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OZET
Yiksek Lisans Tezi
KURSUN ZEHIRLILIGININ Brassica rapa L. var. rapa’da BAZI FiZYOLOJIK,
BIiYOKIMYASAL VE GENOTOKSIK ETKILERI
Cennet OZAY

Afyon Kocatepe Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali

Danisman: Yrd. Dog. Dr. Siileyman CENKCI

Bu ¢alismada, kursunun [Pb(NO;),] yem salgamindaki (Brassica rapa L. var. rapa)
baz1 fizyolojik, biyokimyasal ve genotoksik etkileri aragtirllmistir. Yem salgamindaki
cimlenme yiizdeleri, kok ve govde uzunluklari artan kursun konsantrasyonu ile birlikte
(0-12 mM Pb) onemli diizeyde (P<0.05) azalmistir. %4 MS sulu besin ¢ozeltisinde
yetistirilen 14 giinliik fideler farkli konsantrasyonlardaki (0, 0.5, 1, 3 ve 5 mM) kursun
ile 6 giin boyunca muamele edilmistir. Bu siire sonunda indiiktif eslesmis plazma optik
emisyon spektrometresi (ICP-OES) ile yapilan analiz sonuglari, fidelerin kok ve toprak
iistii dokularinda biriken kursun miktarinin doza-bagimli oldugunu gostermistir. Kontrol
grubu ile karsilastirildiginda, uygulama grubu fidelerinin yapraklarindaki fotosentetik
pigment igerigi (Klo a, Klo b ve karotenoidler) ve d-aminolevulinik asit dehidrataz
(ALAD) enzim aktivitesi, yiiksek kursun konsantrasyonlarinda Onemli diizeyde
(P<0.05) azalmistir, bununla birlikte 6-aminolevulinik asit (ALA) seviyesinde ise bir
artis belirlenmistir. Kontrol ve uygulama grubu fidelerinin yapraklarindan ekstre edilen
genomik DNA’lar rastgele ¢ogaltilmis polimorfik DNA (RAPD) analizlerinde
kullanilmigtir. 11 primer, ebatlar1 2928-189 bg araliginda degisen toplamda 126 DNA
bandi iiretmistir. Kursun uygulamasini takiben yapraklarin RAPD profillerinde
gerceklesen degisiklikler, normal fidelerle karsilastirildiginda; bant yogunlugundaki
degisimler, normal bantlarin kaybolmasi ve yeni bantlarin olugmasi seklinde sonuglar
vermistir. Ayrica RAPD profillerindeki bu degisikliklerin doza-bagimli oldugu tespit
edilmistir. Kontrol grubu fidelerine gore, genomik kalip sabitligi (GTS); fotosentetik
pigment icerigi, ALAD aktivitesi ve ALA seviyesi gibi rutin gostergelerle

il



karsilastirilmistir. RAPD analizi ile tespit edilen DNA polimorfizmleri, bitkilerde
kursunun genotoksik etkisinin belirlenmesi i¢in uygun bir biyomarkor testi olarak
uygulanabilir.

2008, 87 sayfa

Anahtar kelimeler: Yem Salgami, Kursun, ALAD, ALA, Fotosentetik Pigmentler,
RAPD, Genotoksisite.
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ABSTRACT
M. Sc. Thesis

THE EFFECTS OF LEAD TOXICITY on VARIOUS
PHYSIOLOGICAL, BIOCHEMICAL and GENOTOXIC PARAMETERS in
Brassica rapa L. var. rapa

Cennet OZAY

Afyon Kocatepe University
Institutes of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Supervisor: Assist. Prof. Dr. Siileyman CENKCI

In this study, various physiological, biochemical and genotoxic effects of lead [as
Pb(NO3),] on forage turnip (Brassica rapa L. var. rapa) were investigated. Germination
percentages, root and shoot lengths in forage turnip were significantly decreased
(P<0.05) by increasing Pb concentrations (0-12 mM Pb). 14 days-old forage turnip
seedlings cultured in ¥4 MS liquid media were treated with different concentrations of
lead (0, 0.5, 1, 3 and 5 mM ) for 6 days. The results of inductively coupled plasma
optical emission spectrometry (ICP-OES) analysis indicated that accumulation of lead
in root and aerial tissues of forage turnip seedlings was dose-dependent. The content of
photosynthetic pigments (chlorophyll a, chlorophyll b and carotenoids) and the activity
of d-aminolevulinic acid dehydratase (ALAD) in the leaves of treated seedlings were
significantly decreased (P<0.05) at higher concentrations of lead compared to the
control group, whereas an increase in the level of -aminolevulinic acid (ALA) was
determined. The genomic DNA extracted from the leaves of control and treated
seedlings were used in random amplified polymorphic DNA (RAPD) analyses. A total
of 126 RAPD fragments in the range of 2928-189 bp in RAPD profiles were obtained
by using 11 random primers. The changes occurring in RAPD profiles of leaf tissues
following Pb treatment included variations in band intensity, loss of normal bands and
appearing of new bands compared with normal seedlings. Additionally, these variations
in RAPD profiles were dose-dependent. As compared to control seedlings, genomic
template stability compares favourably with the traditional indices such as

photosynthetic pigment content, ALAD activity and ALA level. The DNA



polymorphisms detected by RAPD analysis can be applied as a suitable biomarker assay

for the detection genotoxic effects of Pb contamination in plants.
2008, 87 pages

Key Words: Forage Turnip, Lead, ALAD, ALA, Photosynthetic Pigments, RAPD,
Genotoxicity.
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1. GIRIS

Son ylizyilda kentlesme, sanayilesme ve diinya niifusunun hizli artis1 nedeniyle evsel ve
endiistriyel tiretim ve tiiketim kosullarina bagli olarak olusan organik ve inorganik
zararli maddeler ekosferin madde biitgesini 6nemli Ol¢lide degistirmistir. Bu maddeler
cesitli kaynaklardan alici ortamlara kati, sivi ve gaz formlarinda ulagabilmektedir.
Insanoglunun 19. yiizylla kadar cevreye birakti§i atiklar, ekosistemin kendini
yenileyebilme 6zelligi ile giderilebilmekteydi. Dolayli veya dogrudan ¢evreye birakilan
atiklar, enerji kaynagi ve karbon olarak canlilarin anabolik (yapim) ve katabolik (yikim)
faaliyetleri sirasinda kullanilarak yok edilmekteydi. Bugiin asir1 sekilde cevreye
birakilan atiklar, mevcut ekolojik dengeyi bozarak hayat kalitesini, dahasi hayatin

kendisini tehdit eder duruma gelmistir.

Gelismis ve gelismekte olan iilkelerde sanayi ve teknolojik nedenlerle bazi metallerin
iretimi artis gdsterirken buna bagli olarak da tiikketimin hizla artmasi bunlarin ¢evreye
yayillmasi olasiligin1 arttirmakta ve ekosistemi geri doniigiimsiiz bir duruma
getirmektedir. Giiniimiizde toprakta agir metal kirliligi 6nemli ¢evresel problemlerden
birisidir. Agir metallerin toprakta asir1 birikmesinin sadece toprak verimliligi ve
ekosistem fonksiyonlar: tizerinde degil ayn1 zamanda besin zinciri yoluyla havyan ve

insan saglig1 iizerinde de 6nemli etkileri vardir.

Toprak, su ve havada degisik oranlarda bulunabilen agir metaller belirli derisimlerin
tizerinde kirlilige yol acarlar. Agir metallerin ¢evrede yaygin bir sekilde birikmesi, tim
canlilar i¢in boyutlar giderek artan bir tehlike olusturmaktadir. Cevreyi kirleten biitiin
unsurlar bitkilerde strese neden olur. Stres ise bitkilerin fizyolojisini etkiler, onlarin
genetik potansiyellerini degistirir, verimliliklerini kisitlar ve O6liimlerine yol agarak
biiyiik oranlarda iiriin kayiplar1 meydana getirir. Agir metal kirliliginin ¢esitli nedenleri
vardir. Bunlar antropojenik veya dogal kaynakli olabilir. Endiistriyel faaliyetler,
motorlu tasitlarin egzoz gazlari, maden yataklar1 ve isletmeleri, volkanik faaliyetler,
tarimda kullanilan gilibre ve ilaglar ile kentsel atiklar agir metallerin g¢evreye

yayilmasina neden olan etmenlerden bazilaridir (Evans and Furlong 2003).



Agir metallerin, 6zellikle belirli dozlardan itibaren bitkilerdeki fizyolojik fonksiyonlari
ve biyokimyasal olaylar1 dogrudan veya dolayli olarak etkiledigi bilinmektedir. Bitki
dokularinda agir metal birikimi tolerans diizeyini astiginda mineral besin alimi,
transpirasyon, fotosentez, enzim aktivitesi (Nussbaum et al. 1988), niikleik asit yapisi,
klorofil biyosentezi ve ¢imlenme (Munzuroglu ve Gegkil 2002) gibi ¢ok sayida
fizyolojik ve biyokimyasal aktivite olumsuz yonde etkilenir. Bunlara membranlarda

hasar, hormon dengesinin bozulmasi, su iligkisinin degismesi gibi islevler de eklenebilir

(Ouzounidou et al. 1992).

Cevre ve dogal kaynaklarin kirlenmeye karsi korunmasi, ¢evre kirliliginin énlenmesi
acisindan son derece Onemli olmakla birlikte kirlenmis alanlarin temizlenmesi de
mevcut ¢evre kirliliklerinin ¢ézliimiinde biiyiik 6nem arz etmektedir. Toprak kirliligi
acisindan bakildiginda, agir metallerin en 6nemli kirletici kaynaklar arasinda oldugu
goriilmektedir. Amerikan Cevre Koruma Orgiitii (EPA)’niin tespit ettigi oncelikli
kirleticiler listesinde 129 kirletici bulunmaktadir. Bunlardan 13 tanesi metal, digerleri
organik bilesikler, pestisitler, poliklorobifeniller ile asbestler ve siyanidler gibi bazi
metal olmayan inorganik bilesiklerdir. Bu metal ve metaloitler; kadmiyum, kursun,
antimon, arsenik, berilyum, krom, bakir, civa, nikel, selenyum, giimis, talyum ve
cinkodur. Bu metaller diinyanin bircok yerinde c¢evre koruma orgiitleri tarafindan

oncelikli kirleticiler listesine alinmistir (Evans and Furlong 2003).

Topraklara karisan ve buralarda birikme yapan agir metaller, mikrobiyal aktiviteye,
toprak verimliligine, biyolojik cesitlilik ve tirlinlerdeki verim kayiplarina, hatta besin
zinciri yoluyla sicakkanlilarda zehirlenmelere kadar bir¢cok cevre ve insan sagligi
problemlerinin ortaya ¢ikmasina neden olabilmektedir. Agir metaller, biyotaya yiiksek
diizeyde dayaniklilik ve zehirlilik etkisi gdstermesi nedeniyle ¢evredeki en tehlikeli
maddelerden biri olarak kabul edilmektedir. Topraklarin agir metallerle kirlenmesi,
endiistriyel ve tarimsal faaliyetler sonucu olabildigi gibi, agir metal igeren kayaclarin
cesitli nedenlerle c¢oziinerek su ve toprak ortamina tasinmasi ile de ortaya

cikabilmektedir (Sharma and Dubey 2005).



Bitkilerin agir metal toksisitesine karsi toleranslar1 bitki tiiriine, element tiiriine, strese
maruz kalma siiresine ve strese maruz kalan doku veya organin yapisina bagli olarak
degismektedir. Bu nedenle agir metalin tiir ve miktari, yarayishligi, zararin siddeti ve
tiirlii ayrica zarar olusum slirecinin bilinmesi bitkilerin gelisimi ve canliligi acisindan
oldukca onemlidir. Bazi bitkilerin topraktan agir metal aliminda yiiksek oranda etkili
oldugu ve bu tiir bitkilerin agir metal toksisitesine karsi toleransli oldugu belirlenmistir
Hiperakiimiilator olarak da isimlendirilen bu bitkilerin arasinda Brassicaceae,
Euphorbiaceae, Asteraceae, Lamiaceae ve Scrophulariaceae gibi bitki familyalar

sayilabilir (Cunningham and Ow 1996).

1.1 Cahsmanin Amaci ve Onemi

Yaptigimiz literatlir taramasina gore, Brassica cinsine ait agir metallerin toksisitesi
hakkinda ¢ok sayida arastirma raporlart mevcut olmakla birlikte, kursunun o6zellikle
yem salgaminin (Brassica rapa L. var. rapa) “Siloganova” g¢esidi iizerine ¢esitli
fizyolojik, biyokimyasal ve genotoksik etkileri iizerine yapilmig bir calismaya
rastlanilmamistir. Diger yem salgami cesitleriyle ilgili olarak da literatiirde boyle bir
toksisite c¢aligmast tespit edilmemistir Yem salgaminin hiperakiimiilator bitki
familyalarindan olan Turpgiller (Brassicaceae) familyasina ait olmast da bu bitkinin
Onemini arttirmaktadir. Ciinkii glinlimiizde agir metaller ile kirlenen topraklarin
temizlenmesinde (fitoremediasyon) hiperakiimiilator bitkilerin kullanilmasi ve bu

ozellige sahip bitkilerin tespit edilmesi 6nem kazanmaktadir.

Bu arastirmada, Brassicaceae familyasina ait olan yem salgaminin (Brassica rapa L.
var. rapa) “Siloganova” ¢esidinin tohum ve fidelerine farkli konsantrasyonlarda nitrat
tuzu seklinde uygulanan kursun agir metal katyonlarinin [Pb(NOs3),] tohum ¢imlenmesi
ve fide bliylimesi {izerine olan etkileri aragtirilmigtir. %4 MS sulu besin ¢ozeltisinde
yetistirilen 14 giinliik fideler farkli konsantrasyonlardaki (0, 0.5, 1, 3 ve 5 mM)
Pb(NO3), ile 6 giin boyunca muamele edildikten sonra yaprak dokularinda kursun
stresine bagli olarak; ALAD (d-aminolevulinik asit dehidrataz) aktivitesi, protein
miktari, ALA (d-aminolevulinik asit) seviyesi, fotosentetik pigment (klorofil a, b ve
karotenoidler) icerigi ve RAPD (Rastgele Cogaltilmis Polimorfik DNA) yontemi ile

DNA’da meydana gelen degisikliklerin belirlenmesi ve karsilastirilmasi amaglanmistir.



2. GENEL BILGILER
2.1 Agir Metaller

2.1.1 Agir Metallerin Genel Ozellikleri

Metaller fizikokimyasal 6zelliklerine ve yer kabugu katmanlarinda yerlesmelerine gore
hafif metaller, agir metaller, zor eriyen metaller, nadir toprak metalleri ve radyoaktif
metaller olarak birkag¢ gruba ayrilirlar. Bununla birlikte metallerin bu tiir siniflandirilisi
sarth anlam tasir. Agir metallerin ¢ogu periyodik tablonun d blogundaki gecis
metalleridir. A grubu elementlerinden kursun, kalay, germanyum ve diger birkac
elementin dahil edildigi agir metaller grubuna sodyumdan sonraki metaller girer. Bu

metallerin yogunlugu 7 gr/cm®’den yiiksektir (Pasayev 2005).

Agir metaller normalde, kayalarin ve maden cevherlerinin biinyesinde bulundugu i¢in
toprakta, sularda, sedimentlerde ve yasayan organizmalarda da bulunmasi dogaldir
(Alloway and Ayres 1993). Bazi agir metaller bitki beslenmesi i¢in 6nemli olduklari
halde yiiksek konsantrasyonlarda fitotoksiktirler. Bunlar bakir (Cu), demir (Fe), mangan
(Mn), molibden (Mo), ¢inko (Zn), kobalt (Co) ve nikel (Ni)’dir. Bununla birlikte
kadmiyum (Cd), krom (Cr), civa (Hg) ve kursun (Pb) gibi agir metaller de ¢esitli
yollardan tarimsal ekosisteme girerler. Bunlarin bitki biinyesinde bulunmalari

derisimlerine, ¢oziinebilirliliklerine ve bitkinin cinsine baglidir (Bergmann 1992).

2.1.2 Agir Metallerin Biyokimyasal Ozellikleri

Bu gruptaki bazi elementler yasayan organizmalarin ¢ogu i¢in eser miktarda da olsa
gereklidir. Siiphesiz gerekli olan bu metallerin eksikliginde canlilar zarar goriir. Hem
bitki hem de hayvanlar i¢in ¢inko, demir, mangan ve bakir gerekli iken bunlara ek
olarak yalniz hayvanlar i¢in kobalt, krom selenyum iyot ve yalniz bitkiler i¢in bor ve
molibden gereklidir. Biyokimyasal islevleri bilinmeyen, canlilar i¢in birinci derecede
onemli olmayan fakat toksik olan elementler de vardir. Bunlar arsenik, kadmiyum,
kursun, antimon, titanyum ve uranyum’dur. Bunlar organizmalarin toleransin1 asan
konsantrasyonlarda toksisiteye neden olmaktadirlar. Biyokimyasal diizeyde bu

metallerin agir1 konsantrasyonlarinin neden oldugu olumsuz etkiler ATP ve ADP’nin



fosfat gruplariyla olan reaksiyonlari, hiicre membranlarinin zarar goérmesi, SH
gruplariyla olan reaksiyonlari, esas iyonlarin yerine ge¢mesi ve esas metabolitlerle
rekabet etmesidir. Organizmalar sahip olduklar1 homeostatik mekanizmalariyla ¢ogu
elementin alinmasinda ortaya ¢ikan bu diizensizlikleri tolere edebilirler (Alloway and

Ayres 1993).

2.1.3 Agir Metal-Bitki iliskisi

Bitkiler elementleri secici Ozelliklerle alirlar. Agir metallerin bitkilerde birikimi ve
organlarda dagilimi bitkinin ve elementin tiiriine, kimyasal ve biyolojik aktiviteye,
oksidasyon-rediiksiyon potansiyeline, pH degerine, katyon degisim kapasitesine,
oksijenin ¢oziilmesine, 1stya ve koklerin salgi yetenegine baglidir (Sharma and Dubey

2005).

Bitkileri agir metallere olan tepkilerine gore ii¢ ana grupta toplamak mimkiindiir.
Bunlar; (1) agir metalleri biinyesine almayan bitkiler; (2) topraktaki agir metal seviyesi
kadarimi biinyesine alan indikator (belirteg) bitkiler; ve (3) toprak {istii kisimlarinda
topraktaki seviyelerinden daha fazlasini asir1 biriktiren dolayisi ile agir metal kirliliginin
temizlenmesinde  (fitoremediasyon)  kullanilan  hiperakiimiilatér  bitkilerdir.
Hiperakiimiilator bitki tiirleri genellikle Brassicaceae, Euphorbiaceae, Asteraceae,
Lamiaceae gibi bitki familyalar1 icerisinde yer almaktadir. Hiperakiimiilator bitkileri
kendi igerisinde iki ana grupta toplamak miimkiindiir. Birincisinde, Thalaspi L.
genusuna ait bitki tlirlerinde oldugu gibi birden fazla agir metali asir1 miktarda
biinyesinde biriktirebilen fakat az miktarda biyokiitle olusturan hiperakiimiilator bitkiler
yer almaktadir. ikincisinde ise orta seviyede agir metal biriktirebilen fakat yiiksek
miktarda biyokiitle olusturan Helianthus annuus L., Nicotiana tabacum L. Brassica

juncea L. ve Zea mays L. gibi bitki tiirleri yer almaktadir (Memon et al. 2001).

Hardal (Brassica) veya alpin teresi (Thalaspi caerulescens) gibi bitkilerin de dahil
oldugu az sayida bir bitki grubu, bagka bitkiler i¢in toksik olan agir metallerce zengin
topraklarda biiyliyebilirler. Bu tip topraklar eski maden ocaklar1 veya askeri iislerin
oldugu yerlerde bulunur. Agir metallere direngli bitkiler; ¢inko, kadmiyum, kursun,

bakir, civa, selenyum, krom ve nikeli kendi i¢lerine alarak biriktirirler. Bu ¢esit agir



metaller bitki i¢cinde kiiciik peptidlere baglanir ve kofullarda depo edilirler. Bu sekilde
peptidlere baglanip kofulda depolanan agir metaller bitkiye zarar vermezler. Bu olgu,
metal hiperakiimiilasyonu olarak bilinir. Bu tiir bitkilere de hiperakiimiilator bitkiler

denir (Isik 2004).

Hiperakiimiilator bitkiler agir metalleri hiicre zarlarindaki tasiyici proteinler yoluyla
alirlar. Bu tasiyict proteinler, bitkilerin mineralleri kokleri yoluyla iceri almasini
saglayan ya da mineral iyonlarin1 kofullarda biriktiren tasiyicilara benzerler. Bu
bitkilerdeki tasiyici proteinler agir metallerin tasinimini gergeklestirecek sekilde, diger
bitkilere gore degisiklige ugramislardir. Degisiklige ugramis tasiyic1 proteinleri
kullanarak Thalaspi caerulescens bitkisi, kuru agirhigmin %3’l oraninda ¢inkoyu, hicbir
zehirlenme belirtisi gostermeksizin depolayabilir. Bir egrelti tiirii (Pteris vittara),
toprakta bulunanin 100 kati kadar arsenigi, kendi dokular1 i¢inde biriktirebilir. Bazi
durumlarda bitki dokularinda depolanan agir metaller, bitkiye otcul hayvanlara karsi
savunma saglar. Ciinkii otcul hayvanlar genel olarak metalik tadi olan bitkileri
sevmezler. Cevre bilimciler, agir metal kirliligine maruz kalmis topraklar1 ve atik sulari
temizlemekte kullanmak amaciyla, metal biriktirici bitkiler {lizerindeki ¢alismalarini
stirdiirmektedirler. Metal depolayan bitkiler hasat edilerek metaller geri kazanilabilir; ya
da boyle bitkiler gorevlerini yaptiktan sonra toksik atiklar i¢in ayrilmis depolama
alanlarina gomiilebilirler. Bu Orneklerde aciklandigi gibi bitkilerin ¢evredeki metal
kaynakli atiklarin temizlenmesi amaciyla kullanilmasia fitoremediasyon (bitkilerle

tekrar iyilestirme) denir (Isik 2004).

Agir metaller toprakta tuzlar, mineraller veya oksitler halinde hareketli ve hareketsiz
halde bulunurlar. Agir metallerin toprakta hareketliligine humus miktari, toprak pH’si,
mikrofloranin gesitliligi ve karbonat miktar1 6nemli etki etmektedir. Toprakta agir metal
miktarinin degisimi topraktaki nem, sicaklik ve oksidasyon-rediiksiyon potansiyeline
baglidir. Agir metallerin ekosistemde taginiminin arastirilmasinda onlarin atmosferden
topraga veya gol ve denizlerin dibindeki ¢Okiintiilere, oradan ise bitkilere gectigi

belirlenmistir (Pagayev 2005).



2.1.3.1 Agir Metallerin Bitkiler Tarafindan Alinmasi

Toprakdaki metallerin bir kismi bitkiler tarafindan alinirken bir kism1 da toprakta kalir.
Bu metalleri depo eden bitkiler 6ncelikle metalleri toprakta harekete gegirmelidir. Ilk
olarak metal selatlayict molekiiller (fitosideroforez) rizosfere salinir. Bunun nedeni
topraga bagli olan metalleri topraktan ¢dzmek icindir. Ikinci olarak kokler spesifik
plazma membranima bagli metal rediiktazlar ile metal iyonlarim azaltabilirler. Ugiincii
olarak da bitki kokleri saldiklar1 protonlar ile toprak ortamini asitlestirerek agir metalleri
cOzebilirler. Metalleri toprakta harekete gecirme isi, kok mantarlar1 veya kokte
kolonilesmis bakteriler tarafindan da yapilabilmektedir. Diisiik pH toprak i¢indeki bagl
metal iyonlarinin serbest kalmasina neden olur. Kok icine intraseliiler (hiicre igi,
simplastik) veya ekstraseliiler (hiicre disi, apoplastik) yollarla giren metal iyonlar
spesifik veya genel iyon tasiyicilar1 vasitasiyla ya da kanallarla bitki hiicrelerine
girerler. Bitki i¢in gerekli olmayan agir metaller de ayni transmembran tasiyicilarini

kullandiklarindan aralarinda rekabet ederler (Salt et al. 1995).

2.1.3.2 Agir Metallerin Bitkilerde Tasinmasi

Metal iyonlar1 kok i¢ine girdiklerinde ya depolanirlar ya da siirglinlere tasinirlar.
Siirgiinlere metal taginimi1 muhtemelen ksilemler araciligiyla olur. Ancak metaller floem
yoluyla da bitkide tasinabilirler (Stephan and Scholz 1993). Metal iyonlar1 ksilem
borularina girmek i¢in oncelikle kaspari seridini gegmek zorundadirlar. Kaspari seridi
nedeniyle ekstraseliiler ge¢is bloke edildiginden, metal iyonlar1 bu suya gecirimsiz
hiicre duvar1 seridini ge¢mek icin intraseliiler olarak hareket etmek zorundadirlar.
Ksilem hiicre duvarlari, metal protonlarin hareketini 6nemli O&lgiide yavaslatmasi
beklenen yiiksek bir proton degisim kapasitesine sahiptir. Bu nedenle kadmiyum-sitrat
gibi metal-selat kompleksleri transpirasyon akiminda metal hareketlerini kolaylastirirlar.
X-151n1  spektroskopisi  kullanilarak 7 giin siireyle kadmiyum etkisinde Brassica
juncea’nin ksilem 6zsuyunda metalin oksijen atomlari tarafindan selat hale gelmesi, Cd
translokasyonuna organik asitlerin karistigin1 destekler. Floemde de metaller ya organik
asitlerle selatl olarak ya da fitogelatinlerle veya metallotiyoninlerle taginabilirler (Salt et

al. 1995).



2.1.3.3 Bitkilerde Agir Metal Direncliligi

Toksik etkili agir metallere dayanikli olan bir bitki ya hiicreye giren agir metalleri
derhal detoksifiye etmeli ya da hiicreye alimmimini sinirli tutmalidir. Agir metallerle
kirlenmis topraklardaki bazi endemik bitkilerin asit fosfatazlar gibi agir metale
dayanikli enzimler igerdigi goriilmiistiir. Agir metaller hiicre i¢inde biriktirildiklerinde
detoksifiye edilmeleri gerekir. Detoksifikasyonda iki temel ydntem vardir. Birinci
yontemde metaller; asetat, malat ve sitrat gibi organik asitler veya sistein, metiyonin ve
diisiik molekiil agirlikli molekiillere baglanarak organometalik bilesikler olustururlar.
Ikinci yontemde ise, bitkiler metalleri kendilerinin sentezledigi ve kiikiirt bakimindan
zengin polipeptit molekiilleri arasina baglarlar. Bu sekilde olusturulan molekiiller
“fitogelatinler” olarak adlandirilirlar (Sekil 2.1). Bitkilerde yaygin olarak bulunan
fitoselatin yapis1 tripeptit glutatyona benzer (y-glutamil-sisteinil-glisin). Glutatyon,
peroksitlerin detoksifikasyonunda dnemli rol oynar. Kursun etkisinde birakilan Brassica
juncea’nin koklerinde de fitoselatinlerin iiretildigi ve boylece fitoselatinlerin kursun

detoksifikasyonuyla iliskili oldugu tespit edilmistir (Salt et al. 1995).

SH

. H _
HyN N COO

Iz

00~ n

Sekil 2.1 Fitoselatinin molekiiler yapisi

2.1.4 Agir Metallerin Bitkiler Uzerindeki Fizyolojik ve Biyokimyasal Etkileri

Besin zinciri ve biyolojik dongiiniin temel basamagi konumundaki bitkilerin agir metal
kirliliginden etkilenmesi kaginilmazdir. Agir metaller arasinda yer alan Mn, Fe, Cu, Zn
ve Ni gibi elementler yiiksek bitkiler icin gerekli besinlerdir (Welch 1995). Ornegin,
bakir ve ¢inko gibi agir metallerin normal konsantrasyonlar1 bitkideki metabolik

islemler i¢in gereklidir. Bitki i¢in gerekli olsun veya olmasin agir metallerin doku ve



organlardaki agir1 birikimi toksik etki yapar ve sonunda bitkiyi Oliime gotiiriir. Agir
metallerin bitkilerde transpirasyonu (Costa et al. 1994), fotosentezi (Chung and
Sawhney 1993), enzim aktivitesini, ¢imlenmeyi, protein sentezini olumsuz yodnde
etkiledigi yapilan bir¢ok ¢alismayla anlasilmistir. Ayrica membranlarda hasar, hormonal
dengenin bozulmasi, su iligkisinin degismesi gibi fizyolojik olaylar iizerine de agir

metallerin 6nemli etkileri vardir (Costa et al. 1994).

Cevresel stres faktorlerinin bitkiler {izerindeki etkilerini anlamak maksadiyla sikca
basvurulan yollardan biri organizmadaki klorofil igerigini belirlemektir. 7 gilinliik
fasulye fidelerine, 10 giin siireyle klor tuzu halinde uygulanan farkli
konsantrasyonlardaki Nikel (Ni™?), kobalt (Co™), krom (Cr™) ve ¢inko (Zn"?) agir
metalleri klorofil a, klorofil b, total pigment I ve total pigment II miktarlarin1 6nemli
oranlarda azaltirken, karotenoid miktarin1 artirmigtir. Klorofil ve karotenoid
miktarlarindaki bu azalis ve artiglarin agir metalin tiirii ve konsantrasyonuyla yakindan
iligkili oldugu ve agir metalin yiiksek konsantrasyonlarinda belirtilen artig ve azalislarin
daha belirgin bir sekilde ortaya ¢iktig1 goriilmiistiir. Gerek klorofil miktarindaki azalig
ve gerekse karotenoid miktarindaki artista nikelin etkisi en fazla olmus ve bu metali

sirastyla kobalt, krom ve ¢inko izlemistir (Zengin ve Munzuroglu 2005).

Agir metaller bitkinin klorofil igerigini 6nemli oranlarda etkiler. Bakir-nikel iceren
topraklarda yetisen Empetrum nigrum’un klorofil miktar1 kontrol bitkilerine gore %15-
30 oraninda azalma gostermistir (Monni et al. 2001). Brassica oleracea bitkisine nikel
uygulandiginda klorofil a ve b’nin miktarinda bir azalmanin oldugu, bunun sonucunda
yapraklarda nekrozis ve klorozisin meydana geldigi bildirilmistir. Ayrica nikelin hem
genc hem de yash yapraklardaki kloroplastlarin yapisal organizasyonunu degistirdigi,
grana ve stroma tilakoidlerinin sayisinin azalttigi, kloroplastlarin sekil ve boyutunun
degismesine neden oldugu tespit edilmistir (Molas and Bran 2004). Kadmiyumun
klorofil biyosentezi iizerine etki yaptig1 ve protoklorofil reduktaz ile aminolevulinik asit

(ALA) sentezini engelledigi kaydedilmistir (Prasad and Prasad 1987).

Agir metallerin kok, gévde ve yaprak biiyiimesi lizerine dnemli etkiler yaptigi ve bu

durumun bitki tiirline ve gelisme sartlarina gore degistigi bilinmektedir. Phaseolus



aureus Roxb. cv. T-44 bitkisine kobalt uygulandiginda yaprak gelisiminin engellendigi
ve klorozisin olustugu ayrica internod uzunlugunun azaldigi, boylece bitki gelisiminin
engellendigi rapor edilmistir (Tewari et al. 2002). Kobaltin yapraklarda kalin bir
kutikula tabakasinin olugmasina neden oldugu ve bunun ise su durumunu engelledigi
bildirilmistir (Chatterjee and Chatterjee 2000). Cinko ve bakirin Brassica tiirlerinde
(Brassica napus, Brassica rapa, Brassica juncea) kok ve govde uzunluklarini; ¢inkonun
ise arpa fidelerinde kok uzunlugunu engelledigi rapor edilmistir (Ebbs and Kochian

1997).

Kokte metal birikiminin merkezdeki hiicrelere gore korteks hiicrelerinde daha fazla
oldugu, bu nedenle kok korteks hiicrelerinin daha erken hasar gordiigii bilinmektedir.
Agir metallerin etkisiyle suberin miktarinin artarak kokiin kahverengilestigi, bu
durumun da su alimimi smirladig ileri siiriilmiistiir (Barcelo and Poschenrieder 1990).
Nigella sativa ve Triticum aestivum bitkileri ¢inkoya maruz birakildiklarinda koék
gelisimlerinin azaldigi tespit edilmistir. Cinkonun kék meristem hiicrelerinin mitotik
fazlarin1 engelledigi, 6zellikle de boliinecek olan hiicrelerde ¢inko iyonlart birikerek
profazin sonundaki olaylar1 bloke edip mitoz boliinmeyi engelledigi rapor edilmistir
(El-Ghamery et al. 2003). Ayrica epiderma hiicrelerinin ligninlesmesine sebep olarak

hem kok hem de govde biiyiimesini engelledigi bildirilmistir (Paivoke 1983).

Agir metale maruz kalmis birgok bitkide strese cevap olarak serbest prolin birikiminin
oldugu goriilmiistiir. Farkli konsantrasyonlarda kursun ve kadmiyuma maruz birakilan
iki bugday varyetesinde (Triticum aestivum L. cv. Gerek-79 ve Bolal-2973) prolin
birikiminin oldugu tespit edilmistir. Oryza sativa bitkisi CuSO 4’a maruz birakildiginda

prolin miktarinin arttig1 kaydedilmistir (Chen et al. 2001).

Agir metallerin bitkilerdeki protein miktarinin azalmasina neden oldugu bulunmustur.
Agir metal stresinin bitkide olusturdugu onemli etkilerden biri senesensi tesvik etmek
veya protein sentezini engellemek yoluyla bitkinin protein icerigini azaltmaktir. Ornegin
civa uygulanan Bacopa monnieri bitkisinde protein igerigi azalma gostermistir. Kursun,

¢inko ve kadmiyumun Hordeum vulgare bitkisinde (Stiborova et al. 1986), bakir ve
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¢inkonun ise Scenedesmus acutus’da protein miktarini azalttigi bildirilmistir (Abd-EI
Monem et al. 1998).

Hiicresel seviyede agir metallerin en dnemli etkilerinden biri de membran biitiinliigiinii
degistirerek reaktif oksijen tiirlerinin olusmasini saglamaktir. Olusan bu reaktif oksijen
tiirlerinin proteinlerin parcalanmasina neden oldugu rapor edilmistir. Reaktif oksijenin
tirleri atmosferik oksijenin (O;) kismen indirgenmis ara {riinleridir. Atmosferik
oksijenin aksine, reaktif oksijen tiirleri ¢esitli hiicresel bilesenleri sinirsiz oksitleme
yetenegine sahiptirler ve hiicrenin oksidatif hasarina neden olurlar. Bitkiler, oksijen
tiirleri tarafindan baglatilan hasar1 tamir etmek ve hafifletmek i¢in kompleks
antioksidant (hem enzim hem de enzim olmayan) sistemler gelistirmislerdir (Dat et al.

2000).

2.2 Kursun

Periyodik cetvelin 4A grubunun en metalik elementi olan kursun, biyolojik sistemlerin
her ortamda karsilasabildikleri, metabolik islevi olmayan eser bir elementtir. Diisiik
erime noktasma (327 °C) sahip olan kursun, yumusak ve islenebilen bir metaldir.
Dogada daha ¢ok, galen adli kursun siilfiir formunda veya demir, bakir, ¢inko, antimon
ve glimiis metalleriyle birlesik olarak bulunur. Kolayca ¢esitli sekillere doniistiiriilebilir

ve diger metallerle alagim olusturabilir (Kitman 2000).

Kursun 6nemli agir metallerden birisidir ve ¢evresel kirletici potansiyelinden dolay1
biiyiik bir énem kazanmustir (Chaney and Ryan 1994). Insanlar tarafindan binlerce
yildan beri kullanilan kursun, diinyadaki biitiin sanayilesmis {ilkelerin ekonomisinde
biiylik rol oynamistir. ABD’de kursunun endiistriyel tiiketiminin her yil i¢in 1.3 milyon
ton oldugu tahmin edilmekte ve kirleticiler ile ¢evreye 600.000 ton Pb yayilimi
olmaktadir (Landis and Yu 2004).

Kursuna dayal1 iriinlerin iiretimi ve kullanimi oldugu gibi kursun rafinerisi, madencilik
ve kursunun tasfiye edilmesi islemleri de g¢evreye kursun salinimini arttirmaktadir.
Boylece kursun oncelikle sucul sistemlere ve hava igine toz seklinde karigsmaktadir.

Kursunun c¢evreye verilmesini kisitlamak icin birgok iilkede diizenleyici dnlemler
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alinmis olmasma ragmen, kursun tiim diinyada cevre ve insanlar i¢in en O6nemli

tehditlerden birisi olmaya devam etmektedir (Chaney and Ryan 1994).

2.2.1 Kursun Kirliligi

Onemli sanayi iiriinlerinden borular, boyalar, lehimler, cam, ¢dmlek sir1, plastik ve
insektisitler de kursun igerirler (Landis and Yu 2004). Bu metal kablo, lehim ve boya
liretiminin yani sira akii imalati ile ¢ini ve seramik yapiminda da yaygin olarak
kullanilmaktadir. Kursun; celik ve demirlerin korozyona karsi korunmasi i¢in yapilan
yagli boyalarin, patlayict maddelerin, sa¢ boyalarinin yapiminda ve ipege agirlik
vermede kullanilirken, bazi formlar1 da zirai miicadelede ve fotografcilikta oldukca

onemlidir (Vural 1984).

Endiistrideki kullanimi nedeniyle kursun, biyosferde yogun olarak bulunmaktadir.
Ozellikle kuzey yarmm kiiredeki havada 1000 ton civarinda kursun sirkiilasyonu soz
konusudur (Grandjean 1992). Kursunlu otomobil yakitlari, kursun igeren boyalar, bu
boyalarin kullanildig1 oyuncak ve diger malzemeler, vinil giineslikler, sirli porselen ve
seramik malzemeler, kursun iceren kap ve cam iiriinleri, otomobillerde kullanilan
kursun-asit bataryalar, kursun lehimli ambalajlardaki konserve, mama ve diger gida ve
icecekler, kursunla kontamine olmus su ve arazilerden elde edilen sebze ve meyveler ile
bu ortamlardan etkilenen balik, beyaz ve kirmizi et, siit, siit iirlinleri kursunun baslica

kaynaklaridir (Landis and Yu 2004).

Petrol bagiml is kollari, tamirhaneler ve yogun trafik de kursun kirliliginin 6nemli
etmenleri arasindadir (Kaiser et al. 2001). Ara¢ trafiginin ¢ok az oldugu tarimsal
topraklarda 3.75 kg/dekar kursun; kent tozlarinda ise 250 kg/dekar kursun tespiti, biiyiik
Olclide egzozla atilan kursun bilesikleriyle iliskilidir. Genelde ugucu ve caplar1 2.5
um’nin altinda olan mikro partikiil kursun bilesikleri atmosferde 7 ila 30 gilin gibi uzun

stire kalabilirler (Glinay 1993).
Atmosferik kursun kaynaklari; kursun tasfiyehaneleri, komiiriin ve kursun iceren

maddelerin yanmasi, riizgarla toprakta bulunan kursunun ayrilmasi ve kursunlu

benzinin yanmasi sonucu havaya karisan kursun alkilleridir. Motorlarda benzin buhar
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halinde ve hava ile karismis iken, pistonun sikistirmasi esnasinda istenilen andan 6nce
patlayarak motorda detonasyon denilen vuruntuya neden olur. Benzinin sebep oldugu
vuruntu motoru mekanik olarak hizli bir sekilde tahrip eder. Vuruntuyu azaltmak ve
motor performansini iyilestirmek i¢in benzine kursun tetraetil veya kursun tetrametil
ilave edilmektedir (Landis and Yu 2004). Atmosferdeki kursunun en biiyiik kaynagi
kursunlu benzinlerdir. Gelismekte olan {ilkelerde sehir i¢i bolgelerde atmosferdeki
kursun ve kursun bilesiklerinin % 90’1 kursunlu benzinle ¢alisan motorlu tasitlardan
ileri gelmektedir. Tiirkiye genelinde 2003 yili verilerine gore benzinli araglardan
atmosfere atilan kursun miktar1 yaklasik olarak 230.000 kg/yildir. Sehir ici bolgelerde
kursun kirleticilerinin ana kaynagi, siiper benzin kullanan otomobillerdir. Eger hemen
katkili kursunsuz benzine gecilse atmosfere atilacak kursun miktar1 38.100 kg

diisecektir. Yani atmosfere atilan kursun miktar1 6.1 kat azalacaktir (Oztiirk 2004).

Onlarca yi1l 6nce kullanilan kursun borulardan akan igme suyu sebekelerindeki sular,
Diinya Saglik Orgiitii tarafindan belirlenen ve dnerilen 0.01mg/1 diizeyinin ¢ok iizerinde
kursun igermekteydi. 1960’11 yillardan sonra terk edilen bu borular yerine kullanilan
bakir alagimli borular ise, baglanti noktalarindaki kursun lehimler ve metal korozyonu
nedeniyle, igme suyu yoluyla toksikasyonun devam etmesini engelleyememistir (Landis

and Yu 2004).

Insanlar ve hayvanlarin viicutlarina kursun girisinin esas kaynagi uzun dénemde kursun
iceren besinlerin yenmesidir. Hayvanlar kursun bulasmis bitkileri yiyerek
zehirlenebilirler. Insanlar da kursunu, ¢dmlekgilikte kullanilan sirlardan veya kursun
bulagmis varil, sise gibi kaplardan viicutlarina alabilirler. Arastiricilarin raporlarina gore
bazi Roma Imparatorlarinin yiiksek diizeyde kursun ile kontamine olmus saraplari
icerek kursun zehirlenmesinden hasta olduklar1 hatta 6ldiikleri bildirilmektedir (Landis

and Yu 2004).

Ana caddelerin yakinlarinda bulunan bitkiler otomobil egzozlarindan dolay1 yiiksek
miktarlarda kursun biriktirirler. Kursun igerigi fazla olan bitkilerin insanlar ve hayvanlar
tarafindan dogrudan yenilmeleri tehlikelidir. Trafigi yogun olan otoyollarin hemen

kenarinda bulunan bitkilerin kuru maddede yaklasik 60 ppm’lik kursun igerdikleri tespit
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edilmistir. Bunun biiylik bir kismi sadece yiizeysel olarak bitkilere yapismis
durumdadir. Yola olan mesafe arttitkca kursun igerigi azalir. Bu yaklasitk 100 m

mesafede normal degerlere (kuru maddede 4 ppm kursun) ulasir (Ozbek vd. 1984).

2.2.2 Bitkilerde Kursun Alimi, Tasinimi ve Lokalizasyonu

Kursun bitkiler tarafindan topraktan ve havasal kaynaklardan alinabilir. Kursunun
bitkilere yapraklar araciligi ile girmesi hava kaynaklarindan kursunu alabilme,
absorblayabilme kabiliyetine bagli olarak bitkinin yaprak morfolojisiyle alakalidir.
Tiiylii yapraklar atmosferden agir metalleri absorbe eder. Bununla beraber bitkilerce
alman kursunun biiytik bir miktarinin koklerde kaldigr anlagilmistir (Kumar et al. 1995).
Kursun topragin st tabakalarinda birikir ve bundan dolayr bitkilerin dogrudan
kullanacag1r kursun miktarin1 giivenilir bir sekilde 6lgmek zordur. Kullanilabilirligi
biiyiik oranda toprak sartlarina baglidir. Kursun topraktaki organik materyale baglanir.
Toprak partikiil boyutu ve katyon degisim kapasitesi, ayn1 zamanda kok ylizey alani,
kok salgilari, mikorizasyon ve transpirasyon orani gibi bitkisel etkenler de kursun
almimini ve kullanilabilirligini etkiler. Toprakta bulunan kursun biiyiik oranda organik
veya kolloidal maddelere siki bir sekilde bagli olarak veya ¢okelmis sekilde bulunur ki

tlim bunlar bitki kdklerince kursun alimini azaltan etmenlerdir (Kumar et al. 1995).

Kursun koklerden alindiktan sonra gévdeden daha ¢ok koklerde lokalize olur. Kursun,
hiicre duvarinda galakturonik asit ve glukuronik asit karbonhidratlarimin karboksil
gruplaria ¢ok kuvvetli baglanir ki bu apoplast yolla kursunun taginimini kisitlar. Genel
olarak dikotlar monokotlara gore koklerinde daha fazla miktarda kursun biriktirirler

(Huang and Cunningham 1996).

Kursun, genelde kok apoplastinda tasinir, radyal olarak kortekse geger ve endodermis
yakininda birikir. Endodermis, kok ve govde arasinda kursunun hareketinde kismi bir
bariyer olarak rol oynar. Bu ayn1 zamanda kursunun koklerde gévdelere gore daha ¢ok
biriktigi ile ilgili raporlara bir aciklik getirir (Verma and Dubey 2003). Koklerden diger
organlara kursun tagmiminin kisitlanmasi, kok endodermis bariyerinden dolayidir.
Endodermisteki kaspari seridinin, kursunun endodermisten merkezi silindire taginimini

kisitlayan en 6nemli faktor oldugu bildirilmektedir (Seregin and Ivanov 1997). Kursun
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genelde apoplastik yolla tasinsa da merkezi silindire gegmeden once simplastik yola da

girebilir.

Genellikle bitkinin toprak ylizeyindeki organlarinda bulunan kursun miktar1 kokten
uzaklastik¢a azalir. Bu yiizden kokiin hiicre duvarlarinda bitkinin diger kisimlarina gore
daha fazla kursun birikir. Ayrica kursun, odunlagmis dokularda odunlasmamis dokulara
oranla gore daha fazla baglanma gosterir. Suchodoller (1967) calismalarinda arpayi
kursuna maruz biraktiginda vaskiiler dokularda ¢ok az miktarda kursuna rastlarken,
bliyiik bir kisminin kok epidermisinde tutuldugunu tespit etmistir. Bu durum kursunun,
bitkinin farkli dokularda lokalize olmasmin bitki tlirline gore de degistigini
gostermektedir. Tohumlarda testa (tohum kabugu) parcalanip kok gelisimi oluncaya
kadar kursunun icteki dokulara girmesi testa tarafindan engellenir. Testa parcalandiktan
sonra kursun hizli bir sekilde alinir (Lane and Martin 1980). Kursun cesitli bitki
organlarinda  birikimi  bakimindan ¢oktan aza dogru soyle siralanabilir:
kokler>yapraklar>govde>¢igek>tohum. Bununla birlikte bu siralama bitki tiirlerine goére
degisebilir (Antosiewicz 1992). Kursun en ¢ok hiicrelerarast boslukta, hiicre duvarinda
ve vakuollerde depolanir. Absorblanmis kursunun yaklasik %90’ 1nin hiicre duvarlar1 ve
vakuolde biriktigi tespit edilmistir (Wierzbicka and Antosiewicz 1993). Bitkilerin
kursun igerigi havadaki kursun miktarina, dagilim kaynagina yakinligin artmasina, bitki
vejetasyon doneminin uzamasina bagli olarak artmaktadir. Bu nedenlerden dolayi
agaclarin yaprak ve ignelerindeki kursun miktar1 sebze ve c¢ayir bitkilerine oranla
yiiksektir. Ozellikle yosun ve liken gibi yavas biiyiiyen bitkiler yiiksek bitkilere gore
gram kuru madde bagina 100-1000 kez daha fazla agir metal biriktirme Ozelligine
sahiptir ve bu nedenle toksik madde birikimi i¢in biyoindikatoér olarak tanimlanirlar

(Ozbek vd. 1984).

2.2.3 Kursun Kirliliginin Bitkilerde Fizyolojik Etkileri

Kursun toksisitesinin kok biiyiimesinin inhibisyonu (Lane and Martin 1980), klorozisin
ortaya c¢ikmasi (Johnson and Proctor 1977) ve fotosentezin azaltilmasi ile iliskili

oldugunu gdsteren calisma raporlart mevcuttur. Kursun etkisiyle klorofil biyosentezi

engellenmekte ve bu nedenle klorofil miktarinda azalmalar meydana gelmektedir (Van
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Assche and Cliisters 1990). Kursun, kok ve gévdenin kuru agirliginda 6nemli oranlarda

azalisa sebep olmaktadir (Rauser 1997).

Mercimek (Lens culinaris Medik.) tohumlarinin ¢imlenmesi, fide biiyiimesi ve yas-kuru
agirlik degisimleri tizerine klor tuzu halinde kullanilan kursunun etkileri arastirilmistir.

Denemelerde 1, 2, 3 ve 4 mM’lik PbCl2 cozeltileri kullanilmis ve uygulanan kursunun

gerek tohum c¢imlenmesi, gerekse cimlenme sonrasi asamada kok uzamasini énemli
oranlarda engelledigi saptanmistir. Bu durumun, kursun konsantrasyonundaki artisa
bagli olarak daha belirgin bir sekilde ortaya ¢iktig1 goriilmiistiir. Mercimek tohumlarinin
cimlendirilmesiyle gelistirilen 15 giinliik fidelerin 10 glin siireyle aym
konsantrasyonlardaki kursun tuzuna maruz birakilmasi sonucu govde ve kok uzunlugu
ile yan kok sayisinin azaldigr belirlenmistir. Ayni sekilde, kursun uygulanan fidelerin
yas ve kuru agirliklarinda da 6nemli diisiisler tespit edilmistir. Fidelerin kursun tuzuna

maruz birakilma periyodu sonunda, dzellikle 3 ve 4 mM PbCl, ¢ozeltisinde yetisen

fidelerde solgunluk, klorozis ve nekrozis goriilmiistiir (Kiran ve Munzuroglu 2004).

PbCl ’nin farkli konsantrasyonlar Triticum aestivum ve Cucumis sativus tohumlarinin

cimlenmelerinde, kok, koleoptil ve hipokotil biiylimelerinde konsantrasyon artisina
bagli olarak belirgin bir azalmaya neden oldugu (Munzuroglu ve Gegkil 2002), Picea
abies fideleri kursun ¢ozeltileri ile muamele edildiginde primer, sekonder ve iigiinciil
kok gelismelerinde bir azalma oldugu ve bitkide en fazla yan koklerin olusum ve
gelisimlerinin ~ etkilendigi  bildirilmistir (Godbold and Kettner 1991). Farkli

konsantrasyonlarda Pb(NO,) 'm, Zea mays, Brassica pekinensis Rupr. ve Brassica

juncea L. tohumlarinin ¢gimlenmesi ile kok ve fide gelisimini engelleyip, mitotik indeksi
ve normal bdliinen hiicre sayisint olumsuz etkileyerek, kok ile gdévdenin yas ve kuru
agirliklarimi azaltip, kloroza neden oldugu belirtilmistir (Jiang et al. 2000). Kursunun
tohum c¢imlenmesi i¢in belirlenen bu engelleyici etkileri, aynt zamanda polen
cimlenmesi ve polen tiipii olusumunda da tespit edilmistir. Bu etki, calisilan Quercus
cerris, Picea abies, Pinus nigra ve Malus sylvestris polenlerinde gézlenmistir (Holub
and Ostrolucka 1984)
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2.2.4 Kursun Kirliliginin Bitkilerde Biyokimyasal Etkileri

Birgok biyokimyasal isleyis kursunun asir1 hareketli olmasindan etkilenir. Pb
toksisitesinin enzim aktivitelerinin inhibisyonu ile iliskili oldugunu gosteren bircok
calisma vardir. Metal, 6nemli fonksiyonel grup olarak hareket ettiginden bir¢ok enzimin
(bunlarin bazilar1 fotosentez ve azot i¢in Onemlidir) aktivitesini etkiler. Kursunla
muamele edilen bitkilerde hidrolitik enzimlerin ve peroksidazlarin aktivitesinin
bozuldugu, senesenste bir artig oldugu goriilmiistiir. Kursun muamelelerinde ¢6ziinebilir
protein ve serbest aminoasit igeriginde de artis gozlenmistir. Bitkiler tarafindan
ortamdan alinan kursun ¢ok diisiik derisimlerde hiicre boliinmesini azaltabilir. Kursunun
misir mitokondrilerinde elektron gegisini inhibe ettigi gosterilmistir (Koeppe and Miller

1970).

Kursun ve kadmiyum uygulanan Lemna minor bitkisinde katalaz ile proteaz
aktivitesinin azaldig1, peroksidaz aktivitesinin arttig1 ve protein miktarinin ise azaldigi
bildirilmistir. Peroksidaz enzimi aktivitesinin artisinin metal etkisiyle fenol, tiol,
hidrojen peroksit gibi sekonder metabolitlerin olusmasiyla (bitki senesensi) ilgili oldugu
diistiniilmiistiir. Katalaz ve proteaz gibi enzimlerin aktif bolgelerine metal iyonlarinin
baglanarak enzimin aktivitesini engelledigi goriilmiistiir. Bu agir metaller tarafindan
azot metabolizmasinin engellendigi ve protein miktarinin azaldig ileri siiriilmiistiir

(Chatterjee and Chatterjee 2000).

Lupin (ac1 bakla) koklerinde yapilan bir ¢alismada 150 mg/L Pb derisiminde serbest
radikallerin kontrol diizeylerinde kaldigi, oysaki 350 mg/L Pb derisiminde 6nemli
miktarda arttiklart tespit edilmistir. Kok ucu oziitlerinden yapilan analizde SOD
(Stiperoksit dismutaz) aktivitelerinde artis gozlenirken CAT (Katalaz) ve AP (Askorbat
peroksidaz) aktivitelerinde yiiksek derisimlerde azalma gdzlenmistir. Aragtirmacilar, bu
sonuglardan elde ettikleri bulgularla, yliksek kursun derisimlerinde hem serbest
radikallerin hem de reaktif oksijen tiirlerinin antioksidant sistem kapasitesinin {istiinde
oldugunu ve bunun kok biiylimesinin azalmasmma katkida bulundugunu ileri

stirmiislerdir (Rucinska et al. 1999).
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2.2.5 Kursun Kirliliginin Bitkilerde Genotoksik Etkileri

Agir metaller bitkilerde cesitli morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal olaylari
etkileyebilir. Kursun, 6zellikle bitki biiyltimesini, kok uzamasini, tohum ¢imlenmesini,
fide gelisimini, hiicre boliinmesini, fotosentezi, transpirasyonu, klorofil iiretimini,
etioplast gelisimini ve kloroplastlardaki lamellerin  organizasyonunu engeller
(Wierzbicka 1995). Kursun ileri derecede toksik bir agir metal olmasina ragmen
molekiiler anlamda genotoksik etki mekanizmasi ¢ok iyi bilinmemektedir. Bununla
birlikte kursunun bitki kromozom ve DNA’lar iizerine etkileri hakkinda bazi ¢alisma
raporlar1 mevcuttur. Kursun ¢ekirdekte bir ¢ok mitotik bozukluklara sebep olur. Ig
ipliklerinin parcalanmasiyla c-mitoza, anafaz kopriilerinin olugmasina, kromozom
yapisikliklarina, interfaz hiicrelerinde mikroniikleus olusumlarina, niiklear materyalin
parcalanmasina neden olur (Sharma and Dubey 2005). Kursun toksisitesine toleransi
olmayan bitkilerde, Pb toksisitesinin mitoz hasar1 ve ¢ekirdek hasarina (Liu et al. 1994)
sebep oldugu gosterilmistir. Kursunun Allium cepa’nin kok gelisimini ve meristematik
hiicrelerindeki mitoz bolinme frekansin1 azaltarak, kromozomal anormalliklerin
goriildiigii rapor edilmistir (Lerda 1992). Zea mays (musir), Cicer arietinum (nohut),
Phaseolus vulgaris (fasulye) ve Phaseolus vulgaris L. cv. Barbunia (barbunya) koék
uclarinda civa ve kursun etkisiyle mikroniikleus olusumlar1 gézlenmistir ve bu durumun

PR

bitki tiirline ve gelisme sartlarina gore degistigi belirlenmistir (Cavusoglu vd. 2007).

DNA hasarinin tespitini test etmede hassas bir metot olan alkaline comet testi ac1 bakla
(Lupinus luteus cv. Juno) kok hiicrelerinde kursunun genotoksisitesini analiz etmek
amaci ile kullanilmigtir. Cekirdekten uzaga dogru gé¢ eden DNA pargalarinin miktari,
kok igindeki kursun igerigi ile dogrusal olarak artmistir ve kok hasar derecesi ile pozitif

iliskilidir (Rucinska et al. 2004).

Tiitiin (Nicotiana tabacum L. var. xanthi) ve patates (Solanum tuberosum var. korela)
bitkilerinin agir metallerce (Cd, Cu, Pb, ve Zn) kirli olan veya kirli olmayan topraklarda
yetistirilmesi sonuncunda muhtemel DNA hasarlar1 comet teknigi ile belirlenmistir.
Aragtirmacilar, agir metallerce kirli topraklarda yetisen bitkilerde fizyolojik ve anatomik

etkilenmelerin yani sira ciddi tek-iplik DNA kiriklart tespit etmislerdir. Tiitlin
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(Nicotiana tabacum L. var. xanthi) fidelerinin kursun nitratla degisik konsantasyon ve
siirelerde strese maruz birakilmasi sonucunda comet testiyle yapilan analizlerde kok
cekirdeklerinin yaprak ¢ekirdeklerinden daha fazla hasara maruz kaldig: tespit edilmistir
Calismacilar kursun stresine maruz kalmis bitkilerin yaprak alanlarinin azaldigini,
biiylimenin durdugunu, kok u¢larinin kahverengilestigini belirtmislerdir. Yapilan kursun
birikimi analizlerinde koklerde yapraklara gére daha fazla miktarda kursun biriktigi
saptanmigtir. Bu durum DNA hasarinin yapraklara gore koklerde daha fazla olmasinm

aciklamaktadir (Gichner et al. 2008).

2.2.6 Kursunun insan Saghg Uzerine Etkileri

Kursun c¢ok toksik bir agir metaldir. Benzinli tasitlardan atmosfere atilan ¢iplak gozle
goriilmeyen c¢aplar1 2.5 um’den kiiciik mikro partikiiller, solunum sistemlerinde filtre
edilemediginden dolay1 cigerlere kadar kolayca ulasirlar ve cigerler tarafindan absorbe
edilerek kana karigirlar. Kursun sadece solunum yolu ile degil kursunla kirlenmis gida,
su, toprak veya tozla, sindirim yolu ile de viicuda girebilir. Kursun baska bir maddeye
asla doniismediginden viicutta birikmeye baglar. Serbest radikal olusumlarina sebep
olan kursun, kanser hiicrelerinin biiylimesini kolaylastiran i¢sel bir enzim olan

hyaluronidase enzimini aktive ederek kanser riskini arttirir.

Kursun, kandaki hemoglobin ile reaksiyona girerek 6grenme diizensizligi, 6grenme
zorluguna, dikkat dagilmalarina, davranis bozukluguna, hipertansiyona, bas ve karin
agrisina, konugsma zorluguna, anemiye, kusmaya ve zayiflamaya, felce ve hatta oliime
neden olmaktadir. Yari Omriiniin fazla olmasi nedeniyle (insanlarda 5-20 yil)
endiistrinin yogun oldugu iilkelerdeki insanlarda yas ilerlemesine bagli olarak viicuttaki

kursun miktar1 da artmaktadir (Landis and Yu 2004).

2.3 ALAD Enzimi

2.3.1 ALAD’1in Metabolizmadaki Rolii

Canli hiicre i¢inde klorofillerin ve demir porfirinlerin nasil sentez edildigi kesin olarak

gosterilememistir. Fakat yapilan pek ¢ok aragtirmalardan elde edilen kaniya gore bir
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aminoasit olan glisin ile Krebs c¢emberinin ara iirlinlerinden olan suksinil CoA
birleserek a-amino-B-ketoadipik asiti verir. Sonra bir kofaktor olan piridoksal fosfat, 6-
aminolevulinik asit sentetaz enzimi ve 1s1k ile d-aminolevulinik asit (ALA) meydana

gelir (Sekil 2.2) (Gibson et al. 1958).

0
|
DOC— CHy— CH—C—8-C0A + 000 — CH; —NH*

sukesiril-Cod ot glisin
5 Arminolewlinle  _S04-SH : $ * 0,

- —_—
Asit Dentaz 0
000 — CHy— CHE—Q— CHy —NH;*
G-arminiolevulink asit (ALA)

Sekil 2.2 ALA’nin sentezi

ALA; bitkilerde hem, klorofil, Vitamin B ve 6zel iirlinlerin sentezlenmesini saglayan
tetrapirol tretiminin ilk basamaginda yer alan Onemli bir ara metabolittir. ALA
bitkilerde klorofil biyosentezinin diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynar (Beale 1978).
ALA’nin bitkilerde klorofil sentezine olan bu diizenleyici etkisinin yani sira o-
aminolevulinik asit dehidrataz enzim (ALAD) aktivitesinin de klorofil sentezini regiile

ettigi bilinmektedir (Naito et al. 1980).

Diger bir ismi de porfobilinojen sentaz (PBGS) olan ALAD (EC 4.2.1.24), monopirol
porfobilinojeni (PBG) olusturmak i¢in 2 molekil ALA’nin asimetrik bir

kondensasyonunu gergeklestiren tiim modifiye tetrapirollerin biyosentezinde ilk adimi

katalize eder (Sekil 2.3) (Jordan 1989).
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ALAD
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CH; CH, H,C—C . _.CH
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NH* NH;* NHg*  H

2 G-aminolevulinik asit porfohilinoen

(ALA) (FBG)

Sekil 2.3 ALA’dan porfobilinojen olusumu

Iki molekiil ALA birleserek PBG (porfobilinojen) olusur. Porfobilinojen tiim
porfirinlerin 6n maddesidir. Hem bitkilerin fotosentez yapici pigmenti olan klorofil ve
hem de hayvanlarda hemoglobinin bir demir protoporfirini olan “hem” canli hiicreler
icinde ortak bir yol araciligi ile sentez edilmektedir. Insektisidler ve agir metaller gibi
bircok bilesik ALAD’1 inhibe ederek porfobilinojenin dolayisiyla klorofilin,
hemoglobinin ve diger hemoproteinlerin olusumunu engellemektedir. Tetrapirol
yolunun bu son iirlinleri, elektron transportundan fotosenteze kadar metabolizmanin

bir¢ok noktasinda karmasik sekilde yer alir (Jordan 1989).

2.3.2 ALAD’larin Siniflandirilmalari

Degisik kaynaklardan elde edilen bu enzim molekiiler agirligi, optimum pH’s1, metal
gereksinimi ve EDTA’ya olan hassasiyetleri bakimindan iki siifta gruplandirilmigtir
(Cheh and Neilands 1976). ALAD’larin 1. Sinifi, memeli ve kuslardakini igeren siniftir
ve molekiiler agirligr 260.000-285.000 kDa arasinda olup, sekiz benzer alt birimden
olusmustur (Gibbs et al. 1985). II. simif ALAD’lar ise temel olarak bakteri ve mayalarda
bulunan tiptir. Bakteriyel enzimin optimum pH’s1 8-8.5 (Jordan 1989) arasinda olup,
maksimum aktivite icin Mg, Mn™* ve K gibi katyonlara ihtiya¢ gostermektedir (Cheh
and Neilands 1976). Mayalardan izole edilen enzim, ¢inko metallo enzimine benzerlik
gosterir, EDTA’ya duyarlidir ve optimum pH araligi 9.5-9.7°dir. Ispanak ve diger
bitkilerdeki enzim ise Mg" ile aktive olup, EDTA’ya duyarlidir. Daha az yiiksek
optimum pH’ya ihtiya¢ duyarlar (Leidgens 1983).

21



ALAD’lar, sigir karacigeri (Gibson et al. 1958), insan eritrositleri (Anderson and
Desnick 1979), Escherichia coli (Spencer and Jordan 1995), Spinacia oleracea
(Schneider and Liedgens 1981) ve Pisum sativum, Saccharomyces cerevisiae (Jordan

1989) gibi farkli kaynaklardan izole edilmistir.

PBGS enzimleri aktivite bolgesinde Zn”", Mg*" ve K icerdigi bilinen tek enzim ailesidir.
Tiim ALAD’larin temel katalitik 6zellikleri birbirine benzer olmasina ragmen enzim
yapisi, metal iyon gereksinimleri ve thiol hassashigi ile farkli organizmalardan

saflastirilmis enzimler arasinda farkliliklar gézlenmistir (Jordan 1989).

2.3.3 Bitkilerde Klorofil Sentez Metabolizmasi ve ALAD

Klorofiller, fotosentezi gerceklestirmek iizere 151k sogurma, enerji aktarimi ve elektron
aktarimi islevlerine ¢ok uygun diizenlenmis karmasik molekiillerdir. Diger tiim
biyomolekiiller gibi klorofiller de bir biyosentetik yolla yapilir. Bu yolda basit
molekiiler daha karmasik molekiiller olusturmak icin yapitast olarak kullanilir.
Biyosentetik reaksiyon yolundaki her basamak enzimler tarafindan katalizlenir.
Klorofilin biyosentetik reaksiyon yolu bir diizineden fazla basamaktan olusmaktadir.
Islem birka¢ evreye ayrilabilir (Sekil 2.4). Her biri ayr1 olan bu evreler basarili bir
esgilidiim ile diizenlenmistir. Bu diizenleme gereklidir, ¢ilinkii serbest klorofil ve klorofil
sentezinde yer alan ara iiriinlerin ¢ogu hiicre elemanlar i¢in zararhidir. Reaksiyon yolu
glutamik asidin 5-aminoleviilinik aside (ALA) doniisiimii ile baslar. Iki ALA molekiilii,
porfobilinojen (PBG) olusturmak {iizere birlesirler. Dort PBG molekiilii birbirine
baglanarak protoporfirin IX’u olustururlar. Magnezyum katildiktan sonra E halkasinin
1518a bagli olusumu; D halkasinin indirgenmesi ve fitol kuyrugunun baglanmasiyla

islem tamamlanir (Tiirkan 2008).

Tetrapirol biyosentezinde gerceklesen ilk olay ALA’nin olusumudur. Bakteri, maya ve
hayvanlarda ALA olusumunu gerceklestiren ALA sentetaz enzimi yliksek bitkilerde
gosterilememistir. Bununla birlikte bitki ve alglerde ALA’nin glutamik asitten sentez
edildigi tespit edilmistir. Tetrapirollerin sentezinde gorev alan ALAD (PBG Sentaz)
enziminin metallere duyarli bir enzim oldugu ortaya cikarilmistir. Arastirmacilar

Pennisetum typhoideum bitkisinde kursunun porfirin sentezinin anahtar enzimlerini
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inhibe ettigini tespit etmislerdir. Porfirin sentezindeki ikinci enzim olan ALAD’in

kursun ve civa tarafindan inhibe edildigi bulunmustur (Prasad and Prasad 1987).

Agir metal uygulanmasi sonucu ALA sentezinin ve dolayisiyla klorofil biyosentezinin
engellendigi bildirilmistir. Pennisetum typhoideum ve Phaseolus vulgaris bitkilerine
yiiksek konsantrasyonda kursun uygulandiginda ALA miktarinin degismedigi fakat
ALAD aktivitesinin azaldigi, bunun sebebinin ise enzimin aktif bolgesindeki SH
gruplariyla kursunun birlestigi ve boylece aktivitesini engelledigi rapor edilmistir. 5-
aminolevulinik asit dehidrataz ve porfobilinojen deaminaz enzimlerinin aktivitelerinin

kursun tarafindan engellendigi bildirilmistir (Prasad and Prasad 1990).

2.3.4 ALAD’in Kursun ile Etkilesimi ve Kimyasal Kirlilik Indikatérii Olarak

Onemi

d-aminolevulinik asit dehidratazin kursun ile secici inhibisyonu, kimyasal kirliligin
onemli bir biyolojik belirleyicisidir. Kursuna ve ¢esitli kimyasallara maruz kalmada
ALAD aktivitesinin belirlenmesi bu enzimin kullanigli bir biyomarkor olabilecegini

gostermistir (Morsch et al. 2002).

Agir metallerin kirmizi turp yapraklarinda ALAD aktivitesi lizerine in vivo ve in vitro
calismalar yapilmistir. Calisilan elementler igerisinde Cd™’nin bu bitki i¢in en yiiksek
toksisiteye sahip oldugu anlasilmistir. ALAD aktivitesindeki %50 inhibisyon igin in
vitro degerler Cd™ 0.39 mM, Zn™ 0.39 mM, Hg™ 2.29 mM, Pb™ 1.38 mM olarak
bulunmustur. In vivoda Cd*? %40, Zn'™? %26, Hg+2 %34, Pb™ %15 oraninda ALAD’1
inhibe etmigtir (Morsch et al. 2002).
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Sekil 2.4 Klorofilin biyosentez yolu (Tiirkan 2008).
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2.4 Genotoksisite

2.4.1 Genotoksisiteyi Belirleme Teknikleri

Mutajenik uygulamalara bitkilerin yanitlar1 organizasyonun farkli diizeylerinde (DNA,
kromozom ve genom) degerlendirilebilir. Yiiksek yapili bitkiler, ¢cevresel kimyasallarin
sitotoksik (hiicre yapisi ya da fonksiyonunda hasar olusturan etkileri), sitogenetik
(kromozomlar tizerindeki etkileri) ve mutajenik (genetik degisime neden olan etkileri)
etkilerinin miikemmel bir gostergesidir. Bu baglamda yiiksek yapili bitkiler,
kimyasallarin kullanimi1 veya ¢evresel kirliligin neden oldugu muhtemel genetik hasarin
belirlenmesinde birinci sirada yer alan alternatif test sistemleri olarak deneysel

caligsmalarda 6zglil avantajlara sahiptir (Ma et al. 1995).

Cevresel kirleticilerin (atik sular, agir metaller, pestisitler, herbisitler vb.) toksik ve
genotoksik etkileri, yaygin olarak kullanilan Allium kdk biiyiimesi inhibisyonu testi ile
belirlenen etkili konsantrasyon ve farkli uygulama siireleri temelinde mitotik indeks,
mitotik anormallikler, kromozom aberasyonlar1 ve mikroniikleus olusumlar1 ile

belirlenebilmektedir (Antonsie-wiez 1990).

Bitkilerde agir metallerin mutajenisitesinin belirlenmesinde bazi testler ileri siirtilmiistiir
ki bunlar; kromozom aberasyon analizleri (Rank and Nielsen 1994), mikroniikleus
testleri (Steinkellner et al. 1998), DNA fingerprint analizleri (Conte et al. 1998) ve
somatik nokta ve homolog rekombinasyon mutasyonlarinin tespitidir (Kovalchuk et al.
2001). Ayrica Comet testi (tek hiicre jel elektroforez testi) de oldukga etkili, basit ve
ucuz olmasindan dolay1 genotoksisitenin belirlenmesinde kullanilmaktadir. Bu teknik
esasen hayvan hiicrelerinde uygulaniyor olmasina ragmen, bitki dokulartyla (Gichner
and Plewa 1998) comet testinin birlestirilmesi g¢evresel mutajenesisteki temel ve
uygulamal1 ¢alismalarda bitkilerin kullanilabilirligini 6nemli derecede genisletmistir.
Comet testi, bilesiklerin genotoksik potansiyellerinin hizli bir sekilde tahminini saglar
ve cevresel kirleticilerin in vivo ve in vitro gorintiilenmesinde yararlidir. DNA hasari,
ince bir agaroz tabakasina gémiilmiis ve daha sonra elektroforeze tabi tutulmus bireysel
hiicreler ya da izole edilmis c¢ekirdeklerin anoda dogru gogii sirasinda comet sekli

(kuyruklu yi1ldiz) olusturma oranlariyla belirlenir (Menke et al. 2001).
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Markoérler, kalitimsal modelleri morfolojik, biyokimyasal veya molekiiler seviyede
izlenebilen “karakter’lerdir. Bu karakterler dogrudan olmamasina ragmen, bir
organizmadaki ilgilenilen diger 6zelliklerin genetikleri hakkinda bilgi saglamalarindan
dolay1 markor diye adlandirilirlar. Molekiiler markorler genomik DNA sekanslarindaki
varyasyona dayanirlar. En Onemli avantajlart ¢ok sayida olmalari, c¢evreden
etkilenmemeleri ve bitki gelisiminin hemen hemen her doneminde degerlendirilebilir

olmalandir.

Genetik varyasyonun ve giiglii markdr sistemlerinin elde edilebilirliginin 6neminin
idrak edilmesi, markdr teknolojilerinin biyogesitlilik konularina yaygin bir sekilde
uygulanmasina olanak saglamistir. DNA’ya dayali molekiiler markor teknolojileri;
hibridizasyona dayali DNA markoérler (RFLP ve oligoniikleotid fingerprinting), PCR’a
dayali DNA markorleri (RAPD, AFLP vb.) ve DNA ¢iplerine ve sekanslamaya dayali
DNA markoérler seklinde ii¢ ana grup altinda toplanabilir (Gupta et al. 1999).

2.4.2 Genotoksisiteyi Belirlemede RAPD Tekniginin Kullanimi

RAPD ilk defa 1990 yilinda rastgele se¢ilmis primerlerin kullanildigi ve PCR’1 temel
alan bir teknik olarak ortaya ¢ikmistir. RAPD yOnteminin temel prensibi ilgili olan tiire
ait genomik DNA iizerinde rastgele secilmis 9-10 bazlik oligoniikleotidlerin, diisiik
baglanma sicakliginda tesadiifi olarak baglanarak PCR ile ¢ogalma yapmasidir.
Teknigin devaminda elde edilen cogalma iirlinii radyoaktif olmayan standart jel
elektroforezinde yiiriitiiliir ve ¢ogalma tiriinleri bantlar halinde gozlemlenerek incelenir.
Bantlarin varligi veya yokluguyla sonuclar degerlendirilebilir. RAPD, genetik
varyasyonun tespiti i¢in yaygin olarak kullanilan bir PCR teknigidir (Weising et al.
1995).

RAPD (Williams et al. 1990) ve diger DNA parmakizi metotlar1 (Caetano-Anolles et al.
1991) dogrudan genom seviyesinde genetik cesitliligi gosterir. Genomik Ornekte
Onyargisiz bilgi temin eder ve siirsiz sayida markorleri meydana getirebilir. RAPD
calismalarinda PCR ile ¢ogaltilan DNA parcalarinin baslangi¢ sekanslari kullanilmis

olan primerle komplementtir ve PCR ile olusturulan bu DNA parcalarinin boyutlari
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genellikle 0.3-3 kb araligindadir (Fritsch and Rieseberg 1996). Son zamanlarda
molekiiler biyolojideki ilerlemeler genotoksikoloji alaninda DNA analizi i¢in hassas ve
secici bir takim gelismelere neden olmustur. Kisa primerlerle genomik DNA’dan
rastgele DNA parcalart c¢ogaltan PCR temelli bir teknik olan RAPD, tiirlerin
siiflandirilmasinda, genetik haritalama ve filogeni gibi birgok ¢alismada yaygin olarak
kullanilmaktadir (Williams et al. 1990). RAPD parmakizi basit ve tekrarlanabilir bir
tekniktir. Ayni anda birkag¢ yiiz DNA parcast RAPD ¢alismalarinda elde edilebilir. Bu
ozellik filogenetik ve ontogenetik olaylarin degerlendirme ve tespitinde RAPD’i giiglii

bir teknik yapmaktadir.

10 bazlik RAPD primerindeki tek niikleotid degisikligi verilen kalip DNA’nin
parmakizinde onemli farkliliklara neden olur. Benzer sekilde, genomik DNA’daki tek
niikleotid degisikliklerinin de DNA parmakizinde ayni etkiye sahip olmasi beklenir.
Teorik olarak, genomik DNA’daki tek baz degisim mutasyonlart RAPD ile tespit
edilebilir. Buna ek olarak omurgali ve omurgasiz hayvanlar (Savva 1998), bitkiler ve
bakterilerde genomik DNA’da meydana gelen ¢esitli DNA hasar1 ve mutasyonlarin
(0rnegin nokta mutasyonlari, DNA’daki insorsiyon ve delesyonlar) belirlenebildigini
gosteren ¢alismalar RAPD’in giiglii bir biyomarkoér oldugunu gostermistir. RAPD-DNA
pargalar1 agaroz jel elektroforezi ve etidyum bromiir boyamasindan sonra belirlenir.
DNA hasart ve mutasyonal olaylar yeni bantlarin olugmasina, mevcut bantlarin
kaybolmasina ve bantlarin goriintisiinde ¢esitli degisikliklere (parlakligin artmasi veya
azalmasi) neden olur (Atienzar et al. 1999). RAPD teknigi kullanilarak genotoksik
etkinin teshisi, kontrol ve uygulama Orneklerinden elde edilen DNA profillerin

karsilagtirilmastyla yapilir.

RAPD, DNA profillerinde baz1 degisikliklere neden olabilecek etkenlerin sonuglarini
belirlemeye yonelik bir tekniktir. DNA kopriileri, DNA kiriklar1 ve mutasyonlarin
(nokta mutasyonu ve homolog kromozom degisimleri) RAPD profilleri {izerine
muhtemel etkileri Cizelge 2.1°de gosterilmistir. Bir primer baglanma yerindeki DNA
hasar1 ve mutasyonlarin varli§i kontrol DNA ile karsilastirildiginda DNA parmakizinde
degisikliklere neden olacaktir. Bununla birlikte, sadece primer baglanma yerlerinde

meydana gelen DNA degisiklikleri RAPD ile tespit edilebildiginden RAPD teknigi
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beklenenden daha az DNA hasarim1 belirleme kapasitesine sahiptir. Bunun nedeni
primer baglanma yerlerinin ¢ok kii¢iik (10 b¢) olmasidir. DNA lezyonlarinin dogrudan
etkisinin (6rnegin Tag DNA polimerazin bir DNA hasari ile karsi karsiya gelmesi)
RAPD profilleri iizerine nokta mutasyonlarindan daha fazla etkiye sahip olmasi
beklenir, ¢iinkii bu mutasyonlarin RAPD profilini etkilemesi i¢in dogrudan primer
baglanma yerlerinde olusmasi gerekmektedir. Stress kosullarin siddetli olmasi sonuglari
biiylik oranda etkiler ve bu sartlar altinda meydana gelebilecek olan primer baglanma
yerlerindeki tek baz degisiklikleri RAPD ile tespit edilebilir. Tag DNA polimeraz
enziminin bir DNA ko&priisii ile karsilasmasi durumunda bloke olma, atlama, DNA
kopriisiinde enzimin kompleksten ayrilmasi gibi muhtemel bazi sonuglar ortaya ¢ikabilir

ve bunun sonucunda RAPD profilleri degisir (Cizelge 2.1) (Atienzar and Jha 2006).

DNA kiriklari, mutasyonlar ve yeniden diizenlemelerin RAPD profilleri iizerine
dogrudan etkileri de Cizelge 2.1°de gosterilmistir. Kalip DNA’da birbirine zit iki primer
baglanma yeri arasinda kalan bir noktada meydana gelen bir kirilma PCR f{irlinliniin
olusumunu engeller. Nokta mutasyonlar1 ve yeniden diizenlemeler ise yeni baglanma
yerlerinin meydana gelmesi veya mevcut baglanma yerlerinin kaybolmasindan
sorumludur ve bu da yeni PCR f{iriiniiniin olusmasina veya kontrole gére mevcut olan
bir PCR {iriiniiniin kaybolmas1 anlamia gelir. Meydana gelme olasilig1 hakkinda ise;
yeniden diizenlemeler RAPD profillerinin degisimini ve 6zellikle de yeni bantlarin
meydana gelmesini belirleyen en temel etmendir (Cizelge 2.1). Nokta mutasyonlar1 da
RAPD profillerini etkileyebilir fakat bir primer baglanma yerinde nokta mustasyonunun
olugsmasi yeniden diizenlemeler ile karsilastirildiginda oldukg¢a diisiik olasiliklidir

(Atienzar and Jha 2006).

RAPD profillerinde bantlarin kaybolmasi veya yeni bantlarin ortaya ¢ikmasina neden
olan kromozomal lezyonlar ve yeniden diizenlemeler baglaminda DNA’y1 hasarl kilan
ajanlar genomun karasiz hale gelmesine katkida bulunurlar (Wurgler 1992). DNA
kopriileri nedeni ile bant yogunluklarindaki degisimler de RAPD analizi ile tespit
edilebilir (Cizelge 2.1). Buna ek olarak, DNA metilasyonu ve gen amplifikasyonu gibi
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Cizelge 2.1 DNA hasar1 ve mutasyonlarin RAPD profilleri lizerindeki direkt etkileri (Atienzar and Jha 2006’dan uyarlanmigtir)

DNA’daki Degisiklikler Sonuclari RAPD profilleri iizerine etkileri Lezyonun RAPD tarafindan tespit
edilebilme olasihig1
Atlama->siireklilik etkilenir Bant parlakliginda azalma/bant Orta
kayb1
DNA Képriileri Atlama->siireklilik etkilenmez Etkilemez -
Bloklama->Enzim kopriide ayrilir Bant kaybi Diisiik
m— -——— ‘ Bloklama—>Enzim kopriide ayrilir Bant parlakhg artar Orta
Bloklama—>Enzim ayrilmaz Bant kayb1 Diisiik
Primer/DNA baglanmast yok (koprii
primer baglanma yerinin i¢inde) Bant kaybi Diisiik
DNA Kirilmalari
Engelleme—>Enzim DNA ayrilmasi Bant kaybi Diisiik
[IIIg----=
Nokta mutasyonu
o Primer /DNA baglanmasi1 yok Bant kaybi Diisiik
- Yeni tutunma yeri olugmasi Yeni bant Diisiik
Tutunma yeri
e Mevcut primer baglanma yerinin Bant kaybi Diisiik
kaybolmasi
Yeniden duzenleme Yeni primer baglanma yeri olusmasi Yeni bant Yiiksek
.’ . DNA képriisii _= DNA kirilmasi t: Tag DNA polimeraz - — = DNA sentezi W Nokta mutasyonu

LI

10-mer primer
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olaylar RAPD profilini etkileyebilir. Sonug olarak, Cizelge 2.1°de verilmis olan DNA
seviyesindeki tiim olaylar (6rnegin DNA kopriileri, kirilmalari, nokta mutasyonlari,
yeniden diizenlemeler) bir biitiin halinde RAPD profilleri iizerinde bireysel lezyonlara

gore ¢ok daha fazla degisikliklere neden olur.

DNA hasar1 ve mutasyonlar RAPD profillerinde degisikliklere neden olabilecek kalip
DNA’daki yapisal degisiklikleri de baslatabilirler. Sonugta, kimyasal olarak baslatilan
DNA hasar1 ve mutasyonlarin yaninda gen ifadesi, genetik etkilenmelerin denge
seviyesi ve metabolik islevlerde medyana gelen degismeler gibi bazi etkenler de RAPD
profilinde degisimlere neden olabilir. Bununla birlikte, RAPD profillerinde meydana
gelen degisikliklere en ¢ok DNA hasarlari ve mutasyonlarin neden oldugu
diistiniilmektedir. DNA’daki modifikasyonlar1 ve mutasyonlar1 tespit etmek amact ile
RAPD metodunun basarili bir sekilde uygulanmasi genotoksinlerce uyarilmis DNA

hasarinin rastgele ger¢eklesmediginin bir gostergesidir (Atienzar et al. 2002).

Fasulye fidelerinde agir metallerin genotoksisitesini degerlendirmek i¢in RAPD
analizleri yapilmistir. 150 ve 350 mg/L konsantrasyonlarda kursun, bakir, mangan ve
kadmiyum ile muamele edilen fasulye fidelerinde DNA hasari tespit edilmistir. Kontrol
ile agir metal uygulanan ornekler arasinda DNA bantlarinin varligi ve/veya yoklugu ile
polimorfizmler agikca ortaya c¢ikarimigtir. 350 mg/L’de tiim agir metal
uygulamalarinda ¢ok miktarda hem kaybolan hem de yeni ortaya c¢ikan bantlar
gozlenmistir. Sonuglar, test edilen agir metallerin yiiksek konsantrasyonlarda (350
mg/L) RAPD profillerinde 6nemli degisiklikleri yansittigin1 gostermektedir. 6 adet
primer kullanilarak elde edilen RAPD profillerinden toplam 467 RAPD fragmentinin
224 tanesi polimorfizm gostermistir. Sonug olarak, uygulama yapilmis ve yapilmamig
genomlar karsilastirildiginda, ¢evresel kirleticilerin canli organizmalarin DNA yapisini
nasil  degistirdiginin  degerlendirilmesinde RAPD analizinin kullanilabilecegi

gosterilmistir (Enan 2006)
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3. MATERYAL ve METOT

3.1 Kimyasallar

Bu arastirmada kullanilan kimyasallar Sigma, Merck, Duchefa, Fluka ve Riedel de-
Haén’in analitik grade {iriinleridir. Besin ¢ozeltisi distile su, kursun nitrat [Pb(NOs),] ve
diger ¢ozeltiler ise bidistile su ile hazirlanmistir. RAPD analizlerinde kullanilan tiim
stok soliisyonlar distile su ile hazirlandiktan sonra otoklavlanmis ve kullanim siiresince
oda sicakliginda ve karanlikta muhafaza edilmistir. Kullanilan Tag DNA polimeraz

enzimi Fermentas’dan temin edilmistir.

3.2 Bitki Materyali

Arastirmalarda bitkisel materyal olarak yem salgamimin (Brassica rapa L. var. rapa)
“Siloganova” ¢esidi kullanilmistir (Sekil 3.1). Yem salgamindaki ¢esit sayis1 sinirhdir.
Piyasada Siloganova, Polybra, Agressa, Vobra adinda tescilli ¢esitler mevcuttur. Yem
Salgami tohumlar1, Neobi Tohumculuk sirketinden temin edilmistir. Siloganova ¢esidi
“diploid” olup Almanya’da bulunan “Bruno Nebelung Co.” Firmasi tarafindan islah
edilmis ve iiretimi yapilmaktadir. Islah yili 1980 olup 1slah yontemi olarak “tek bitki

seleksiyonu” kullanilmastir.

Sekil 3.1 Brassica rapa L. var. rapa
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Yem salgami ¢ok genis bir familya olan Turpgiller (Brassicaceae) familyasindandir.
Brassicaceae familyasi diinyada 350 cins ve yaklasik 4000 tiir icermekte olup lilkemizde
ise 85 cins ve 515 tiir ile dogal yayilis gdstermektedir. Familyanin bazi iiyeleri sebze ve
yem bitkisi olarak, bazilar1 tohumlarindan yag elde etmek amaciyla, bir kismi ise siis
bitkisi olarak yetistirebilme potansiyeline sahip olup, ekonomik bakimdan degerli

bitkilerdir (Kiirsat 1999).

Yem (hayvan) salgami, yapraklari ve kokii koyun, ke¢i, diive, sigir, siit inekleri
tarafindan biliylik bir istahla yenen ikinci iriin olarak degerlendirilen, cok iyi
sindirilebilen, yliksek verimli (7.5-10 ton/dekar), kis soguklarina dayanikli (-6), 2.5-3 ay
sonra hasada baslanabilen % 45'1 kok, % 55'1 yapraklardan olusan, iyi bir yem bitkisidir.
Ham protein oran1 bitkinin yapraklarinda %15-20, yumrularinda ise %10-15 arasindadir

(Ayan vd. 2006).

3.3 Cimlenme Deneyleri

Tohumlar yiizey sterilizasyonu i¢in once ii¢ defa distile su ile yikanmistir. Bunu takiben
% 10’luk sodyum hipoklorid i¢inde 15 dk bekletilmis ve daha sonra % 70’lik etanolde
30 sn c¢alkalanmistir. Son olarak, tohumlar 3 defa steril distile su ile durulanmustir.

Yiizey sterilizasyonu sonrasi, tohumlar Pb(NO3)2’m cesitli konsantrasyonlardaki (2, 4,

6, 8, 10 ve 12 mM) 5 ml’lik ¢bzeltilerinde, kontrol grubu ise bidistile su igerisinde bitki
biiylime kabininde 23+1 °C’de karanlik ortamda 6 sa sisirilmeye birakilmistir. Bu siire
sonunda sisme ortamindan alinan tohumlardan, 9 cm’lik plastik petriler icerisindeki 5
ml sisme ortami sivisiyla islatilmis ¢ift kath kaba filtre kagitlarinin {izerine, her bir
petriye 25’er tohum gelecek sekilde ekim yapilmistir. Ekimden hemen sonra kapagi
kapatilan petriler bitki biliyiime kabinine kaldirilmistir ve 72 sa siireyle 23+1 °C’de
karanlik ortamda ¢imlenmeye birakilmistir. Radikula belirimi esasina gore tohumlarin
cimlenme oranlar1 72 saat sonunda tespit edilmistir. Ayrica siire sonunda her bir

gruptaki tohumlarin kok ve gévde uzunluklari da Slgiilerek kaydedilmistir.
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3.4 Gelisme Deneyleri

Tohumlar yiizey sterilizasyonu sonrast in vitro vent kiiltiir kutularindaki agar yatagi
tizerine steril kabin igerisinde ekilmistir. Cimlendirme yatagi olarak 4 MS (Murashige
and Skoog 1962) (Cizelge 3.1) hazir tuz ve vitaminleri (2.15 gr/L), siikroz (10 gr/L) ve
agar (4 gr/L) kullanilmistir. MS tuzlari, vitaminleri ve siikroz 0.5 L distile suda
manyetik karistiric1 ile ¢oziildiikten sonra pH, 0.1 N HCI ve 0.1 N NaOH ile 5.7 +
0.1’ye ayarlanmistir. Daha sonra agar eklenmis ve hacim 1 L’ye tamamlanmustir.
Ardindan besi yeri 121 °C 1s1, 1 atm basing altinda 15 dk otoklavlanmustir.
Otoklavlanmis besi yeri oda sicakliginda bir miktar sogutulduktan sonra steril kabin
icerisinde in vitro vent kiiltiir kutularmma 100’er ml olacak sekilde dokiilmiistiir. Besi
yeri katilastiktan sonra tohumlar agar yatagi {izerine ekilmistir. Tohumlar ekim sonrasi
bitki biiylime kabinine yerlestirilmistir ve 72 sa siireyle 23+1 °C ve karanlik ortamda

cimlenmeye birakilmistir.

Cizelge 3.1 Besin ¢ozeltisi hazirlamada kullanilan MS (Murashige and Skoog 1962) tuz

ve vitaminleri

MS makro tuzlar1 (mg/1) MS mikro tuzlar: (mg/l) MS vitaminleri (mg/l)

KNO; 1900 KI 0.83 Nicotinic acid 0.5
NH4NO;3 1650 H3BO; 6.2 Pyridoxine-HCl 0.5
MgSQO47H,0 370 ZnSO47H,O 8.6 Thiamine-HCl 0.1
CaCl,-2H,O 440 CuSO45H,;0 0.025 myo-Inositol 100
KH,PO4 170 Na,Mo0O4-2H,0 0.25 Glycine 2.0
MnSO4-4H,0 22.3 CoCl,6H,0 0.025

FeSO47H,0 27.8

Na,EDTA 37.3

Fide gelisimi icin 2 MS sulu besin ¢ozeltisi (pH 5.7) kullanilmistir. Su kiiltiirii icin cam
kavanozlar kullanilmig ve kavanozlarin etraflar1 kdklerin 11k almamasi i¢in aliiminyum
folyo ile kaplanmistir. Kavanozlar stinger kapaklar ile kapatilmigtir. Her bir kavanoza
160 ml 2 MS besin ¢ozeltisi eklenmistir. 3 giinliik etiyole fideler (Sekil 3.2) dikkatlice
besin ortamindan ¢ikarilmistir. Kokler, 6nce ¢esme suyuyla ardindan da saf su ile iyice
yikanip agar kalintilar1 uzaklastirilmistir. Fideciklerin kokleri tiimiiyle besin ¢ozeltisi
icinde kalacak sekilde ve her kavanoza 20’ser fide gelecek sekilde yerlestirilmistir.

Bitkiler 23+1 °C sicaklk ve Grolux™ floresan lamba 1siinda 16/8 sa
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(aydinlik/karanlik) fotoperiyoda ayarli biiylime kabininde 14 giin boyunca gelismeye

birakilmistir. Bu siire igerisinde besin ¢ozeltileri ii¢ glinde bir degistirilmistir.

Sekil 3.2 Etiyole Brassica rapa L. var. rapa fideleri
3.5 Bitkilere Kursun Uygulamasi

14 giinlin sonunda fideler ti¢linciil yaprak evresine ulasmistir. Bu agsamada bitkiler sulu
besin ortamindan ¢ikarilip, kokleri distile su ile iyice yikandiktan sonra kursun stresi

ortamina alinmigtir. Stres faktorii olarak kullanilan Pb(NO3)2 ile 100 mM kursun stok

¢ozeltisi bidistile su ile hazirlanmistir. ¥4 MS besin ¢ozeltileri hazirlanirken son hacimde
0.5, 1, 3 ve 5 mM kursun olacak sekilde stok kursun ¢ozeltisinden yeterli miktarda
eklemeler yapilmistir. Kontrol grubu i¢in ise 4 MS besin ¢ozeltisi kullanilmigtir. Son
pH 5.5-6.0 arasinda ayarlanmistir. Bitkiler yukarida tarif edildigi (3.4) gibi aliiminyum
folyo kapli ve siinger kapakli kavanozlarda 6 giin boyunca 23+1 °C sicaklik ve beyaz
Grolux™ floresan lamba 1s1ginda 16/8 sa (aydinlik/karanlik) fotoperiyoda ayarli
biiylime kabininde kursun stresine maruz birakilmistir. Bu siire icerisinde “4aMS+kursun
cozeltileri iki glinde bir degistirilmistir. Bitkilerin morfolojik gelisimleri giinliik olarak
gbzlemlenip kaydedilmistir. Stres siiresinin 6. giiniine ulasmis fideler ¢esitli fizyolojik,

biyokimyasal ve genotoksik etkilerin analizi i¢in kullanilmistir.
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3.6 Kursun Analizleri

Kursun analizleri bitkilerin kok ve govdeleri icin ayr1 ayr1 gergeklestirilmistir.

Belirlenen kosullar altinda (3.5) 6 giin siireyle Pb(N03)2 etkisinde birakilan bitki

ornekleri bu siire sonunda ortamlarindan ¢ikarilmis, 6nce ¢esme suyu ardindan da bolca
distile su ile yikanmistir. Kok yiizeylerinde birikmis olan kursunun temizlenmesi i¢in
fideler 5 mM’lik EDTA (pH 8.0) ¢ozeltisi icerisinde 4°C’de 30 dk bekletilmistir. Bu
islemi takiben bitki kokleri tekrar bidistile su ile yikandiktan sonra kaba filtre kagidi ile
sular1 alinmistir. Bitkiler kok ve govde kisimlarina ayrilmistir. Yas agirliklart alinmis
olan kok ve govdeler 90 °C’ye ayarlanmis etiivde 24 sa siiresince kurutulmustur.
Etlivden ¢ikarilan bitki kisimlart desikatore konulmus ve oda sicakligina gelince kuru
agirliklart Slgiilmiistiir. Kurutulmus Ornekler temiz bir havan igerisinde 6gitiildiikten

sonra 0.3 g’lik paketler halinde kursun analizi i¢in saklanmistir.

Kursun analizleri, Afyonkarahisar il Kontrol Laboratuvar’mnda yaptirilmustir. Bitki
ornekleri, %65’lik HNOs soliisyonunda Berghof mikrodalga yakma sistemi (Berghof
Products + Instruments, Germany) kullanilarak yakilmistir. ~300 mg kuru bitki 6rnegi
yakma kabina konulduktan sonra {izerine 7.5 ml nitrik asit ilave edilmistir. Karigim
dikkatlice temiz cam bir ¢ubuk ile karistirilip, kabin agz1 kapatildiktan sonra mikrodalga
firia yerlestirilmistir ve firin agagidaki programa gore (sicaklik programi) ayarlanip,

islem baslatilmustir.

Cizelge 3.2 Bitki oOrneklerinin mikrodalga firinda yakilmasi esnasinda kullanilan

sicaklik programi

Basamaklar 1 2 3 4
T [°C] 150 190 100 100
Ta [min] 5 1 1 1
Time [min] 5 5 10 10

Yakma islemi sonucunda dipte kalan tortu, baska bir kaba alinip, bidistile su ile
sulandirilmistir. Sulandirilan 6rnekler, kursun standartlari ile karsilagtirmali olarak
Perkin Emler 2100 DV marka ICP-OES cihazinda okutulmustur. Her bir uygulama

grubu kok ve govde i¢in en az 8 6rnek calisilmistir.

35




3.7 Fotosentetik Pigmentlerin Analizi

Fotosentetik pigmentlerin [klorofil a ve b (Klo a ve b) ve karotenoidler] sentezi ve
birikimi {izerine belirli konsantrasyonlardaki (0, 0.5, 1, 3, 5 mM Pb) kursun
uygulamalarinin etkisi incelenmistir. Kursun stresinin 6. giiniinde fotosentetik
pigmentlerin analizi i¢in her bir uygulamadan 70 mg olacak sekilde yaprak ornekleri
alinmigtir. Toplam klorofiller (Klo a ve b) ve karotenoidlerin ekstraksiyonu ve
konsantrasyonlarinin belirlenmesi Wellburn (1994)’e gore yapilmistir. Her bir yaprak
ornegi 10 ml sogutulmus metanol iceren 15 ml’lik falcon tiiplerine alinmistir.
Pigmentlerin tamamen metanole gegmesi i¢in tlipler 48 sa siiresince 4 °C ve karanlikta
bekletilmigtir. Her bir uygulama iic kez ve deneyler de tliger kez olmak {izere
tekrarlanmistir. Her uygulamaya ait ¢6zeltinin Klo a, b ve karotenoidlerin absorbanslari
sirastyla 666, 653 ve 470 nm dalga boylarinda, TU-1880 Double Beam UV-VIS
spektrofotometre kullanilarak Sl¢giilmiis ve pigment miktarlar1 asagidaki formiillere gore

yas agirlik (YA) temelinde mg/gY A olarak hesaplanmistir (Wellburn 1994):

Klorofil a (Klo a) = (15,65%Aese6 — 7,34%A6s53)*10/mgY A

Klorofil b (KIO b) = (27,05 XAgs3 — 1 1,21XA666)X10/ngA

Karotenoidler = (1000xA479 — 2,86 x Klo a — 129,2xKlo b)/221x10/mgY A

3.8 ALAD ve ALA Analizleri
3.8.1 ALAD Aktivitesinin Tayini
3.8.1.1 Homojenatin Hazirlanmasi

6 gilin boyunca cesitli konsantrasyonlardaki Pb(NO3)2 cozeltisinde birakilan yem

salgami fidelerinin yaprak dokulari ALAD aktivitesinin tayini i¢in kullanilmistir.
Yaprak dokularindan ALAD ekstraksiyonu Naito et al. (1980)’a gore yapilmistir. Bu
metodun bazi kisimlari laboratuvarlarimizda modifikasyona ugratilarak uygulanmistir. 1
gr yas yaprak dokusu, 0.1 mM dithiotheritol (DTT) igeren 0.05 M Tris-HCI

tamponunda (pH 8.2) sogutulmus porselen havan igerisinde homojenize edilmistir.
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Homojenat, dort katli gazli bezden siiziildiikten sonra siiziintiiler 1.5 ml eppendorf
tiiplerine alinmis ve 4 °C’de 10.000 g’de Niive NF 800 R sogutmali santrifiijde 1 sa
boyunca santrifiij edilmistir. Siipernatantlar hem ALAD aktivite tayini hem de protein

miktar tayini i¢in kullanilmigtir.
3.8.1.2 Protein Miktar Tayini

Protein miktarinin belirlenmesi ve hesaplanmasi icin Bradford (1976) metodu
kullamlmustir. Oncelikle her bir tiipe (test, kor ve standart) 2.5 ml protein assay
solusyonu (fosforik asit ve metanol igerisinde ¢oziinmiis 0.35 mg/ml Brillant Blue G-
250) konulmustur. Daha sonra kor tiiptine 50 pl sodyum klorid soliisyonu, standart
tiiplerine 50 pl protein standart soliisyonu (%1°lik sodyum azid iginde 0.3 mg/ml insan
albumini) eklenmistir. Test tiiplerine ise 3.8.1.1°de elde edilen siipernatantlardan 50 pl
eklenmistir. 2 dk sonunda protein miktarini1 (mg/ml) belirlemek i¢in spektrofotometrede
(TU-1880 Double Beam UV-VIS) 595 nm dalga boyunda absorbans Olc¢limleri
yapilmistir. Kor tiipiine karst okunan standartlarin absorbansindan standart egri
cizilmistir. Bu standart grafigi kullanilarak derisimini bilmedigimiz test érneklerimizin

protein miktar1 agagidaki formiile gére hesaplanmistir:

A (test) x Standart konsantrasyonn

Protein konsantrasyonu (mg/'ml) =

A (standart)

3.8.1.3 ALAD Aktivite Tayini

3.8.1.1°de hazirlanan siipernatantlar Scheneider (1970)’in tarif ettigi metoda gore
ALAD aktivitesi i¢in enzim kaynagi olarak kullanilmistir. Siipernatantlardan 1’er ml
onceden isaretlenmis agz1 kapakli deney tiiplerine konulmustur. Her bir deney tiipline
0.27 ml ALA (1 mg/ml), 1.35 ml Tris-HCI (0.05 M) tamponu ve 0.08 ml MgCI, (0.2
M) ¢ozeltisi konulmustur. Tiipler 37 °C’de 2.5 sa inkiibasyona birakilmistir. Reaksiyon
2.5 saat sonunda 0.3 ml trikloro asetik asit (TCA; 3.0 M) eklenerek durdurulmustur.
Tiipler 2 dk buz igerisinde sogutulduktan sonra 2000 g’de 10 dk santrifiij edilmistir.
Siipernatant ile modifiye Ehrlich Ayiraci [1gr DAB (4-Dimetil amino benzaldehit), 30

ml asetik asit, 16 ml %70’lik perklorik asit ile karistirilip son hacim 50 ml’ye asetik asit
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ile tamamlanarak hazirlanmistir) 1:1 oraninda karistirildiktan 10 dk sonra absorbanslar
555 nm dalga boyunda TU-1880 Double Beam UV-VIS spektrofotometre ile

belirlenmistir.

Bir enzim birimi yukarida belirtilen kosullar altinda 2.5 saatte bir nanomol PBG
olusumuna neden olan enzim miktar1 olarak tamimlanmistir. Ozgiil aktivitesi ise
nanomol PBG/2.5 sa/mg/ml protein olarak ifade edilmistir. Her bir deneme grubu i¢in

ic ornek calisilmistir ve deneyler {licer kez tekrarlanmugtir.

3.8.2 ALA Tayini

ALA tayini i¢in kursun stresine birakilan bitki drneklerinden 6. giiniin sonunda 0.2 gr
taze yaprak dokusu, ALAD aktivitesinin tayini i¢in alinan 6rneklerle birlikte es zamanl
olarak alinmistir. Alinan yaprak dokusu, %10’luk TCA ¢dzeltisinin 1 ml’sinde 100
°C’ye ayarlanmig sicak su banyosunda falcon tiiplerinin igerisinde 15 dk boyunca
ekstrakte edilmistir (Miller et al. 1979). Ekstrakt siiziildiikten sonra kalan doku pargalari
bidistile su ile yikanip siiziintiiler birlestirilmistir. 2 ml potasyum fosfat tamponu (0.2
M; pH 6.8) eklendikten sonra 2 damla asetil aseton damlatilip 6rnekler 100 °C’de 15 dk
tutulmustur. Ornekler sogutulduktan sonra 2000 g’de 10 dk santrifiij edilmistir. 1 ml
ornek, 1 ml Ehrlich Ayirac ile karistirildiktan 15 dk sonra absorbanslar 553 nm dalga
boyunda TU-1880 Double Beam UV-VIS spektrofotometre ile belirlenmistir. Her bir

deneme grubu i¢in ii¢ 6rnek calisilmistir ve deneyler iicer kez tekrarlanmastir.

3.9 istatistiksel Degerlendirme

Denemeler sonunda kaydedilmis olan tiim verilerin istatistik analizleri SPSS 10 paket
programi ile gergeklestirilmistir. Hangi grubun ya da gruplarin farkli oldugunu
belirlemek amaciyla tek yonlii varyans analizi (ANOVA), elde edilen veriler arasindaki
farkliliklar ise Duncan testi kullanilarak belirlenmis ve P<0.05 6nemli diizey olarak

kabul edilmistir.
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3.10 RAPD Analizleri

3.10.1 DNA izolasyonunda Kullanilan Kimyasallar ve Cézeltiler

a) CTAB-Bitki DNA Ekstraksiyon Tampon Cozeltisi: 2% CTAB, 1% PVP-
40.000, 20 mM 2-merkaptoetanol, 50 mM Tris-HCI1 (pH 8.0), 10 mM EDTA
(pH 8.0), 1.4 M NaCl. 2-merkaptoetanol, Ogiitiilmiis bitki 6rnegine CTAB
tamponu eklenmeden hemen 6nce CTAB tamponuna eklenmistir.

b) TE tampon ¢ozeltisi: 10 mM Tris HCI (pH 8.0), 1 mM EDTA (pH 8.0)

¢) Riboniikleaz A soliisyonu (10 mg/ml RNase A): 10 mg RNaz A 1.5 ml steril
eppendorf tiipii icerisinde 1 ml 50 mM NaAcO (pH 5.5) cozeltisi ile
¢Oziilmiistiir. Daha sonra, 10 dk DNaz aktivitesinin tamamen yok edilmesi i¢in
sicak su banyosunda bekletilmis ve ¢alisma anina kadar —20 °C’de saklanmustir.

d) Agaroz: %1.5 agaroz PCR iirlinlerinin analizi i¢in; %0.7 agaroz ise genomik
DNA'’larin analiz i¢in kullanilmistir.

e¢) TBE Tamponu: Tris-HCI, Borik asit ve EDTA

f) Diger Soliisyonlar: Saf Etanol, %70 Etanol, 2-propanol ve kloroform

3.10.2 DNA izolasyonu

Kontrol ve farkli konsantrasyonlarda kursun stresine maruz birakilan bitki
orneklerinden DNA izolasyonu i¢in geng¢ yapraklardan 0.3 gr alinmigtir. Genomik
DNA, RADP-PCR c¢aligmalarinda yeterli olan Doyle and Doyle (1990) CTAB-DNA
izolasyon metodunun modifiye edilmesi ile ekstrakte edilmistir. 0.3 g taze yaprak
dokusu dnceden sogutulmus steril havan igine yerlestirilmistir. Ornegin iizerine s1v1 azot
eklenerek bir miiddet drneklerin donmasi beklendikten hemen sonra yapraklar hizli ve
etkin bir sekilde ogiitiilmiistiir. Bu islemi takiben, 6nceden sogutulmus bir spatula
sayesinde havan i¢indeki iyice 6giitiilmiis donmus haldeki bitki 6rnegi iki ayri steril 1.5
ml eppendorf i¢ine esit miktarda aktarilmistir. Aktarma isleminin hemen sonrasi daha
onceden su banyosunda 90°C’de on isitmaya tutulmus CTAB ekstraksiyon tampon
cozeltisinden 1 ml her tiipe eklenmistir. Eppendorf tiipleri parmaklar arasinda ters-diiz
edilerek karistirilmistir. Daha sonra tliplere 0.4 ml kloroform eklemistir. Ardindan

ornekler 60 °C’deki su banyosunda 30 dk bekletilmistir. Bu siire zarfinda her 5 dakikada
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bir drnekler yine ters-diiz edilerek karistirilmistir. Ornekler, inkiibasyon sonras1 oda
sicakliginda 12000 rpm’de 10 dk santrifuj edilmistir. Daha sonra, 6rneklerin sivi fazi
(stipernatant) dikkatlice temiz bir eppendorf tiipe dokiilerek alinmis ve tiiplerin
tabanindaki tortunun temiz tiipe gegmemesine 6zen gosterilmistir. Tiiplere 10 pul RNaz
eklendikten sonra 60 °C’de 20 dk bekletilmistir. RNA temizleme islemini takiben -20
°C’de 6nceden sogutulmus iso-propanol son hacmin %60°’1 olacak sekilde Ornege
eklenmis ve Ornekler sarsilmadan dikkatlice her iki faz birbirine karistirilmistir. Bu
asamada tel tel iplik¢ik halinde ve beyaz renkli bir kiitle toplanmasi gozlenmistir.
Ornekler 4 °C’de 30 dk bekletildikten sonra 1500 rpm’de 4 dk santrifiij edilmistir.
Santrifuj sonras1 siipernatant dokiilmiis ve son sivi damlalar tekrar santrifuj edildikten
sonra mikropipetle alinmgtir. Ornek tiipleri daha sonra 1 ml %70’lik etanol ile yikanmus
ve sonrasinda sivi kisim tiiplerden uzaklastirilmistir. Tiipler daha sonra 2-3 dk hava
ortaminda kurumaya birakilmistir. Son olarak, DNA ¢okeltileri 0.2 ml TE tampon
¢ozelti iginde ¢oziildiikten sonra 1 gece boyunca Ornekler 4 °C’de bekletilmistir.
DNA’larin spektrofotometrik miktar tayini ve agaroz jel elektroforezde kontrolii

yapildiktan sonra, DNA 6rnekleri -20 °C’de saklanmustir.

3.10.3 DNA Miktar ve Kalitesinin Spektroskopik Yontemle Tayini

DNA ornekleri 5 ml kuvars kiivetler kullanilarak 260 ve 280 nm dalga boylarinda TU-
1880 Double Beam UV-VIS spektrofotometre ile okunmustur. DNA miktarlar;; DNA
(ng/ml) = Ayeo x Seyreltme Orani x 50 formiilii kullanilarak belirlenmistir. DNA safligi,
Azeo/Azso orani hesaplanarak tespit edilmistir. DNA oOrnekleri TE tamponunda

¢Oziildiigii i¢in calismada kor olarak TE tamponu kullanilmustir.

3.10.4 RAPD-PCR Reaksiyonu

Her bir PCR reaksiyonu 0.2 ml ince cidarli eppendorf tipi tliplerde 25 pl toplam
sollisyon igerisinde gerceklestirilmistir. PCR reaksiyonu bilesenleri 6n denemelerle
optimize edilmistir. On denemeler sonunda PCR karisimi: 1xPCR tampon ¢ozeltisi (50
mM KCI, 1 mM Tris-HCI; pH 8.8), 1 U Taq (Thermus aquaticus) DNA Polimeraz
enzimi (Fermentas, Vilnius, Litvanya), 2.5 mM MgCl,, 0.2 mM her bir ANTP (Sigma),
10 uM 10 baz dizilimli primer (QIAGEN Operon GmbH, Cologne, Almanya), 25 ng/ul

genomik DNA karigiminin steril ddH,O ile 25 pl’ye tamamlanmasi ile olusturulmustur.
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Bu ¢alismada toplam 11 adet primer kullanilmistir. Kullanilan primerler ve sekanslari

Cizelge 3.2’de verilmistir.

Cizelge 3.3 RAPD-PCR reaksiyonlarinda kullanilan primerler ve sekanslari

Primer G+C (%) 5°->3’sekans
1 OPB-07 70 GGTGACGCAG
2 OPB-08 70 GTCCACACGG
3 OPB-09 70 TGGGGGACTC
4 OPB-10 70 CTGCTGGGAC
5 OPB-11 60 GTAGACCCGT
6 OPB-12 60 CCTTGACGCA
7 OPB-14 50 TCCGCTCTGG
8 OPB-15 60 GGAGGGTGTT
9 OPB-17 60 AGGGAACGAG
10 OPB-18 60 CCACAGCAGT
11 OPB-20 60 GGACCCTTAC

3.10.5 PCR Dongiisii

PCR reaksiyonu, Uvigene (Uvitech Ltd.,, UK) marka cihaz kullanilarak
gerceklestirilmistir.  Ornekler 94°C’de 4 dk baslangic denatiirasyonuna maruz
birakildiktan sonra PCR cihazi toplamda 40 dongii olmak iizere; 94°C’de 45 sn
denatiirasyon, 36°C’de 45 sn annealing (primerlerin baglanmasi) ve 72 °C’de 60 sn
polimerizasyona programlanmustir. Ornekler en son olarak 72 °C’de 8 dk son uzatmaya
birakildiktan sonra PCR dongiileri tamamlanmistir. PCR 6rnekleri bekletilmeden agaroz

jel elektroforezde yiizdiirtilmiistiir.

3.10.6 Agaroz Jel Elektroforez

PCR iirlinlerine 2pl 6X yiikleme tamponu (10mM Tris-HCI pH 7.6, %0.03 bromofenol
mavisi, %0.03 ksilen siyanol FF, %60 gliserol, 60mM EDTA) eklenerek ornekler
boyanmistir. 1 x TBE (90 mM Trisma base, 90 mM Borik asit, 2 mM EDTA, pH 8.0) ile
hazirlanan %1.5’lik agaroz jelle boyanmis 6rneklerden 25°er pl ve yine boyanmig 100
bp’lik DNA ladder (Fermentas GeneRuler 100bp DNA Ladder Plus, 10 mM Tris-HCI,
pH:7.6, 1 mM EDTA)’dan 5 pl yiiklenerek yiiriitiicli tampon ¢ozeltisi (1XTBE) bulunan
jel tanki icerisinde (BIO-RAD Wide Mini Sub-Cell GT System, italya) 70 voltta 130 dk
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DNA yiiriitiilmiistiir. Agaroz jel daha sonra 10 pul (0.625 mg/ml) etidyum bromiir
eklenmis 200 ml saf su i¢inde 20 dk bekletilerek boyanmaya birakilmistir. Agaroz jel net
goriintii alabilmek i¢in, 200 ml saf su i¢cinde 5 dk yikandiktan sonra ultraviyole 11k

altinda renkli kamera ile gorlintiilenmistir.

3.10.7 RAPD Bantlarimin Analizi

Jel fotograflarindan yararlanilarak markér sonug tablolart hazirlanmigtir. Tablolar
tizerinde her bir PCR bandinin varligi “1” ve yoklugu “0” ile gosterilmistir. Bantlarin
molekiiler boyutlar1 UVI TEC UVI PHOTO. MW Electrophoresis Gel Analysis
yazilimi kullanilarak tespit edilmistir. Kontrol ve farkli konsantrasyonlardaki kursun
uygulamalarindan elde edilen RAPD profilleri hiyerarsik kiimeleme analizi kullanilarak
analiz edilmistir. Gruplar-arasi baglanti metodunda karekoklii Euclidean mesafe 6l¢iimii
kullanilarak bir dendogram olusturulmustur. Tiim hesaplamalar ve grafik ¢izimi SPSS
stirim 10.0 (SPSS, Chicago, IL, U.S.A.) bilgisayar istatistik programi kullanilarak
yapilmustir. Genotoksisite yargisi ornekler arasindaki genetik mesafeler dikkate alinarak

yapilmistir.

Her bir primerle elde edilen RAPD profilleri kendi icerisinde degerlendirilmistir.
Kursuna maruz birakilmayan bitki 6rneklerinden elde edilen RAPD profilleri ile farkli
konsantrasyonlarda  kursunla muamele edilmis bitkilerin RAPD  profilleri
karsilagtirilmigtir.  Karsilagtirmalar  yapilirken  kontrol RAPD  profiline gore
uygulamalarda gozlenen bant kayiplar1 ve yeni bant olusumlari ile bant parlakliklarinin
azalmas1 veya artmasi her bir PCR {iriinii i¢in belirlenmistir (Atienzar and Jha 2006).
Her bir primer i¢cin RAPD profillerindeki kalitatif degisiklikleri yansitan Genomik Kalip
Sabitlik (Genomic Template Stability; GTS, %) oran1 Atienzar et al (1999)’e gore bant

kayiplar1 ve yeni bant olusumlari esas alinarak asagidaki formiile gére hesaplanmaistir:

GTS = (1- (a/n)) x 100

Formiildeki a her bir uygulama 6rneginde tespit edilmis polimorfik bantlarin sayisini, n

ise kontrol grubundaki toplam bant sayisim1 ifade etmektedir. Kursun stresi ile

fotosentetik pigment miktarlarinda, ALA miktarinda ve ALAD aktivitesinde kontrol
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grubuna gore meydana gelen degisim yiizdeleri RAPD sonuglarindan elde edilen GTS

degerlerleri ile karsilagtirilmistir.
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4. BULGULAR
4.1 Cimlenme Deneyleri

Kursunun farkli konsantrasyonlarinin (0-12 mM Pb) etkisinde 23+1 °C ve karanlik
ortamda ¢imlenmeye birakilan yem salgami (Brassica rapa L. var. rapa) tohumlarinin
cimlenme verileri 72 saat sonunda kaydedilmistir. Test edilen kursun
konsantrasyonlarinin ¢imlenme yiizdeleri ile kok ve gévde uzunluklarina olan etkileri
Sekil 4.1 ve 4.2°de gosterilmistir. Tespit edilen ¢imlenme yiizdeleri konsantrasyonun
artmasina baglh olarak énemli diizeyde (P<0.05) azalmistir (Sekil 4.1). 6 ve 8 mM Pb
konsantrasyonlarinda ¢imlenme oranlar1  bakimindan 6nemli seviyede fark
bulunmamistir. Kontrol grubunda ¢imlenme oram1 % 90.7 iken 10 mM Pb
uygulamasinda ¢imlenme orani %43.3’e¢ diismiistiir. Yani 10 mM Pb uygulamasi
cimlenmeyi % 52 oraninda azaltmistir. En diisiik ¢imlenme yiizdesi 12 mM Pb’de
gozlenmistir (%10.0). Olgiilen kok ve gdvde uzunluklart kursun konsantrasyonunun
artisgtna bagli olarak onemli diizeyde (P<0.05) azalmistir (Sekil 4.2). 2 mM Pb
uygulamasi kontrol grubuna gore kok ve govde uzunluklarinda sirasi ile % 78.3 ve %
39.1 azalmaya neden olmustur. 4-12 mM Pb uygulamasinda fidelerin kok uzunluklari
arasinda Onemli diizeyde (P<0.05) bir fark gozlenmemistir. 0-10 mM Pb
uygulamalarinda fidelerin gévde uzunluklar1 kademeli olarak énemli diizeyde (P<0.05)

azalmistir.

4.2 Bitkilere Kursun Uygulamasi Sirasindaki Morfolojik Gozlemler

Kursunun farkli konsantrasyonlarinda (0, 0.5, 1, 3, 5 mM Pb) 6 giin siire ile birakilan
yem salgammin kok ve yapraklarindaki morfolojik gozlemler Cizelge 4.1°de
Ozetlenmistir. Kursun stresi uygulamasinin ilk ti¢ glinlinde tiim uygulamalarda olumsuz
bir gelisim tespit edilmemesine ragmen, yiiksek kursun konsantrasyonlarinda (3 ve 5
mM Pb) stresin 3. giinden sonra kursunun bitki morfolojisi iizerindeki etkileri belirgin
bir sekilde gozlenmistir. Kok gelisiminde, zayiflik ve yan koklerin gelismemesi gibi
belirtiler goriiliirken yapraklarda ise yer yer nekrotik lekeler ve damarlarda kararma

meydana gelmistir (Sekil 4.3).

44



100 -

[ =]
de d
SI]- | | -
g 2
[ 1] ﬁ|]- I
g h
[=1]
B 40
58
20 4
a
0 2 4 6 8 10 12
Ph (mM)

Sekil 4.1 Farkli konsantrasyonlardaki kursunun yem salgami tohumlarinin ¢imlenmesi
tizerine etkisi. Barlar lizerindeki farkli harfler ortalama ¢imlenme degerleri arasinda
Duncan testine gore onemli diizeydeki (P<0.05) farkliliklar1 ifade etmektedir. Barlar
ortalamalarin standart hatasin1 (=SH) gostermektedir.
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Sekil 4.2 Farkli konsantrasyonlardaki kursunun yem salgami tohumlarinin kok ve gévde
gelisimi iizerine etkisi. Barlar lizerindeki farkli harfler kok ve govde uzunluk degerleri
arasinda Duncan testine gore onemli diizeydeki (P<0.05) farkliliklar1 ifade etmektedir.
Barlar ortalamalarin standart hatasini (£SH) gostermektedir.
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Cizelge 4.1 Kursunun farkli konsantrasyonlarinin etkisine 6 giin siire ile birakilan
Brassica rapa L. var. rapa’da morfolojik gozlemler

Derisim Bitki Kok Yaprak  Damarlarda  Nekrotik
(mM) Gelisimi Gelisimi Sararmasi Kararma Lekeler
Kontrol +++ +++ _ _ —
0.5 +++ +++ B B B
1 +++ +++ B B B
3 ++ ++ + + +
5 + + ++ ++ ++

+++ :normal ++:orta +:az -:yok

Sekil 4.3 Kursun stresinin 6. gliniinde kontrol (a) ve 5 mM Pb (b) uygulamasina maruz

birakilmis yem salgami fidelerinden yaprak 6rnekleri.

4.3 Kursun Analizleri

Kursunun farkli konsantrasyonlarinda 6 giin siire ile birakilan yem salgami fidelerinin
kok ve govdesinde biriken Pb miktarlart Sekil 4.4’te verilmistir. Kok ve govdede
belirlenen kursun miktarlari, uygulanan kursun konsantrasyonundaki artisa bagl olarak
onemli derecede (P<0.05) artma gostermistir. Uygulamalar arasinda en fazla birikim
kok ve govdede 5 mM Pb etkisinde goriilmiistiir. Uygulanan aynm1 Pb
konsantrasyonlarinda koklerde biriken Pb miktar1 gévdede biriken Pb miktarindan daha

fazla bulunmustur.
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Sekil 4.4 Kursunun farkli konsantrasyonlarinin etkisinde 6 giin birakilan yem salgami
fidelerinin kok ve govdelerinde biriken Pb miktarlari. Barlar iizerindeki farkli harfler
kok ve govdede biriken Pb miktarlar1 arasinda Duncan testine gore onemli diizeydeki
(P<0.05) farkliliklar1 ifade etmektedir. Barlar ortalamalarin standart hatasin1 (£SH)
gostermektedir.

4.4 Fotosentetik Pigment Miktarlar:

Kursunun farkli konsantrasyonlarinin etkisinde 6 giin birakilan yem salgami fide
yapraklarinin fotosentetik pigment (Klo a, Klo b ve karotenoid) miktarlarindaki degisim
Sekil 4.5’de gosterilmistir. Artan kursun konsantrasyonunda Klo a miktar1 kontrole gore
kademeli olarak onemli diizeyde (P<0.05) azalma gostermistir. Klo b miktarinda, 0.5
mM Pb uygulamasi kontrole gore 6nemli diizeyde bir fark olusturmamistir. 1-5 mM Pb
uygulamalarinda Klo b miktarlari arasinda 6nemli diizeyde bir fark tespit edilmemisken
bu uygulamalar Klo b miktari1 kontrol ve 0.5 mM Pb’ye gbre 6nemli diizeyde
azaltmistir. Kontrol grubuna goére 0.5 ve 1 mM Pb uygulamalarinda karotenoid
miktarlarinda 6nemli diizeyde (P<0.05) kademeli bir azalma tespit edilmisken, 1-5 mM
Pb uygulamalar1 arasinda 6énemli diizeyde (P<0.05) bir fark gézlenmemistir. Klorofil
a/b oran1 kursun konsantrasyonun artist ile birlikte goreceli olarak artmis olmasina

ragmen, bu artig istatistiki bakimdan 6nemli bulunmamistir (Sekil 4.6).
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Sekil 4.5 Kursunun farkli konsantrasyonlarinin etkisinde 6 giin birakilan yem salgami
fide yapraklarinin fotosentetik pigment miktarlarindaki degisim. Barlar {izerindeki farkl
harfler Klo a, Klo b ve karotenoid miktarlar1 arasinda Duncan testine gore onemli
diizeydeki (P<0.05) farkliliklar1 ifade etmektedir. Barlar ortalamalarin standart hatasini
(+SH) gostermektedir.
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Sekil 4.6 Kursunun farkli konsantrasyonlarinin etkisinde 6 giin birakilan yem salgami
fidelerinin yaprak dokularindaki klorofil a/b oranlarindaki degisim. Barlar ortalamalarin
standart hatasin1 (=SH) gostermektedir.
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4.5 ALAD Aktivitesi ve Protein Miktari

Kursunun farkli konsantrasyonlarinin etkisinde 6 giin birakilan yem salgaminin
yapraklarinda belirlenen ALAD aktivitesi artan kursun konsantrasyonuna bagli olarak
onemli derecede (P<0.05) azalma goOstermistir. En diisiik aktivite 5 mM Pb
konsantrasyonunun etkisinde gozlenirken 0.5, 1 ve 3 mM Pb uygulamalar1 arasinda
ALAD aktivitesi bakimindan P<0.05 6nem seviyesinde fark gézlenmemistir (Sekil 4.7).
Yem salgaminin yapraklarinda belirlenen protein miktarlarindaki degisim Sekil 4.8°de
gosterilmistir. Belirlenen konsantrasyonlar arasinda protein miktarlar1 bakimindan

P<0.05 6nem seviyesinde fark gézlenmemistir.

4.6 ALA Miktari

Yem salgaminin yapraklarinda belirlenen ALA miktar1 kontrole gore onemli derecede
(P<0.05) artma gostermistir. Konsantrasyonlar arasinda en fazla artma 5 mM Pb
etkisinde goriilirken 3 ve 5 mM Pb uygulamalar1 arasinda P<0.05 6nem seviyesinde

fark gozlenmemistir (Sekil 4.9).
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Sekil 4.7 Kursunun farkli konsantrasyonlariin etkisinde 6 giin birakilan yem salgami
fidelerinin yaprak dokularinda ALAD aktivitesi degisimleri. Barlar tizerindeki farkl
harfler aktiviteler arasinda Duncan testine gore onemli diizeydeki (P<0.05) farkliliklari
ifade etmektedir. Barlar ortalamalarin standart hatasini (+SH) gostermektedir.
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Sekil 4.8 Kursunun farkli konsantrasyonlarinin etkisinde 6 giin birakilan yem salgami
fidelerinin yaprak dokularindaki protein miktari.

600
b
E 500 b
% 400 4
i h
b, al
e 300 A
=
a
g 200 - 5
o
j 100 - I
I] L] L} L] L] 1
0 0.5 1 3 3

Ph (mM)

Sekil 4.9 Kursunun farkli konsantrasyonlarinin etkisinde 6 giin birakilan yem salgami
fidelerinin yaprak dokularindaki ALA miktari. Barlar tizerindeki farkli harfler ALA
miktarlar1 arasinda Duncan testine gore 6nemli diizeydeki (P<0.05) farkliliklar1 ifade
etmektedir. Barlar ortalamalarin standart hatasini (+SH) gostermektedir.
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4.7 Kursun Stresinin RAPD Profilleri Uzerine Etkisi

Kursun stresi ile uyarilmig DNA’daki degisimleri belirleyebilmek i¢in RAPD analizleri
gerceklestirilmistir. Bu amacla, 6 giin siire ile kursunun farkli konsantrasyonlar1 (0, 0.5,
1, 3 ve 5 mM Pb) ile muamele edilmis 5-6 adet yem salgami fidesinin gen¢ yapraklari
(~300 mg) DNA ekstraksiyonu i¢in kullanilmigtir. Bu c¢alismada Qiagen Operon B
(OPB) serisi 20 adet primer 6n denemelerde kullanilmistir. Bu primerlerden 11 tanesi
degerlendirilebilir RAPD profilleri tiretmistir. 11 adet primer kullanilarak elde edilen
RAPD profillerine ait jel goriintii fotograflar1 Sekil 4.10-14’de verilmistir. Calisma
sonucunda elde edilen tiim DNA bantlarinin ebatlar1 tespit edilmistir ve RAPD
profilinde bir bandin varhigini (“1”) ve yoklugunu (“0”) gosteren tablolar Ekler

boliimiinde Ek-Cizelge 1-11’de verilmistir.

11 primer kullanilarak amplifiye olmus tiim bantlarin ebatlar1 189-2 928 baz ¢ifti (bg)
araliginda degismistir (Cizelge 4.2). Her bir primer bagina ortalama 11.45 bant
amplifikasyonu gergeklesmistir. Kontrol grubunda toplamda 90 adet DNA bandi
cogalmistir. Tiim uygulama Ornekleri ile birlikte degerlendirildiginde ise toplamda 126
adet DNA bandi1 amplifiye olmustur. 126 adet DNA bandinin toplamda 54 tanesi tim
orneklerde ¢ogaldigindan monomorfik olarak degerlendirilmistir. Polimorfik bant sayis1
ise 72 olarak tespit edilmistir. Dolayisi ile test edilen ornekler arasinda % 42.85
oraninda benzerlik (monomorfizm) hesaplanirken, % 57.15 oraninda da polimorfizm
hesaplanmistir. RAPD sonuglarindan elde edilen “0” ve “1” matriksinin SPSS 10.0
programi, Hierarchical Cluster Analysis (Siradiizensel Kiimeleme Coziimlemesi)
fonksiyonu kullanilarak 6rnekler arasindaki genetik uzaklik belirlenmistir. Doz artimina
bagli olarak genetik uzakligin arttigi tespit edilmistir. 0.5, 1, 3 ve 5 mM Pb
uygulamalar1 kontrol grubuna gore sirasiyla 0.26, 0.33, 0.40 ve 0.59 genetik uzaklikta
oldugu hesaplanmistir. Genetik uzaklik degerleri iizerinden Euclidean distance ve
average linkage (unweighted pair-group average) metodu kullanilarak bir dendrogram
(hiyerarsi agac1) cizilmistir (Sekil 4.15). 0.5, 1 ve 3 mM Pb uygulanmis 6rnekler bir alt
kiime olusturmustur. Bu kiime kursun uygulamasinin yapilmadigi kontrol grubu ile

birlesmistir. 5 mM Pb uygulama 6rnekleri ise ayri bir kiime olusturmustur.
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Kursun ile uygulamaya maruz birakilmis orneklerde yeni bantlarin varligi ve/veya
yoklugu tespit edilmistir. Bu bantlar Cizelge 4.3’te gosterilmistir. Genellikle bant
kayiplar1 biiylik molekiiler agirliga sahip bantlarda meydana gelmistir. Kontrol grubu
RAPD profilinde mevcut olan ve OPB 7 ile elde edilmis 2 928 bg ebatli; OPB 9 ile elde
edilmis 2 344 ve 1 592 bg ebatli; OPB 10 ile elde edilmis 2 440 ve 1 823 bg ebatli; OPB
11 ile elde edilmis 1 591 ve 1 356 bg ebatli; OPB 12 ile elde edilmis 2 875, 2 660 ve 2
342 bg ebatli; OPB 15 ve OPB 17 ile elde edilmis 1 714 bg ebatli DNA bantlar1 tiim
kursun uygulama 6rneklerinde kaybolmustur (Cizelge 4.3). Dolayist ile primerler OPB
7,9,10,11,12,15 ve 17 elde edilen RAPD profillerinde daha ¢ok mevcut bantlarin
kaybolmasi goézlenmistir. Bununla birlikte OPB 12 haricinde kullanilan tiim primerler
kontrol grubu RAPD profilinde mevcut olmayan baz1 yeni bantlar1 kursunla muamele
edilmis Orneklerde cogaltmistir. OPB 18 primeri ile kursun uygulanan oOrneklerde
kontrol grubuna gore toplam 7 yeni DNA bandi (2912, 1108, 1000, 927, 672, 559, 403
be ebatli) cogalmasi gézlenmistir (Cizelge 4.3). Kontrol grubu ile karsilastirildiginda,
0.5, 1, 3 ve 5 mM Pb uygulanmis 6rneklerde yeni olusan veya kaybolan bantlarin
toplam sayisi sirast ile 31, 46, 40 ve 52 olarak tespit edilmistir (Cizelge 4.4). 0.5, 1 ve 5
mM Pb uygulama 6rneklerinde kaybolan DNA bantlarinin sayisi, olusan yeni bantlarin
sayisina esit veya fazla olmasina karsin, 3 mM Pb uygulama oOrneklerinde ise yeni
olusan bantlarin sayisinin kaybolan bantlarin sayisindan daha fazla oldugu tespit

edilmistir.

Tim orneklerde ortak olarak, olusan her bir bandin parlakligi kontrol grubu DNA
bandina gore parlakliktaki bir artma veya azalma seklinde degerlendirilmistir. Kursun
uygulamasinin RAPD bantlarinin parlakliklarini degistirdigi gozlenmistir (Cizelge 4.4).
Kaybolan, yeni olusan, parlaklifi artan veya azalan bantlarin tiimii bir arada
degerlendirildigine, 0.5, 1, 3 ve 5 mM Pb uygulanmis 6rneklerin RAPD profillerinde
kontrol grubuna gore sirasiyla 77, 91, 91 ve 99 bantta degisme tespit edilmistir (Cizelge
4.4).
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Sekil 4.10 Alt1 giin siire ile farkli kursun konsantrasyonlarina maruz birakilmis yem
salgami fidelerinin yapraklarindan elde edilen genomik DNA’larin OPB 7, OPB 8§ ve
OPB 9 primerleri ile elde edilen RAPD profilleri. M: markoér, a: kontrol, b: 0.5 mM Pb,
c: 1 mM Pb, d: 3 mM Pb, e: 5 mM Pb
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Sekil 4.11 Alt1 giin siire ile farkli kursun konsantrasyonlarina maruz birakilmis yem
salgami fidelerinin yapraklarindan elde edilen genomik DNA’larin OPB 10, OPB 11 ve
OPB 12 primerleri ile elde edilen RAPD profilleri. M: markér , a: kontrol, b: 0.5 mM
Pb, c: 1 mM Pb, d: 3 mM Pb, e: 5 mM Pb
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Sekil 4.12 Alt1 giin siire ile farkli kursun konsantrasyonlarina maruz birakilmis yem
salgami fidelerinin yapraklarindan elde edilen genomik DNA’larin OPB 14 ve OPB 15
primerleri ile elde edilen RAPD profilleri. M: markér, a: kontrol, b: 0.5 mM Pb, c: 1

mM Pb, d: 3 mM Pb, e: 5 mM Pb

OPB-18
b ¢

Sekil 4.13 Alt1 giin siire ile farkli kursun konsantrasyonlarina maruz birakilmis yem
salgami fidelerinin yapraklarindan elde edilen genomik DNA’larin OPB 17 ve OPB 18
primerleri ile elde edilen RAPD profilleri. M: markér, a: kontrol, b: 0.5 mM Pb, c: 1

mM Pb, d: 3 mM Pb, e: 5 mM Pb
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Sekil 4.14 Alt1 giin siire ile farkli kursun konsantrasyonlarina maruz birakilmis yem
salgami fidelerinin yapraklarindan elde edilen genomik DNA’larin OPB 20 primeri ile
elde edilen RAPD profilleri. M: markoér, a: kontrol, b: 0.5 mM Pb, ¢c: 1 mM Pb, d: 3 mM
Pb, e: 5 mM Pb

€ ASE 0.0 0.05 01 0.15 0.20 0.25
Label Num 4———————— Flmmmm— [ g iy — +

0.5 mhi Fb
1 mbd FPh J
3 mhl Ph
0 mM Fh
5mbd Ph

Sekil 4.15 Kursunun farkli konsantrasyonlarinin etkisinde 6 giin birakilan yem salgami
fidelerinin yaprak orneklerinden elde edilen RAPD verilerinin SSPS programi
Hierarchical Cluster Analysis (Siradiizensel Kiimeleme Coziimlemesi) opsiyonundaki
Euclidean distance ve average linkage (unweighted pair-group average) metodu
kullanilarak olusturulan dendrogram.
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Cizelge 4.2 RAPD calismalarinda kullanilan primerler, elde edilen DNA bantlarinin molekiiler biiytikliikleri, kontrol grubu bant
sayilari, monomorfik ve polimorfik bant sayilari.

Primerler G+C (%) 5°->3° En biiyiik DNA En kiiciik DNA Kontrol bant Monomorfik bant  Polimorfik bant Toplam bant
sekansi bandi (bg) bandi (b¢) sayisi sayisi sayisi sayisl
OPB-07 70 GGTGACGCAG 2928 281 8 6 3 9
OPB-08 70 GTCCACACGG 2162 389 7 3 9 12
OPB-09 70 TGGGGGACTC 2344 400 9 3 9 12
OPB-10 70 CTGCTGGGAC 2440 313 9 7 4 11
OPB-11 60 GTAGACCCGT 1591 480 6 4 4 8
OPB-12 60 CCTTGACGCA 2875 351 10 4 6 10
OPB-14 50 TCCGCTCTGG 2243 243 7 5 6 11
OPB-15 60 GGAGGGTGTT 1714 189 12 5 10 15
OPB-17 60 AGGGAACGAG 2353 410 10 8 5 13
OPB-18 60 CCACAGCAGT 2912 403 6 5 9 14
OPB-20 60 GGACCCTTAC 1897 288 6 4 7 11
Toplam 90 54 72 126
Monomorfizm % 42.85
Polimorfizm % 57.15
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Cizelge 4.3 Kursun stresinde 6 giin birakilan yem salgami fide yapraklarinda Uvi-Software programi kullanilarak belirlenen yeni ortaya

cikan ve kaybolan bantlarin molekiiler biiyiikliikleri (baz ¢ifti; b¢)

Primer Kursun konsantrasyonu (mM)
0.5 1 3 5
281 281 281 281
OPB-7
2928 2928; 1437 2928 2928
OPB.-8 712 915;712; 514 915; 712; 595; 389 915; 595
2162; 1487 2162; 1962; 1487 1962 2162; 1962; 1773; 1487
OPB-9 525 592 592 525; 438
2344; 1592 2344; 1592; 1315 2344; 1592 2344; 1592; 1315; 1211; 651
0 872 655 655
OPB-10
2440; 1823 2440; 1823 2440; 1823 2440; 1823
1064 1064 1064; 826 1064; 826
OPB-11
1591; 1356 1591; 1356 1591; 1356 1591; 1356
0 0 0 0
OPB-12
2875;2660; 2342 2875;2660; 2342 2875;2660; 2342 2875;2660;2342;1452;1277;1000
925; 528 925; 310 1265 310
OPB-14
0 689 689 689
OPB-15 250 250 740; 368; 250 368; 250
1714; 1469; 833 1714; 1469; 833 1714 1714; 1056; 980; 833; 550; 414
410 410 740; 368; 250 410
OPB-17
1935; 1714 1935; 1714 1714 1935; 1714
OPB-18 1000; 927; 672; 403 1000; 927; 559; 403 2912;1108;1000;927;672;559;403  1108; 1000; 927; 559
2349 0 0 0
1660 700; 444; 288 700; 444; 288 1897; 1660; 700; 444; 288
OPB-20
0 788; 600 788 0

“+” yeni bir bandin ¢ogaldigini ve

¢
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mevcut bir bandin kayboldugunu gostermektedir.



Cizelge 4.4 Kursun stresinde 6 giin birakilan yem salgami fidelerinde kontroldeki toplam bant degisimleri, polimorfik bantlar ve
durumu degisen bantlarin sayilari

Primerler = Kursun konsantrasyonu (mM)

0 0,5 mM 1 mM 3 mM 5 mM

a b c d a b c d a b c d a b c d
OPB7 8 1 1 5 1 2 1 3 0 1 1 4 2 1 1 5 2
OPB8 7 2 1 4 1 3 1 3 0 1 1 2 1 4 2 2 2
OPB9 9 2 0 4 1 3 1 2 1 2 1 1 3 5 1 3 1
OPB10 9 2 1 2 4 2 1 2 2 2 2 0 4 2 2 0 6
OPBl11 6 2 0 1 1 2 0 0 3 2 0 1 2 2 0 1 2
OPB12 10 3 2 6 1 3 2 4 1 3 1 5 1 6 1 2 0
OPB14 7 0 1 2 1 1 1 3 2 1 3 2 2 1 1 2 2
OPB15 12 3 1 2 1 3 1 2 1 1 3 4 3 6 1 2 3
OPB17 10 2 4 3 1 2 4 3 4 2 7 0 4 2 4 2 2
OPB18 6 1 1 1 0 0 3 1 4 0 3 3 3 0 5 3 0
OPB20 6 0 1 3 1 2 3 3 1 1 3 3 1 0 5 4 1
Toplam 90 18 13 33 13 23 23 26 19 17 23 25 26 29 23 26 21
a+b 31 46 40 52
a+b+c+d 77 91 91 99

a, kaybolan bantlari; b, yeni olusan bantlari; ¢, bant parlakliklarindaki azalmay1; d, bant parlakliklarindaki
artmay1; a+b, polimorfik bantlari; a+b+c+d ise toplamda durumu degisen bantlar1 gostermektedir.
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4.8 Fotosentetik Pigment Miktarlari, ALAD Aktivitesi, ALA Miktar1 ve RAPD

Profillerinin Karsilastirilmasi

Her bir duyarlilik indeksini (GTS, fotosentetik pigment miktarlari, ALAD aktivitesi,
ALA miktar1) karsilagtirabilmek icin, bu verilerin kontrollerine gore yiizde degisimleri
Atienzar et al. (1999)’e gore tekrar diizenlenmistir. RAPD profillerindeki degisimler
GTS degerlerindeki bir azalma olarak tespit edilmistir. Kontrol grubu RAPD
profillerine gore kursuna maruz birakilmis fidelerin RAPD profillerindeki degisim GTS
degerlerine yansimistir. Bu, meydana gelen degisikliklerin diger parametrelerle
rahatlikla karsilastirilabilmesini miimkiin kilmistir. Her bir primer i¢in hesaplanan GTS
degerleri Cizelge 4.5’de verilmistir. Tim primer ortalamalar1 dikkate alindiginda,
kontrol grubu RAPD profillerine gore, 0.5, 1, 3 ve 5 mM Pb ile muamele edilmis
bitkilerin GTS degerleri sirastyla %67.3, %53.5, %54.9 ve %40.7 olarak hesaplanmuistir.
GTS ve diger biyokimyasal parametrelerin (fotosentetik pigment miktarlari, ALAD
aktivitesi, ALA miktar1) karsilastirilmasi Sekil 4.16’da verilmistir.

Cizelge 4.5 Kursun stresinde 6 giin birakilan yem salgami fide yapraklarinda her bir
primer i¢in GTS degerlerindeki degisimler

Primerler Pb konsantrasyonu (mM)
0 0.5 1 3 5

OPB7 100 75,0 62,5 75,0 75,0
OPB8 100 57,1 429 71,4 14,3
OPB9 100 77,8 55,6 66,7 333
OPB10 100 66,7 66,7 55,6 55,6
OPBI11 100 66,7 66,7 66,7 66,7
OPB12 100 50,0 50,0 60,0 30,0
OPB14 100 85,7 66,7 333 50,0
OPBI5 100 71,4 71,4 71,4 50,0
OPB17 100 40,0 40,0 20,0 40,0
OPB18 100 66,7 50,0 50,0 16,7
OPB20 100 83,3 16,7 333 16,7
Ortalama 100 67,3 53,5 54,9 40,7
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Elde edilen sonuglara gore kursun dozunun artmasi ile birlikte Klo a ve Klo b,
icerikleri, ALAD enzim aktivitesi ve GTS degerleri kontrol grubuna goére bir azalma
gostermistir. Bununla birlikte kursun dozunun arttirllmasiyla karotenoid miktarinda
goreceli bir azalma olmakla birlikte 5 mM Pb uygulamasindan elde edilen karotenoid
miktarinda 3 mM Pb uygulamasina gore bir artis tespit edilmistir. Kursun dozunun
arttirilmasi ile birlikte yapraklarda biriken ALA miktarinda bir artis meydana gelmistir.
Kontrol grubu ile karsilastirildiginda 5 mM Pb uygulamasi ALA miktarinda yaklasik

2.5 kat bir artisa neden olmustur.

250 4 Klo @ 'Klo © | Karatenoid

tn
=
1

250 ;ALA

Kontrole Gire Parametredeli Degisim (%)

Pb konsantrasyonu (DI}

Sekil 4.16 Kursunun farkli konsantrasyonlarinin etkisinde 6 giin birakilan yem salgami
fidelerinde kontrol grubuna gore fotosentetik pigment miktarlari, ALAD aktivitesi,

ALA miktar1 ve genomik kalip sabitliginin (GTS) oransal olarak karsilastirilmasi.

60



5. TARTISMA ve SONUC

Agir metallerle topragin kirlenmesi ¢evresel stres kosullarindan biridir. Artan
endistriyel kirlenme, kentsel faaliyetler ve tarimsal uygulamalar sonucunda bitki
bliylime ortaminda toksik diizeylerde agir metallerin birikimi  goriilmektedir.
Kadmiyum, krom, civa ve kursun gibi agir metaller bitkiler tarafindan hicbir sekilde
degerlendirilemeyen toksik metallerdir. Bu agir metallerden kursun, tiim diinyada dogal
kaynaklar icinde cesitli formlar halinde bulunan ve giiniimiizde en yaygin ve siirekli
olarak karsilasilan agir metallerdendir (Bergmann 1992). Kursun genellikle toprakta
bulunmakla beraber, motorlu tasitlarin egzoz gazlari, maden ocaklari, metal isleyen
tesisler, endiistriyel faaliyetler, kursun ile kirlenmis atik sular, sanayi atiklar1 ve tarimda
giibreleme gibi pek cok etmen bitkilerin maruz kaldigi kursun kirlenmesinin baglica
sebepleridir. Yerkabugu iizerindeki kursun, ge¢miste 16 pg/g olmasina karsin
giiniimiizde 6zellikle topraktaki kursun endiistiiriyel faaliyetler sonucunda biiyiik 6lciide
artmistir. Kursunun, toprakta 5000 pg/g’in, tath suda ve havada ise 10 pg/g’in lizerine
ciktigi bildirilmistir (Pang et al. 1995). Havada ve toprakta bulunan yiiksek
miktarlardaki kursunu bitkiler biriktirebilirler ve sonug¢ olarak toksisiteye maruz
kalabilirler. Bitkilerde kursun toksisitesinin siddeti metalin absorpsiyonuna,
hareketliligine ve hiicredeki bolgesel birikimine baglidir. Yiiksek konsantrasyonlardaki
agir metallerin hem tolere edilebilir hem de biriktirilebilir iist sinirlar1 bitki tiirlerine
gore degismektedir. Bitkilerdeki kursun toksisitesinin 6nemli sonuglar1 olarak; kalsiyum
metabolizmasinin  bozulmasi, ¢esitli enzimlerin aktifligini kaybetmesi, tohum
¢imlenmesinin olumsuz yonde etkilenmesi, karbondioksit asimilasyonu, fotosentez,
solunum ve transpirasyonun engellenmesi ve dolayistyla bitki gelisiminin baskilanmasi

sayilabilir (Jiang et al. 2000).

Laboratuvar ortamlarinda bitki tohumlarinin yiiksek miktarlarda kursun stresine maruz
birakilmast ¢imlenme oranlarinda azalmalara veya ¢imlenmenin tamamen durmasina
neden olabilir. Bitki tohumlarinin kursun stresi altinda ¢imlenme yeteneklerinde farkli
tepkiler rapor edilmistir. Kontrol grubuna goére, 1 mM PbCl, ile muamele edilen
mercimek (Lens culinaris Medik.) tohumlarinda ¢imlenmenin %10 oraninda (Kiran ve
Sahin 2005), piring (Oryza sativa) tohumlarinda ise (Verma and Dubey 2003) % 30

oraninda azaldig1 rapor edilmistir. Kiiltiire alinmis iki farkli piring tohumunun (Ratna ve
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IR 36) kullanildig1 baska bir ¢alismada ise 10 uM PbCl, uygulamasinin ¢imlenmeyi
bliyiik oranda engelledigi bildirilmistir (Mishra and Choudhuri 1998). 1 ve 2 mM PbCl,
uygulamalarinin mercimek (Lens culinaris Medik.) tohum g¢imlenmesinde yaklagik
olarak % 10; 3 ve 4 mM PbCl, uygulamalarinin ise sirasiyla % 55 ve % 65 oraninda bir
azalmaya neden oldugu bildirilmistir (Kiran ve Munzuroglu 2004). 0,5-8,0 mM PbCl,
ile muamele edilen bugday (Triticum aestivum L.) ve salatalik (Cucumis sativus L.)
tohumlarinda en yiiksek kursun konsantrasyonlarinda bile % 20’yi agsmayan ¢imlenme
kayiplart gozlenmistir (Munzuroglu ve Gegkil 2002). Yiiksek kursun konsantrasyonlari
(10.000 mg/l) Phaseoulus vulgaris, ve Brassica napus var. Zerowy tohumlarinda
¢imlenmeyi Onemli oranda engellemis, Pisum sativum’da ise ¢imlenmeyi tamamen
durdurmustur  (Wierzbicka and Obidzinska 1998). Yine farkli  kursun
konsantrasyonlarinin Oryza sativa L., Sinapsis alba ve Lens esculenta tohumlarinda
¢imlenmeyi degisik oranlarda engelledigi tespit edilmistir (Ayaz ve Kadioglu 1997). 0-
12 mM Pb(NOs3); ile muamele ettigimiz yem salgami tohumlarinda doz artimina baglh
olarak ¢imlenme kayiplar1 tespit edilmistir. Bulgularimiza gére 2 ve 4 mM Pb(NOs),
uygulamalar1 yem salgaminda ¢imlenmeyi yaklasik olarak % 12 oraninda azaltmustir.
Bununla birlikte, kontrol grubu ile karsilastirildiginda 8, 10 ve 12 mM Pb(NOs),
uygulamalar1 yem salgami tohumlarinda ¢imlenmeyi sirastyla % 36, % 52 ve % 89
oranlarinda engellemistir. Kursun stresine maruz birakilan bitki tiirlerinin farkh
cimlenme tepkileri vermeleri, tohum kabuklarinin kursunu farkli oranlarda tohum igine

gecirmeleri seklinde agiklanmistir (Wierzbicka and Obidzinska 1998).

Bitki kok ve fideleri absorbe edilen kursuna karsi biiylime hizlarini degistirerek cevap
verirler (Sharma and Dubey 2005). Diisiik kursun konsantrasyonlar1 ile muamele edilen
Lupinus luteus, Sesamum indicum, Sinapis alba (hardal) Raphanus sativus (turp) ve
Lactuca sativa tohumlarinin ¢imlenmesinde, fidelerin k6k ve gévde uzunluklarinda,
kontrole gore belirgin bir farkin olmadigi, ancak yiiksek kursun konsantrasyonlarinda
tohumlarin ¢imlenmelerinde, kdk ve govdenin uzamasinda konsantrasyon artisiyla
birlikte azalma oldugu, ayrica kokiin govdeye gore daha fazla etkilendigi bildirilmistir
(Fargasova 1994). Farkli konsantrasyonlarda Pb(NO;3), uygulamalarinin Brassica
pekinensis Rupr. (Xiong 1998), Brassica juncea L. (Jiang and Liu 1999), Triticum

aestivum ve Cucumis sativus (Munzuroglu ve Gegkil 2002) ve Lens culinaris’te (Kiran
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ve Sahin 2005) kok ve fide gelisimini engelledigi bildirilmistir. Bulgularimiza gore, agir
metal sollisyonunun konsantrasyonundaki artis ile kok ve govde biiylimesinin
inhibisyonu arasinda pozitif bir korelasyon gézlenmistir. Ornegin, 2 mM Pb uygulamasi
kontrol grubuna gore kdk ve govde uzunluklarin sirasi ile % 78,3 ve % 39,1 oraninda
azaltmistir. Yani govdeye gore kokiin kursuna karsi daha hassas oldugu bulunmustur.
Govdenin daha az zarar gormesi, kok sistemindeki endodermisin kursuna karsi bir
bariyer olusturarak kursunun bitki govdesine taginmasmin engellemesiyle
aciklanmaktadir (Verma and Dubey 2003). Ayrica, kursun stresi altinda kok
biiylimesindeki siddetli inhibisyonun nedeni olarak kok meristemindeki hiicrelerin
uzamasinin ve/veya hiicre boliinmesinin zarar gormesi gosterilmektedir (Sharma and
Dubey 2005). Cimlenme, kok ve fide gelisimi verilerinden elde ettigimiz bulgulara gore
yem salgami bitkisinde kursun toksisitesinden etkilenme sirast kok gelisimi>govde

gelisimi>¢imlenme orani sekline belirlenmistir.

Agir metal stresine bagli olarak bitkilerde meydana gelen fizyolojik ve biyokimyasal
degisimlerle birlikte DNA seviyesinde gerceklesen tahribatlarin degerlendirmesinde
bitki dokularinda biriken agir metallerin belirlenmesi biiylik 6nem tasimaktadir.
Kursunun bitki koklerinden govdeye hareketini kok endodermisi onemli oOlgiide
engeller. Bu durum kursunun bitki koklerinde toprak {iistii organlara gore daha ¢ok
birikmesi ile sonuglanir (Verma and Dubey 2003). Endodermisteki kaspari seridinin,
kursunun endodermisten merkezi silindire taginimini kisitlayan en 6nemli faktor oldugu
bildirilmistir (Seregin and Ivanov 1997). Laboratuvar ortamlarinda gercgeklestirilen
calismalarda, bitki koklerinin govdelere gore daha fazla kursun biriktirdigi rapor
edilmistir. Ornegin, 96 sa boyunca 1 mM Pb(NO3), ile muamele edilmis P. sativum
fidelerinin koklerinde yaklasik olarak 50,500 mg/kg K.A. kursun birikmesine ragmen
fidelerin toprak iistli organlarinda yaklasik 5,000 mg/kg K.A. kursun birikimi tespit
edilmistir (Piechalak et al. 2003). Cesitli konsantrasyonlarda (0-2.4 mM) Pb(NOs), ile
24 saat muamele edilen tiitiin fidelerinin (Nicotiana tabacum L. var. xanthi), koklerinde
ve govdelerinde en fazla kursun birikimi 2.4 mM Pb uygulamasinda belirlenmistir. Bu
uygulamada, tiitiin fide kokleri 57,800 mg/kg K.A. kursun biriktirmisken, toprak iistii
organlarda ancak 1,460 mg/kg K.A. kursun igerigi tespit edilmistir (Gichner et al.
2008). 1000 ppm Pb soliisyonu ile uygulamaya birakilmig P. salicifolium fide
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koklerinde 131,600 mg/kg K.A. kursun birikirken ayni sartlarda bitki govdesinde 5,500
mg/kg K.A. kursun biriktigi rapor edilmistir (Dogan 2002). Lupinus luteus, Pisum
sativum, Vicia faba ve Phaseolus vulgaris ile yapilan ¢aligmalar da koklerde % 90’1n

tizerinde Pb biriktigini gdstermektedir (Piechalak et al. 2003).

Brassicaceae familyasina ait bitki tiirlerinin biiyiik bir kisminin, dokularinda fazla
miktarda agir metal biriktirme yetenegine sahip oldugu bilinmektedir. Bu bitki
familyasinin baz1 iiyeleri koklerinde 100,000 mg/kg K.A. kursundan, toprak {istii
organlarinda ise 10,000 mg/kg K.A. kursundan daha fazla kursun biriktirebilme
yetenegine sahiptir (Kumar et al. 1995). Calismamizda kullandigimiz ve Brassicaceae
familyas1 icerisinde yer alan yem salgami bitkisinin kok ve govdesinde kursun
biriktirme bakimindan olduk¢a kabiliyetli oldugu tespit edilmistir. Yapilan kursun
birikimi analizlerine gore, uygulanan kursun miktarindaki artis ile birlikte kok ve
govdedeki kursun igerikleri artmistir. Ayrica, mevcut literatiir bilgileri ile uyum iginde
olarak, kokler govdelere gore daha fazla miktarda kursun biriktirmistir. ICP-OES
okumalarindan elde edilen en yiiksek kok ve gdvde kursun icerikleri 5 mM Pb’ye maruz
birakilmis fideler i¢in sirast ile 138,300 ve 77,300 mg/kg K.A. kursun olarak

belirlenmistir.

Kadmiyum, krom ve kursun gibi agir metallerin bitkilerde fotosentetik pigment
miktarin1 ve dolayisiyla fotosentez oranini azaltarak bitki metabolizmasina farkl
sekillerde zarar verdigi bilinmektedir (Prassad and Prassad 1987, Chatterjee and
Chatterjee 2000, Vajpayee et al. 2000). Fotosentez oraninin azalmasina; kloroplastlarin
ultra-yapisinin ~ bozulmasi,  klorofil, plastokinon ve karotenoid sentezinin
sinirlandirilmasi, Calvin  dongiisiinlin - enzim aktivitelerinin inhibe edilmesi ve
stomalarin kapanmasindan dolayr meydana gelen CO, eksikligi neden olmaktadir.
Ayrica farkli bitki tlirlerinden izole edilen kloroplast ve mitokondrilerde kursunun
elektron tasima sistemindeki elektronlarin akisini etkiledigi de rapor edilmistir (Seregin
and Ivanov 1997). Kursun uygulanan Brassica oleracea var. botrytis bitkisinde klorofil
a ve klorofil b miktarlarinin kontrole gore Onemli diizeyde azaldigi bildirilmistir
(Chatterjee and Chatterjee 2000). Benzer bir c¢aligmada farkli konsantrasyonlarda

kursuna maruz birakilan Phaseolus vulgaris L. fidelerinde klorofil sentezinde gorevli
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enzimlerin aktivite kaybina bagli olarak, total klorofil miktarinin da azaldigi rapor
edilmistir (Verma and Dubey 2003). Arastirmamizda elde ettigimiz bulgulara gore,
fotosentetik pigment miktarlar1 [(klorofil a ve b (Klo a ve b) ve karotenoidler] kontrol
grubuna gore dnemli derecede bir azalma gostermistir Yapilan bir ¢alismada, 6zellikle
klorofil b’nin klorofil a’dan daha fazla etkilendigi bildirilmistir (Vodnik et al. 1999).
Yaptigimiz ¢alismada da, klorofil b’nin klorofil a’dan daha fazla etkilendigi tespit
edilmistir. Dolayisiyla, klorofil a/b oran1 kontrole gore artmistir fakat bu artis istatistiki
bakimdan 6nemli (P<0.05) bulunmamustir. Stres indikatorii olarak bilinen klorofil a/b
oraninin artmasi ve azalmasi ile ilgili farkli ¢alisma sonuglari rapor edilmistir. Ornegin
bakir, ¢inko ve kursunun Cladonia convoluta ve Cladonia rangiformis likenlerinde
klorofil a/b oranini azalttig1 (Chettri et al. 1998) bildirilmisken, yiiksek bakir-nikel
igeren topraklarda yetistirilen Empetrum nigrum bitkisinde ise metal etkisiyle bu oranin
arttigi rapor edilmistir (Monni et al. 2001). Kursun stresine bagli olarak klorofil
miktarinin azalmasina sebep olarak, klorofil sentezinde gorev alan bazi enzimlerin

inhibe olmas1 gosterilmektedir (Prassad and Prassad 1987).

Metal stresi altindaki (Pb, Hg ve Cd) karasal bitkilerde ALAD aktivitesinin azalmasi ile
birlikte klorofil biyosentezinde de bir yavaslamanin oldugu onceki ¢aligmalarda rapor
edilmistir (Prasad and Prasad 1987). Mevcut ¢alismamizda; tespit ettigimiz fotosentetik
pigment miktarlarindaki diislisle birlikte, kursun stresine birakilan yem salgami fide
yapraklarinda kursun konsantrasyonunun artigina bagli olarak ALAD aktivitesinde bir
azalma ve ALA miktarinda ise artma belirlenmistir. Kursun uygulanan bitkilerdeki
klorofil miktarlarindaki diisiisiin klorofil biyosentezi i¢in gerekli olan PBG’nin daha az
elde edilmesine neden olan ALAD aktivitesindeki azalis ile iliskili oldugu
diisiiniilmektedir (Prasad and Prasad 1987, Vajpayee et al. 2000). Bulgularimiza gore,
kursun stresi ile birlikte klorofil miktarlarindaki diistis ALAD aktivitesinde meydana
gelen azalma ile pozitif bir korelasyon gdstermistir. Klorofil biyosentezinde dnemli bir
ara metabolit ve ALAD enzimi i¢in substrat olarak gorev yapan ALA miktarindaki,
kursun dozuna bagl olarak gergeklesen artisin ALAD aktivitesindeki azalmayla ilgili
oldugu sanilmaktadir. Dolayis1 ile bulgularimiz kursun toksisitesine karsi ALA
sentezinin duyarli olmadigin1 géstermistir. Farkli konsantrasyonlardaki kromla birlikte

azalan klorofil igerigi ve azalan ALAD aktivitesi ile birlikte ALA miktarinda 6nemli
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seviyedeki bir artis, Nymphaea alba L. bitkisi igin de rapor edilmistir (Vajpayee et al.
2000). Bununla birlikte klorofil biyosentezinin bir sonraki asamasi olan ve ALAD
tarafindan katalizlenen PBG olusumu kursun toksisitesine karsi oldukca hassastir.
Muhtemelen kursunun ALAD iizerindeki etkisi yeni olusan ALA’min kullanimini
engelleyerek ve sonugta da klorofil seviyesinin azalmasiyla meydana gelmistir. ALAD
bir metaloenzimdir (Beale 1978) ve bitkilerdeki aktivitesi Mg’nin kullanilabilirligine
baglidir. Bu yiizden kursun enzimin aktif bolgesindeki metal ile yer degistirerek ALAD
aktivitesinin azalmasina yol agmis olabilir. Bunun yani sira kursunun enzim aktivitesini
engellemesi enzimin —SH gruplariyla etkilesimi sonucu olmus olabilir. Kursun enzimin
aktif bolgesindeki serbest —SH gruplariyla etkilesime girer. —SH gruplari, enzim
aktivitesi i¢in gerekli olmasinin yani sira enzimin tersiyer yapisinin korunmasinda da

gorev yaparlar (Levina 1972).

Biyoizlemenin temel amaci etkin ve uygulanabilir ekolojik kontrol sistemi i¢in veri
temin etmektir. Hassas testlerle gergeklestirilen biyoizleme, kirliligin etkileri
hakkindaki bilgileri erken bir uyar1 sistemi olarak temin eder. Birgok kirletici madde
genotoksik etki gosterdiginden, mevcut veya potansiyel kirleticilerle ilgili olarak
genotoksik problemlerin test edilmesi olduk¢ca Onemlidir (Xue-mei et al. 2006).
DNA’da meydana gelen degisikliklerin belirlenmesi genotoksik bir maddenin etkisini
izlemede etkin bir metot olarak kabul edilmektedir. Agir metal gibi kimyasallarin
bitkilerdeki genotoksik etkileri, comet ve mikroniikleus gibi test yontemleriyle
belirlenmekle birlikte (Steinkellner et al. 1998), DNA hasarinin molekiiler mekanizmasi
hakkinda ve sekans seviyesinde bilgi temini amaci ile RAPD (rastgele cogaltilmis
polimorfik DNA) ve AFLP (Cogaltilmis Fragment Uzunluk Polimorfizmi) gibi
molekiiler markor teknikleri son zamanlarda yaygin bir sekilde kullanilmaktadir (Savva
1998). Bu ¢alismada, 6 giinliik kursun stresinin sonunda elde ettigimiz baz1 fizyolojik
ve biyokimyasal verilere ek olarak kursun tarafindan uyarilan DNA degisikliklerinin

belirlenmesi i¢cin de RAPD yontemi kullanilmustir.
Kursunun DNA f{izerine olan etkileri insan, hayvan (Valverde et al. 2001, Danadevi et

al. 2003, Wozniak and Blasiak 2003) ve bitki (Rucinska et al. 2004, Gischner et al.
2008) sistemlerinde comet testi ve mikroniikleus testi (Lerda 1992, Liu et al. 1994,

66



Sharma and Dubey 2005, Cavusoglu vd. 2007) kullanilarak belirlenmeye ¢alisiimis
olmasina ragmen, kursunun molekiiler anlamda genotoksik etki mekanizmasi ¢ok iyi
bilinmemektedir (Danadevi et al. 2003, Wozniak and Blasiak 2003, Gischner et al.
2008).

6 glin boyunca 0, 0.5, 1, 3 ve 5 mM Pb uygulamasimi takiben elde edilen genomik
DNA’larin 11 adet primerle birlikte RAPD analizlerinde kullanilmasi sonucunda 189-
2928 baz cifti (bg) ebatlarinda 126 adet DNA bandi amplifiye olmustur. Kontrol
grubuna gore, kursunla muamele edilmis fide yapraklarinin RAPD profilleri arasinda
onemli degisiklikler tespit edilmistir. RAPD sonuglarina goére kontrol grubu ile
uygulama gruplart karsilastirildiginda artan kursun konsantrasyonuna bagli olarak

genetik uzakliklar da artmstir.

Calismamizda, kontrol grubu RAPD profilleri ile karsilagtirildiginda, kursun
uygulanmis fidelerde uyarilan DNA hasar1 RAPD profillerinde bant parlakliklarindaki
degisim, bantlarin kaybolmasi ve yeni bantlarin ortaya ¢ikmasi gibi degisikliklere neden
olmustur. RAPD profillerindeki bu tip degisikliklerin kaynagi, tek baz degisimlerinden
(nokta mutasyonlar1) karmasik kromozomal diizenlemelere (kromozomal aberasyonlar)
kadar genis bir spektrumda yer alan, kursun ile uyarilan genomdaki DNA
degisimleridir. RAPD profillerindeki bu degisimler ekotoksikolojide kullanigh bir
biyomarkor olarak degerlendirilmektedir (Atienzar et al. 1999). Tespit edilen bant
parlakliklarindaki degisimler ve bantlarin kaybolmasi; (i) nokta mutasyonlarindan, (ii)
primer baglanma yerindeki DNA hasarindan dolay1 oligoniikleotit baglanma yerlerinde
gerceklesen degisikliklerden, ve (iii) hasarli DNA ile Tagq DNA polimerazin
etkilesimlerinden kaynaklanmis olabilir (Atienzar and Jha 2006). Bu tip lezyonlar PCR
reaksiyonu sirasinda Taq DNA polimeraz enziminin polimerizasyon yetenegini kisitlar
veya bloke eder (Atienzar and Jha 2006). Mevcut RAPD bulgularimiza gére 1 ve 5 mM
Pb uygulamalar1 kontrol grubundaki ¢ok sayidaki bandin kaybolmasina neden olmustur.
Kontrol grubu ile karsilastirildiginda, 0.5 mM Pb uygulamast 6zellikle bant
parlakliklarinda azalmalara; 1, 3 ve 5 mM Pb uygulamalar1 ise bant parlaklarinda
artmalara neden olmustur (Cizelge 4.4). DNA’daki hasarli bolgelerin varligindan dolay1

DNA polimeraz enziminin kalip DNA’nin farkli bolgelerindeki polimerizasyon
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yerlerine dagilimindaki dengesizlik DNA parlakliklarinda degisikliklere neden
olabilmektedir (Atienzar and Jha 2006).

Yukarida sayilan ¢esitli DNA lezyonlarinin ve mutasyonlarin varligi, PCR olaylarinin
kinetigini etkileyebilecek onemli yapisal degisiklikleri uyarabilir (Liu et al. 2005). Yeni
PCR iiriinlerinin olugsmasinin nedenleri arasinda; (i) bazi1 oligoniikleotid primer
yerlerindeki yapisal degisiklikten sonra oligoniikleotid primerlerinin baglanmasi, (ii)
yeni baglanma yeri olaylar1 ile sonuclanan mutasyonlar, (iii) mevcut iki primer
baglanma yerini daraltarak bir araya getiren biiylik delesyonlar ve (iv) homolog
rekombinasyonlar sayilabilir (Liu et al. 2005). Mevcut calismada 1, 3 ve 5 mM Pb
uygulamalarinda 23’er yeni bant belirlenmisken, 0.5 mM Pb uygulamasinda ise 13 yeni
bant olusumu tespit edilmistir (Cizelge 4.4). Diger uygulama gruplarindan farkli olarak,
3 mM Pb uygulamasi ile belirlenen yeni bant sayisi kaybolan bant sayisindan fazla

bulunustur, bu durum DNA ve Pb arasindaki rastgele etkilesimi gostermektedir.

RAPD profillerinde meydana gelen degisikliklerin genomik kalip sabitligi (GTS)
seklinde degerlendirilebilecegi gosterilmistir (Atienzar et al. 1999). Genotoksik etkinin
nitel bir 6l¢iitii olan GTS degerleri diger parametrelerde meydana gelen degisikliklerle
rahatlikla karsilastirilabilir (Atienzar et al 1999, Atienzar et al. 2002, Liu et al. 2005,
Liu et al. 2007). Toksik kirleticilere maruz birakilarak RAPD profillerindeki
degisikliklerin uyarilmasi, genomik kalip sabitligi (GTS) ile baglantilidir. GTS (%)
oranlar1 genotoksik etki siirecinde Olglilmiis fizyolojik-biyokimyasal parametrelerle
karsilagtirilabilir (Atienzar et al. 1999). Bu aragtirmada genomik kalip sabitliginin
toplam protein ve karotenoid iceriginden daha hassas oldugu; klorofil a, klorofil b
icerikleri ve ALAD aktivitesiyle ise benzer hassasliga sahip oldugu gosterilmistir.
Benzer calisma sonuglar1 Atienzar et al. (1999), Atienzar et al. (2002), Labra et al.
(2003), Xue-mei et al. (2006), Liu et al. (2005), Liu et al. (2007) tarafindan da rapor
edilmistir. Labra et al. (2003) RAPD veya AFLP yontemlerinin, mutasyonlara heniiz
doniismemis olan gecici DNA degisikliklerini bile tespit edebildiginden (Savva 1998)
mikroniikleus ve comet gibi klasik genotoksik testlerden daha hassas oldugunu ileri

stirmistur.
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Her ne kadar RAPD teknigi bu calismada kursunla uyarilmis DNA degisikliklerinin
teshisi i¢in giivenilir sonuglar iiretmis olsa da, ileriki deneylerle bunun gecerliliginin
kanitlanmas1 gerekmektedir. RAPD teknigi kullanilarak genotoksisitenin belirlenmesi
kapsaminda en zor asama jelde gozlenen degisikliklerin yorumlanmasidir. Ornegin bu
calismada kursun dozunun arttirilmasi ile DNA degisikliklerindeki siklik artmis olmakla
birlikte bu degisikliklerin mutasyonlara doniislip donlismedigi kesin degildir. Ayrica,
RAPD tekniginin DNA hasar1 ve mutasyonlar1 ne kadar etkin bir sekilde belirlediginden
emin olmak i¢cin RAPD sonuclarinin, kromozom aberasyonlarin1 ve DNA iplik
kiriklarini belirleyen bazt DNA analiz metotlari ile desteklenmesinde fayda vardir. Buna
ek olarak, RAPD profillerinde kaybolan veya yeni ortaya ¢ikan DNA bantlarinin sekans

bilgisine ulasilmast RAPD sonuglarini daha giivenilir kilacaktir.

Sonug olarak, RAPD analizi ile tespit edilen DNA polimorfizmi ¢evresel toksikolojide
yararli bir biyomarkor olarak kullanilabilir. Ayrica, fotosentetik pigment miktarlari,
ALAD aktivitesi ve ALA miktar1 gibi diger parametrelerle birlikte RAPD analizinin
giiclii bir ekotoksikolojik yontem oldugu bu ¢alismada sunulan bulgularla gosterilmistir.
Kursuna maruz kalmada ALAD aktivitesinin belirlenmesi de, bu enzimin kimyasal

kirliligin belirlenmesinde kullanigh bir biyomarkdr olabilecegini gostermistir.
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EKLER
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EK-Cizelge-1 6 giin siire ile farkli kursun konsantrasyonlarina maruz birakilmis yem salgami fidelerinin yapraklarindan elde
edilen genomik DNA’larin OPB-7 primeri ile elde edilen ve RAPD analizlerinde kullanilan “1” ve “0” tablosu (Bkz.

Sekil 4.10)
Pb*" (mM) Bant ebat1 (kb)
2,928 1,437 1,170 | 0,953 | 0,769 | 0,645 | 0,492 | 0,421 0,281
0,0 1 1 1 1 1 1 1 1 0
0,5 0 1 1 1 1 1 1 1 1
1,0 0 0 1 1 1 1 1 1 1
3,0 0 1 1 1 1 1 1 1 1
5,0 0 1 1 1 1 1 1 1 1

EK-Cizelge-2 6 giin siire ile farkli kursun konsantrasyonlarina maruz birakilmis yem salgami fidelerinin yapraklarindan elde
edilen genomik DNA’larin OPB-8 primeri ile elde edilen ve RAPD analizlerinde kullanilan “1” ve “0” tablosu (Bkz.

Sekil 4.10)
Pb*" (mM) Bant ebat1 (kb)
2,162 1,962 1,773 1,487 1,190 1,072 0,915 0,712 0,595 0,514 0,446 0,389
0,0 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 1 0
0,5 0 1 0 1 1 0 1 0 0 1 0
1,0 0 0 1 0 1 1 1 1 0 1 1 0
3,0 1 0 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1
5,0 0 0 0 0 1 1 1 0 1 0 1 0
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EK-Cizelge-3 6 giin siire ile farkli kursun konsantrasyonlarina maruz birakilmig yem salgami fidelerinin yapraklarindan elde
edilen genomik DNA’larin OPB-9 primeri ile elde edilen ve RAPD analizlerinde kullanilan “1” ve “0” tablosu(Bkz.

Sekil 4.10)
Pb*" (mM) Bant ebati (kb)
2,344 | 1,592 1,315 1,211 1,000 0,840 0,726 0,651 0,592 0,525 0,438 0,400
0,0 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 1
0,5 0 0 1 1 1 1 1 1 0 1 0 1
1,0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 0 0 Is
3,0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 0 0 1
5,0 0 0 0 0 1 1 1 0 0 1 1 1

EK-Cizelge-4 6 giin siire ile farkli kursun konsantrasyonlarina maruz birakilmis yem salgami fidelerinin yapraklarindan elde
edilen genomik DNA’larin OPB-10 primeri ile elde edilen ve RAPD analizlerinde kullanilan “1” ve “0” tablosu
(Bkz. Sekil 4.11)

Pb*" (mM) Bant ebati (kb)
1,823 | 1,433 1,036 0,958 0,872 0,730 0,560 0,419 0,313 2,440 0,655
0,0 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 0
0,5 0 1 1 1 0 1 1 1 1 0 0
1,0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0
3,0 0 1 1 1 0 1 1 1 1 0 1
5,0 0 1 1 1 0 1 1 1 1 0 1
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EK-Cizelge-5 6 giin siire ile farkli kursun konsantrasyonlarina maruz birakilmis yem salgami fidelerinin yapraklarindan elde
edilen genomik DNA’larin OPB-11 primeri ile elde edilen ve RAPD analizlerinde kullanilan “1”” ve “0” tablosu
(Bkz. Sekil 4.11)

m ant ebati
Pb*" (mM Bant ebat1 (kb
1,591 1,356 1,200 1,064 0,930 0,826 0,733 0,480

0,0 1 1 1 0 1 0 1 1
0,5 0 0 1 1 1 0 1 1
1,0 0 0 1 1 1 0 1 1
3,0 0 0 1 1 1 1 1 1
5,0 0 0 1 1 1 1 1 1

EK-Cizelge-6 6 giin siire ile farkli kursun konsantrasyonlarina maruz birakilmis yem salgami fidelerinin yapraklarindan elde
edilen genomik DNA’larin OPB-12 primeri ile elde edilen ve RAPD analizlerinde kullanilan “1” ve “0” tablosu
(Bkz. Sekil 4.11)

Pb*" (mM) Bant ebat1 (kb)
2,875 2,660 2,342 1,452 1,277 1,000 0,671 0,546 0,448 0,351
0,0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
0,5 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1
1,0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1
3,0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1
5,0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1
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EK-Cizelge-7 6 giin siire ile farkli kursun konsantrasyonlarina maruz birakilmis yem salgami fidelerinin yapraklarindan elde
edilen genomik DNA’larin OPB-14 primeri ile elde edilen ve RAPD analizlerinde kullanilan “1” ve “0” tablosu
(Bkz. Sekil 4.12)

Pb*" (mM) Bant ebati (kb)
2,243 | 1,543 1,265 0,800 0,490 0,925 0,689 0,528 0,378 0,243 0,310
0,0 1 1 0 1 1 1 0 1 1 0
0,5 ] 1 0 ] ] 1 ] ] 0
1,0 1 1 0 1 1 1 0 0 1 1 1
3,0 ] 1 ] ] ] 0 0 0 ] ] 0
5,0 1 1 0 1 1 0 0 0 1 1 1

EK-Cizelge-8 6 giin siire ile farkli kursun konsantrasyonlarina maruz birakilmis yem salgami fidelerinin yapraklarindan elde
edilen genomik DNA’larin OPB-15 primeri ile elde edilen ve RAPD analizlerinde kullanilan “1” ve “0” tablosu (Bkz.

Sekil 4.12)
Pb*" (mM) Bant ebati (kb)
1,714 | 1,469 |1,056 | 0,980 | 0,833 | 0,740 | 0,671 | 0,618 | 0,550 | 0,453 | 0,416 | 0,368 | 0,250 | 0,220 | 0,189
0,0 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 0 0 1 1
0,5 0 1 1 0 1 1 1 1 1 0 1 1 1
1,0 0 0 1 1 0 0 1 1 1 1 1 0 1 1 1
3,0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
5,0 0 1 0 0 0 0 1 1 0 1 0 1 1 1 1
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EK-Cizelge-9 6 giin siire ile farkli kursun konsantrasyonlarina maruz birakilmis yem salgami fidelerinin yapraklarindan elde
edilen genomik DNA’larin OPB-17 primeri ile elde edilen ve RAPD analizlerinde kullanilan “1” ve “0” tablosu (Bkz.

Sekil 4.13)
Pb*" (mM) Bant ebat1 (kb)
2,35311,935|1,714|1,567|1,467| 1,191 | 1,000 | 0,957 | 0,886 | 0,733 | 0,551 | 0,497 | 0,410

0,0 1 1 1 1 0 1 1 0 1 1 1 1 0
0,5 1 0 0 1 0 1 0 1 1 1 1 1
1,0 1 0 0 1 0 1 1 0 1 1 1 1 1
3,0 1 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
5,0 1 0 0 1 0 1 1 0 1 1 1 1 1

EK-Cizelge-10 6 giin siire ile farkli kursun konsantrasyonlarina maruz birakilmig yem salgami fidelerinin yapraklarindan elde
edilen genomik DNA’larin OPB-18 primeri ile elde edilen ve RAPD analizlerinde kullanilan “1” ve “0” tablosu
(Bkz. Sekil 4.13)

Pb*" (mM) Bant ebat1 (kb)
2,9122,349 (2,106 | 1,643 | 1,406 | 1,108 | 1,175 1,000 [ 0,927 | 0,743 [ 0,672 {0,543 | 0,559 | 0,403
0,0 0 1 1 1 1 0 0 0 0 1 0 1 0 0
0,5 0 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 0 1
1,0 0 1 1 1 1 0 0 1 1 1 0 1 1 1
3,0 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1
5,0 0 1 1 1 1 1 1 0 1 1 0 1 1 0
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EK-Cizelge-11 6 giin siire ile farkli kursun konsantrasyonlarina maruz birakilmig yem salgami fidelerinin yapraklarindan elde
edilen genomik DNA’larin OPB-20 primeri ile elde edilen ve RAPD analizlerinde kullanilan “1” ve “0” tablosu
(Bkz. Sekil 4.14)

Pb*" (mM) Bant ebat1 (kb)
1,897 | 1,660 | 1,343 | 1,046 [ 0,922 | 0,788 [ 0,700 | 0,641 | 0,600 | 0,444 | 0,288
0,0 0 0 1 1 1 1 0 1 1 0 0
0,5 0 1 1 1 1 1 0 1 1 0 0
1,0 0 0 1 1 1 0 1 1 0 1 1
3,0 0 0 1 1 1 0 1 1 1 1 1
5,0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
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