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OZET

Toprak kirliligi acisindan, agir metaller en 6nemli kirletici kaynaklar arasinda yer
almaktadir. Hiperakiimiilator olarak belirlenen 450’den fazla bitki ¢esidinin aileleri
arasinda  Brassicacea familyasi, Asteraceae familyasi, Fabaceae familyasi,
Scrophulariaceae familyasi, Lamiaceae familyasi ve Euphorbiaceae familyalar1 6rnek
verilebilir. Bu ailelerden biri olan Brassicaceae familyasi birgok metal akiimiile eden
tirine sahiptir. Bu tdrlerden Brassica juncea (kahverengi hardal) bitkisi diger
hiperakimilator tiirlere gore daha ¢ok biyokiitle tiretebilmesi, hizli biiyiime-gelisme orani,
hasat edilebilen kisimlarinda agir metalleri akiimiilasyon ve toleresyon yeteneklerinden,
Brassica rapa (yem salgami) ‘da belirli agir metaller igin hiper akiimiilator olmasi,

gelismis kok sistemine sahip olmalarindan tercih edilmislerdir.

Bu c¢alisgmada, Brassicaceae familyasina ait olan Brassica rapa, Brassica
campestris var toria ve Brassica juncea (kahverengi hardal) olmak tizere 3 tur ve Brassica
juncea ‘ya ait Brassica juncea var JS-13, Brassica juncea var early raya, Brassica juncea
var S-9, Brassica juncea var sind raya olmak Uzere 4 ¢esitinde ¢alisilmistir. 0-500 pM
parametrelerinde 31 gilin boyunca yetistirilen bitkilerin tohum ¢imlenme kapasitesi, kok-
govde-yaprak gelisimleri incelenmesi amaglanmistir. Brassica rapa, Brassica juncea var
early raya ve Brassica juncea var sind raya bitkilerinin 0-100 uM parametlerinde
yetistirilen yaprak oérneklerinden Cd metali ile uyarilan 6nemli genler olan metal ATPazlar

HMA2 ve HMA4 genlerinin Real Time PCR kullanilarak gen expresyonlarina, ayni



bitkilerin yaprak numunelerinden Atomik Absorpsiyon Spektrofotometresi (ASS)

kullanilarak Cd analizi yapildi.

Bu ¢alismanin amaglari arasinda Brassica rapa, Brassica juncea var early raya ve
Brassica juncea var sind raya ’nin yapraklarinda kadmiyum birikimini tespit etmek ve bu
bitkilerin fitoremediasyon i¢in uygunlugunu arastirmak, bu bitkilerin yapraklarinda agir
metal ATPazlar HMA2 ve HMA4 genlerinin Cd’a kars1 anlatimini tespit etmek, ayrica bu
ATPazlarin galisildig: tiirlerinde metal akiimiilasyonu ile alakali olup olmadiginin tespit

ederek; bu genlerinin metal akiimulasyonunda ne kadar iliskili oldugunu tespit etmektir.

qPCR c¢alismasi ile HMA2 geninin ekspresyonuna bakildiginda B. rapa nin 20
MM ve B. juncea var sind raya'nin 20 uM konsatrasyonunlarinda HMA?2 ekspresyonun
artti@1 saptanmistir. B. juncea var early raya bitkisi i¢in ise bir farklilik gézlenmemistir.
HMAA4 geni icin ise B.juncea var early raya 'nin 10 uM, B. rapa nin 10 uM ve B. juncea
var sind raya nin 20 uM konsatrasyonlarinda ekspresyonun arttig1 tespit edilmistir.
Atomik absorpsiyon spektrometresi (ASS) sonuglariyla HMA4 gen expresyonu sonuglari
birbiriyle paralellik géstermistir. Ancak HMA?2 geni icin bu paralellik saptanamamistir

Tiim bu sonuglara bakilarak B. rapa, B. juncea var sind raya ve B. juncea var early raya
bitkilerinin Cd hiperakiimiilatorii olabilecegi ve bunu da HMA4 geninin ekspresyonuyla

gerceklestirebilecegi goriilmiistiir.
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ABSTRACT

In terms of soil pollution, heavy metals are among the most important sources of
pollutants. Around 450 plant species in Brassicacea, Asteraceae, Fabaceae,
Scrophulariaceae, Lamiaceae and Euphorbiaceae families have been identified as metal
hyper accumulators. Among them, majority of the accumulator plants have been
discovered in Brassicacea family. Brassica juncea (brown mustard) in Brassicaceae is a
major oilseed crop and is also identified as a metal tolerant and metal accumulator plant.
This plant species is able to produce more biomass than other hyperaccumulative species,
due to its rapid growth. Another plant species Brassica rapa (fodder turnip) has elaborated
root system and is reported to be a hyper accumulator for certain heavy metals. In this

study, four varieties of B. juncea, B. rapa, B. campestris var. toria were studied.

The aim of this study was to investigate the seed germination rate and plant growth and
development in Brassica rapa, Brassica juncea early raya and Brassica juncea sind raya
grown at different levels of Cd (0, 5, 10, 20, 50 and 100 uM Cd). Leaf samples were dried
at 72°C for 72 hrs and then digested with HNO3z acid and HCIO4 acid mixture (3:1). Cd
content in this diluted acid mixture was analyzed by Atomic Absorption Spectrophometry.
Gene expression pattern of metal ATPases HMA2 and HMAA4 in the leaves of these
Brassica spp. grown at different Cd levels were analyzed by R-T gPCR. The data was
anlaysed in order to understand the role of these heavy metal ATPases in Cd accumulation

and their role in phytoremediation.



When the expression of HMA2 gene was examined, it was found that HMAZ2 expression
was increased in the leaves of B. rapa and B. juncea var sind raya grown at 20 uM Cd
compared to control. B. juncea early raya leaves showed no any increase in gene
expresseion at 20 uM Cd compared to control. For the HMA4 gene, expression was
increased in the leaves of B. juncea var early raya and B. rapa when grown at 10 uM Cd
but B. juncea var sind raya showed high expression when plants were treated with 20 uM
Cd. The results of atomic absorption spectrometry (ASS) and HMA4 gene expression
correlated with each other. It is concluded that B. rapa, B. juncea var sind raya and B.
juncea var early raya plants accumulated Cd and this accumulation pattern was correlated
with high HMA4 gene expression.

Science Code :

Key Words : : B.rapa, B. campestris var toria, B. juncea var JS-13, B. juncea var early
raya, B. juncea var S-9, B. juncea var sind raya, Cd, gPCR, HMA2, HMAA4,
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Bu calismada kullanilmis bazi simgeler ve kisaltmalar, aciklamalar ile birlikte asagida

sunulmustur.

Simgeler Aciklama

cDNA Komplementer (tamamlayici) DNA
Ka Iyonlasma sabiti

Cd Kadmiyum

ul Mikrolitre

M Mikromolar

ml Mililitre

mg Miligram

Kisaltmalar Ac¢iklama

AAS Atomik Absorpsiyon Spektrofotometresi
HMA Agir metal ATPaz

WHO Diinya Saglik Orgiitii

PC Fitoselatin

MT Metalotionein

PCR Polimeraz zincir reaksiyonu

AtATM Mitokondriyal ABC tastyici

ZIP Cinko-Demir Permeaz

Nramp Dogal Direngle Iligkili Makrofaj Protein

CDF Katyon-Difiizyon Hizlandirici

XVi






1. GIRIS

Metaller kimyasal olarak “bazik oksitlere sahip olan, elektrigi iletebilen, metalik parlakliga
sahip olanlar, katyon formdakiler, ddviilebilen ve islenebilen elementler” olarak

tanimlanmaktadir [1].

Agir metaller ise yaygin olarak yogunlugu 5g/cm3‘den cok olan metaller seklinde
adlandirilmaktadir. Tibbi kaynaklarda ise atom kiitlesi dikkate alinmadan tamami toksik
Ozellikteki metaller olarak gecmektedir. 60’1 gegen sayida element agir metal kategorisine
sokulmaktadir. Kursun, bakir, civa, kadmiyum, ¢inko, demir, kobalt, mangan, selenyum,
arsenik giimiis, nikel ve krom ¢ogunlukla bilinen ve sik¢a rastlanan agir metallerdir [1-4].
Agir metaller, potansiyel toksisiteleri ve bulunduklar1 ortamdaki kaliciliklar1 sebebiyle

antropojenik kokenli en tehlikeli gevresel kirleticilerden biri sayilmaktadir [5].

Yirminci yiizyilda yasanan bir¢ok bilimsel ve teknolojik gelismelerin en énemlilerinden
birisi de sanayilesmedir. Sanayilesmenin artmasiyla is imkanlar1 ve liretim artmis, yasam
standartlar1 yiikselmistir. Bu durumun insan ve cevre Uzerine olumsuz etkileri de
artmistir[6,7]. Sanayinin gelismesiyle kirsaldan kentlere nufiis go¢ii ve buna bagli olarak
kentlerdeki nufiisiin artmasiyla doga tahribi hizlanarak cevre kirliligi artmistir. Bu da
canlilarin saghginit kritik bir sekilde etkilemektedir[6]. Havada ve toprakta bulunan agir
metaller toksik olmasi ve dogada birikmesi nedeniyle en tehlikeli kirleticiler iginde
bulunmaktadir [9-11]. Atmosfere gegen bu metaller, dogal su kaynaklarina, karasal
alanlara ulasarak genis alanlara yayilirlar. Topraktan bitkilere, bitkilerden hayvan ve
insanlara, bunlara ek olarak atmosferden solunum ile de canlilarin viicuduna

alinabilmektedir [12].

Kirleticiler atmosferik hadiselerle bulunduklari yerden ¢ok uzak mesafelere ve genis
alanlara yayilabilmektedir. Zaman igerisinde yeryiiziine inerek, yasam alanimiz olan
karasal ve sulak alanlarin kirlenmesine ve buna bagli olarak da bitkisel ve hayvansal
kokenli besinlerin kirliliginde etken rol oynayabilirler [13]. Sanayi atiklari, egzoz
dumanlari, maden kaynaklar1 ve buralari isleten fabrikalar, volkanik olaylar, tarimda ilag
ve giibre kaynakli olusan kirleticiler agir metal kirliligine neden olmaktadir. Kirlenen
alanlarin temizlenmesi zor ve zahmetli olup bu kirleticiler canlilarin biyolojik sistemlerine

negatif etki etmektedir. Cevre kosullarina dayanikli oldugundan dolay1 uzun siire ortamda



kalan agir metaller dogal yasam ortaminin zarar gérmesine ve canlilarda zehir etkisine

sebep olmaktadir [14-17].

Kirleticiler su kaynaklarina da karigarak genis alanlara yayilmakta ve canli sagligim
tehlikeye sokmaktadir. Topraklar, su ve atmosfere gore dis faktorlere nazaran biriktirme
kapasitesi daha ¢ok olan yapilardir. Toprakta olusan degisiklikler ve bozulmalarin eski
haline getirilmesi oldukca gugtiir ve pahaliya mal olur [18]. Topraktaki agir metal
kirliligini gerektiginden fazla yapilan tarimsal gilibreleme ve ilagclama, verimli tarim
arazilerinin degisik alanlardaki sanayi kuruluslarina satilmasi gibi atkenler artirmistir [19].

Toprak kirliligine sebep olan faktorlerin %37°den fazlasi agir metaller kaynaklidir [20].
1.1. Agir Metaller

Bitki biliylime ve gelisimi i¢in gerekli olan mikro elementlere demir, ¢inko, nikel, bakir,
mangan gibi agir metaller 6rnek olarak verilebilir. Ancak civa, arsenik, kursun, kadmiyum
gibi bazi agir metaller ise bitki gelisiminde zaruri olmayan hatta gelisimini inhibe eden
elementlerdir [21]. Her ne kadar bazi agir metaller bitkiler i¢im mikro miktarlarda besin
elementi olsalar da hava, su ve toprakta bulunan miktarlar1 belirli bir seviyeyi gectiginde

tam tersi bir sekilde etki ederek bitki biiylimesinde ciddi sorunlara yol agmaktadir [22].

Topragir kirleten etmenler arasinda agir metaller en ciddi kirleticiler arasinda
bulunmaktadir. Amerika Birlesik Devletleri Cevre Koruma Ajanst (EPA)’nin yaymladigi
129 adet oncelikli kirleticiler i¢inde agir metaller en ciddi kirleticilerden biri olarak yer
almistir. Topraga karistiginda birikerek mikroorganizmalarin etkinligine, topragin verimine
ve kalitesine, iiretimdeki kayiplara, biyolojik cesitlilige, besin zinciri ile zehirlenme gibi
canli saghigmi tehdit etmeye sebebiyet verebilmektedir. Biyotada guclu seviyede direncli
olmast ve toksik etkileri yiiziinden agir metaller en ciddi cevre Kirleticilerinden biri

secilmektedirler [23].
1.2. Kadmiyum

Endiistrinin gelisimi ve endiistriyel faaliyetlerin artmasiyla toprakta bulunan agir metal
kirliligi diinyanin en ciddi problemlerinden biri haline gelmistir. Agir metaller yalnizca
bitkilerin gelisimini ve verimini degil ayrica mikroorganizmalarin etkinligini, niteligini ve

icerigini de etkiler. Bu da agir metallerin toprak kirliliginin en biiylik nedenlerinden biri



oldugunu gostermektedir. Topraktaki agir metal kirliligine sebep olan agir metallerin

icinde Cu, Ni, Cd, Zn, Cr ve Pb en 6n siralarda yer almaktadir [24].

Kadmiyum, Pb, Zn elementlerinin sanayide kullanim alanlar1 olduk¢a yaygin olup
genellikle Cd, stabilizer olarak plastik ve sentetik elyaf sanayisinde, nikleer reaktor
kontrol sistemlerinde ve alagimlarda kullanilmaktadir. Kursun oksitin  celik
konstriiksiyonlarda kullanilmasi korozyonun oniine ge¢mektedir. Cinko metali olarak
cogunlukla galvanizlemede, c¢inko oksitler ise yagli boya ve lastik {iretiminde
kullanilmaktadir. Metallerin bu kullanim alanlarina sahip olmasi metal geri kazaniminda

elektrokimyasal yontemin kullanilmasina 6ncii olmaktadir [24].

Kadmiyum toprakta ¢oziiniirliigi az olan bir agir metaldir [25]. Kadmiyumun kullanim
alanlar1 i¢erinde metal polimerlerin sabitlestirilmesi, nikel ve kadmiyum pili Uretiminde,
korozyonu engelledigi i¢in bilhassa gemi endiistrisinde celik kaplamada, alagimlarda ve

elektronik sanayisinde kullanimi bulunmaktadir [26].

Bitkilerde bulunan kadmiyum miktariin %90’ bitki topraktan alirken, kalan %10’ luk
kistm havadan alinmaktadir. Sanayi bolgelerine yakin yerlerde yasayan ve trafik
yogunlugu fazla olan bolgelerde yetisen bitkilerin sahip oldugu Cd’un %40’dan ¢ogu
atmosferden alinmaktadir. Bitkilerde bulunan Cd miktar1 birgok enzimlerin aktivitesini
etkilemesi sonucunda stomalar kapanir boylece terleme ile su kaybedilmesi azalarak
Klorofil biyosentezinin bozulmasina sebebiyet vermektedir [27]. Cd agir metali bitkilerin
kok biiyiimesi ve gelisimini Onlediginde topraktan aliman su ve iyonlarin alimim
engellemektedir. Degisik dozajlardaki Cd metalinin bezelye bitkisinin Mn ve Fe metalleri
alinimindaki etkilerinin incelendigi bir arastirmada kadmiyum dozajinin artmasiyla

bitkinin kok ve siirglinlerinde tutulan Mn ve Fe miktarlarinin diistiigii tespit edilmistir [28].

Kadmiyum agir metalinin biyolojik yarilanma dmriiniin toprakta ortalama olarak 18 sene,
insan viicudunda ise Cd’un biyolojik yarilanma omriiniin 10 sene oldugu sdylenmektedir
[29]. Toksik agir metaller insanlara ve hayvanlara beslenme yoluyla alinarak birikirler ve
mutajen Ozellikleri sebebiyle DNA yikimina ve karsinojenik etkilere yol acabilmektedir
[30]. Topraktaki Cd’un kilogram basina 3 mg, bitki kuru maddesindeyse kilogram basina 1
mg’den ¢ok olmasi toksik etkiye neden olmaktadir [31]. Toprakta devinimli bir element

olan kadmiyumu bitkiler kolayca bunyelerine katabilmektedirler. Bu da besin olarak



canlilar tarafindan alinimina ya da topraktan suya karigmasina neden olmaktadir [32].
Bunlara ilaveten kadmiyumun yarilanma omriiniin 15-1100 sene gibi uzun bir siire olmasi
Cd kirliliginin ne kadar ciddi bir sorun oldugunu ve oOnlemlerin alinmasinin elzem
oldugunu gostermektedir [33]. Topraktaki insanlardan kaynakli olusan Cd kirliliginin
%350’den fazlas1 fosfor igeren giibrelerden, yaklasik %40 kadar1 atmosferde birikmesinden,
%S5 kadan ise atik camur ve ¢iflik giibrelerinden dolayr olusmaktadir [34]. Kadmiyum
kanserojendir ve Diinya Saglik Orgiitii (WHO) Cd alinimin gegici olarak haftalik tolere
olabilen miktariin 50 pg olarak siirlandirmis ve 0.007 mg/kg viicut agirligi seklinde

Onermistir [35].

Topraga ve buradan da bitkilere gegen Cd’un ¢ogu, kadmiyum agir metali iceren toz
partiklllerinin havadan ¢okelmesiyle olusmaktadir. Otoban gibi yogun trafigi olan
yerlerdeki yol kenarlarinda bulunan topraklara toz ¢okelmesiyle bir yilda 0,2-1,0 mg/ m2
Cd miktarinin eklendigi saptanmistir [36]. Kadmiyumun toprakta birikimin en dnemli
sebeplerinden biri de aritim camurlaridir. Bu camurlarin topraga karisabilmesi icin
kadmiyum sinir degerinin kilogram basina 10 mg’ den az olmalidir. Ayrica fosfor iceren
giibreler ve aritim ¢amurlarinin digsinda motorlu tasitlardan atmosfere salinan gazlar, 20-90
mg Cd/kg iceren ara¢ lastiklerinin asinimi, dizel yakitlarin kadmiyum igeren atiklarinin
karayollarina yakin mesafelerdeki (yaklasik 10 metre) topraklarin Cd ile kirlenmesine
sebep olmaktadir [31]. Dinyada bulunan topraklarin jeolojik olarak konumu, organik
yapist ve farkli etmenlere bagl olarak Cd derisimi degismektedir. Ancak diinyadaki
yiizeydeki topraklarin kadmiyum derisimi 0.06-1.1 mg kg*araliginda bulunmaktadir [37].

Agir metallerin temizlenmesi igin ¢esitli, etkili ve az masraf gerektiren ydntemler
kullanilmig ve bunlarin disinda baska teknikler de gelistirilmistir [38]. Cok fazla kirlenmis
sularin bulundugu yerde ya da farkli bir ortamda yapilan aritimlarda fizikokimyasal aritim
metotlart kullanilan ana yoOntemlerin basinda gelmektedir. Ancak bu yontemler az
miktarlardaki kirleticiye sahip olan ve kirlilige sebep olan etmenlerin yapay ya da dagmik
bir sekilde bulundugu genis kirlenmis alanlar i¢in ¢ok fazla etkili olmamaktadir [39].
Diinyanin cesitli yerlerinde insan kaynakli tahribatlarin yani sira farkli metalleri barindiran
tabii maden kaynaklar1 bulunmaktadir. Biiyiik ve zengin maden yataklarinin bulundugu
alanlarda varligini siirdiirebilen 6zel bitki tiirleri yasamamaktadir [40]. Bu bitkilerin

cogunlugu metalce zengin topraklardaki agir metalleri biinyelerine almaktan kaginirken



bazilar ise herhangi bir zarar gérmeden agir metalleri yliksek konsantrasyonda akiimiile
ederler. Agir metalleri biinyelerine herhangi bir hasara ugramadan toprak {istii organlarinda
biriktirebilen bu karakteristik bitkilere hiperakiimuilator bitkiler denir. Agir metallerce
kirlenmis su ve topraklardaki metallerin giderimi ¢alismalarinda hiperakiimulator bitkilerin
kullanimi ehemniyet arz etmektedir. Agir metallerle tahrip olmus alanlarin
temizlenmesinde bitki kullanarak dogal bir sekilde 1iyilestirmesi islemine de
fitoremediasyon denir. Dogay1 dogal yollarla eski haline getiren bu yontem diger 1slah
yontemlerine gore dogal olmasi, ekonomik olmasi, goriintii kirligine neden olmadan genis

alanlara kolaylikla uygulanabilmesinden dolayi tistiinliik saglamaktadir [39].

Bitkiler sahip olduklar1 genis kok sistemleri sayesinde toprakta en derin bolgelere
ilerleyerek, genis alanlara yayilabildikleri i¢in toprakta ve suda bulunan elementleri alarak
ve biriktirebilmektedirler. Metalleri biinyelerinde depo edebilme o6zelligine sahip olan
bitkiler hasat edilerek zehirli atiklar i¢in ayrilmis yerlere gomiilmekte ya da biriken
metallerin geri kazanimi yapilmaktadir [42]. Bitkilerin klasik yontemler veya transgenik
(gen aktarimli) teknolojiler ile gelistirilerek fitoremediasyon ¢alismalari i¢in kullanim1 pek
¢ok kurulusun fitoremediasyon teknolojisine ilgisini arttiracaktir. Fakat bu calismalar
bitkilerdeki metal toleransi, akiimiilasyonu ve translokasyon mekanizmalarinin daha iyi bir
sekilde aydinlatilmasiyla tiimiiyle kullanilabilecektir. Bu sebeplerden dolay: bitkilerdeki
agir metal akiimiilasyonu ve tolerans mekanizmalarinin nasil ¢alistigr ile ilgili bilgilerin
artmastyla var olan remediasyon teknolojilerinin gelistirilmesi agisindan olduk¢a 6nemlidir

[43].

Bu tez c¢alismasinda, Brassicaceae familyasina ait metale karsi toleransli ve metal
akimulator bitkiler olan Brassica rapa, Brassica campestris var toria ve Brassica juncea
olmak Uzere 3 tir ve Brassica juncea ‘ya ait Brassica juncea var JS-13, Brassica juncea
var early raya, Brassica juncea var S-9, Brassica juncea var sind raya olmak lzere 4
genotip calistlmistir. Ancak bu turlerin sadece Brassica rapa, ve Brassica juncea
(kahverengi hardal) ve Brassica juncea ‘ya ait Brassica juncea var early raya ve Brassica
juncea var sind raya bitkilerinin yapraklarindan metal tayini analizi ve molekiiler analizler
yapilabilmistir. Anatomik analizler tim tiir ve genotipler icin ¢alisilabilmistir.
Bu tez calismasinda birden fazla amag¢ hedeflenmistir. Bu amaglarin basinda dogal yollarla

ya da antropojenik etkilerle kadmiyumla kirletilmis alanlarin fitoremediasyon



caligmalariyla temizlemesi ve geri kazanimi gelmektedir. Dogada ve birgok sanayi
tiriintinde bulunan kadmiyumun zamanla kirliliginin artmasi ile insan ve hayvan saglig
agisindan biiyiik risk olusturmasindan dolay1r Cd ‘u yiiksek miktarlarda akiimiile edebilen

bitkilerin gelistirilmesiyle fitoremediasyon c¢alismalarina katki saglamak amag¢lanmustir.

Bu ¢alismada B. rapa, B. juncea var sind raya ve B. juncea var early raya bitkilerinde agir
metal ATPaz olan HMA4 geninin ekspresyonu yani sira daha calismay1 desteklemek ve
karsilastirma yapabilmek amaciyla daha sonradan eklenerek HMAZ2 genin de
ekspresyonuna bakilmaistir.

Bu tez ¢alismasinin amaglari; B. rapa, B. juncea var early raya ve B. juncea var sind raya

‘nin yapraklarinda Cd birikimini tespit ederek ve bu bitkilerin fitoremediasyon i¢in
uygunlugunu aragtirmak,

HMA?2 ve HMA4 genlerinin bu bitkilerde metal akiimiilasyonu ile alakali olup olmadiginin
tespit ederek; HMA2 ve HMAA4 genlerinin bu bitkilerin yapraklarindaki metal
akiimiilasyonunda ne kadar alakali oldugunu tespit etmek,

Farkli Cd konsantrasyonlarinda yetistirilerek bu bitkilerin ¢imlenme, biiyiime ve gelisimine
zarar vermeyen en yliksek ve en uygun konsantrasyonu bulmak seklinde 6zetlenebilir.



2. GENEL KISIMLAR

2.1. Bitkiler ve Agir Metaller

Metaller elektrik iletkenligine sahip, parlak olanlar, pozitif yiikle yiiklii olanlar, sekil
verilebilen ve islenebilen, herhangi bir asit ile reaksiyona girmesi sonucu tuz ve su
olusturabilen elementeler olarak kimyasal olarak tarif edilmektedirler. Buna tanimlamaya
gore periyodik tablodaki ¢ogu element metal olarak adlandirilabilmektedir. Bundan dolay1
her bir metali tek tek inceleyerek emniyetle kullanilmalari i¢in her birinin kendine ait
ozelliklerini bilmek gerekmektedir [1]. Agir metaller periyodik tabloda tiglincii ya da daha
yukar1 periyotlarinda yer alan metaller i¢in kullanilan bir tanimdir. Yiiksek yogunluktaki
metallerin diisiik derisimleri dahi ¢evre problemlerine yol agmaktadir ve canlilar iizerinde
birikerek toksik etkilere sebep olmaktadir. Agir metal grubunda kursun, kadmiyum, demir,
bakir, ¢inko, kobalt, civa, krom ve nikel gibi elementlerininde i¢inde bulundugu 60'dan ¢ok
metal bulunmaktadir. Bu elementler silikat mineral grubu igerisinde ya da toprakta
genellikle karbonat, oksit, silikat ve sulfur halinde kararli bilesikler halinde
bulunabilmektedirler. Metallerin 6zgiil agirlik degerinden yola ¢ikarak ekolojik sistem
tizerinde biraktiklar: etkileri ifade edilip siniflandirilmaya calisilsa da esasinda metallerin
ozgiil agirliklart ekolojik sistem iizerinde biraktiklar: biyolojik etkilerini ifade etmek i¢in
yeterli degildir. Ornek olarak o6zgiil agirhig1 sirastyla 3,65 g/cm3 ve 4,51 g/cm3 olan
baryum (Ba) ve titanyum (Ti) elementlerinin biyolojik sistem igerisinde kadmiyum (8,65
g/cm3), kursun (11,34 g/cm3 ) veya lantanit grubu metallerinden (5,25 - 9,84 g/cm3) daha
farkli etkiye sahip oldugu kanitlanmistir. Esasinda bir elementin 6zgiil agirligini periyodik
tablodaki grup ve bulundugu gruptaki sira yeri ifade ederken kimyasal ozellikleri,

elementin ait oldugu grubun fonksiyonudur [12].

Agir metal canlilar i¢in toksik etkili olduklarindan oldukga tehlikeli maddelerdir. Sanayi
atiklan, fitre kullanilmadan yakimi yapilan fosil yakitlar, atik yakimi gibi yetersiz ve
bilingsiz uygulamalardan dolay1 canlilar yiiksek oranlarda agir metal etkisiyle kars1 karsiya
kalmistir. Bu etkiler sonucunda canlilarda gesitli genetik hastaliklar, biiylime ve gelisim
bozukluklari, erken yaglilik gibi olumsuz etkiler olusmustur [44]. Agir metaller hava, su ve
toprakta farkli oranlarda bulunurlar. Belirli bir seviyenin iizerine ¢ikan agir metal oranlari

cevre kirliligine yol acar. Agir metal kaynakli ¢evre kirliliginin dogal ve insan kaynakli



bir¢ok etkeni bulunmaktadir. Endiistriyel faaliyetler, fosil yakit tiiketimi, maden yataklari
ve isletmeleri, volkanik hareketler, pil {iretimi ve kullanimi, demir ¢elik sanayi ve atiklari,
petrol rafinerisi, boyalar, elektronik sanayi ve ol¢ii aletleri, tarimda giibreleme ve ilaglama
gibi pek ¢ok etken, agir metal kirliliginin nedenleri arasinda yer almaktadir. Agir
metallerin topraga karismasinda hava yolu, aritim ¢amurlarinin bosatimi, hayvan digkilari,

evsel atiklarin yok edilmesi gibi sebepler de etkili olmaktadir [45].

Agir metal konsatrasyonlarmin belirli seviyedeki degerleri asmasindan sonra bitkilerin
fizyolojik ve biyokimyasal sistemlerini bozdugunu ve bu bozulmalardan bitkilerin
dogrudan yada dolayli bir sekilde etkiledigi bilinmektedir. Eger bitki dokularinda agir
metallerin birikimi kritik seviyeyi asarsa, minerallerin ve bitki i¢in gerekli besinlerin
alimiminin, bitkilerin terleme mekanizmasinin ve buna bagl olarak topraktan su emiliminin
engellenmesine, fotosentez reaksiyonundaki sorunlara, enzim aktivitesinin bozulmasina,
klorofil sentezinin inaktivasyonu ve kok yapilarinin bozunumu ile ¢imlenme kapasitesinin
azalmas1 hatta inhibe olmasina bunlara ek olarak da zar yapisinda hasar ve hormonal

dengenin bozulmasina neden olabilmektedir [46-52].

Agir metallere kars1 verdikleri cevaba gore bitkiler 3 ana baslikta toplanabilir. Bunlardan
ilk grup agir metalleri higbir sekilde biinyelerine alamayan bitkiler, ikinci olarak toprakta
bulundugu konsantrasyon kadarini biinyelerine alabilen indikatdr ya da belirteg bitkiler ve
son olarak da toprakta bulunan agir metal konsatrasyonundan daha fazlasin1 bunyelerinde
alabilen ve biriktirebilen bitkiler seklindedir. Ugiincii grupta bulunan bitkiler
fitoremediasyon ile agir metal kiriliginin temizlenmesinde rol oynaya hiperakimulator
denen bitki grubudur [53]. Agir metalleri higbir toksik etki gostermeden yaprak gibi toprak
st organlarinda bagka bitkilere nazaran 100-1000 kat daha c¢ok biriktirebilme
kapasitelerine sahiptirler [54]. Ortalama olarak 450’den fazla bitki tiiri hiperakiimiilator
bitki olarak tarif edilmistir. Bunlara Brassicacea familyasi, Asteraceae familyasi,
Fabaceae familyasi, Scrophulariaceae familyasi, Lamiaceae familyas: ve Euphorbiaceae

familyalar1 6rnek verilebilir [55].

2.1.1. Metale Kars1 Tolerans Gosteren Bitki Gruplari
Bu tiir bitkilerde koklerden metal alimi1 ve/veya koklerden toprak {iistii organlara metal
taginmasi sinirlanmaktadir. Bu nedenle, topraktaki metal konsantrasyonu yiiksek olsa bile

bitkinin toprak {istii organlarindaki metal konsantrasyonu diisiiktiir. Bu bitkiler membran



permeabilitesini ya da hiicre duvarina metal baglama kapasitesini degistirebilmekte ya da
daha fazla selatlayict madde (hiicre i¢i metal baglayict bilesikler) yaymaktadir [56, 57].
Silene vulgaris bu stratejiyi izleyen bitki tarlerinden biridir [58, 59].

2.1.2. Metal Indikatér Bitkiler
Indikatér bitkilerin toprak {istii organlarinda bulunan metal miktari, topraktaki metal
miktarini yansitmaktadir. Bu tiirler, toprakta var olan metal konsantrasyonlarini selatlar
tireterek tolere etmekte ya da vakuol gibi duyarli olmayan kisimlarinda depo ederek
metallerin hiicre i¢i bollimlendirilmesini degistirmektedir [57]. Populus alba toprakta
metal kirliligini takip etmek i¢in kullanilan Cd\Zn indikator bitkisidir [60, 61].

2.1.3. Metal Akimulator Bitkiler

Akimdlator bitki tiirleri toprak {istii organlarinda, toprakta bulunan metal miktarindan daha
fazlasin1 konsantre edebilmektedir. Hiperakiimiilatorler olarak adlandirilan bu bitkiler,
kirleticilerin ¢ok yiiksek seviyelerdeki konsantrasyonlarint kok, govde ve/veya
yapraklarinda absorbe edebilmektedir [57, 64].

Baker ve Brooks (1989) [40] Cd i¢in 100 pg/g Ka (iyonlagsma sabitiy; Ni, Cu, Co, Pb igin
1,000 pg/g Ka; Zn ve Mn igin 10,000 pg/g Ka olacak sekilde bitkilerde hiperakiimiile edilen
metal konsantrasyonlarini smirlandirmistir. Bu elementler i¢in tanimlanan seviyeler,
akiimulator olmayan turlerde bulunan miktarlardan daha fazladir [65, 66]. Diinya ¢apinda
22 familyadan yaklasik 400 tane hiperakiimiilator bitki tiirii tanimlanmistir. Tanimlanan

hiperakimlator bitkilerden 87 tanesi Brassicaceae familyasina iiye 11 cinse aittir [40, 57].

Bugday tizerine yapilan bir ¢alismada bugday fideleri yetistirilirken kadmiyum eklenmesi
sonucunda bitkide potasyum ve nitrat aliminin diistiigii ve biiyiimenin durdugu sonucuna
ulasiimistir. Bitkilerdeki kadmiyum stresinde su ve iyon aliminin azalmasindaki en biiyiik
faktor kok biiylimesi ve gelisiminin inhibe edilmesidir. Kadmiyum stresinden kaynakli
olarak bitkiler stomalarmi kapatir bu sebepten dolayr da transpirasyonla su kaybi

azaltilarak Cd taginimi1 durdurulmaktadir [67].

Elementler bitki koklerindeki hiicreler tarafindan tutulurarak hiicre duvarina baglanir
ardindan tasiyici1 sistemler ve interselliiller baglanma bdlgeleriyle diizenlenerek plazma

zarindan gecerler. Element iyonlariin hiicre i¢ine girisinin kanal proteinleri ve/veya



tastyici proteinler araciligiyla yapildigi varsayilmaktadir. Plazma zar1 negatif yiike sahip

oldugundan pozitif yiiklii iyonlarin aliminda 6ncelik tanimaktadir [68].
2.2. Fitoremediasyon

Fitoremediasyon tanimi ilk defa 1991 yilinda bitki anlamindaki “phyto” ile 1slah-
iyilestirme anlamindaki “remediation” kelimelerinden olusturulmustur. Dogay1 doga ile
tyilestirme yontemi olmasindan dolay1 fitoremediasyon, botonik 1slah, bitkisel aritim ve

yesil 1slah gibi farkli isimlerle adlandirilmaktadir [ 104].

Fitoremediasyon toprakta, tortularda (sediment) ya da suda mevcut olan agir metal, yag
atiklari, ¢oOziiciiler, canlinin normal metobolizmasinda ihtiyact olmayan yabanci
kimyasallar (ksenobiyotikler), pestisitler gibi bir¢ok kirletici ajanlarin akiimiilator bitkiler-
algler kullanimiyla kirliligin 6nlenmesi ve temizlenmesi olayidir [105]. Biyoremediasyon
mikroorganizmalar, algler ve makrofitler gibi biyolojik yontemlerin kullanilarak agir metal
gibi bir¢ok diger kirleticilerin yok edilmesini saglayan bir yontemdir. Fitoremediasyon
calismalarinda yararlanilan bitkiler fitoekstraksiyon, fitotrasformasyon, rizofiltrasyon,
fitovolatizasyon, fitodegredasyon ve fitostimilasyon gibi ¢esitli mekanizmalar
kullanmaktadir [106, 107].

2.2.1. Fitoremediasyon Teknikleri
2.2.1.1. Fitoekstraksiyon

Fitoakiimiilasyon olarak da adlandirilan fitoekstraksiyon ydntemi bitkinin topraktaki
Kirletici maddeleri kokleri ile alip hasat edilebilir kok dokusunda, yaprak ve gévdesinde
depolayarak uzaklastirilmasinda kullanilan bir yontemdir. Bitki hasat zamanina kadar
depolama yapabilmektedir. Toprakta hasattan sonra da kirleticiler kalabileceginden dolay1
topraga gelisim ve hasat zamanlar1 farkli bitkilerin birbirinin ardi1 sira getirilmesi
Onerilmektedir [108].

Fitoekstraksiyon yoluyla bakir ve ¢inko gibi etkin bir sekilde alinan mikro besinler ve
kadmiyum, nikel ve kursun gibi besin olarak kullanilmayan agir metaller
uzaklastirilabilmektedir. Ancak bu yontem ile sadece kirliliginin az ya da orta diizeyde
olan yerlerde kullanilabilmektedir. Ciinkii haddinden fazla agir metal kirlenmesine ugramis

alanlarda bitki biyime ve gelisimi inhibe olmaktadir [109].
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Fitoekstraksiyon yonteminin basarili olmasi bitkilerin hizlica biiyiimesi ve kirleticileri
dokularinda yiiksek oranlarda biriktirebilme kapasitelerine bagli olarak degismektedir

[110].
2.2.1.2. Fitotrasformasyon

Fitotransformasyon yonteminde hiperakimulator bitkilerdeki metabolik fonksiyonlar ve
toprakta bulunan mikroorganizmalar arasindaki rizosferik birliktelikle organik kirleticiler
parcalanirlar. Kirleticilerin fitotransformasyonu bitki bilinyesinde ya da rizosferde
olabilmektedir [111]. Kenevir bitkisi (Cannabis sativa L.) gibi bazi bitkiler kirlilige sebep
olan degisik faktorleri metabolizmalarina alarak onlart toksik olmayan sekillere
dontistiirebilmektedirler. Bazen de bitkilerin koklerinde bulunan mikroorganizmalarla

kirlilige sebep olan etmenleri topraktan ya da sudan metabolize ederler [110].
2.2.1.3. Fitodegradasyon

Rizodegradasyon olarak da adlandirilan fitodegradasyon yontemi Kirletici etmenleri

bitkilerde bulunan enzimlerle ya da enzimlerin kofaktorleriyle 1slah etme islemidir [112].

Fitodegredasyon yontemi bitki organlarinda ya da toprakta bulunan bakteri, mantar gibi
mikroorganizmalar tarafindan iiretilen protein ve enzimlerle yapilmaktadir. Bu yontemle
simbiyotik bir iliski olusur: bitkiler mikroorganizmalarin biiyiimesi ve gelisimi i¢in gerekli
olan besinleri saglarken, mikroorganizmalar da bitkilere saglikli ve temiz bir toprak alani

sunarlar [112].
2.2.1.4. Fitostimulasyon

Fitostimiilasyon yontemi yalnizca bakterilerin aktivitesiyle enzimatik pargalanma

reaksiyonunu icermektedir [114].

2.2.1.5. Fitovolatilizasyon

Fitovolatilizasyon yontemiyle remidasyon isleminde ortamdaki kirlilige sebep olan
etmenlerin aliminin once bitki kokleriyle alinarak daha sonra kok ve govde ile kirletici
ajanlarin ugucu maddeler seklinde ortama verilmesi seklinde olusmaktadir. Organik

Kirleticiler ve selenyum, civa ve arsenikgibi agir metallerin 1slahinda kullanilmaktadir
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[115]. Bitkileri kullanarak zehirli kirleticileri alarak daha az zehirli bir hale getirerek

havaya serbest birakma iglemidir [116].
2.2.1.6. Rizofiltrasyon

Cevre kirlilgine sebep olan derisik haldeki agir metallerin bitkinin kokleri kullanilarak
emilmesi yontemidir [112]. Cogunlukla Azolla spp., Elodea spp., Lemna spp. , Eichhornia
crassipes, Myriophyllum spp., Typha spp. ve Vallisneria spp gibi su bitkileri ile sucul
alanlardaki metaller ve diger Kkirleticilerin absorbsiyonu rizofiltrasyon yontemiyle
saglanmaktadir [115]. Rizofiltrasyon yonteminde bitkiler biyokimyasal fitre gorevi gorerek
ekosistemi temizlemektedir [116].

2.3. Bitkilerde Agir Metal Alinimi ve Molekiiler Mekanizmasi

Topraktan bitki koklerine metal tasinimi diflizyon ve konveksiyon yollartyla olmaktadir.
Toprak icerisinde metallerin ¢dziinmesiyle birlikte metal derisimi artmakta ve bunun
sonucu olarak da kompleks yapilar olusmaktadir. Olusan bu kompleks yapilarin bitkinin
kokleri tarafindan hiicre igerisine alinmamasit durumunda bile bitkinin kdkiine dogru
difiizyon araciligr ile gerceklestirilen tasimimlart etken bir miktarda artirdigl tespit
edilmistir. Bitkilerde metal birikimini etkileyen bir¢ok faktorler géze ¢arpmaktadir. Bu
faktorler icerisinde elementlerin toprak igerisindeki hareketlikleri, kokler tarafindan
emilimi, kok hiicrelerinde depolanmasi ve kok igerisinde bulunan bosluklara taginimi ve
ksilem borusu ile topak {iistii yapilara tasinimi ve bu kisimlarda metallerin dagilimi en
belirgin faktorler olarak ortaya g¢ikmaktadir [68]. Topraktan alinan metaller ilk olarak
bitkinin koklerinde depolanmaktadir. Daha sonra bu metaller koklerden ksilem 6zsuyuna
gecerek ve terleme giiciiniin de etkisiyle bitkinin toprak iistii kisimlaria taginmaktadir.
Yapraga kadar ulasan metaller burada apoplast ve simplast yoluyla yaprak hiicrelerine

dagilim yapmaktadir.
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Sekil 2.1. Apoplast ve simplast yollarla elementlerin yaprak tizerinde dagilimi [69]

Elementlerin apoplast ve simplast yoluyla yaprakta dagilimi dokularda hapsedilen kirletici
metaller selatorler tarafindan baglanirlar. Fitoselatinler (PC) ve metalotioneinler (MT)
metallerin tutulmasinda rol oynayan temel selatorlerdir. Bu selatorler agir metal iyonlarina
baglanip onlar1 hapsederek kararli kompleksler olusturacak olan fazla miktarda sistein
stlfhidril grubu icerirler [70]. Bitkiler tarafindan agir metal alim1 ve tasinimu siireci, metal
iyonlarinin kokler tarafindan tutulmasini, koklere girisini ve sonrasinda kiitle akis1 ve
diftizyon yoluyla toprak Usti organlara translokasyonunu kapsamaktadir [71]. Bitkiler de
metallerin olumsuz etkilerini ortadan yok eden veya tolere edebilen molekiller
bulunmaktadir. Bu molekiillerden bilinenleri fitoselatinler, metalothioneinler, organik
asitler, aminoasitler ve metal selatorlerdir [72]. Bitkiler de en gii¢lii metal baglayici ve agir
metallerin olumsuz etkilerini ortadan kaldiran fitoselatinlerdir. Fitoselatinlerin peptid
yapisinda oldugu ve Cd*?, fitoselatin sentazin en kuvvetli metal aktivatorii oldugu birgok

caligmada kanitlanmustir [73].

Metalothioneinler (MT) diisiik molekiiler agirliga sahip, yapisinda yiiksek miktarda sistein
gruplar1 barindiran aromatik aminoasit bulundurmayan ve agir metal baglama kapasitesi
olan bilesiklerdir [74]. Ayrica aminoasitlerin yapisinda bulunan amino ve karboksil
yapilar1 da metal iyonlarim1 baglama 6zelligi tasimaktadir. Metallerin olumsuz etkilerine

kars1 koyma tepkimelerine ise malat, oksalat ve sitrat gibi organik asitler katilmaktadir
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[75]. Bitkiler toprakta bulunan metali hiicre icerisine alabilmesi icin ilk olarak metalleri
hareketli bir forma doniistirmeleri gerekmektedir. Bitkiler bu hareketli forma ise birgok
yontem kullanarak ulagmaktadir. Bir 6rnek vererek aciklamak gerekirse bitkiler metal
selatlayict molekiiller araciligiyla toprakta bulunan metali ¢c6zmek ve selat yapmak icin

rizosfere salgilayabilmektedir (Bknz. Sekil 2.2.).
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Sekil 2.2. Elementlerin bitkiler tizerindeki tasinim mekanizmalari [68]
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Bitkilerin agir metal alinimi {i¢ boliime ayrilabilir [76].

1.Bitkilerde sideroforez gorevini metal selatlayict molekiiller fitogelatinler ve

metalothioneinler araciligi ile yapabilmektedirler [77].

2.Plazma zarmin yapisin da bulunan metal rediiktazlar1 kullanarak iyon yapidaki metalleri

indirgeyebilmektedirler.

3. Bitki koklerden topraga proton atarak asitlestirip agir metalleri ¢ozebilmektedirler.

Bu li¢ mekanizma kok mantarlar1 veya kokte kolonilesmis bakteriler tarafindan da
uygulanabilmektedir. Bir bitki agir metallerin olumsuz etkilerini hiicrenin igerisine girigini
engelleyerek ve engelleyemedigi durumda ise hiicreden detoksifiye ederek ya da agir metal
metabolizmasint  gelistirerek  yapabilmektedir  [78].  Kadmiyumun igerisinde
fitoselatinlerinde yer aldigi vakuollerde depolandigr yapilan c¢alismalarla ortaya
konulmustur [79].
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Sekil 2.3. Cd agir metalinin bitki i¢indeki muhtemel tasinimi ve lokalizasyonu [67]
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Cd gibi toksik agir metaller, mikro elementler tarafindan kullanilan transmembran
tastyicilar icin etkin bir sekilde rekabet etmektedir. Yapilan calismalar neticesinde Cu*? ve
Zn*?nin, Ni*?2 ve Cd*? ile ayn1 transmembran tasiyicilar icin rekabete girdigi tespit
edilmistir [80]. Yiiksek yapil1 bitkiler Cd’yi toprakta bulunan diger metallerin yogunluguna
gore hicre igerisine alabilmektedirler. Metallerin bitkiler tarafindan alinabilmesi igin
birtakim etmenler gerekmektedir. Bunlardan bazilar1 ise; ortamda bulunan element
yogunlugu, ortam pH, metalin redoks potansiyeli, sicaklig1r ve ortamda bulunan organik
madde derisimi olarak sayilabilmektedir [81, 82]. Bir bitkinin agir metallere karsi
olusturdugu tolerans mekanizmasi kirlenmis olan alanlarin fitoremediasyonu ve bu ortam
sartlarina uygun bitkilerin gelistirilebilmesi agisindan 6nem teskil etmektedir. Bu tolerans
ise bitkilerde birbiriyle baglantisi olan fizyolojik ve molekiiler mekanizmalar araciligiyla
saglanabilmektedir [83]. Bitkilerin yapisinda bulunan ve birbiriyle iligskisi bulunan
molekiiler mekanizmalar ile bitkiler agir metallere karsi tolerans gosterebilmektedir.
Bitkilerde artan toksik metal seviyelerine karsi tolerans, toksik yapidaki elementlerin bitki
hiicre icerisine alinmamasindan ya da metabolik direngten kaynaklanmaktadir.
Hiperakiimiilator bitkiler i¢in detoksifikasyon ve ig¢sel alikoyma ile toprak {iistii yapilarinda
fitotoksik etki gostermeden agir metalleri depolayabilmesi O6nemli bir Ozellik olarak
gosterilebilmektedir. Bu bitkilerde alikoyma ve detoksifikasyon mekanizmalar1 genellikle
aktif yapidaki sitoplazmadan hiicre duvar1 ve vakuol inaktif yapidaki alanlara tagimiminm

kapsamaktadir [84].

Hiperakiimiilator ve hiperakiimiilatér olmayan bitkilerin i¢sel alikoyma mekanizmasinin
transkriptom analizleri kullanilarak karsilastirildiginda, tonoplast veya plazma
membraninda bulunan ve agir metallerin transportunda gorev alan proteinleri kodlayan
genlerin ekspresyonunda farklilik oldugu gosterilmistir. Hiperakiimiilator bitkiler de bu
genlerin ekspresyonunda artis oldugu c¢alismalarda ortaya konulmustur [85]. Metal
iyonlarinin kok ylizeyine tutunmasiyla kok hiicreleri tarafindan hiicre igerisine alinmasi
kiitle akis1 ve difiizyon ile govdeye olan transportu bitkilerde metal iyonlarinin aliniminin
basamaklari olarak sayilabilmektedir. Toprak igerisinde bulunan metallerin alinimi ise kok
tarafindan rizosfere salgilanan metal selatlayict molekiiller araciligiyla, proton salinimi ve

plazma memraninda yer alan metal rediiktaz enzimi vasitasiyla gergeklestirebilmektedir

[67].
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Hiperakiimiilatorleri, hiperakiimiilatér olmayan taksonlardan ayiran ii¢ temel Ozellik
yiiksek oranda artan bir agir metal alimi, daha hizli bir kok-govde translokasyonu ve
yapraklarda biiylik oranda agir metal biriktirme yetenegidir. Hiperakiimilatorler ve
hiperakiimiilatér olmayan bitkilerin karsilastirmali fizyolojik ve molekiiler analizlerinden
ortaya cikan ilging sonug, hiperakiimiilasyonun en 6nemli basamaklarinin her iki bitki
cesidinde de bulunan genlerin fakli diizenlenmesine ve ifadesine dayanmasidir. Ozellikle,
agir metallerin alinimmin stirdiiriilmesinde, yapraklara translokasyonunda ve son olarak
vakuollerde ve hiicre duvarlarinda biiylik miktarlarda biriktirilmesinde ZIP, HMA, MATE,
YSL ve MTP ailesinin iiyesi olan transmembran tasiyici proteinleri kodlayan genlerin asir
ifade edilmesi dnemli rol oynar [84]. Bitkilerde bilinen birkag¢ protein ailesi agir metal
transportunda goérev almaktadir. Ayrica bitkilerin yapisinda bulunan agir metal ATPaz
(CPx-tip), dogal direngle iligkili makrofaj protein (Nramp) ailesi, ¢inko-demir permeaz
(ZIP) ailesi ve katyon-difiizyon hizlandirict (CDF) protein ailesi metal tasiyici siniflari
olarak deneylerde ortaya konulmustur. Cevrede bol miktarda bulunan ve toksik etki
gosteren Zn, Cu, Pb ve Cd metallerin hiicre igerisine aliniminda CPx-tip agir metal ATPaz
ailesinin gorev aldig1 yapilan galismalarda bildirilmistir [86]. CPX-ATPaz ailesi agir metal
tastyicilart ismini yapisinda bulunan membran igi sistein-prolin-sistein, sistein-prolin-serin
veya serin-prolin-histidin yapisindaki korunmus motiflerden almaktadir. Yiiksek bitkilerde
ortaya konulan ilk CPx-ATPaz Arabidopsis bitkisine ait P-tip ATPaz’dir (PAAI) [87].
Sistein, fitoselatinler gibi proteinlerin ve GSH gibi protein olmayan peptitlerin yapisinda
yer alan bir aminoasittir. GSH (y-Glu-Cys-Gly)’in bitkilerde strese karsi koymada 6nemli
rolleri vardir. Ayrica Cd ve diger agir metal etkisindeki bitkilerde metal
detoksifikasyonunda rol oynayan fitoselatinlerin oncii molekiilii de GSH tir [88].
Fitoselatinler in vitro ortamda ¢ok sayida agir metal indiikleyebilirler. GSH’dan
sentezlenen y-Glu-Cys dipeptididyl transpeptidase enzimi (EC 2.3.2.15), genel olarak PC
sentaz olarak isimlendirilir. Arabidopsis mutantlarinda meydana gelen fitoselatin sentaz
(PC-synthase) eksikligi, Cd/Hg’ ye asir1 duyarli hale gelir ve fitoselatin sentaz enziminin
sentezlenmesi gerceklestirilemez. Arabidopsis thaliana heynh’deki Cd’a duyarli olan cadl
mutantlart ve bunlarin GSH seviyeleri yabani tip ile birbirine benzerlik gostermekle
birlikte, in vitro ortamda PC ve PC sentaz aktiveleri her ikisinde de yine benzer sekilde
eksiklik gostermektedir. Farkli bitkilerde de PC sentaz olusumu tespit edilmistir ve cadl’in

PC sentaz i¢in yapisal gen oldugu tahmin edilmektedir. Bitki hiicresinin sitozol kismina
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giren bu agir metal iyonlarinin son depolama bolgesi vakuollerdir. PC molekiillerinin metal
selat zincir uzunluklarinin degisime ugramasi ve GSH’in sentezlenmesi ile birlikte bu
iyonlar PC sentaz1 aktive ederler. Metal-PC kompleksi daha sonra aktif olarak sitozolden
vakuole tasinir. PC sentaz aktivitesi, farkli metal iyonlarinin varligi ile hemen aktiflesir ve
bu aktif PC sentazlar fitoselatin sentez oraninin en onemli belirleyicisidir. Milimolar
konsantrasyonunda sitozolde mevcut olan GSH subsrat gibi kullanilir. Metal baglayan
peptidler sentezlendikten sonra kenetlenirler ve biitlin metal iyonlarmin sitozole
girmesinden 6nce temel metabolik yollarinin enzimleri ile etkilesim halinde bulunabilirler.
Detoksifikasyon disinda, PC’ler bitkilerde agir metallerin homeostazisinde 6nemli rol
alirlar. Bu da bitki hiicrelerinde metal iyonlarinin durumunu diizenleyen bir mekanizmadir.
P-tipi metal ATPazlar, hiicre zarlarinda katyon ¢esitlerini tasimakla gorevli enzimlerdir. Bu
tip ATPazlar, hem DNA dizisi hem de fonksiyonel protein benzerliklerine gére bircok alt-
familyalar halinde siniflandirilabilirler [89]. Bu proteinlerin plazma zarinda bulundugu ve
sitoplazmadan toksik metallerin uzaklastirlmasinda rol aldigi veya c¢esitli hiicre igi
membranlarda bulunabildigi ve agir metallerin kompartimanlasmasindan sorumlu

olabilecegi one siiriilmiistiir [30].

Agir metal tasiyici olarak P-tipi metal ATPazlar1 da kapsayan P1B alt familyas: hem
Okaryot hem de prokaryotlarda tespit edilmistir. Bu enzimler genellikle plazma zarinda
bulunurlar ve fonksiyonlarmi gerceklestirmek i¢in ATP’ye baglimlidirlar [90]. Metal
tyonlarimin ATP hidrolizi sonucu elektrokimyasal gradiyente karsi transportu oldukga
onem teskil etmektedir. Arabidopsis ve Oryza sativa bitkileri 8 HMA (agir metal ATPaz)
genine sahiptir. Bu genlerden agir metal tasiyici ATPaz4 (HMA4) olarak da isimlendirilen
P1B-tip ATPaz’lar bitkide metal tasinmasinda 6nemli bir rol tistlenmektedir. Arabidopsis
bitkilerinde yapilan genom analizleri calismalarinda, HMA genlerinin bir grubu olan
HMAL1-4’iin Zn, Co, Cd ve Pb transportu ve diger grubu olan HMAS5-8’in ise Cu ve Ag
transportunda rol aldigi yapilan deneylerle ortaya konulmustur. Ayrica, Arabidopsis
bitkilerinde HMA4 geninin islevinin Zn homeostazisi ve Cd detoksifikasyonunda rol

oynadig1 ve bu metallerin kokten gévdeye tasinmasinda gorev aldigi bildirilmistir [91- 94].

HMAZ1 kloroplast membranin {izerinde bulunur ve kloroplasta bakir yiiklenmesinde, ¢inko
detoksifikasyonunda ayrica bakir, ¢inko, kadminyum, kobalt ve kalsiyum taginmasindan

sorumludur. Hiicrelerdeki agir metallerin kompleks olusturmasinda AtHMA2, AtHMA3 ve

18



AtHMA4 o6nemli rol oynamaktadir. AtHMA3 metal tasiyicisinin, Ycfl maya
mutantlarindaki heterolojik anlatimi, bu tasiyicinin kadmiyum iyonlarinin vakuoler
ayrilmasinda 6nemli bir roliiniin oldugunu kanitmistir. AtHMA2, AtHMA3 ve AtHMA4
ekpresyonlarindaki farkliliklar, hiicredeki rollerinin farklilik gostermesinden olugmaktadir.
AtHMA3 vakuoler membranda bulunur iken, AtHMA2 ve AtHMA4 plazma zarinda
bulunur. Bu da AtHMA3’ iin vakuollerdeki toksik agir metal iyonlarinin depolama
islemine dahil oldugunun net bir gostergesidir. AtHMA2, AtHMA3 ve AtHMAA4
genlerinin biiylik oranda anlatimi ile, bitki kok iletim demetleri hiicrelerinde, yaprakta
stomal hiicrelerde ve hidatodlarda varligi kanitlanmistir. Bu hiicrelerin agir metallere
maruz kalmasi; metal iceren topraklarin bitki kokleri ile bulugmasi ve agir metaller ile
kirlenmis olan havanin hidatodlar ve stomalar ile temas haline gecmesi ile iki sekilde
gerceklesir. Ek olarak, bu dokular fizyolojik fonksiyonlarin onarimi i¢in gereklidir. Bu
yiizden bu dokulardaki agir metallerin detoksifikasyonu esastir. AtHMA2 ve AtHMA4’iin
temel gorevleri, ksileme ¢inko iyonlarmin taginmasini saglamaktir. Ayrica kadminyum
iyonlarina karsi onemli bir afiniteye sahiptirler ve koklerden kendi translokasyonunu
yiiriitmeleri miimkiindiir. Bu durum HMA4 mutantlar1 (kdklerde kadmiyum miktart artmas,
govde de tasima azalmig), HMA2 ve HMA4 (Cd akimdilasyonu yabani tip ile
karsilastirildiginda, Cd iyonlarina 2-3 kat duyarliliklar: artar) kullanilarak teyit edilmistir.
HMA?2 ve HMAA4 ksileme Cd taginmasindaki ana mekanizmay: temsil etmektedir. HMAZ2,
HMAA4 ve cadl mutantlarinin karsilastirilmasi yapildiginda, Cd iyonlarinin cadl mutantina
olan duyarliligt HMA2 ve HMA4’e oranla 10-20 kat daha yiiksek oldugu tespit edilmistir
[96,97].HMA2, HMA3 ve HMA4 metal tasiyicilart ayni iyon segiciligini tam olarak
gostermezler[98].Ornegin, AtHMA2 ve AtHMA4 ¢inko ve kadmiyum tasirken, AtHMA3
kadmiyum, kursun ve kobalt tagimaktadir. Arabidopsis thaliana, Arabidopsis halleri,
B.rapa ve B. juncea turlerindke HMA1-HMA4 ile yapilan ayrintili biyoinformatik ve
karsilagtirmali yapisal analizler, bu bitkilerin diger proteinlerle etkilesiminde ve bu
tasiyicilarin - kimyasal bilesenlerinde benzerliklerinin  ve farkliliklarinin  oldugunu
kanitlamistir. Bu bitki tiirleri arasindaki proteinlerin hiicre i¢i lokalizasyonu ve farkliliklari

etki analizinde gosterilmistir [99].

Bitkilerde bulunan ABC tastyicilart igerisinde Cd tasinmasinda rol aldig ileri siiriilen
AtMRP3 ve AtATM3 adinda iki tasiyict tespit edilmis ek olarak AtATMS3 tasiyicisinin
Arabidopsis bitkilerinde Pb ve Cd toleransinda artisa neden oldugu g¢alismalarda ortaya
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cikarilmigtir [100]. Hiperakiimiilatér bitkilerde agir metallerin tasginmasinda rol aldigi
bilinen MATE (Multidrug And Toxin Efflux) isminde protein ailesi de mevcuttur. Bu
protein ailesi bitkide sekonder metabolitlerin sitosolden hiicre disina ¢ikartilmasi veya
metal toleransi i¢in 6nem arz eden vakuollerde alikonulmasi mekanizmasi igerisinde
katyon antiportlari olarak islev gordiigii tespit edilmistir [101]. MATE protein ailesinin bir
tiyesi olan FDR3 kok dokularinda sitratin vaskular dokulara salinmasinda islev
goérmektedir. FDR3 geninin Thlaspi caerulescens ve Arabidopsis halleri koklerinde yapisal
olarak asir1 eksprese edildigi bildirilmistir [102,103].

Molekiiler temelli secicilikteki bu farkliliklar halen bilinmemekte ve daha ilerideki
aragtirmalarda bu farkliliklarin ayrica arastirilmasi gerekmektedir. Bu baglamda Brassica
tirlerinin  (fitoremediasyon icin potansiyel hedef bitkiler) gen seviyelerinde metal

ATPazlarin anlatimin1 analiz etmek hedeflenmistir.
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3. MATERYAL ve METOT
3.1. Bitkisel Materyal
3.2. Hedef Bitki Belirlenmesi

Bu c¢alismada, deney materyali olarak Brassicaceae familyasina ait olan B. rapa, B.
campestris var toria ve B. juncea (kahverengi hardal) olmak (zere 3 tlr ve B.juncea ‘ya ait
B. juncea var JS-13, B. juncea var early raya, B. juncea var S-9, B.juncea var sind raya
olmak Uzere 4 ¢esit ¢caligilmistir.

Tohumlar Agricultural Research Center Oil Crop Research Institute Sindh, (Pakistan)’ dan
temin edilerek Cd metali icin akiimilator bitki olarak belirlenmistir.

B. juncea bitkisinin se¢ilme nedenlerinin basinda diger hiperakiimiilator bitkilere gore 10
kat daha fazla hizli bir sekilde biiylimeleri, hasat edilebilen toprak {istli organlarinda agir

metal birikimi ve toleransidir.

3.3. Bitkilerin Yetistirilmesi ve Agir Metal Uygulamasi
3.3.1. Tohum Sterilizasyonu

Her bir tohum sterilizasyonunda:
50 mI’lik sanrifiyj tiipiine 400°er tohum konulmustur.
Islem;

1- Tiiplere 1000 pl’lik pipetle 5 ml %70’lik alkol ilave edilerek 5 dakika boyunca
calkalanmustir.

2- Tiipii alkolden arindirmak i¢in 40 ml distile su konup bir siire ¢alkalanmistir.

Bleach Soliisvonu Hazirlama
-4 ml NaClO;

-36 ml ultra saf su

Beher i¢ine hazirlanan Bleach soliisyonuna birka¢ damla Tween 20 ilave edilmistir.

3- Hazirlanan Bleach soliisyonundan 12,5 ml tupe ilave edilip 10 dk boyunca tip

calkalanmustir.
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4- Tupden karigim dokiiliip, tohumlart Bleach soliisyonundan arindirmak igin 7-8 defa
2’ser dk 30 ml distile suyla tohumlar yikanmistir.
5- Tamamen kopiiklerden arman tiip 30 ml ultra saf su konularak 3 saat boyunca

Vortex’de 600 rpm’de ¢alkanmaistir.

0 pM, 5 uM, 10 uM, 20 uM, 50 uM,100 puM, 200 uM, 500 uM olmak iizere 8 ayri

parametrede Cd 10 milimolarlik stok soliisyondan hazirlanmistir.

Cd 10 mM’lik Stok Soliisyonu Hazirlama

CdCl, molekiil agirligr 183,32

1- 250 mI’lik behere manyetik balik koyulur.

2- 90 ml ultra saf su eklenir.

3- Hassas terazide 183.32 mg CdCl; tartilir.

4- Tartilan Cd yavag yavas behere dokiiliir.

5- Manyetik balikla saf bir goriintii elde edilene kadar karistirilir.

6- Uzerine 10 ml daha ultra saf su dokalir.

7- Manyetik balikla tekrar karistirilir ve hazirlanan soliisyon cam sisede buzdolabinda

+4° " de saklanir.

Ultra saf su ile 3 saat boyunca ¢alkalanan tohumlar tabaklara 50 ‘ser tohum olmak iizere 8

ayr1 parametre i¢in 8 ayr1 tabakta ekilmistir.

0 uM, 5 uM, 10 uM, 20 uM, 50 uM,100 puM, 200 uM, 500 uM olmak lizere 8 ayri

parametre Cd 10 milimolarlik stok soliisyondan hazirlanmigtir.

Parametreler;
Cd
0 HM—100 ml ultra saf su

5 uUM— 100 ml ultra saf su + 50 pl Cd ( stok)

10 pM— 100 ml ultra saf su + 100 ul Cd ( stok)
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20 tM—100 ml ultra saf su + 200ul Cd ( stok)

50 uM— 99,5 ml ultra saf su + 500 pul Cd ( stok)

100 pM— 99 ml ultra saf su + 1 ml Cd ( stok)

200 uM— 98 ml ultra safsu + 2 ml Cd ( stok)

500 pM — 95 ml ultra saf su + 5 ml Cd ( stok)

3.3.2. Tohumlarin Tabaklara Ekim Islemi

Bu ¢alismada B. rapa, B. campestris var toria ve B. juncea var JS-13, B.juncea var early
raya, B. juncea var S-9, B. juncea var sind raya bitkilerine uygulanmak uzere, Amerika
Birlesik Devletleri Cevre Koruma Ajansi (EPA) ‘nin acikladigi “tehlikeli kirletici

maddeler” listesinde ilk 10’da yer alan metallerden biri olan Cd metali segilmistir [117].

Bitkilere 31 giin boyunca yapilan agir metal uygulamasi, her 2 1t’lik polietilen kaba 50’ser
tohum olacak sekilde uygulanmistir. Agir metal uygulanmayan kontrol bitkileri de her 2
1t’lik polietilen kaba 50°ser tohum olacak sekilde ilk 8 giin sadece ultra saf su ile 8. glinden

sonra ise sadece % 25 lik Hoagland besi ¢ozeltisi yetistirme ortami olarak kullanmistir.

Ultra saf su ile 3 saat boyunca ¢alkalanan tohumlar tabaklara 50 ‘ser tohum olmak {iizere 8
ayr1 parametre i¢in 8 ayri tabakta ekim yapilmistir. Bu ¢alismada toprak kullanilmamaistir.
Tabaklarin igine uygun boyutta kesilen, steril edilmis kurutma kagitlar1 yerlestirmistir.
Tabaklarin tabanindaki kurutma kagidiuygun parametrelerdeki stok Cd ¢ozeltisiyle
slatildiktan sonra ekim yapilmistir. Tabaklara 2 kat kurutma kagidi koyulduktan sonra
tizerine tohumlar belirli hizalarda steril pens yardimiyla tabaklara yerlestirilmistir.
Tohumlarin iizeri 1 kat steril kurutma kagidiyla ortiilmiistiir. Ustteki kurutma kagidi da
uygun belirli parametrelerdeki stok Cd c¢ozeltisiyle islatilmistir. Tohumlar catladiktan
sonraki 1-2 giin igerisinde en tstteki kurutma kagidi atilmistir. Tohumlar 2 ve ya 3. glinde
catlamiglardir. Tabakalar giin asir1 olmak tlizere haftada ii¢ gilin belirli parametrelerdeki Cd

¢ozeltisi ile sulanmustir. Tabaklara % 25 lik Hoagland besi ¢ozeltisi [75] ekim isleminden
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sonraki 8. giinde verilmistir. Tabaklara % 25 lik Hoagland besi ¢6zeltisi ve Cd gilin asir1

olmak Uzere haftada {i¢ giin verilmistir.

iklim 6zellikleri

Tohum ekiminden itibaren 31 giin boyunca yetistirilen bitkiler %60 nem ve 16 sa 151k
(25+£2 °C) / 8 sa karanlik (20+2 °C) fotoperiyodunda 150 pmol/m2s 1sik siddeti altinda

iklim odasinda yetistirilmistir.
3.3.3. Bitkilerin Hasat1

1 ay (31 giin) boyunca yetistirilen Cd agir metali uygulanan ve agir metal uygulanmayan
(kontrol grubu) bitkilerin kok, gévde ve yaprak kisimlarinda biriken agir metal miktarinin
belirlenmesi, molekiiler genetik ¢alismalarda kullanilmasi ve anatomik analizlerinin
yapilmasi amaciyla hasadi yapilmistir. Hasat edilen bitki kokleri birka¢ dakika boyunca

ultra saf su ile yikanmustir.

Atomik Absorpsiyon Spektroskopik analiz icin kullanilacak bitki oOrnekleri pisirme
kagitlara konularak etiivde 72° C’de kurutulmustur. Gen ekspresyonu ¢alismasi yapilacak
ornekler ise aliiminyum folyolarak sarilarak -80 °C’de derin dondurucuda muhafaza

edilmistir. Histolojik (anatomik) ¢aligsmalar i¢in bitkiler %70’lik alkolde saklanmustir.

3.4. Bitkilerde HMA2 ve HMA4 Genlerinin Analizi i¢in Yapilan Molekiiler
Yontemler
3.4.1. Total RNA izolasyonu

RNA izolasyonu veya ekstraksiyonu biyolojik numunelerden RNA saflagtirmasi islemine
dayanan bir yontemdir. RNA tek iplikli yapiya sahiptir bu nedenle de kontamine olma
olasiligr yiiksektir. Bu nedenle RNA izolasyonunu DNA izolasyonundan ¢ok daha fazla

hassastir.

RNA izolasyonu yalnizca B. juncea var early raya, B. juncea var sind raya ve B. rapa

bitkilerinin 0-100 uM’da yetistirilen 6rneklerin yapraklar igin yapilabilmistir.

Total RNA Thermo Scientific™ ‘in GeneJet Bitki RNA Saflastirma Kiti kullanilarak RNA

izolasyonu yapilmstir. -80°C’de saklanan bitki &rnekleri havan ve tokmak kullanilarak sivi
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azot i¢inde Ogiitiilmiistiir. Daha sonra RNA izolasyonu Kitinde belirtilen talimatlara gore

muameleler gerceklestirilmistir.

RNA izolasyonkitinde agiklanan yonteme gore;

1.

10.

11.

12.

13.

14.

-20 C’de muhafaza edilen bitki materyali ¢oziinmeden hizlica hassas terazide
tartilmistir.

Numune steril edilmis havan ve havan tokmagi kullanilarak sivi azot ile toz haline
gelene kadar iyice ezilmistir.

Ezilen bitki materyali steril ependorf (1,5 ml) tiipe aktarilmistir.

Daha sonra tiip tizerine 500 pl Plant RNA Lysis Solution ilave edilerek 15- 20
saniye vorteks yapilmistir.

Vortekslenen érnekler 3 dakika boyunca su banyosunda 56°C’de inkiibe edilmistir.
Siire sonunda o6rnekler 5 dakika boyunca 14.000 rpm’de santrifiij edilmistir.
Santrifiij edilen 6rnegin siipernatant kismi atilarak yeni steril mikrosantrifiyj tuptine
aktarilmastir.

250 pl %96’lik ethanol ilave edilerek lizat steril pipet yardimiyla karistirilmistir.
Hazirlanan karigim piirifikasyon (saflagtirma) tiipiine aktarilarak 1 dakika 12.000
rpm’de santrifiij edilmistir. Santrifiij sonunda alttaki kolon atilarak yeni kolon
takilmistir. Fakat kolon atilmamustir i¢indeki tekrar dokiip kullanilacagi igin)
Kolondan gegen sivi atildiktan sonra kolonda kalan 6rnegi yikamak i¢in dnceden
hazirlanan Wash Buffer 1 ( 40 ml WB 1+ 2,1 ml ethanol) ‘dan 700 pl piirifikasyon
kolonun i¢ine ilave edilmis ve 11.000 rpm’de 1 dakika santriflij yapilmistir.
Kolondan gegen siv1 tekrar atilarak, kolonda kalan 6rnegi yikamak amaciyla yeni
collection tiipline aktarilmigtir.

Aktarilan tiipe 6nceden hazirlanan Wash Buffer 2 ( 30 ml WB 2 + 30 ml ethanol)
tamponu ilave edilmis ve 11.000 rpm’de 1 dakika santrifiij yapilmustir.

Asama tekrarlanmistir ve 13.500 rpm’de 1 dakika santrifiij yapilmistir. Boylece
yikama safthasi tamamlanmigtir.

Kolon RNaz icermeyen streril ependorf tipe (1,5 ml) yerlestirilerek tizerine 50 ul
niikleaz icermeyen su ilave edilerek 12.000 rpm’de 1 dakika santrifiij yapilmistir. 1

dakika inkiibasyon i¢in beklenmistir.
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15. Santrifiij sonucunda kolon membraninda biriken RNA’lar ependorf tlipe gecmis ve
total RNA izolasyonu tamamlanmustir.
16. Elde edilen Ornekler daha sonra kullanilmak tizere -20 °C’de derin dondurucuda

saklanmustir.

Resim 3.1.RNA izolasyonu ¢aligsmasi

3.4.2. Total RNA Miktar Tayini

Elde edilen total RNA’larin (genomik DNA iceren ya da icermeyen) safligin1 ve miktarini
belirlemek (izere NanoDrop spektrofotometresinde (Thermo) 260 nm ve 280 nm dalga

boylarinda okumalar yapilmistir.

DEPC’li saf su ile 1/20 oraninda sulandirilan total RNA orneklerinin konsantrasyonlari

ng/ul cinsinden belirlenmistir.
3.4.3. Komplementer (Tamamlayic1) DNA Sentezi

Saflagtirilmis olan total RNA’lardan komplementer DNA (cDNA) sentezi islemi The
Maxima First Strand CDNAs Synthesis Kit protokolii dikkate alinarak yapilmistir. Elde
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edilen total RNA’lardan cDNA sentezi i¢in The Maxima First Strand cDNAs Synthesis Kit

icerisinde bulunan tampon ve enzimler kullanilmistir.

First Strand cDNA Sentezi

Buz tizerinde steril ve RNAaz igermeyen bir tlip igerisine sirayla asagidakiler eklenir.

5X Reaction mix ---------=-=--------- >4l

Maxima enzyme mix --------------- 2> 2ul

Kalip RNA ------m-mmmmmmomem e - 100 ng- 4pl
Nikleaz icermeyen su -------------- - 20 pl ‘ye tamamlanur.
Toplam Hacim ------------------ - 20ul

1. Toplam hacmi 20 pl olan 6rnekler yavasga karistirilarak santrifiij edilmistir.

2. 10 dk 25° C ‘de inkiibe edildi.

3. Ardindan 15 dk 50° C “de inkiibe edildi.

4. Son olarak 5 dk 85° C* de cDNA sentezi tamamlandi.

5. Sentezlenen 6rnekler -20° C’ ye kaldirldu.
Saflagtirllmis  olan total RNA’lardan komplementer DNA (cDNA) sentezini
gerceklestirmek i¢in gerekli olan inkiibasyon sicakliklart ve siireleri, gradiyent polimeraz
zincir reaksiyonu (PCR) (Applied Biosystems) cihazinda kurulan program ile saglanmistir
(Sekil 3.8.).

Cizelge 3.1. cDNA sentezi i¢gin PCR cihazinda kurulan program

Sicakhk Inkiibasyon siiresi
25°C 10 dakika

50°C 15 dakika

85°C 5 dakika

4°C 0
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MiniAmp Plus

Thermal Cycler

Edit Incubate

Cover: 105.0°C | Volume: 20 uLﬂ‘

Stage 1

85.0°C

50.0°C
0:05:00

[REH]

Resim 3.2.cDNA sentezi i¢in PCR cihazinda kurulan program

3.4.4. Primer Tasarmm

Agir metal alimimi ve tasiniminda gorevli oldugu diislintilen genlerin real time PCR
metoduyla ekspresyonlarinin olup olmadiginin kontrol edilmesi icin arastirilmak istenen

genlere 6zel primerlerin tasarlanmasi gerekmektedir.

Bu calismada tasarlanan primerlerin B.rapa, B. juncea var early raya ve B. juncea var sind
raya bitkileriyle ortak olarak galisabilmesi igin model bitki olarak secilen Arabidopsis
bitkisinin genomu ile B. juncea ve bu tiire yakinlik gosteren B. rapa bitkilerinin NCBI
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) EST (Expressed sequence tag) dizileri ve Cluster-X veri
tabanindan saglanan gen dizilerinin ortak dizileri segilerek ve karsilagtirilmigtir. Primer3

programi ile de primer tasarimi yapilmistir ve Sigma Aldrich® ‘ten siparis edilmistir.

B. juncea ve B. rapa ve EST dizileri ise NCBI (http://ncbi.nlm.nih.gov/) veri tabanlarindan
alinmigtir. Tasarlanan 3 adet primer ciftinin (ileri=F ve geri=R) bazuzunlugu 20-24
arasinda degismektedir (Cizelge 3.9.). Primerler tasarlanirken Guanin-Sitozin oraninin

%45-55 arasinda ve erime sicakliginin %55-60 °C olmasina 6zen gosterilmistir.
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Cizelge 3.2. B. rapa ve B. juncea turleri igin tasarlanan primerlerin baz dizilimleri ve

Guanin-Sitozin bazlar1 oranlari

Primer Adi Primer Dizisi 5°-3° GC(%)
BR-HMA2-F 5-GGAGCGATTCTTGCTTTGGC-3' 55
BR-HMA2-R 5-CCTGACTTGCAATGCTTCGG-3' 55
BR-HMA4-F 5-AGCAATGCATGCTCAAGAAC -3 52
BR-HMA4-R 5-GCATCATTCACACCATCTCC-3' 55
BR-UBQ9-F 5-GAAGACATGTTCATTGGCA-3' 45
BR-UBQ9-R 5-ACACCTTAGTCCTAAAAGCCACCT-3' 46

3.4.5. Real Time PCR Calismasi

B. rapa, B. juncea var early raya ve B. juncea var sind raya bitkilerinin yaprak
orneklerinde Cd metali ile uyarilan 6nemli genler olan metal ATPazlar (HMA2 ve

HMAA4)’1n Real Time PCR kullanilarak ekspresyonunu tespit edilmistir.

Bu ¢alisgmada, PCR amplifikasyonu Applied Biosystems® ‘in StepOnePlus termal cycler

cihazi kullanilarak yapilmistir.

Reaksivon Karisim1 Hazirlama ve Termal Dongii Protokolii

Real time PCR karistmi Maxima SYBRGreen/ROX qPCR Master Mix (2X) Kiti dikkate

alinarak asagidaki sekilde hazirlanmistir.

Master Mix karisiminin icerigi:

- Polimeraz enzimi

-dNTPler
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- SYBR Green floresan boyasti

- Pasif referans boya (ROX)

ve Real time PCR i¢in gereken biitiin sarflar1 ve gerekli olan tiim bilesikleri igermektedir.

SYBR Green ortamda bulunan rastgele ¢ift iplikli bir DNA’ya baglanir. Bu ydntemin

secilme amaci maliyetinin diisiik olmasi ve kolay bir yontem oldugu i¢in se¢ilmistir.

Ancak reaksiyon sonucunda olusan 0zgiin

yapabileceginden dolay1 Melt Curve (erime egrisi analizi) tavsiye edilmis ve yapilmistir.

amplifikonlara da baglanip

151ma

Ubikuitin geni, Onceki c¢alismaya istinaden ortaya konulan referans geni oldugundan

kontrol geni olarak segilmigtir [118,119].

Cizelge 3.3. Reaksiyon Basamaklar1

Bilesenler 10 ul Reaksiyon basina hacim Son konsantrasyon
Maxima

SYBRGreen/ROX qgPCR | 5 pl 1x

Master Mix (2X)

Forward ve  Reverse | 0,3-0,3 250-500 nM
Primerleri

Kalip cDNA 4 ul 100 ng

Nikleaz icermeyen su 0,4 ul -

Toplam reaksiyon hacmi 10 ul -
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Cizelge 3.4. Real time PCR da kurulan reaksiyonun tablosu

Sind Early Rapa

1 2 3 4 |5 6 7 |8 9 10

Negatif | HMA2 | HMA4 HMA2 | HMA4 HMAZ2 | HMA4

Kontrol | R1 R2 Ubi | R1 R2 Ubi | R1 R2 Ubi
A0 0 0 0 |0 0 0 (0 0 0
B|5 5 5 5 5 5 5 5 5 5
C |10 10 10 10 |10 10 10 |10 10 10
D|20 20 20 20 |20 20 20 |20 20 20
E |50 50 50 50 |50 50 50 |50 50 50
F | 100 100 100 100 | 100 100 100 | 100 100 100

Hazirlanan plate asagidaki reaksiyon dongiisline tabi tutularak gen ekpresyonu analizi

yapilmustir.
1- Denaturasyon ----------- - 95°C “de 30 saniye
2- Annaling ------------------ - 95°C “de 15 saniye
60°C “de 30 saniye 40 dongu
3- Extantion ------------------ - 60°C “de 60 saniye
4- Melt Curve ------------------ - 95°C “de 15 saniye

60°C “de 60 saniye
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Resim 3.3. Real time PCR ¢alismasinda plate’in seal ile kapatilmasi

ot et Cuarve

2018-10-24 05:50:08 PM : Run started.

Resim 3.4. Real time PCR ¢aligmasi reaksiyon basamaklari
3.5. Atomik Absorpsiyon Spektrometresi

Atomik absorpsiyon spektrometresi (AAS) elementlerin konsantrasyonlarini tespit eden
tekli element metotudur.

Analizi yapilacak elemente 6zgili olan katot lamba kaynagindan ¢ikan elektromanyetik
dalga, ornekte aranan elementin varliginda gaz halindeki atomlar tarafindan emilir. Bunun
sonucunda 151k siddetinde olusan azalmanin Slgiilmesiyle analiz tamamlanmis olmaktadir.

Cd miktar tayini Skyray AA-9000 markali AAS ile gerceklestirilmistir.
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3.5.1.

Nitrik-Perklorik Asit Karisim ile Yas Yakma

Kurutulmus bitki yaprak numuneleri havanda 6gitiiliirerek tartilmistir. TUm bitki 6rnekleri

ogiitiillerek tartilsa da yalnizca B. juncea var early raya, B. juncea var sind raya ve B. rapa

bitkilerinin yas yakma metodu ile atomik absorpsiyon spektrofotometresi (AAS) analizi

yapilmustir.
Metot

1. Ogiitiilmiis bitki numuneleri 125 ml lik erlenmeyere konulur.

2. Erlenmeyer icine 3 tane cam parcasit konularak iizerine 5 ml %3’liikk Nitrik asit
cozeltisi eklenir.

3. Erlenmeyerin iizerine cam huni konularak 1sitic1 tablaya alinir.

4. Isitict tablada yaklasik olarak 200° C’de 15 dk boyunca bekletilir. Kahverengi
dumanlar ¢ikmaya baslar.

5. Ara ara hafifce erlenmeyer calkalanir.

6. Karisimin rengi agik sari-beyaz olana kadar ve dumanlari rengi kahverengiden
beyaz olana kadar kadar bekletilir. Bu siire bu calisma igin yaklasik 15 dk
stirmiistiir.

7. Daha sonra uzerine 2 ml Perklorik asit eklenir. Cam huni tekrar tizerine konulur.

8. Ara ara hafifce erlenmeyer ¢alkalanir.

9. Yaklasik olarak 200° C’de 20 dk boyunca bekletilir.

10. En son erlenmeyerde yaklasik 2 ml kadar seffaf beyaz renkte sivi kalir.

Resim 3.5. Ogiitiilmiis bitki numuneleri
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Resim 3.7. Erlenmeyerde son agsamada olusan seffaf beyaz renkteki sivi

3.6. Histolojik (anatomik) Analiz

Anatomik analizler igin Metcalfe ve Chalk (1950) [121]in vermis oldugu yontem dokulara

ve calisilan materyale gore bir miktar degistirilerek edilerek uygulanmastir.
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Doku takibi de denilen bu yontem bitki dokularindaki suyun uzaklastirilmasi, parafinle
doyurulmasi, parafine doyan bitki materyallerinin parafine gémulmesi, mikrotom ile kesit

alinmas1 ve preparatlarin boyanmasi seklinde 6zetlenebilir.

3.6.1. Orneklerin tespiti (Fixing)

1 ay boyunca belirli parametrelerde yetistirilen 6rnekler (B. rapa, B. campestris var toria,
B. juncea var JS-13, B. juncea var early raya, B. juncea var S-9, B. juncea var sind raya)
hasat edildikten sonra anatomik ¢aligmalar i¢in ayrilan bitki materyalleri 50 ml’lik sanrifiij

tiiplerinde %70 ‘lik etanol iginde saklanmustir.

3.6.2. Gomme (Embedding)

%70 lik etanol icinde kok, govde ve yaprak olarak ayrilan bitki materyallerinin mikrotom
cihazinda kesitlerinin alinabilmesi amaciyla kati bir ortama gdmme islemi yapilmasi
gerekir. Bunun i¢in bitki dokularindaki alkoliin yerini parafin maddesinin iginde
coziinebilecegi bir ¢oziicii maddeyle yer degistirmesi gerekmektedir. Bu ¢alismada ksilen
kullanilmistir.

Gomme asamasindaki en 6nemli nokta parafinin tum dokuya nifuz etmesidir.

Gomme islemi Hazirhik ve Protokolii

%70’1ik etanol igerisinde saklanan bitki materyalleri 6ncelikle genis bir kaba bosaltilir.
Burada kok, govde ve yapraklardan 4-5 mm kalinliginda dik agiyla kesitler alinir. Uygun
boyutlarda kesitleri alinan bitki materyallerinin parafine doyurma islemi i¢in asagidaki

protokol sirastyla takip edilir.

1. Yeni hazirlanan %70’lik alkol (etanol) igerisinde kesitleri alinan Ornekler 1 saat
bekletilir.

%85 'lik alkolde 1 saat bekletilir.

%095 'lik alkolde 1 saat bekletilir.

%100 'lik alkolde 1 saat bekletilir.

2 etil alkol + 1 ksilen de 30 dakika bekletilir.

1 etil alkol + 1 ksilen de 30 dakika bekletilir.

1 etil alkol + 2 ksilen de 30 dakika bekletilir.

%100 luk ksilen de 1 saat bekletilir.

O N o g B WD
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9. Uzerine 15-20 tane boncuk parafin eklenir.
10. Eger zaman kisitliysa 60 °C deki etiivde agz1 kapali olarak 11-12 saat bekletilir.
11.
Siire sonunda etiivde bu kez agzi agik olarak 11-12 saat bekletilir. (Koklama sonucu ksilen

kokuyorsa koku ucana kadar biraz stre daha bekletilmelidir.)

12. Eger islemin acelesi yoksa %100 liikk ksilen ve parafin icerisinde 1 gin (ya da 12
saat) oda sicakliginda bekletilir.

13. Uzerine biraz daha parafin eklenir ve 60 °C de etiivde 1-3 giin bekletilir (kapag
kapali). 60 °C de etiivde 1 ile 3 giin arasinda beklet (kapag1 agik).

Bu islemlerden sonra bitki dokularina sivi haldeki parafin tamamen gectiginde dokular1 bir
sonraki agama i¢in kullanabiliriz.
Gomme islemi Usak Universitesi Egitim ve Arastirma hastanesinin patoloji

laboratuvarinda Histo-Line laboratories TEC2900 Embedding Center cihazinda gémme

islemi yapilmugstir.

Resim 3.8. Embedding Center cihazi

3.6.3. Kesit alma (Sectioning):
Parafin bloklara gémiilen bitki dokularinin kesitleri Usak Universitesi Egitim ve Arastirma
hastanesinin patoloji laboratuvarinda Leica marka RM2255 model mikrotom cihazinda
alinmustir.
Bloklar 6nce traglanmistir (trim) daha sonra 10 mikron kalinlikta seritler halinde kesitler
alinmustir. Kesilen seritler uygun uzunlukta almarak 46,5 ° C’deki icinde distile su bulunan

su banyosunda yiizdiiriiliir. Lam su banyosunun i¢inde seridin tam altina getirerek kesitin
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lamin yiizeyine uygun sekilde yapigmasi saglanir. Lam iizerine alinan kesitin iizerinde
bulunan suyun buharlagsmasi ve kesitin lama yapismasi i¢in lam su banyosunun kenarinda
bir siire bekletilir. En son olarak alinan preparatlar etiiv cihazinda 60°C’de 10 dk kadar

bekletilmistir.

Resim 3.9. Mikrotom ve su banyosu cihazlari

3.6.4. Boyama (Staining)

Safranin cozeltisi hazirlama

Hassas terazide tartilan toz halindeki 2.5 gr safranin boyast 100 ml %96 lik alkol igerisinde
manyetik balik ile iyice ¢ozlindiiriilmiistiir. Bu stok ¢6zeltidir, kullanim igin her 10 ml stok

cozeltiye 90 ml saf su eklenerek kullanilmastir.

Fast Green cozeltisi hazirlama

Hassas terazide tartilan toz halindeki Fast Green boyasindan 1 gr tartilarak 99 ml saf su
kullanilarak hazirlanmistir. Bu ¢ozelti stok degildir direkt olarak kullanilmistir. Safranin ve
Fast Green boyalar1 bitki dokularinda farkli bolgelere etkilesime girip boyama yaparlar.
Fast Green boyasi hiicre duvarlarini ve sitoplazmayr yesil, mavi-yesil renklere boyar.
Safranin ise bitki dokularindaki lignin igeren bdlgeleri, kiitin iceren bdlgeleri,
kromozomlar1 ve floem proteinlerini koyu kirmizi renge boyamaktadir.

Safranin ve Fast Green boyalarinin slayta uygulanabilmesi i¢in 6ncelikle slayttan parafinin
uzaklastirilmas: gerekir. Boyama iglemi sonunda Ornekler ‘Entellan’ kullanilarak daimi
preparat haline getirilir. Preparatlarin kurumasinin ardindan mikroskop altinda 6rnekler

incelenir.
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Safranin/Fast Green Boyama Protokolii

%100’lik ksilen 20 dakika

2 ksilen + 1 etil alkol 5 dakika.

1 ksilen + 2 etil alkol 5 dakika.

%100 etil alkol 5 dakika.

%96 etil alkol 5 dakika.

%70 etil alkol 5 dakika.

%50 etil alkol 5 dakika.

%25 etil alkol 5 dakika.

Safranin

Preparatlar safranin boyasi icerisinde 30 sn kadar bekletilmistir.

Preparatlardan safranin boyast akana kadar su igerisinde hafifce c¢alkalama islemi
yapilmistir.

Fast Green

Preparatlar Fast Green boyasi icerisinde 60-80 saniye kadar bekletilmistir.

Fast Green boyasi preparattan temizlenene kadar su igerisinde hafifce 2-3 kere galkalama
yapilmistir.

1:1 orandaki etanol-ksilen ¢ozeltisinde preparatlar 1 dk kadar bekletilmistir.

3.6.5. Bitki dokularmin él¢iimii

Anatomik incelemelerde bakilmasi gereken parametreler agagidaki gibi belirlenmistir.
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Epidemisin tabaka sayisi, epidemis hiicrelerinin ¢api, epidemis hiicrelerinin cd igerip
icermedigi, korteksin tabaka sayisi, korteks hiicrelerinin ¢api, floem tabakasinin sira sayisi,
floem hiicrelerinin gap1, floemde sklerenkimatik hiicrelerin var/yok analizi, floem-ksilem
arasinda kambiyum var/yok analizi, ksilem tabakasinin capi, trakelerin ¢api, trakelerin
grup sayist, trakeidlerin ¢ap1 ve metaksilemlerin ¢ap1 olarak belirlenmistir.

Bu ol¢iimlerin yapilmasinin ardindan excel programiyla yukaridaki parametrelerin en

diisiik ve en yiiksek degerleri, aritmetik ortalamalar1 ve standart sapmalarinin hesaplanmasi

amagclanmaktadir.

Resim 3.10. Bitkilerin farkli parametrelerdeki kok, govde ve yaprak Kesitlerinin isik

mikroskobu altinda LAS EZ programiyla incelenmesi
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4. BULGULAR

Degisik Cd konsatrasyonlarinda yetistirilen bitkilerin gelisimleri ve hasat resimleri asagida

verilmisgtir.
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Resim 4.1. Degisik Cd konsatrasyonlarinda yetistirilen B.juncea var early raya bitkisinin 31 glnun

sonundaki gelisimi
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Brassica rapa
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Resim 4.2. Degisik Cd konsatrasyonlarinda yetistirilen B.rapa bitkisinin 31 glinin sonundaki

gelisimi
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Resim 4.3. Degisik Cd konsatrasyonlarinda yetistirilen B. juncea var S

sonundaki gelisimi
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Resim 4.4. Degisik Cd konsatrasyonlarinda yetistirilen B. campestris var toria bitkisinin 31 glnun

sonundaki gelisimi
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Resim 4.5. Degisik Cd konsatrasyonlarinda yetistirilen B. juncea var sind raya bitkisinin 31 gtnun

sonundaki gelisimi
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Resim 4.6. Degisik Cd konsatrasyonlarinda yetistirilen B. juncea var JS

sonundaki gelisimi
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-Farkli parametrelerde yetistirilen bitkilerin hasati sonrasi 1slak agirliklar1 asagidaki

cizelgelerde verilmistir.

Cizelge 4.1. B. rapa, B. campestris var toria, B. juncea var JS-13, B. juncea var early raya,

B. juncea var S-9, B. juncea var sind raya bitkilerinin 0 uM’daki 1slak agirliklar1 (gr)

Turler | Brassica | Brassica Brassica Brassica Brassica | Brassica
rapa campestris juncea var | juncea var | juncea var | juncea var
0uM var toria JS-13 early raya | S-9 sind raya
KOK 1,40 1,69 2,10 2,90 1,57 1,28
GOVDE | 2,66 1,74 1,68 2,21 1,65 1,81
YAPRAK | 3,60 1,64 1,90 3,37 1,90 1,72

Cizelge 4.2. B. rapa, B. campestris var toria, B. juncea var JS-13, B. juncea var early raya,

B. juncea var S-9, B. juncea var sind raya bitkilerinin 5 pM’daki 1slak agirliklari (gr)

Turler | Brassica | Brassica Brassica Brassica Brassica | Brassica
rapa campestris juncea var | juncea var | juncea var | juncea var
5uM var toria JS-13 early raya | S-9 sind raya
KOK 1,80 2,0 2,30 2,0 1,90 2.5
GOVDE | 2,50 1,48 1,81 1,94 1,48 2,1
YAPRAK | 3,20 1,38 1,77 2,6 1,77 2,6
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Cizelge 4.3. B. rapa, B. campestris var toria, B. juncea var JS-13, B. juncea var early raya,
B. juncea var S-9, B. juncea var sind raya bitkilerinin 10 uM’daki 1slak agirliklar (gr)

Turler | Brassica | Brassica Brassica Brassica Brassica | Brassica
rapa campestris juncea var | juncea var | juncea var | juncea var
10 uM var toria JS-13 early raya | S-9 sind raya
KOK 1,60 1,86 2,32 2,8 2,30 2,93
GOVDE |20 1,67 1,84 1,89 1,72 2,5
YAPRAK | 3,0 1,70 1,86 3,0 2,0 1,83

Cizelge 4.4. B. rapa, B. campestris var toria, B. juncea var JS-13, B. juncea var early raya,

B. juncea var S-9, B. juncea var sind raya bitkilerinin 20 uM’daki 1slak agirliklar (gr)

Turler | Brassica | Brassica Brassica Brassica Brassica | Brassica
rapa campestris juncea var | juncea var | juncea var | juncea var
20 uM var toria JS-13 early raya | S-9 sind raya
KOK 1,6 1,35 2,50 2,60 2,0 3,6
GOVDE |21 1,0 1,46 1,80 1,87 2,1
YAPRAK | 2,96 1,0 1,56 2,90 2,0 2,6
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Cizelge 4.5. B. rapa, B. campestris var toria, B. juncea var JS-13, B. juncea var early raya,

B. juncea var S-9, B. juncea var sind raya bitkilerinin 50 uM’daki 1slak agirliklar (gr)

Turler | Brassica | Brassica Brassica Brassica Brassica | Brassica
rapa campestris juncea var | juncea var | juncea var | juncea var
50 uM var toria JS-13 early raya | S-9 sind raya
KOK 1,27 0,80 1,68 1,2 1,18 2,40
GOVDE |1,42 0,66 1,28 1,5 1,32 2,01
YAPRAK | 2,0 0,80 1,60 1,8 1,46 2,44

Cizelge 4.6. B. rapa, B. campestris var toria, B. juncea var JS-13, B. juncea var early raya,
B. juncea var S-9, B. juncea var sind raya bitkilerinin 100 pM’daki 1slak agirliklari (gr)

Turler | Brassica | Brassica Brassica Brassica Brassica | Brassica
rapa campestris juncea var | juncea var | juncea var | juncea var
100 p var toria JS-13 early raya | S-9 sind raya
KOK 1,16 0,40 1,25 0,9 0,68 1,26
GOVDE |1,16 0,50 1,46 1,36 0,76 1,34
YAPRAK | 1,65 0,55 0,72 1,65 0,70 1,32
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Cizelge 4.7. B. rapa, B. campestris var toria, B. juncea var JS-13, B. juncea var early raya,

B. juncea var S-9, B. juncea var sind raya bitkilerinin RNA izolasyonu igin tartilan

agirliklar

Brassica | Brassica Brassica Brassica Brassica Brassica

irler | rapa campestris var | juncea var | juncea  var | juncea var | juncea  var
toria JS-13 early raya S-9 sind raya

pM
OpM | 0,172 0,097 0,111 0,171 0,123 0,119
5uM | 0,150 0,070 0,089 0,143 0,092 0,150
10 uM | 0,146 0,080 0,092 0,163 0,119 0,170
20 uM | 0,100 0,060 0,080 0,136 0,099 0,177
50 uM | 0,064 0,026 0,060 0,078 0,051 0,122
100 0,055 0,016 0,037 0,090 0,029 0,063
UM
200 0,034 0,029 - 0,044 0,023 -
UM
500 0,005 - - - - -
UM
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Resim 4.7. B. juncea var early raya bitkisinin 31 gtin sonundaki morfolojisi
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Resim 4.8. B. rapa bitkisinin 31 gun sonundaki morfolojisi
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Resim 4.9. B juncea var S-9 bitkisinin 31 giin sonundaki morfolojisi
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Resim 4.10. B. campestris var toria bitkisinin 31 giin sonundaki morfolojisi
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Resim 4.11. B. juncea var sind raya bitkisinin 31 gtin sonundaki morfolojisi
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|
assica juncea JS-13 |

Resim 4.12. B. juncea var JS-13 bitkisinin 31 giin sonundaki morfolojisi

55



4.1. Hasat Edilen Bitkilerin Kok ve Govde Uzunluklar:

Olgiimler yapilirken bitkilerin her bir parametresi i¢in 10’ar bitki secilmistir.. B. juncea var
sind raya bitkisinin 200 pM parametresi hari¢ tiim parametreleri 10’ar Ornekten
Olglilmiistiir. Sebebi o6rnek sayisinin azligindan degil g¢ekim sirasindaki karigikliktan
kaynaklidir. Grafikleredeki x eksenindeki 1 degeri 0 pM’1, 2 degeri SuM, 3 degeri 10uM’1,
4 degeri 20uM’1, 5 degeri S0uM’1, 6 degeri 100uM, 7 degeri 200uM’ 1 gdstermektedir.

B. rapa

25

20 L] .

15 + T

10 -

| i
1 2 3 4 5 6 7

Sekil 4.1. B. rapa bitkisinin 0-200uM parametrelerindeki kok uzunluklari

B. rapa

4.5

4
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Sekil 4.2. B. rapa bitkisinin 0-200 uM parametrelerindeki gévde uzunluklar
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B. juncea var early raya
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Sekil 4.3. B. juncea var early raya bitkisinin 0-200 uM parametrelerindeki kok uzunluklar

B. juncea var early raya
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Sekil 4.4. B. juncea var early raya bitkisinin 0-200 uM parametrelerindeki gévde uzunluklari
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B. juncea var sind raya
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Sekil 4.5. B. juncea var sind raya bitkisinin 0-100 uM parametrelerindeki kok uzunluklar

B. juncea var sind raya
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Sekil 4.6. B. juncea var sind raya bitkisinin 0-100 uM parametrelerindeki gévde uzunluklari

O L N W » U1 O N 0O ©




B. juncea var JS-13
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Sekil 4.7. B. juncea var JS-13 bitkisinin 0-200 uM parametrelerindeki kok uzunluklart

B. juncea var JS-13
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Sekil 4.8. B. juncea var JS-13 bitkisinin 0-200 uM parametrelerindeki gévde uzunluklar
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B. campestris var toria
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Sekil 4.9. B. campestris var toria bitkisinin 0-100 uM parametrelerindeki k6k uzunluklari
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Sekil 4.10. B. campestris var toria bitkisinin 0-100 uM parametrelerindeki gévde uzunluklar




B. juncea var S-9
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Sekil 4.11. B. juncea var S-9 bitkisinin 0-200 uM parametrelerindeki kok uzunluklar
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Sekil 4.12. B. juncea var S-9 bitkisinin 0-200 uM parametrelerindeki gévde uzunluklar



Cizelge 4.8. Farkli Cd konsantrasyonlarinda yetistirilen bitkilerin kok ve gévde uzunluklart

(ortxstdsapma, cm)

Brassica rapa

Parametreler Kok Govde
0 uM 16,8 £ 5,57 2,2+0,91
S5 UM 15,7+4,47 2,45+1,09
10 pM 14+3,16 3+1,05
20 uM 6,95+3,07 2,05+0,59
50 UM 6,4+2,36 2,520,70
100 uM 6,6+1,71 2,3+0,78
200 pM 4,05+1,21 1,55+0,49
B. campestris var toria

Parametreler Kok Govde
0 uM 36,6+13,14 3,4+191
5 UM 29,9+11,97 2,85%0,94
10 pM 27,1+5,80 2,6+0,51
20 uM 23,2+6,37 2,6+£0,51
50 uM 12,244,777 3,45+1,03
100 uM 5,4+2,41 2 25+0 97
B. juncea var S-9

Parametreler Kok Govde
0 puM 20,2+7,78 3,25+0,63
S UM 21,8+6,67 2,45+0,43
10 uM 18,8+2,44 2,45%0,72
20 uM 20,5+7,04 2,1+0,51
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50 uM 17,5+7,36 1,65+0,66
100 uM 7,1+2,92 1,3+0,42
200 pM 6,15+2,26 1,45+0,95
B. juncea var sind raya

Parametreler Kok Govde
0 puM 30,5+9,59 5,2+1,63
5 uM 37,1+9,68 7,1+1,37
10 pM 27,3+8,98 6,8+0,91
20 uM 32,6+8,76 6+0,70
50 uM 19,1+3,84 5,4+2,06
100 uM 11,2+3,45 4,05+2,11
B. juncea var JS-13

Parametreler Kok Govde
0 uM 25,4+6,97 3,7£1,05
5 UM 27,618,12 4,9+1,28
10 pM 26,2+4,54 4,4+0,84
20 uM 38,7+8,95 4,2+1,61
50 uM 24,7+5,45 4,7+1,05
100 uM 6,25+4,06 5,7+1,33
200 pM 6,75+2,87 3,05+0,76
B. juncea var early raya

Parametreler Kok Govde
0 puM 12,9+3,70 4,85+1,87
S5 uM 20,616,55 6,2+1,87
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10 uM 17,6+4,45 4,8+1,75
20 uM 25,5+7,59 5,3+1,15
50 uM 14,7+7,19 5,2+1,47
100 pM 4,6+2,27 4,8+1,22
200 uM 4,65+2,05 2,7+0,78

4.2. Total RNA Miktar Tayini

Dokulardan izolasyonu yapilan total RNA’larin safliginin ve miktarinin belirlenmesi igin

Thermo’nun NanoDrop spektrofotometre cihazinda 260 nm ve 280 nm dalga boylarinda

okumalar yapilmistir. Bu analizlerin sonucunda RNA’larin safliklar1 ve miktarlar1 ideal-

optimal sonuglar vermistir.

Cizelge 4.9. NanoDrop spektrofotometre cihazinda Olgiilen RNA’larin safliklar1 ve

miktarlari

Nukleik asit | Unit | A260 | A280 | 260/280 | 260/230 | Faktor
# | Ornek konsantrasyo

nu
1 |Sind0 16,7 ng/pl | 0,418 | 0,220 | 1,90 0,10 40,00
2 | Sind5 23,2 ng/pl | 0,581 | 0,303 | 1,92 0,32 40,00
3 | Sind 10 14,1 ng/ul | 0,351 | 0,188 | 1,87 0,13 40,00
4 | Sind 20 12,4 ng/pl | 0,311 | 0,162 | 1,92 0,26 40,00
5 | Sind 50 24,7 ng/pl | 0,617 |0,324 |1,91 0,23 40,00
6 | Sind 100 79,1 ng/pl | 1,978 | 0,974 |2,03 0,28 40,00
7 |Early0 18,3 ng/ul | 0,458 | 0,239 |1,92 0,14 40,00
8 |Early5 15,4 ng/pl 1 0,385 |0,199 | 1,94 0,32 40,00
9 | Early 10 23,8 ng/pl | 0,596 | 0,290 |2,06 0,10 40,00
10 | Early 20 17,7 ng/ul | 0,443 | 0,220 |2,02 0,30 40,00
11 | Early 50 26,7 ng/pl | 0,668 | 0,357 | 1,87 0,30 40,00
12 | Early 100 | 32,5 ng/pl | 0,813 | 0,432 |1,88 0,21 40,00
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13 | Rapa 0 12,3 ng/pl | 0,308 | 0,157 | 1,96 0,14 40,00
14 | Rapa 5 10,4 ng/ul | 0,261 | 0,128 | 2,04 0,22 40,00
15 | Rapa 10 7,8 ng/ul | 0,196 | 0,095 | 2,07 0,12 40,00
16 | Rapa 20 37,2 ng/pul | 0,931 | 0,485 | 1,92 1,09 40,00
17 | Rapa 50 23,9 ng/ul | 0,596 | 0,308 | 1,94 0,25 40,00
18 | Rapa 100 14,2 ng/ul | 0,355 | 0,172 | 2,06 0,25 40,00

Amplification Plot
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Sekil 4.13. Aplication plot- Logaritmik reaksiyon artis grafigi
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Multicomponent Plot
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Sekil 4.14. SYBR boyasinin reaksiyondaki spektral grafigi

4.3. Real Time PCR Calismasi
4.3.1. Gen Ekspresyonu

Bu ¢alismada, Brassicaceae familyasina ait olan B. rapa ve B. juncea ‘ya ait B. juncea var
sind raya ve B. juncea var early raya ‘nin hiperakiimiilator bitki aday1 gergevesinde
incelenmek iizere secilmistir. B. juncea var sind raya bitkisinin 0 uM parametresindeki

ornegi HMA2 ve HMA4 genleri i¢in kontrol olarak alinmastir.

Hiperakiimiilator bitkilerin yiiksek metal toleransi oldugu bilinmektedir. Bu nedenle
secilen bitkilere 31 giin boyunca farkli konsantrasyonlarda Cd agir metali verilerek bitki
hiicrelerinde biriken Cd miktar1 ve bitkinin gelisimi analiz edilmisitir Ayrica bu bitkilerin
Cd bakiimiilasyonu i¢in rol aldigi diisiiniilen HMA2 ve HMA4 genlerinin ekspresyon
analizi yapilarak sonuglar ortaya konmustur. B. rapa, B. juncea var sind raya ve B. juncea
var early raya bitkilerine 0 pM, 5 uM, 10 uM, 20 uM, 50 puM,100 uM olmak (zere 6 ayri
parametrede Cd uygulanmis olup bitki gelisimine zarar vermeden en yiiksek Cd

konsantrasyonunun bulunmasi hedeflenmistir.

66



Uygulanan bu 6 farkli konsantrasyonda metal toleransinda etkin oldugu diistiniilen HMA2
ve HMA4 genlerinin ekspresyonlarina bakilmistir. Yapilan qPCR ¢aligmasi sonucunda bu
genlerin farkli Cd konsantrasyonlarinda ekspresyonun arttig1 gérilmiistiir.

HMA2 geni icin; B. rapanm 20 uM ve B. juncea var sind raya’nin 20 puM
konsatrasyonunlarinda ekspresyonun arttig1 goriiliirken, B. juncea var early raya bitkisinin
bitin konsantrasyonlar1 i¢in kontrol grubuna gore ekspresyonunda bir degisiklik
gbdzlenmemistir.

HMAA4 geni icin; B. juncea var early raya 'nin 10 uM, B. rapa nin 20 uM ve B. juncea
var sind raya nin 20 uM konsatrasyonlarinda ekspresyonun arttigi tespit edilmistir.
Ekspresyon caligmalar1 sonucuyla metal tayini sonuglart HMA4 geni i¢in birbirleriyle
paralellik gostermis olup HMA4 geni icin ekspresyonun arttifi konsantrasyonlarda,
yaprakta biriken Cd birikimi sonuglar1 paralelik gosterdigi tespit edilmistir. Ancak HMA?2
geni i¢in bu paralellik saptanamamustir.

Tiim bu sonuglara bakilarak B. rapa, B. juncea var sind raya ve B. juncea var early raya
bitkilerinin Cd hiperakiimiilatorii olabilecegi ve bunu da HMA4 geninin ekspresyonuyla

gerceklestirebilecegi goriilmiistiir.

Melt Curve

Calisma SYBR Green esasina dayandigi icin primerlerin hedeflenen genlere baglandigini
ve amplifaksyonun gerceklestigini goriintiilemek amaciyla melt curve analizi yapilmistir.
Melt Curve analizi sonucunda hedeflenen HMA2, HMA4 ve Ubiqutin genlerinin

expresyonunun dogrulugu tespit edilmistir.
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Melt Curve
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Sekil 4.15. Melt Curve grafigi
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Sekil 4.16. HMA2 ve HMA4 genlerin ¢alisilan 6rneklerdeki expresyon grafigi
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Cizelge 4.10.

Real time PCR gen ekspresyonu degerleri (RQ, CT, ACt ve AACT)

Ornek Adi | Hedef Gen RQ Cr ACT Mean AACT
Sind 0 HMAZ2 1 23,01296 0,50514 0

Sind 0 HMA4 1 23,35287 0,845049 0

Sind 0 UBIQUTIN 22,50782

Early 0 HMAZ2 0,952135 20,7574 0,575903 0,070763
Early O HMA4 1,473854 20,46696 0,285456 -0,55959
Early 0 UBIQUTIN 20,1815

Rapa 0 HMAZ2 1,283846 20,62149 0,144669 -0,36047
Rapa 0 HMA4 0,508775 22,29677 1,81995 0,974901
Rapa 0 UBIQUTIN 20,47682

Sind 5 HMA2 0,68153 23,41335 1,05829 0,55315
Sind 5 HMA4 1,326259 22,79275 0,437687 -0,40736
Sind 5 UBIQUTIN 22,35506

Early 5 HMAZ2 0,836853 20,89743 0,762094 0,256954
Early 5 HMA4 1,173211 20,74992 0,614586 -0,23046
Early 5 UBIQUTIN 20,13533

Rapa 5 HMA2 0,945013 19,51243 0,586735 0,081594
Rapa 5 HMA4 0,624674 20,44957 1,523874 0,678825
Rapa 5 UBIQUTIN 18,9257

Sind 10 HMA?2 0,547768 19,86617 1,373505 0,868364
Sind 10 HMA4 0,821893 19,62069 1,128027 0,282978
Sind 10 UBIQUTIN 18,49266

Early 10 HMA2 0,948223 20,29743 0,581842 0,076702
Early 10 HMA4 1,636818 19,84974 0,134155 -0,71089
Early 10 UBIQUTIN 19,71559

Rapa 10 HMA2 1,032983 19,71419 0,458324 -0,04682
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Rapa 10 HMA4 1,172275 19,8716 0,615738 -0,22931
Rapa 10 UBIQUTIN 19,25586

Sind 20 HMAZ2 1,115681 21,93027 0,347216 -0,15792
Sind 20 HMA4 1,502269 21,84096 0,257906 -0,58714
Sind 20 UBIQUTIN 21,58306

Early 20 HMAZ2 0,5913 24,36363 1,263178 0,758038
Early 20 HMA4 1,057073 23,86543 0,764975 -0,08007
Early 20 UBIQUTIN 23,10045

Rapa 20 HMA2 1,344689 23,73612 0,077868 -0,42727
Rapa 20 HMA4 0,998303 24,50575 0,8475 0,002451
Rapa 20 UBIQUTIN 23,65825

Sind 50 HMA2 0,546893 19,55001 1,375809 0,870668
Sind 50 HMA4 1,172686 18,78943 0,615232 -0,22982
Sind 50 UBIQUTIN 18,1742

Early 50 HMA2 0,09749 23,48031 3,863739 3,358599
Early 50 HMA4 0,208542 22,72321 3,106642 2,261593
Early 50 UBIQUTIN 19,61657

Rapa 50 HMAZ2 0,102023 20,71123 3,798168 3,293028
Rapa 50 HMA4 0,081243 21,37973 4,466669 3,62162
Rapa 50 UBIQUTIN 16,91306

Sind 100 HMA2 0,277167 20,80875 2,356314 1,851173
Sind 100 HMA4 0,520754 20,23882 1,786375 0,941326
Sind 100 UBIQUTIN 18,45244

Early 100 HMA2 0,390529 22,72428 1,861637 1,356497
Early 100 HMA4 0,761185 22,10138 1,238729 0,393681
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Early 100 UBIQUTIN 20,86265

Rapa 100 HMAZ2 0,108861 22,11044 3,704578 3,199438

Rapa 100 HMA4 0,053299 23,48066 5,074791 4,229742

4.4. Atomik Absorpsiyon Spektrometri ile Metal Tayini

Atomik absorpsiyon spektrometri (AAS) spektrometresi cihazi ile orneklerdeki Cd
derigimleri tespit edilmistir. Alinan sonuglarla her bir 6rnegin kuru agirligir basina aldig:
kadmiyum oranlari saptanmistir. Yaprak numuneleri, 72 °C' de kurutulduktan sonra
Memon vd., (1982)' nin [60] asit yas yakma yontemi kullanilarak metal tayini igin
hazirlanmustir. Ogiitiilmiis kuru 6rnekler HNOj3 konsantresi ile sicak bir plaka iizerinde tiim
organik materyalin buharlagsmasina kadar sindirilmistir. Daha sonra, HClOskonsantresi
eklenmistir. Ornekler kiiciik hacim kalana kadar sicak bir plaka iizerinde tekrar 1sitilmustir.
HNOz’iin HCIO4’e olan oran1 2.5:1 ‘dir. Elde edilen Ornekler siiziiliip bir cam tiipe
aktarilmigtir. Sonra Atomik absorpsiyon spektrometri (AAS) cihazi ile Cd’un analizi

yapilmugtir.

1 0.94
0.89

0.9 0.86

0.83

0.8
0.7
0.6
0.5
0.4
0.3
0.2
0.1

Sind Early Rapa
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Sekil 4.17. B.juncea var sind raya, B. juncea var early raya, B. rapa bitkilerinin yaprak
kisimlariin atomik absorpsiyon spektrometri cihazi ile Cd derisimleri (Y ekseni: ppm, X
ekseni: uM)
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Sekil 4.18. B.juncea var sind raya bitkisinin yaprak kisimlarmin atomik absorpsiyon

spektrometri cihazi ile Cd derisimleri (Y ekseni: ppm, X ekseni: 0-100uM degerleri)
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Sekil 4.19. B. juncea var early raya bitkisinin yaprak kisimlariin atomik absorpsiyon

spektrometri cihazi ile Cd derisimleri (Y ekseni: ppm, X ekseni: 0-100uM degerleri)
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Sekil 4.20. B. rapa bitkisinin yaprak kisimlarinin atomik absorpsiyon spektrometri cihazi

ile Cd derisimi (Y ekseni: ppm, X ekseni: pM)

45. Anatomik Analizler

B. rapa, B. campestris var toria, B. juncea var JS-13, B. juncea var early raya, B. juncea
var S-9, B. juncea var sind raya nin anatomik kesitleri Leica DM 500 model kamerali 151k
mikroskobu altinda LAS EZ (Leica Application Suite, Version 3.4.0) programiyla

incelenmistir.

Bu tez ¢aligmasinda maddi kaynaklarin yetersizliginden dolay1 ornekler daimi preparat
haline getirilemeden direkt olarak mikroskop altinda incelenmek zorunda kalmstir. Ayrica
doku takibi islemlerinin uzun ve mesakkatli olmasi ve 6rnek sayisinin ¢ok fazla olmasi
nedenlerinden dolayr mikroskobik incelemeler hemen yapilamamistir. Daha sonra
preparatlardaki dokular mikroskop altinda incelendiginde bakilmasi hedeflenen
parametrelerin dokularda olusan bozulmalar sebebiyle tespiti yapilamamistir. Ancak yine
de amaglanan o6rnekler mikroskop altinda 40X ve bazi 6rnekler i¢in 100X de incelenerek

fotograflar1 ¢ekilmistir. Calismanin bu kisminin tekrarlanmasi onerilmektedir.
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200 ym

Sekil 4.21. B. juncea var sind raya bitkisinin kok kesitlerinin soldan saga ve yukaridan

asag1 olacak sekilde 0-100 uM parametrelerindeki mikroskop gortntdleri

Sekil 4.22. B. juncea var sind raya bitkisinin gévde kesitlerinin soldan saga ve yukaridan

asag1 olacak sekilde 0-100 uM parametrelerindeki mikroskop goruntuleri
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50 um

50 pm

Sekil 4.23. B. juncea var sind raya bitkisinin yaprak kesitlerinin soldan saga ve yukaridan

asag1 olacak sekilde 0-100 uM parametrelerindeki mikroskop géruntuleri

Sekil 4.24. B. rapa bitkisinin kok kesitlerinin soldan saga ve yukaridan asagi olacak
sekilde 0-500 uM parametrelerindeki mikroskop goérintdleri
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Sekil 4.25. B. rapa bitkisinin govde kesitlerinin soldan saga ve yukaridan asagi olacak
sekilde 0-500 uM parametrelerindeki mikroskop gorintileri.

Sekil 4.26. B. rapa bitkisinin yaprak kesitlerinin soldan saga ve yukaridan asagi olacak
sekilde 0-100 uM ve 500 uM parametrelerindeki mikroskop gortntdleri
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Sekil 4.27. B. juncea var early raya bitkisinin kok kesitlerinin soldan saga ve yukaridan

asag1 olacak sekilde 0-500 uM parametrelerindeki mikroskop gortntdleri

Sekil 4.28. B. juncea var early raya bitkisinin govde kesitlerinin soldan saga ve yukaridan
asag1 olacak sekilde 0-500 uM parametrelerindeki mikroskop goruntuleri
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Sekil 4.29. Brassica juncea var early raya bitkisinin yaprak kesitlerinin soldan saga ve

yukaridan asagi olacak sekilde 0-500 uM parametrelerindeki mikroskop gorintuleri

Sekil 4.30. B. juncea var JS-13 bitkisinin kok kesitlerinin soldan saga ve yukaridan asagi
olacak sekilde 0-500 uM parametrelerindeki mikroskop gérunttleri

79



Sekil 4.31. B. juncea var JS-13 bitkisinin govde kesitlerinin soldan saga ve yukaridan
asag1 olacak sekilde 0-500 uM parametrelerindeki mikroskop gortntdleri

Sekil 4.32. B. juncea var JS-13 bitkisinin yaprak kesitlerinin soldan saga ve yukaridan
asag1 olacak sekilde 0-500 uM parametrelerindeki mikroskop goruntuleri
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Sekil 4.33. B. campestris var toria bitkisinin kok kesitlerinin soldan saga ve yukaridan

asag1 olacak sekilde 0-500 uM parametrelerindeki mikroskop gortntdleri

Sekil 4.34. B. campestris var toria bitkisinin govde kesitlerinin soldan saga ve yukaridan
asag1 olacak sekilde 0-500 uM parametrelerindeki mikroskop goruntuleri
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Sekil 4.35. B. campestris var toria bitkisinin yaprak kesitlerinin soldan saga ve yukaridan

asag1 olacak sekilde 0-500 uM parametrelerindeki mikroskop gortntdleri

Sekil 4.36. B. juncea var S-9 bitkisinin gévde kesitlerinin soldan saga ve yukaridan asagi
olacak sekilde 0-500 uM parametrelerindeki mikroskop gorintileri
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5.  TARTISMA ve SONUC

Agir metaller yogunlugu 5g/cm3‘den ¢ok olan metaller seklinde tanimlanmaktadir [1].
Potansiyel toksisiteleri ve bulunduklari ortamdaki kalic1 olmalarindan dolayiinsan kayankli
en tehlikeli cevresel Kirleticilerden birisi sayilmaktadir [5]. Yirminci yilizyilda yasanan
bircok bilimsel ve teknolojik gelismelerin en Onemlilerinden birisi de sanayilesmedir.
Sanayilesmenin artmastyla is olanaklar1 ve iiretim artmis, yasam standartlart yiikselmistir.
Bunlara ek olarak da tlketim de arttig1 icin kirlilik artmistir. Bu durum insan ve gevre

uzerine olumsuz etkilere neden olmustur [6,7].

Sanayi atiklari, egzoz dumanlari, maden kaynaklar1 ve buralari isleten fabrikalar, volkanik
olaylar, tarimda ila¢ ve giibre kaynakli olusan kirleticiler agir metal kirliligine neden
olmaktadir. Kirlenen alanlarin temizlenmesi zor ve zahmetli olup bu kirleticiler canlilarin

biyolojik sistemlerine negatif etki etmektedir [14-17].

Topraklar, su ve atmosfere gore dis faktorlere nazaran biriktirme kapasitesi daha ¢ok olan
yapilardir. Toprakta olusan degisiklikler ve bozulmalarin eski haline getirilmesi oldukga
glictiir ve pahaliya mal olur [18]. Amerika Birlesik Devletleri Cevre Koruma Ajansi
(EPA)’nin yayinladigir 129 adet oncelikli kirleticiler icinde agir metaller Biyotada giiclii
seviyede direncli olmasi ve toksik etkileri yiiziinden en ciddi ¢evre kirleticilerinden biri
secilmektedirler [23]. Topraktaki agir metal kirliligine sebep olan agir metallerin ig¢inde
Cu, Ni, Cd, Zn, Cr ve Pb en 6n siralarda yer almaktadir [24]. Bunlardan biri olan Cd agir
metali, metal polimerlerin sabitlestirilmesi, nikel&kadmiyum pili iiretiminde, korozyonu
engelledigi icin bilhassa gemi endiistrisinde ¢elik kaplamada, alagimlarda ve elektronik
sanayisinde kullanimi bulunmaktadir [26]. Toprakta devinimli bir element olan
kadmiyumu bitkiler kolayca biinyelerine katabilmektedirler. Bu da besin olarak canlilar
tarafindan alinimimna ya da topraktan suya karigmasima neden olmaktadir [32]. Kadmiyum
agir metalinin biyolojik yarilanma Omriiniin toprakta ortalama olarak 18 sene, insan
viicudunda ise Cd’un biyolojik yarilanma dmriiniin 10 sene oldugu sdylenmektedir [29].
Topraktaki Cd’un kilogram basina 3 mg, bitki kuru maddesindeyse kilogram basmna 1
mg’den ¢ok olmasi toksik etkiye neden olmaktadir [31].

Cd agir metali bitkilerin kok biiyiimesi ve gelisimini 6nlediginde topraktan alinan su ve

Iyonlarin alimini engellemektedir [28]. Agir metallerle tahrip olmus alanlarin dogal yolla
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iyilestirme yontemi olmasindan olan fitoremediasyon, diger islah yontemlerine gore dogal
olmasi, ekonomik olmasi, goriintii kirligine neden olmadan genis alanlara kolaylikla

uygulanabilmesinden dolayi tistiinliik saglamaktadir [41].

Kirlenmis ¢evrenin temizlenmesinde ya da metallerin suda ¢6zinmeyen forma
dontistiiriilmesinde ¢esitli metotlar olsa da bunlarin binlerce hektara uygulanmasi oldukga
pahali ve pratikte de miimkiin goriinmemektedir. Agir metallere dayanikli ve kontamine
olmamus iirlin yetistiriciligi problemin ¢ozimunde alternatif olarak gérinmektedir. Dogada
yesil aksaminda normal bitkiden daha fazla metal biriktiren ve hiperakiimiilator adi verilen

bitkiler bulunmaktadir.

Bu calismada, Brassicaceae familyasina ait olan B.rapa ve B. juncea ‘ya ait B.juncea var
sind raya ve B. juncea var early raya genotipleri 31 giin boyunca ¢esitli parametrelerdeki
Cd metali ile muameleleri sonucunda 6nemli genler olan HMA2 ve HMA4’iin Real Time
PCR kullanilarak ekspresyonunu tespit edilmistir. Ayrica nitrik-perklorik asit ile yas
yakma teknigi kullanilarak kurutulmus bitki yaprak numuneleri ile B. juncea var early
raya, B. juncea var sind raya ve B. rapa bitkilerinin atomik absorpsiyon spektrometresi
(ASS) analizi yapilmistir. Ayrica bu ¢aligmalar1 desteklemek amagli anatomik galismalar
B. rapa, B. campestris var toria, B. juncea var JS-13, B. juncea var early raya, B. juncea
var S-9, B. juncea var sind raya bitkilerinde yapilmistir. Ancak doku takibi agamasindan
sonra preparatlar daimi hale getirilemedginden ve mikroskobik incelemelerin hemen
gerceklestirilememesinden kaynakli olarak anatomik goriintiiler istenilen parametreleri
Olgebilmemize izin vermemistir. Anatomik analizlerin tekrar c¢alisilmasi Onerilmekle

birlikte yinede mikroskop gorlntileri tez igerisinde paylasiimistir.

Hiperakimulator bitkiler ile ilgili yaptiklari ¢alismalarda B. juncea var. P78 bitkisinin Cd

akiimulasyonunda iyi bir hiperakiimalator bitki oldugunu belirtmislerdir [40].

Brassica turleri ve Arabidopsis’in 4,5-20,4 milyon yil 6nce ortak bir orjinden
ayrilmiglardir [135]. Brassica tiirlerinin genomlari ile Arabidopsis in genomu homolog

segmentler gostermektedir [136,137].

Brassica turlerinin genomu (diplodiler icin 529-696 Mb, poliploidler i¢in 1068-1284 Mb)
[138]. Arabidopsis’den (125 Mb) daha biiyiik olduklarinda dolayr Brassica tlrlerinde
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ortaya ¢ikan bazi yeni gen olusumlarinin, paralog genlerin alt iglev ya da yeni islev

kazanmasiyla iliskili ilgili oldugunu 6ne siiriilmektedirler [139-142].

DNA dizileri temelli yapilan yapilan filogenetik analizler, sonucunda Brassica tlrleri ile A.
thaliana bitkisi arasinda yakin iliski oldugunu bildirmislerdir [143,144].

Meyers ve dig.,(2009)’ nin [122], yaptig1 calismada B. juncea bitkisinin kursun ve
kadmiyumun 6nemli miktarlarini1 biinyelerinde biriktirdigini, Begonia ve dig., (1998) [123]
Jiang ve dig., (2000) [124], Liua ve dig., (2000) [125], Meyers ve dig., (2008) [126], Zaier
ve dig., (2010) nin [127], yaptig1 ¢alismalarda kursun gibi toksik etkili agir metalleri
yiiksek seviyelerde biriktirmesine karsin, kadmiyum gibi agir metalleri B. juncea nin

govde veyapraklarina tasidigini bildirmislerdir.

Sun ve arkadaglarinin yaptigi1 ¢alismalarda (2007) [128], Sedum alfredii bitkisinde
kadmiyum uygumasi sonrasindaki 12 saat i¢erisinde, hizli bir sekilde Cd ‘un koklerden
toprak iistii organlara tagindigin1 ve ¢alistiklari 2 popiilasyonun birisinde kadmiyum

aktimiilasyonunun sirayla; kok-govde ve yaprak seklinde oldugunu bildirmiglerdir.

Haag-Kerwer ve dig., (1999) [134], yaptiklari ¢alismalarda B. juncea bitkisinintoprak st
organlarinda 400 pg/gKA’dan ¢cok Cd agir metalini akiimiile ettigini tespit etmislerdir.
Yapilan ¢aligsmalarin sonucu olarak, 1 giin boyunca 25 uM CdSO4 ¢Ozeltisi uygulanan B.
juncea var. P78 bitkisinin degisik kisimlarinda biriken agir metal miktarlarinin sirayla kok-

gOvde-yaprak seklinde oldugunu tespit etmislerdir.

Siddiqui arkadaslarmin yaptiklari bir galismada da B.rapa var. turnip bitkisinde
kadmiyum,krom ve kursun agir metallerinin tohum ¢imlenmesi ve fide biylimesi izerine
etkileri incelendiginde ¢imlenme ve biyume etkileri icin ¢oktan aza dogru Cd >C > Pb

seklinde siralanmustir.

Castillo-Michel ve arkadaslarinin (2009) [129], yaptig1 ¢alismada Arabidopsis bitkisinin
misir, erguvan, bugday, sorgum ve salatalikta yaprak {istii organlarina kiyasla koklerinde

daha ¢ok kadmiyum biriktirdigini saptamislardir.

Seth ve arkadaslarinin yaptigi caligmalarda (2008) [130], toprak kullanilmadan yapilan

yetistirme yontemi olan hidroponik ortamda yaptiklar yaklasik 1ay siiren uygulama stiresi
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sonunda Brassica junceabitkisinin Cd akuimulasyonunda koklerinde 1925 mg/kgKA,

toprak iistii organlarinda ise 977 mg/kgKA sonuglarina ulasmislardir.

Ebbs ve dig., (1997) [131], Rio ve dig., (2000, 2004) [132], Indoria ve Poonia (2006)
[133]’nin yaptiklar1 ¢alismalarda Brassica turleri icerisinde en iyi Cd akiimulasyonu

Ozelligine sahip olan tiiriin Brassica juncea bitkisi oldugunu tespit etmislerdir.

Ozetle bu ¢alismada, 31 giin boyunca B. rapa, B.juncea var sind raya ve B. juncea var
early raya bitkilerine 0 uM, 5 puM, 10 uM, 20 puM, 50 uM,100 uM, 200 pM, 500 uM
olmak tizere 8 ayr1 parametrede Cd uygulanmis olup bitki gelisimine zarar vermeden en
yiikksek Cd konsantrasyonunun bulunmasi hedeflenmistir. qPCR c¢aligmast ile HMA2 ve
HMAA4 genlerinin ekspresyonlarina bakildiginda, B. rapa 'nin 20 uM ve B. juncea var sind
raya nin 20 uM konsatrasyonunlarinda HMA2 ekspresyonun arttig1 goriilmiistiir. B. juncea
var early raya bitkisinin biitiin konsantrasyonlar1 i¢in kontrol grubuna gére HMA2 geni
ekspresyonunda bir degisiklik gézlenmemistir

HMAA4 geni igin B.juncea var early raya 'nin 10 uM, B. rapa nin 10 pM ve B. juncea var

sind raya nin 20 uM konsatrasyonlarinda ekspresyonun arttig1 tespit edilmistir.

Atomik absorpsiyon spektrometresi (ASS) ile yapilan metal tayini sonuclar1 ile HMA4
geni icin birbirleriyle paralellik gostermis olup HMA4 geni icin ekspresyonun arttigi
konsantrasyonlarda, yaprakta biriken Cd birikimi sonuglar1 paralelik gosterdigi tespit

edilmistir. Ancak HMAZ2 geni i¢in bu paralellik saptanamamustir.

HMA4 geni Cd ‘un ana trasportundan sorumlu oldugu i¢in HMA2 genine gore ekspresyon
farki olugsmugstur. HMA4 genini inhibe edici bir etken olustugunda (yiiksek Cd derisimi)
onun yerine HMAZ2 geninin expresyonu arttigi gorilmistir. HMA4 geninde yiiksek
konsantrasyonlardan sonra ekspresyonun diismesi HMA4 geninin Cd’un transport ve
akiimiilasyon mekanizmasinda yeterli olmadigim gostermistir. Yiiksek
konsantrasyonlardan sonra Cd transportunun inhibe olmasi baska Cd ile ilgili farkli

transport ve akimulasyon mekanizmalarinin oldugu gostermektedir.

Tiim bu sonuglara bakilarak B. rapa, B. juncea var sind raya ve B. juncea var early raya
bitkilerinin Cd hiperakiimiilatorii olabilecegi ve bunu da HMA4 geninin ekspresyonuyla
gerceklestirebilecegi goriilmistiir. Elde edile bu veriler sonucunda B.rapa, B. juncea var

sind raya ve B. juncea var early raya bitkilerinin agir metal akiimiilasyonu ve toleransiyla
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iliskili HMA2 ve HMA4 genlerinin ekspresyonlarina bakilarak molekiiler ¢caligmalara katki
saglanmigtir. Ayrica B. rapa, B. juncea var sind raya ve B. juncea var early raya
bitkilerinin ¢esitli parametrelerde yaklasik 1 ay boyunca yetistirilmesiyle ¢imlenme
kapasiteleri ve biiylime ve gelisimleri izlenerek en uygun parametreler ve uygun bitkiler
konusunda veriler elde edilmistir.

Dogal yollarla ya da antropojenik etkilerle kadmiyumla kirletilmis alanlarin
fitoremediasyon c¢aligsmalariyla temizlemesi ve geri kazanimi i¢in bu bitkilerin agir metal

stresine kars1 dayanikli transgenik bitki gelistirme ¢alismalari i¢in 151k tutmustur.
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