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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

AGIR METAL STRESININ MISIRDA (Zea mays L.) MEYDANA GETIRMi$
OLDUGU RETROTRANSPOZON POLIMORFiZMi UZERINE HUMIK
ASITIN ETKIiSIiNIN BELIRLENMESI

Esma YIGIDER
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Fen Bilimleri Enstitiisii
Tarimsal Biyoteknoloji Anabilim Dali
Bitkisel Biyoteknoloji Bilim Dali

Danisman: Dog¢. Dr. Mahmut Sinan TASPINAR

Misir genomunda LTR retrotranspozonlarinin yiizdesi olduk¢a fazladir ve g¢esitli
cevresel etmenlerden dolay1 uyarilarak genomun yeniden diizenlenmesinde 6nemli bir
rol oynarlar. Bu calisma dort farkli agir metale maruz birakilan misir tohumlarinda
genomik stabilite ve LTR retrotranspozon polimorfizmi {izerine humik asitin etkisini
incelemek amaciyla yapilmistir. Arastirmada dort farkli agir metal (demir, ¢inko,
mangan, kobalt) ve bu agir metallerinde ti¢ farkli dozu (20, 40, 60 mM demir, mangan,
¢inko ve 10, 20, 40 mM kobalt) kullanilmistir. Genetik analizler i¢in 6 IRAP primeri
(Nikita-E2647, Sukkula, Stowaway, WLTR2105 ve Bare 1(0), Nikita N-57) ve yine
retrotranspozona dayali baska yontem olan REMAP tekniginde de bunlara kombine
olarak 2 adet ISSR (8081, 8082) primerleri kullanilmigtir. Sonuglar gostermistir ki agir
metallerin biitiin dozlar1 retrotranspozon polimorfizmde bir artisa ve DNA hasarina
bagli olarak GTS oraninda da azalmalara neden olmustur. Fakat agir metaller ile humik
asitin beraber uygulanmastyla retrotranspozon polimorfizmi ve DNA hasarinda azalig
ayn1 zamanda GTS oraninda da artis goriilmistiir. Aragtirma verileri ilizerinde yapilan
degerlendirmeler 1s1ginda, kullanilan agir metallerin toksik etkilerinin humik asitle
beraber azaldig1 ve o6zellikle de agir metal kirliligine maruz kalmis tarim alanlarinda
humik asit uygulamasinin bu amagla kullanilabilecegi sdylenebilir.

2016, 112 sayfa

Anahtar Kelimeler; Misir, Agir Metal Stresi, Humik Asit, IRAP, REMAP,
Retrotranspozon



ABSTRACT

Master Thesis

DETERMINATION OF EFFECT OF HUMIC ACID ON RETROTRANSPOSON
POLYMORPHIZM INDUCED BY HEAVY METALS STRESS IN MAIZE (Zea
mays L.)

Esma YIGIDER

Ataturk University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Agricultural Biotechnology
Plant Biotechnology

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Mahmut Sinan TASPINAR

LTR retrotransposons play an important role for the reorganization of various
environmental factors stimulated genomes and thay have high percentage of whole corn
genome. This study aimed to examine the effects of humic acid on genomic stability
and LTR retrotransposon polymorphisms in four different heavy metals treated corn
seeds. Four different heavy metals (iron, zinc, manganese, cobalt) and three different
doses of those metals (20, 40, 60 mM for iron, manganese, zinc, and 10, 20, 40 mM for
cobalt) were used in the study. Six IRAP primers (Nikita-E2647, Sukkula, Stowaway,
WLTR2105 and Bare 1(0), Nikita N-57) and 2 more ISSR primer (8081, 8082) which
combined with previous primers for REMAP technique were used for the genetic
analyzes. Results showed that all doses of heavy metals caused to increase of
retrotransposon polymorphisms and decrease of the percentages of GTS values due to
DNA damages. In the some other way, the combine uses of humic acid and heavy
metals result in decreases of retrotransposon polymorphism and DNA demages and also
increase of GTS values. The evaluations of research data provides to suggest that humic
acid can be used to reduces toxic effects of heavy metals on the polluted agricultural
areas.

2016, 112 pages

Keywords: Corn, Heavy Metal Stres, Humic Acid, IRAP, REMAP, Retrotransposon



TESEKKUR

Yiiksek Lisans tezi olarak sundugum bu c¢alisma, Atatiitk Universitesi Fen Fakiiltesi

Biyoloji Béliimii, Molekiiler Biyoloji ve Bakteriyoloji Laboratuari’nda yapilmastir.

Yiiksek lisans tez calismam boyunca yardim ve katkilariyla bana yol gdsteren
saygideger tez danmismanim Saym Dog¢. Dr. Mahmut Sinan TASPINAR’a sonsuz

tesekkiirlerimi sunarim.

Tez caligmalarim siiresince manevi destegini ve yardimini hi¢gbir zaman esirgemeyen
Sayin Prof. Dr. Giileray AGAR’a bana ayirdig1 degerli zaman ve sagladigi imkanlar icin

sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Tezimin baglangicindan bitimine kadar bana inanan, benden yardimlarini esirgemeyen,
her zaman yanimda olan, bildiklerini paylasan ve paylasmamizi 6greten Saym Yrd.
Dog. Dr. Murat AYDIN’a tesekkiirii bir borg bilirim.

Yine bana bilgilerini aktaran, tez asamam boyunca yardimlarini esirgemeyen Sayin Ars.
Gor. Esra ARSLAN’a, Saym Burcu SIGMAZ’a, Saymm Semra YAGCI'ya ayrica
Molekiiler Biyoloji ve Bakteriyoloji Laboratuari’nda c¢alisan arkadaslarima tesekkiirii

bir borg bilirim.

Laboratuvar ve tez c¢alismalarimda her zaman yanimda olan degerli ¢alisma arkadasim
Sayin Seba TURHAN a tesekkiirii bir borg bilirim.

Calismamda manevi desteklerini higbir zaman esirgemeyen Sayin Eda CIMIN’e, Sayin
Kardelen AKYUREK’e, Saym Onur VURAL’a, Saym Ars. Gor. Sibel TURAN’a,
Saymn Yusuf Zekeriya BALIK’a, Saym Mustafa YILGIN’a, saygideger bdoliim
hocalarima ve tez asamamda benimle bilgilerini paylasan ve yol gdsterip destegini

esirgemeyen Sayin Ahmet KARAKUS a tesekkiirlerimi sunarim.

Hayatimin her aninda maddi ve manevi desteklerini esirgemeyen, ilgi ve sevgilerini her
zaman hissettigim babam Saffet YIGIDER, annem Nursel YIGIDER ve abim Sel¢uk
YIGIDER’e hep yanimda olduklar1 ve bana giivendikleri i¢in sonsuz tesekkiirlerimi

sunarim.

Esma YiGIiDER
Haziran, 2016



ICINDEKILER

OZET oottt bbbttt [
ABSTRACT <t I
TESEKKUR .....coctiiitiiiieteiiieiss sttt sttt bttt ii
SIMGELER ve KISALTMALAR DIZINI......ccccooviiiiiiiiesscesee e Vi
SEKILLER DIZINI.....cooiiiiiiiiiiceceee ettt Xi
CIZELGELER DIZINI ..ot Xii
R € 1 21 1T 1
2. KURAMSAL TEMELLER.....cccoiiiiiii e 18
B B\ 3§ PO U RO PRSPPI 18
2.2 SUETER.... A . . O N ... 21
2.2. 1. ADIYOTIK STIES ..ottt 22
230 AZIE MEtal SEIEST ..ovviiviiiiiiiiiiciisic i 24
2.4, HUMIK ASIT ..o 30
2.5, TraNSPOZONIAT .......cviiiiieieiieieiee et 32
2.5.1. RetrotranSPOSONIAr...........coviiiiieiiece e 33
2.5.1.a. LTR’1i retrotranspoSOnIar...........ccovviiiiiiiiiiiiie e 33
2.5.1.b. LTR’S1Z 1etrotranSpOZOnIar ..........ccocvirieriiiiie e 34
2.5.2. DNA transpoZonlart ..........cceoiiiiiiiiiiiiiieii e 35
2.5.3. S1nif I tranSpOZONIAr .......coevviiiiiiiiici i 36
2.6. Retrotranspozonlari Belirlemede Kullanilan Molekiiler Markirlar-..................... 37

2.6.1. Sequence-specific amplified polymorphism (SSAP-Diziye Ozel
Cogaltma Polimorfizmi) ........cccoviiiiiiiiiiiii 38
2.6.2. Retrotransposons- based insertion polymorphism (RBIP-Retrotranspozon
Temelli Insersiyonel POIMOIfiZm) ...........ccccvvvveviiriveiiecreiieecesseseseeee s 39
2.6.3. Inter-primer binding site Amplification (iPBS-Primer Arasi1 Baglanti

Yerinin Co Zaltmast)....c.vvivioiiiiieeii e 40
2.6.4. Inter-SINE Amplified Polymorphism (ISAP-SINE Arast Cogaltma
POIIMOITIZIMI) oo e 41

2.6.5. Inter-Retrotransposons Amplified Polymorphisms

(IRAP-Retrotranspozonlar Arast Cogaltma Polimorfizmi) ...........ccccevvrvnnnnne. 42



2.6.6. Retrotransposon-Microsatellite Amplified Polymorphism (REMAP-

Retrotranspozon Mikrosatellit Cogaltma Polimorfizmi) .........cccccveeviiiiinnnne 43
2.7. Epigenetik ve Transpozon TSKisi ...........cccveeriicverieerericreieeieseeee e 44
3. MATERYAL ve YONTEM..........ccooeviiiiiiiiiieiieieieees e 46
3L MAALEIYAL. ... 46
3.1.1. Kullanilan bitkisel materyal ...........cccooiiiiiiiiiiiii e 46
3.1.2. Yararlanilan alet ve cithazlar..........cccccoeiiiiiiiiiie e 46
3.1.3. Kullanilan ¢ozelti ve solUSYOnIar ..........coceiiiiiiiiiiiiccceceeec e 47
3.1.3.a. Kullanilan agir metal ve humik asit ¢OZeItisi ......cccuvvveriiiiiiiiiiiiie e, 47
3.1.3.b. DNA izolasyonu i¢in kullanilan ¢ozeltiler; ...........cooiveriiiiiiiiiiiiieeee, 48
3.1.3.c. PCR ve elektroforez islemleri i¢in kullanilan ¢ozeltiler............ccceveirnennee. 51
3.1.3.d. Sterilizasyon islemleri i¢in kullanilan ¢ozeltiler ............cccocoeiiiiiiiiiinnnnnn. 52
R €071 11<) o TP PP PPPPPO 52
3.2.1. Agir metal ve humik asit ¢ozeltilerinin bitkiye uygulanmast..............cccceeneee. 52
3.2.2. DNA TZOIASYONU ...ttt bbb 53
S2EMRAP 4. . 0. .. 40 ... ... ... 54
3.2.3.8. IRAP PIIMETIEIT ..ot 54
3.2.3.0. IRAP-PCR ProtOKOITL .....evveiieiieieiiisiesie st 54
324, REMAP ..o 56
3.2.4.2. REMAP PIIMETIEIT ..o 56
3.2.4.0. REMAP-PCR ProtoKOIl........crvereiriiiiiiiiiiiiieieiese e 56
3.2.5. AQaroz jel eleKtrofOrezZi......c.coucveiieiicic e 57
3.2.6. IRAP, REMAP analizleri ve genomik kararlilik sabitliginin (%GTS)
DEIIFIENMEST ... 58
4. ARASTIRMA BULGULARI ......ccooooiiiiiiiiiice e 59
4.1. IRAP, REMAP Analizleri ve Genomik Kalip Kararlilig1 (Genomik Template
SEADTHLY; YOGTS) ot 59
4.2. IRAP-REMAP Jel GOrintlleri.........cuerviviiiiiiiiiiic i 82
5. TARTISMA Ve SONUC .......ccoiiiiiiiieiieie ettt 86
KAYNAKLAR Lottt bbbttt b e bbb 97
(0746 ) 1)1 1 15T 113



SIMGELER ve KISALTMALAR DiZiNi

AA Askorbat

ABA Absisik asit

Ac Aktivator elementi

AFLP Amplified fragment length polymorphism (Cogaltilmis parga uzunluk
polimorfizmi)

ALDH Aldehit dehidrogenaz

APX Askorbat peroksidaz

ATP Adenozin trifosfat

ATPaz Adenozin trifosfataz

B Bor

bp Base pair (baz ¢ifti)

BPs Toplu partikiiller

C Karbon

Ca Kalsiyum

CAT Katalaz

Cd Kadmiyum

CDF Katyon diflizyon kolaylastirici

cm® Santimetrekiip

Co Kobalt

Co(NOs3),.6H,O Kobalt nitrat hekzahidrat

CpG Sitozin-fosfat-guanin bolgeleri

CRES Cis-diizenleyici elementler

CTAB Setil trimetil amonyum bromiir deoksiriboniikleik asit

Cu Bakiar

dH,0 Distile su

DME Demeder

DNA Deoksiribontikleik asit

dNTP Deoksiniikleotit trifosfat

Ds Ayrigma elementi

Vi



EDTA
ENP
epiRILs
FAO

Fe
FeSO,
GAA
GCR2
GPx

GR
GSH
GSSG
GST
GTS

H20;
ha
HA
HCI
Hg
HM
HNS
IRAP

IRT
ISSR
IPBS

Etilendiamintetraasetik asit

Engeneered nanoparticle

Epigenetic recombination inbred lines

Food and Agriculture Organization of the United Nations (Birlesmis
Milletler Gida ve Tarim Orgiitii)

Demir

Demir-1I siilfat

Glasiyel asetik asit

G-protein coupled reseptor

Glutatyon peroksidaz

Gram

Glutatyon rediiktaz

Indirgenmis glutatyon

Oksitlenmis glutatyon

Aldehit dehidrojenaz

Genomik template stability (Genomik kararlilik sabitligi)

Hidrojen

Hidrojen peroksit

Hektar

Humik asit

Hidroklorik asit

Civa

Humik maddeler

Hogland besi ortami

Inter-retrotransposon amplified polymorphism (Retrotranspozon arasi
cogaltma polimorfizmi)

Demir ile indiiklenmis tasiyici

Inter-Simple Sequence Repeat (Basit dizi tekrarlari arasi)

Inter-primer binding site amplification (Primerler arasi baglanma
yerinin ¢ogaltilmasi)

Potasyum

Vil



LEA

LTR
Mg
mg
MITE

miRNA

ml

mM

Mn
MnSO4.H,0
Mo

MRNA
MSAP

MT

NA
Na,SO,
NaCl
NADPH
NaOClI
ng

Ni

NO

Nramp

NtGPDL
0O,
.02-

Late Embryogenesis Abundant proteins (ge¢ embriyogenez bagimli
proteinler)

Long terminal repeats (Uzun ug tekrarlar)

Magnezyum

Miligram

Miniature 1mverted repeat transposable element (Minyatiir evrik
tekrarli yer degistirebilen element)

Mikro RNA

Mililitre

Milimolar

Mangan

Mangan siilfat monohidrat

Molibden

Messenger ribonucleic acid (Mesajci riboniikleik asit)
Methylation-sensitive amplified polymorphism (Metilasyona duyarli
¢ogaltma polimorfizmi)

Metallotiyonein

Azot

Nikotinamin

Sodyum siilfit

Sodyum kloriir

Nikotinamid adenin dintikleotid

Sodyum hipoklorit

Nanogram

Nikel

Nitrik oksit

Natural Resistance-Associated Macrophage Proteins (Dogal dirence
bagimli makofaj proteinleri)

Gliserolfosfodiesteraz

Oksijen

Stiperoksit

viii



OECD

OH’
P

PBS

PCR

pH
PLGSH-Px
POX

ppm
RBIP

REMAP

RNA
RNAI
ROS
ROS-1
RT

SINE

siRNA
SOD
Spm
S-SAP

TBE
TE
TE
TPase

Organisation for Economic Co-operation and Development
(Ekonomik Kalkinma ve Isbirligi Orgiitii)

Hidroksil

Fosfat

Primer binding site (Primer baglanma bolgesi)

Polymerase chain reaction (Polimeraz zincir reaksiyonu)

Power of hydrogen

Fosfolipit-hidroperoksit glutatyon peroksidaz

Peroksidaz

Parts per million

Retrotansposon based nsertional polymorphism (Retrotranspozon
temelli insersiyonel polimorfizm)

Retrotransposon-microsatellite amplified polymorphism
(Retrotranspozon —mikrosatellit ¢ogaltma polimorfizmi)

Riboniikleik asit

RNA-interferaz

Reaktif oksijen tiirleri

Repressor of silencing-1 (baskilayici susturma)

Ters transkriptaz

Siilfiir

Short interspersed nuclear elements (Kisa serpistirilmis niikleer
element)

Small RNA

Stiperoksit dismutaz

Suppressor mutator

Sequence-spesific amplified polymorphism (Diziye &6zel g¢ogaltma
polimorfizmi)

Tris-borat-EDTA tamponu

Transpozon elementleri

Tris-EDTA tamponu

Transpozaz



TPRT

tRNA
USDA
uv

Vv

viv
ZnS0,47H,0
ZIP

Zn
ZRT
Hg

ul

uM

Target-primed ~ reverse  transcription  (primer  hedefli  ters
transkripsiyon)

Transfer ribonucleic acid (Tasiyici1 riboniikleik asit)

United States Department Of Agriculture (ABD Tarim Bakanligi)
Ultraviyole

Volt

Hacim/Hacim

Cinko stilfat heptahidrat

Protein tasiyicilar

Cinko

Cinko ile diizenlenmis tasiyici

Mikrogram

Mikrolitre

Mikromolar



SEKILLER DiZiNi

Sekil 2.1. Bitkilerin abiyotik strese verdigi cevaplar..........cccoceiiiiiiiiiicniicece 23
Sekil 2.2. Bitkilerde stres tolerans YOlU .........cccccvevveiiiie i 24
Sekil 2.3. Bitkilerde varsayilan metal tagiy1Cilar ..........cccovvviiiiiiiiiiei i 27
Sekil 2.4. LTR retrotranspozonlarinin bilyiik iki sinifi copia ve gypsy......ccocervverinnne 34
Sekil 2.5. Otonom ya da otonom olmayan LTR’siz transpozon LINE ve SINE’lar ...... 35
Sekil 2.6. S-SAP Modelini Gosteren Bir Taslak..........coccovvviiiiiiiiiiiiiiieie e 39
Sekil 2.7. Retrotransposon based insertion polymorphism (RBIP). .......ccccceeevvevieenee. 40
Sekil 2.8. IPBS nin $ematik @OSLEIiMi.........ovvevevreeerererisescseessssesessesesssesensesesesesesneeen. 41
Sekil 2.9. IRAP (Inter-Retrotransposon Amplified Polymorphism) ...........cc.cociiiinnns 43
Sekil 2.10. REMAP (Retrotransposon-microsatellite amplified
polymorphismamplifikasyon) ..o 44

Sekil 4.1. E2647-IRAP primerine kars1 olugsan (Demir-Cinko) amplifikasyon

LR 10 (S o USSR OPUURUPRUPRTPN 82
Sekil 4.2. Nikita-N57-IR AP primerine kars1 olusan (Demir-Cinko) amplifikasyon

UITNLETT 1.t ne e 83
Sekil 4.3. Stowaway+8081-REMAP primerine kars1 olusan (Demir-Cinko)

amplifikasyon Uriinleri..........ccoiiiiiiii e 84
Sekil 4.4. E2647-IRAP primerine karsi olusan (Mangan-Kobalt) amplifikasyon

UITNIETT 1.t ne e 84
Sekil 4.5. Stowaway+8081-REMAP primerine karsi olusan (Mangan- Kobalt)

amplifikasyon Uriinleri..........ccoiiiiiiii e 85

Xi



Cizelge 2.1.
Cizelge 2.2.
Cizelge 2.3.
Cizelge 2.4.
Cizelge 2.5.
Cizelge 3.1.
Cizelge 3.2.
Cizelge 3.3.
Cizelge 3.4.
Cizelge 3.5.
Cizelge 4.1.
Cizelge 4.2.
Cizelge 4.3.
Cizelge 4.4.
Cizelge 4.5.
Cizelge 4.6.
Cizelge 4.7.

Cizelge 4.8.

Cizelge 4.9.

CIZELGELER DIiZiNi

Misir tiirleri ve alt thrleri ......covveiiiiiiiii
Biyotik ve Abiyotik stres faktorler .......ccovvvviiiiiiiiiiiiiie e,
Hidroksil radikallerini igeren kimyasal reaksiyonlar...........ccccoocvveiivnennnnnn.
ROS’lara kars1 (enzim ve antioksidant) savunma Sistemi ...........cccccceveeneene
Bitkilerde transpozon elementlerine ornekler............ccocovviiiiiciiiiiinen.
Tez kapsaminda kullanilan alet ve cihazlar............ccccoviviiiiiiiieiie e,
IRAP-PCR’da kullanilan primer dizileri, erime (Tm) ve baglanma

(Ta) S1CAKIKIATT ..o
IRAP-PCR bilesenleri ve konsantrasyonlart ............cccooeeevieenienininesnennnns
REMAP-PCR’da kullanilan primer dizileri...........cccoeviieiiiiiieniiiiic i
REMAP-PCR bilesenleri ve konsantrasyonlari...........ccccvevviiiiiiicnnnnnn
Mn ve HA uygulamasinda IRAP markirinda kontrole gore degisen
bantlarin molekiiler aZirlig1 (BP) .....coovvvveiiiiiiiiee e
Mn ve HA uygulamasinda REMAP markirinda kontrole gore degisen
bantlarin molekiiler agirligt (bp) ......ocvvveiiiiiii
IRAP markirinda Mn ve HA uygulamasina gore genomik kararlilik
sabitliligi oranlart (YoGTS) .oooovveiiiiiee
REMAP markirinda Mn ve HA uygulamasina gére genomik kararlilik
sabitliligi oranlart (YoGTS) ..cooviiiiiiie e
Co ve HA uygulamasinda IRAP markirinda kontrole gore degisen
bantlarin molekiiler aZirlig1 (bp ....ccvvevveiiei e
Co ve HA uygulamasinda REMAP markirinda kontrole gore degisen
bantlarin molekiiler agirligt (bp) ......ocvvvviiiiiiii
IRAP markirinda Co ve HA uygulamasina gore genomik kararlilik
sabitliligi oranlart (Y%oGTS) .oooovviiiiiie e
REMAP markirinda Co ve HA uygulamasina gore genomik kararlilik
sabitliligi oranlart (YoGTS) ..cooviiiiiiiei e
Zn ve HA uygulamasinda IRAP markirinda kontrole gore degisen
bantlarin molekiiler agirlig1 (bp) ....cvvevvvriiiiiii e

xii



Cizelge 4.10.

Cizelge 4.11.

Cizelge 4.12.

Cizelge 4.13.

Cizelge 4.14.

Cizelge 4.15.

Cizelge 4.16.

Zn ve HA uygulamasinda REMAP markirinda kontrole gére degisen

bantlarin molekiiler agirlig1 (bp) ..ocvvvvvvviiiiiiii 75
IRAP markirinda Zn ve HA uygulamasina gére genomik kararlilik
sabitliligi oranlart (Y0GTS) ....cvveiiiiieier e 76
REMAP markirinda Zn ve HA uygulamasina gore genomik kararlilik
sabitliligi oranlart (YoGTS) ....c.eeiiiiiiiie e 77
Fe ve HA uygulamasinda IRAP markirinda kontrole gore degisen
bantlarin molekiiler agirli1 (BP) «..veeevvveiiiieiiiieiiie e 78
Fe ve HA uygulamasinda REMAP markirinda kontrole gore degisen
bantlarin molekiiler agirlig1 (Bp) ..ocovvevveiiiiiiic 79
IRAP markirinda Fe ve HA uygulamasina gére genomik kararlilik
sabitliligi oranlart (YoGTS) ....cueeiiiiiiiie e 80
REMAP markirinda Fe ve HA uygulamasina gore genomik kararlilik

sabitliligi oranlart (YoGTS) ......coiriiiiiie i 81

Xiii



1. GIRIS

Son zamanlarda sanayilesmenin de artmasiyla ¢esitli kaynaklardan ¢ikan kati, sivi gaz
halindeki kirleticiler zamanla hava, su ve toprakta birikerek ¢evre Kkirliligine neden
olurlar. Olusan ¢evre kirliligi sonucunda tarim alanlar1 bitkilerin gelisimi i¢in uygun
olmayan kosullar haline gelir. Degisen cevre sartlar1 bitkilerin biiyiime ve gelismesini
olumsuz yonde etkileyerek strese girmelerine neden olur (Nagajyoti et al. 2010).
Ozellikle agr metal kirliligi; endiistriyel atiklar, tarimda ilag kullanimi, maden
ocaklarinin, artmasiyla giinimiizde ciddi bir sorun haline gelmistir. Diger taraftan
biyotik faktorlerden olan hastalik, zararli ve yabanci otlardan dolayi diinyada bugday,
musir, ¢eltik, pamuk, soya gibi 6nemli kiiltiir bitkilerinde iiriin kayb1 %67,15 dir (Oerke
et al. 2012).

Bitkilerin hayatlarini siirdiirmeleri i¢in gerekli olan elementlere ‘bitki besin elementleri’
denir. Bir bitki dokusunda dogadaki biitiin elementlere rastlamak miimkiindiir. Dogada
bulunan elementlere bitkinin ihtiyact olsun ya da olmasin fazla ya da az miktarda
biinyesine alma 6zelligi vardir. Karbon (C), hidrojen (H), oksijen (O), azot (N), fosfor
(P), potasyum (K), siilfiir (S), kalsiyum (Ca), magnezyum (Mg), demir (Fe), ¢cinko (Zn),
mangan (Mn), bakir (Cu), bor (B), klor (Cl), nikel (Ni) ve molibden (Mo) gibi
elementler biitiin bitkiler i¢cin mutlak gereklidirler (Okcu vd 2009). Bakir (Cu), ¢inko
(Zn), demir (Fe), mangan (Mn), molibden (Mo), nikel (Ni), ve kobalt (Co) esansiyel
mikroelementlerdir (Reeves and Baker 2000). Mikroelementler ayn1 zamanda ¢evrede
bulunma oranlarina gore ultra iz (1 pg kg™, ya da pg L") ya da iz olarak (10 mg kg™, ya
da mg L") adlandirilirlar (Nagajyoti et al. 2010).

Ozgiil agirhig 8,9 g/em® olan kobalt bitkiler ve hayvanlar igin iz miktarda gerekli mikro
besin elementidir (Okcu vd 2009). Kobalt elementi bitkilerde vitamin B, formunda
bulunur (Beyersmann and Hartwig 1992; (Mateuca et al. 2005; Norwood et al. 2007).
Kobalt elementinin gesitli topraklarda ortalama konsantrasyonlar1 10-40 mg kg™
arasinda degisir. Bitkiler icin toprakta uygun olan kobalt miktar1 0,1-70 ppm

arasindadir. Kobalt toprakta Co™ ve Co™ iki oksidasyon formunda bulunur. Toprakta



yeterli miktarda kobalt biyolojik aktivite i¢in gereklidir (Bakircioglu 2009). Misir
bitkisinde ortalama kobalt konsantrasyonu 0,148 ppm’dir (Erturk et al. 2013).

Mangan bitkilerin biiylimesi ve gelismesi igin temel mikrobesin elementlerindendir ve
Ozgiil agirhig: 7,4 g/cm3 diir. Protein ve karbonhidratlarin sentezi, solunum ve fotosentez
olaylarinda birgok enzime bagh olarak énemli rol oynamaktadir (Okcu vd 2009). Mn*?
olarak toprakta bulunan mangan toprak ¢ozeltisinden alinir. Mangan tiirleri 25-8000 pg

L™ arasinda toprakta ¢ozlinmiis halde bulunur (Bakircioglu 2009).

Cinko bitkiler i¢in ¢ok gerekli bir elementtir ve dzgiil agirhgr 7,1 g/em® tiir. Bitkilerin
biinyelerinde barindirdiklart enzimlere bakarak, karbonhidrat, protein, fosfat, RNA
olusumunda rol aldig1 sdylenebilir. Membranlarin gegirgenligin de dnemli roli oldugu
bulunmustur. Bunlara ilaveten bakteri ve mantarlarin olusturdugu hastaliklara karsi
koruyucu etkisi oldugu da bilinir (Okcu vd 2009). Topraklarda bulunan ¢inko
konsantrasyonu 10-300 ppm arasindadir, bitkiler tarafindan alinabilir ¢inko
konsantrasyonu 3,6-5,5 ppm arasinda degisiklik gostermektedir. Cinko agir metali hem
enzim reaksiyonlarinin aktivatorii ve kofaktorii olarak (Nagajyoti et al. 2010) hem de
metaloproteinlerin prostetik grubu olarak katalitik etki gosterir. Bu iz miktardaki
elementlerin redoks reaksiyonlarina katilmak, elektron transferi yapmak ve niikleik asit
metabolizmasinda yapisal islevleri vardir (Roat and Das 2003). RNA polimeraz,
stiperoksit dismiitaz, alkol dehidrogenaz, karbonik anhidraz gibi bir¢ok enzim ¢inko

igerir. Cinko ribozomun biitiinliigiinii korumak igin gereklidir (Nagajyoti et al. 2010).

Demir tiim organizmalar i¢in bir¢ok metabolik siiregte Onemli bir rol oynayan
vazgecilmez bir elementtir. Demir redoks reaksiyonlarini katalize eder ve proteinin bir
bileseni olarak bulunur (Nagajyoti et al. 2015). Demirin 6zgiil agirhig: 7,9 g/cm3 diir.
Toprak ¢ozeltisinde demir konsantrasyonu 30-550 pug L™ arasindadir (Rodecap et al.
1994). Yeryiiziinde demir bol miktarda bulunsa da ¢dziinemeyen formu olan Fe®
¢okeltileri hakimdir ve ozellikle notr ve alkali topraklarda bitkiler biiyiik 6lgiide bu
formu kullanamazlar. Koklerden demir alimi bitkideki demir durumuna gore ayarlanir.

Ayrica diger elementlerin bitkilerde ki durumu da demir durumuna gore degisebilir



(Cohen et al. 1998). Rodecap et al. (1994) Arabidopsis bitkisinde demir eksikligi olan
bitkiler ile demir fazlalig1 olan bitkileri kiyaslamis ve demir eksikligi olan bitkilerin
tohumlarinda ve ¢igek salkimlarinda magnezyum ve kadmiyumun yiiksek

konsantrasyonlarda oldugunu bildirmistir.

Bitki besin elementleri bitkiler i¢in gerekli olsada dogadaki biitiin elementler bitkiler
icin esansiyel degildir ve fazla miktarda bulunmasi bitkilerde toksik etkiye neden
olabilir. Civa (Hg) ve kadmiyum (Cd) gibi bazi agir metaller bitkiler igin esansiyel
degildir ve diisiik konsantrasyonlarda bile bitkide ciddi toksik etki yaparlar (Salt et al.
1995; Rubin et al. 2005). Agir metaller arasinda en fazla toksik etki yapan metaller
kadmiyum (Cd), kursun (Pb) ve civa (Hg) olarak bilinmektedir (Cepel 1997). Kobalt
toksisitesi topraktaki kobalt konsantrasyonuna baglidir, eger toprak ve bitkide bulunma
smirt asilirsa toksik etkisi gozlenmektedir (Mico6 et al. 2008; Li et al. 2009).

Agir metallerin dokuda fazla miktarda birikimi bitkide strese neden olmakta ve
¢imlenme, enzim aktivitesi, transpirasyon, mineral besin alimi, stoma hareketleri,
fotosentez, niikleik asit yapisi, su absorbsiyonu, protein sentezi, membran stabilitesi ve
hormonal denge bozukluklar1 gibi bir¢ok olayin bozulmasina neden olmaktadir
(Kennedy and Gonsalves 1987). Kobalt elementi genellikle toprakta faydali olarak
tanimlanir fakat metal rafineleri ve tarimsal atiklardan dolayr kirletici olabilir. Artan
kobalt miktar1 bitkilerin biiylimesini ve metabolik fonksiyonlarini ciddi bir sekilde
etkiledigi ve hiicre zari, bitki hiicresi ve 6nemli metabolik maddelere geri doniisiimsiiz
olarak zarar verdigi bilinir. Kobalt elementi bitkilerde, agirligi azaltmasinin yani sira
bitkinin aktif iyon tagimasini ve yesillenmesini engeller (Imtiyaz et al. 2014). Mn
elementi gerekli besin elementi olmasimna ragmen 500 ppm mangan varliginda biitiin
bitkiler etkilenir (Bakircioglu 2009). Mangan toksisitesinin bitki iizerine besin aliminda
azalma, klorofil biyosentezi inhibisyonu, fotosentez olayinin azalmasi: gibi hayati
sonuglart vardir (Sheng et al. 2015). Topraklarda fazla miktarda ¢inko biriktiginde
bitkilerin kok ve siirglin biiyimesi azalir, kokler incelir, geng yapraklar kivrilir ve
kloroz goriiliir, hiicre biiylimesi ve uzamasi engellenir, hiicre organelleri pargalanir ve

klorofil sentezi azalir (Roat and Das 2003). Bitkilerdeki ¢inko konsantrasyonlart normal



bitkilerde 5-100 ppm arasindadir. Goriilen toksisiteler genellikle 400 ppm’den sonra
baslamaktadir (Asri ve Sonmez 2006).

Hu and Wenjiao (2015) yaptig1 bir ¢alismada ¢inkonun orta ve yiiksek seviye dozlarina
(0-400 mg L™ bir mangrove ¢esidi olan Kandelina obovata L. tolerans ve birikim
potansiyelini incelemislerdir. Sera ortaminda gerceklestirilen deneyde toplam biyokiitle,
yaprak alani, kok uzunlugu, kok sayisi iizerine ¢inkonun etkisi incelenmistir. Bu
deneyde ayni zamanda ¢inko bitkide birikimi incelenmistir. K. obovata ¢inkonun 400
mg L'dozunda hayatta kalmistir ancak bu konsantrasyonda biyokiitlede %34’e varan
azalma gOriilmistiir. Yilksek seviyede c¢inko uygulamasinda bitki koklerinin
antioksidant enzim seviyelerinde ©nemli miktarda artis olmustur. K. obovata
tohumlarinda agir metale tolerans 200 mg L™ dozuna kadar goriilmiistir. Demir
hiicresel olaylar i¢in gereklidir ancak miktar1 asildigi zaman toksisiteye neden olur.
Demir radikal reaksiyonlarda katalitik rol oynar. Demirin dokuda dengesinin bozulmasi
hiicresel lipit, niikleik asit, protein ve karbonhidratlar gibi hiicresel hasara neden olur
buda hiicresel fonksiyonlarin ve hiicresel biitiinliigiin bozulmasi ile sonuglanir (Britton

et al. 2002).

Kouhi et al. (2015) yapmis olduklar1 bir ¢aligmada ise kolza (Brassica napus L.) bitkisi
lizerine ¢inko iyonlarinin (Zn+2) farkli ¢inko kaynaklarmin ¢inko oksit (ZnO) NPs
(nanopartikiiller), ZnO BPs’nin (toplu partikiiller) yiliksek konsantrasyonlarina uzun
siire maruz birakilmasindan sonra karsilastirilmali etkileri incelenmistir. Tohumlar dort
farkli gruba ayrilmistir; birinci grup kontrol grubu, ikinci grup ZNO NPs’nin bes farkl
dozu (10, 25, 50, 75, 100 mg L™), ii¢iincii grup ZNO BPs (250 mg L™) ve dérdiincii
grupta Zn*#nin alt: farkli konsantrasyonu (8, 20,1, 40,2, 60,2, 80,3 ve 200 mg L™%)
uygulanmis ve bu dort grup %10 Hoagland nutrient solution (HNS) besi ortaminda
biiyiitiilmiistlir. Kolzanin biiylimesi iizerine uygulamalarin inhibitor etkileri sirasiyla
Zn*? > ZnO BPs > ZnO NPs olarak belirlenmistir. Sonug gostermistir ki uygulamaya
cevap olarak yapraklarda ¢oziiniir seker, prolin, ¢dziiniir proteinler, toplam klorofil ve
antioksidant enzim aktivitelerinde Onemli derecede degisiklikler olmustur. Ancak

toplam fenolik bilesikler hicbir uygulama tarafindan belirgin bir sekilde



etkilenmemistir. Calismada B. napus lizerine ZnO NPs toksisitesi Zn*?

veya ZnO
BPs’ye gore daha diislik oldugu goézlemlenmistir. B. napus tizerine ZnO NPs ve BPs’nin
negatif etkisi kismen ¢oziinen Zn*? iyonlarimin toksik etkilerinden dolay1 olabilecegi
ifade edilmistir. Bu olay muhtemelen kok salgisi tarafindan uyarilma ya da fonksiyonel
ve yapisal bozukluklar ile koklerin ZnO parcaciklarinin fiziksel etkilesimine dayanir.
ZnO BPs’nin 250 mg L konsantrasyonunun yapraklardaki SOD aktivitesini artirirken
Zn ne 8 nede 20,1 mg Lt konsantrasyonunun SOD aktivitesinde Onemli derecede

degisiklige neden olmadigi bildirilmistir.

Imtiyaz et al. (2014) Glycine max bitkisine kobalt ve kursunun (50, 100 ve 150 uM) ii¢
farkli konsantrasyonu uygulamistir. Kursunun karbonhidrat igerigi, protein, prolin,
karetenoidler ve klorofil a, b gibi biyokimyasal bilesenler iizerine etkisini ve kobaltin
fitotoksisitesi tizerine etkisini inceleyen calismalar yiiriitmiistir. Kobalt ve kursuna
maruz kalan soya cesitlerinde klorofil, karetenoidler, karbonhidrat, protein ve prolin
iceriginde azalmalar olmustur. En fazla zararli etkinin 100 ve 150 pM

konsantrasyonlarda oldugu ortaya ¢ikarilmistir.

Agir metal stresinin bitkide neden oldugu morfolojik ve fizyolojik etkilerin yaninda
oksidatif strese neden olarak ¢ogu hiicrede molekiiler diizeyde degisikliklere ve gen
mutasyonlarina yol actigi Dbilinmekte olup bu nedenle agir metal stress
mekanizmalarmin arastirilmasi giderek 6nemli bir konu haline gelmistir. Bitkilerde ag1r
metal stresi oksidatif stresine de yol agar (Schiitzendiibel and Polle 2002). Oksidatif
stres sonucunda DNA’da mutasyonla sonucglanacak hasarlar meydana gelebilir

(Blokhina et al. 2003).

Bitkiler enerji iiretimi i¢in oksijen kullanmaktadir ve O”’nin HyO’ya indirgenmesi
sonucunda reaktif oksijen tiirleri olan O, H,O, OH" agiga ¢ikmaktadir. Asirt miktarda
alinan enerji O;’yi reaktif oksijen tiirii olan 102’ye (singlet oksijen) doniistiiriir. (Foyer
et al. 1994; Caylak 2011). Singlet oksijen iceriginde metal olan enzimlerin Fe™ ve
Cu+2’yi ve quinonlari indirgeyerek inaktif hale getirir. H,O enzimlerin tiyol gruplarma

etki ederek oksidasyona sebep olur ve enzim aktivitesini bozar. H,O, alkali kosullar



altinda bir niikleofil ve asidik kosullarda bir elektrofil gibi reaksiyon verir (Doskocil et
al. 2014). Redoks aktive edici metal iyonlar1 Fenton ve Haber-Weiss reaksiyonlarina
katilabilir ve bdylece hidroksil gruplarinin olusumunu tetikleyebilirler (Halliwell and
Gutteridge 1990). Hidroksil radikali DNA’y1 etkileyerek serbest bazlarin olusumuna
ipliklerin kirilmasina, apiirinik ve apimidinik bolgelerin olusmasina ve ¢apraz
baglantinin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir (Miser-Salihoglu et al. 2010). OH
biyolojik molekiillerin hepsiyle tepkimeye girebilir ve ¢ok fazla iiretildigine hiicrelerin
6liimiine neden olur (Halliwell and Gutteridge 1990). Reaktif oksijen tiirleri, aerobik
metabolizmanin toksik {riinleri olarak kabul edilmistir. Bitkilerde hayatlarin1 devam
ettirebilmek i¢in serbest radikallere karsi cesitli antioksidanlara sahiptirler. Bu
antioksidanlar enzim yapili olanlar ve olmayanlar diye ikiye ayrilir. Enzimatik
antioksidanlar siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), fosfolipit hidroperoksit
(GPX) ve peroksidazlar, aldehit dehidrojenaz (ALDH) , glutatyon s-transferaz (GST),
fosfolipit-hidroperoksit glutatyon peroksidaz (PLGSH-PX), askorbat peroksidaz (APX),
NADPH-bagimlt quinon oksirediiktaz ve aldoketorediiktaz ile uzaklastirilabilir.
Enzimatik olmayan antioksianlar ise vitamin E, askorbik asit, glutatyon ve fenolik
bilesiklerdir (Caylak 2011). Son yillarda yapilan arastirmalar ROS’larin biiylime,
gelisme, abiyotik ve biyotik ¢evresel uyarilara tepki ve hiicre 6liimii programlama gibi
bitki kontrol sistemlerinde 6nemli bir sinyal roliine sahip oldugunu géstermistir (Asada
2006). Bitki hiicrelerinde ROS kloroplast, mitokondri, plazma membrani, apoplastik
alanlarda meydana gelmektedir. Peroksizomlarda da normal metabolizma siiresince
stiperoksit radikalleri meydana gelmektedir. Meydana gelen reaktif oksijen tiirleri, SOD
ve glutatyon rediiktaz (GR) gibi antioksidan savunma sistemi tarafindan etkisiz hale

getirilmektedir (Luis et al. 2002).

Rellan-Alvarez et al. (2006) musir bitkisinin oksidadif strese tepkisini belirlemek igin
bir hidrofobik deney gergeklestirmistir. Bitkiler farkli konsantrasyonlarda kadmiyum ve
civa bulunan ortamda biiyiitiilmiis ve agir metal uygulamasi yapilmistir. Agir metal
uygulamasi sonrasi bitkide oksidatif stres ortaya ¢ikmistir. ROS’larin temizlenmesinde
rol alan enzimler SOD ve APX aktivitesi Ol¢iilmiistiir. Agir metal varligi hiicresel

indirgenmis glutatyon (GSH)’1n giderek azalmasina ve fitoselatin (PC) sentezi boyunca



polimerizasyon ya da oksitlenmis glutatyon (GSSG) birikmesine bagl olarak oksidadif
stres belirtilerinde artisa neden olmustur. bitkiye 6 uM kadmiyum uygulandiginda GSH
igerigi artarken, GSSG igeriginde artis olmamus fakat 30 uM kadmiyum, 6 ve 30 uM
civa maruz birakilan bitkilerde GSH oran1 degismezken GSSG oraninda artis olmustur.
Arastiricilar fizyolojik parametrelerden aldiklari bilgilere gore civa kadmiyumdan daha

toksik etki yarattigin1 bildirmislerdir.

Misir bitkisinde yapilan baska bir ¢alismada ise demir ve krom kombine ya da tek
basia bitkilere uygulanmis ve biiylime parametreleri, klorofil igerigi, antioksidant
enzimler, lipid peroksidasyonu ve besin alimi (bakir, ¢inko ve mangan) tizerine etkileri
aragtirtlmistir. Arastirmada krom muamelesi gérmiis bitkilerin koklerinin bodurlastigi,
kok sacak olusumunun biiyiik 6l¢iide azaldigi ve yapraklarda solmalarin oldugu
gozlenmistir. Koklerde krom birikmesi sonucunda koklerden bakir absorbsiyonu
azalmistir. Demir kaynakl lipid peroksidasyonu iki konsantrasyonda da (3 ve 9 pg 1)
yapraklarda artmistir. Yapraklarin ¢ogunda antioksidan konsantrasyonlari, tek
muameleye kiyasla kombine muamelerde daha da artmistir. Metal konsantrasyonlarina
bitki morfolojik parametrelerinin hassasiyet sirasi, kok uzunlugu > siirgiin uzunlugu >
biyokiitle olarak siralanmistir. Calismada demir muamelesi yapilmis bitkilerde oksidadif

stresi Onlemek i¢in antioksidan enzimlerinin arttig1 goriilmiistiir (Mallick et al. 2010).

Yapilan bir calismada domates bitkileri manganin (80, 160, 320, 640 ve 1280 uM)
konsantrasyonlarina maruz birakilmistir. Arastirmada ilk olarak bitkilerin stres etkisini
belirlemek i¢in lipit peroksizomlart Ol¢iilmiis daha sonra CAT gen iirliniini
degerlendirmek igin strese giren domates bitkilerinde enzim aktivitesi 6l¢iilmiistiir. En
yiiksek lipit peroksizomu 1280 pM’lik dozda gozlemlenmistir. Caligmanin sonucu
olarak ROS ile ortaya c¢ikan lipit peroksidasyonu seviyesinin manganm farklh
konsantrasyonlarina bagli oldugu belirlenmistir. Bunun yan1 sira mangan stresine karsi
ortaya c¢ikan antioksidan cevaplarin domates bitkisinde CAT enzim aktivitesinin

degisimi olarak yansiyabildigi belirlenmistir (Soydam-Aydin et al. 2013).



De Oliveira Jucoski et al. (2013) yapmis olduklar bir ¢alismada geng Eugenia uniflora
bitkisi {izerine demirin toksik konsantrasyonlarinin etkisini incelemistir. Demirin ¢
farkli dozuyla muamele edilen bitkiler 45 giin pH 5,0’ da Hogland besi ortaminda
biyiitilmustir. Uygulamanin sonunda hasat edilen bitkilerde demirin yiiksek
konsantrasyonlariin bitki biiyiime oranimni diigiirdiigi goriilmiistiir. Sadece yaprak
kisimlarinda demir konsantrasyonun da ki artisa bagli olarak SOD ve GR enzim
aktivitelerinde artiglar goriilmiustiir. CAT, POX, APX seviyeleri ayn1 zamanda demirin
konsantrasyonuyla artarken maruz kalma siiresinin artmasina bagli olarak azalmstir.
GPX aktivitesi maruz kalma siiresi ve demir konsantrasyonunun artmasiyla azalmstir.
Ascorbate (AA) ve GSH igerikleri ve AA/DHA ve GSH/GSSG oranlari maruz kalma
sliresine bagli olarak artmigtir. Calismanin sonucu gostermistir ki demir toksik seviyesi
alinda gen¢ E. uniflora bitkisi oksidatif stres olusturmustur. AA ve GSH
antioksidantlarinin igerigi ve antioksidan enzimlerin aktivitelerinin degismesiyle daha

olumlu sonuglar alinabildigi vurgulanmistir.

Rao and Shekhawat (2014) Brassica juncea’da, ¢inko oksit tasarlanmis
nanopartikiillerin (ZnO ENP) bitki biiyiimesi, biyoakiimiilasyon ve antioksidatif enzim
aktivitesi tlizerine bir ¢alisma yapmistir. Tohum, topraksiz sartlar altinda degisen ZnO
ENP farkli konsantrasyonlarinda (0, 200, 500, 1000 ve 1500 mg/l) 96 saat
cimlendirilmistir. Bitki biyokiitlesindeki 6nemli azalig; prolin igerigi, lipid
peroksidasyonunun 1000 mg/l konsantrasyonuna kadar kayit altina alinmistir. Farkli
bitki dokularindaki antioksidan enzimlerinin CAT, APX, GR ve SOD aktivite ol¢iimii
yapilmistir. Ayrica ZnO ENP’lerin biyoakiimiilasyonu kaydedilmistir. Bu aragtirma ile
ENP’lerin bitki dokularindaki ROS ile beraber birikiminden dolay1 B. juncea iizerinde

tehlikeli olan 6nemli bir etkiye neden oldugu ortaya ¢ikarilmistir.

Hiicresel olaylarin genetik materyaller tarafindan kontrol edildigi bilinir ve bu genetik
materyaller ¢esitli mutajenik etkilerle bozulabilir ve bu bozukluklar onarilmadig: siirece
kalic1 olabilir. Agir metallerinde genetik materyaller {izerinde etkili oldugu
bilinmektedir. Agir metaller mutajenik etkisi niikleik asitlerin 6zel bolgelerine

baglanmasi ile ilgili olabilir. Pozitif yiiklii metal iyonlar1 dogrudan yada dolayli olarak



DNA’ nin yiiksek elketron yogunluklu veya negatif yiiklii olarak ifade edilen
bolgeleriyle etkilesime girebilirler. DNA’ nin bu gibi bolgeleri negatif yiiklii fosfat
gruplar1 ve azot ve oksijen gibi bazlarin elektron vericisi olan atomlar1 olabilir. Metal
iyonlariin niikleik asitlere baglanmasi tek zincirde ya da her iki zincirde kirilmalara
neden olabilir. Cift zincirdeki kirtlmalar homolog rekombinasyon tarafindan kismen
onarilabilir. Homolog rekombinasyonun ve nokta mutasyonlarin sikligi agir metaller
tarafindan olusturulan DNA hasarmin diizeyini yansitir (Kovalchuk et al. 2001).
Niikleik asitlerin yapisinin bozulmasi baglanan metal ¢esidine gore degisiklik
gosterebilir (Beyaztas vd 2008). Civanin ozellikle okaryotlarda ig ipliklerine ve SH
gruplarina baglanarak c-mitoz, andploidi ve poliploidiye neden oldugu bilinmektedir
(De Flora et al. 1994). Yine kadmiyum, bakir, kursun ve ¢inkonun patates ve tiitiin
bitkisinin yaprak cekirdeklerinde DNA hasarint 6l¢mek i¢in Comet testi kullanilmistir.
Agir metallerin DNA hasarinda artisa neden oldugu ve bu artisin nekrotik ve apoptotik
DNA fragmentleriyle ilgili olabilecegi bildirilmistir (Gichner et al. 2006).

Agir metallerin genetik toksisitesi DNA’da hasar yaparakgenetik toksisiteye neden
olduklar1 bilinmektedir (Bal et al. 2011). /n vivo Ve in vitro kosullarda yapilan
epidemiyolojik caligmalar metallerin epigenomu etkiledigini gostermistir. Son
zamanlarda yapilan ¢alismalar meydana ¢ikarmistir ki genetik diizenleme, epigenetik
diizenleme ve ABA-bagimli bitkisel diizenlemelerde énemli bir rol oynar. Epigenetik
gen fonksiyonlarindaki degisiklikler mitotik ya da mayotik kalitilir ve DNA dizisi
icerisinde bir degisiklik olusturmazlar (Morris 2001).

Epigenetik modifikasyonlar, genomik baskilama (Feil and Berger 2007), paramutasyon
(Alleman et al. 2006), transposon ¢ogalmasina karsi savunma (Vaucheret et al. 2001) ve
transkripsiyonel gen susmasinda (Gong et al. 2002) 6nemli bir rol oynar. Ayrica bu
olaylarin yan1 sira genomlara yanit verebilir ve epigenetik siire¢ boyunca cevreyi,
ipuglarin1 ve gelismeyi diizenler (Chinnusamy et al. 2008). Metilasyon sonucunda gen
ifadesi, agir metallerin degisiklige ugratilmasi, protein islevleri ve RNA metabolizmasi
etkilenir. Metilasyon biyolojik sistemlerde protein metilasyonu ve DNA metilasyonu

olmak tizere iki sekilde gerceklesir.



10

Arabidopsis c¢ift fonksiyonlu DNA glikosilaz/liyaz Repressor Of Silencing-1 (ROS-1)
aktivitesi DNA demetilasyonuna neden olmaktadir (Gong et al. 2002; Agius et al. 2006)

ve bu yiizden epigenom esnekliginde énemli bir rol oynar (Zhu 2008).

Arabidopsis DEMEDER (DME) ROS-1’¢ benzer bir proteindir ve endosperm de gen
baskilama ve tohum canlilig igin gereklidir (Choi et al. 2002).

Protein metilasyonunda en ¢ok histon modifikasyonlart ¢alisilmistir ve bu yiizden histon
metilasyonu olarak tanimlanir (Izmirli et al. 2012). Histon asetilasyon, fosforilasyon ve
ubikitinasyon transkripsiyonu aktive ederken (Peterson and Laniel 2004; Houben et al.
2007; Sridhar et al. 2007) biyotiniylasyon ve sumaylasyon ise gen ifadesini
baskilamaktadir (Camporeale et al. 2007). DNA ve histon modifikasyonlar1 bir
jenerasyon ya da jenerasyonlar boyunca epigenetik hafiza ile nesillere aktarilabilir

(Khorasanizadeh 2004; Vaillant and Paszkowski 2007).

Yapilan bir ¢alisma da Populus alba.’ nin bir ticari klonunun (Villafranca) ¢inko yiiksek
konsantrasyonuna toleransini arastirmak igin siirgiin sistemi ile bir in vitro model
kullanilmistir. Klorofil igerigine (yaprak klorozu) ve siirgiin ¢elikten kok olusumunun
oranina dayali hasarin parametresi olarak, 0,5-4 mM ¢inko konsantrasyonun farkli
derecelerde de olsa tiimii toksik etki yapmistir. Cinko uygulamasina maruz birakilmig
bitkilerin sap, yaprak ve koklerde ki 1, 2 ve 3 PaMT (Populus alba. Metallothioneins)
genlerinin ekspresyon profillerini incelemek i¢in Northern Blot ve Revers Transkriptaz
(RT) PCR kullanilmigtir. Yapraklarda MT1 ve MT3’tin mRNA seviyeleri ¢inko
tarafindan artirilirken, MT2’ nin transkripti etkilenmemistir. Arastirma sonuglarina
gore, PaMT ekspresyon profilleri organa 6zgii bir sekilde ¢inko tarafindan farkli bir
sekilde etkilenmistir (Castiglione et al. 2007).

Lauria et al. (2014) musir bitkisinde yaptig1 bir ¢alisma da, sekiz misir bitkisi grubu
MSAP (methylation-sensitive amplified polymorphism) ydntemi ile analiz
edilmis ve bu gruplar arasinda CCGG bolgelerinde bireyler arasinda farkli sitozin

metilasyonu bulunmustur. ilk kendileme (SO) generasyonunda farkli metillenmis
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parcalar belirlenmis ve yaklasik %12 ’nin en az alt1 generasyon boyunca mayotik olarak
kalitimsal oldugu bildirilmistir ve bu g¢alisma Mc metilasyonunun mayotik olarak

kalitsal oldugunu gostermistir.

Misirda soguk stresi DNA dimetilasyonuna neden olmustur (Steward et al. 2002).

Yine tiitiin de aliiminyum, tuz ve soguk stresinde protein benzeri gliserolfosfodiesteraz
(NtGPDL) geninin demetilasyonuna neden oldugu bildirilmistir (Choi and Sano 2007).

Son zamanlarda yapilan ¢alismalar kadmiyuma maruz kalan bitkilerde DNA metilasyon

motiflerinde degisikliklerle sonuglandigini agiklamistir (Cheng et al. 2006).

Manganin DNA replikasyonunu ciddi oranda etkiledigi bilinmektedir (Foy et al. 1978).

Vicia faba tizerinde yapilan bir ¢alismada kobaltin DNA metilasyon-demetilasyonuna

neden oldugu ortaya ¢ikmustir (Rancelis et al. 2012).

Nikel, kadmiyum ve krom gibi agir metallerin DNA demetilasyonuna neden oldugu
bulunmus ve metilasyon bolgesindeki degisiklikler MSAP yontemi kullanilarak test
edilmistir (Aino 2004).

Biyotik ve abiyotik strese neden olan bazi ¢evresel nedenler epigenetik
mekanizmalardan olan DNA demetilasyonu yoluyla transpozonlari harekete gegirebilir.
Genler i¢inde TE (Transpozon Elementleri) eklemeleri okuma ¢evresini ya da ekleme
desenini degistirerek mutant alleller olusturabilir ve bdylece zararli olabilir fakat
transposon elementleri, gen ekspresyonunun diizenlenmesine ve cevresel strese karsi
cevap olusturmaya katkida saglayabilir. Stress sartlar1 altinda transposon elementleri
harekete gecerek transkripsiyon sergileyebilir. Ornegin tiitiinde Tntl gen ifadesi biyotik

ve abiyotik stres ile uyarilabilir (Grandbastien et al. 2005). Doku kiiltiirii ve kompleks
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bir stress, piringte retrotranpozon ve misirda DNA transpozonlarinin aktive edilmesine
neden olabilir (Makarevitch et al. 2007).

Retrotranspozonlar revers transkriptaz enzimi sayesinde RNA’ nin DNA’ya ¢evrilerek
genomun rastgele bir yerine tasinan hareketli elementlerdir. Retrotranspozonlar, bitkiler
aleminde bol miktarda bulunmaktadir. Bilinen retrotranspozonlarin ¢ogunlugu bitkide
normal sartlarda biiyiime ve gelisme boyunca inaktif halde olup biyotik ve abiyotik
sartlar altinda aktif sekle gegmektedir ve boylece bitkilerde genetik ¢esitlilik ortaya
¢ikmaktadir (Kumar and Bennetzen 1999). Retrotranspozonlara bagli olarak ortaya
¢ikan polimorfizm belirlenmesinde IRAP  (Inter-Retrotransposons amplified
polymorphisms), REMAP (Retrotransposon-Microsatellite Amplified Polymorphism),
RIBP (Retrotansposon Based Insertional Polymorphizm), ve S-SAP (Sequence-Spesific
Amplified Polymorphism) gibi molekiiler markirlar yaygin olarak kullanilmaktadirlar
(Kalendar et al. 2011).

Sharma and Nandineni (2014) patates bitkisinde yaptiklar1 bir ¢alismada uzun terminal
tekrarli retrotranspozonlarin (copia ve gypsy) insersiyonel polimorfizmini arastirmak
igin 47 ¢esit patates bitkisinde IRAP, SSR ve REMAP markirlarin1 kullanarak genetik
cesitliliklerini belirlemistir. IRAP ve REMAP teknigi kullanilmis ve elde edilen DNA
profilleri SSR’daki verilerle karsilastirilmistir. Elde edilen bantlar temel koordinat
analizi (PCoA) ve kiime analizi kullanilarak genetik gesitlilik belirlenmis elde edilen
sonuclarda SSR ve REMAP markirina gére IRAP markirinin daha yiiksek polimorfizm

gosterdigini bildirmislerdir.

Finatto et al. (2015) piringte yapmis oldugu bir ¢alismada yiiksek demir toksisitesine
kars1 olusacak strese cevabi retrotranspozon ve 6zel genler agisindan incelemistir.
Yapraklardaki strese karsi cevaplart 6lgmek icin microarray testleri yapilmistir.
Uygulama altindaki yapraklarda yukar1 ve asagi gen diizenlemeleri goriilmiistiir. Strese
cevap olan genlerin gen ontolojisi ve metabolik yollar1 analiz edilmis ve cis-diizenleyici
elementlerin (CRES) yukari diizenleyici genlerin promotor boélgelerinde bulundugu

ortaya ¢ikarilmistir. Bu genlerin ¢ogunlugunun bitki hormonlari, ikincil metabolitlerin
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biyosentezi, karbonhidrat metabolizmasi, yag metabolik siirecinde aktif oldugu
goriilmiistiir. Bu genlerin yan1 sira oksidatif stres ve reaktif oksijen tiirlerinin
detoksifikasyonu ve demir stresine yanit i¢in diizenleyici mekanizmalar, katyonlarin
tasinmasi ve demirin alim ve taginimiyla ilgili genler bulunmustur. Ayrica bu ¢alisma
demir stresinin LTR retrotranspozonlarinin ¢ogunun artarak diizenlemesini tetikledigi

gostermistir.

Bitkiler agir metal stresinde hayatta kalmak i¢in adaptasyon mekanizmalari
gelistirmiglerdir (Kalefetoglu and Ekmekci 2005). Bitkinin agir metal toksisitesine karsi
tolerans1 bitkinin tiirtine, bitki ¢esidine, strese maruz kalma siiresine, metal tiirline,
toprak kompozisyonuna, pH’ya, kimyasal forma, maruz kalan doku ve organa gore
degisebilir. Bitkiler maruz kaldiklar1 stres kosullarini ya tolere etmekte ya da stres
kosullarindan kagabilmektedirler. Son zamanlarda yapilan ¢ok sayida transkriptomik ve
proteomik caligsmalar bitkide ortaya ¢ikan degisimlere yol agan abiyotik strese karsi
cevabin olduk¢a karisik oldugunu ve bu mekanizmalarin birbirleriyle baglantili
oldugunu ortaya koymustur (Ergen and Budak 2009). Agir metal stresinin etkileri
elementin tipine ve konsantrasyonuna tamamen bagimli olmayip bitki tiirlerinin genetik
yapilarina baglh olarakta degismektedir (Haktanir ve Arcak 1998). Bitkilerin streslere
kars1 molekiiler diizeyde cevap mekanizmalar1 stres altinda bazi genlerin aktive
olmasma ve regiilasyonuna dayanmaktadir (Bartels and Sunkar 2005). Bu genlerin
olusturduklart {irtinler hiicrenin i¢ ve dis ortamla iletisiminde (signaling), genlerin
transkripsiyonal olarak kontrol edilmesinde, hiicre zar1 ve proteinlerin korunmasinda,
olusan serbest radikallerin ve toksinlerin temizlenmesinde gérev yapmaktadir (Wang et
al. 2003). Bitkilerde strese karsi toleransi artirmada ya da stresin etkilerini azaltmada
baz1 protein gruplar1 strese tolerans ve uyum saglama siireclerinde 6nemli rol
oynayabilirler. Agir metal stresi bitkilerde, metal baglayici ligandlar ile selatlama,
antioksidant savunma sistemi ve saperonlar gibi birka¢ savunma mekanizmasini tesvik
etmektedir. Bitkiler metallerle kirletilmis topraklarda yasamak igin bazi stratejiler
gelistirmistir bunlar; metal indikatorler, metal dislayicilar ve toplayicilar olarak
siralanabilir (Baker and Walker 1990). Agir metal stresi sonucu bitkilerde molekiiler

cevap mekanizmalar1 olusur. Bunlar makromolekiillerin ve iyonlarin homeostasisi,
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koruyucu molekiillerin sentezi, reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olusumu ve

detoksifikasyon olmak iizere ii¢ grupta toplanabilir (Biiyiik vd 2012).

Bitkilerin stres altinda olusturdugu cevap mekanizmalarindan birisinin de RNA
kaynakli mekanizma olan RNAi mekanizmasidir. Kodlanmayan diizenleyici siRNA’lar
yaklagik 20-24 bp uzunlugundadir, miRNA veya siRNA olarak adlandirilirlar ve bitki
gelisimi ve stres metabolizmasinda onemli rol oynarlar (Jones-Rhoades et al. 2006;
Sunkar et al. 2007). Biyotik ve abiyotik strese maruz kalan bitkilerde ortaya ¢ikan
miRNA’lar bitki stres cevap mekanizmasinda transkripsiyon sonrasi (post—
transcription)  diizenleyicilerdir. Bu  diizenleyiciler ile hedef gen ifadesi
engellenmektedir. Arabidopsis, musir, c¢eltik ve bugday bitkilerinde farkli stres
kosullarinda miRNA ve siRNA’larin (kiigiik inhibe edici RNA’lar) goérev aldigi
goriilmistiir. Degisik bitki cesitlerinde ise neredeyse aynt miRNA’larin gorev aldigi
bulunmustur (Eldem et al. 2013). Bazi ABA-baglantili siRNA’lar ve RNA-bagimli
RNA polimerazlar abiyotik strese cevabin epigenetik diizenlenmesinde onemli rol

oynarlar (Chinnusamy et al. 2008).

Agir metale maruz kalma ve miRNA ifadesi arasinda baglantiy1 aragtirmak igin gesitli

bitki tiirlerinde ¢ok sayida arastirma yapilmisdir (Cheng et al. 2006).

Ornegin bir baklagil bitkisi olan ve topraktaki agir metallere direngli olan Medicago
truncatula bitkisi 80 mM kadmiyuma maruz birakilmis ve yukari regiilasyon (up-
regulation) miR-393, miR-171, miR-319 and miR-529 ve asagi regiilasyon (down-
regiilation) miR-166 and miR-398 gibi 6 miRNA ifade edilmistir (Zhou et al. 2008).

Yine metal stresinde miRNA’nin roliinii arastirmak icin farkli tiirde ki bitkiler
(Arabidopsis thaliana, Medicago truncatula, Brassica napus, Oryza sativa, Nicotiana
tabacum ve Phaseolus vulgaris) kullanilarak ¢ok sayida arastirma yapilmistir. Bu
amagcla bitkiler esansiyel elementler (Bakir, demir, ¢inko ve mangan) ve esansiyel
olmayan elementlere (kadmiyum, civa, aliminyum ve arsenik) maruz birakilmistir.

Sonug olarak mangan agir metalinin Pv miR319, Pv miR169, Pv miR170 up (yukar1)
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regiilasyonuna ve Pv miR397’nin down (alt) regiilasyonuna neden oldugu bulunmustur.
Yine ¢inkonun At-miR398a down (alt) regiilasyonuna ve At miR398h/c’nin up (yukar)
regiilasyonuna ve demirin ise At miR398’in down (alt) regiilasyonuna neden oldugu

gbzlemlenmistir (Sunkar et al. 2006; Huang et al. 2010; Cuypers et al. 2011).

Bitki hormonlarindan olan absisik asitin (ABA) stres altinda arttig1 ve bitkiye direng
sagladig1 bilinmektedir (Zengin ve Munzuroglu 2005). Absisik asitin bitkide sinyal
iletim yollarmi diizenledigi ve ¢oklu reseptér oldugu [FCA (Flowering Time Control
Protein A)] (Razem et al. 2006), ABA-R (ABA Reseptorii) (Shen et al. 2006), GCR2 (G
Protein- Coupled Receptor) (Liu et al. 2007)] bilinmektedir. Bakir ve nikel gibi agir
metallerinin ABA seviyesini artirdigi belirlenmistir (Monni et al. 2001). Yine baska bir
caligmada koablt, nikel ve ¢inko agir metallerinin varliginda fasiilye bitkilerinde absisik
asit birikimi gortilmistiir (Rauser and Dumbroff 1981). Agir metaller toprak ve suyun
kalitesini bozarak olusturduklar1 agir metal stresi sonucu bitkide su stresine yol
acabilirler. Absisik asitin fizyolojik olarak en biiyiik gorevi su stresi altinda bitkinin
stomalarinin kapatmasini uyarmaktadir. Bu yolla yapraklarda CO, konsantrasyonu
diisecek ve fotosentez hizi azalacaktir. ATP’ye duyulan ihtiya¢ azalacak ve bitkide
enerji fazlasi ortaya g¢ikacaktir (Zengin and Kirbag 2007). Bakir ve nikel kirliligine
maruz kalan bitkilerde absisik asit miktarinin arttigi gézlemlenmistir (Monni et al.

2001).

Bircok arastirmaya konu olan humik asit toprakta organik maddelerin ¢ogunlugunu
saglayan humusun en aktif maddesidir. Humik maddeler yeryiiziinde en bol bulunan
organik molekiiller olarak taninmasiyla birlikte (Simpson et al. 2002) toprakta besin
kontroliinii, toprak ve atmosfer arasinda oksijen ve karbon aligverisini, toksik
kimyasallarin tasinmasi ve doniisiimii gibi bitki fonksiyonlarini ve toprak gesitliligini

saglamakta 6nemli bir rol oynadigi ifade edilmistir (Piccolo and Spiteller 2003).

Humik maddeler, humik asit, fulvik asit ve huminler olarak siniflandirilmistir. Humik
asit alkali topraklardan ekstrakte edilirken asidik ortam i¢inde ¢oker. Fulvik asit hem

alkali hem de asidik toprak iginde ¢oziilir. Huminlerin ise topraktan ekstrakte
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edilmedigi bildirilmistir (Stevenson 1994; Berbara and Garcia 2014). Humik asit bu
grup igerisinde en biiylik molekiiler agirliga sahiptir (Nardi et al. 2009) ve yapilarinda
bulunan horman benzeri maddelerden dolay1 bitkinin biiyiime ve gelismesine olumlu
yonde etkiledigi bildirilmistir (Demir ve Cimrin 2011). Humik maddeler topragin pH
ozelligine gore katyonlarla metal kompleksler olusturarak bitki besin elementlerini
alimamaz formlara doniistiirir. Bunun sebebi humik asitin tizerinde bulunan fonksiyonel
gruplardir (Stevenson 1994). Boylece humik asit agir metallerin bitki biinyesine girigini
minimum diizeye indirgeyebilir (Pujola et al. 1992). Humik maddelerin orta diizeyde
uygulandiklar1 zaman lipit peroksidasyonuna neden olmadigi bunun aksine humik
maddeler yiiksek oranda uygulandigi zaman lipit peroksidasyonuna yol agarak bitki

biiyiime gelismesinde negatif etkiye neden oldugu bildirilmistir (Berbara and Garcia

2014).

Patlicanda yapilan bir ¢alismaya gore agir metal igerigi yiiksek su ile sulanan bitkilere
humik asit uygulamasi yapilmis ve bitkinin agir metal stresine karsi gosterdigi biiyliime
ve gelisme lizerindeki olumsuz etkisinin humik asit uygulamasiyla azaldig: bildirilmistir

(Kiran et al. 2014).

Zhang et al. (2014) arsenik toksisitesi tizerine humik asitin koruyucu etkisini
aragtirmiglardir. Humik asitin koruyucu etkisinin arsenik konsantrasyonuna bagli oldugu
beliritlmistir. Humik asitin organizmanin biiylimesi lizerine pozitif etkide bulunmasinin
yant sira ortamdan arsenik alimi1 ve ROS iiretimini etkileyerek toksik etkisini azalttigi

belirtilmistir.

Yine Sergiev et al. (2013) yapmis olduklar1 bir ¢aligmada triticale bitkisi lizerinde agir
metallerin toksik etkisinin ve bu etki tizerine biomin (humik asit)’nin etkisini
aragtirmiglardir. Agir metal stresi biyometrik parametreler, baz1 stress belirtecleri ve
enzim aktiviteleri yaprak ve koklerde arastirilmistir. Biitiin agir metal uygulamalari bitki
biiyokiitlesini ve biiylimesini yavaslatmistir. Agir metaller siiperoksit dismutaz,
glutatyon S transferaz, guaiakol peroksidaz ve malondialdehit ve prolin gibi stress

belirteglerinde artisa neden olmustur. Biomin (humik asit) uygulamasindan sonra karsit
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bir egilim gézlemlenmistir. Parametrelerin 6lgiimiinden sonra agir metal stresine karsi

biominlerin koruyucu etkisi oldugu goriilmistiir.

Bu calismada musir bitkisi {izerinde uygulanan kobalt, demir, ¢inko, mangan ile
olusturulan agir metal stresinin meydana getirdigi genetik ve epigenetik degisiklikler

tizerine humik asitin etkisinin REMAP ve IRAP yontemi ile belirlenmesi amaglanmustir.
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2. KURAMSAL TEMELLER

2.1. Masir

Misir bitkisi ¢ok yonlii kullanim alaniyla son yillarda diinyanin en onemli dane
tirtinlerinden biri haline gelmistir. Son yillarda modern diinyanin vazgecilmez gida
bitkisi olan misir ¢ok yonlii kullanim alaniyla en 6nemli tane iirlinii haline gelmistir
(Ozcan 2009). Ulkemizde tarim sektoriiniin énemli bir yeri vardir, calisan niifusun
kaydadeger bir kism1 tarimsal alanda ¢alismaktadir. En yliksek enerji stoguna sahip olan

misirin birim alan verimi yeni teknikler kullanilarak gelistirilmistir (Sahin 2001).

Danesinin genel yapist ve bilesiminde bulunan temel maddelerden dolay1r oldukga
besleyici olan misir ¢ok fazla kullanim alanine sahip olup ekonomik degeri yiiksektir
(Ozcan 2009). Yiiksek tane ve yesil aksam veriminden dolayr musirin hem insan hem de
hayvan beslenmesinin vazgecilmez bir parcasit olmasinin yani sira biyo-yakit olarakta
son zamanlarda dikkatleri iistiine ¢ekmistir. Tahmini olarak diinya misir iiretiminin
%60’1 hayvan yemi, %20’si insan gidasi, %10’u islenmis gida ve %I10’u diger
tilkketimler ile tohumluk olarak ayrilmaktadir. Misir taze olarak tiiketim, konserve, misir
unu, nisasta, cips, ¢erez, tatlandirici, sekerleme, ¢ikolata iiriinleri, bebek mamalari,
salata soslar1 gibi iiriinlerde insan gidas1 olarak genis dlgiide kullamilir. Insan gidas
olmasmin yani sira 6zellikle gelismis lilkelerde hayvan yemi ve sanayi hammaddesi

olarak da yaygin kullanim alanine sahiptir (Ozcan 2009).

Misir diinyada tahillar arasinda ekilis alan1 yoniinden ti¢iinci, iiretimde ise birinci sirada
olan bir tahildir (FAO 2015). Diinya musir iiretimi 2015 yilinda 18 419 253 ha alanda 1
016 736 092 tona ulasmistir (TEPGE 2015). Tiirkiye’nin misir tiretimi 2015 yilinda 660
000 ha alanda 5,9 milyon tona ulagmistir (FAO 2015). Misir iiretimindeki artigin nedeni
verim {izerindeki artig olarak gosterilebilir. Geleneksel misir iiretim bolgesi olan
Akdeniz’de (2 096 108 ton) musir {iretiminin yaklasik yarisi yapilmaktadir. Bolgede
misir tretimi 6zellikle Adana (1 005 651 ton) ve Mersin (235 639 ton) basta olmak
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tizere Dogu Akdeniz’de yogunlasmaktadir. Adana’y1 581 560 ton ile Sanlurfa, 569 153
ton ile Mardin, 382 099 ton ile Konya, 364 339 ton ile Manisa ve 360 346 ton ile
Osmaniye takip etmektedir (TUIK 2015).

Misir bitkisi, Poaceae familyasinda Ponicoideae alt familyasinda Andropogoneae
takimina aittir (OECD 2003; USDA 2005). Andropogoneae takimiyla birlikte 86 cinsi
vardir. (USDA 2005) Maisir bitkisi Zea diploperennis (2n=20), Zea luxurians (2n=20),
Zea mays L. (2n=20), Zea nicaraguensis (2n=?) ve Zea perennis (2n=40) olmak {izere
bes tiir igerir. Zea tiirlerinin biiyiik ¢ogunlugu Z. Perennis hari¢ 2n=20 kromozom
sayisina sahiptir (Cizelge 2.1) (Tito et al. 1991; Ellneskog-Staam et al. 2007). Zea mays
ssp. mays ekilen tiirdiir diger tiirler ve alt tiirler yabani tiirlerdir ve teosinteler olarak
adlandirtlir. Misir bitkisi temel A kromozomlarinin yaninda mayozda A kromozomu ile

eslesmeyen B kromozomlarina da sahiptir (Jones et al. 2008).

Cizelge 2.1. Misir tiirleri ve alt tiirleri (USDA 2005)

Tiirler Kromozom Alt tiirler Benzerleri
sayilari
Zea diploperennis HH 2n=20

Iltis et al. (1980)

Zea luxurians (Durieu 2n=20 - Euchlaena luxurians durieu
and Asch.) RM bird and asch.
Zea mays spp. Luxurians
(Durieu and Asch.) HH lltis

Zea mays L. 2n=20 Zea mays Ssp.
huehuetenangensis
Doebley (HH lltis and
doebley)




Cizelge 2.1. (devam)
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Zea mays spp. mays

Zea curagua Molina
Zea indentata Sturtev
Zea indurata sturtev
Zea japonica Van Houtte
Zea mays cv alba Alef.
Zea mays cv leucodon Alef.
Zea mays var flavorubra
Zea mays var indentata
(sturtev.) LH Bailey
Zea mays var indurata
(Sturtev.) LH Bailey
Zea mays var japonica (Van
Houtte) Alph. Wood
Zea mays var saccharata
(Sturtev.) LH Bailey
Zea mays var tunicata
Larranaga ex A.St.-Hil.
Zea mays var vulgate Koem.
And H werner
Zea saccharate sturtev

Zea mays Ssp maexicana
(schrad) HH lltis

Euchlaena mexicana Schrad
Zea mexicana (Schrad.)
Kunize

Zea mays spp.
Parviglunnis HH litis and
doebley

Zea mays var parviglunnis

Zea micaraguensis HH 2n="?
litis and BF Benz

Zea perennis (Hitchhc.) 2n=40
Reeves and Mangelsd.

Euchlaena perennis Hitcho.

Misir 2,3-2,7 bp arasinda degisen biiyiik bir genoma sahiptir (Arumuganathan and Earle

1991) gen sayisi ise 42,000 ve 56,000 arasindadir. Misir genomunda transpozon ve

retrotranspozonlari da i¢ine alan tekrarli dizilerin yiizdesi oldukg¢a fazladir (Hake and

Walbot 1980). Bu giine kadar en iyi tanimlanan transpozon aktivator (Ac) ve ayrisma

(Ds) elementleridir ve ilk olarak Barbara McClintock tarafindan belirlenmistir (Fedoroff

2000). Misir ayn1 zamanda genotoksik ve genetik c¢aligmalarda kullanilan model bir

organizmadir.
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Misirin orijini Mezoamerika bolgesidir ve muhtemelen meksikanin daglik bolgelerinden
hizla yayilmistir. En eski misir bitkisine ait arkeolojikal caligmalar ve filogenetik
calismalara gére 6000 yil once kiiltiirii yapilmaya baslanmistir (Piperno and Flannery
2001). Misir 15. yy’da Amerikanin kesfinden sonra diinyaya ve 6zellikle Avrupa’ya
yayilmigtir (Paliwal et al. 2000; Farnham et al. 2003).

Misir 40° giiney (Sili) enlem ile 58° kuzey enlemi (Kanada ve Rusya) arasinda kalan
bolgeler de yetistirilebilmektedir. Genellikle tropikal misirlar 30° giiney enlemde ve 30°
kuzey enlemde, subtropikal misirlar hem kuzey enlemde hem de giliney enlemde 30°-
34° arasinda, iliman musirlar ise 34° kuzey ve giiney enlemlerinin yukarisinda

yetistirilebilmektedir (Farnham et al. 2003).

Misir bitkisi tropical sartlar altinda yetistirilir ve C4 bitkisi oldugu i¢in C3 bitkilerinden
daha etkili olarak karbondioksiti kullanir (Esau 1977). Sicak iklimlerde yetisen misirin
son zamanlarda kullanim alanlarinin artmasina bagli olarak 6nemi giinden giine
artmaktadir. Ik baslarda sadece insan ve hayvan beslenmesi igin kullanilan misir tanesi,
kompozisyonunda tasidigi besin maddeleriyle nisasta bazli seker sanayisinde, bitkisel
yag sanayisinde ve biyoyakit tiretiminde hammadde olarak kullanilmaktadir (Koca et al.
2010). Artan musir kullanim alanlarinin sebeplerinden bazilari da musir bitkisinin
yetistiriciliginin kolay olmasi, C4 bitkisi olmast ve su kullanim etkinliginin fazla

olmasidir (Esau 1977).

2.2. Stres

Cevre sartlarinin bir bitkinin normal biiylime ve gelismesini olumsuz yonde etkileyecek
kadar degismesi halinde bitkide meydana gelen duruma stres denir. Bitkiler dogalar
geregi yasam dongiileri boyunca biiyiime ve gelismelerini olumsuz yonde etkileyecek
bir¢ok stres faktorii ile karsilasirlar. Stres faktorleri bitkilerin yasam dongiilerinin belirli
bir aninda ortaya ¢ikip bitki biiylime ve gelismesini engellerler. Bu etkenler bitkide
gelismeyi olumsuz etkilerken ayni1 zamanda bitkide {riin kalitesinide 6nemli Olciide

etkilemektedir. Her bitkinin agir metal stresine verdigi yanit bitkinin genetik yapisina
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bagli olmaktadir. Bitkiler bu olumsuz kosullardan ya kacabilirler ya da bu kosullara
uyum saglayabilirler. Levitt’e gore bu etmenler biyotik ve abiyotik olarak
adlandirilmaktadir (Cizelge 2.2).

Cizelge 2.2. Biyotik ve Abiyotik stres faktorleri (Levitt 1980)

ABIYOTIK FAKTORLER BiYOTIK FAKTORLER
FiZIKSEL KiMYASAL

Su Hava Kirliligi Hastalik Etmenleri (Patojenler)
Tuzluluk Tuzlar Yabani Bitkiler

Sicaklik Pestisitler Bocekler

Isik Toksinler Mikroorganizmalar

Bitki Besin Bitki Besin Hayvanlar

Maddeleri Elementleri

Radyasyon Toprak pH’s1

Mekanik Etkiler

(Kar, Buz Ortiisii)

Diinyamizda niifus yogunlugunun giderek artmasi ve ekilebilir alanlarin hizla azalmasi,
bitkilerin stres faktorleri nedeniyle olusan {iriin kayiplarinin 6niine gecilmesini zorunlu

hale getirmistir.

2.2.1. Abiyotik stres

Bitkiler sesil yasamlar1 geregi higbir stres faktoriinden kagamazlar ve bitkiler hicbir
koruma olmaksizin farkli abiyotik stres faktorlerine siirekli maruz kalirlar. Bitkiler bu
farkli abiyotik stres faktorleriyle basa ¢ikmak igin benzersiz molekiiler mekanizmalar
gelistirmislerdir. Fakat bitkiler arasinda da tolerans mekanizmalar1 farkliliklar gosterir.
Baz1 bitkilerin morfolojik 6zellikleri onlarin bir takim stres faktorlerini onlemesini
saglar. Bitkiler stres etkileri ile basa c¢ikmak icin fizyolojilerini, gen ifadelerini,
metabolik mekanizmalarin1 ve gelisme aktivitelerini degistirirler. Bu bitkiler daha
toleransli, koruyucu, dayanikli ve digerlerinden farkli olarak hayatta kalabilmek icin
aklimasyon mekanizmalarina sahiptirler. Gen iriinleri bitkilerde strese toleransin

molekiiler mekanizmalarinda anahtar rol oynar. Kuraklik, tuzluluk, yiiksek ya da diisiik
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sicaklik, 151k, besin elementlerinin eksikligi ya da fazlaligi, agir metal ve kirlilik gibi
faktorler ya tek basina ya da kombine bigimde abiyotik strese neden olurlar. Strese
neden olan abiyotik faktorler bitki metabolizmasi iizerinde biiylime, gelisme ve koruma
gibi olaylarda negatif etkiye sahiptirler (Sekil 2.1). Eger stres uzun siire devam ederse
ve artarsa bitki biiylimesinin azalmasina ve hiicrelerde dayanilmaz negative etkisi
metabolik iirlinlerin artmasina neden olur ve bu durum bitki Sliimleriyle sonuglanir.
Yeni molekiiller ve molekiiler mekanizmalarin olusumu ile strese toleransli hale gelmek

i¢in bitkiler evrim silirecinde bir¢ok mekanizma gelistirmislerdir.

BITKILERIN ABiYOTIK STRESE CEVAPLARI

v

Molekiiler biyoloji

-Gen ekspresyonunun
Biiyiime Fizyoloji degismesi
-Filizlenmenin -Su aliniminda azalma -Makromolekiillerin
durdurulmasi -Terleme oraninda degigme yapisinin bozulmast
-Biiyiimede azalma —thos_enteZ(_:ie _azalma -Hayati enzimlerin
-Vakitsiz yaslanma -Nitrojen asimilasyonunda azalma aktivitesinin azalmasi
~Uretkenlikte -Metabolik toksisite. -Protein sentezinin
azalma -Biiylime inhibitorlerinin birikimi azalmasi

-Membran sistemlerinin

ayrilmast

Sekil 2.1. Bitkilerin abiyotik strese verdigi cevaplar (Biiyiik vd 2012)
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Abiyotik stres faktorlerinin ¢ogunun en yaygin hedefi membran sistemleridir ki bu
sistemler normal sartlar altinda bircok yasam olayin1 (organellerin ve hiicrelerin
sinirlariin belirlenmesi, elektron tasima, sinyal algilama, ATP {retilmesi, ¢Oziinen
maddeleri tasima, iyon pompalama, iyon kanallari, tasiyici proteinler, elektriksel
uyarilma) gergeklestirir. Bu yiizden tim membran islemleri abiyotik stresten etkilenir.
ROS aerobik yasam ile iliskilendirilir. Abiyotik stres faktorlerinin bitkilerde ROS
dretimini hizlandirdig bilinir. ROS’larda membran ve diger hiicresel islemlerde hasara
neden olur (Dat et al. 2000; Mittler 2002; Mittler et al. 2004). Antioksidadif sistemler
hem enzim hem de enzim olmayan yapidadirlar ve oksidadif hasarin dnlenmesinde ve
dengelenmesinde onemli bir rol oynarlar (Bowler et al. 1994; Foyer et al. 1994). Stres
tolerans mekanizmast stresi algilama ile baslar ve ardinda gen tiriinleri olusur, olusan bu

gen tirlinleri hiicrelerin korunmasinda ve onarilmasinda rol oynar (Sekil 2.2).

Stresi tanima

Stres iletimi

Gen indiiklenmesi

Gen lrunleri

Koruma ve onarim

Stres toleransi

Sekil 2.2. Bitkilerde stres tolerans yolu

2.3. Agir Metal Stresi

Son yillarda endiistrilesmenin artmasiyla sanayi artiklariin gevrede birikmesi toprakta

agir metallerin birikmesinide artirmistir. Demir, bakir, ¢inko, kobalt ve nikel toprakta
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diisiik dozda bulunduklarinda esansiyel mikroelementlerdir ve bitki gelismesi igin
onemlidirler. Fazla miktarda bulunduklarinda ise bitkide toksik etki yaparlar.
Kadmiyum, kursun, civa ve diger elementler ise esansiyel degillerdir ve bitkiler i¢in
yiiksek derecede toksiktirler. Bu elementler toprakta bulundugunda genis alanda zararli
olabilirler ve ayrica bitkileri etkileyerek gida zincirinde ise hayvan ve insanlari olumsuz
sekilde etkileyebilirler. Abiyotik stres faktorleri bitkilerde ortalama %50°den fazla
verim kaybina neden olurken, diinyadaki tarimsal iriin kaybminda temel
nedenlerindendir (Bray et al. 2000; Wang et al. 2003). Agir metaller, adsorpsiyon ve
iyon degisimi ile toprakta birikerek topragin -elverisliligi tlizerine negatif etki
olusturmaktadir (Algan ve Bilen 2005). Agir metaller bitki biinyesine alindiktan sonra
kolay kolay yok edilemez ve bitki biinyesinde birikir, boylece bitkide kok ve siirgiin
gelisiminde gerileme, ¢imlenme oraninin diismesi gibi olumsuzluklar goriilmektedir
(Munzuroglu and Geckil 2002; Ergen and Budak 2009). Bitkiler hiicresel diizeyde genis
bir potansiyel mekanizma alanina sahiptirler, bu alana detoksifikasyonda dahildir ve
bdylece agir metal stresine toleranshdirlar. Agir metaller yiiksek derecede reaktiftirler,
bunun sonucunda da ¢ogu organda toksisite olusturmaktadirlar. Redoks reaktif
metallerinin artan dozlarina maruz kalan bitkilerde antioksidan enzimlerin artmasi
yerine azaldig1 goriilmiistiir (Schiitzendiibel and Polle 2002). Bitkiler iizerine agir

metallerin toksik etkisi s0yle siralanabilir;

a) Fenton reaksiyonu ve otooksidasyon tarafindan reaktif oksijen tiirlerinin tiretimidir Ki
bu da demir ve bakir gibi ge¢is elementleri igin normaldir,
b) Biyomolekiillerin temel fonksiyonel gruplarmin bloke edilmesi, biyomolekiillerle

esansiyel metallerin yer degistirmesi (Schiitzendiibel and Polle 2002).

Topraktaki agir metallerin taginimini saglayan protein yapisinda metal tasiyicilar vardir.
Metal tasiyict gen ailelerinin (¢inko ile diizenlenmis tasiyict (ZRT), protein benzeri
demir-diizenlenmis tasiyict (IRT), tasiyict (ZIP) ve katyon diflizyon kolaylastirict
(CDF) yiiksek kararli haldeki transkript seviyeleri arasindaki iligkileri metallerin
ortamda fazla miktarda birikiminde (Pence et al. 2000; Lombi et al. 2002) yada metala
toleransinda (Van Der Zaal et al. 1999; Assungdo et al. 2001; Persans et al. 2001)
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gozlemlenmistir. Bakterilerde, insanlarda ve bitkilerde benzer olarak bulunan agir metal
ATPaz’lar biitin agir metalleri pompalarlar (Palmgren and Axelsen 1998). P tipi
ATPaz’lar bir membran boyunca metal iyonlarinin tasinimini saglar. Hem piringte hem
de Arobidopsis’de bu P tipi ATPaz’larin bes ailesi mevcuttur. Bunlar agir metal ATPaz
(P1B) Ca”**-ATPaz, H'-ATPaz, aminofosfolipid ATPaz (ALA, P4) ve bilinmeyen bir
grup olan (Ps) dir. Metal tastyict ZIP gen ailesi liyelerine kadmiyum, demir, manganez,
¢inko gibi ¢esitli katyon tasiyicilart dahildir. Arabidopsis’de IRP1 geni ilk izole edilen
genler arasindadir ve topraktan yiiksek afiniteli demir aliminda en 6nemli tasiyicidir
(Eide et al. 1996). Nikotinamin (NA) bitkilerde her zaman mevcut olan bir metal
selatlayicidir. Otsu bitkiler de, NA fitosiderefor’'un bir biyosentetik 6n maddesidir.
Misirda Fe*? fitosiderefor (Yellow Stripe) YS1 tastyicilar tarafindan koklerden alinr.
Agir metal homeostazisinde YS1 tasiyicilart nemli rol oynamaktadir. Bir baska tasiyici
protein ailesi ise Nramp (natural resistance-associated macrophage proteins) genleridir
ve bakteri, mantar, insan ve hayvan gibi organizmalarda metal iyonlarinin (kadmiyum,
demir, mangan) tasimmini saglarlar (Hall and Williams 2003). Bitkilerin metal
alimmminda ¢esitli yontemler gelistirdikleri ve her bir metal alimi igin ¢esitli

mekanizmalara sahip olduklari bildirilmektedir (Sekil 2.3).
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Sekil 2.3. Bitkilerde varsayilan metal tagiyicilar (Hall and Williams 2003)

Bazi bitkiler stres kosullarina dogustan toleranshidir ve stres kosullarinda hayatta
kalabilirler. Fakat baz1 stres toleransi diisiik bitkilerin (Arobidopsis thaliana) ise stres
kosullar1 altinda strese cevap olarak fizyolojik, biyokimyasal ve molekiiler cevaplar

verdikleri arastirilmistir (Boscaiu et al. 2008). Calismalar sonucunda elde edilen
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bilgilere gore bitkilerin stres kosullarina olusturduklart molekiiler cevaplar;
makromolekiillerin ve iyonlarin homeostazisi, koruyucu molekiillerin sentezi, reaktif
oksijen tiirleri ve detoksifikasyon olmak {izere ii¢ grupta toplanmaktadir. Abiyotik
cevresel stres faktorlerinin ¢ogu bitkilerde hiicresel dehidrasyona yol agmakta ve
homeostoziyi (i¢ denge) bozmaktadir. Stres kosullari altinda bitkilerde belirli H-
ATPazlar ve H-pyrofosfatazlar yoluyla iyonlarin iletimine bagli olarak homeostaz
saglanir (Hasegawa et al. 2000). Stres faktorleri altinda bitkinin olusturdugu
cevaplardan digeri ise ozmolitler (sekerler, polioller, prolin gibi aminoasitler), 1s1 soku
proteinleri (Heatshock) ve LEA proteinleri (ge¢c embriyogenez bagimli proteinler) gibi
0zel proteinlere dayanmaktadir. Ozmolitler, stres altinda olusan ROS’larin
temizlenmesinde kullanilir (Smirnoff and Cumbes 1989). Is1 soku proteinleri ise stres
kosullarinda sentezlenen molekiiler saperon gibi gorev yapan yani proteinlerin
katlanarak {i¢ boyutlu hale gelmesi siirecinde yer alan proteinlerdir (Henle et al. 1998).
LEA proteinlerinin de bitkilerde strese karsi koruyucu mekanizmalar arasinda yer aldigi
bilinmektedir. Stres varliginda LEA genlerinden ifade edilen hidrofilik LEA proteinleri
suyu baglayabilme yeteneklerinden dolay1 su eksikligi etkilerini azaltirlar hiicresel

biitiinligiin saglanmasinda gorev alirlar (Sairam and Tyagi 2004).

Strese karsi en dnemli molekiiler savunma cevaplarindan biri ise ROS’lardir. Agir metal
kaynakli ‘O;", H0O, 'OH gibi reaktif oksijen tiirleri (ROS)’lar genellikle stres sartlar
altinda olusur ve gilicli oksitleyici etkileri olup biyomolekiillerin biitiin tiplerini
etkileyebilirler (Mithdfer et al. 2004). Aslinda bu oksijen tiirleri H;O,’nin O?ye sirayla
indirgenmesi boyunca ortaya ¢ikan ara maddeleri temsil etmektedirler. Baz1 agir metal
iyonlarina maruz kalan bitkiler H,O; ’nin birikimiyle serbest radikallerin dengesini
degistirirler. Cu'? ve Fe™ redoks aktive edici gecis metallerinin varliginda H,0,’yi
Fenton reaksiyonu yoluyla bir metal katalize edilmis reaksiyonda yiiksek reaktif OH’a
dontistiirebilir ve oksitlenmis metal iyonlari daha sonra siiperoksit radikalleri (O3) ile
yeniden bir indirgenme reaksiyonuna girebilir. H,O, ve Oj’den dogrudan OH
olusumunda alternatif bir mekanizma olan metal bagimsiz Haber-Weiss mekanizmasidir
(Cizelge 2.3).
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Cizelge 2.3. Hidroksil radikallerini igeren kimyasal reaksiyonlar (Mithofer et al. 2004).

Fenton reaction:

H,0, + Fe*?/ Cu* — "OH + OH " + Fe*®/ Cu*
0, +Fe/Cu™”—> Fe'’/Cu* + O,
Haber-Weiss reaksiyonu;

H,0,+ 0>, —=> OH+0OH +0,

‘OH molekiilii en reaktif tiir olarak bilinir. Hidroksil radikalinin radikal zincir
reaksiyonlarini baslatma yetenegi vardir ve bu nedenle ¢esitli hiicresel bilesenlerin geri
doniistimsiiz kimyasal degisikliklerinden sorumlu tutulurlar. Diger ROS’lar lipid
peroksidasyonunu etkileyebilirler. Hidroperoksil radikal (O,H), ‘O’ nin protonlanmis
formudur ve kararlilik gosterir. Hg? gecis metallerine ait olmadigi icin Fenton
reaksiyonlarinda Fe™? ve Cu* yerini alamaz. Bu da farkli bir mekanizma olarak
adlandirilir ve ROS’larin birikmesine yol agar. Hg+2 iyonlar1 bir antioksidant enzim olan
glutatyon rediiktazin aktivitesini inhibe eder ve ayn1 zamanda GSH’nin gecici olarak
tilkenmesini artirir. Bu da ROS’larin dogal birikimi ile sonuglanir. Oksidatif stres
altinda bitkiler hayatta kalabilmek ve stresle basa ¢ikabilmek icin ROS’larin
temizlenmesinde gorev alan cesitli antioksidanlara sahiptirler (Aydin et al. 2012).
Antioksidanlar (Vitamin E, Askorbik Asit, Glutatyon, flavanoidler, taninler,
hidroksisinamat esterleri ve lignin) ve antioksidan enzimler (Siiperoksit Dismutaz
(SOD), Katalaz (CAT), Fosfolipit hidroperoksit GPX ve peroksidazlar, aldehit
dehidrojenaz, GST, fosfolipit-hidroperoksit GPX, askorbat peroksidaz, NADPH-
bagimli quinon oksirediiktaz ve aldoketorediiktaz) ile uzaklastirilabilir (Cizelge 2.4)
(Caylak 2011).
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Cizelge 2.4. ROS’lara kars1 (enzim ve antioksidant) savunma sistemi (Gaspar et al.
2002).

0,
Stres
() Eeemmseeeeseeeeeeseeeooees 102 B-karoten ——— O, )
N
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é "0, + 2H+> H,0, E
:E 0, ' " Katalaz —— O, + 2H,0 >
< 2 LHO+sAH - ™
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— d
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H20 ]
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2.4. Humik Asit

Hiimik maddeler (HM) toprak ve yiizey sular1 gibi ortamlarda bulunan ve bitkilerin
bozunmasi sonucu ortaya ¢ikan makromolekiiler bilesiklerdir. Humik maddelerin icerigi
humik asit, fulvik asit ve huminlerden olusur (Wang et al. 2011). Ticari bir iiriin olan
humik asit ¢ok sayida mineral maddenin yani sira %44-58 karbon (C), %42-46 oksijen
(0), %6-8 hidrojen (H) ve %0,5-4 nitrojen (N) igerir (Larcher 2003). Humik asit
mineral maddelerin yararli formlara doniismesini saglayarak besin elementlerinin
bitkiler tarafindan kullanilabilirligini artirir (Biiyiikkeskin et al. 2015). Humik maddeler
genellikle iz mineralleri yiiksek oranda igerir ve bitki bilylimesi iizerine horman benzeri
etkiler gosterirler (Chen and Aviad 1990). Humik asit oksin ve sitokinin benzeri etkiler

igerir (Zhang and Ervin 2004). Hiicrelerde ¢esitli metabolik islemlerde kullanilan humik
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asidin bazi bilesenleri dogrudan bitki vaskiiler sistemine taginabilir ve absorbe edilebilir
(Biiylikkeskin et al. 2015). Toprakta besin elementlerinin alimi en fazla hiicre
membranindan bitki kokiine dogru olur (Tipping 2002; Kulikova et al. 2005; Yilmaz et
al. 2007). Humik asitin bitkilerde besin alimi iizerine etkisi hakkinda bir¢ok arastirma

yapilmustir.

Sanchez-Sanchez et al. (2006) yaptigi calisma da iiziim {izerine humik asit uygulamis ve
demir ve fosfor aliminda artis oldugu goriilmistiir. Benzer sekilde Salatalik (EI-Nemr et
al. 2012), armut (Marino et al. 2012) ve biberde (Cimrin et al. 2013) yapilan
caligmalarda humik asit uygulamasiyla azot, fosfor, potasyum, kalsiyum ve magnezyum
aliminda artis oldugu bildirilmistir. Fasulye (Phaseolus vulgaris) (Aydin et al. 2012),
bugday (Tahir et al. 2011), ve salatalik (Mora et al. 2010) iizerine yapilan ¢alismada da
humik asit uygulanmis ve nitrat aliminda artis oldugu goriilmistiir. Humik asit misir
bitkisinin koklerinin kuru agirhginda ve uzunlugunda artisa neden olurken ayni
zamanda azot, fosfor, potasyum, kalsiyum, bakir, mangan, ¢inko ve demir alimin1 da
artirmustir (Eyheraguibel et al. 2008). Humik asitin tizerinde fonksiyonel gruplar
mevcuttur ve metaller bu fonksiyonel gruplara baglanmak igin birbirleriyle rekabet
icerisindedir. Bu fonksiyonel gruplar metal iyonlariyla, metal oksitlerle, metal
hidroksitlerle ve minerallerle metal-organik birlesiklerini olusturmaktadirlar (Kerndorff
and Schnitzer 1980). Humik asitin yiiksek degerlikli metallerle yaptigi baglar alkali
metallerle olusturdugu baglardan daha kuvvetli oldugu i¢in ¢ok degerlikli metallerin

bitkiye alinim1 humik asit tarafindan engellenebilir.

Yonebayashi et al. (1994) yaptigi bir ¢alismada yiiksek pH degerinde humik maddelerin
selatlama etkisinin daha yliksek oldugunu ve bu etkiyle topraktaki agir metallerin
bitkiler tarafindan alinamaz formlara donistiigiinii saptayarak, humik maddelerin

metalleri adsorbe giiciinii bakir > demir > ¢inko > mangan olarak belirlemistir.

Humik asitlerin bu 6zellikleri ile agir metallerle kirletilmis alanlarin temizlenmesinde
bir kimyasal ayirma yontemi olan adsorpsiyon prosesi ile ¢evrenin agir metallerden

arinmasi saglanabilmektedir (Apak ve Hizal 2012). Humik asitin bitki gelismesi ve
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beslenmesine olan yararinin yani sira agir metal, kuraklik, tuzluluk gibi abiyotik stres
altindaki bitkiler iizerine de olumlu etkisi oldugu bilinmektedir (Giilser vd 2009).
Humik asit antiklostojenik olabilir ve antitoksik eylemi ve antimutejen aktiviteyi agiga
cikarabilir (Marova et al. 2011). Humik asit stres kosullar1 altinda bitkilerde solunum ya
da fotosentezi, klorofil, karbonhidrat ve proteinlerin biyosentezini, azot, potasyum ve
mikroelementlerin alinimini, biiylime ve tohum ¢imlenmesi gibi olaylar1 uyararak
bitkileri koruyabilir (Kulikova et al. 2005). Yildirrm et al. (2004) yapmis oldugu
calismada Stres sartlar1 altinda humik asitlerin epigenetik mekanizmalar yoluyla bitki
biiyiimesi tizerine pozitif bir etkide bulundugunu ve humik asitin bu koruyucu etkisinin
enzimatik aktivasyon sistemi {izerindeki etkisinden ve antioksidan &zelliginden dolayi

oldugunu belirtmistir.

2.5. Transpozonlar

Transpozon elementleri genom boyutunu degistirebilen mobil DNA sekanslaridir (El-
Osta et al. 2008). Transpozon elementleri (TE) Barbara McClintock tarafindan 1948’de
misirda arastirilmistir ve hareketli genomik elementler olarak adlandirilmistir.
Transpozonlar genin ifade seklini degistirebilir ve kromozomal diizenlemeleri uyarabilir
(McClintock 1948). McClintock kontrol elementleri olarak adlandirdigi TE’leri iki
onemli fonksiyonda gorev yapabilir; TE’leri gelisim esnasinda gen ekspresyonunu
diizenlemek i¢in ‘uyum icinde’ transpoze olabilir ve TE’leri stres kosullari altinda
genomun yeniden yapilandirilmasinda islev gorebilir (McClintock 1956). Aktivator
(Ac) ve ayrisma (Ds) elementi ve bastirici-mutator (Spm) elementlerine bagimli olan bu
elementlerin hareketi musir bitkisinde farkli pigmentasyonlara neden oldugu icin
farkedilmistir (McClintock 1950; Doéring and Starlinger 1984). Transpozonlar, tek bir
hiicrenin igerisinde bulunan ve siklikla bulunduklar1 yerden koparak farkli bolgelere
sigrayan gen pargalaridir. Transpozonal Sigramalar, transpozonal bdlgelerin 6nce
kendilerini kopyalayip, sonra bu kopyalarin sigramasi seklinde olabilecegi gibi
(Kopyala/Yapistir) gen parcalarinin oldugu gibi, bulunduklar1 yerden koparak yeni bir
yere yerlesmeleri seklinde de olabilir (kes/yapistir). Okaryot genomunun yaklasik

%50’sini transpozonlar olusturur. Transposable hareketler sonucunda o6karyotlarda
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genom boyutu degisebilir. Transpozonlar transpozisyon mekanizmalarina gore iki

siifta toplanabilir;

2.5.1. Retrotransposonlar

Genomik retrotransposonlar transposable elementler arasinda 6karyotik genomda sayica
en fazla bulunan siniftir (Sabot and Schulman 2006; Feschotte et al. 2002; Lander et al.
2001). Retrotranspozonlar kendilerini kopyalayip sonra bu kopyalarini genomda gesitli
yerlere yerlestirirler. Retrotranspozonlar 6nce transkripsiyon yoluyla kendilerini bir
RNA molekiilii olarak kopyalarlar, sonra bu RNA (¢cogu zaman transpozon tarafindan
kodlanan) bir ters transkriptaz tarafindan tekrar DNA'ya dondstiiriiliir ve genoma geri
entegre edilir. Kopyala yapistir hareket mekanizmalarindan dolayr genom boyutunu
degistirebilirler (Mansour 2007). Retrotranspozonlar her iki ucunda uzun ug tekrarlarina
sahip olup olmadiklarina gére LTR’li ve LTR siz olmak iizere ikiye ayrilirlar. LINE ya
da L1 ve Alu genleri LTR’siz retrotranspozonlara 6rnektir. L1 elementlerinin ortalama
uzunlugu yaklasik 6 kb kadardir. Aksine Alu genlerinin ortalama uzunlugu sadece
birka¢ niikleotitden olusur. Bu yiizden Alu elemanlar kisa serpistirilmis transposable

element olarak ya da SINE diye adlandirilir (Mansour 2008).

2.5.1.a. LTR’li retrotransposonlar

Uzun wug tekrarli retrotranspozonlar (LTR) retrotranspozonlarin en bol smifidir
(Schulman and Kalendar 2005). LTR retrotranspozonlart bitki genomlarinin yapisal
cesitliligine onemli olglide katkida bulunmaktadirlar (Vitte and Panaud 2005). Bitki
genomlarinda biiylik sayida LTR retrotranspozon insersiyonlar1 bir¢ok tiirde bulunur ve
bazi durumlarda yarisindan fazlasi tim genomu teskil eder (Kumar and Bennetzen
1999); (SanMiguel et al. 1996). LTR retrotranspozonlar retroviriislere benzeyen ters
transkripsiyon ile gogalirlar (HIV gibi) (Feschotte et al. 2002). LTR retrotranspozonlar
proteinlerin cogunu kendi replikasyonlari igin sifrelerler ve genumun i¢ine geri sokarlar
(Sabot and Schulman 2006). Farkli stres kosullarinda bir¢ok bitkide LTR

retrotranspozonlarmin etkilendigi goriilmiistiir (Mansour 2007). Ornegin gesitli biyotik
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ve abiyotik stresler altinda ikili haploit tiretimi, in vitro rejenerasyon hibridizasyon,
mekanik hasar, enfeksiyon, don olaylari LTR retrotranspozonlarin gesitli
transkripsiyonel aktivitesinin ekspresyonunu artirdigi goriilmistiir (Hirochika 1995;
Grandbastien et al. 2005). LTR retrotranspozonlari genin sirast ve korunmus dizi
ozellikleri temelinde copia ve gypsy grubu olarak iki ana grup altinda toplanabilirler
(Xiong and Eickbush 1990). Sekil 2.4’de goriildiigii gibi Copia ve Gypsy elemanlarinin
her ikiside iki 6nemli gen bolgesi (gag ve pol) icerir. Gag geni, retrotranspozon
tarafindan sentezlenen RNA’nin paketlenmesinde kilif yapisinda olan bir proteini
kodlarken, pol geni retrotranspozon yasam c¢emberi igin gerekli bir polipeptidi kodlar
(Kalendar et al. 2011)

Copia '
PPT_[
AP| _IN | RT | RH |= LTR @\,

i 13 ol ¢
AP RT | RH | IN === LTR @\,

Sekil 2.4. LTR retrotranspozonlarinin biiyiik iki sinifi copia ve gypsy (Kalendar et al.
2011)

2.5.1.b. LTR’siz retrotranspozonlar

Insan genomunun yaklasik dértte biri uzun ve kisa serpistirilmis niikleer elementlerden
olugsmaktadir (Lander et al. 2001). LTR transpozonlarinin basinda ‘Long Interspersed
Nuclear FElements’ (Uzun Serpistirilmis Niikleer Elementler) LINE ve ‘Short
Interspersed Nuclear Elements’ (Kisa Serpistirilmis Niikleer Elementler) SINE dizileri
gelmektedir. LINE retrotransposonlarinin tam boyda olanlarinda geri transkriptaz
enzimleri bulunur ve RNA'dan DNA sentezleyebilirler. Endoniikleaz enzimleride

tagiyarak ¢oklu-niikleotit dizilerinin orta bolgelerindeki fosfodiester baglarini kirabilir.
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LINE’lar RNA polimeraz II enzimi araciligiyla ¢cogalirlar. LINE retrotransposonlarinin
mekanizmasi ve genom igine entegrasyonu primer hedefli ters transkripsiyon (TPRT)
ile gerceklesir (Mansour 2008). Birgok LTR’siz retrotranspozonlarin stres ile aktive
edildigi bildirilmistir. Bircok seliilar stres sinyallerinin LINE-1(L1)’1 aktive ettigi
bilinmektedir ~ (Mansour ~ 2008).  SINE’lar  otonom  olmayan  LTR’siz
retrotranspozonlardir. Mozaik yapilarinda tRNA ya da 7S ya da 5S ribozomal RNA ve
5’ internal pol Il igerirler (Mansour 2008). RNA polimeraz III enzimi ile gogalirlar.
Fonksiyonel geri transkriptaz enzimleri bulundurmazlar ve sadece farkli bolgelere
sicrayarak, orada salgilanmis enzimleri kullanarak kendilerini kopyalayabilirler.
SINE’lar fonksiyonel bir ters transkriptaz proteinini kodlamazlar ve aktarilmasi igin

diger hareketli elemanlar1 kullanirlar (Mansour 2008).

LINEs
Int. POIl promotor
5’UTR ORF1,0RF2 (EN, RT) Kuyruk, AAAAA.....
I > [ >  —
SINEs
Int. POIl promotor
5’UTR Kuyruk
I > [ > )

Sekil 2.5. Otonom ya da otonom olmayan LTR’siz transpozon LINE ve SINE’lar
(Mansour 2008)

2.5.2. DNA transpozonlari

Retrotranspozonlardan farkli olarak RNA yer almaz. Retrotranspozonlarin aksine
kendilerini kopyalayamazlar ve kes yapistir yontemiyle genomda bir yerden baska bir
yere hareket edebilirler. Bu hareketlilik transposaz denilen enzimlerle saglanir. Bu

enzimlerin bir kismi, transpozonlarin DNA'nin sadece belirli bolgelerine baglanmasini
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saglayabilirken, bir diger kismi DNA' nin hemen her bdlgesine baglanmasini
saglayabilir. Cikarilan parg¢anin yerini doldurulmasinda DNA polimeraz ve DNA ligaz
enzimleri gorev alir. Bu hareketlilik sonucunda genom boyutu degismezken
mutasyonlar meydana gelir. Bazen DNA transpozonlarininda kendilerini kopyaladiklar1

goriiliir.

2.5.3. Smif 111 transpozonlar

Minyatiir Evrik Tekrarli Traspozabl Elemanlar (Miniature Inverted-repeats
Transposable Elements; MITE), Sif II (DNA) transpozonlarina benzerler ama gok
kiigtiklerdir (100-500 bp), transpozisyonlar1 ig¢in gerekli olan genleri bulundurmazlar
(Cizelge 2.5). On yil once yapilan ¢aligmalarda otonom olmayan baskin MITE
elementlerine rastlanilmistir (Bureau et al. 1996). MITE’larin boyutu 600 bp daha azdir.
MITE’lar 6nce bitki genomunda calisilmis ve daha sonra iplik kurdu, bit, balik ve

kurbagay1 igeren birka¢ hayvan genomunda bulunmustur.

Cizelge 2.5. Bitkilerde transpozon elementlerine 6rnekler (Feschotte et al. 2002)

Sumif/altsimif/iist Tirler Bagimsiz Bagimh  Tiim ailenin
familya iiyeler iiyeler kopya sayisi
Class 1
LTR’siz
retrotranspozonlar
LINEs; L1 clade Z. mays Cind - 50-100
L.speciosum  Del2’ - 250,000
A.thaliana Tal’ - 1-6
SINEs N.tabacum - TS 50,000
B.napus - Sl 500
LTR’li
retrotranspozonlar
copia N.tabacum TntlA - >100
N.tabacum Ttol - 30(300)
Hordeum sp.  Bare-1 - 5,000-22,000
0. sativa Tos17 - 2-5 (30)

Z.mays Hopscotch - 5-8
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Cizelge 2.5. (devam)

Z.mays Ople-2’ - 100,000
Z.mays - BS1 1-5

gypsy Z.mays Magellan - 4-8
Z.mays Huck-2~ - 200,000
O. sativa RIRE2? Dasheng 1,200
A.thaliana Athilla 4° - 22
A.thaliana Athilla 6° - 11
A.thaliana Ta3 - 1
A.thaliana Tarl7 - 2

Class 2

DNA transpozonlari

hAT Z.mays Ac Ds 50-100

CACTA Z.mays Spm dSpm 50-100

Mutator Z.mays MuDR Mul 10-100
A.thaliana AtMul - 1(4)

PIF/Harbinger Z. mays PlFa mPIF 6,000
Angiosperms  PIF Tourist Cesitli

Tcl/mariner Angiosperms  MLEs Stowaway  Cesitli

2.6. Retrotranspozonlari Belirlemede Kullanilan Molekiiler Markirlar

Molekiiler markirlar gelisim biyolojisi, molekiiler ekoloji, koruma biyolojisi, sistematik
ve filogenetik uygulamalarin yanisira adli tipta babalik testlerinde ve birgok hastalik
testlerinde kullanmilmistir (Poczai et al. 2012). Molekiiler markirlarin kaynagi
kendilerinin iretildigi DNA’lardir. Molekiiler markirlar bitki populasyonundaki
cesitlilik veya o populasyon i¢indeki bitki genotipleri arasindaki iliskilerin
belirlenmesinde neredeyse %100’¢ yakin sonuglar verirler. Molekiiler markirlar bitki
sistematiginin  olusturulmasinda, bitki 1slahinda ve bitki gen kaynaklarinin
degerlendirilmesinde etkin olarak kullanilmaktadir (Kartal-Alacam et al. 2014). Diger
markir sistemlerinin aksine transpozon temelli markir sistemleri bitki genomundaki
degisiklikleri biiyiik oranda belirleyebilir. TE’lerin ¢esitli gruplarmin dagilimi ve
dinamizminin olmasi onlarin molekiiler markir olarak kullanim alanin1 gitgide
artirmistir (Kalendar et al. 2011). Retrotranspozonlarin entegrasyonu korunan uglar ve
DNA arasinda yeni eklemeler olusturdugu i¢in molekiiler markir olarak kullanilabilirler.

Retrotranspozonlar bitkinin genetik ¢esitliligi i¢in 6nemli bir kaynaktir (Mansour 2008).
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Ozellikle retrotranspozonlarin siif 1 elemanlari, kopyala-yapistir metoduyla genomda
bol bulundugu i¢in markir sistemlerinin gelistirilmesinde 6nemli bir temel saglar. Bitki
temelli markirlardan en ¢ok smif bir kullanilmaktadir. LTR’ler higbir proteini
kodlamazlar fakat bunun yerine promotor ve terminator bolgeleri igerirler. Bu bolgeler
bircok teknikte primerlerin baglanmasit igin temel saglar. AFLP markinn ile
retrotranspozon  metodlar1  kiyaslandiginda  bitki  tiirlerinin  belirlenmesinde
retrotranspozon markirlarinin  kullanilmasinin daha bilgilendirici oldugu kanaatina
vartlmistir (Waugh et al. 1997; Mignouna et al. 1998; Yu and Wise 2000; Porceddu et
al. 2002; Tam et al. 2005). Retrotranspozon markir metotlarmin iki biiyiik avantaji
vardir birincisi transpozisyonel aktivitelerine gore biiyiik insersiyonlara neden olurlar
ikincisi ise korunmus alanlar1 igeren PCR primerlerinden tasarlanabilmektedirler.
(Kalendar and Schulman 2006).

2.6.1. Sequence-specific amplified polymorphism (SSAP-Diziye Ozel Cogaltma

Polimorfizmi)

Sequence-specific amplified polymorphism (S-SAP or SSAP) analizi ilk
retrotranspozon metotlarindan biridir. ilk olarak arpada BARE-1 geninin yerini
belirlemek i¢in kullanilmistir (Waugh et al. 1997). AFLP teknigine ¢ok benzeyen bu
teknik AFLP’den daha yiiksek polimorfizm gosterir. SSAP yonteminde kullanilacak
primerlerin tekrarlanabilir olmasi, yiiksek derecede polimorfizm vermesi ve SSAP
bantlarin1 agik sekilde vermesi yontemin Kkalitesini artirmaktadir. S-SAP metodu
organizmada 6zel retroelementlerin populasyonunu ve dagilimini 6lgmek i¢in kullanilir.
S-SAP yonteminde genomik DNA o6nce Msel veya Pstl ile ya da baska herhangi bir
restriksiyon enzimi ile kesilir. Daha sonra adaptorler kesilen DNA pargalarina baglanir.
Bu adimdan sonra adaptéor homolog primerler kullanilarak 6n segici bir PCR
amplifikasyonu yapilir. Sonraki adim adoptor primer yerine bir transpozon primeri ile
secici bir amplifikasyondur. Primerler genellikle retrotranspozonlarin LTR bolgelerine
ya da bu elementlerin i¢ bolgelerine baglanir (Sekil 2.6). S-SAP amplifikasyonlarinda
genel olarak Tyl-copia veya Ty3-gypsy retrotranspozonlart kullanilir (Poczei 2013).
SSAP yontemi birden fazla bitki tiirli i¢in optimize edilmistir (Kalendar et al. 2011).
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Ormegin; bugday (Queen et al. 2004) and Aegilops tiirleri (Nagy et al. 2006), elma
(Venturi et al. 2006), marul (Syed et al. 2006) ve tatli patates (Yamashita and Tahara
2006) bitkilerinde yaygin olarak kullanilmistir. SSAP analizi ayn1 zamanda tiirlerin
evrimsel gegmisini gostermek i¢in kullanmilmistir. Bu analizler i¢in musir (Garcia-
Martinez and Martinez-lzquierdo 2003), tiitiin (Petit et al. 2007), fig (Sanz et al. 2007),
celtik (Oryza sativa) (Gao et al. 2004), bugday (Queen et al. 2004) kullanilmustir.
amplifiye edilmis fragmentler yaygin olarak %6 poliakrilamid jelde ayristirilir ve

otoradyografi ile gortintiilenir (Mansour 2008).

—>- i
I LTR [
lTG CAj

Sekil 2.6. S-SAP Modelini Gosteren Bir Taslak. Primerler LTR retrotranspozonlart ve
adaptorleri esleme ve ¢cogaltimi i¢in kullanildi (Kalendar 2011)

2.6.2. Retrotransposons- based insertion polymorphism (RBIP-Retrotranspozon

Temelli insersiyonel Polimorfizm)

RBIP yonteminin ilk olarak bezelyede PDR1 geninin incelenmesi esnasinda
gelistirildigi bilinmektedir (Pisum sativum) (Smykal et al. 2008). Bu teknik transpozon
insersiyonalarin1  belirlemek i¢in kullanilan diger metodlardan daha pahali ve
uygulamasi tiim sekans bilgisinin bilinmesi gerektirdiginden dolay: teknik olarak daha
zordur. RBIP insersiyonun hem varligini hem de yoklugunu belirleyebilir fakat ¢oklu
yaklasimlarda sadece varligini belirler, yoklugu ise ¢ikmayan bantlardan belirlenir.
RBIP’de S-SAP gibi tiirlerin evrimsel siirecini belirlemek i¢in kullanilan yontemdir
(Mansour 2008). Retrotranspozon insersiyonunu tamamen bilmek igin 5’ve 3’
bolgelerinin dizilerinin bilinmesi gerekir. Bu nedenle diger yontemlerden farklidir.

RBIP, PCR yoluyla retrotranspozonlarin varligini ve yoklugunu belirleyebilir. Genomik
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polimorfizm, amplifiye edilmis PCR iiriinlerinin hibridizasyonu ile ya da agaroz jel
elektroforezi  kullanilarak belirlenebilir. Yiksek verimli analiz ve sistemi

otomotiklestirmek icin hibridizasyon daha yararhidir (Sekil 2.7.) (Mansour 2008).

Sinirlayict Bolge Genomik DNA
_—
_—
——(U3® |R |US i¢ Etki Alami U |R |US
— —
Genomik DNA LTRS’ Ozel Retrotranspozon LTR3 Sinirlayici Bolge
4—

Sekil 2.7. Retrotransposon based insertion polymorphism (RBIP). Bu teknik
retrotranspozon varligini ve yoklugunu belirlemek i¢in kullanilir (Mansour 2008)

2.6.3. Inter-primer binding site Amplification (iPBS-Primer Arasi Baglant1 Yerinin

Cogaltmasi)

Retrotranspozonlarin molekiiler markir olarak kullanilmasinda sinirlayic1 faktor LTR
dizilerinin bilinmesi gerekmesidir. Eger dnceden bu diziler bilinmiyorsa LTR bdlgeleri
klonlanmali ve sekans analizi yapilmalidir. Bu problemin iistesinden gelmek igin
Kalendar et al. (2010) tarafindan gelistirilmis bir teknik ile LTR transpozonlar
tarafindan paylasilan retrotranspozonlarin primer baglanma bélgelerini kullanarak 18
niikleotidlik tamamlayict ve sinirli sayida tasiyict RNA (tRNA) ile bu problemin
iistesinden gelinmistir. iPBS yontemi i¢in retrotranspozonlar zit yonlii olmahdir ve
genler arasi bolgeleri gogaltmak i¢in her birine yeterince yakin olmalidir (Sekil 2.8) Bu
teknik ayn1 zamanda genom tarama ve retrotranspozon izolasyonu igin ¢ok etkili bir
yontemdir. Transposon elementlerinin gesitliliginin belirlenmesinde ya da geleneksel
parmakizi analizi tekniklerine ihtiya¢ duyuldugunda bu yontem ¢ok kullanislt olabilir
(Poczai et al. 2013).
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=> <=
TG CA
—PBS—' S5LTR I : : } 5LTR LW
& % /_u

aggctctgataCCA-nnn-TG CA-nnn-TGGtatcagagcct
gggctctgataCCA-nnn-TG CA-nnn-IGGttccattgeca
tggcaatggaaCCA-nnn-TG CA-nnn-TGGtatcggcaagg
ccttgccgataCCA-nnn-TG CA-nnn-TGGcatcgtgaget
agctcacgatgCCA-nnn-TG CA-nnn-TGGcatcatgagcc
ggctcatgatgCCA-nnn-TG CA-nnn-TIGGcgeecgttgeca
tggcaacggegCCA-nnn-TG TA-nnn-TGGcgactccgctg
cagcggagtcgCCA-nnn-TA TA-nnn-TGGtatcagagcat

Sekil 2.8. IPBS nin sematik gdsterimi

*Ters yonlerde i¢ ige iki LTR retrotranspozonu primer baglanma bdlgelerinden farkli iki primer yada tek
primerden c¢ogaltildi. PCR iiriinleri PCR primerleri gibi hem PBS hemde LTR dizilerini igerir. Sekilde
PBS ve LTR dizilerinin genel yapisi ve 5°’LTR (5°-..CA) ve PBS (5’-TGG..3’) arasinda bir¢ok uzun
niikleotid arasi bosluklar sematize edilmistir (Kalender 2011).

2.6.4. Inter-SINE Amplified Polymorphism (ISAP-SINE Arasi1 Cogaltma

Polimorfizmi)

Seibt et al. (2012) tarafindan gelistirilen bu teknik eksik LTR motif retrotranspozonlari
temeline dayanir. Ozellikle patates bitkisinde yaygin kullanima sahiptirler. SINE
(Solanaceae-specific short interspersed) elementlerinin ailesi ve alt ailesinin
belirlenmesinde biyoinformatik sistemlerinden yararlanilmistir ve bu elementlerin
yaklasik 6500 kopyas1 bulunmustur. ISAP markirlar1 bitisik SINE elementleri arasinda
genomik DNA’ nin ¢ogaltilmasi esasia dayanir. Ozel primer dizaym farkli Solanaceae
(pathicangilller) SINE elementlerinin uygunlugu karsilastirilarak elde edilir. Bu
elementler Solanaceus bitkilerinde yaygin oldugu i¢in tiir ve cinsler igerisinde kolayca
aktarilabilirler. Bu markir sistemi son derece spesifik olabilir. Bitki genetiginde ¢ok
fazla kullanilmamasina karsin mevcut veri kaynaklart ve veritabanlarini kullanmak i¢in
iyi bir sistemdir. ISAP primerlerinin dizayni 6ncesinde SINE elemanlar1 hakkinda

kapsamli genomik bilgi elde etmek gerekir.
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2.6.5. Inter-Retrotransposons Amplified Polymorphisms (IRAP-

Retrotranspozonlar Aras1 Cogaltma Polimorfizmi)

IRAP, DNA parmakizi olusturmak i¢in Kalendar et al. (1999) tarafindan agiklanan
mobil element temelli markar sistemidir (Sekil 2.9). 100-1500 bp biiytikliigiinde farklilik
gosteren LTR igeren retrotranspozon grubunu hedefler ve IRAP primerleri bu bolgelere
baglanarak iki LTR sekansi arasindaki DNA segmentini amplifiye edererek
retrotranspozon insersiyon polimorfizmini belirler (Mansour 2008; Poczai et al. 2012).
IRAP primerleri bu bdlgelere baglanir ve LTR dizisi arasinda DNA segmentlerini
cogaltir. LTR icin ozellikle tasarlanan bir veya iki primer aynt PCR da kullanilabilir.
Hedeflenen Sinif I elemanlari, her iki yonde de gergeklesebilen (5'-3' veya 3'-5')
kopyala-yapistir transpozisyon metodunu kullanirlar (Poczai et al. 2012; Poczai et al.
2013). Retrotranspozonlar bitki genomlarinda kiimeler halinde buundugundan dolay1
IRAP sonuglar1 yiiksek oranda polimorfizm gosterir. IRAP markirinin avantajlar
yiiksek derecede polimorfizm gostermesi, otomasyonu genotipleme olasilig1 ve diisiik
maliyetleri olmasidir. IRAP markir1i ile yeni tiirlerin analizi, 06zel tiirlerde
retrotranspozon element dizilimleri hakkinda bilgi saglanabilir. Retrotranspozon
ailelelerinin kopya sayist marker ile belirlenen lokus sayisini etkileyecektir (Kalendar
and Schulman 2007). Ters transkriptaz gibi bazi poliprotein alanlar1 retrotranspozon
elementleri gruplar1 arasinda yiiksek derecede koruyucu olabililir bu yilizden IRAP

primerleri bu alanlar1 tamamlayabilir (Kalendar et al. 1999).
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Sekil 2.9. IRAP (Inter-Retrotransposon Amplified Polymorphism) (Kalendar et al.
2011)

2.6.6. Retrotransposon-Microsatellite Amplified Polymorphism (REMAP-

Retrotranspozon Mikrosatellit Cogaltma Polimorfizmi)

REMAP metodu primerlerinden dolayr IRAP metodunda farklidir. REMAP teknigi
LTR dizileri ve baglantili bir SSR primerleri ile ¢ogaltilmis bolgeler arasinda
polimorfizmi aciklar (Sekil 2.10). Ozel olarak tasarlanmis bir LTR primerine ek olarak
basit bir tekrar igeren ((CA)n, (GA)n) rastgele secilen primer ve 3’ ve 5’ uglarinda
(C(CA)Nn, (GA)NG) niikleotide baglanan rastgele se¢ilmis primer ile karigtirilir. REMAP
teknigi IRAP primerleri ile simple sequences repeat (ISSR) primerlerinin kombininin
kullanilmasindan dolayr ISSR tekniginin gelismisi olarak goriilmektedir. IRAP ve
REMAP teknigi giivenilir ve tekrarlanabilir bant profilleri olusturduklari i¢in birgok
bitki cinsinde genetik ¢esitliligi  belirlemede kombine ya da ayrn ayn
kullanilabilmektedir (Poczai et al. 2012; Poczai et al. 2013).
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Sekil 2.10. REMAP (Retrotransposon-microsatellite amplified
polymorphismamplifikasyon)
*Bir SSR primeri ve LTR primeri arasinda eslesme ile gergeklesir (Poczai et al. 2012).

2.7. Epigenetik ve Transpozon Iliskisi

Epigenetik gen fonksiyonlarindaki degisiklikleri ¢alismak igin tasarlanmis ve DNA
dizisinde degisiklige yol acmadan mitotik ve mayotik boliinmelerle kalitsal olarak
tamimlanmistir. Epigenetik mekanizmalar siRNA, DNA metilasyonu ve demetilasyonu
ve histon modifikasyonlar1 igerir.  Epigenetik modifikasyonlar = genomun
baskilanmasinda, paramutasyonda, transpozonlarin ¢ogalmasina karsi savunmada ve
transkripsiyonel gen susturmada onemli rol oynar (Chinnusamy et al. 2004).
Transpozon elementleri gelisim boyunca gen ekspresyonunu diizenlemek i¢in uyumlu
sekilde transpoze olabilirler ve ¢esitli stres sartlar1 altinda genomun yeniden
yapilandirilmasinda islev goriirler (Cui and Cao 2014). Son yillarda gen ekspresyonu
tizerine transpozon elementlerinin etkilerine iliskin sorular bitkilerde genomik ve
epigenetikteki hizli gelismeler ile yeniden ortaya ¢ikmistir. Genomik diziler gostermistir
ki transpozon elementleri bugiine kadar incelenmis biitiin bitkilerin ortak bilesenidir ve
birgok durumda transpozon elementleri niikklear DNA’nin en bol smifin1 (misir
genomunun yaklagik %85’ini) olustururlar. Transpozonlarin zararl etkilerini en aza
indirmek i¢in bitkiler histon modifikasyonlari, DNA metilasyonu ve RNAi igeren
transpozon elementleri aktivitelerini bastirmak igin bir¢ok epigenetik yol gelistirilmistir.
Bu yollar son derece etkilidir fakat mekanizmada transpozon elementlerin susturulmasi
cis ve trans endojen genlerinin ekspresyonunu etkileyebilir. Ornegin; polen vejetatif

cekirdeginde DNA metilasyonunnun DDM1 ekspresyonunun azalmasina ve birgok
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transpozon elementleri transkripsiyonunun yeniden artmasina yol agar (Slotkin et al.
2009). Bu durum transpozon elementlerinin yeniden aktivasyonu 24-nt SiRNA’larin
seviyesinde bir azalma ile iliskilidir fakat 21-nt siRNA’da artisa neden olmustur. Bu 21
nt siRNA’lar yeni generasyonda epigenomik kaliteyi korur ve sessizlesen transpozon
elementlerinin giiglendirilmesi i¢in susturma sinyallerinde fonksiyon yapar. Bu
transpozon elementlerden tiiretilmis 21-nt siRNA’lar ayni zamanda ddml ve metl
mutantlarinda gozlemlenmistir. DNA metilasyonu harekete gecmis transpozon
elementlerini 6nlemede 6nemli bir rol oynar. Transpozon elementlerinin metilasyonu
transkripsiyonel sessizlik durumu ile iliskilidir ve bozulmus DNA metilasyonu siklikla
transpozon elementlerinin yeniden aktivasyonuna yol agar (Cui and Cao 2014).
Ornegin; CACTA benzeri DNA transpozonlar1 ve retrotranspozonlarin birkac tipi

Arabidopsis ddm1 mutantinda yeniden aktif edilmistir (Tsukahara et al. 2009).

Ayrica epigenetik rekombinasyonun kalitsal hatlari (epiRILS) transpozon elementlerinin
mobilizasyonunun {izerine metilasyonun cis etkisini incelemek i¢in essiz bir sistemdir.
DNA metilasyonuna ek olarak, transpozon elementlerinin susturulmasinda aktif histon
modifikasyonlarinin tiikkenmesi ile ya da baskici histon modifikasyonlar1 tarafindan
saglanabilir. RADM yolu da transpozon elementlerinin doku spesifik susturulmasi igin
bir kontrol mekanizmasi olarak davranir. Bitkilerde uygun gelismeyi ve iiremeyi
saglamak icin transpozon elementleri monitérlerinin; polen, endosperm ve apikal
meristem siirgiinleri olmak {izere ii¢ kontrol noktasi vardir. Transpozon elementleri
aktivasyonu bitkilerde stres altinda tetiklenir (Cui and Cao 2014). Ornegin; sicaklik
soku altinda Arabidopsis’de Transpozon elementlerinin transkripsiyonunda artiglar
olmustur ve ONSEN LTR retrotranspozonlart yeniden harekete gegmistir (Ito et al.
2011).
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Kullamilan bitkisel materyal

Calismamizda bitkisel materyal olarak, Atatiirk Universitesi Ziraat Fakiiltesi’nden temin
edilen Zea mays L. tohumlar1 kullanilmistir. Tohumlarin ¢imlendirilmesiyle elde edilen

kok ve govdeden yararlanilmistir.

3.1.2. Yararlanilan alet ve cihazlar

Calisma esnasinda asagidaki alet ve cihazlar kullanilmastir;

Cizelge 3.1. Tez kapsaminda kullanilan alet ve cihazlar

NO ALET ve CIHAZ MARKA
1 Buzdolab1 Argelik 8190NF
2 Destile Su Cihaz1 GFL 2004
3 Elektroforez Tank: (Yatay) |OWL B2
4 Elektroforez Akim Saglayic1 | OWL OSP300-2Q
5 Otoklav HMC HIRAYAMA HVE 50
6 Hassas Terazi Mettler Toledo AL204
7 Kar Uretme Makinesi Scotsman, AH 198285
8 Manyetik Karistirict Daihan Scientific MSH 20A
9 pH Metre InoLab pH730 wtw Series
10 Santrifiij Hettich EBA-20
11 Sogutmal1 Santrifiij Hettich Mikro 220R
12 Jel Goriintiileme Sistemi DNR Biolmaging Systems MiniBis Pro
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Cizelge 3.1. (devam)

13 Mikrodalga Firin Argelik, MD 592

14 Su Banyosu Memmert WNB14

15 Ependorf Tiipler Ependorf

16 PCR Corbett Research CG1-96
17 Spektrofotometre Cecil, CE 5502

18 Mikropipet Takimi Ependorf

19 Steril Kabin Esco AC2-4E1

20 Derin Dondurucu (-86) Nuarie

3.1.3. Kullanilan ¢ozelti ve soliisyonlar

Aragstirma siiresince kullanilan ¢ozeltilerin kimyasal icerikleri agagida verilmistir:

3.1.3.a. Kullamlan agir metal ve humik asit ¢ozeltisi

a.1l FeSO, cozeltisi;

Konsantrasyon Miktar (g/l

0 mM 1000 ml saf su
20 mM 5,56 g FeSO,
40 mM 11,12 g FeSO,
60 mM 16,18 g FeSO,
a.2 ZnS0,4.7H,0 cozeltisi;
Konsantrasyon Miktar (g/l
0mM 1000 ml saf su

20 mM 3,22 9 ZnS04.7H,0
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40 mM 6,45 g ZnS0O4.7H,0
60 mM 9,68 g ZnS0O4.7H,0

a.3 CO(N 03)2.6 H->O g:iizeltisi;

Konsantrasyon Miktar (g/l

0 mM 1000 ml saf su

10 mM 2,91 g Co(NOs3),.6H,0
20 mM 5,82 g Co(NOs3),.6H,0
40 mM 11,64 g Co(NOs3),.6H,0

a.4 MnSO4.H,0 c¢ozeltisi;

Konsantrasyon Miktar (a/l

0mM 1000 ml saf su

20 mM 3,38 g MnSO,4.H,0
40 mM 6,76 g MnSO4.H,0
60 mM 10,14 g MnS0O4.H,0

a.5 %10’luk humik asit ¢ozeltisi;
1500 ppm (0,075 g) %10 Humik Asit

3.1.3.b. DNA izolasyonu i¢in kullanilan c¢ozeltiler;

1M Tris-HCI (1000 ml)

121,1 gram Tris-base

700 ml dH20

42 ml konsantre HCI (%37,2-12,1 M)
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700 ml su igerisine 121,1 gr Tris-base karistirilmistir. Uzerine 42 ml konsantre HCI

eklenerek toplam hacim 1 litreye tamamlanmis ve otoklavlanmuistir.

0.5 M EDTA PH=0.8 (1000 ml)
136,1 g EDTA

20 g NaOH

800 ml dH,0

800 ml su igerisine 136,1 g EDTA eritilip, tizerine 20 g NaOH eklenerek pH=8.0 olarak

ayarlanmistir. Filtreden gegirilmis ve otoklavlanmustir.

5 M NaCl (500 ml)
146,1 g NaCl
450 ml dH,0

146,1 g NaCl 450 ml suda eritilmistir. Toplam hacim 500 ml’ye tamamlanip oda

sicakliginda saklanmistir (otoklavlanmamustir).

10X TE Buffer (1000 ml)

100 ml 1 M Tris-HCI pH=8.0

20ml 0,5 M EDTA

880 ml dH,0 kullanilarak hazirlanmistir.

1X TE Buffer (1000 ml)
10X TE Buffer'dan 100 ml alinip 900 ml saf suyla 1000 ml’ye tamamlanmuistir.
(DNA 1X TE’de ¢ozlilmiistiir)
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3 M Sodyum Asetat (Ph=5,2) (100 ml)

40,8 g Sodyum Asetat (NaOAc.3H,0) 80 ml ultra saf suda iyice eritilir ve pH= 5,2
oluncaya kadar glasiyel asetik asit (GAA) eklenmis ve toplam hacim 100 ml’ye

tamamlanmustir.

10 M Amonyum Asetat
77 g Amonyum asetat,
800 ml dH,0,

77 g Amonyum asetat 800 ml distile su igerisinde ¢oziilmiistiir. Distile su kullanarak

hacmi 1 litreye tamamlanarak stok hazirlanmis ve +4°C’de muhafaza edilmistir.

DNA ekstraksiyon tamponu (50 érnek icin):

1 g toz CTAB (Setil trimetil amonyum bromiir)

0.5 g (%0,1) Sodyum bisiilfit (NaHS3 ve Na,S,0s karisimi) (Sigma, 243973)
5 ml Tris-HCI (1 M)

14 ml NaCl (5 M)

2ml EDTA (0.5 M)

0.1 ml (%0.2) B-merkaptoetanol (v/v)

Kloroform: Izoamil alkol:
24: 1 oraninda hazir olarak kullanilmistir (Fluka, 25666).

2-propanol (izopropanol)

Hazir olarak kullanilmistir (Sigma, 19516).

Proteinaz K
Mililitrede 10 mg olacak sekilde hazirlanmistir (Sigma, P2308).
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Riboniikleaz (RNaz)
Mililitrede 10 mg olacak sekilde hazirlanmigtir (Sigma R6513).

%70’lik Etil Alkol:

70 ml saf etil alkoliin hacmi steril distile su ile 100 ml’ye tamamlanmistir.

3.1.3.c. PCR ve elektroforez islemleri icin kullanilan ¢ozeltiler

Etidyum Bromiir Cozeltisi:
500 ml 0,5 X TBE tamponu igerisine 300 pl etidyum bromiir ilave edilerek hazirlanmig

ve karanlik ortamda oda sicakliginda muhafaza edilmistir.

Bromfenol Blue Cozeltisi:
0,25 g bromfenol blue ve 30 ml gliserol’iin toplam hacminin 100 ml’ye
tamamlanmasiyla hazirlanmistir. Cozelti otoklavda steril edildikten sonra +4°C’de

muhafaza edilmistir.

10X TBE tamponu:
108 g Tris-base

55 g Borik asit

40 ml 0,5 M EDTA
700 ml dH,0O

700 ml distile su igerisinde 108 g Tris-base, 55 g Borik asit ve 40 ml 0,5 M EDTA

¢Oziilmiistiir. Toplam hacim 1000 ml’ye tamamlanmis ve otoklavlanmistir.

0,5X TBE tamponu:
Bu arastirmada kullanilan TBE tamponu 10X TBE olarak hazirlanmig ve seyreltilerek
(50 ml 10X TBE Tamponu + 950 ml saf su) 0,5X TBE tamponu hazirlanmistir.
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Primerlerin Hazirlanmasi:
Kullanilan primerler firmanin 6nerdigi miktarda sulandirilarak stok soliisyonu, daha
sonra da uygun hesaplamalar ile 1 uM olacak sekilde ¢alisma soliisyonlari

hazirlanmustir.

3.1.3.d. Sterilizasyon islemleri i¢in kullanilan ¢ozeltiler

%010’luk NaOCI (Sodyum hipoklorit):
10 ml NaOCl (sodyum hipoklorit) igeren ticari Domestos® marka ¢amasir suyundan

100 mI’ye tamamlanmustir.

%70’lik Etil Alkol:

70 ml etil alkoliin hacmi steril distile su ile 100 m1’ye tamamlanmistir.

TWEEN® 20

3.2. Yontem

3.2.1. Agir metal ve humik asit cozeltilerinin bitkiye uygulanmasi

Esit boyutlarda segilen 20-25 Zea mays L. tohumlar1 musluk suyunda yikandiktan sonra
%70’1ik etil alkolde 45 saniye karistirilarak bekletilmis daha sonra %10’luk sodyum
hipoklorid soliisyonu (NaOCl) igerisine 4-5 damla TWEEN 20 damlatilarak 15 dakika
boyunca steril edilmistir. Daha sonra tohumlar 3-4 kez saf su ile durulanmistir. Kabin
%70’1ik etil alkol ile 6nceden silinmis ve 15 dakika UV ile steril edilmistir. Steril edilen
tohumlar laminar kabin igerisinde steril kurutma kagitlar1 iizerinde kurutulmustur. ki
kat steril edilmis kurutma kagid1 lizerine 20-25 tohum alinmis, gruplarin her birine ayr1
ayr1 olacak sekilde 20, 40, 60 mM demir siilfat, mangan siilfat, ¢inko siilfat ve 10, 20,
40 mM cobalt nitrat ¢ozeltileri ilave edilmistir. Bu uygulamalara ek olarak biitiin agir

metal dozlar1 1500 ppm humik asit uygulamasi ile beraber ekilmis ve laboratuvar



53

ortaminda 14 giin boyunca ¢imlenmeye birakilmistir. 14 giin sonunda hasat edilen

bitkilerle DNA izolasyonu yapilmuistir.

3.2.2. DNA izolasyonu

DNA izolasyon protokolii asagidaki gibi yapilmistir;

1. Calisma aninda hazirlanmis DNA Ekstraksiyon tamponu 6nceden 65°C’ye 1sitilmig
su banyosunda bekletilmistir. Bitki materyaline ilave edilmeden Once ekstraksiyon
tamponuna %0.2 (v/v) oraninda B-merkaptoetanol ilave edilmistir.

2. Daha sonra s1v1 azotta parcalanip 2ml’lik tiiplere alinan 0.3 g bitki materyali iizerine
1000 pl DNA ekstraksiyon tamponu eklenmis ve alt tist ederek karistirilmis ve dnceden
65°C’ye 1sitilmis su banyosunda her 10 dk’da alt iist edilip karistirilarak 60 dk.
bekletilmistir.

3. Su banyosu asamasindan sonra 10 dakika oda sicakliginda sogumaya birakilmigtir ve
bu siire sonunda her 6rnege 750 pl kloroform izoamil alkol eklenip tiim 6rnekler 15 dk.
yavasega alt list ederek karistirilmastir.

4.14000 g ve 24°C’de 20 dk. santrifiijlendirilip iist faz yeni bir tiipe aktarilmigtir.

5. Alinan oranda kloroform izoamil eklenmistir.

6. 14000 g ve 4°C’de 20 dk. santrifiijlenip iist faz dikkatli bir sekilde yeni bir tiipe
aktarilmistir.

7. Ust faza 2,5 pl RNaz ve 8 ul proteinaz K eklenmis ve 45 dak. 37°C’de bekletilmistir.

8. DNA’y1 ¢oktiirmek i¢in her tiipe 100 ul amonyum asetat, 100 ul sodyum asetat (3M),
ve hacmin iki buguk kat1 kadar -20°C‘de muhafaza edilen izopropanol eklenir. Yavagca
alt tist edilmis ve bu esnada DNA goriilmiistiir.

9. 14000 g ve 4°C’de 20 dk. Santrifiij yapildiktan sonra iist faz atilmistir. Tekrar 1 dak.
Santrifiij yapilarak kagitta ters ¢evrilip kurutulmustur.

10. 37°C’de 15.dak. kurutulur ve {lizerine 100 pl 1x TE eklenmistir.

11. 24 saat +4°C’de dinlendirildikten sonra kullanilincaya kadar -20°C’de saklanmuigtir.
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Calismada 6 adet IRAP primeri (Metabion International AG Lena-Christ-Strasse 44/l

D-82152 Martinsried, Deutschland) kullanilmistir. Kullanilan primerlerin baz dizileri

(Cizelge 3.2) verilmistir.

Cizelge 3.2. IRAP-PCR’da kullanilan primer dizileri, erime (Tm) ve baglanma (Ta)

sicakliklari

Primer adi

Stowaway
Sukkula

Bare 1(0)
Nikita-57 N(57)
Nikita E2647
WLTR2105

oA wWN PR Z

Dizisi 5’ - 3’

CTTATATTTAGGAACGGAGGGAGT
GATAGGGTCGCATCTTGGGCGTGAC
CTAGGGCATAATTCCAACA
CGCATTTGTTCAAGCCTAAACC
ACCCCTCTAGGCGACATCC
ACTCCATAGATGGATCTTGGTGA

3.2.3.b. IRAP-PCR protokolii

TmeC

62.0
71.0
53.0
60.0
62.0
61.0

IRAP-PCR islemi icin gerekli olan bilesenler ve miktarlar1 Cizelge 3.3’de verilmistir.

Cizelge 3.3. IRAP-PCR bilesenleri ve konsantrasyonlari

Miktan 50 6rnek icin son
Bilesenin ads (pL) konsantrasyon
Steril distile su 13 uL 650 pL
10X PCR tamponu (MgCl,igermeyen) @ 2 uL 100 pL
25 mM MgCl, 2 uL 100 pL
5 uM primer 1ul 50 pL
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Cizelge 3.3. (devam)

10 mM Dntp 0.5 uL 25 uL
50 ng/ul Kalip DNA 0.25 uL 12,5 uL
1 U/ul Tag-DNA polimeraz (Sigma, 1 uL 1L
D7058)

Toplam 20 pL

Yukarida verilen standart degerlere gore her bir 6rnekten izole edilen genomik DNA ve
Cizelge 3.2°de verilen IRAP primerleri ile her bir 6rnek i¢in ayr1 PCR tiipii

hazirlanmistir.

Bu islemlerin ardindan Ornekler PCR otomatik termodongii aletine (Corbatt
Mastercycler Gradient Authorized Thermal Cycle) yerlestirilmis ve asagidaki dongiiye
tabi tutulmustur.

1) PCR aleti otomatik olarak 5 dakika 95°C tutmus,

2) 42 dongii olacak sekilde sirasiyla,

a. 1 dakika 94°C

b. 1 dakika baglanma sicaklig1 (Degisken)

C. 2 dakika 72°C

3) 15 dakika 72°C

4) Son olarak 10 dakika 4°C tutulmus, PCR aletinden ¢ikarilan ornekler +4°C’de

saklanmugtir.
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3.2.4. REMAP

3.2.4.a. REMAP primerleri

Calismada 4 adet IRAP primeri (Metabion International AG Lena-Christ-Strasse 44/l
D-82152 Martinsried, Deutschland) ISSR primerleri (8081-8082) ile kombinlenerek

kullanilmistir. Bu primerlerin baz dizileri (Cizelge 3.4) verilmistir.

Cizelge 3.4. REMAP-PCR’da kullanilan primer dizileri

Primer adi Dizisi 5°- 3’

No

1  Nikita-E2647 + ACCCCTCTAGGCGACATCC +
ISSR 8081 GAGAGAGAGAGAGAGAGAC

2  Nikita-E2647 + ACCCCTCTAGGCGACATCC +
ISSR 8082 CTCTCTCTCTCTCTCTCTG

3 Stowaway + CTTATATTTAGGAACGGAGGGAGT +
ISSR 8081 GAGAGAGAGAGAGAGAGAC

4 Stowaway + CTTATATTTAGGAACGGAGGGAGT +
ISSR 8082 CTCTCTCTCTCTCTCTCTG

5 Sukkula + ISSR GATAGGGTCGCATCTTGGGCGTGAC +
8081 GAGAGAGAGAGAGAGAGAC

6 Sukkula + ISSR GATAGGGTCGCATCTTGGGCGTGAC +
8082 CTCTCTCTCTCTCTCTCTG

7 Bare 1(0) + ISSR CTAGGGCATAATTCCAACA +
8081 GAGAGAGAGAGAGAGAGAC

8 Bare 1(0) + ISSR  CTAGGGCATAATTCCAACA +
8082 CTCTCTCTCTCTCTCTCTG

3.2.4.b. REMAP-PCR protokolii

REMAP-PCR islemi i¢in gerekli olan bilesenler ve miktarlar1 (Cizelge 3.5.) verilmistir.
Ayrica IRAP tekniginde uygulanan PCR dongii asamalar1i REMAP tekniginde de

aynidir.
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Cizelge 3.5. REMAP-PCR bilesenleri ve konsantrasyonlari

Miktan 50 6rnek icin son
Bilesenin ad: (pL) konsantrasyon
Steril distile su 13 L 600 pL
10X PCR tamponu (MgCl, igermeyen) 2 uL 100 pL
25 mM MgCl, 2 uL 100 pL
5 uM primer (IRAP + REMAP) 1 uL 100 uL
10 mM Dntp 0.5 pL 25 pL
50 ng/pl Kalip DNA 0.25 uL 12,5 puL
1 U/ul Tag-DNA polimeraz (Sigma, 1 pL 1 uL
D7058)
Toplam 20 pL

3.2.5. Agaroz jel elektroforezi

PCR islemi tamamlandiktan sonra drnekler agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilmiis ve
olusan bantlara gore primerlerin hibridize olup olmadig1 tespit edilmeye caligilmistir.

Islem siras1 asagidaki gibidir;

a. Jel igerisinde agarozun konsantrasyonu %2,0 konsantrasyon olacak sekilde agaroz
tartilip sonrasinda 0,5 X TBE tamponu igerisinde mikrodalga firinda hazirlanmugtir.

b. Mikrodalga firindan ¢ikarilan 0,5 X TBE + agaroz ¢ozeltisi icerisine 1.0 pug/mL
olacak miktarda etidyum bromiir eklenmistir.

C. Hazirlanan jel katilagmadan elektroforez tankina dokiilmiis ve donmadan 6nce jel
izerine tarak konularak orneklerin yiiklenecegi kuyucuklar olusturulmustur.

d. Jel donduktan sonra her bir kuyucuga ayri bir érnek (3 puL bromfenol mavisi + 5 pL
PCR iiriinii) yliklenmistir.

e. Elektrik akimi verilerek 60V—-180 dk. siire ile PCR iiriinleri elektroforez islemine tabi

tutulmustur. Siire sonunda elektrik akimi kesilmistir.
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f. Elektroforez tankindan ¢ikarilan jel UV 1sik altinda incelenmis ve degerlendirilmek

tizere fotograflari ¢ekilmistir.

3.2.6. IRAP, REMAP analizleri ve genomik kararhlik sabitliginin (%GTS)

belirlenmesi

Her bir primer i¢in tiim 6rneklerde amplifiye olan DNA bantlarinin varligi ve yoklugu,
kontrol grubunun IRAP ve REMAP profillerine gore bant yogunluklarindaki azalma ve
artmalar temin edilmis olan agaroz jel goriintiileme cihazi ile belirlenmistir. Elde edilen
jel goriintiileri TotalLab TL120 programi ile degerlendirilmistir. Genomik kararlilik
sabitliligi (%) her bir primer {iriinii i¢in Atienzar (1999)’a gore 100 — (100 X %)
formiiliinden yararlanilarak hesaplanmistir. Formiildeki a her bir uygulama 6rnegi igin
tespit edilen IRAP ve REMAP polimorfik profillerini, n ise ilgili primerle negatif
kontrol grubunda elde edilen DNA toplam bant sayisin1 gostermektedir. Uygulama
gruplarina ait IRAP ve REMAP profillerinde gozlenen polimorfizm kontrol grubuna

gore yeni bir bandin ortaya g¢ikmasi, mevcut bir bandin kaybolmasini veya bant

yogunlugunun farkliligini kapsamistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. IRAP, REMAP Analizleri ve Genomik Kalip Kararhhg: (Genomik Template
Stability; %0GTYS)

Arastirmada humik asit ve demir, mangan, kobalt, ¢inko agir metallerinin farkli
konsantrasyonlar1 Zea mays L. tohumlarina uygulanarak genom iizerinde ortaya ¢ikan
retrotranspozon polimorfizmini belirlemek i¢in 10 IRAP primeri [ (WLTR2105, Nikita
E-2647, Nikita N-57, Sukkula, Bare1(0), Stowaway, 5'LTR, 6149, 6150, LTR 7286) ]
denenmis olup bunlar arasinda en iyi amplifikasyon gosteren 6 IRAP primeri [Nikita-57
N(57), Bare 1(0), Sukkula, Stowaway, Nikita E2647, WLTR2105] segcilerek
degerlendirilmeye alinmistir. Retrotranspozona dayali bir yontem olan REMAP
tekniginde retrotranspozon primerleri ile ISSR primerleri kombinasyonundan olan 8
primerin [(Barel (0) + ISSR8081, Barel (0) + ISSR8082, Sukkula + ISSR8081, Nikita-
E2647 + ISSR8081, Stowaway + ISSR8082, Sukkula + ISSR8082, Nikita-E2647 +
ISSR8082, Stowaway + ISSR8081] sonuglar1 degerlendirilmeye alinmistir.

Bu degisimler yeni bantlarin ortaya ¢ikisi, normal bantlarin kaybr ve bant yogunlugu
farkliligiyla belirlenmistir. Bu caligmada kullanilan biitiin primerler icin olusan
polimorfik bantlar kontrol grubuyla uygulama grubu altinda ki bitkilerle kiyaslanmistir.

Agir metalleri ayr1 ayr1 degerlendirmeye alirsak;

Mangan igin 5 IRAP primeri [ (Nikita-57 N(57), Bare 1(0), Sukkula, Stowaway, Nikita
E2647)] ve REMAP tekniginde 8 ISSR+IRAP primeri [Barel(0) + ISSR8081, Barel(0)
+ ISSR8082, Sukkula + ISSR8081, Nikita E2647 + ISSR8081, Stowaway + ISSR8082,
Sukkula + |ISSR8082, Nikita-E2647 + |ISSR8082, Stowaway + ISSR8081]

degerlendirilmistir.

Mangan ve humik asit uygulamasinda IRAP ve REMAP yontemlerinde meydana gelen
bantlarin molekiiler boyutu sirasiyla 310 b¢ [BAREL (0) + 1500 ppm HA] ile 12 800 bg
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(Stowaway + 1500 ppm HA) ve 128 bg (Nikita-E2647 + ISSR8081) ile 10 400 bg
(Nikita- E2647+ ISSR8082) araliginda ortaya ¢ikmustir (Cizelge 4.1 ve Cizelge 4.2).

IRAP sonuglarina gére misir bitkisinde manganin tiim dozlari retrotranspozon kaynakl
polimorfizme neden olmustur. Bu oran 20 mM’da %22,7, 40 mM’da %31,1 ve 60
mM’da %39,6 olarak gerceklesmistir (Cizelge 4.3). Buna ilaveten mangan ile birlikte
uygulanan humik asit, retrotranpozon kaynakli polimorfizm oraninda azalmalara ve ayni
zamanda %GTS oraninda artisa neden olmustur. 20 mM’da olusan %?22,7’lik
polimorfizm degeri humik asit uygulandiktan sonra %12,4’e, 40mM’da %31,1°de
%20,7’ye ve 60 mM’da ise %39,6’dan %25,5’e kadar distiigii goriilmiistiir. Yine IRAP
sonuglarina gore agir metal konsantrasyonu arttik¢a %GTS orani en yiiksek %77,3 iken
%60.4’e kadar diigmiistiir. Humik asit uygulamasiyla bu deger 20 mM dozda %77,3’den
%87,6’a kadar, 40 mM dozda %68,9’dan 79,3’e ve 60 mM dozda %60,4’den %74.,4°¢
kadar arttig1 goriilmiistir (Cizelge 4.3).

IRAP sonuglarinda oldugu gibi REMAP sonuglart manganin retrotranspozonlart aktive
ettigini ve DNA hasarina yol agtigin1 gostermistir. REMAP sonuglarmma gore
polimorfizm oranlar1 20, 40 ve 60 mM i¢in sirasiyla %25,9, %37,8, %42,0 olarak
belirlenmistir. Humik asit uygulamasindan sonra ise yine sirastyla 20, 40 ve 60 mM
mangan dozlarimda polimorfizm oranlarmin %16,3, %17,6, %20,1’e kadar azaldig:
goriilmiistiir. Mangan konsantrasyonuna bagli olarak %GTS degerinde 20, 40 ve 60 mM
dozda sirastyla %74,1, %62,2 ve %58,0’ a kadar azalmalar goriiliirken bu etki humik
asit uygulamasindan sonra yine sirasiyla %83,7, %82,3 ve %79,8’e¢ yiikseldigi
belirlenmistir (Cizelge 4.4).

Manganin tek basina uygulamasinda IRAP profilinde en diisiik %GTS oran1 Nikita-
(N57) primerinde goriiliirken, en yiikksek %GTS orant Stowaway primerinde
belirlenmistir (Cizelge 4.3). Yine REMAP profillerinde en diisiik %GTS orani
Stowaway + 8082’de goriiliirken en yiiksek Stowaway + 8081 primerinde belirlenmistir
(Cizelge 4.4). Mangan ve humik asit uygulamasinda ise IRAP yonteminde en diisiik
%GTS oran1 Nikita-(N57) primerinde goriiliirken en yliksek %GTS oran1 Stowaway
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primerinde goriilmiistiir (Cizelge 4.3) mangan ve humik asit uygulamasinin REMAP
profilinde ise en disik %GTS oran1 Stowaway + 8082 primerinde goriiliirken en

yiiksek GTS oran1 Stowaway + 8081 primerinde belirlenmistir (Cizelge 4.4).

Kobalt agir metalinde 5 IRAP primeri [(Nikita-57 N(57), Bare 1(0), Sukkula,
Stowaway, Nikita-E2647)] ve. REMAP tekniginde 8 ISSR+IRAP primeri (Barel(0) +
ISSR8081, Barel(0)+ ISSR8082, Sukkula + ISSR8081, Nikita-E2647 + ISSR8081,
Stowaway + ISSR8082, Sukkula + ISSR8082, Nikita-E2647 + ISSR8082, Stowaway +
ISSR8081) degerlendirilmistir.

Kobalt ve humik asit uygulamasinda IRAP ve REMAP yontemlerinde meydana gelen
bantlarin molekiiler boyutu sirastyla 395 bg [Nikita-E2647] ile 12 800 bg¢ [Stowaway]
ve 200 be [Sukkula + ISSR 8081] ile 12 000 bg [Nikita-E2647 + ISSR8082 +1500 ppm
HA] araliginda ortaya ¢ikmistir (Cizelge 4.5 ve Cizelge 4.6).

IRAP sonuglarina gore musir bitkisinde kobaltin tiim dozlar1 retrotranspozon kaynakli
polimorfizme neden olmustur. Polimorfizm oran1 10 mM’da %26,6, 20 mM’da %28,2
ve 40 mM’da %35,6 olarak gerceklesmistir (Cizelge 4.7). Buna ilaveten kobalt ile
birlikte uygulanan humik asit, retrotranspozon kaynakli polimorfizm oraninda
azalmalara ve aynit zamanda %GTS oraninda artisa neden olmustur. 10 mM’da olusan
%26,6’lik polimorfizm degeri humik asit uygulandiktan sonra %17,8’¢, 20mM’da
%28,2°den %21,5’e ve 40mM’da %35,6’dan %23,4 e kadar diistiigli goriilmiistiir. Yine
IRAP sonuglarmma gore agir metal konsantrasyonu arttikca %GTS orani en yliksek
%73,4 iken %64,3’e kadar dismiistiir. Humik asit uygulamasiyla bu deger 10 mM
dozda %73,4° den %82,1’e kadar, 20mM dozda %71,8’den %78,5’e kadar ve 40mM
dozda %64,3’den %76,6’ya kadar arttig1 goriilmiistiir (Cizelge 4.7)

IRAP sonuglarinda oldugu gibi REMAP sonuclarida kobaltin retrotranspozonlar: aktive
ettigini ve DNA hasarina yol actifim1 gostermisti. REMAP sonuglarina gore
polimorfizm oranlart 10, 20, 40 mM igin sirasiyla %27,8, %33,4, %41,8 olarak

belirlenmistir. Humik asit uygulamasindan sonra ise yine sirasiyla 10, 20, 40 mM
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dozlarda polimorfizm oraninin %19,1, %21,2, %26,8’¢ kadar diistiigii goriilmiistiir.
Kobalt konsantrasyonuna bagli olarak %GTS degerinde 10, 20 ve 40 mM sirasiyla
%72,2, %66,3 ve %58,1’e kadar azalmalar goriiliirken humik asit uygulamasindan sonra
%GTS oraninin Yine sirasiyla %80,8, %78,8 ve %73,1’e kadar yiikseldigi goriilmiistiir
(Cizelge 4.8).

Kobaltin tek basina uygulamasinda IRAP profilinde en diisiik %GTS oran1 Bare 1(0)
primerinde goriiliirken, en yiliksek %GTS orani1 Nikita-E2647 primerinde belirlenmistir
(Cizelge 4.7). Yine REMAP primerinde en diisik %GTS oran1 Nikita E2647 +
ISSR8082 primer kombininde goriilirken en yliksek %GTS orant Sukkula + ISSR8082
primer kombinasyonunda gorilmiistir (Cizelge 4.8). Kobalt ve humik asit
uygulamasinda ise IRAP yonteminde diisiik %GTS oran1 Bare 1(0) +1500 ppm HA ’de
gortiliirken en yiiksek %GTS orani Nikita-(N57) primerinde goriilmiistiir (Cizelge 4.7)
Kobalt ve humik asit uygulamasinin REMAP profilinde ise en diisiik %GTS orani
Nikita-E2647 + ISSR8082 primerinde goriiliirken en yiiksek %GTS orant Sukkula +
ISSR8082 primerinde goriilmiistiir (Cizelge 4.8).

Cinko i¢in 5 IRAP primeri [Nikita-N (57), Sukkula, Stowaway, Nikita-E2647,
WLTR2105] ve REMAP tekniginde 6 ISSR+IRAP primeri [Nikita-E2647 + ISSR8081,
Stowaway + ISSR8081, Nikita-E2647 + ISSR8082, Sukkula +ISSR8082, Sukkula +
ISSR8081, Stowaway + ISSR8082] degerlendirilmistir.

Cinko ve humik asit uygulamasinda IRAP ve REMAP yontemlerinde meydana gelen
bantlarin molekiiler boyutu 20 bg¢ [Nikita E2647] ile 4404 b¢ [WLTR2105] ve 83 beg
[Stowaway+ ISSR8082] ile 4704 bg [Nikita-E2647+ ISSR8081] araliginda ortaya
cikmistir (Cizelge 4.9 ve Cizelge 4.10).

IRAP sonuglarina gére misir bitkisinde ¢inkonun tiim dozlar retrotranspozon kaynakli
polimorfizme neden olmustur. Polimorfizm oran1 20mM’da %37,4, 40mM’da %41,8 ve
60 mM’da %48,2 olarak belirlenmistir (Cizelge 4.11). Buna ilaveten ¢inko ile birlikte

uygulanan humik asit retrotranspozon kaynakli polimorfizm oraninda azalmalara ve
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ayni zamanda %GTS oraninda ise artisa neden olmustur. 20mM’da olusan %37,4’lik
polimorfizm degeri humik asit uygulandiktan sonra %18,8’e, 40 mM’da %41,8’den
%17,9’a ve 60 mM’da ise %48,2’den %16,9’a kadar diistiigii goriilmiistiir. Yine IRAP
sonuglarina gore agir metal konsantrasyonu arttikga %GTS oraninin yiiksek %62,6 iken
%51,8’¢ kadar diismiistiir. Humik asit uygulamasiyla bu deger 20 mM dozda %62,6’dan
%81,2’ye, 40 mM dozda %58,2’den %82,1’e ve 60 mM dozda %51,8’den %83,0’e
kadar arttig1 goriilmiistiir (Cizelge 4.11).

IRAP sonuglarinda oldugu gibi REMAP sonuglar1 ¢cinkonun retrotranspozonlari aktive
ettigini gostermistir. REMAP sonuglarina gore polimorfizm oranlar1 20,40 ve 60
mM’lik dozlar igin sirastyla %25,7, %30,6, %42,0 olarak belirlenmistir. Humik asit
uygulamasindan sonra ise yine sirasiyla 20, 40 ve 60 mM dozlarda polimorfizm
oranlarinin ~ %15.5, %l17,1, %22,5’e kadar azaldigni gorlilmiistir. Cinko
konsantrasyonlarina bagli olarak %GTS degerinde 20, 40 ve 60 mM dozda sirastyla
%74,3, %69,4, %58,0’a kadar azalmalar goriilirken humik asit uygulamasindan sonra
%GTS oraninin yine sirasiyla %84,5, %82,9 ve %77,5’e kadar yiikseldigi goriilmustiir
(Cizelge 4.12).

Cinkonun tek basina uygulamasinda IRAP profilinde en diisiik %GTS oran1 Stowaway
primerinde goriiliirken, en yliksek %GTS oran1t WLTR2105 primerinde belirlenmistir
(Cizelge 4.11). Yine REMAP profillerinde en diisiik %GTS oran1 Sukkula + ISSR8082
primerinde goriiliirken en yiiksek Stowaway + 8081 primerinde belirlenmistir (Cizelge
4.12). ¢inko ve humik asit uygulamasinda ise IRAP yonteminde en diisiik %GTS orani
Nikita-(N57) primerinde goriilirken en yiiksek %GTS oran1 Sukkula primerinde
belirlenmistir (Cizelge 4.11). ¢inko ve humik asit uygulamasinin REMAP profilinde ise
en diisiik %GTS oran1 Sukkula + ISSR8082 primerinde goriiliirken en yiiksek %GTS
orani Stowaway + ISSR8082 primerinde goriilmiistiir (Cizelge 4.12).

Demir igin 5 IRAP primeri [Nikita-N (57), Sukkula, Stowaway, Nikita-E2647, and
WLTR2105] ve REMAP tekniginde 6 ISSR+IRAP primeri [Nikita-E2647 + ISSR8081,
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Stowaway + ISSR8081, Nikita-E2647 + ISSR8082, Sukkula + ISSR8082, Sukkula +
ISSR8081, Stowaway+ ISSR8082] degerlendirilmistir.

Demir ve humik asit uygulamasinda IRAP ve REMAP yontemlerinde meydana gelen
bantlarin molekiiler boyutu 76 bg¢ (Nikita-(N57) ile 4404 b¢ (WLTR2105) ve 189 bg
(Sukkula + ISSR8082) ile 4704 bg¢ (Nikita-E2647 + ISSR8081) araliginda ortaya
cikmistir (Cizelge 4.13 ve Cizelge 4.14).

IRAP sonuglarina gore musir bitkisinde demirin tiim dozlar1 retrotranspozon kaynakli
polimorfizme neden olmustur. Bu oran 20 mM’da %22,9, 40 mM’da %?29,5 ve 60
mM’da %36,4 olarak gergeklesmistir (Cizelge 4.15) Buna ilaveten demir ile birlikte
uygulanan humik asit retrotranspozon kaynakli polimorfizm oraninda azalmalara ve
aynt zamanda %GTS oraninda artisa neden olmustur. 20 mM’da olusan %22,9’luk
polimorfizm degeri humik asit uygulandiktan sonra %8.2°ye, 40 mM’da %29.5’den
%15,9’a ve 60 mM’da %36,4’den %20,3’¢ kadar diistiigii gorilmistiir. Yine IRAP
sonuclarina gore agir metal konsantrasyonu arttikca %GTS oran1 en yiiksek %77,1 iken
%63,6’ya kadar diismiistiir. Humik asit uygulamasiyla bu deger 20 mM dozda
%77,1’den %91,8’e kadar, 40 mM dozda %70,5’den %84,1’e kadar ve 60 mM dozda
%63,6’dan %79,7 e kadar arttig1 gorilmiistiir (Cizelge 4.15).

IRAP sonuglarinda oldugu gibi REMAP sonuglari demirin retrotranspozonlari aktive
ettigini ve DNA hasarmma yol agtigin1 gostermistir. REMAP sonuglarma gore
polimorfizm oranlar1 20, 40 ve 60 mM i¢in sirasiyla %12,4, %21,4, %34,6 olarak
belirlenmistir. Humik asit uygulamasindan sonra ise yine sirasiyla 20,40 ve 60 mM
dozlarda polimorfizm oranmnin %4.,4, %12,2 ve %20,1°¢ kadar azaldig1 gorilmistiir.
demir konsantrasyonuna bagli olarak %GTS degerinde 20, 40, ve 60 mM’da sirasiyla
%87,6, %78,6, %65,4’e¢ kadar azalmalar goriilirken humik asit uygulamasindan sonra
%GTS oraninin yine sirastyla %95,6, %87,8, 79,9’a yiikseldigi goriilmiistiir (Cizelge
4.16).
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Demirin tek basina uygulamasinda IRAP profilinde en diisiik %GTS orant WLTR2105
primerinde goriiliirken, en yliksek %GTS oran1 Sukkula primerinde belirlenmistir
(Cizelge 4.15). Yine REMAP profilinde en diisilk %GTS oran1 Sukkula + ISSR8082’de
goriliirken, en yiiksek %GTS oran1 Stowaway+8081 primerinde belirlenmistir (Cizelge
4.16). Demir ve humik asit uygulamasinda ise IRAP yonteminde en diigilk %GTS orani
Nikita-E2647 primerinde goriilirken en yiiksek GTS oran1 Sukkula primerinde
belirlenmistir (Cizelge 4.15). Demir ve humik asit uygulamasinin REMAP profilinde
ise en diisiik %GTS oran1 Nikita-E2647 + ISSR8081 primerinde goriiliirken en yiiksek
GTS oran1 Stowaway + ISSR8081 primerinde goriilmiistiir (Cizelge 4.16).

Elde edilen bu sonuclara gore agir metallerin yiiksek dozlarinin hem IRAP hemde
REMAP analizi sonuglarinda toksik etki yaptigi ortaya cikarilmistir. Agir metal
uygulamasinin dozuna bagli olarak %GTS oranlari azalmistir. REMAP analizlerinde
polimorfizm oraninin fazla oldugu goriilmiistiir bunun sebebinin ise bu teknikte hem
retrotrasnpozon polimorfizminin hemde DNA hasarinin degerlendirilmeye alinmasiyla
aciklanabilir. Agir metallerin toksik etkilerinin humik asit uygulamasi ile azaldigi

belirlenmistir.



Cizelge 4.1. Mn ve HA uygulamasinda IRAP markirinda kontrole gore degisen bantlarin molekiiler agirligi (bp)

Mangan + 1500 ppm Humik

Mangan .
IRAP Primerleri i K g Asit
(5—3)
20mM 40mM 60mM 20mM 40mM 60mM
Stowaway + 12400 11200;931 12000 12800 12800 11600
(CTTATATTTAGGAACGGAGGGAGT) 11
- 10400 508 10400;1349 10400 725
N57-(Nikita) + 1275 1314;1276;1013  1286;1276;1074:846 1295 1290;1276 1295:1276
(CGCATTTGTTCAAGCCTAAACC) 7
- 691 - - - - 691
Sukkula + - 441 447 - - -
(GATAGGGTCGCATCTTGGGCGTGAC) 12
- 84611363 84611363 8461;1363;854 8461 8461;1363 8461;1363
Nikita-E2647 + 1371 1156:894 882 984 1261 1261
(ACCCCTCTAGGCGACATCC) 10
- 1419 1091 1091:496 - - -
Bare 1(0) + - - 368 - - 310
(CTAGGGCATAATTCCAACA) 10
- 1206;1178;1069 1206:1178;1069 1206;1178:1069;681 1206;1178 12061178 1206;1178

99



Cizelge 4.2. Mn ve HA uygulamasinda REMAP markirinda kontrole gore degisen bantlarin molekiiler agirligi (bp)

REMAP Primerleri . Mangan Mangan + 1500 ppm Humik Asit
5°>3) 20 mM 40 mM 60 mM 20mM 40mM 40mMm
Nikita-E2647 + 8081 + - 351;303 410;128 703 729;370;355 374
(ACCCCTCTAGGCGACATCC + 15
GAGAGAGAGAGAGAGAGAC) - 935;306 935;193;184 935;306;193;184 - - 935;658;193
Stowaway + 8081 + 682 839;670;302 1113;831 951 747 974
(CTTATATTTAGGAACGGAGGGAGT + 13
GAGAGAGAGAGAGAGAGAC) - 1200 - 1200 - 297 -
Nikita-E2647 + 8082 + 10000 10800 1200 - - -
(ACCCCTCTAGGCGACATCC 8
+CTCTCTCTCTCTCTCTCTG) - 10400;1211 10400;1211 10400;1211;921 10400;1211 10400;1211 10400
Bare 1(0) +8082 - - - R R -
(CTAGGGCATAATTCCAACA+CTCTCTCTCTCT
CTCTCTG) 8 . . .
- 1074;859 1074;859 1074;859 1074 1074 1074
Sukkula + 8082 + - 1155 371853 853 655 660
(GATAGGGTCGCATCTTGGGCGTGAC + 10
CTCTCTCTCTCTCTCTCTG) - 281;592;719 1086;769;719 1086;7149;444 1086 1086;719 1086;719
Sukkula + 8081 + 626 - 337 341 300 -
(GATAGGGTCGCATCTTGGGCGTGAC + 10 800295200
GAGAGAGAGAGAGAGAGAC) - 517;249 800;517;249;200 eI 800 800 800;200:185
Stowaway + 8082 + 1342 1801;1141;927 3301?1517;1191;7 - - 1517
(CTTATATTTAGGAACGGAGGGAGT 7
+CTCTCTCTCTCTCTCTCTG) - 1414 - 1414 ) 3 1414
Bare 1(0) +8081 + - - - - - -
(CTAGGGCATAATTCCAACA 11
+GAGAGAGAGAGAGAGAGAC) 669;575;429 669;575:528;429  669;575;528;429 508;429 528;429 575:528:429

L9



Cizelge 4.3. IRAP markirinda Mn ve HA uygulamasina gore genomik kararlilik sabitliligi oranlar1 (%GTS)

) ) Mangan Mangan + 1500 ppp Humik Asit
IRAP Primerleri KONTROL
(53°—3’) 20 mM 40mM 60mM 20mM 40mM 60mM
Stowaway 100 81,8 72,7 72,7 90,9 81,8 81,8
N57-(Nikita) 100 71,4 57,1 42,8 85,7 71,4 57,1
Sukkula 100 83,3 75 66,6 91,6 83,3 83,3
Nikita-E2647 100 80 70 70 90 90 90
Bare 1(0) 100 70 70 60 80 80 70
%Pol. 0,0 22,7 31,1 39,6 12,4 20,7 25,5

%GTS 100 77,3 68,9 60,4 87,6 79,3 74,4

89



Cizelge 4.4. REMAP markirinda Mn ve HA uygulamasina gore genomik kararlilik sabitliligi oranlar1 (%GTS)

Mangan +1500 ppm Humik Asit

REMAP Mangan
Primerleri Kontrol
(5°—3) 20mM 40mM 60mM
Nikita-E2647 +8081 100 86,6 66,6 60
Stowaway + 8081 100 84,6 76,9 76,9
Nikita-E2647 +8082 100 62,5 62,5 50
Bare 1(0) +8082 100 75 75 75
Sukkula + 8082 100 70 60 50
Sukkula + 8081 100 70 60 60
Stowaway + 8082 100 71,4 57,1 28,5
Bare 1(0) +8081 100 72,7 63,6 63,6
%Pol 0,0 259 37,8 42,0
%GTS 100 74,1 62,2 58,0

20mM 40mM 60mM
93,3 80 73,3
92,3 84,6 92,3
75 75 87,5
87,5 87,5 87,5
80 70 70
80 80 70
100 100 71,4
81,8 81,8 72,7
16,3 17,6 20,1
83,7 82,3 79,8

69



Cizelge 4.5. Co ve HA uygulamasinda IRAP markirinda kontrole gore degisen bantlarin molekiiler agirlig1 (bp

. . Kobalt Kobalt +1500 ppm Humik Asit
IRAP Primerleri i C
(5"—3")
10mM 20mM 40mM 10mM  20mM 40mM
Stowaway -, 12800 12400;1549  12800;1433 12800 14000 12800;1517
(CTTATATTTAGGAACGGAGGGAGT) 10400:508 508 10400:1349 10400 10400 10400
N57-(Nikita) - 112t 1270 1276 1058 1042 1027
(CGCATTTGTTCAAGCCTAAACC) ] ool sl - - :
Sukkula R 800 6000;492 6970 8000 6460
(GATAGGGTCGCATCTTGGGCGTGAC) _ 6101854  8A0L854 8461854 " S4611363 84611363
Nikita-E2647 + 10 - - 705 - 1336 612
(ACCCCTCTAGGCGACATCC) i 1091:395  1091:395 1091:395 1091 1091 1091
Bare 1(0) * - - - ] ] )
are
(CTAGGGCATAATTCCAACA) — 10 1206,1178;  1206,1178;  1206;1178; 1206,1178; 12061178; 1206,1178;
1060:884  1069:839  1069:839:415 1069 839 1069

0.



Cizelge 4.6. Co ve HA uygulamasinda REMAP markirinda kontrole gére degisen bantlarin molekiiler agirligi (bp)

REMAP Primerleri + Kobalt Kobalt +1500 ppm Humik Asit
(5°—3) - c 10 mM 20 mM 40mM 10mM 20mM 40mM
Nikita-E2647 + 8081 + = - - 1011 1011,892;592 1016;750
(ACCCCTCTAGGCGACATCC + 15 935;658;512;44  935;658;512;441; 935;658;512;441,3 A1 . \REQ-102-
GAGAGAGAGAGAGAGAGAC) ) 1;321 321;147 21;306;193;147 935,441,306 935,441 935,658,193,184
Stowaway + 8081 " 1298,974;784;5  1322:1140,962:68 ) 334.797.584 1336;974 1387 1351;987
(CTTATATTTAGGAACGGAGGGAGT + . 13 _89 2,579
GAGAGAGAGAGAGAGAGAC) - - - 1255;890;439 1069 1069;974 1069;712
Nikita-E2647 + 8082 + - - 592;691 12000 11600 760
(ACCCCTCTAGGCGACATCC 8 10400:1211:106
+CTCTCTCTCTCTCTCTCTG) - 1 ’ ’ 10400;1211;1064 10400;1211;830 10400;1211 10400;1211 10400;1211;830
Bare 1(0) +8082 + 690 618 _ _ _ _
(CTAGGGCATAATTCCAACA+CTCTCTCTCTC —— 8
TCTCTCTG) - 1074:859 1074:859 1074:859;610 1074 1074 1074
Sukkula + 8082 + 815 822 807 1135 1155 1164
(GATAGGGTCGCATCTTGGGCGTGAC+ =—— 10
CTCTCTCTCTCTCTCTCTG) ) 281 719 719;281 - - -
Sukkula + 8081 + 577;346 369 341 479 382 378
(GATAGGGTCGCATCTTGGGCGTGAC+ =—— 10 800;295;200
GAGAGAGAGAGAGAGAGAC) - 800 800;517;295 e 800 800 800;295
Stowaway + 8082 + 1616 1130 1130 1548 1653 1548
(CTTATATTTAGGAACGGAGGGAGT 7
+CTCTCTCTCTCTCTCTCTG) - - 867 550 - - -
Bare 1(0) +8081 + 575 270 - - - -
(CTAGGGCATAATTCCAACA 11
+GAGAGAGAGAGAGAGAGAC) 379 774;528 575;528;379;344 774 774;528 669;575;528

TL



Cizelge 4.7. IRAP markirinda Co ve HA uygulamasina gore genomik kararlilik sabitliligi oranlar1 (%GTS)

IRAP Primerléri Ao Kobalt Kobalt + 1500 ppp Humik Asit
(3°—3) 10 mM 20mM 40mM 10mM 20mM 40mM
Stowaway 100 72,7 72,7 63,6 81,8 81,8 72,7
N57-(Nikita) 100 71,4 71,4 71,4 85,7 85,7 85,7
Sukkula 100 83,3 75 66,6 83,3 75 75
Nikita-£2647 100 80 80 70 90 80 80
Bare 1(0) 100 60 60 50 70 70 70
%Pol. 0,0 26,6 28,2 35,6 17,8 215 23,4
%GTS 100 73,4 71,8 64,3 82,1 78,5 76,6

¢l



Cizelge 4.8. REMAP markirinda Co ve HA uygulamasina gore genomik kararlilik sabitliligi oranlar1 (%GTS)

€L

Kontrol Kobalt Kobalt +1500 ppm Humik asit

REMAP Primerleri

(-3 10mM 20mM 40mM 10mM 20mM 40mM
Nikita-E2647 +8081 100 66 60 46 73,3 66 60
Stowaway + 8081 100 69,2 61,5 53,8 76,9 76,9 69,2
Nikita-E2647 +8082 100 62,5 62,5 37,5 62,5 62,5 50
Bare 1(0) +8082 100 62,5 62,5 62,5 87,5 87,5 87,5
Sukkula + 8082 100 80 80 70 90 90 90
Sukkula + 8081 100 70 60 60 80 80 70
Stowaway + 8082 100 85,7 71,4 71,4 85,7 85,7 85,7
Bare 1(0) +8081 100 81,8 12,7 63,6 90,9 81,8 72,7

%Pol 0,0 27,8 33,4 41,8 19,1 21,2 26,8

%GTS 100 72,2 66,3 58,1 80,8 78,8 73,1




Cizelge 4.9. Zn ve HA uygulamasinda IRAP markirinda kontrole gore degisen bantlarin molekiiler agirligi (bp)

Cinko + 1500 ppm Humik

IRAP Primerleri +/ K Cinko Asit
(5°—3%) -
20mM 40mM 60mM 20mM  40mM  60mM
Stowaway * 1443;1717;3103  1400;3199 2417;3000 3102 3000 -
(CTTATATTTAGGAACGGAGGGAGT) 2091 1264;2655 1264;2091;2655 2001 - -
N57-(Nikita) A 526;913;1764  488;1633 540;1714 512:853 1602 -
(CGCATTTGTTCAAGCCTAAACC) 34,1450 341450 34;173;706;1714 34,274 34,1450 -
Sukkula = - - . - 611781 -
(GATAGGGTCGCATCTTGGGCGTGAC) _ 436;1540;2212  854;1540;2212  403;1540;2212 - - 282
Nikita-E2647 + s 1811 486;1811 1778 1746 1746 1689
(ACCCCTCTAGGCGACATCC) 186,223 20;717;1371  20;266;717;1371 186 1371  223;1371
WLTR2105 + o - 2544 3783 2441 1440  1374;2441
(ACTCCATAGATGGATCTTGGTGA) - 463:750 463:1881 463:4404 ] ] _

VL



Cizelge 4.10. Zn ve HA uygulamasinda REMAP markirinda kontrole gére degisen bantlarin molekiiler agirligi (bp)

REMAP Primerleri +/ Cinko Cinko + 1500 ppm Humik Asit
(5—>3) - C 20 mM 40 mM 60 MM 20mM 40mMm 40mMm
+ - - - 390 - -
Nikita-E2647 + 8081 11
(ACCCCTCTAGGCGACATCC + GAGAGAGAGAGAGAGAGAC) 2057:3444:4704  454;717:2957; 104:454;717:2957:3 3444 4543444 4543444
3444;4704 444:4704
Stowaway + 8081 + - 947 972;1515 - -
(CTTATATTTAGGAACGGAGGGAGT + 9
GAGAGAGAGAGAGAGAGAC) - 2564 849 849;1373 - - 417
o + 443;1239 - 700 . i .
Nikita-E2647 + 8082 7
(ACCCCTCTAGGCGACATCC +CTCTCTCTCTCTCTCTCTG) . . 1379 1379 1379 . 412:901
Sukkula + 8082 + 1375;2464 17862464 - 2218 452:2085 855
(GATAGGGTCGCATCTTGGGCGTGAC + — 5
CTCTCTCTCTCTCTCTCTG) - - 189 2270;1710 189 189 189;284
Sukkula + 8081 + - 2161 3132 - 2204 -
(GATAGGGTCGCATCTTGGGCGTGAC + —
14 52;248;357,677,
GAGAGAGAGAGAGAGAGAC) - 218;309 309;1331 1598 248 357 309
Stowaway + 8082 + 583 - 321 - 2619 2619
(CTTATATTTAGGAACGGAGGGAGT — 10

+CTCTCTCTCTCTCTCTCTG) - 83;843 83;1343;1531 83;109;1531 83,372 1531 1531

74



Cizelge 4.11. IRAP markirinda Zn ve HA uygulamasina gore genomik kararlilik sabitliligi oranlar1 (%GTS)

inko inko + 1500 Humik Asit
IRAP Primerleri KONTROL C C PPP
(5°—3) 20mM 40mM 60mM 20mM 40mM 60mM

Stowaway 100 33,3 33,3 16,6 66,6 83,3 81,8
N57-(Nikita) 100 61,5 69,2 53,8 69,2 69,2 57,1
Sukkula 100 70 70 70 100 80 83,3
Nikita-E2647 100 69,2 61,5 61,5 84.6 84.6 90
WLTR2105 100 80 70 70 20 90 70
%Pol. 0,0 37,4 41,8 48,2 18.8 17.9 16,9

%GTS 100 62,6 58,2 51,8 81,2 82,1 83,1

9/



Cizelge 4.12. REMAP markirinda Zn ve HA uygulamasina gore genomik kararlilik sabitliligi oranlar1 (%GTS)

REMAP Primers  kontrol Cinko Cinko +1500 ppm Humik asit
(5°—3) 20mM 40mM 60mM 20mM 40mM 60mM

Nikita-E2647 +8081 100 72,7 54,5 60 93,3 80 73,3
Stowaway + 8081 100 88,8 77,7 76,9 92,3 84,6 92,3
Nikita-E2647 +8082 100 71,4 85,7 50 75 75 87,5

Sukkula + 8082 100 66,6 50 50 80 70 70

Sukkula + 8081 100 85,7 78,5 60 80 80 70
Stowaway + 8082 100 70 70 28,5 100 100 71,4
%Pol 0,0 25,7 30,6 42,0 15,5 17,1 22,5

%GTS 100 74,3 69,4 58,0 84,5 82,9 77,5

LL



Cizelge 4.13. Fe ve HA uygulamasinda IRAP markirinda kontrole gore degisen bantlarin molekiiler agirlig1 (bp)

. Demir Demir +1500 ppm Humik asit
IRAP Primerler +- K
(5—3)
20mM 40mM 60mM 20mM 40mM 60mM
Stowaway + . 911:1692 911 - - 1727 -
(CTTATATTTAGGAACGGAGGGAGT) _ _ 1244:1581 _ _ 1581
. + - - - - - -
N57-(Nikita) 13
(CEGCATTTGTTCAAGCCTAAACC) 76,706 274,706 274;706;1450;1537 219 706 173;1450;1537
Sukkula + 10 ) ) °15 515 ) i}
(GATAGGGTCGCATCTTGGGCGTGAC) _ _ 1540:2192 132:180 _ 1540 2212
Nikita-E2647 + s 1811 1504;1645 - 1746 1919 -
(ACCCCTCTAGGCGACATCC) 80:717  266:717:1371  223;717:1371:1579 266:1371 186:717;1371 717:1371:1579
WLTR2105 + 2185:3412 2544:3412:6408 2441 - - 2594
(ACTCCATAGATGGATCTTGGT 7
463 463:1881 463;1881:4404 - 463 463

GA) -

8.



Cizelge 4.14. Fe ve HA uygulamasinda REMAP markirinda kontrole gére degisen bantlarin molekiiler agirlig1 (bp)

. Demir Demir +1500 ppm Humik asit
B LAD Primgigs’—3’) o C o mm 40 mM 60mM 20mM  40mM 60mM
Nikita-E2647 + 8081 1 _ _ _ _ _ _
(ACCCCTCTAGGCGACATCC + GAGAGAGAGAGAGAGAGAC) 454 2057:3444:4704 454,1170,2957,3444 3444 717;2957,3444;47 454,717,2957,3444
14704 04 14704

Stowaway + 8081 - - - - - -
(CTTATATTTAGGAACGGAGGGAGT + 9

GAGAGAGAGAGAGAGAGAC) - - 8492564 - - -

. 380 378 356 - - -
Nikita-E2647 + 8082 7

(ACCCCTCTAGGCGACATCC +CTCTCTCTCTCTCTCTCTG) . . 514 _ . 1379
Sukkula + 8082 - - - - - 309
(GATAGGGTCGCATCTTGGGCGTGAC + 6
CTCTCTCTCTCTCTCTCTG) 189 189:1121 189;229:1121 - 1121 1121:189
- - - - - 309

Sukkula + 8081(GATAGGGTCGCATCTTGGGCGTGAC + 14

GAGAGAGAGAGAGAGAGAC) 309;218 677;309 677:309;248 417 - -

Stowaway + 8082 - - 511 - - -
(CTTATATTTAGGAACGGAGGGAGT 10

+CTCTCTCTCTCTCTCTCTG) 1531:1343  843;1343;1531 1343:1531;1695 1343 1531:1343 1531:1343

6.



Cizelge 4.15. IRAP markirinda Fe ve HA uygulamasina gore genomik kararlilik sabitliligi oranlar1 (%GTS)

) Demir Demir + 1500 ppp Humik asit
IRAP Primers KONTROL

(3°—3%) 20mM 40mM 60mM 20mM 40mM 60mM
Stowaway 100 66,6 83,3 66,6 100 83,3 83,3
N57-(Nikita) 100 84,6 84,6 69,23 92,3 92,3 76,9

Sukkula 100 100 80 70 90 90 90
Nikita-E2647 100 76,9 61,53 69,23 76,9 69,23 76,9
WLTR2105 100 57,14 28,57 42,85 100 85,7 71,42
%Pol. 0,0 22.9 29,5 36,4 8,2 15,9 20,3

%GTS 100 77,1 70,5 63,6 91,8 84,1 79,7

08



Cizelge 4.16. REMAP markirinda Fe ve HA uygulamasina gore genomik kararlilik sabitliligi oranlart (%GTS)

REMAP Primers Kontrol Demir Demir+1500 ppm Humik asit
(=3 20mM 40mM 60mM 20mM 40mM 60mM
Nikita-E2647+8081 100 90 72,7 54,5 90 63,6 54,54
Stowaway+8081 100 100 100 77,7 100 100 100
Nikita-E2647+8082 100 85,7 85,7 71,42 100 100 85,7
Sukkula+8082 100 83,3 66,6 50 100 83,3 50
Sukkula+8081 100 85,7 85,71 78,57 92,85 100 92,85
Stowaway+8082 100 80 70 60 90 80 80
%Pol 0,0 12,4 21,4 34,6 4.4 12,2 20,1

%GTS 100 87,6 78,6 65,4 95,6 87,8 79,9

18
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4.2. IRAP-REMAP Jel Goriintiileri
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Sekil 4.1. E2647-IRAP primerine karsi olusan (Demir-Cinko) amplifikasyon tiriinleri
1;Markir D7058, 2;Kontrol 3;Demir 20 mM, 4;Demir 40 mM, 5;Demir 60 mM, 6;Demir 20 mM + Humik
Asit 1500 ppm, 7; Demir 40 mM + Humik Asit 1500 ppm, 8; Demir 60 mM + Humik Asit 1500 ppm 9;
Cinko 20 mM 10; Cinko 40 mM, 11; Cinko 60 mM, 12; Cinko 20 mM + Humik Asit 1500 ppm, 13;
Cinko 40 mM + Humik Asit 1500 ppm, 14; Cinko 60 mM + Humik Asit 1500 ppm
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Molecular Weight

Sekil 4.2. Nikita-N57-IRAP primerine karst olusan (Demir-Cinko) amplifikasyon
tirtinleri

1;Markir D7058, 2;Kontrol 3;Demir 20 mM, 4;Demir 40 mM, 5;Demir 60 mM, 6;Demir 20 mM + Humik
Asit 1500 ppm, 7; Demir 40 mM + Humik Asit 1500 ppm, 8; Demir 60 mM + Humik Asit 1500 ppm 9;
Cinko 20 mM 10; Cinko 40 mM, 11; Cinko 60 mM, 12; Cinko 20 mM + Humik Asit 1500 ppm, 13;
Cinko 40 mM + Humik Asit 1500 ppm, 14; Cinko 60 mM + Humik Asit 1500 ppm
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Sekil 4.3. Stowaway+8081-REMAP primerine karsi olusan (Demir-Cinko)
amplifikasyon {irtinleri

1;Markir D7058, 2;Kontrol 3;Demir 20 mM, 4;Demir 40 mM, 5;Demir 60 mM, 6;Demir 20 mM + Humik
Asit 1500 ppm, 7; Demir 40 mM + Humik Asit 1500 ppm, 8; Demir 60 mM + Humik Asit 1500 ppm 9;
Cinko 20 mM 10; Cinko 40 mM, 11; Cinko 60 mM, 12; Cinko 20 mM + Humik Asit 1500 ppm, 13;
Cinko 40 mM + Humik Asit 1500 ppm, 14; Cinko 60 mM + Humik Asit 1500 ppm

Lane 1 Lane 2 Lane 3 Lane 4 Lane 5 Lane G Lane 7 Lane 8 Lane 9 Lane10 Lane11 Lane12 Lane13 Lane14
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Sekil 4.4. E2647-IRAP primerine karsi olusan (Mangan-Kobalt) amplifikasyon tiriinleri
1;Markir D7058, 2;Kontrol 3;Mangan 20 mM, 4; Mangan 40 mM, 5; Mangan 60 mM, 6; Mangan 20 mM
+ Humik Asit 1500ppm, 7; Mangan 40 mM + Humik asit 1500 ppm, 8; Mangan 60 mM + Humik Asit
1500 ppm 9; Kobalt 10 mM 10; Kobalt 20 mM, 11; Kobalt 40 mM, 12; Kobalt 10 mM + Humik Asit
1500 ppm, 13; Kobalt 20 mM + Humik asit 1500 ppm, 14; Kobalt 40 mM+ Humik Asit 1500 ppm
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Lane 1 Lane 2 Lane 3 Lane 4 Lane 5 Lane 6 Lane 7 Lane 8 Lane 8 Lane10 Lane1l Lane12 Lane13 Lane14
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Sekil 4.5. Stowaway+8081-REMAP primerine karsi olusan (Mangan- Kobalt)
amplifikasyon {irtinleri

1; Markir D7058, 2;Kontrol 3;Mangan 20 mM, 4; Mangan 40 mM, 5; Mangan 60 mM, 6; Mangan 20
mM + Humik Asit 1500ppm, 7; Mangan 40 mM + Humik asit 1500 ppm, 8; Mangan 60 mM + Humik
Asit 1500 ppm 9; Kobalt 10 Mm 10; Kobalt 20 mM, 11; Kobalt 40 mM, 12; Kobalt 10 mM + Humik Asit
1500 ppm, 13; Kobalt 20 mM + Humik asit 1500 ppm, 14; Kobalt 40 mM + Humik Asit 1500 ppm
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5. TARTISMA ve SONUC

Endiistriyel aktiviteler, tarimda giibre ve pestisit kullanimi, sehir atiklari, volkanik
aktiviteler, madencilik, maden eritme (dokiim) ve aritma g¢amurunun atilmasi ile
ortamda biriken agir metaller 6zellikle bitkiler olmak {izere biitiin canli organizmalari
tehtit etmektedir. Bu etkiler ortamda g¢evre kirliligini ortaya ¢ikarmakta ve bitkiler igin
biyotik ve abiyotik stres kosullarina neden olmaktadirlar. Toprakta diisik dozda
bulunan esansiyel mikroelementler bitkilerin gelisimi i¢in gereklidirler ve ortamda
bulunma orani agilirsa bitkiler i¢in biliylime ve canlilikta azalma gibi streslere neden
olurlar (Zengin 2006). Baz1 agir metaller ise (kadmiyum, kursun, civa, arsenik vd.)
bitkiler i¢in gerekli degildir ve varliklarinda bitki {izerine yiiksek derecede toksik etki
yaparlar. Bu elementler toprakta bulundugunda genis alanda zararh olabilir bitkileri

etkileyerek gida zincirinde hayvan ve insanlar1 olumsuz sekilde etkilemektedirler.

Agir metallerin dokuda fazla miktarda bulunmasi bitkide stresi ortaya ¢ikararak ve
¢imlenme, enzim aktivitesi, transpirasyon, mineral besin alimi, stoma hareketleri,
fotosentez, niikleik asit yapisi, su absorbsiyonu, protein sentezi, membran stabilitesi ve
hormonal denge bozukluklari gibi birgok metabolik olayin bozulmasina neden

olmaktadir (Kennedy and Gonsalves 1987).

Kobalt elementi genellikle bitkiler i¢in faydali olarak tanimlanir fakat tarimsal
kirleticilerden dolay1 toksik olabilir. Kobaltin fitotoksisitesi {izerine bir¢ok ¢alisma
mevcuttur. Arpa, kolza ve domateste kobaltin fitotoksisitesi {izerine yapilan
caligmalarda bitki biiyiimesini ve biyokiitleyi etkiledigi goriilmistiir (Li et al. 2009).
Kobaltin bir diger fitotoksik etkisi ise transpirasyon orani ve Su potansyelini

azaltmasidir (Chatterjee and Chatterjee 2000).

Cinko uygun konsantrasyonlarda protein ve enzimlerin yapisal ve katalitik bilesenleri
ve bitkinin normal biiyiime ve gelismesinde temel kofaktor olarak gereklidir

(Moustakas 1994). Cinko mikrobesin elementinin ortamda birikimi artarsa bitki
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biliylimesine ve bitkinin canliligini azalmasina yol acarak fitotoksisiteye neden olur.
Ortamda fazla miktarda ¢inko biriktiginde bitkilerin kdk ve siirgiin biiyiimesi azalir,
kokler incelir, geng yapraklar kivrilir ve klorosis goriiliir, hiicre biiyiimesi ve uzamasi
engellenir, hiicre organelleri pargalanir ve klorofil sentezi azalir (Roat and Das 2003).
Cinko c¢esitli bitki tlirlerinde oksidatif hasar1 baslatir ve metabolizma, gelisme ve

biiylimeyi azaltarak toksik etkisini gosterir (Nagojyati et al. 2010).

Mangan bitkilerin biiyiimesi ve gelismesi i¢in esansiyeldir. Manganin asiri miktarda
birikimi yapraklarda fotosentez olayinda azalmalara neden olmustur. Mangan
fitotoksisitesinin en biiyiik etkisi dokularda kahverengi lekelerin olusmasidir (Nagojyati

et al. 2010).

Demir biitiin bitkiler i¢in temel besin elementlerindendir ve bircok metabolik siirecte
onemli bir rol oynar. Klorofil sentezi, kloroplast gelisimi ve fotosentez gibi hiicresel
olaylarda olduk¢a dnemlidir. Demir ayn1 zamanda SOD, akonitaz, ferrodoksini igeren
demir-siilfiir proteinleri ve leghemoglobin, peroksidaz, katalaz, sitokromlari igeren hemi
proteinler gibi hiicre redoks sistemlerinin ana bilesenidir (Higuchi et al. 1995).
Bitkilerde demir toksisitesinin ortaya ¢ikisi terleme akisi, yapraklardan transpirasyon
yoluyla ve koklerden yiiksek demir alimiyla ilgilidir (Arora et al. 2002; De Dorlodot et
al. 2005). Metaller ¢imlenme oraninda azalmalara yol agarak proteinlere zarar

vermektedir (Nanda et al. 2016).

Diger abiyotik stres faktorleri gibi agir metallerde bitkilerin genetik materyalleri iizerine
olumsuz etki yaparlar. Genetik hasarlar gesitli kimyasal olaylarla devam eder ve
sonunda agir metal stresi oksidatif stresi olusturur ve bu stres sonucunda DNA’da
mutasyonla sonuglanacak hasarlar meydana gelir (Blokhina et al. 2003; Kasprzak
1995). Oksidatif stres sonucu olusan hidroksil radikali DNA’y1 etkiler serbest bazlarin
olusumuna, ipliklerin kirilmasina, genomun yeniden diizenlenmesine, depiirinasyonlar
hem apiirinik hemde apimidinik bolgelerin olusmasina ve capraz baglantinin ortaya
cikmasina neden olur. Cift zincirdeki kirilmalar homolog rekombinasyon tarafindan

kismen onarilabilir. Homolog rekombinasyonun ve nokta mutasyonlarin sikligi agir
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metaller tarafindan olusturulan DNA hasarinin diizeyini yansitir (Kovalchuk et al.
2001). Bu mutasyonlar allelik DNA varyasyonunu etkileyebilir ve allellerin ifadesi
ebeveynlerden dollere aktarilabilen fenotipik varyasyon yaratabilir (Grativol et al.
2012). Bitkilerde kromatinlerin durumlart small RNA'larin mekanizmalar1 ve
kromotinlerin yeniden sekillenmesi i¢in N-terminal histon kuyruklarin metilasyonu,
asetilasyonu, DNA metiltransferaz tarafindan sitozinde metil gruplarinin sokulmasiyla
geri ¢evrilebilir ve hizlica modifiye edilebilir. Bu tip modifikasyonlarda temel niikleotid
yapist degismeksizin DNA aktivitesi degisir bu durum ise epigenetik degisiklik olarak
ifade edilir. Epigenetik mekanizmalar sSiRNA, DNA metilasyonu ve demetilasyonu ve
histon modifikasyonlar1 igerir. Epigenetik modifikasyonlar genomun baskilanmasinda,
paramutasyonda, transpozonlarin ¢ogalmasina kars1 savunmada ve transkripsiyonel gen
susturmada 6nemli rol oynar (Chinnusamy et al. 2004). Transposon elementleri gelisim
boyunca gen ifadelerini diizenlemek i¢in uyumlu sekilde transpoze olabilirler ve birgok
stres kosullar1 altinda genomun yeniden yapilandirilmasinda islev goriirler (Cui and Cao
2014)

Agir metal stresi bitkilerde bir¢ok fizyolojik, biyokimyasal ve molekiiler cevaplar
baslatmakta ve bitkiler uygun olmayan c¢evre kosullarinda evrim siirecinde
gelistirdikleri ¢esitli adaptasyon mekanizmalari yoluyla hayatta kalmaya calisirlar
(Kalefetoglu and Ekmekci 2005). Bitkiler stress kosullari altinda olusan strese karsi
molekiiler seviyede cevap mekanizmalar1 olusturabilir ve bunun sonucunda bitkide
strese kars1 baz1 genler aktif hale gegebilir (Bartels and Sunkar 2005). Bu genlerin ifade
ettikleri tirlinler hiicrenin i¢ ve dis ortamla iletisminde (signaling) transkripsiyonel
olarak genlerin kontrol edilmesinde, hiicre zar1 ve proteinlerin korunmasinda, serbest
radikallerin ve toksinlerin temizlemesinde islev gormektedir (Wang et al. 2003).
Molekiiler diizeyde agir matellere karsi direng genlerinin aktiflestirilmesinin yani sira
organizmanin normal gelisim donemlerinde inaktif halde bulunan farkli stres
etmenleriyle aktif hale gelen bitki retrotranspozonlarinin hareketi ortaya ¢ikmaktadir.
Bitkilerin gelisiminde ve biyotik ve abiyotik strese cevap mekanizmasinda miRNA ve
SiRNA ¢ok o6nemli rol oynarlar. Soguk, sicaklik, patojenler, agir metal gibi stres
sartlarinda bitki cevaplarmin miRNA ile ilgili oldugu bildirilmistir (Grativol et al.
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2012). DNA metilasyonu, histon deasetilasyonu, histone H3 lizin-9 metilasyon
(H3mK?9) ve RNAI (RNA interferas) transpozonlarin hareketiyle iligkilidirler (Lippman
et al. 2003). Agir metaller toksik etkilerini direkt olarak DNA’ya baglanarak ya da
protein denatiirasyonu, lipid peroksidasyonu, DNA mutasyonlari ve serbest oksijen
radikalleri (ROS), serbest radikallerin ortadan kaldirilmasini saglayan antioksidan
aktiviteyi disiirerek (oksidatif stres) ya da DNA metilasyonunda degisiklige neden
olarak indirekt yolla gosterdikleri belirtilmistir (Bai et al. 2003). Ancak, biyotik ve
abiyotik strese neden olan bazi ¢evresel nedenler DNA demetilasyonu yoluyla

transpozonlari harekete gegirmektedir (Grandbastien 2005).

Misir genomunun neredeyse %70’den fazlasini retrotranspozonlar olusturur (Bennetzen
2000). Retrotranspozonlarin en bol smifi olan LTR retrotranspozonlar1 bitki
genomlarinin gesitliligine 6nemli 6l¢iide katki saglar ve bazi durumlarda neredeyse
genomun yarisini teskil ederler (San Miguel et al. 1996; Kumar and Bennetzen 1999;
Schulman and Kalendar 2005; Vitte and Panaud 2005). Agir metal stresinin
retrotranspozonlar tizerinde etkili oldugu bilinmektedir. Retrotranspozonlarin ¢ogunlugu
bitkide normal sartlarda biiylime ve gelisme boyunca inaktif halde olup biyotik ve
abiyotik stress kosullar1 altinda aktif sekle gegmektedir ve boylece bitkilerde genetik
cesitlilik ortaya ¢ikmaktadir (Kumar and Bennetzen 1999). Farkli stres sartlarinin da
bitki retrotranspozonlarini etkiledigi bilinir. Ornegin; donma, enfeksiyon, mekanik
hasar, in vitro rejenerasyon, hibridizasyon gibi biyotik ve abiyotik stres faktorleri aktif
LTR retrotranspozonlariin gesitli transkripsiyonel ekspresyonunu artirmistir (Mansour
2007). Bitki retrotranspozonlarinda transkripsiyon basamaklart dokuya 06zel ortaya
cikmaktadir. 6rnegin; tiitinde (Pouteau et al. 1991, 1994; Hirochika 1993; Moreau-
Mhiri et al. 1996; Grandbastien et al. 1997) Ttol ve Tntl elementleri ve piringte
(Hirochika et al. 1996) Tos elementlerinde farkli stress kosullart altinda biiyiik oranda
artis goriilmiistiir (Tapia et al. 2005). Domates ve Arabidopsis gibi heterolog tiirlerde
Tntl promotoriiniin donma, yaralanma ve salisilik asit, CuClj stresi, oksidadif stres gibi

diger abiyotik faktorler tarafindan aktive edildigi bildirilmistir (Mhiri et al. 1997).
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Woodrow et al. (2010) yapmis olduklari bir ¢alismada Triticum durum L. bitkisinden
Ttdla olarak adlandirilan Tyl-copia benzeri retrotranspozon izole etmis ve bu genin
stres altinda hareketini incelemislerdir. Stres altinda Ttdla’ nin insersiyon polimorfizmi
taranmistir ve bu taramada diren¢ geninin yakinlarinda yeni eklemeler oldugu
goriilmiistiir. Ttdla’ nin aktivasyonu ve hareketi tuz ve 151k stresi ile kontrol edildigi ve

cevresel strese cevap olarak bitkide 6nemli bir rol oynadig: bildirilmistir.

Bu bilgilerle hareketle ¢alismamizda toprakta ve bitki dokusunda fazla miktarda
bulundugunda toksik etkiye neden olan agir metaller (¢inko, mangan, kobalt, mangan ve
demir) in Zea mays L. tohumlarinda meydana getirmis oldugu retrotranspozon uyarici
polimorfizm ve DNA hasarinin belirlenmesi ve ortaya ¢ikan polimorfizm ve DNA
hasar1 tlizerine humik asitin koruyucu rolii arastirmamizda agir metallerin misir
tohumlarinda retrotranspozon polimorfizmi ve DNA hasarini neden oldugu
gbzlemlenmistir. Bu polimorfizmler yeni bantlarin ortaya ¢ikisi, var olan bantlarin
kaybolmasi ve bant yogunlugundaki degisiklikler olarak ortaya ¢ikmistir. Genomik
kararlilik sabitliligi (GTS) farkli ajanlarin genotoksik etkisini ve DNA tamiri ve
replikasyon etkinligini belirlemek icin kullanilan nicel bir Ol¢limdiir. Calismamizda
kullanilan tiim agir metallerin IRAP ve REMAP profilinde ortaya ¢ikardig:
polimorfizmin artig1 ve GTS oranlarinda doz artisina bagh olarak azaldig: fakat humik
asit uygulamasindan sonra polimorfizmin azalmigs ve GTS oranlarinda artis
gozlemlenmistir (Cizelge 4.3, Cizelge 4.4, Cizelge 4.7, Cizelge 4.8, Cizelge 4.11,
cizelge 4.12, Cizelge 4.15 ve Cizelge 4.16).

IRAP ve REMAP profillerinde ki bantlarin polimorfizm sebebi retrotransposon
hareketliligi ve DNA hasar1 olarak aciklanabilir. Agir metaller bitki genomlarinda
mutasyonla sonuglanacak degisikliklere neden olurlar. Genomda ortaya ¢ikan bu
mutasyonlar IRAP ve REMAP primerlerinin bu boélgeler ile eslesmesini engelleyecek
ve bu bolgeler ¢cogaltilamayacaktir. Agir metaller ayn1 zamanda DNA da tek yada cift
zincirde kiriklara neden olur ve bu boélgeler ¢ogaltilamaz hale gelir buda bant
kayiplarina neden olur. Yeni bantlarin olugmasi ise DNA iizerinde meydana gelen baz

mutasyonlart yeni baglanma bolgeleri olusturur. Agir metal uygulamasinin artan
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konsantrasyonlarina bagli olarak azalan GTS oranmin ise DNA’da olugan hasara ve
DNA replikasyonu ve tamir mekanizmasinda ki aksakliklardan dolay1r oldugu
bildirilmistir. Yiiksek GTS oraninin DNA’ nin degisikliklere daha az egimli oldugunu,
diisiik GTS oraninin ise DNA’daki degisikliklerin daha fazla oldugunu gostermektedir.
Organizmada hasar onarim sistemlerinin varliginda yiiksek DNA hasar1 yerine yiiksek
GTS oran1 goriilebilir fakat DNA hasarinin fazla olmasi onarim ve replikasyonu inhibe
edebilir (Pal and Kundu 2015). Agir metal stresine bagli olarak genomik kararlilik
sabitliligi reaktif oksijen tiirlerinin artmasiyla DNA’da ortaya ¢ikan hasardan dolay1
ortaya ¢ikmasina baglanilabilir (Yildirim et al. 2014).

Son wyillarda molekiiler biyolojide gelismelere bagli olarak agir metallerin
retrotranspozonlar lizerindeki etkisini belirlemek i¢in ¢ok hassas retrotranspozon
kaynakli molekiiler markirlar kullanilmaktadir. Retrotranspozonlara bagli olarak ortaya
¢ikan polimorfizm belirlenmesinde IRAP  (Inter-Retrotransposons amplified
polymorphisms), REMAP (Retrotransposon-Microsatellite Amplified Polymorphism),
RIBP (Retrotansposon Based Insertional Polymorphizm), ve S-SAP (Sequence-Spesific
Amplified Polymorphism) gibi molekiiler markirlar yaygin olarak kullanilmaktadirlar
(Kalendar et al. 2011).

Manganin artan konsantrasyonlarina bagli olarak polimorfizm oranmin giderek arttig1
goriilitken GTS oraninin ise artan doza bagli olarak azaldigi gorilmistiir. Bitki
dokularinda manganin fazlalig1 hiicresel DNA replikasyonunu ve protein sentezini ciddi
oranda etkiler (El-Jaoual and Cox 1998; Foy et al. 1978). DNA metilasyonu transpozon
cogalmasini sinirlar ve DNA demetilasyonu ise retrotranspozon harekete gegirir. IRAP
ve REMAP tekniginde olusan yiiksek derecede retrotranspozon hareketinin DNA

demetilasyondan kaynakladig1 sdylenebilir.

Cinko uygulamasinda doz artisina bagh olarak GTS oranmin giderek azaldig1 ve aksine
polimorfizm oraninin giderek arttigir goriilmiistiir. Cinko DNA replikasyonu, protein
sentezi ve transkripsiyon i¢in gereklidir bu nedenle organizmada ¢inko dengesindeki

herhangi bir bozukluk organizmanin biiylimesini ve morfolojisini etkileyebilir. Yiiksek
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cinko seviyesi metabolik fonksiyonlar1 engeller. Hem kok hemde filizlenme oranini
azaltir. Yiiksek miktarda ¢inko’nun DNA hasarina neden oldugu bilinmektedir.
(Augustyniak et al. 2006). Cinko, kadmiyum, kursun, nikel ve bakir gibi agir metallerin
homolog rekombinasyonu giiclii olarak etkiledigi ve artan konsantrasyonlara bagl
olarak mutasyonlara neden oldugu bildirilmistir (Kovalchuk et al. 2001). Cinkonun
retrotranspozon polimorfizmini artirmast artan doza bagli olarak DNA metil transferaz

aktivitesini azaltarak hipometilasyona sebep olmasiyla agiklanabilir.

Uygulamada kobalt dozlarinda da diger iki agir metalle ayn1 sonuglar gézlemlenmis ve
polimorfizm orani artan doza bagli olarak artarken GTS orani giderek azalmigtir. GTS
oraninin azalmasi kobaltin bitkilerin biiylimesini ve metabolik fonksiyonlarimi ciddi bir
sekilde etkiledigi ve hiicre zari, bitki hiicresi ve onemli metabolik maddelere geri
doniisiimsiiz olarak zarar vermesi ve oksidadif DNA hasarina, reaktif oksijen tiirlerinin
artmasia ve DNA onarim mekanizmasinin inhibisyonuna yol agmasi ile agiklanabilir
(Simonsen et al. 2012; Imtiyaz et al. 2014). Kobalt klorid ve bakir siilfat metallerinin
toksik etkilerinin arastirildigi bir calismada artan reaktif oksijen tiirleri ve serbest
radikal aktivitenin artmasina bagli olarak DNA hasari ortaya ¢ikmistir (Yildiz et al.
2009). Karnabahar yapraklarinda kobaltin seviyesinin artmasi protein, klorofil ve

katalaz aktivitesini etkiledigi bilinmektedir (Yadav 2010).

Demir hiicresel olaylar i¢in gereklidir ancak miktar1 asildigr zaman toksisiteye neden
olur. Demir radikal reaksiyonlarda katalitik rol oynar. Demirin dokuda dengesinin
bozulmasi hiicresel lipit, niikleik asit, protein ve karbonhidratlar gibi hiicresel hasara
neden olur buda hiicresel fonksiyonlarn ve hiicresel biitlinliiglin bozulmasi ile
sonuglanir (Britton et al. 2002). Uygulamamiz da demirin artan dozuna bagl olarak
polimorfizm oraninin giderek arttigt ve GTS oranimin ise azaldigi goriilmektedir.
Demirin GTS oranini azaltmast DNA hasarina neden olmasiyla agiklanabilir. Demir ve
manganin birikmesi sonucu biyokimyasal ve genotoksik etkisinin oldugu ve bu etki
sonucunda ciddi oranda reaktif oksijen tiirlerini uyardigi bildirilmistir (Da Silva

Veronez et al. 2016).
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Agir metallerin GTS oranini etkilemesi ile ilgili bircok arastirma mevcuttur. Tiim canli
organizmalarda agir metal stresinin oksidatif strese neden oldugu bilinir. Agir metallerin
(CuS04.5H,0, MnSO4.H,0, Pb(NO3),, NiSO4, Cd(NO3), ve ZnSO4.7H,0) birikiminin
mineral besin dengesizligi, toplam antioksidan seviyesi ve DNA hasar1 {izerine
etkilerinin aragtirmak i¢in Phaseolus vulgaris L. bitkisinde yapilan bir ¢alismada metal
icerigi, eslesmis plazma - atomik emisyon spektrometresi (ICP-AES), toplam
antioksidan seviye degerlendirmesi Ferric-Reducing Antioxidant Power (FRAP) ve
DNA hasarinm1 belirlemek i¢in rastgele ¢ogaltilmis polimorfik DNA (RAPD) yontemi
kullanulmistir. Agir metale bagli olarak GTS degerlerinde kontrole gore yeni bantlarin
ortaya ¢iktigi ve normal bantlarin kayboldugu, antioksidan seviyesinin artmasiyla

sonuglandig belirlenmistir (Gjorgieva et al. 2013).

Kadmiyum ve kromun DNA hasar1 ve genotoksik etkisi {izerine bir test yapilmis ve bu
etki RAPD teknigiyle belirlenmistir. GTS ornainda kadmiyum ve krom artan dozuna

bagli olarak azalmalar goriildiigii belirtilmistir (Pal and Kundu 2015).

Yine kadmiyum ile kirlenen topraklardan arpa bitkisi iizerine yapilan g¢alismada
kadmiyumun ii¢ dozu kullanilmig (10, 20, 40 mg™) ve kontrol ile kiyaslandiginda yeni
olusan ve ortadan kaybolan bantlar gozlemlenmistir. Bantlar RAPD teknigiyle analiz
edildiginde polimorfizm oraninin yiliksek konsantrasyonlarda en fazla oldugu ve GTS

oraninin artan doza bagl olarak diistiigii goriilmistir (Liu et al. 2009).

Yine bu konuyla ilgili yapilan bagka bir ¢aligmada ise kadmiyum piring bitkisi iizerine
verdigi hasar arastirilmis ve bu hasar SRAP yontemi kullanilarak belirlenmistir. Sonug
gostermistirki GTS oram1 kadmiyum artan dozuna bagli olarak azalmis ve piring
tohumlarinin koklerinde hassaslik ortaya ¢iktigi goriilmiistir (Zhang et al. 2015).
Cenkci et al. (2010) Brassica rapa L. {izerinde yapmis oldugu bir ¢alismada Pb’nin 0,5,
1, 3, 5 mM konsantrasyonunu kullanmis ve kursunun artan konsantrasyonuna bagl

olarak GTS degerinde azalma gézlemlenmistir.
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Son zamanlarda artan ¢evre kirliliginden dolayr olusan agir metal birikiminin bitki
lizerine olumsuz etkisinin azaltilmasi adina yeni arastirmalar ortaya ¢ikmistir.
Bunlardan biri olan humik maddeler toprakta olii biotanin kimyasal bozulmasmin ve
mikrobiyal ayrismasinin son iriinlidiir. Yeryiiziinde dogal olarak olusan organik
molekiillerin en ¢ok bulunan tiiriidiir ve topragin organik madde miktarinin bol kismini
olusturur. Humik maddeler, atmosfer ile toprak arasinda oksijen ve karbon degisimi,
besin maddelerinin kullanilabilrliginin kontrolii ve toksik kimyasallarin taginimi ve
doniistimii tizerine hem toprak hemde bitkiler igin son derece dénemlidir (Calvo et al.
2014). Ayrica humik asit iz elementlerin ya da agir metal kirliliginine neden olan
metallerin ¢evrede hareketini ve davraniglarini kontrol etmede onemli bir rol oynar
(Livens 1991). Humik maddeler topragin pH o6zelligine gore katyonlarla metal
kompleksler olusturarak bitki besin elementlerini alinamaz formlara doniistiiriir. Bunun
sebebi humik asitin tizerinde bulunan fonksiyonel gruplardir (Stevenson 1994). Boylece
humik asit agir metallerin bitki biinyesine girisini minimum diizeye indirgeyebilir
(Pujola et al. 1992). Humik asitler metallerle baglanip ve metallerin biyoyararliligini
etkileyerek toksik etkisini azaltabilir. Humik asitin etkilesim halinde oldugu metaller iki
grupta smiflandirilabilir. {lk smif degerlik elektronlarinin  diisiik  iyonizasyon
potansiyellerinden dolay1 oldukga elektropozitiftir ve bu gruptaki metaller alkali
metallerdir (lityum, sodyum, potasyum, rubidium ve sezyum) ve ikinci sinif elementler
berilyum, magnezyum, kalsiyum, baryum, radyum, stronsiyum olup bu metaller asidik

organik gruplarla etkilesime girer (Livens 1991).

Calismamizda agir metallere ilaveten humik asit uygulamasi sonucu ortaya ¢ikan
polimorfizm oranlarinin azaldigir goriilmiistir humik asitin bu koruyucu etkisinin,
oksijen radikalleri tarafindan olusan zarardan DNA ve diger hiicresel bilesenleri
korudugu bilinen GSH ile baglantili oldugu bilinir (Concheri et al. 1994). Bunun yani
sira humik asitin bu koruyucu etkisi antioksidan 6zelliginden ve enzimatik aktivasyon
eylemleri iizerine etkisinden kaynaklandig: bildirilmistir (Yildirim et al. 2014). Koukal
et al. (2003) Pseudokirchneriella subcapitata’da akutik metal [¢inko (390 pg/L) ve
kadmiyum (200 pg/L)] toksisitesi tizerine humik asit (1 ve 5 mg/L) etkisini

aragtirmiglardir. Arastirma sonucunda, humik asitin ¢inko ve kadmiyum stresini iki
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farkli yolla azalttigi belirtilmigir. Bunlardan birincisi humik asitin serbest metal
iyonlariin miktarini azaltmistir. Humik asitin varliginda biiyiik molekiil agirlikli Metal-
Humik asit kompleksi olusmakta ve metallerin kullanilabilirligi azalmaktadir. Ikinci bir
yol ise Humik asit alg yiizeyleri tizerine adsorbe olarak serbest ¢inko ve kadmiyum
iyonlarindan korumustur. Phaseolus vulgaris L. bitkisinde yapilan ¢alismada dikamba
ya bagli olarak olusan DNA metilasyonu ve DNA hasari iizerine humik asitin koruyucu
etkisinin olup olmadig1 arastirllmistir. Arastirmada dikambanin artan dozuna baglh
olarak %GTS oranmi diistiigii ancak, humik asit uygulamasindan sonra %GTS oraninin
arttig1 gozlemlenmistir. Sonug olarak humik asit koruyucu rolii oldugu goriilmiistiir
(Yildirim et al. 2014). Yine baska bir ¢alismada kabuklu Daphinia pulex iizerine
kadmiyum, krom ve bu agir metallere ilaveten 0,5’den 50 mg/L’e kadar humik asit
uygulanmis ve humik asitin koruyucu etkisi incelenmistir. Kadmiyum toksisitesinin

humik asitin konsantrasyonuna bagli olarak azaldigi goriiliirken krom toksisitesinin

humik asitin bagli olmadig: belirlenmistir (Stackhouse and Benson 1989).

Yaptigimiz ¢alismada IRAP tekniginde ortaya ¢ikan bant profilleri degerlendirilmis ve
agir metallerin kobalt, demir, ¢inko ve mangan 40 mM +1500 ppm humik asit dozunun
ortaya ¢ikarmis oldugu polimorfizm oranlarina bagli olarak humik asitin agir metalleri
tutma sirast demir > ¢inko > mangan > kobalt olarak belirlenmistir. Ortaya ¢ikan bu
sonu¢ Yonebayashi et al. (1994) yaptig1 bir ¢alismada yiiksek pH degerinde humik
maddelerin selatlama etkisinin daha yiiksek oldugunu ve bu etkiyle topraktaki agir
metallerin bitkiler tarafindan alinamaz formlara doniistiglinii saptayarak, humik
maddelerin metalleri adsorbe giiciinii bakir > demir > ¢inko > mangan olarak belirledigi

calismasiyla desteklenmistir.

Ayrica arastirmamizda retrotranspozon kaynakli polimorfizmi belirlemede IRAP ve
REMAP tekniginin basarili bir sekilde kullanilabilecegi belirlenmistir. REMAP metodu
IRAP metoduyla benzerdir fakat primerlerinden dolayr farklilik gosterir. Bu teknik
mikrosatelit diziler ve LTR dizileri arasindaki DNA bolgelerinin amplifikasyonuna
dayanir. REMAP tekniginde amplifikasyon sonucunda birden fazla bant olusur. IRAP
ve REMAP teknigi giivenilir ve tekrarlanabilir bant profilleri olusturduklari i¢in bir¢cok



96

bitki cinsinde genetik g¢esitliligi belirlemede kombine ya da ayrn ayn

kullanilabilmektedir (Poczai et al. 2012; Poczai et al. 2013).

IRAP ve REMAP tekniginin genetik c¢esitlilik ve populasyonun genetik yapisinin
belirlenmesine yonelik caligmalarda basarili bir sekilde kullanildigr bilinmektedir.
Benzer sekilde Mandoulakani et al. (2012) M. Sativa genomundaki retrotranspozonlari
calismak i¢cin IRAP ve REMAP teknigini basarili bir sekilde kullanmislardir. Adonis
vernalis L. bitkisinde genetik ¢esitliligi belirlemek ve DNA polimorfizmini belirlemek
icin IRAP yontemi kullanilmistir (Boronnikova and Kalendar 2010).

Guo et al. (2006), baz1 Diospyros kaki Thunb. arasinda ki genetik iligkiyi agiklamak i¢in
IRAP ve REMAP teknikleri basarili bir sekilde kullanmislardir.

Yine bir aragtirmada arpada IRAP yontemi ile somoklonal varyasyon belirlenmistir
(Campbell et al. 2011). Sicak stresi ve bdcek hasarindan sonra Pinus sylvestris
bitkisinden farkli sekilde ifade edilen retrotranspozonlarin tahmini LTR bélgelerinden 9
markir gelistirilmis ve 150 agacin genetik cesitliligi bu gelistirilen markirlar ile IRAP

yontemi kullanilarak belirlenmistir (Varonova and Rungnis 2013).

Bu ¢aligmada elde edilen sonuglar da agir metaller kontrole kiyasla gozle goriiliir bir
sekilde bitki ¢gimlenmesini etkilemis ve bunun yaninda yapilan molekiiler analizlerden
sonra retrotranspozon diizeyinde polimorfizmlere ve DNA hasarina neden oldugu
belirlenmistir. Humik asit uygulamasindan sonra retrotranspozon polimorfizmde ve
DNA hasarinda azalmalar ortaya c¢ikmistir. Agir metal stresin de ortaya ¢ikan
retrotranspozonlarin nedenini ve humik asitin koruyucu etkisi hakkinda ¢ok sayida
aragtirma olmasina ragmen tam mekanizmanin anlasilmasi i¢in ek arastirmalara ihtiyag

vardir.
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