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OZET
Brassica juncea (kahverengi hardal) ve Brassica nigra (siyah hardal) belli agir metalleri
akiimiile ettigi bilinen ve gelismis kok sistemine sahip kara bitkileridir. Bu ¢alismada B.
juncea ve B. nigra bitkilerine 15 giin boyunca (ZnSO4) uygulanmistir. Zn uygulanmasiyla
bu bitki tarlerinin kok ve yapraklarinda metal akiimiilasyon kapasiteleri ve fitoremediasyon
teknolojisi i¢in uygunlugu arastirilmistir. Brassicacea turlerinde (B. nigra, B. juncea ) Zn
metali ile uyarilan 6nemli genlerin, metal ATPazlarin (HMA2, HMA4) Real Time PCR
kullanilarak gen ekspresyonu tespit edilmis ve HPLC cihazi ile glutatyon analizi ve
spektrofotometre cihazi ile fenolik bilesiklerin tayini yapilarak metal transportlarla iligkisi
arastirilmistir. Tim bu veriler dahilinde B. juncea' nin kok orneklerinde biriken Zn agir
metal miktari anlamli olmamakla birlikte B. juncea' nin kok 6rneklerinde biriken Zn agir
metal miktari, B. nigra’ nin kok orneklerinden daha yiiksek oldugu ve yapraklarinda
biriken Zn agir metal miktarlarmin her iki tiirde de birbirine yakinlik gosterdigi tespit
edilmistir. Ayrica B. juncea (Zn) ve B. nigra (Zn)' da anlatimi yapilan HMA4 ve HMA2
geninin ekspresyon seviyesinin glutatyon miktariyla paralellik gosterdigi tespit edilmistir.
Tum bu veriler dahilinde bu iki bitki tiriiniin biinyelerinde metal birikimini ve taginimini
sagladiklar1  igin fitoremediasyon teknolojisinde uygun aday tirler oldugu tespit

edilmistir.



Bilim Kodu:
Anahtar Kelimeler: B. juncea, B. nigra, Metal ATPaz'lar (HMA2, HMA4), Gen
Ekspresyonu, Fitoremediasyon

Sayfa Adedi: 80
Tez Yoneticisi:Prof. Dr. Abdilrezzak MEMON



EXPRESSION OF METAL TRANSPORTING (HMA2, HMA4) IN BRASSICA
JUNCEA AND BRASSICA NIGRA SPECIES GROWN AT DIFFERENT ZINC
LEVELS

(M.Sc. Thesis)
Merve CETINDOGAN

UNIVERSITY OF USAK
GRADUATE SCHOOL OF NATURAL AND APPLIED SCIENCE
June 2019

ABSTRACT
Brassica juncea (brown mustard) and Brassica nigra (black mustard) are land plants with a
well-known root system that accumulate certain heavy metals. In this study, B. juncea and
B. nigra plants were grown at different ZnSO4 concentrations for 15 days. With the
application of Zn, the metal accumulation capacities in the root and leaves of these plant
species were studied. Gene expression of metal ATPases (HMA2, HMAA4) in Brassica
species (B. nigra B. juncea) grown at different Zn levels were analyzed by using Real Time
PCR. In all these data, the amount of Zn accumulation in the roots of B. juncea was not
significant. In contrast, B. juncea accumulated more Zn in roots compare to B. nigra roots.
The amount of Zn accumulation in the leaves of both plant species was more or less
similar. In addition, the expression pattern of HMA4 and HMAZ2 genes in B. juncea (Zn)
and B. nigra (Zn) was found to be similar to the glutathione amount in the leaves. As a

result,both plant species were found to be good candidates for phytoremediation of Zn.
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GIRIS

Agir metaller; yiiksek toksisiteli ve kalici olan 6nemli inorganik kirleticilerdir. Hizli
kentlesme ve endistriyel kalkinma ile birlikte metal salinimi biyosferde hizla artis
gostermektedir. En yaygin antropojenik kaynaklar; endustri, deri, tekstil gibi bircok sanayi
dallarinda atiklarin uzaklastirilmasi, cesitli kentsel atiklar, metal madenleri ve eritme
atiklari, fosil yakitlarin kullanimi, endiistriyel atiklarin uzaklastirilmasi, hava kaynakli
endiistriyel atiklarin depolanmasi, toprak dolgu islemleri, pestisit, herbisit ve gibre
kullanim1 gibi insan faaliyetleri ile agir metal iyonlar1 toprak ve suya karisarak dogal
cevreye zarar vermektedir [1]. Kokeni ne olursa olsun agir metallerin toprakta ve suda
birikmesi tum ekosistem i¢in ciddi bir tehdittir. Diinyada' ki tim organik ve inorganik
kirleticeler arasinda toprak kirliligine en fazla agir metaller neden olmaktadir ( % 37 ' den
daha fazla bir oranda) [2]. Bu metallerin ylksek konsantrasyonlarda toprakta birikmesi
toprak kalitesinin bozulmasina, tarimsal iiretimin kalitesinin diismesine; buna bagli olarak
ta Uiriin kalitesinin ve verimliliginin azalmasina neden olur. Tiim bu etkiler nedeniyle besin
zinciri yoluyla aktarilan besinler tiim canlilar i¢in biiyiik bir tehlike olusturmaktadir.
Topraktaki metal konsantrasyonlar: tipik olarak 100000 mg kg-1 da 1 den daha azdir.
Arsenik (As), Kadmiyum (Cd), Krom (Cr), Cinko ( Zn), Kursun (Pb), Civa (Hg), Bakir (
Cu), Nikel (Ni), metallerin / metaloidlerin birikmesi (Zn) mutajenik etkileri ile, canlilarda
DNA hasari ve kansere yol agmaktadir [3].

Agir metaller genellikle yiiksek bir yogunluga sahiptir ve asir1 diisiik konsantrasyonlarda
dahi zehirlidir. Tarimsal topraklarda yiikseltilmis agir metal konsantrasyonlari,
stireklilikleri, toksisiteleri, uzun yari omiirleri ve 6zellikle biyoakiimulasyon nedeniyle
onemlidir ve halen Ni, Cd, Zn gibi agir metallerin yiiksek toksisiteye sahip oldugu
diistintilmektedir [4].

Agir metalle kirlenmis alanlarda yetisen bitkiler genellikle daha fazla miktarda agir metal
biriktirir ve bunun sonucunda gida zincirinin kontamine olmasina neden olur. Kirlenmis
besin zinciri, agir metallerin hayvan ve insan dokularina girmesi i¢in birincil yol olarak

islev gorlir ve bu da onlar1 dermatitten cesitli kanser tiirlerine kadar bir ¢ok hastaliga



egilimli hale getirir [5]. Fakat bu tiir antropojenik etkilerin yanisira diinyada bazi
bolgelerde bulunan dogal maden yataklar1 bulunmaktadir. Bunlar yiiksek miktarda agir
metal icermektedir. Bu bolgelerde genellikle Kkarakteristik olarak agir metalleri
blnyelerinde biriktiren ya da tolere edebilen bitkiler yasamaktadir. Agir metallere karsi
yiiksek tolerans gosteren bu tiir bitkiler hiperakiimiilator bitkiler olarak adlandirilmaktadir.
Japonya' da yapilan bir calismaya gore, ormanlik alanlarda 27 familya ve 39 cins
icerisinden 62 bitki tiirii ile ¢alisirken bu bitki tiirlerinin yapraklarinda Mn (Manganez),
Cu, Zn, Cd, Co (Kobalt) ve Ni (birka¢ yuz kat) konsantre olan iki ve ikiden fazla
akimiulator bitki tiirii oldugu tespit edilmistir [6,7,8]. Bu metal akimiulator bitkilerin Ilex
crenata, Acanthopanax sciadophylloides, Clethra barbinervis ve Pieris japonica oldugu
bulunmustur. Bununla beraber Arabidopsis halleri, Noccaea caerulescens (Thlaspi
caerulescens), B. nigra ve B. juncea bitkilerinde agir metal toleransi ve birikim
mekanizmalar1 agiklanmaya ¢alisilmistir [9].

Bu bitki tiirlerinin birgogu ortamda bulunan agir metali bilinyelerine almaktan
kacinmaktadir. Fakat bazi1 bitki tiirleri biyolojik olarak fonksiyonu bilinmeyen bu
metallerin ylksek konsantrasyonlarimi akiimiile etme ve toprak iistii organlara tagima
yetenegi gostermektedir [10].

Akiimilator ve hiperakiimiilator bitkilerin belirlenmesi toprak ve suda bulunan agir
metallerin stabilizesinde kullanilan fitoremediasyon teknolojisinin gelismesini saglamstir.
Tarim topraklarimin agir metaller tarafindan kirlenmesi sonucu ortaya ¢ikan olumsuz
ekolojik etkilerden dolay1, bazi kirli topraklardaki bu metaller kritik bir ¢evre sorunu haline
gelmistir. Bu tip metaller, genis alanlara yayildiklarindan ve kirlenmis topraklarda yetisen
bitkiler iizerinde toksik etkiler olusturdugundan dolayi, toprak kirleticiler olarak kabul
edilirler [11]. Atmosferde salinan iz metallerin, antropojenik miktarlari ve dogal miktarlari
karsilagtirildiginda insan faaliyetlerinin dogal siireglere oranla Cd' un 15, Zn' nin 21, Pb'
nin 100 kat daha fazla etkiledigi gézlemlenmistir.

Yiiksek konsantrasyondaki agir metal seviyeleri potansiyel olarak zehirli hale gelir ve
6lumcil degisikliklere yol agabilir. Bu etkilerden dolayr agir metallerin potansiyel
toksisitesi nedeniyle tarim alanlarinin ve su kirliginin temizlenmesi oldukga giigtiir.

Agir metallerin yol actig1 kirlilikten ¢evreyi arindirmak ic¢in kullanmilan fizikokimyasal

metotlar pahali ve ayn1 zamanda topragin yapisini da bozmaktadir [12].



Bu nedenle, son yillarda mevcut remediasyon teknikleri yerine agir metallerin
uzaklastirilmasinda bitkilerin kullanildig: yesil 1slah (fitoremediasyon) yontemi, inaktif ve
Kirletici metallerin kirlenmis toprak ve sudan ayristirilmasinda, restore ve stabilizesinde
kullanilan en etkili ve diisiik maliyetli bir teknolojik ¢6zlim haline gelmistir [9].
Fitoremediasyon, agir metallerle kirlemis olan toprak ve suyun bitkiler araciligiyla toprak
ve sudan armdirilmas: yontemidir. Bu yontem diger remediasyon teknolojilerine kiyasla
siirdiiriilebilir kalkinma saglanmasi agisindan daha fazla potansiyeli olan yenilik¢i bir
yontem olarak ortaya ¢ikmaktadir. Bu remediasyon teknigi, topragin biyolojik 6zelliklerini
ve fiziksel yapisini korumaktadir [13]. Toprakta en derin bolgelere ulagsmak igin genis bir
kok yapisina sahip olan bitkiler toprak ve sudaki elementleri biinyesinde biriktirme veya
ortadan kaldirma yetenegine sahiptir. Bu metalleri bunyelerinde depo eden bitkiler hasat
edilerek 6zel metal atik alanlariin bulundugu bolgelere gomiilmekte veya metallerin geri
doniisiimii saglanmaktadir.

Gliniimiizde bilinen transgenik teknolojiler veya metodlar araciligi ile bitkilerin
fitoremediasyon teknolojisi igin gelistirilmesi bir¢ok kurulusun bu teknolojiye olan
yaklagimini ve talebini arttiracaktir. Ancak bu yaklagim, metal toleransi, akiimiilasyonu ve
translokasyonu daha net bir sekilde anlasildiktan sonra tamamen kullanilabilecektir. Bu
nedenle bitkilerde agir metal akiimiilasyonu ve toleransinin molekiiler mekanizmasi
hakkindaki bilgilerin artmasi, mevcut remediasyon teknolojilerinin gelistirilmesi
bakimindan son derece 6nemlidir [14]. Bu yilizden metal akiimiilator ve metal toleransh
olan bitkilerin ancak gen anlatim seviyeleri ve Onemli metabolik yollarin molekiiler
mekanizmasinin  anlasilmast  mevcut  yontemlerin  gelistirilmesinde  6nemli  rol
oynamaktadir.

Bu tez calismasinda, agir metal akiimiilasyonu ve tolerans: ile iligkili molekiiler
mekanizmada agiklanamamis noktalara katkida bulunmak i¢in Cin, Hindistan ve diger
Giliney Asya iilkeleri ile Tiirkiye' nin Giineydogu bolgesinde yayilis gosteren, Brassicaceae
familyasina ait olan metal akiimiilator B. juncea ve B. nigra turlerinin metal (Zn)
biriktirme kapasiteleri ve fitoremediasyon teknolojisi i¢in uygunlugu, RT- PCR ile gen
ekspresyonu yaparak Zn ile indiklenen P1g_tipi metal transportlarin (HMA2 ve HMA4)
anlatim1 yapilacaktir. Ayrica HPLC cihazi ile glutatyon analizi ve ¢esitli biyokimyasal
metodlar kullanarak fenolik bileskilerin tayini ile tespit edilen genlerin sonuglarina gére bu

bitkilerin fitoremediasyon i¢in uygunlugu arastirilmistir. Tezin amaci kapsaminda,



uygulama yapmak iizere belli agir metallere tolerans gosterdigi bilinen ve gelismis kok
sistemine sahip bir kara bitkisi olan B. juncea( Hindistan hardali) ve agir metalleri
hiperakiimiile ettigi bilinen B. nigra kullamilmistir. B.juncea Zn' ye karsi onemli bir
tolerans gostermis ve kirlenmis topraklarda yetisen bitkilerin dokularinda 6nemli miktarda
Zn birikimi goézlenmistir [15]. Amerika Birlesik Devletleri Cevre Koruma Ajansi
tarafindan aciklanan en tehlikeli kirleticiler arasinda bulunan Zn agir metali B. juncea ve B.
nigra bitkilerine uygulanmistir [16]. Uygulamalar sonucunda B. juncea bitkisinin Zn' ye
kars1 toleransiin yiikksek oldugu, B. nigra’ nin ise Zn' yi akiimiile etme kapasitesinin
yiiksek oldugu tespit edilmistir. Bu tez galismasinda Brassicaceae familyasindaki yliksek
metal biriktirme potansiyeline sahip bitkilerden B. juncea ve B. nigra'nin fitoremediasyon
teknolojisinde kullanim1 ve metal (Zn) biriktirme kapasitelerini belirlemek icin; metale
(Zn) kars1 indiiklenen bazi genler (HMA2 VE HMAA4) ve glutatyon gibi enzimleri
kodlayan genlerin anlattmi RT-PCR kullanarak arastirilmigtir. Ayrica, farkli Zn
seviyelerinde fenolik bilesiklerin tayini yapilarak bu bitkilerin fitoremediasyon teknolojisi
icin uygunlugu arastirilmistir. Agir metallerin alimi1 ve dokulara taginiminda gorevli olan
bazi genlerin ekspresyon seviyeleri Zn agir metali uygulanan bitkilerin kdk ve
yapraklarinda belirlenerek bu genlerin metal homeostazisindeki rollerinin molekuler

diizeyde anlasilmasi amaglanmistir.



2. GENEL KISIMLAR
2.1. Bitkiler ve Agir Metaller
Bitkiler buyume ve gelismelerinde belirli elementlere ihtiya¢ duymaktadir. Bitkilerin eser
miktarda biinyelerine aldiklari elementler arasinda bulunan Zn, Cu, Mn, Fe (Demir), Mo
(Molibden), Ni enzimatik reaksiyonlar i¢in gerekli olan agir metallerdir. Ancak bazi
cevresel etkilerle bitkiler bu agir metalleri ihtiyag duyulan konsantrasyonun iizerinde de
biinyelerinde biriktirebilmektedir. Bu agir metaller arasinda yaygin olarak bulunan Zn [16]
Amerika Birlesik Devletleri Cevre Koruma Ajansi tarafindan agiklanan " tehlikeli kirletici
maddeler " arasinda yer almaktadir [17]. 40' dan biiyiik atom numarasina ve 5g/cm?® 'lin
tizerinde yogunluga sahip olan elementler agir metal olarak tanimlanmaktadir [18].
Inorganik kirleticiler sinifinda baslica bulunan agir metaller cesitli dogal siirecler veya
cevresel etkilerle tiim ekosistemi etkilemektedir. Yeryiiziinde kendiginden varolan 90 tane
elementten 53 tanesi agir metaldir [19]. Hava sartlariin degisiklik gostermesiyle olusan
dogal kayalarin aginmasi sonucunda gol, toprak, deniz suyu ve deniz tabaninda bulunan
sedimentlerde partikiil veya ¢Oziinmiis formlarda yaygin bir dagilim gdstermektedirler
[20]. Dogal siireglerle meydana gelen kirlilikle beraber gelisen sanayi dallari, hizl
kentlesme, maden yataklari, tarimda kullanilan ilaglar ve guibreleme gibi birgcok faktoriin
etkisiyle olusan agir metal atiklar1 dogal ¢evreyi bozarak tiim canli ve cansiz ¢evreye zarar
vermektedir.
Bitkiler besinlerini topraga birakirlar, sadece temel elementleri almak igin yeterince secici
degildirler, ancak bazen gereksiz ve hatta toksik elementleri emerler. Metal alimi, toprak
Oziinden, koklerin i¢ hiicrelerine metal transferini i¢eren karmasik bir surectir [21].
Toprakta yiiksek konsantrasyonda bulunan agir metaller bitki metabolizmasi ve biiylimesi
Uzerinde toksik etkilere neden olmaktadir [22,23]. Agir metallerin ¢oziiniilebilirlikleri,
transportlari, absorbe edilebilirlikleri ve kimyasal reaktivitelerdeki rolleri, canh
organizmalarin toksisiteleri tizerinde 6nemli degisikliklere neden olmaktadir [24,16].
Agir metallerin bitkilerde yol agtig1 toksik etkiler;
I.  Cu ve Fe gibi agir metallerin Fenton reaksiyonu ve otoksidasyon aracilifi ile reaktif
oksijen tarlerinin Gretimi,
Il.  Redoks-reaktif olmayan agir metallerde 6zellikle Hg ve Cd ' de belirtilen, temel

fonksiyonel gruplarin engellenmesi,



[1l.  Biyomolekiillerdeki temel metal iyonlarinin yer degistirmesi sonucu farkli tiirlerde
agir metal iyonlart meydana gelmektedir [25,26].

IV.  Asin yiiksek konsantrasyona sahip agir metaller bitkilerin hiicresel diizeyde goriilen
toksisitenin semptomlarini rapor etmistir [27]. Olusan toksisitenin etkileri dogrudan
veya dolayli yollarla meydana gelmektedir. Bu etkiler, protein yapisi, enzim
aktivitesi, su dengesi, solunum ve ATP igerigi, fotosentez, bliylime ve morfogenez,
reaktif oksijen turlerinin olusumu agisindan metallerin neden oldugu toksik etkiler
hiicre metabolizmasinda ortaya ¢ikmaktadir.

Agir metal tarafindan kirlilige maruz kalan bitkiler toprakta ki gelisimlerini stirdiirmek i¢in
3 temel sistem gelistirmislerdir. Buna gore agir metallerin bitki tarafindan alimiyla ilgili
olarak 3 gruba ayrilmistir: Metale karsi toleransli, metal akiimiilator ve metal indikator
bitkiler [28,29].

1) Metale kars1 toleransli bitkiler: Bu tiir bitkilerin metal alinimimnin koéklerden ve/veya
metallerin koklerden toprak iistii organlara tasinmasi siirli olarak meydana gelmektedir.
Bu sebeple toprakta biriken agir metal konsantrasyonu ne kadar yiiksek olursa olsun
bitkinin toprak {istii dokularina taginan metal konsantrasyonu diisiiktiir [28]. Bu tur bitkiler
hiicre zar1 gecirgenligini ya da hiicre ¢eperine metal baglama kapasitesini degistirebilmekte
veya daha selatlayict madde(hiicre i¢i metal baglayici bilesikler) yayabilmektedir [30,31].
Silene vulgaris bu sistemi kullanan bitki tirlerinden biridir [32,29].

2) Metal indikator bitkiler: indikator (belirteg) bitkilerin toprak {istii dokularinda bulunan
metal miktari, toprakta bulunan metal miktar1 ile esit dagilim gostermektedir. Bu tiir
bitkiler, selatlar lireterek toprakta bulunan metal konsantrasyonlarini tolere etmekte ya da
vakuollerde depo ederek metallerin hiicre i¢inde boliimlendirilmesini degistirmektedir
[31]. Populus alba toprakta meydana gelen kirliligi belirlemek amaciyla kullanilan Zn/Cd
indikator bitkisidir [33,29].

3) Metal akiimiilator bitkiler: Toprak iistii dokularinda, toprakta bulunan metal miktarindan
daha fazlasini biinyesinde biriktiren bitki tiirleri hiperakiimUlatorlerdir ve ok yiiksek
miktardaki konsantrasyona sahip agir metalleri kok, govde ve/veya yapraklarinda
biriktirebilmektedir [31,34,35,36].

Toprak iistii organlarinda, toprakta bulunan metal konsantrasyonundan 50 ile 500 kat daha

fazla biriktirebilen bitkiler hiperakiimulator bitkiler olarak tanimlanmaktadir. Bitkilerde Zn



ve Mn i¢in 10,000 pg/g KA; Cd i¢in 100 pg/g KA; Ni, Cu, Co, Pb icin ise 1000 pg/g KA;
miktarinda hiperakiimiile edilen metal konsantrasyonlarini sinirlandirmistir [10].

Bu agir metaller i¢in belirlenen seviyeler, sadece akiimdiilator bitki tiirlerini kapsamaktadir
[37,38]. Yeryiiziinde bulunan 22 familyadan yaklasik 400 bitki tiirii (angiospermlerin
sadece % 0.2' si) hiperakiimiilator olarak tanimlanmistir. Bu hiperakiimiilator bitkilerin 87
tanesi Brassicaceae familyasinda bulunan 11 cinse aittir [10,31]. Ayrica Asteraceae,
Fabaceae, Lamiaceae, Scrophulariaceae hiperakiimiilatér bitki familyalarindan birkag
tanesidir [39].

Hiperakiimulator bitkiler 2 ana gruba ayrilmaktadir. ilk olarak Thlaspi L. genusuna ait bitki
tirlerinde oldugu gibi bir cok agir metali asir1 miktarda binyesinde toplayabilen fakat az
miktarda biyokiitle olusturan hiperakiimiilator bitkiler bulunmaktadir. Ikinci grupta ise orta
seviyede binyesinde agir metal biriktiren fakat yiiksek miktarda biyokiitle olusturan B.
juncea L.,Helianthus annuus L., ve Zea mays L., Nicotiana tabacum L. gibi bitki tarleri yer
almaktadir [40].

Agir metallere karsi direng gosteren bitkilerde, agir metaller bitki igerisinde kiigiik
peptidlere baglanarak kofullarda depo edilirler ve bdylece bitkiye zarar vermezler [41].
Agir metallerin bitkilerde birikimi ve dokulara tasimimi bitkinin ve elementin tlrlne,
kimyasal ve biyolojik aktiviteye, oksidasyon-rediiksiyon potansiyeline, pH degerine,
katyon degisim kapasitesine, oksijenin ¢oziilmesine, 1siya ve koklerin salgi yetenegine
baghdir [42]. Hiperakiimiilator bitkiler agir metalleri hiicre zarlarinda bulunan tasiyici
proteinler araciligiyla alirlar. Bu proteinler, bitkilerin mineralleri kokler yardimiyla igeri
almasini saglayan ya da mineral iyonlarimi kofullarda depolayan tasiyicilarla benzerlik
gosterirler. Bu tur bitkilerdeki tasiyict proteinler agir metallerin organlara taginimini
gerceklestirecek sekilde, diger bitkilere gore degisiklige ugramislardir. Degisiklige ugramis
tastyici proteinleri kullanarak Thlaspi caerulescens bitkisi, kuru agirligimin %3’i oraninda
Zn " yi, hicbir zehirlenme belirtisi gostermeksizin depolayabilme yetenegine sahiptir. Bir
egrelti tirii (Pteris vittara), toprakta bulunan Arsenigin (Ar) 100 kati kadarini, kendi
blnyesi icinde biriktirebilir. Metal birikimi yapan bitkiler hasat edilerek metaller geri
kazanilabilir ya da boyle bitkiler toksik atiklar i¢in ayrilmig Ozel depolama alanlarina
gomdilebilirler [41].



2.1.1. Bitkilerde Agir Metal Alim ve Tasinmasi

Bitkilerin agir metalleri absorbe etme ve tagimimi siirecinde, metal iyonlart kokler
tarafindan tutularak koklere girisi saglanir ve sonrasinda kiitle akisi ve diflizyon
araciligiyla toprak iistii dokulara translokasyonu gergeklesir [43].

Birgok metal toprakta ¢oziinmeden varligini stirdiirmektedir. Bitkiler toprak matriksinden
metalleri ayristirmak amaciyla iki yol izlemektedir. Bunlar, plazma zarinda bulunan proton
pompalarinin harekete gecerek rizosferi asitlestirmesi ve metalleri selatlama Ozelligine
sahip ligantlarin salgilanmasidir [38].

Koklerde gergeklesen proton ekstriizyonu ve metal selatlayict molekiiller (mugenik ve
aveik asit)' in rizosfere salinmasi ile toprak parcaciklarina bagli olan metaller harekete
gecirilmektedir [37]. Diger eksudat tipi ise, Fe' yi baglayan ve alimini kolaylastiran
fitosideroforlardir [43,44]. Fitosideroforlarin selasyonu ile metal iyonlari, plazma zarindan
0zel tasiyicilar ile metal-siderofor kompleksler halinde taginmaktadir.

Harekete gegmesi saglanan metallerin hiicre duvarina baglanmasit kok hiicreleri tarafindan
gerceklesmekte ve metaller ilk olarak diisiik affinite ve secicilik gosteren iyon
degisitiriciler ile birlikte hiicre ¢eperine tutunmaktadir. Metallerin plazma zarindan
ayrilmasi tagima sistemlerinin ve hiicre i¢i yiiksek affiniteli baglayici bolgelerin isleviyle
gergeklesmektedir. Metal iyonlarmin alimi muhtemelen, kanal proteinleri ve/veya HY
birlesmis tasiyic1 proteinler gibi sekonder tasiyicilar aracilifiyla gergeklesmektedir.
Sekonder tasiyicilar ile katyonlarin alinmasinda, membran potansiyeli (kdk epidermal
hiicrelerinde plazma zarmin i¢ kismi -200 mV' nin Uzerinde) itici gii¢ saglamaktadir
[31,45].

Metal iyonlariin bitki hiicresine alimi, hangi tip metal ve bitki tiiri olduguna bagl olarak
simplastik  (intraselliller) ya da apoplastik (ekstraselliiler) yol araciligr ile
gerceklesmektedir.

Korteks ve kok epidermisinin apoplastik yolu, ¢tzinen maddeler igin yiksek seviyede
gecirgendir. Apoplastik yol goreceli olarak diizensizdir. Ciinkii su ve suda ¢Ozlinmiis
maddeler, plazma membranindan ge¢gmeden difiize olmaktadir. Endodermal tabakanin
hlcre ¢eperleri, vaskuler sisteme apoplastik difizyonda savunma olarak gorev yapmaktadir
[31]. Apoplastik yolda gerceklesen tasimim hiicre duvarmin yiiksek katyon degisim
seviyesine baglidir [46].



Simplastik taginimda ise metal iyonlar1 yaklasik olarak 170 mV negatif potansiyele sahip
plazma zarindan ge¢mektedir. Birgok metal iyonu enerjiye bagimli bir siiregle spesifik ve
genel metal iyon tasiyicilar ya da kanallar araciligiyla bitki hiicrelerine alinmaktadir [43].
Su ve suda ¢6ziinmiis maddelerin bircogu endodermal tabakayr simplastik yol araciligi ile
ksileme ulagsmaktadir [47]. Ksileme tasinan metal iyonlarinin kontrolii genellikle membran
tasima proteinleri ile ¢ok siki bir sekilde yapilmaktadir [48]. Ayrica agir metal iyonlarinin
apoplastik taginimla ksileme ulagsmasi kok ucunda gergeklesebilmektedir [49].

Once ki c¢alismalarda Zn+2' nin, Ni+2 ve Cd+2 icin aym transmembran tasiyicilarin
rekabete girdigi gdzlemlenmistir [50].

Agir metal iyonlarinin koklere girisi gergeklestikten sonra, kdklerde depo edilmekte ya da
ksilem yoluyla toprak iistii dokulara tasinmaktadir. Koklerdeki metal yogunluk oranina
bagli olarak toprak {iistii dokulara taginan metal konsantrasyonu degisim gostermektedir
[43].

Metal konsantrasyonunda kullanilmak {izere muhtemel mekanizma olarak, ksilem
Ozsuyunda bulunan fitoselatin aracili metal baglayicilar1 gostermistir [S1]. Allyssum
lesbiacum’ da sitrat ve serbest histidin gibi diisiik molekiiler agirlikli selatorlerde bu siiregle
iliskilendirilmistir [52]. Sitrat, malat, histidin gibi selatlayic1 bilesikler, bitkilerde metal
iyonlarmin hareketini saglamak amaciyla etkili olabilmektedir [43,53]. Metal iyonlarinin
vakuolar membrandan aktif olarak tasinmasi serbest iyonlar veya metal-selat kompleksler

seklinde gerceklesmektedir.

2.1.2. Bitkilerde Agir Metal Toleransi

Topraktaki metal konsantrasyonu genellikle 1 ile 100.000 mg kg-1 arasinda degismektedir.
Tarim topraklarimin agir metaller tarafindan kirlenmesi sonucu ortaya ¢ikan olumsuz
ekolojik nedeniyle, baz:1 kirli topraklardaki bu metaller énemli bir ¢evre sorunu haline
gelmistir.

Agir metallerin yliksek seviyelerde olmasi toprak yapisinin bozulmasina, {iriin verim ve
kalitesinde azalmaya neden olmakta ve bu sebeple tiim canli yasami i¢in 6nemli tehlikelere
yol agmaktadir [54,55]. Fakat baz1 bitki tiirleri yiiksek konsantrasyondaki agir metallere
kars1 tolerans gostermekte ve agir metaller tarafindan kirlenmis toksik etki gosteren

topraklarda yasamin siirdiirme yetenegine sahiptir. Bitkilerin yuksek konsantrasyondaki



agir metallere gosterdigi tolerans 2 mekanizma ile iliskilidir. Bu mekanizmalardan birincisi
agir metal aliminin azalmasi, ikincisi ise bitki i¢ sekestrasyon seviyesinin artmasidir.

Agir metal iyonlariin topraktan bitkiye ulagsmasi kokler araciligiyla gergeklesmektedir.
Agir metal iyonlar1 kok yilizeyinde bulunan ve kokleri kapsayan miisilaj lironik asitin
karboksil grubuna baglanmaktadir. Metallerin miisailaja baglanma yetenekleri farklilik
gostermektedir. Agir metallerin topraktan bitkiye alim yogunlugu, toprakta ki organik
madde miktarina, toprakta bulunan diger iyonlarin konsantrasyonuna ve toprak
soliisyonunun pH degerine bagli olarak degismektedir. Yiiksek pH' taki toprak ¢ozeltisinde
bircok metal tuzunun ¢o6ziiniirliiliik oraninin azalmasiyla agir metallerin topraktaki
biyolojik fonksiyonu diigmektedir. Ayrica, topraktaki diger iyonlar metal aliniminda biiyiik
Onem tasimaktadir.

Toprakta ki diger iyonlarin birbirleriyle olan etkilesimlerinin, agir metal aliminin ve
topraktaki biyolojik kullanilabilirligin azalmasina neden oldugu ile ilgili belirli bir
mekanizma bilinmemektedir. Bitkinin i¢ sekestrasyon seviyesinin artmasi, genotip ve
cevre arasindaki etkilesim ile kendini gostermektedir [27].

Baz1 bitki tiirleri hlcresel seviyede detoksifikasyona neden olan potansiyel mekanizmalar

araciligiyla agir metallere karsi tolerans yetenegi gostermektedir.

2.2. Agir Metal Akiimiilasyonu ve Toleransinin Molekiiler Mekanizmasi

2.2.1. Metal Almm

Bazi agir metaller toprakta ¢oziinmeyen formlarda bulunmaktadir. Bitkiler bu metalleri
aktif hale getirmek icin rizosfere bazi metal selatlayici maddeleri gondermektedir. Bu
metal selatdrlerden nikotinamin (NA) yiiksek bitkilerde yayginlik gdstermektedir. NA,
fitosideroforlarin biyosentetik prekiirsoriidiir ve Gramineae familyasinda bulunan ve Fe
aliniminda ihtiyag duyulan 6énemli bir bilesendir. Ornegin; piring bitkisinde OsNASI,
OsNAS2 ve OsNAS3 olmak iizere 3 tane nikotinamin sentez geni bulunmustur. Bu sentez
genleri, koklerden fitosiderofor salinimindaki fonksiyonuyla birlikte Fe' nin uzun mesafe
tasiniminda da ©6nemli bir role sahiptir [56]. Misir bitkisinde bulunan Fe(III)-
fitosideroforlar, oligopeptid tasiyici ailesine ait YS1 tasiyicilar araciligiyla koklerden
alinmaktadir [57].

Bitki hucrelerinde agir metallerin hareketlerini kapsayan siire¢ molekiler dizeyde

incelendiginde, metallerin iletiminde rol oynayan gen ailelerinin metal toleransinda biiyiik
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Oonem tasidigr tespit edilmistir. Agir metal ATPazlar (veya CPx-tip), cinko-demir
permeazlar (ZIP), dogal direngle iliskili makrofajlar (Nramp) ve katyon-diflizyon
hizlandirici (CDF) proteinler metal tasiniminda homeostazi ve toleransinda gorevli gen
ailelerinden bazilaridir [58].

Agir metal ATPazlarin (HMA), Zn, Pb, Cd ve Cu gibi toksik etkili metallerin hiicre
zarlarindan gecisinde gorev aldigr bildirilmistir [59]. Koruma altina alinmig bir membran
icinde, sistein-prolin-sistein, sistein-prolin-serin veya sistein-prolin-histidin dizilimini
igerdiginden tip P1B alt ailesi CPx-ATPazlar olarak da siniflandirilmaktadir [58,60] ve bu
agir metal pompalari insan, bitki ve bakteri organizmalarinda bulunarak yiiksek miktarda
dizi benzerligi gostermektedir [26,61]. Yiiksek bitkilerde tanimlanan ilk CPx- ATPaz,
Arobidopsis P-tipi ATPaz (PAA1) dir [62]. Bu iyon pompalar1 P-tipi ATPaz st ailesi
icinde bulunmakta ve hiicre duvarindan katyonlarin pompalanmasinda gérev almaktadirlar.
Agir metal ATPazlar, hiicre zarindan iyonlarmn tasiniminin saglanmasi icin ATP
hidrolizinin meydana geldigi ortak bir enzimatik olan mekanizmay1 kullanmaktadir.
Enzimin katalitik dongiisiinde fosforile edilmis ara iiriinler bulundugu igin "P-tipi olarak
tamimlanmaktadir [26,58,63]. Piring genomu, Arobidopsis genomundan 3 kat daha
biiyiiktiir ve bu iki bitki genomlari karsilastirildiginda, her iki bitkide bulunan P-tipi ATPaz
genlerinin sayica benzerlik gosterdigi tespit edilmistir (Arobidopsis :43 ve piring: 46)
[26,64]. Arobidopsis ve piring genomunda bulunan P-tipi ATPazlarin 5 ana alt ailesi
bulunmaktadir. Bu aileler, CPx- tipi (P1B) ATPazlar, Ca*2-ATPazlar (endoplazmik
retikulum-tip Ca*?>-ATPaz ve otoinhibe Ca*?>-ATPaz, P2A ve P2B), H+-ATPazlar
(otoinhibe H+-ATPazlar, P3A), putativ aminofosfolipid ATPazlar (ALA, P4) ve
bilinmeyen bir 6zellik gosteren bir dali (P5) seklindedir. P1B alt ailesinin filogenetik
aragtirmalarinda, metal taginimiyla ilgili olarak 2 ana grubun bulundugu tespit edilmistir.
Bu 2 ana grup monovalent Cut/Ag+ katyonlar1 ile Zn+2/Co+2/Cd+2/Pb+ kayonlarindan
meydana gelmektedir [58,65].

Metal iyonlarinin tasiniminda rol alan bir diger tastyici grup ise dogal direngle iliskili
makrofaj proteinler (Nramp' lar) dir ve bakteriler, mantarlar, bitkiler ve hayvanlari igeren
organizmalarda bulunmaktadir [54,66]. Nramp ailesi, ilk olarak piringte bulunmus ve 3
tane Nramp geni (OsNramp 1-3) bildirilmistir [58]. Arobidopsis thaliana bitkisinde metal
taginiminda farkli rollere sahip olan 6 tane Nramp geni tanimlanmisir [58,59,67]. Yapilan

arastirmalarda A. thaliana' da oncelikli olarak Nramp' larin Fe taginiminda rol aldig1 ortaya
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konmustur. AINRAMP1 ve AtNRAMP2' nin asir1 ekspresyona ugramasi, Fe' ye karsi
direngte artisa neden olmaktadir [67]. Fe yetmezliginde ise AtNRAMP3 ve AtNRAMP4
artis gostermektedir [68,69] .Nramp' lar Fe' den baska metallerin tasiniminda da rol
almaktadir [70,71]. Yapilan son ¢alismalarda AINRAMP 1, 3 ve 4' {in Mn homeostazisinde
gorev aldiklart ortaya konmustur [69]. Bununla birlikte AINRAMP4, Zn tasinmasinda da
biylk bir 6neme sahiptir [72]. AINRAMP3 ve 6 genlerinin, Cd metalinin homeostazisinde
bir role sahiptir [58, 71]. Yapilan transkriptomik ¢alismalarda Nramp' lar hiperakiimiilator
Ozellikteki bitkilerde daha az karakterize edilmistir. NRAMP3 geninde ki ekspresyon
seviyesinin, Zn hiperakimulator olan A. halleri' de, hiperakimilator olmayan A. thaliana
ile karsilastirildiginda arttig1 rapor edilmistir [73]. Hiperakimilator T. caerulescens' de Zn,
Ni ve Cd i¢gin AtNRAMP3 ve 4' iin ortologlar1 olan TcNRAMP3 ve TcNRAMP4' iin

ekspresyon seviyeleri benzer artis géstermektedir [74].

2.3. Bitkilerde Agir Metal Metabolizmasi ile iliskili Genlerin Belirlenmesinde
Kullanilan Yontemler

2.3.1. Fitoremediasyon

Agir metaller inorganik kirletici maddelerin ana grubudur. Agir metal ile kontamine olmus
bir ¢evrede uzun sureli kalici olmakla birlikte, insan ve hayvan sagligi icin de ciddi
tehditlere yol agmaktadir [75]. Bu sebeple, agir metal toksisitesinin neden oldugu tehditler
Uzerindeki artan dikkat, kirlenmis topraktan, zararli metal iyonlarini uzaklastirmak igin
cesitli yontemlerin kullanilmasint gerekli kilmistir. Agir metallerle kirlenmis topraklarin
temizlenmesi amaciyla, fiziksel, kimyasal ve biyolojik sirecleri iceren bir¢cok yontem
uygulanmaktadir. Bu yontemler arasinda; immobilizasyon ve izolasyon teknolojileri,
mekanik ayirma teknolojileri, pirometalurjik teknolojiler, elektrokinetik teknolojiler,
biyokimyasal teknolojiler, toprak yikama (kimyasal sizma) teknolojileri ile
fitoremediasyon teknolojileri yer almaktadir. Biyolojik temizleme yollari arasinda yer alan
fitoremediasyon teknolojisi, diger yontemlere gore daha diisiik maliyetli ve ekolojik
yonden en uygun yaklasimdir. Fitoremediasyon toprak, su ya da havada bulunan
kirleticilerin bitkiler tarafindan temizlenmesidir. Bu teknoloji ekolojik ve ekonomik
olmasinin yanisira 6zel bir donanima ihtiyag¢ duymamasi ve uygulanan alanin tekrar
kullanimina imkan saglamast nedeni ile giiniimiizde en ¢ok tercih edilen yodntem

konumundadir. Temel siire¢ ve uygulanabilirligi bakimidan fitoremediasyon teknolojisi
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fitoekstraksiyon, rizofiltrasyon, fitostabilizasyon, fitovolatilizasyon ve fitodegradasyon
gibi alt siniflar1 igcermektedir. Fitoekstraksiyon, toprakta bulunan agir metalleri toprak iistii
dokulara tasiyabilen ve biriktirebilen bitkilerin kullanilmasidir. Rizofiltrasyon, kirlenmis
alanlarda toksik etki gosteren metallerin absorbe edilmesi, birikimi ve/veya ¢okelmesi
amaciyla bitki koklerinin kullanilmasini amaglamaktadir. Fitostabilizasyonda, bitkiler
topraktaki  kKirleticileri ~ etkisiz  hale  getirerek  stabilizasyonu  saglamaktadir.
Fitovolatilizasyon ise, ucucu metallerin (civa gibi) topraktan kaldirilmas: ve yapraktan
buharlagmasini kapsamaktadir.

Metalle kirlenmis topraklarin bitkiler tarafindan temizlenmesi sirasinda ¢evreye verilen
zarar minimum diizeydedir. Bu remediasyon teknigiile,metalle kirlenmis topraklarin
bitkiler tarafindan temizlenmesi ile gevreye verilen zarar minimum dizeyde olmakla
birlikte topragin fiziksel ve biyolojik yapis1 da korunmaktadir [76]. Toprakta en buyik
alana sahip olmak ve en derin bolgeye ulasmak igin genis bir kok sistemine sahip olan
bitkiler, kontamine olan toprak ve suda bulunan metalleri ortadan kaldirma ve dokularda
biriktirme fonksiyonlarina sahiptirler. Metalleriblinyesinde biriktiren bitkiler hasat
edilerek, toksik atiklar i¢in ayrilmis 6zel alanlara tasinmakta ya da biriken metallerin geri
kazanimi saglanmaktadir. Bu yontemde translokasyon ve biyolojik birikim ile birlikte,
bitki kok sistemlerinin secici alim kapasitelerinden ve bitki gévdesinin tamamindaki
kirletici indirgeme yeteneklerinden essiz bir sekilde yararlanmilmaktadir [77].
Fitoremediasyon teknolojisinin cevreye sagladigi katkilarin 6n plana g¢ikmasi birgok
cevresel kurulug tarafindan bu teknolojiye olan yaklagimi arttiracaktir [78].

Birgok bitki ttrinun ylksek seviyedeki agir metallere karsi duyarliliklarinin ~ yanisira
bunlar1 yiiksek oranlarda bunyelerinde biriktirebilme kapasiteleri de gelismistir.
Hiperakimulator bitkilerin zamanla koklerinde agir metal alim oraninin artmasi
durumunun yanisira, kokten-govdeye metallerin  taginimi ve yapraklarda birikmesi
durumuna da sik¢a goriilmektedir. Bu bitkilerin fitoremediasyonda potansiyel olarak
kullanimindan dolay1 hiperakiimiilasyon olaymin gegen 10 yila gore gelisimi dikkat
cekmektedir. Hiperakiimiilasyon bitki tiirlerinin kullanimi ve metal akiimiilasyonundan
sorumlu genlerin tanimlanmasinda Fitoremediasyon/phytomining yontemleri halen odak
noktasidir  [79]. Yaklastk 500 bitki tirii agir akiimiilator bitkiler olarak
smiflandirilmaktadir [80]. Bu bitki tiirleri yapraklarinda agir metalleri yiiksek miktarda
biriktirme yetenegine sahiptir [46]. Bunlarin % 80' i Ni biriktirirken, ikinci biiyiik grubu
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(15 turd) Zn ve Cd hiperakimulatorleridir [81]. Daha 06nce yapilan ¢alismalarda,
fitoremediasyonda kullanilacak model bitkinin, yiiksek agir metal konsantrasyonlarinda
dahi yasayabilen, dayanikli ve zengin bir kok sistemine sahip olmakla birlikte, hasat
edilebilen kisimlarinda agir metalleri akiimiile ve tolere etme, hizli blylime yetenegi ve
yuksek biyokutle tretebilme potansiyeline sahip bir bitki olmasi kanisina varilmistir [82].
Giiniimiizde agir metaller ile kontamine olan topraklarin temizlenmesinde bu o6zelliklere

sahip olan bitkilerin tespit edilmesi biiyiik onem tasimaktadir.

2.3.1.1. Metal Akimulasyonunda Model Bitkiler Brassica juncea, Brassica nigra

B. nigra
BB (n=8); IC: 0647; GS: 632

//\

1 B. carinata; CCBB AABB; B. Juncea
(n=17) (n=18)
IC: 1.308; GS: 1284 IC: 1.092; GS; 1068

CC (n=9) ————> AACC(n=9) — AA
B. Oleracea B. napus B. rapa (n=10)
IC: 071; GS; 696 IC: 1.154; GS: 1132 IC: 0.539; GS: 529

Sekil 2.1. Brassicaceae tiirleri arasindaki genomik iligkileri temsil eden tiggen.
IC : Niikleer DNA igerigi (pg), GS genom biiyiikliigii (Mbp) [83]

Brasscicaceae familyasi (eski adiyla Cruciferae), yaklasik 375 cins ve yaygin olarak hardal
ailesi olarak bilinen 3200 bitki tiiriinden olusur. Brassica, kolza tohumu, lahana,
karnabahar, brokoli, briiksel lahanasi, salgam, cesitli hardallar ve yabani otlar1 igeren
yaklagik 100 tiir icerir [84]. Genellikle "diploid" Brassica turt, B. rapa (n = 10), B. nigra

(n = 8) ve B. oleracea (n = 9) olarak adlandirilan tiirler sirasiyla A, B ve C genlerini igerir.
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B. nigra, yetistirilen alt1 Brassica tiirii arasinda ikinci en kii¢iik genom biiyiikliigiine (~ 632
Mbp) sahiptir.

Brassicaceae familyasinda bulunan bazi tiirler metalleri akiimiile etme yetenegine sahiptir
[85]. Bu tirlerden B. juncea (kahverengi hardal) ve B. nigra (siyah hardal) bazi agir
metalleri hiperakiimiile ettigi ya da metal toleranshi oldugu bilinen, gelismis kok sistemine
sahip kara bitkileridir. B. juncea Zn, Pb, Cd, Cr, Cu, ve U (uranyum) gibi ¢esitli agir
metalleri aklimiile etme ve toprak iistiindeki dokulara tasima yetenegi gostermektedir [86].
Hizli biyiime ve yiksek biyokitle Gretme 6zellikleri nedeniyle, fitoremediasyon
uygulamalarinda Thlaspi gibi ‘model’ hiperakiimiilatorlere kiyasla daha fazla

kullanilmaktadir [87].
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3. MATERYAL VE METOD
Agricultural Research Center Oil Crop Research Institute Sindh (Pakistan)' dan temin
edilen B. juncea ve Kemal Ciice Tarim Mersin' den temin edilen B. nigra bitki

tohumlarinin ekimi igin 6ncelikle toprak sterilizasyonu yapilmuistir.

3.1. Toprak Sterilizasyonu

Ziraat tarlalarindan temin edilen topraklarin diisiik kil oraninda olmasina dikkat edilerek
sterilizasyon icin dncelikle topraklar elekten gecirilmis ve 2:1 oraninda bahge topragi (torf)
ile karistirilarak tizerlerine bir ka¢ damla distile su damlatilmistir. Topraklar her bir saks1
icin 3It olacak sekilde otoklav torbalarina konularak hi¢ hava kalmayacak sekilde
paketlenmistir. Paketlenen topraklar 20 dk boyunca 105 kpa basingta 121 °C ' de otoklavda
tutulmustur. Otoklav bitiminde topraklar 1 gin boyunca steril cam kabinlerde

bekletilmistir.

3.2. Tohum Sterilizasyonu

Tohumlarin ekimi icin bir ortamda oncelikle 50 ml' lik 2 farkli falkon tiiplerine
konulmustur. TUplere 5 ml %70'lik etil alkol ilave edilerek 2 dakika boyunca calkalama
islemi yapilmistir. Daha sonra B. juncea bitki tohumlarinin konuldugu tiipe 20 ml, B. nigra'
nin konuldugu tiipe 40 ml deiyonize su konularak ¢alkalama islemi ile tohumlarin alkolden
arindirilmasi saglanmigtir. (Buradaki deiyonize su miktarinin farkli olmasinin nedeni B.
nigra tohumlarmin B. juncea tohumlarina goére daha kalin bir gepere sahip olmasidir.)

Bir sonraki asamada ; 6nceden hazirlanan bleach soliisyonu

1. 4 ml NaCIO;

2. 36 ml deiyonize su

3. bir kag damla tween20 ilave edilmistir.

B. juncea ve B. nigra tohumlar1 i¢in hazirlanan bleach soliisyonu falkon tiiplerine
konularak 5 dakika calkalama islemi yapilmistir. Calkalama islemi bittikten sonra karisim
tiiplerden alinarak 7-8 kez ve her bir islem 2'ser dakika olmak iizere 25 ml deiyonize su ile
tohumlar yikanmistir. Tohumarin tamamen steril olmasi igin, son olarak tiiplere 35-40 ml
deiyonize su konularak 3 dakika boyunca calkalanmistir ve tiim bu agsamalardan sonra
tohumlar petri kabina alinarak inhibisyonu saglamak amaciyla 1 saat boyunca

bekletilmistir.
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Belirlenen siire sonunda tohumlarin ¢imlenme ve fide gelisimini saglamak i¢in 25 cm ¢apta
plastik saksilar kullanilmistir ve her saks1 i¢in 12' ser tohum nemli milli topraga ekilmistir.
Ekilen tohumlar ¢imlenene kadar her bir saksinin lizerine aliminyum folyo gegirilerek
karanlik bir ortamda 22 derece sicaklikta bekletilmistir. 4. giin ¢imlenen B. juncea ve 5.
gun ¢cimlenen B. nigra tohumlarinin folyolar ¢ikarilarak her saksida 1 bitki kalacak sekilde
ve her bir tekrar icin (0-25-50-100-200-500) 6 saksiya transfer edilmistir. (Toplamda B.
juncea i¢in 3 tekrar = 18 saks1 B. nigra icin 3 tekrar = 18 saks1 elde edilmistir). Daha sonra
bitkilere giin asir1 olmak {izere haftada 3 giin ve 2 hafta boyunca Hoagland besi ¢ozeltisi
verilmigtir.

Bitkiler %60 nem ve 16 sa 151k (25£2 °C) / 8 sa (20+2 °C) fotoperiyodunda 150 umol/m2s
151k siddeti altinda bitki biiylime odasinda yetistirilmeye devam edilmistir.

Resim 3.1. B. nigra bitkisine ilk hoagland solusyonu verildikten sonraki goruntisi
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Resim 3.2. B. juncea bitkisine ilk hoagland solusyonu verildikten sonraki gérintusi

3.3. Bitkilere Agir Metal Uygulamasi

B. juncea ve B. nigra bitkilerine agir metal uygulmasinda stock hoagland besi
soliisyonundan 1 It ve ZnSO4 stock soliisyonu hazirlanmistir. Burada

0 uM kontrol grubu igin 1000 ml + 0,4 gr hoagland besi soliisyonu

25uM i¢in 999.75 ml hoagland besi soliisyonu ve 0,25 ml ZnSO4 solusyonu karisima,

50 uM i¢in 999.50 ml hoagland besi sollisyonu ve 0.5 ml ZnSO4 sollisyonu karigimi1

100 pM i¢in 999 ml hoagland besi solisyonu ve 1 ml ZnSO4 soliisyonu karigimi

200 uM icin 998 ml hoagland besi soliisyonu ve 2 ml ZnSO4 soliisyonu karigimi

500 pM icin 995 ml hoagland besi sollisyonu ve 5 ml ZnSO4 soliisyonu karigimi

giin asir1 olmak iizere haftada 3 giin ve 2 hafta boyunca uygulanmistir.
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Resim 3.3. B. nigra bitkisine hoagland ve ZnSO4 karisim1 ( 0 uM, 25 pM, 50 uM, 100
MM, 200 pM, 500 pM)verildikten sonraki gorintisd

Resim 3.4. B. juncea tomcat bitkisine ilk hoagland ve ZnSO4 karigim1 (0 uM, 25 uM, 50
MM, 100 pM, 200 pM, 500 uM verildikten sonraki gorintisi
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Iki haftanin sonunda agir metal uygulanan ve uygulanmayan (kontrol) bitkilerin kok,
govde ve yaprak kisimlari bitkinin farkli organlarinda biriken agir metalleri tespit etmek ve

molekiiler calismalarda kullanmak {izere hasat edilmistir.

Resim 3.5. B. nigra bitkisinin hasat isleminden 6nce Ki gérinimleri ile hasat isleminden
sonra ki kok boylari (0 pM= 18 cm, 25 uM =21 cm, 50 uM = 22 cm, 100 pM = 23 cm,
200 uM =23 cm, 500 uM =24 cm)
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B. juncea B. juncea

Resim 3.6. B. juncea bitkisinin hasat isleminden once ki goriintiisii ve hasat isleminden
sonra kok boylari (0 uM=20 cm, 25 uM =23 cm, 50 uM =22 cm, 100 pM =21 cm, 200
MM =20 cm, 500 uM =19 cm
Hasat isleminde her bir saksi igin ayr1 ayri olmak iizere bitkinin yapraklari ve govdeleri
kesilmistir. Kesilen yaprak ve govde miktarlar1 hassas terazide tartilarak molekiiler genetik
caligmalarda kullanilmak tiizere - 20 derecede buzdolabinda saklanmistir. Kokler ise
deiyonize su ile ¢amurdan arinana kadar yikanmustir. Steril hale gelen kokler hassas

terazide tartilmistir ve metal tayininde kullanilmak tizere 72 °C' lik etiive konulmustur.
Her deney kendi icinde, kontrol ve agir metal uygulanan deney gruplarina ait 3' er adet

biyolojik tekrar icermektedir.
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3.4. Bitkilerde Biriken Agir Metal Miktarinin Tayini

B. juncea ve B. nigra bitkilerine agir metal uygulamasindan sonra kok ve yapraklarda
biriken agir metal miktarinin tayini i¢in hasat edilen Orneklere yas yakma yodntemi
uygulanmistir [88]. Hasat edilen 6rneklerin taze agirliklar belirlendikten sonra 75 °C’de ve
72 saat boyunca etiivde kurutulmustur [89]. Tartimlar1 yapilan 200 mg kurutulmus bitki
ornekleri 100 ml' lik erlenmayere konulmustur. Orneklerin tizerine ilk 6nce 5 ml nitrik asit
daha sonra 2 ml perklorik asit ilave edilmistir. Nitrik asit asit ilave edilen 6rneklerin asitle
tamamen 1slanmasini saglamak i¢in, iizerlerine kii¢iik huni konulan erlenmayerler yavasca
sicakligr 80 °C’den 100 °C’ ye yiikseltilen 1sitic1 tablaya konularak ortamdan nitrik asitin
uzaklagmasi saglanmig ve aciga ¢ikan kahverengi dumanlar azalarak bitki ¢ozeltileri agik

sar1 bir renge donligmiistiir.

Resim 3.7. Numuneleri yas yakma islemine baslamadan 6nce kuru yaprak (200 mg)

agirliklarinin erlenmayere alinmast

22



Resim 3.8. Yas yakma igleminde eklenilen Nitrik asitle birlikte sicakligin da artmasiyla

¢ozeltinin rengi yavas yavas berraklasmaya baglamistir
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Resim 3.9. Berrak bir gorintl elde edildikten sonra da en az 30 daha isleme devam

edilmistir

Bu asamada 1sitici tabla {izerinden alinan 6rnekler oda sicakligina getirilerek 2 ml perklorik
asit eklenmistir. Sicaklig1 yavas¢a 100 °C’den 200 °C’ye yiikseltilen 1sitic1 tablaya tekrar
alian ornekler icinde kalan nitrik asit miktar1 azaldik¢a ¢ozeltide ki sicaklik yilikselmeye
devam etmis ve en sonunda perklorik asit, parcalanmamis organik materyali oksitleyerek
¢ozeltinin rengini berraklastirmistir. Daha sonra perklorik asitin yogun beyaz dumanlari
erlanmayerin i¢ini tamamen kapladiktan sonra yakmaya en az 30 dakika daha devam
edilmistir.

Erlenmayer i¢inde yaklagik 2 ml perklorik asit kalacak sekilde ve bitki ¢ozeltisi tamamen
berraklasinca yakma islemine son verilmistir.Ornekler yeterince soguduktan sonra
hunilerin iizerine siizge¢ kagidi konularak (%1' lik) 1 ml nitrik asit ve 2 ml deiyonize su ile
islatilmistir. Bu asamadan sonra tiim gruplara (0 pm-25pum-50um-100um-200um-500um)
2 ml deiyonize su eklenmis fakat diger gruplardan farkli olarak Opum kontrol grubuna
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deiyonize su eklenmeden Once 2 ml nitrik asit eklenmis ve 50 ml' lik falkon tiiplere
alinmistir. Agir metal miktarinin tayini i¢in yas yakma yontemine tabi tutulan bitki
orneklerinin analizleri, Atomik Absorpsiyon Spektrofotometre (AAS 9009)' de yapilmustir.
Analiz sonuglarina gore, B. juncea ve B. nigra bitkisinin kok ve yaprak kisimlarinda
akiimiile edilen agir metal miktart mg/kgKA (kilogram kuru agirlik basina miligram), total

akiimiilasyon orani (TAR) ise mg/kg giin olacak sekilde hesaplanmistir.

3.5. Bitkide Anlatimi Degisen Genlerin Tanimlanmasi ve Belirlenmesi icin Kullanilan
Molekuler Yontemler

3.5.1. Total RNA izolasyonu

B. juncea tomcat ve B.nigra (firma) bitkilerinin agir metal tayini yapilan kok ve yaprak
orneklerinden kitinde bulunan metoda gore;

1. - 86 °C’de muhafaza edilen bitki materyalinin ¢oziinmesi onlenerek tartimi yapilmis ve
homojenizasyon safthasina kadar sivi azot icerisinde bekletilmistir.

2. Hassas terazi ile tartimi yapilan 6 bitki materyalinin her biri havan ile havan eli
kullanilarak sivi azot yardimiyla toz hale gelinceye total RNA' lar1 elde etmek ig¢in
icerisinde 2 farkli kolon (homojenizasyon kolonu ve RNA izolasyon kolonu) bulunan RNA
izolasyon kiti (GeneJET Plant RNA Prufication Mini Kit) kullanilmistir. RNA izolasyon

3. Izolasyonda kullanilmak iizere 6 bitki materyali icin 980 Plant RNA Lysis Solution ve
20 ml 1.4 Dithiotheitol (DDT) eklenerek her bir érnek icin 500 ml bu tampondan ilave
edilerek vorteks yapilmistir.

4. Vortekslenen érnekler 56 °C' de 3 dakika su banyosunda bekletilmistir.

5. Bu asamada ornekler 2 ml' lik homojenisyon kolonuna aktarilarak 13.500 rpm' de 5
dakika santrifiij edilmistir.

6. Kolondan gegen lizat steril tiipe aktarilmis ve aktarilan miktarin yaris1t hacminde % 96'
lik etanol ilave edilen lizat pipet yardimiyla karistirilmistir.

7. Etanol eklenen lizat RNA izolasyon (RNaeasy spin) kolonuna aktarilarak 11.000 rpm' de
1 dakika santrifiij edilmistir.

8. Kolondan gegen sivi atilarak, kolonda kalan 6rnegin yikanmasi i¢in 700 pl WB tamponu
ilave edilmis ve 11.000 rpm' de 1 dk santrifiij edilmistir.

9. Kolondan gegen sivi1 tekrar atilarak, kolonda kalan 6rnegi ikinci kez yikamak amaciyla

500 ul WB2 tamponu ilave edilmis ve 11.000 rpm’de 1 dakika santrifiij yapilmistir.
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10. Daha sonra tekrar 13500 rpm' de 2 dakika santrifiij edilmis boylece yikama sathasi
tamamlanmaistir.

11. Kolon, kapaklar1 kesilmis RNaz icermeyen streril mikrosantrifiij tipe (1,5 ml)
aktarilarak ve lizerine 50 pl niikleaz igermeyen su ilave edilerek 12000 rpm' de 1 dk
santrifiij edilmistir.

12. Santriflij sonucunda RNA' lar kolondan uzaklastirilmis ve mikrosantrifiij tiipe gegmesi
saglanmistir. Orneklerden elde edilen saflastirilmis RNA' lar kullanilmak {izere -20 °C’de

derin dondurucuda muhafaza edilmistir.

3.5.2. Total RNA Miktar Tayini

Elde edilen total RNA' larin (genomik B. nigra ve B. juncea érneklerinin total RNA' larinin
miktar ve safliklart Nanodrop cihazinda 260 nm ve 280 nm dalga boylarinda okumalar
yapilmistir. Total RNA o6rneklerinin konsantrasyonlart DEPC' li saf su ile sulandirilarak
ng/pl cinsinden hesaplanmustir. Ozellikle (OD 260/ OD 280) 1,60-2,10 arasinda saflik
oranlaria sahip olmasina dikkat edilmistir.

3.5.3. Ters Transkripsiyon- Komplementer (Tamamlayici) DNA (cDNA) Sentezi ve
Kontroli

RNA izolasyon asamasindan sonra, saf halde ki total RNA' lardan komplementer
DNA(cDNA )sentezi, RNA' ya yonelik DNA Polimeraz olan ters transkriptaz enzimi
kullanilarak gergeklestirilmistir. Total RNA' lardan komplementer DNA sentezi igin
Thermo Scincetific™ markanin R-T qPCR kiti olan Maxima First Strand cDNA Sentez
Kiti kullanilmigtir. cDNA Sentez Kit igerisinde bulunan tampon ve enzimler ; polimeraz
enzimi, dNTP' ler, SYBR Green gibi floresan boyalar, optimize edilmis tamponda ROX
(pasif referans boya) dahil R-T PCR' da kullanilacak tiim bilesikleri igermektedir.
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Cizelge 3.1. Ters Transkripsiyon- Komplementer DNA (cDNA) Sentez Kiti igerisinde

bulunan tampon ve enzimlerin hacimleri

5X Reaction Mix 4ul

Maxima Enzyme Mix 2 uL
Templete RNA 1-5uL
Water, nuclease- free 20" tamamlanir
Total volume 20 pL

Karisimin toplam hacmi 20 pl olacak sekilde hazirlanarak hafifce calkalanir ve santrifiij
islemi uygulanir. Bir sonra ki asamada ise 25 °C' de 10 dakika inkiibe edilen 6rnekler,
enzimiinhibe etmek icin 50 °C' de 15 dakika daha ve reaksiyonu sonlandirmak amaciyla 85
OC' de 5 dakika inkiibasyon yapilmis ve reaksiyon sonlandirilmustir.

Saf hale getirilen RNA' lardan komplementer DNA (cDNA) sentezi 1sitict blok (heating

block) cihazinda optimum inkiibasyon sicakliklari ve siireleri ayarlanarak saglanmistir.

Cizelge 3.2. Ters Transkripsiyon- Komplementer DNA (cDNA ) sentezi igin optimum

inkiibasyon sicakliklar1 ve siireleri.

Sicaklik Inkiibasyon Siiresi
25°C 10 dakika
50°C 15 dakika
85°C 5 dakika
-20°C 1 hafta

Tiim bu asamalar sonucunda cDNA' larin pozitif sonuclanmasi ile 6rnekler, -20 °C' de

kantitatif Realtime PCR' da kullanilmak iizere saklanmustir.
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3.5.4. Primer Tasarim

Agir metallerin koklere aliminda ve dokulara taginiminda fonksiyona sahip oldugu
diisiiniilen genlerin ekspresyonlarinin, Realtime yontemiyle kontroliiniin saglanmasi igin,
bu genlere ait olan primerler kullanilmaktadir. Tasarlanan primerlerin Brassica nigra ve
Brassica junceabitki tiirlerine uygunlugunun ve galismasinin diizgiin bir sekilde olmasi
icin, Arabidopsis bitkisine ait gen dizileri ile B. juncea (AABB) ve bu tiire yakin olan B.
rapa (AA) ve B. nigra (BB) bitki turlerinin EST dizileri NCBI ( http://ncbi.nlm.nih.gov/)
veri tabani kullanilarak bulunmustur. Boylece Brassica tiirleri arasinda en ¢ok korunan
bolgeler belirlenerek primerlerin daha iyi bir sekilde ¢alismast amaglanmistir ve her bir gen
icin Brassica tiirleri arasinda en ¢ok benzerlik gosteren gen dizileri se¢ilmistir. Segilen gen
dizilerinden en ¢ok benzerlik gosteren diziler ClustralIX veri tabani kullanilarak ayirt
edilmistir. Benzerlik gosteren bolgelerden Primer3 programu ile gen anlatiminda kullanmak

amactyla primer tasarimi yapilmistir.

Cizelge3.3. Tasarlanan primerlerin Baz dizileri ve GC % degerleri

Primer adu: Primer dizisi 5'-3' G-C%
BR-HMA2-F 5- GGAGCGATTCTTGCTTTGGC-3' 55
BR-HMA2-R 5- CCTGACTTGCAATGCTTCGG-3' 52
BR-HMA4-F 5-AGCAATGCATGCTAAGAAC-3' 52
BR-HMA4-R 5-GCATCATTCACACCATCTCC-3' 95
BJ-UBQ9-F 5-GAAGACATGTTCATTGGCA-3' 45
BJ-UBQ9-F 5- ACACCTTAGTCCTAAAAGCCACCT-3' |46

Primerleri tasarlarken oncelikle, amplikasyon uzunlugunun 80 -100 baz icermesine, GC
igeriginin %45-55 araliginda olmasina ve erime sicakligi (55- 60 °C)’nin primer giftleri

arasinda farklilik géstermemesine dikkat edilmistir.

3.5.5. Yar1 Kantitatif Ters Yazihm Zincir Reaksiyonu (REALTIME PCR)

Farkli seviyelerdeki Zn konsantrasyonlartyla yetistirilen B. juncea ve B. nigra bitkilerinin
yaprak numunelerindeki ekspresyon seviyelerini belirlemek amaciyla kantitatif bir metod
olan RT-PCR kullanilmigtir. Kontrol gruplari ( Zn igermeyen) ve diger Zn seviyelerindeki

yaprak numunelerinin total RNA' larindan ¢cDNA 6rnekleri hazirlanmigtir. Bu asamadan
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sonra ¢alisma i¢in BioRad CFX96 sistemi kullanilmistir. 96 kuyucuklu plateler (BioRad)

tizerinde reaksiyonlar ger¢eklestirilmistir.

Cizelge 3.4. B. juncea ve B. nigra yaprak numunelerinin Real-Time PCR' da gen anlatim1

icin kullanilan malzemeler ve miktarlari

Kullanilan Malzemeler puL
Maxima SYBR Green/Rox gPCR Master Mix (2x) 13
Forward Primer 1
Reverse Primer 1
RNA 4
Water, nuclease-free 6
25

3.5.6. HPLC ile Glutatyon Tayini

GR miktarinin belirlenmesi amaciyla ilk olarak ekstraksiyon isleminden once cihaza
yerlestirilecek Mobilfaz igin;

11t'de 2,72 gr Potasyum dihidrojen fosfat (H.KO4P)

11t " de 2,31 gr fosforik asit (%85-%88) (H304P)

Bu iki igerik karistirilarak mobilfazA hazirlanmistir.

Hazirlanan mobilfaz ve asetenonitril (C2H3N) HPCL cihazina yerlestirilmistir.

Bu asamadan sonra  Onceden ogiitiilerek toz haline getirilen kuru agirhiktaki (50mg)
yaprak numuleri santrifiij tiiplerine alinarak, her bir numune tizerine 1 It' ye tamamlanmis
olan 8 ml HCI (%37'lik) karisimindan her bir numuneye 1ml ilave edilerek, 4 °C' de
14.000 g ' de 10 dk santrifiij edildi ve elde edilen GR miktarinin belirlenmesi igin
numuneler viallere aktarildi. Bununla beraber, ilk numune olarak 200 ppm ' lik bir
glutatyon standardi hazirlandi. Daha sonra numuneler Agilent 1260 model HPLC Cihazina
yerlestirildi.

3.5.7. Toplam Fenolik Bilesen Miktarimin Belirlenmesi
3.5.7.1. Cozeltilerin Hazirlanmasi

a. % 7.5’lik Na2CO3 ¢ozeltisi: 7.5 g Na2CO3 100 mL’lik balon jojeye konuldu ve distile

su yardimiyla ¢oziilme isleminden sonra hacmi distile su ile 100 mL’ye tamamlandi.

29



b. Folin alindig1 sekilde kullanildi.

Fenoliktayini icin 100 mg kurutulmus ve oOgiitiilmiis B. juncea ve B. nigra yaprak
numuneleri hassas terazi ile tartilarak erlenlere alindi. Uzerine 30 ml (%70 'lik) metanol
eklenerek erlenlerin agzi aliminyum folyo ile kapatildi. 20 dk boyunca 27°C ' de
ultrasonik banyoda ekstrakte edildi.Karisim beyaz bant siizgeg kagidinda siiziilerek deney
tiiptine alindi.

Karigimin {izerine fenolik i¢in 4.5 ml saf su ,4 ml sodyum karbonat ve 0.5 ml folin
eklenerek 1 saat oda sicakliginda bekletildi. Daha sonra Uv Spektrafotometre cihazi ile

765 nm boyunda 6lglimlerle fenolik miktarlari belirlendi.

3.5.7.2. Toplam Flavonoid Bilesen Miktarinin Belirlenmesi

3.5.7.2.1. Cozeltilerin Hazirlanmasi

a.Sodyum nitrit ¢ozeltisi hazirlamak icim 5grNaNO2 100 mL’lik balon jojeye konuldu ve
distile su yardimiyla ¢oziilme isleminden sonra hacmi distile su ile 100 mL’ye tamamlandi

b.Sodyum hidrroksit ¢ozeltisi hazirlamak i¢indgr NaOH 100 mL’lik balon jojeye konuldu
ve distile su yardimiyla ¢oziilme isleminden sonra hacmi distile su ile 100 mL’ye
tamamlandi

c.Aleminum kloriir ¢ozeltisi hazirlamak i¢cin 10 gr AICLz 100 mL’lik balon jojeye
konuldu ve distile su yardimiyla ¢6ziilme isleminden sonra hacmi distile su ile 100 mL’ye
tamamlandi.

Flovanoid tayini icin dnceden kurutulmus ve 6giitiilmiis B. juncea ve B. nigra yaprak
numuneleri hassas terazi ile 100 mg tartilarak erlene aktarildi. Uzerine 30 ml metanol
(%70 ' lik) eklendi. Erlenlerin agz aliiminyum folyo ile kapatilarak 20 dk boyunca 27° C
sicaklikta ultrasonik banyodaekstrakte edildi. Daha sonra karigim filtre kagidinda stizllerek
deney tiiptinealindi. Siiziilen karigimin tizerine 4 ml saf su,0.3 ml sodyum nitrat
eklendikten sonra 6rnekler 6 dakika oda sicakliginda bekletildi. Daha sonra tzerine 0,3 mli
aleminyum kloriir,4 ml sodyum hidrroksit ve 0.4 ml distile su eklenerek 10 ml tamamlandi
Bu asamadan sonra 6rnekler agz1 kapali bir sekilde 15 dk karanlik bir ortamda bekletildi ve

Uv Spektrafotometrede 510 nm boyunda 6l¢timlerle flovanoid miktarlari belirlendi.
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4. BULGULAR

4.1. Bitkide Biriken Agir Metal Miktar1

B. juncea ve B. nigra bitki numunelerinin her birine 200" er ml ZnSO4 ¢dzeltisi hafta da
ic glin olmakla birlikte iki hafta boyunca uygulanmistir. Bu siire sonunda her iki bitki tiirii
i¢in de yapilan agir metal uygulamasinda, kontrol bitkileri (0 tM) ile agir metal uygulanan
(25 uM, 50 pM, 100 pM, 200 pM, 500 uM) deney bitkileri arasinda morfolojik olarak

herhangi bir fark gézlenmemistir.

—r.

Sekil 4.1. 15 giin boyunca ZnSO4 uygulamasi yapilan B. nigra bitkisinin farkli ZnSO4 (0
UM, 25 uM, 50 uM, 100 uM, 200 uM, 500 uM) seviyelerinde ki gorinimi.

Sekil 4.2. 15 giin boyunca Zn uygulamasi yapilan B. juncea tomcat bitkisinin farkli ZnSO4
(0 uM, 25 pM, 50 uM, 100 uM, 200 pM, 500 uM) seviyelerinde ki gérinimd.
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Gizelge4.1. Kontrol grubu ve farkli Zn derisimleri uygulanan B. juncea' nin yaprak ve
koklerinde biriken Zn miktar1 (ort.Zn +SH) (ug/gkuru agirlik)

Tur Metal Yaprak Kok
Konsantrasyonlari

Brassica juncea 0 uM 1,86 +0,0457 3,31 +£0,1213
Brassica juncea 25 uM 3,33 £0,1940 3,34 £0,0447
Brassica juncea 50 uM 24,62 +£0,0722 24,62 + 0,8425
Brassica juncea 100 pM 18,37 £ 0,1481 18,37 + 0,9046
Brassica juncea 200 uM 27,36 £ 0,1462 27,36 £ 1,2744
Brassica juncea 500 uM 26,57 £ 0,1193 26,57 £ 00,9280

Gizelge 4.2. Kontrol grubu ve farkli Zn derisimleri uygulanan B. nigra' nin yaprak ve
koklerinde biriken Zn miktar1 (ort.Zn +SH) (ug/gkuru agirlik)

Tur - o Yaprak (ppm) Kok (ppm)
Konsantrasyonu

Brassica nigra 0uM 3,367 8,7934
Brassica nigra 25 uM 4,3085 12,0148
Brassica nigra 50 uM 5,3116 16, 1154
Brassica nigra 100 uM 3, 9823 17,0198
Brassica nigra 200 uM 3,9445 19, 3368
Brassica nigra 500 uM 2, 8973 28, 161
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4.2. Agir Metal Uygulamasi Yapilan Bitkilerde Anlatim1 Degisen Genlerin

Tanimlanmasi Ve Belirlenmesi

4.2.1. Brassica juncea Bitkisinden Total RNA Izolasyonu

Cizelge 4.3. 15giin boyunca farkli seviyelerde ZnSO4 ¢ozeltisi B. juncea tamcot ve B.

nigra bitkilerine uygulanarak kok ve yaprak dokularindan, total RNA izolasyonu

B. juncea tamcot

10 gun boyunca ZnSO4 muamelesi | A260 | A280 | A260/A280 | g/ul
B. juncea tamcot OuM (kontrol) 0,482 |0,242 |1,99 19,3
B. juncea tamcot 25 uM 0,223 |0,105 | 2,11 8,6
B. juncea tamcot 50uM 4,401 |2,144 | 2,05 176,0
B. juncea tamcot 100 uM 0,750 |0,360 |2,09 30,0
B. juncea tamcot 200 uM 1,561 |0,745 |2,10 62,4
B. juncea tamcot 500 uM 1,427 0,692 | 2,06 57,1
B. nigra

10 giin boyunca ZnSO4 muamelesi | A260 | A280 | A260/A280 | g/ul
B.nigra 0 (kontrol) 1,085 |0,538 |2,01 43,6
B. nigra 25 uM 0,018 | 0,007 |2,43 0,7
B. nigra 50uM 0,669 |[0,339 |1,97 26,8
B. nigra 100uM 0,042 0,021 | 2,00 1,7
B. nigra 200 pM 2,751 | 1,35 | 2,03 110,0
B. nigra 500 pM 0,661 |0,318 | 2,08 26,4

Izolasyon RNA izolasyon kiti kullanilarak yapilmistir ve Izolasyonu takiben NanoDrop

spektrofotometresinde  yapilan  6l¢iimler

ile

(OD260/0D280) 1,80 ile 2,2 arasinda saptanmustir.

total

RNA’larin

saflik  miktarlari
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4.2.2. Kantitatif Gercek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR)
deney grubunda gen ekspresyon seviyesinde degisiklikleri tespit etmek icin RT-PCR

uygulanmstir.

4
3
2
1
0 T T T T T
1 2 3 4 5 6

Sekil 4.3. B. nigra bitkisinin R-T PCR analizine gore; yatay dizlemde 1= 0uM, 2= 25 uM, 3= 50
pM, 4= 100 pM, 5= 200 puM, 6= 500 puM; dikey diuzlemde HMAZ2 genininekspresyon seviyesi

R-T PCR analizine gore B. nigra bitkisinin 0 pM, 25 puM, 100 pM ve 500 pM' da anlaml
derecede bir artis goriilmezken 50 pM ve 200 pM ' da anlaml bir artis gézlenmis ve
ekspresyon seviyesinin en yiksek oldugu ZnSO4 seviyesi 200 uM' dir.
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Sekil.4.4. Sekil 4.3. B. nigra bitkisinin R-T PCR analizine gore; yatay duzlemde 1=
OuM, 2= 25 uM, 3=50 uM, 4= 100 uM, 5= 200 pM, 6= 500 uM; dikey diizlemde HMA4

genininekspresyon seviyesi

B. nigra bitkisinin R-T PCR analizinde (HMA4) 'de 0 uM, 25 pM, 50 uM ve 100 uM' da
anlamli derecede bir farklilk goriilmezken 200 puM ve 500 puM ' da ekspresyon

seviyesinde anlamli bir artiy gdzlenmistir. Ekspresyon seviyesinin en yiiksek oldugu
ZnS0O4 500 uM' dir.

9

8

-
5 T
4
3
2
N
0 T T T T T
1 2 3 4 5 6

Sekil.4.5. Sekil 4.3. B. juncea bitkisinin R-T PCR analizine gore; yatay diizlemde 1= OpuM, 2= 25
pM, 3= 50 pM, 4= 100 puM, 5= 200 uM, 6= 500 pM; dikey dizlemde HMAZ2 geninin ekspresyon

seviyesi
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R-T PCR analizine gore B. juncea' da HMA2 geninin ekspresyonu 0 uM , 25 pM , 500
MM' da anlamli derecede bir artis gbzlenmezken 50 uM , 100 uM , 200 uM' da ekspresyon
seviyesinin arttig1 gézlenmistir. Ayrica ekspresyon seviyesi 50 UM’ da artmaya baslamis ve

200 uM' dan sonra azalmustir.

14

12

10

-
6 T -
4
2
0 T T T T T T
1 2 3 4 5 6 7

Sekil4.6. Sekil 4.3. B. juncea bitkisinin Real Time PCR analizine gore; yatay dizlemde
1= 0uM, 2= 25 uM, 3= 50 pM, 4= 100 pM, 5= 200 puM, 6= 500 uM; dikey dizlemde

HMAA4genininekspresyon seviyesi

R-T PCR analizine gore B. juncea' da HMA4 geninin ekspresyonunda 50 uM' da anlaml
derecede bir artis gozlenirken diger ZnSOs seviyelerinde bir artis goriilmedigi ve

ekspresyon seviyesinin birbirine yakin oldugu gozlemlenmistir.
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4.2.3.HPLC Ile Glutatyon Tayini

mAU? ;‘ 4
50 * 4
40 *
30 *
20 *

101

T T B e L B S R A B T A EE S e B
0 2 4 6 8 1 1 1 1 1 min

RetTime Type Area Amt/Area Amount Grp Name
[min] [MAU*s] [ppm]

------- s
4.636 MM 1933.34167 7.51396 1.45271e4  Glutatyon
Totals : 1.45271e4

Sekil 4.7. B. juncea (Zn) 0 uM soliisyonda glutatyon miktar1 ppm cinsinden hesaplanmustir
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mAU] 4 2‘768

50j
40j
30j

ZOj

[V e——

Q 2 4 6 8 1 1 1 1 1

RetTime Type Area Amt/Area Amount Grp Name
[min] [MAU*s] [ppm]

------- R S HeP
4.644 MM 2676.83984 7.51396 1.41629¢4 Glutatyon

Totals : 1.41629e4

Sekil 4.8. B. juncea (Zn) 25uM soliisyondaki glutatyon miktar1 ppm cinsinden hesaplanmistir

38




mAQ 3 &
50 *
40 f
30 f
20 *

10j

RetTime Type Area Amt/Area Amount Grp Name
[min] [MAU*s] [ppm]

------- | — T
4633 MM 1984.82764 7.51396 1.49139%e4  Glutatyon
Totals : 1.49139%e4

Sekil 4.9. B. juncea 50um Zn soliisyondaki glutatyon miktari ppm cinsinden hesaplanmistir
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mAUé p &
50 * 1
40 ’:
30 ’:
20 ’

107

Q 2 4 6 8 1 1 1 1 1

RetTime Type Area Amt/Area Amount Grp Name
[min] [MAU*s] [ppm]

------- L
4.641 MM 2223.67627 7.51396 1.67086e4  Glutatyon
Totals : 1.67086e4

Sekil 4.10. B. juncea 100 uM Zn solusyondaki glutatyon miktar1 ppm cinsinden hesaplanmigtir

mi
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mAU? p &3
50 ’: g
40 ’:
30 ’:
20 ’:

10 7

RetTime Type Area Amt/Area Amount Grp Name
[min] [MAU*s] [ppm]

------- - -2
4638 MM  2784.68091 7.51396 2.09240e4  Glutatyon
Totals : 2.09240e4

Sekil 4.11. B. juncea 200 uM sollisyondaki glutatyon miktari ppm cinsinden hesaplanmistir

mi
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mAU? o of
50 * q
40 *
30 *

20 7

10

Q 2 4 6 8 1 1 1 1 1

RetTime Type Area Amt/Area Amount Grp Name
[min] [mMAU*s] [Ppm]
------- e
4.639 MM  1884.87134 7.51396 2.01137e4  Glutatyon
Totals : 2.01137e4
Sekil 4.12. B. juncea 500 pM Zn soliisyondaki glutatyon miktar1 ppm cinsinden hesaplanmistir

mi
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mAU] i 1@74
] !(;Aea'
SOQ p
400:
30(}:
200:
OJUM
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 mi
RetTime Type Area Amt/Area Amount Grp Name
[min] [MAU*s] [ppm]

------- e
4632 MM  1866.73840 7.51396 1.22288e4 Glutatyon

Totals : 1.22288e4

Sekil 4.13. B. nigra OuM Zn solusyondaki glutatyon miktari, sonuglar ppm cinsinden
hesaplanmistir
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mAU] p 0
] 1 &
| (;Aea
SOQ 5
400:
30(}:
200:
oJk
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 mi
RetTime Type Area Amt/Area Amount Grp Name
[min] [MAU*s] [ppm]
------- R iy |y |
4633 MM  2626.86841 7.51396 1.40266e4 Glutatyon
Totals : 1.40266e4

Sekil 4.14. B. nigra 25 pM Zn soliisyondaki glutatyon miktari, sonuglar ppm cinsinden
hesaplanmistir
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mAU] pps“

5007

DAL
)%?n

400:
30(}:
200:
100

MW NS

0 —

Q 2 4 6 8 10 12

14

16

18

mi

RetTime Type Area Amt/Area Amount Grp Name
[min] [MAU*s] [ppm]

------- LY
4,635 MM  1931.06030 7.51396 1.45099e4 Glutatyon
Totals : 1.45099¢4

Sekil 4.15. B. nigra 50uM Zn soliisyondaki glutatyon miktari, sonuglar ppm cinsinden

hesaplanmistir

45




mAU] Il
1 : ég
] & #
500 v
400:
300:
20(}:
100: ‘
OJ:M
Q 2 4 6 8 10 12 14 16 18 mi
RetTime Type Area Amt/Area Amount Grp Name
[min] [MAU*s] [ppm]

------- e
4.635 MM  1451.58447 7.51396 1.09072e4  Glutatyon

Totals : 1.09072¢e4

Sekil 4.16. B. nigra 100uM Zn soliisyondaki glutatyon miktari, sonuglar ppm cinsinden
hesaplanmistir

46




mAU?
500: E
400:
300:

2007

100

&
A

Q 2 4 6 8 10 12 14 16 18 mi
RetTime Type Area Amt/Area Amount Grp Name
[min] [MAU*s] [ppm]

------- e
4637 MM  1910.33606 7.51396 1.43542e4  Glutatyon

Totals : 1.43542¢4

Sekil 4.17. B. nigra 200uM Zn soliisyondaki glutatyon miktari, sonuglar ppm cinsinden
hesaplanmistir
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mAU]

D0 3

5007

DL

4007
300

2007

i
] UM
O; — -

Q 2 4 6 8 10 12

mi

RetTime Type Area Amt/Area Amount Grp Name
[min] [MAU*s] [ppm]

------- L
4.637 MM 1627.47046 7.51396 1.97382e4 Glutatyon

Totals : 1.97382e4

Sekil 4.18. B. nigra 500uM Zn soliisyondaki glutatyon miktari, sonuglar ppm cinsinden

hesaplanmistir

48




Cizelge 4.4. Farkl1 Zn derisimleri uygulanan ve B. juncea' nin ort. glutatyon miktari

(ort.£SH) (Mo/g)

Derisim B.juncea ort. glutatyon
(Mg/g)+SH

0uM 1.45 £ 0,0850
25 UM 1.41 £ 0,1006
50 uM 1.49 + 0,907
100 uM 1.67 £0,9373
200 uM 2.09 £ 0,1205
500 uM 2.01 +0,0953

Agir metal konsantrasyonu glutatyon miktariyla paralel olarak artis gostermistir. Bu

analizde 200puM ‘a kadar artis gozlenirken 500 uM ' dan itibaren tekrar kontrol diizeyine

inmistir.

Cizelge 4.5.

(ort.£SH)(ug/9)

Derisim | B. nigra ort. glutatyon (ug/g)£SH
ouM 1.22 +0,1873

25uM | 1.40 40,7234

50 uM 1.45 + 0,1006

100 uM | 1.09 £ 0,0964

200 uM | 1.43£0,0750

500 pM 1.97 £ 0,4041

Farkli Zn derisimleri uygulanan B. nigra’ nin ort. glutatyon miktar
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4.2.4. Toplam Fenolik BilesenMiktar1

Cizelge 4.6. Farkli Zn derisimleri uygulanan B. juncea' da ort. toplam fenolik madde
miktar1 (ort.£SH)

Konsantrasyon Miktar

Zn (M)

0 puM 0,38 £ 0,0189 mg GA/ g
25 uM 0,58 + 0,0009mg GA/ g
50 uM 0,47 £ 0,0011 mg GA/ g
100 uM 0,49 + 0,0006 mg GA/ g
200 uM 0,56 + 0,0002 mg GA/ g
500 uM 0,55 + 0,0010 mg GA/ g

Cizelge 4.7. Farkli Zn derisimleri uygulanan B. nigra’ da ort. toplam fenolik madde miktari
(ort.xSH)

Konsantrasyon Miktar

Zn (UM)

ouM 0,33 +£0,0119 mg GA/ g
25 UM 0,54 £ 0,3038 mg GA/ ¢
50 uM 0,45+ 0,0419 mg GA/ ¢
100 uM 0,49 £ 0,0456 mg GA/ ¢
200 pM 0,50 £ 0,0488 mg GA/ g
500 uM 0,37 £0,0247 mg GA/ g




4.2.5.Toplam Flovanoid Miktari

Cizelge 4.8. B. juncea flovanoid miktarlari

Konsantrasyon Miktar

Zn (UM)

OuM 0,05 £ 0, 0036 mg EK/g
25 UM 0,07 £ 0,0042 mg EK/g
50 uM 0,07 £ 0,0046 mg EK/g
100 puM 0,07 £ 0036 mg EK/g
200 pM 0,06 £ 0053 mg EK/g
500 uM 0,08 £+ 0,0039 mg EK/g

Cizelge 4.9. B. nigra flovanoid miktarlari

Konsantrasyon Miktar

Zn (UM)

0 puM 0,03 + 0,0163 mg EK/g
25 UM 0,02 £0,002152 mg EK/g
50 uM 0,04 + 0,0011 mg EK/g
100 uM 0,04 £ 0,0022 mg EK/g
200 uM 0,05 + 0,0037 mg EK/g
500 uM 0,03 + 0,0045 mg EK/g
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5. TARTISMA VE SONUC

Yogunlugu 5 gr' in iizerinde olan metaller agir metal olarak tanimlanmaktadir ve [Zn
(7.1g/cm3)] bir agir metaldir.

Giliniimiizde, ekosistemlerin toprak, su ve hava gibi ortamlarinda yaygin bir sekilde
birikmeye baslayan agir metaller cesitli antropolojik nedenlerle c¢evreye yayilmakta ve
Diinya yiizeyindeki tiim organizmalarin yasamini tehdit eden 6nemli bir ¢evre sorunu
halini almistir. Agir metal biriktiren tlrler B. nigra ve B. juncea, agir metal ile kirlenmis
topraklarin aritimi igin olasi kullanimi nedeniyle dikkat ¢ekmistir [90]. B. juncea ve B.
nigra gibi akiimulator bitki turleri, bitki blnyesindeki fotosentez, solunum, buyime ve
gelisme gibi bir ¢ok metabolik olaylar tizerinde toksik etki olusturan metalleri genetik
olarak biinyelerinde biriktirme potansiyeline sahiptirler. Bu tir akimilator bitkiler, agir
metalle kirletilmis toprak, su ya da havanin bitkiler tarafindan iyilestirilmesini saglayan
fitoremediasyon  teknolojisinin  gelismesini  saglamigtir.  Mevcut  remediasyon
teknolojilerinin  gelistirilmesi bakimindan, bitkilerde agir metal akiimiilasyonu ve
toleransinin molekiiler mekanizmasi hakkindaki bilgilerin artmasi son derece dnemlidir
[29]. Son zamanlarda arastirmacilar Zn metalinin fitoremediasyonu i¢in Hindistan
hardalini (B. juncea (L. Czern) kullanmaktadirlar.

Bu tez calismasinda Brassicaceae familyasina ait B. juncea ve B. nigra bitkilerinin kok ve
yapraklarinda Zn agir metal akiimiilayonu ve toleransinin molekiiler mekanizmasina katki
saglamak ve fitoremediasyon teknolojisinde ki rolii aragtirillmistir. Farkli seviyelerde Zn ile
uyarilan 6nemli genlerin; ATPaz' larin (HMA2 ve HMA4) R-T PCR ile gen ekspresyonu
yaparak metal tasiniminda ki rolii ve metal stresine yol agan reaktif oksijen turlerinin
neden oldugu zararlar1 6nlemek igin, bitkinin savunma mekanizmasinda rol oynayan ve
onemli antioksidanlar olarak bilinen glutatyon, fenolik ve flavonoid bilesenlerin miktarlar
belirlenerek metal akiimiilasyonu ile olan baglantisi anlasilmaya ¢alisilmistir.

B.nigra ve B.juncea tiirleri, hizli biiyliyen, biiylik biyokiitle potansiyeli olan ve yiiksek
oranda metal biriktirme yeteneklerine sahip tiirlerdir. Bu sebepten dolayr bu bitkiler,
fitoremediasyon ve fitoekstraksiyon i¢in en uygun aday olarak tercih edilmistir. Elde edilen
bu veriler dogrultusunda metal alinimi, taginimi ve birikiminin anlagilmasi1 saglanarak
fitoremediyasyon kapasitesi yiiksek transgenik bitkilerin gelistirilmesi mimkin olabilir
[91].
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B. juncea agir metalleri akiimiile etme ve toprak istiindeki dokulara tasima yetenegine
sahiptir [86].

B. juncea sahip oldugu yiiksek biyokiitle nedeniyle (diger hiperakiimiilatorlere gore en
azindan 10 kat daha fazla), agir metalle kirlenmis topraklarda bile hizla biiyiiyebilen bir
bitkidir. Gelismis bir kok sistemine sahip olan bu bitki 6zellikle Pb, Cd ve Zn gibi agir
metalleri akiimiile etme yetenegine sahiptir [92]. Ozellikle agir metallerin bitkilerde
akiimiilasyonu ve toleransiyla ilgili molekiiler mekanizmalarin detayli olarak
aydinlatilmasi son derece 6nemlidir [93]. Brassicaceae familyasina ait A. halleri, Thlaspi
caerulescens, B. juncea ve B. napus gibi akiimiilator bitkiler bu mekanizmalarin
aydinlatilmasinda model bitki olarak kullanilmakta ve birgok ¢alismada yer almaktadir [94,
95].

Ancak 6nemli bir yag bitkisi olan ve agir metallere karsi tolerans gosteren B. nigra ile ilgili
detayli molekiiler ¢alismalara literatiirde rastlanmamustir. Ulkemizde Dogu Anadolu bakir
maden yataklarinda yasamaya adapte olmus B. nigra’nin, agir metal toleransi yetenegiyle
ilgili az sayida fizyolojik ¢aligma bulunmaktadir. B. nigra agir metallere kars1 toleransli bir
tir olup agir metalleri 6zellikle kokte depolama yetenegine sahiptir [96]. Farkli Zn
seviyelerinde yetistirilen B. juncea ve B. nigra bitki turlerinin metal alim ve birikim
mekanizmasi i¢in; hasat edilen bitkiler metal tayini yapilmustir.

B. juncea tamcot bitki tiirline uygulanan agir metal uygulamasinda kontrol bitkilerinin
yaprak ve koklerinde iz miktarda Zn saptanmustir. B. juncea bitki tiiriiniin yapraklarinda
kontrol grubuna gore artis gézlenmis ve ekspresyon seviyesi 50 uM- 100 puM" a kadar
yiikseldikten sonra Zn inhibe edilmistir. Kok numunelerinde ise yine kontrol grubunda Zn'
ye rastlanmistir. Metal birkiminin en fazla oldugu Zn seviyesi 200 uM ' dir. B. juncea bitki
tirindn yaprak ve kok kisimlarinda metal alim kapasitelerini karsilastirdigimizda metal
taginiminin yapraklara dogru azaldigi ve Zn icin koklerde daha fazla birikim gosterdigi
tespit edilmistir.

Agir metaller; B. juncea, B. nigra Koch, B. campestris L., B.napus L. ve B. oleracea L
dahil olmak iizere, metalleri tolere etme ve biriktirme yetenekleri agisindan Brassicaceae
familyasindan yiiksek biiyime hizina sahip bitkileri incelemistir [97]. Brassicaceae
familyasindan incelenen tiim bitkiler metalleri biriktirmesine ragmen B. juncea Cr, Cd ve

Zn'yi biriktirme ve tagima kabiliyetlerine gore en yiiksek yetenegi gostermektedir.
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B. nigra bitki tiiriiniin yapraklarinda 0 kontrol grubuna gore c¢ok kiiciik degisiklikler
saptanmistir. Fakat koklerde 50 uM ve (zerinde 0 kontrol grubuna gére 6nemli artiglar
meydana gelmistir. Her iki uygulamada da bitkinin farkli kisimlarinda akiimiile edilen
metal miktarlarina bakildiginda, en fazla miktarin kokte saptandigi, yapraklarda ise kokte
akiimiile olan metal miktarindan daha azdir. Ayrica B. nigra ' nin metal aliminin en yiiksek
oldugu seviye 500 uM ' dir.

B. nigra agir metallere karsi toleranshi bir tiir olup agir metalleri 6zellikle kokte depolama
yetenegine sahiptir.

B. juncea ve B. nigra bitkilerinin R-T PCR ile gen ekspresyonu yapilarak metal ATPaz'
larin (HMA2 -HMAA4) rolii arastirilmustir.

HMAZ2 geninin B.nigra bitkisinde RT- PCR sonuglarina gore; 0 puM, 25 pM, 100 uM ve
500 UM seviyelerinde anlamli bir artis gézlenmezken 50uM ZnSO4 ve 200uM ZnSO4
ekspresyon seviyesinde anlamli bir artis gézlenmistir. Farkli Zn seviyelerinde ki B.nigra
yaprak numunelerinde ekspresyon seviyesinin en anlamli artisin 200 UM seviyesinde
oldugu tespit edilmistir. HMAA4 geninin B. nigra bitkisinde R-T PCR sonuglarina gore;

0 UM, 25 uM, 50 pM, 100 pM ve 200 uM' daki ekspresyon seviyeleri anlamli ve birbirine
yakinlik gosterirken, 500 pM' daki ekspresyon seviyesi anlamli derecede bir artig
gostermistir. B. nigra yaprak numunelerinde HMAA4 geni ile en uyumlu seviyenin 500 pM
ZnS04 oldugu tespit edilmistir.

HMAZ2 geninin B. juncea bitkisinde R-T PCR sonuglarina gore; HMAZ2 geninin
ekspresyonu OpM, 25 uM ve 500 uM' da anlamli derecede bir artis gézlenmezken 50 uM,
100 uM ve 500 pM' da anlamli derecede ekspresyon seviyesinin arttigi gézlenmistir.
Ancak B. juncea yaprak numunlerinde HMAZ2 geni ile en uyumlu seviyenin 100puM
ZnS04 oldugu tespit edilmistir.

HMA4geninin B. juncea bitkisinde RT- PCR sonuglarina gére; gore 50 uM' da anlamli
derecede ekspresyon seviyesinin arttigr goriiliirken diger Zn seviyelerinin birbirine
yakinlik gosterdigi gozlenmistir. Ancak anlamli derecede olmasa da 100 uM ' dan sonra
ekspresyon seviyesinde bir azalma gozlenmistir. Bu sonuglara gore 50 uM go6zlemlenen
HMA4 geni ile iligkili en uygun seviye oldugu tespit edilmistir.

HMAA4, Brassicaceae'deki metal akimilator tesislerinde Zn ve Cd toleransinin ana

belirleyicisi olarak gériinmektedir [98].
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AtHMA2 ve AtHMA4’lin temel gorevleri, ksileme ¢inko iyonlarmin tasinmasin
saglamaktir. Ayrica kadminyum iyonlarina karsi onemli bir afiniteye sahiptirler ve
koklerden kendi translokasyonunu yiritmeleri mimkindur.

HMA4 geni en yiiksek ekspresyon seviyesi B. juncea ' da 50 uM, B. nigra ' da ise 500 pM'
dir.

Ozellikle Arabidopsis bitkilerinde yapilan genom analizleri ile, HMA1-4’iin Zn, Co, Cd ve
Pb tasimimi ve diger grubu olan HMAS-8’in ise Cu ve Ag tasinimindan sorumlu oldugu
gosterilmistir [99].

' nin

Bu iki bitki tlirinin HMA4 geni i¢in karsilagtirilmasi yapildiginda B. juncea
yapraklarinda daha fazla Zn birikimi oldugu ve B. nigra ' ya gore ekspresyon seviyesinin
daha yiiksek oldugu tespit edilmistir.

HMAZ2 geni en yuksek ekspresyon seviyesi B. juncea’ da 100 uM, B. nigra' da ise 50 uM
ve 200 uM' dur.

Bu iki bitki tirinin HMA2 geni i¢in karsilastirilmasi yapildiginda eskpresyon
seviyelerinde anlamli bir farklilik goézlenmezken, yapraktaki ZnSO4 birikimlerinin
birbirine yakin oldugu tespit edilmistir.

Bu c¢alismada Brassicaceae familyasindaki yiiksek metal biriktirme potansiyeline sahip
metale karsi toleransh bitki olan B.juncea ve metal akimilator bitki olan B.nigra’nin
yaprak ve koklerinde Zn birikimi tespit edilerek bu bitki turlerinin fitoremediasyon
teknolojisine yaklasimi arastirilmistir. Eldeki veriler dahilinde B, juncea' da Zn birikimi en
fazla koklerde (200 pM ZnS0a) tespit edilmistir. B. nigra' da ise en fazla Zn birikiminin
goriildiigli konsantrasyon seviyesi 500 uM olmakla birlikte koklerde tespit edilmistir.
Ayrica. B.nigra ve B.juncea’nin yaprak ve koklerinde agir metal ATPazlarin (HMAZ2,
HMA4) metale kars1 anlatim1 Realtime PCR ile tespit edilerek HMAZ2 geninin en yiksek
anlatimmin oldugu B. juncea (100 uM) ve B. nigra (200 uM) 'da anlamli bir yakinlik
gosterdigi tespit edilmistir. HMA4 genininde ekspresyon seviyesinin en yiiksek oldugu B.
juncea’ da 500 uM ' dir ve B. nigra’ nin ekspresyon seviyesinden daha yiiksek oldugu
tespit edilmistir.Bu arastirmaya gore bu genlerin ekspresyon seviyeleri B. juncea ve
B.nigra' da farklilik gostermektedir. B. nigra akimilator bitki de ekspresyon seviyesi 200
uM' dan (HMA2) ve 500 uM' a (HMAZ2) kadar yiikselmistir. Fakat B. juncea tolerant
bitkide bu genlerin ekspresyonu 50 uM' dan 100 uM' a kadar yiikselmis ve Zn’nin yuksek

seviyelerinde inhibe edilmistir. Bu sonuclara gére B. nigra’ nin Zn akkumulasyon
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mekanizmasi B. juncea' dan degisiklik gosterdigi tespit edilmistir. B. juncea' da degisik
tastyicilarin yiiksek Zn seviyelerinde devreye girdigi goriilmektedir. Ileri ki calismalarda
daha detayli arastirmalar ile B. juncea' da rol oynayan degisik tasiyicilarin gorevleri tespit
edilerek agir metal tasinim mekanizmasina katki saglanacaktir. Ayrica fitoremediasyon
icin aday tdrler olan B. juncea ve B. nigra bitkilerinin kirlenmis topraklarda yetistirilmesi
ile tohumlarindan yag {iiretilebilir ve biyoyakit iiretimide dahil olmak {izere ¢esitli amaglar

i¢cin sanayide kullanilabilir.
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