyoaktif madde kullanilarak goriintiilenebilmektedir (Tran ve Ho, 2017).
Molekiiler isaretleyiciler sayesinde ayrica bir tiiriin farkli varyasyonlarini belirlemek yani o
tiire ait genis kapsamli olarak genetik haritalamasi yapilabilmekte, buna ek olarak bu tiiriin
taksonomisini yapabilmede ve ilerleyen donemlerde de patentini alma islemlerinde

kullanilabilmektedir (Zanke ve ark., 2017).
1.6.1.1 Rastgele cogaltilmis polimorfik DNA (RAPD)

Rastgele Cogaltilmis Polimorfik DNA (Random Amplified Polymorphic DNA-RAPD), PZR
teknigi kullanarak sentetik primerlerin yardimiyla yapilan rastgele DNA pargasi ¢cogaltimina
dayanan bir yontemdir (Sharma ve ark., 2017). RAPD isaretleyicileri genelde 10 baz cifti
uzunlugundadir. Kullanilan primerler hem 6n hem de ters primer roliinii {istlenmektedir.
Cogaltilan DNA parcaciklart genellikle 0.5-5 kb arasinda bir biiyiikliige sahiplerdir.
Primerlerin baglanma bolgelerinin ¢esitli olusu ve buna bagli olarak olusan farkli uzunluktaki
DNA parcaciklarindan dolay1r polimorfizm ortaya ¢ikmaktadir (Pareek ve ark., 2017; Thakar
ve ark., 2017).

RAPD yontemi de her teknikte oldugu gibi belli baz1 avantajlara ve dezavantajlara sahiptir.
Avantajlar arasinda diisiik miktarda DNA ihtiyaci, zaman olarak daha kisa siirede sonug

vermesi, primerlerinin tasarimlarinin kolay olmasi, RAPD isaretleyicilerinin genomik
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dagilimlarinin bol ve biitiin genoma dagilmis olmasi1 sayilabilir. Buna karsin RAPD tekniginin
dezavantaji ise tekrarlanabilirliginin az olmasi ve bilgilendirme giiciiniin diger yontemlere

gore diisiik olmasidir (Filiz ve Koc, 2012).

Molekiiler isaretleyiciler araciligiyla genotoksisitenin  belirlenmesi i¢in  kullanilan
tekniklerden birisi de RAPD yontemidir. Bu yontemin de her yontemde oldugu gibi bazi
olumlu ve olumsuz yonlere sahiptir. Az miktarda DNA gereksinimi, zaman olarak 6nemli
kazanclar saglamasi, tiim genoma yayginliga sahip olmasi ve yonteme ait primerlerinin kolay
sentezlenebilir olmas1 yontemin olumlu yanlarindandir. Diisiik tekrarlanabilirlige sahip olmasi
ve sonu¢ verme kapasitesinin diger yontemlere gore daha yetersiz olmast olumsuz

yonlerindendir (Ebadi ve Eghbali, 2017).
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2. MATERYAL METOD

Elde edilen su bitkileri 40 It hacmindeki akvaryumlarda gruplara ayrilmis ve 14 giin boyunca
kontrol (0), 100, 200 ve 400 uM’lik CdCl; stresine maruz birakilmistir.

Sekil 2.1 Akvaryumlarda strese maruz birakilmis olan Ludwigia glandulosa ve Alternanthera
reineckii bitkileri
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Sekil 2.2 Cd stresindeki akvaryumdaki bitkilerin (Ludwigia glandulosa ve Alternanthera

reineckii) tistten gortiiniimii
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Bitkilerin daha sonra hasat islemleri gerceklestirilmistir.

Sekil 2.3 Hasat sonras1 Ludwigia glandulosa

Sekil 2.4 Hasat sonrasi1 Alternanthera reineckii
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Hasat sonrasi toplanan bitkilerin yapraklarindan CTAB metodu kullanilarak DNA izolasyonu

gerceklestirilmistir.

CTAB DNA izolasyon soliisyonu hazirlarken kullanilan kimyasallar asagidaki gibidir:

1M TrisHCI 25 ml

5 M NacCl 70 ml

05MEDTA 10ml

CTAB

5¢

Distile Su (250 ml’ye tamamlandi)

Diger Bilesikler:

%95°lik Isopropanol

Kloroform - octanol (24:1 oraninda)

5 M NaCl

DNA izolasyonun vapim protokolii asagida belirtildigi gibi vapilmistir:

1.

© N o g B

9.

10.

Buz iistiinde havan i¢inde hizlica doku ezilir (0,1 g).

65°C’de 1s1tilmis olan CTAB, 200 ul CTAB eklenir ve ezilmeye devam edilir, 600 ul
CTAB daha eklenir ve homojenizat ¢oziiliinceye kadar ezilir. 0,05 g PVP eklenir.
Homejenizat 2’lik tiipe almarak 65°C’de 45 dk inkiibe edilir. inkiibasyon sirasinda 5
dk’da bir invert edilir.

10 dk. oda sicakliginda bekletilir.

800 pl Kloroform - octanol (24:1 oraninda) eklenir.

13000 rpm’de 10 dk. santrifiij edilir.

Ust faz1 pipet ile alinir.

Elde edilen silipernatantin hacminin '2’si kadar 5 M NaCl, hacmin 1 kat1 %95’lik
isopropanol eklenir.

-20°C’de bir saat bekletilir (ya da +4 °C’de bir gece)

13000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilir ve slipernatant atilir.
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11. 1000 pl %75’lik alkol eklenerek, 13000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilir.
12. Ethanol atilir ve DNA kurumaya birakilir.

13. 100 - 200 pl niikleaz free suda (veya TE buffer pH:8’de) ¢oziiliir.

14. 2 ul RNAaz A eklenir ve 37°C’de 60 dakika inkiibe edilir.

15. Cozeltiyi RNAaz A denaturasyonu i¢ib 65°Cde 60 dakika inkiibe 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

Sekil 2.5 CTAB ile birlikte 6rneklerin ezilip homojenize edilmesi

[zolasyon sonrasi elde edilen DNA 6rnekleri nanodrop yardimu ile 6lgiiliip, miktar ve saflik

analizleri yapilmustir.
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Sekil 2.6 Nanodrop cihazinda numunelerin incelenmesi

Bitkilerde genotoksisiteyi belirlemek i¢in yararlanilan RAPD primerleri agagidaki listede
belirtilmistir.

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 kullanilarak RAPD-PZR teknigi aracihifiyla genotoksisite belirlenmeye

calisiimistir.
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Izole edilen DNA &rnekleri icin PZR kimyasallar1 asagida verilmistir.

=

3,6 ul H,O

2. 2 ul, 10X Buffer (mg)

3. 4yl (10 - 50 uM) ANTP
4. 1,2 pl, 1 -4 mM MgCl;
5 2ul,0,1-1puM primer |
6. 2ul,0,1-1uM primer II

7. 0,2 ul, 5U Taq polymerase kimyasallarindan toplamda 15 + 5 ul kalip DNA olacak
sekilde kullanilmalidir.

Uygulanan PZR dongiisli basamaklar1 asagida mevcuttur.
1. 94°C’de 3 dakika bir dongii denaturasyonu,
2. 94°C’de 1 dakika, 36°C’de 1 dakika ve 72°C’de 1 dakika kirk dongii baglanma,
3. 72°C’de 5 dakika bir dongii uzama asamalar1 seklinde gergeklestirilmistir.

Elde edilen PZR fiiriinlerinden %4’liik agaroz jel elektroforezi yardimiyla goriintiilemeler

yapilmustir. Agaroz jelin hazirlanmasi su sekildedir:
1. 4 gtoz agoroz tartilir,
2. Uzerine 250 mL 1xTBE (trisboric acid EDTA) eklenir.

3. Karisim kaynatildiktan sonra yiiriitiilen jellerin goriintiilenmesinin yapilabilmesi i¢in 5

ul EtBr; eklenir.
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Sekil 2.7 Orneklerin PZR tekniginin yapilmasi
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3. BULGULAR

A. reineckii ve L. glandulasa bitkilerindeki CdCl, stresine bagli genotoksisitenin belirlenmesi
amactyla yapilan denemelerde yukarida belirtilen primerlerden UBC733 ile verimli sonuglar

elde edilmis, ve elde edilen sonuglar ve goriintiiler asagidaki tabloda verilmistir.

Sekil 2.8 Ludwigia glandulosa bitkisinin genotoksisitesini belirlemek igin kullanilan UBC733
RAPD primeri ile elde edilen jel elektroforez goriintiisii

(M: Marker, C: Kontrol grubu, 100: 100 uM Cd uygulanan grup , 200: 200 uM Cd uygulanan
grup , 400: 400 uM Cd uygulanan grup, a: bant yogunluklarinda azalma, b: bant

yogunluklarinda artma, c: kaybolan bantlar, d: yeni bant olusumu)
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Tablo 2.2 Ludwigia glandulosa bitkisinin RAPD bant profillerindeki degisim

UBC733 (5'-GGGSSGGGAG- 3)

Gruplar Toplam Band Numarasi | a B| A|B
Kontrol 2 - - - -
100 pM Cd 2 - - 2 -
200 pM Cd 0 - 2 - -
400 pM Cd 5 3 - 2 -

a: yeni bant gorintiileri, b: kaybolan bant, A: bant yogunlugundaki artma, B: bant yogunlugundaki

azalma
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Sekil 2.9 Alternanthera reineckii bitkisinin genotoksisitesini belirlemek i¢in kullanilan

UBC733 RAPD primeri ile elde edilen jel elektroforez goriintiisii

(M: Marker, C: Kontrol grubu, 100: 100 uM Cd uygulanan grup , 200: 200 pM Cd uygulanan
grup , 400: 400 pM Cd uygulanan grup, a: bant profillerinde azalma)

Tablo 2.3 Alternanthera reineckii bitkisinin RAPD bant profillerindeki degisim

UBC733 (5' -GGGSSGGGAG- 3)

Toplam Band Numarasi a|B|A|B

Kontrol 4 -1 -1 -2
100 pM Cd 4 - -] - 12
200 pM Cd 4 - -] - ]2
400 pM Cd 4 - -] - 12

a: yeni bant goriintiileri, b: kaybolan bant, A: bant yogunlugundaki artma, B: bant
yogunlugundaki azalma
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4. TARTISMA ve SONUC

Bu c¢alismada tatli su bitkisi olan Ludwigia glandulosa Walter ve Alternanthera reineckii
Brig. bitkilerinin farkli konsantrasyonlardaki Cd stresinden nasil etkilendigi arastirilmistir. Bu
amagla su tanklarina alinan bitki gruplar iki haftalik siiregte li¢ farkli konsantrasyonda 0
(kontrol), 100, 200 ve 400 uM CdCl; igeren su dolu tanklarda strese tabi tutulmuslardir. Daha
sonra bitkiler hasat edilmis, total genomik DNA modifiye CTAB metodu kullanilarak izole
edilirlen ve genotoksik etkilere RAPD-PCR teknigi ile bakilmustir.

Elde edilen verilere gore, L. glandulosa’da artan Cd miktarina bagl olarak yeni bant olusumu,
kaybolan bantlar ve bant yogunluklarinda degisiklikler seklinde bant profillerinde farkliliklar
gozlenmistir. Ilaveten A. reineckii bitkisinde kontrol grubu ile karsilastirildiginda tiim

orneklerde bant yogunluklarinda azalma gozlenmistir.

Benzer bir ¢alismada, Liu ve arkadaslar1 (2005) Hordeum vulgare (arpa) bitkisi kullanmislar,
ve Cd stresine bagli genotoksisiteyi RAPD yontemi ile analiz etmislerdir. Caligmada Cd
uygulamasindan sonra kok uglarindan izole edilen DNA’lara ait rastgele amplifiye polimorfik
DNA (RAPD) profillerinde ortaya ¢ikan farkliliklar normal fideler ile kiyaslandiginda bant
yogunlugunda artma ve azalmalar, normal bantlarin kayb1 ve yeni bantlarin ortaya ¢ikmasi
gibi degisiklikler gbzlemlenmistir. Aragtirmacilar ayrica, ortaya ¢ikan farkliliklarinin etkisinin

konsantrasyona bagli oldugunu saptamislardir.

Enan’in 2006 yilinda Phaseolus vulgaris tohumlarindaki agir metallere bagl genotoksisitenin
aragtirilmast adli ¢aligmasinda RAPD  analizi yapilmis ve sonugta uygulama yapilan
orneklerin DNA parcalarinin varlign ve / veya yoklugu kontrol grubu ornekleri ile

karsilagtirildiginda polimorfizmlerin belirginlestigi saptanmaigtir.

Al-Qurainy ve arkadaglarinin (2010) Eruca sativa bitkisi ile yaptiklari ¢aligmalarinda Cd, Zn
ve Pb agir metallerinin biliylime {lizerine etkileri arastirilmistir. Bu {i¢ agir metalin genotoksik
potansiyeli bakimindan siralandiginda Cd’un etkisinin digerlerinden daha fazla oldugu
saptanmigtir. Arastirmacilar, metallerin olusturdugu genotoksisiteyi saptamak amaciyla
RAPD teknigi kullanmislar ve bantlarda farkliliklar tespit etmislerdir. Buna gore deney
gruplarinin bazi bireylerinde yeni bant olusumlar1 goriiliirken bazi uygulamalarda bantlarin

hi¢ ¢cikmadig1 ya da kayboldugunu tespit edilmistir.
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Cansaran-Duman ve arkadaglarinin (2011) yaptiklar1 ¢alismada Karabiik’te bulunan sanayi
bolgesinde yetisen ve yiiksek konsantrasyonlarda agir metale maruz kalan Evernia prunasti
bitkisinde bulunan agir metallerin konsantrasyonlar1 atomik abssorbsyon spektrometresi ile
belirlenmis, ¢evre kirliliginden etkilenen bu bitkinin DNA bantlar1 ve varyasyonlarini tespit
etmek icin RAPD teknigi kullanilmis ve bunun sonucunda da agir metal kdkenli genotoksisite

arastirilmistir.

Aslam ve arkadaglarinin (2014)’te Capsicum annuum L. bitkisinde yaptiklar1 ¢alismaya gore
Cd stresine bagli olarak deney gruplarinda mevcut bantlarin bantlarin kaybolmasi ve yeni

bantlarin olusmasi yogun bir sekilde gézlemlenmistir.

Mohan ve Hosetti (1997) ve Asati ile arkadaslarinin (2016)’da yaptig1 ¢alismalar neticesinde
Cd’un esensiyel bir element olmadigi ve bitkiler i¢in fotosentez reaksiyonlarinin aksamasi,
mitoz dongiisiinde bozulmalar, yapraklarda su absorbsiyonunu olumsuz etkileme, solmus ya
da yaslanmis yapraklar, bodur yaprak olusumu ve kahverengi kii¢iik kok olusumuna sebebiyet
verdigi saptanmistir. Agir metale maruz kalmanin ortaya cikardigi biiyiik etkisi yas agirlik
artisinin ve govde biiylimesinin ilerlemesine oranla, kok biiylimesinin daha yavas oldugu

gbzlemlenmistir.

L. glandulosa bitkisi ile yaptigimiz ¢alismada elde edilen sonuglar dogrultusunda 100 uM Cd
stresine maruz birakilan 6rneklerde 600 bp seviyesinde band yogunlugunda azalma, 200 uM
Cd stresine maruz birakilan 6rneklerde tiim bantlarda kaybolma ya da yogunluklarda azalma,
400 uM Cd stresine maruz birakilan 6rneklerde ise 300, 400 ve 500 baz ciftlik bolgelerde yeni
bant olusumular1 gdzlenmis olup, ayrica 700 baz ciftlik bolgede goriiniir bir bant artis1 tespit
edilmistir. Aldigimiz sonuglar dogrultusunda Cd konsantrasyonunun yiikselmesi ile birlikte
kaybolan ve yeni olusan bantlar seklinde bant yogunlugunun degistigi gézlemlenmistir. Bu

calisma neticesinde Cd stresinin bir su bitkisi olan L. glandulosa igin genotoksik etkilerinin

oldugu tespit edilmistir.

A. reineckii bitkisi ile yaptigimiz ¢alismada kontrol grubuna kiyasla diger gruplarda 200-250
baz ciftlik bolgelerde bant yogunluklarimin distiigli, bunu disindaki bolgelerde ise bant
yogunluklarinin kontrol grubu ile benzerlik gosterdigi izlenmistir. Bu ¢alisma neticesinde
Cd’un A. reineckii bitkisi iizerine genotoksik etkiler, DNA hasarlari ve mutasyonlara
sebebiyet verebildigi tespit edilmistir ve bu etkiler RAPD PZR teknigi kullanilarak basarili bir

sekilde saptanabilecegi ortaya konmustur.
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