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OZET

Bu ¢alisma, akimulator bitki B. nigra L. (siyah hardal) ve tolerans bitki B. juncea L.' da
(kahverengi hardal) bakira karsi indiiklenen genlerin anlatim profillerini arastirmak igin
yirlitilmistir. Bu baglamda, farkli Cu seviyelerinde (0,25,50,100,200,500,1000 pM)
yetistirilen her iki bitkide agir metal tasiyict ATPaz' larin (HMA1, HMA3) gen anlatim
profili arastirilmistir. Bitki tiirlerinin kok ve yapraklarinda biriken Cu miktari, Atomik
Absorbsiyon Spektrofotometre (AAS) teknigi kullanilarak tespit edilmistir. Her iki tiirlin
yapraklarinda HMA1 ve HMA3 anlatim profilleri R-T qPCR kullanilarak analiz edilmistir.
Ek olarak, bu iki bitki tiirlerinde glutatyon, fenolik icerik ve flavonoid miktari da
aragtirtlmistir. Veriler, her iki tlrin yapraklarinda HMA1 ve HMA3 anlatiminin, artan Cu
seviyelerine bagli olarak 50 uM ile 100 uM' ye kadar kademeli bir sekilde arttig1 ve daha
yuksek Cu seviyeleri uygulanan (100 uM Cu UGzerinde) her iki tirde ise bu iki genin
anlatim seviyesinin yavas yavas azaldigini gostermektedir. Bu da metal birikim ve
toleranstan sorumlu tek tasiyict bu metal ATPaz' larin olmadigini, bunlarla birlikte metal
birikim ve toleransina baska bazi faktorlerinde katildigin1 gostermektedir. Biyoinformatik
analizlerden, Brassica spp. HMA1-HMAA4' iin metal tasiniminda 6nemli bir rol oynadigini
anlasilmaktadir. Bu nedenle birka¢ metal ATPaz ve diger metal tasiyicilar arasinda 6nemli
bir etkilesimin oldugu ve boylece farkli Cu seviyelerinde yetistirilen bu bitki tiirlerinde

glutatyon miktar1 da analiz edilmistir. Ozellikle B. juncea L.'" da glutatyon birikim



profilinin, bu metal ATPaz' larin anlatim profiline benzer oldugu gézlenmistir. Flavonoid
ve fenolik bilesiklerin birikim profilleri, farkli Cu seviyeleri uygulanan bu bitki turlerinde
farklilik gostermistir. Bu tez ¢alisma sonuglari, Brassica spp.' de Cu' nun birikim ve

detoksifikasyon mekanizmasinin anlasilmasina 6nemli bir katki saglayacaktir.
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ABSTRACT

This study was carried out to analyse the Cu induced gene expression in accumulator plant
B. nigra L. (black mustard) and tolerant plant B. juncea L. (brown mustard). In this
connection, the gene expression pattern of metal ATPases (HMALl, HMAS3) were
investigated in both plant species grown at different Cu levels (0,25,50,100,200,500,1000
puM). Cu accumulation in root and leaves of these plants were detected using Atomic
Absorption Spectrophotometer (AAS). HMA1 and HMA3 expression levels in the leaves
of both plant species were analyzed using R-T gPCR. In addition the amount of
glutathione, flavonoids and phenolic compounds were also analyzed. Data show that
HMAL and HMA3 expression in the leaf samples were gradually increased with increase
in metal levels in plants till 50 uM to 100 uM and then expression level gradually drops in
the leaves when plants were subjected to high metal comcentration (above 100 uM Cu).
This indicate that metal ATPases are not the only transporters responsible in metal
accumulation and tolerance but there are some other factors (possibly other metal
transporters) involved in metal accumulation and tolerance. Bioinformatic analyses showed
that HMA1-HMA4 play an important role in metal transport in Brassica spp. Therefore,
studies showed a significant interaction between several metal ATPases and other metal
transporters and thus the amount of glutathione were analyzed in these plant species grown

at different Cu levels. The glutathion accumulation pattern resembled to the expression



pattern of metal ATPases. Especially in B. juncea L. The accumulation pattern of other
flavonoids and phenolic compoundsvaries in the plants subjected to different Cu levels.
The results of this thesis will provide an important information in understanding the the

accumulation and detoxification mechanisim of Cu in Brassica spp.
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TESEKKUR
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bilgi ve deneyimini esirgemeyen, her konuda yon veren tanimaktan ve birlikte calismaktan
her zaman kivang duydugum degerli danisman hocam Prof. Dr. Abdiilrezzak MEMON' a

bana ayirdig1 degerli zamani ve sagladigi destek i¢in sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Tez calismam siirecinde laboratuvarda deneysel calismalarim ve analizlerimde katkisini ve
yardimm esirgemeyen degerli hocam Dr. Ogr. Uyesi Ibrahim BULDUK' a tesekkiirii borg

bilirim.

Arastirmamin laboratuvar asamasmin bir kismin1 gergeklestirdigimiz Izmir Biyotip ve
Genom Merkezi' nde (IBG), RNA miktar tayini i¢cin Nanodrop ve Real Time PCR
cihazinin kullanimina yardimeci olan IBG' de doktora dgrencisi olan, Muhammed MEMON'

a destek ve yardimlarindan dolay1 tesekkiir ederim.

Aragtirmamizi, maddi olarak 2017/TP042 no’ lu proje ile destekleyen Usak Universitesi
Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi' ne (UBAP) tesekkiir ederim. Ayni
zamanda Fen Edebiyat Fakiiltesi ve Fen Bilimleri Enstitlisii ¢alisanlarina tiim

yardimlarindan dolayi tesekkiir ederim.

En 6zel tesekkiirlerimi ise hayatimin her asamasinda oldugu gibi, bu 6nemli asamasinda da
beni yalniz birakmayarak bugiinlere gelmem de kuskusuz en biiyiik paya sahip olan, her
zaman siikiir ettigim 1iyi ki var dedigim annem Zuhal MERAKLI, babam Hasan MERAKLI

ve birtanecik ablam Selin MERAKLI' ya sonsuz tesekkiirlerimi ve sevgilerimi sunarim.
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1. GIRIS

Giliniimiizde kiiresel bir problem haline gelen g¢evre kirliligi, giderek yayginlasan
onemli bir sorunu teskil etmektedir. Ozellikle son yiizyilda diinyada ¢arpik kentlesme,
niifus artigi, gelisen sanayi ve teknoloji sonucu kirlenmis toprak ve sulak alanlarin
cogalmasi ile birlikte cevre kirliligi seviyesi de her gegen giin hizli bir sekilde artmaya
devam etmektedir. Gelisen endiistri ve madencilik aktiviteleri sonucu olusan atiklardaki
kirleticilerin (6zellikle agir metaller) ¢evreye niifus etmesi doga ve tiim ekosistem
dengesini hizl1 bir sekilde etkilenmekte ve bunlara bagl olarak da kullanilabilir alanlarin
say1st her gegen giin azalmaktadir. Bunun ana etmenlerinden biri olan agir metaller, 6nemli
cevresel Kkirleticilerden biridir ve toksisiteleri ekolojik, evrimsel, besinsel ve cevresel
nedenlerle giderek artan 6nemli bir sorundur [1,2]. Agir metaller, ¢cevreye dogal yollardan
ya da insan faaliyetleri ile dahil olurlar [3]. Toprak erozyonu, yer kabugunun dogal
yapisinin yipranmasi, madencilik, endiistriyel atiklar, kentsel akis, atik su desarji,
mahsullere uygulanan bocek veya hastalik kontrol ajanlari ve digerleri bu kaynaklar
arasinda sayilabilir [4]. Cevreye farkli kaynaklarla salinan bazi agir metaller, esik
seviyesinin lizerinde veya daha diisiik seviyede bulunmasi farketmeksizin basta toprak
olmak (izere bircok canli organizmay: etkileyebilirler. Agir metallerin en bilyiik etkisi
biyolojik dongll boyunca toprakta yasayan bitkilerde goriilmekte olup, bitkilerin tiiketimi
araciligiyla insanlarda saglik problemlerine neden olarak giiniimiizde biiyiik bir tehlike arz
etmektedir. Bu durum, aktif olarak hareket etme yetenegi olmayan bitkilerde basta iiriin
kayb1 seklinde olmak tizere bir¢ok olumsuz etki seklinde gorilir [5]. Bitkilerdeki bu
olumsuz etkiler, metalin ¢esidine, seviyesine, bitkinin tiirline, bitkideki kimyasal, biyolojik
etkiye ve bitki aksamindaki dagilimina bagl olarak yapisal ve islevsel degisiklikler olarak
meydana gelir. Diger yandan, bitkide bazi metaller zararli etkilere neden olurken, bazi
metaller ise bitki blylme ve gelisimi i¢in temel olarak gereklidir.

Metallerin yol actig1 kirlilik ve toksisite etkisinin ortadan kaldirilmasi i¢in farkli 1slah

islemleri uygulanmakta, sonu¢ olarak toprak verimliligi arttirilmaya g¢alisilmaktadir. Bu



nedenle, ekosistemdeki metalle kirlenmis alanlarin temizlenmesi veya dogal kaynaklarla
olusabilecek kirliliklere kars1 korunabilmesi adina mevcut fiziksel, kimyasal veya biyolojik
metotlar onem tasimaktadir. Ancak uygulanan bu farkli metotlardan istenen sonuglari
almak zor olmasinin yani sira oldukg¢a maliyetlidir. Toprakta biriken toksik metal ve/veya
organik kirleticiler tarafindan olusan kirliligin bitki, alg, bakteri gibi canl
mikroorganizmalar aracilifiyla yerinde (in situ) temizlenmesini amaglamasi, ayn1 zamanda
uygulanan bir¢ok klasik yonteme kiyasla ¢evre dostu, etkili ve ucuz olmasi biyolojik
tyilestirme yontemi olan biyoremediasyonu arastirmacilar tarafindan tercih edilir kilmistir.
Biyoremediasyon, organizmalarin (mikroorganizmalar ve/veya bitkiler) kirlenmis
topraklarin iyilestirilmesi i¢in yaygin olarak kabul edilen bir toprak 1slahidir ve bu yontem
dogal siireclerle gergeklesen, uygun maliyetli bir teknoloji olarak ortaya ¢ikmistir [6].
Glinlimiiz aragtirmacilar tarafindan popiiler hale gelen, bitki kullanilarak metalle kirlenmis
alanlarin iyilestirme teknigi olan fitoremediasyon, bir biyoremediasyon yontemidir olup,
kirlenmis topraklarin temizlenmesinde bitkiden yararlanilan bir yaklasim olup,
kirleticilerin genis bir alana yayilmasini engellemesi ve bu Kirleticilerin bitkinin kok
bolgesi igerisinde tutulmasini saglamasindan dolayr uygulanabilirligi oldukga kolay bir
tekniktir [6,7].

Son yillarda giderek ilgi duyulan fitoremediasyon, inaktif ve kirletici metal
gruplarinin kirlenmis toprak veya sudan ayristirilmasi veya temizlenmesinde etkili ve ucuz
olmasi nedeniyle gii¢lii bir teknolojik ¢0zlim olarak karsimiza c¢ikarmaktadir [8]. Bu
teknoloji icin kullanilan en ideal bitki, bulundugu ortamdaki yiiksek metal miktarina
ragmen hicbir fitotoksik etki gostermeksizin yasayabilme veya toleransli olabilme,
gelismis kok sistemi, ortamdaki metali toprak iistii kisimlarina tagiyarak ylksek miktarda
biriktirebilme, hizli biiyiime ve yiiksek biyokdtle tretebilme potansiyeli gosterebilmesi
gerekmektedir [9].

Yuksek miktarda metalle kirlenmis ortamda yasayabilen, bulundugu ortamdaki
metalleri biriktirebilen veya detoksifiye edebilen, ayni zamanda fitoremediasyonda
yararlanilan bu spesifik bitkiler "hiperakiimiilator (metal biriktirici)" olarak tanimlanir
[9,10]. Normal bitkilere kiyasla bu bitkiler, hicbir toksik etki gostermeden binyesinde bir
veya birden fazla metali en az ylz kat daha fazla alabilirler veya biriktirebilirler.
Hiperakiimiilator bitkilerin bazilar1 metali blinyesinde yiiksek miktarda depolayabilirken,

bazilar1 da sadece bulunduklar1 ortama uyum saglayarak hayatta kalabilmektedir.



Gilineydogu Bolgesi' nin maden alanlarinda yapilan bir aragtirmada, bu alanin Cu florasi
incelediginde Brassicacae ailesinin bir iiyesi olan Diyarbakir ekotipine ait B. nigra L. dahil
olmak Uzere birka¢c endemik metal akimulator tir tespit edilmis, bu tiirler arasindan B.
nigra L." nin yapraklarinda yiiksek miktarda Cu (yaklasitk 700 ppm) biriktirdigi, sonug
olarak bu tur "Cu hiperakiimiilatorii" olarak bildirilmigtir [11].

Cevreye salman metalin biyolojik etkisinin indirgenmesi ve metalle kirlenmis
alanlarin temizlenmesi i¢in tanimlanan bu hiperakiimiilator bitkiler son derece 6nemlidir,
ayni zamanda fitoremediasyon verimliligi acisindan umut vaat edici adaylardir [12].
Fitoremediasyon teknigine giderek artan ilgi ile birlikte, hiperakimulator bitkilere ve
onlarin tolerans ve birikim mekanizmasi iizerine de yogun bir ilgi olmaya baslamistir. Bu
bitkiler, metal iyonunu kokten govdeye tasima, govde vakuoliinde depolama ve hiicre
duvarina baglama siirecini gergeklestirebildiginden bunlar metal birikim, tolerans ve
detoksifikasyon mekanizmasinin ¢alisma prensibinin anlasilabilmesi ve agikliga
kavusturulabilmesi ig¢in 6nemli adaylardir [13]. Ciinkii bu bitkiler sahip olduklar
translokasyon ve biyolojik birikim mekanizmasi sayesinde kok sisteminin se¢ici metal alim
kapasitesi, metal iyonunu kokten govde ve yapraklara tasiyabilme ve metali gévdenin
tamaminda indirgeyebilme 6zelligi gosterebilmekte ve bunlar fitoremediasyon igin essiz
bir sekilde kullanilabilirler [14,15].

Son yillarda molekiiler biyoloji alaninda transkriptomik, proteomik, metabolomik
gelismeler ile birlikte hiperakiimiilatorlerin metal birikim ve tolerans mekanizmasinda
ifade edilen bircok fonksiyonel gen ve bitki metal-homeostasis agina ait yiizlerce genin
tanimlanmasi basarilmistir [8,16]. Ayrica model bitki Arabidopsis thaliana' ya ait genom
projesinin tamamlanmas: ve diger bitki tiirlerinin genomunun taranmasi sonucunda metal
tolerans ve birikim streci ile ilgili bircok gen tespit edilmistir [17]. BOylece birgok
akimulator turin metal birikim ve tolerans siirecine katilan tasiyict proteinin; agir metal
ATPaz (HMA), dogal direngle iliskili makrofaj protein (NRAMP), katyon diflizyon
kolaylastirict  (CDF), cinko-demir permeazin (ZIP) vyiiksek diizeyde anlatiminin
gerceklestigi rapor edilmistir [8,18]. Diger yandan, bitkide metal tasiyici proteinler (6rn.
HMA) [8,19] ve metal baglayan bazi genlerin (0rn. metallothionein (MT), fitoselatin (PC))
anlatim1 dikkate alinarak, bunlarin metal homeostazis, detoksifikasyon, tolerans ve birikim
mekanizmas1 dahil olmak (zere hilcre i¢i birgok siirecte 6nemli rol oynadiklari

bildirilmistir [19-21]. Bitki fizyolojik ve molekiler mekanizmasimin 6nemli siireclerinde



rol oynayan genler ve onlarin gorevinin arastirilarak acgikliga kavusturulmasi,
hiperakiimiilasyon olayr hakkinda ileriki ¢aligmalara yon verilebilmesi ve
¢Oziimlenebilmesi agisindan olduk¢a dnemlidir.

Bu tez caligmasi, farkli Cu seviyelerinde yetisen B. juncea L. ve B. nigra L.
tirlerinde hiicre i¢i kompartimanlarda Cu teslimatinda ve taginiminda araci gen olarak
bilinen HMA1 ve HMA3' {in anlatim profillindeki farkliliklarin belirlenmesi amaciyla
gergeklestirilmistir. Ayrica bu bitkilerde metal tagiyicilar yani sira Cu stresine karsi hiicre
ici homeostazi ve detoksifikasyonun saglanmasinda 6nemli rol oynayan glutatyon sentez
yolaginin baslica diizenleyicisi ve fitoselatinin 6ncii maddesi olan glutatyonun anlatimi
analiz edilmistir. Ek olarak, her iki tiiriin Cu birikim kapasitesi ve farkli Cu seviyelerine

bagli olarak fenolik bilesik ve flavonoid miktar degisimi aragtirilmistir.



2. LITERATUR ARASTIRMASI

2.1. Cevresel Kirletici: Agir Metaller

Agir metaller genel anlamda; periyodik cetvelde ii¢ ve daha yukari periyotlarda
gruplandirilan, molekiiler agirligi 20 g/mol ve/veya yogunlugu 5 g/cm® ten yiiksek [22-
25], metalik 6zelliklere sahip elementler olarak tanimlanir. Dogada bakir (Cu), krom (Cr),
demir (Fe), kadmiyum (Cd), nikel (Ni), civa (Hg), ¢inko (Zn) dahil olmak iizere 60' tan
fazla metal mevcut olup [26], bunlar yapilar1 geregi karbonat, silikat, oksit ve sulfur
halinde kararli bilesik formunda veya silikatlar gibi ¢esitli kimyasal bilesikler icerisinde
bagli halde bulunurlar [27].

Bu deyim son yillarda gevre kirliligine bagl olarak alict ortamda olumsuz etkilere
neden olan unsurlari tanimlamak igin siklikla kullanilmaktadir [28]. Giinimuzde birgok
alanda sik¢a kullanim1 yani sira tehlikeli 6zellik gostermelerinden dolay: 6zellikle ekolojik
etkisi agisindan 6nemli olan metaller bu nedenle dogal dengenin bozulmasina sebebiyet
veren birgok etmen arasinda hemen hemen ilk sirayr alirlar.

Agir metaller cevreye dogal siire¢ ya da insanlarin yol actig1 faaliyetler sonucu
dahil olurlar [3]. Ancak meydana gelen faaliyet veya siireclerin herhangi birinde ortaya
cikabilecek bir olumsuzluk zincirleme olarak diger unsurlar1 da etkilediginden, dogal
denge de ciddi bir sekilde bozulabilmektedir. Bu olumsuzluklar erozyon ve volkanik
patlama olarak meydana gelen c¢esitli dogal siire¢ unsuru olabilecegi gibi madencilik, metal
madeni, kentsel ve eritme endiistri atiklari, atik su kullanimi, pestisit, herbisit, gubre gibi
tarimsal kimyasallarin giderek artan kullanimi seklinde insanlarin yol ac¢tig1 faaliyetler de
olabilmektedir ve bu cesitli faaliyetler sonucu dogaya salinan birgok metal iyonu uzun
yillar toprak, yeralti ve yeriistii sularinda birikebilmektedir [29-33]. Toprak ve canli
organizmalar (insan, hayvan ve bitki) tizerindeki toksik etkisi goz ardi edilemeyecek kadar
onemli olan agir metaller, farkli ve toksik formda zehirli etki, uzun siire kalicilik

gOstererek besin zinciri yoluyla canli organizma biinyesine alinarak sagligi Onemli



derecede tehdit etmektedirler [34-37]. Bu etkiler ilk olarak toprak yapisi, kalitesi,
verimliligi tizerinde goriilmekte olup, daha sonra yayilarak yasamsal siirecini toprakta

devam ettiren bitki ve bitki ile beslenen hayvan ve insanlar1 tizerinde goriilmektedir [38].



3. GENEL BIiLGILER

3.1. Agir Metaller ve Bitkiler

Dogal olarak meydana gelen ve kiiresel ekosistemin gergek parcalari olan agir
metaller, diinya tzerinde birgok yerde biyosferi etkilerler [39-42]. Organik maddeler gibi
bozunmayan bu grup, bu nedenle toprakta birikebilir. Boylece topraktaki
mikroorganizmalar1 ve toprakla iliskili bircok canliy1 olumsuz yonde -etkileyerek,
sayilarini, ¢esitli canli (biyolojik, morfolojik vb.) aktivitelerini indirgeyebilir. Toprakta
biriken metaller, basta toprakta yasayan bitkiler lizerinde toksik etkiye yol acarlar [38].
Ayni zamanda, toprakta bulunan mikroorganizmalar araciligiyla mineralleri ve ¢esitli
inorganik maddeleri biinyesine alabilen bitkiler, yani sira toprakta mevcut metalleri de
biinyesine alarak bu metallerin topraktan uzaklastirilma siirecine katki saglarlar [43,44].
Ancak bitki normal biiyiime ve gelisimi i¢in belli seviyeye kadar bazi metallere gereksinim
duyar, bazi metallerin ise diisiik veya yliksek seviyesi ¢esitli metabolizmal bozukluklar
seklinde ortaya ¢ikan hasarlara neden olabilmektedir. Bu nedenle, bitkinin yasamsal
stireclerinde farkli role sahip olan metaller; esansiyel ve esansiyel olmayanlar olmak iizere
smiflandirilirlar. Bunlar arasinda kobalt (Co), Cu, mangan (Mn), molibden (Mo), Fe, Ni,
Zn gibi metaller esansiyel element; baryum (Ba), Cd, civa (Hg), antimon (Sb), kursun (Pb)
ve Cr gibi metaller ise esansiyel olmayan element olarak nitelendirilir [45].

Tiim bitkiler blinyesine metal alinimin1 dengeli bir sekilde gerceklestirmektedirler.
Ancak bitki bazi durumlarda topraktan metal alinimi sirasinda birtakim olumsuzluklarla
karsilagmakta ve bu olumsuzluklara bagl olarak bitkinin biinyesine alinan metal seviyesi
degisebilmektedir. Bitki blinyesine alinan farkli metal seviyeleri, bazen ¢ok diisiik olsa bile
bazi metal veya metaloidler toksik ozellik gosterebilmeleri nedeniyle bitki biinyesini
olumsuz yonde etkileyebilmektedir [46-48]. Genellikle fotosentez, solunum, su,
karbonhidrat metabolizmasinda 6nemli bir enzim aktivitesinde, normal metabolik olayda

ve ¢esitli fitosentetik fonksiyonda meydana gelebildigi gibi bazen lipit, protein ve nukleik



asit gibi biyomolekuller Gizerinde oksidatif hasar olarak da meydana gelebilmektedir [49-
53]. Ornegin, bitkide bircok fizyolojik siirece katilan dnemli bir redoks-aktif gecis metali
ve temel mikro element olan bakir (Cu), oksidasyon reaksiyonlarinda énemli bir rol oynar
[54,55]. Optimal buyume icin gerekli olan seviyenin Uzerinde Cu' nun, esansiyel bir
element olmasina ragmen biiyiimeyi inhibe ettigi, fotosentez ve solunum gibi Snemli
birgok hiicresel siireci engelleyebildigi bildirilmistir [42,56,57]. Dolayisiyla bakir canli
organizmalar igin hem esansiyel hem de toksik etki gosterebilen bir metaldir.

Bitkinin esansiyel olsun ya da olmasin metal toksisitesine karsi toleransi bitki
tirline, element tiiriine, stres kosullart dahil bir¢gok unsura bagli olarak degisiklik
gosterebilir [55,58]. Bu nedenle agir metaller hakkinda bilgilerin bilinmesi bitki gelisim ve

canlilig1 agisindan son derece dnemlidir [55].

Cizelge 3.1. Bakir' in (Cu) baz1 fiziksel 6zellikleri [59]

Faz Kati

Atom Agirhgi 63,546
Yogunluk 8,96 g/cm?

Sivi Yogunluk 8,02 g/cm?
Erime Noktasi 1084,62 °C
Kaynama Noktasi 2562 °C
Fiizyon Isis1 13,26 kJ. mol
Buharlasma Isis1 300,4 kJ. mol*

Is1 Kapasitesi 24,440 (25 °C) J/(mol.K)

Yuksek bitkiler c¢esitli nedenlerden dolayr maruz kaldiklar1 yiiksek metal
seviyelerine kars1t kendilerini korumak icgin birgcok tolerans ve birikim mekanizmasi
gelistirirler. Sekil 3.1' de de goriildiigi tizere, bitkiler metale olan tepkisine gore ii¢ temel
strateji  gelistirerek, bitki-toprak iliskisi agisindan ii¢ ana grupta incelenirler. Bunlar

akiimiilatorler, gostergeler ve diglayicilardir [60,61].



hyperaccumulator

o excluder
indicator

Bitkide metal il;E'l"lk-

Toprakta metal icerik -

Sekil 3.1. Bitkilerin artan metal seviyelerine karsi tepkisi [60]

1. Metal Dislayici Bitkiler: Bu grupta yer alan bitkiler, topraktaki metal seviyelerinin

tizerindeki seviyelerde, metalleri kokler araciligiyla alinimi veya toprak iistii kisimlara
taginimini engelleyerek koklerde metal oranini kontrol altinda tutmaktadirlar. Stoltz ve
arkadaslar1 (2002), bu tip bitkiler i¢in "low accumulator” terimini kullanmistir [62]. Bu tip
bitkiler, koklerden dallara dogru metal tasimimini aktif olarak gerceklestiremediginden
dallardaki metal seviyeleri diisiik, koklerdeki metal seviyeleri ise yliksek diizeydedir [63].
Ayrica substratta metal seviyeleri yiiksek oldugunda element alimini azaltabilir veya disari
atabilirler. Bu olay bitkide kokte metal aliniminin engellenmesi [64] veya aktif (enerjiye
bagimli) olarak disar1 akis pompalari  aracihigiyla  gergeklestirilir  [60,65].
Pseudometallofitler bu grubun iiyesi olmakla birlikte, Baker (1981), ¢ogu metal (hiper)
toleransli bitkiler de bu gruba dahil oldugunu bildirmistir [60].

2. Metal Indikatér Bitkiler: Toprak iistii kisimlarinda metalleri biriktiren bu tiirlerin

genellikle toprak iistii kisimlarindaki metal seviyesi topraktaki metal seviyesi ile dogrusal
bir iliski icerisindedir. Genellikle agir metallere kars1 duyarh tiirlerdir. Topraktaki metal
icin bir gosterge olarak kullanilabilirler; ¢linkii indikator (gosterge) tiirler, toprak Usti

kisimlar1 topraktaki metal Seviyesini yansitacak diizeydedir [66].

3. Metal Akiimiilatér (Toplayicilar) Bitkiler: Toprak istii kisimlarinda topraktaki metal

seviyesinin ¢ok daha fazlasini biriktirebilen bitkilerdir. Bu bitkiler, baz1 metallerin sadece
yiiksek seviyesini tolere etmekle kalmaz, ayni zamanda onlan aktif olarak biinyelerine
alabilmekte ve toprak iistii kisimlarinda kuru kiitlenin birka¢ yliz katin1 biriktirirler. Farkli
arastirmacilar tarafindan farkli sekillerde tanimlanmis olan bu bitkiler, ilk olarak Sachs

(1865) tarafindan tanimlanmistir [67] ve bunlar 1977' den beri "hiperakiimiilatér" olarak



adlandirilirlar [68]. Diger yandan, bu bitkiler Brooks (1977) tarafindan, kuru agirliginda en
az 1 mg/ kg metal igeren tiirler olarak tanimlarken [68], Baker ve arkadaglari (1994)
tarafindan da govdesinde 100 mg/kg' den daha fazla miktarda Cd, 1000 mg/kg' den daha
fazla miktarda Ni, Cu ve Pb, 10 000 mg/kg' den fazla Zn ve Mn icerenler olarak

tanimlamistirlar [69].

3.1.1. Bitkilerde Metal Toleransi

Bitkiler metal stresine karsi gelistirdikleri Onleyici mekanizmalarla ya metal
stresinin etkisini indirgerler ya da onlerler veya tolerans mekanizmalar1 sayesinde karsi
koymakta ve toksik toprakta yasamlarimi siirdiirebilmektedir [70]. Tiim bitkiler belirli
seviyelerde metal stresine karst koyma ve yasamini siirdiirebilme 6zelligi gosterebilirler.
Ancak asir1 toksik derecedeki toprakta normal bitkilere nazaran hayatta kalabilen bitkiler
"toleransli bitki" olarak tanimlanirlar [71]. Bu bitkiler agir metal stresine karsi hiicre ici
toleranslarini, bazi enzimleri sentezleyerek ya da agir metalleri vakuol igerisinde
biriktirerek veya selatlayarak gerceklestirirler [72]. Ayrica ayn1 bitki tiirlerinin ortak bircok
mekanizmasindan farkli olarak, dayanikli bitkiler agir metalleri tolere etmek i¢in kompleks
mekanizmalar gelistirirler [73]. Bu mekanizmalar sayesinde, hiicreye alinan metalleri hizli
bir sekilde detoksifiye edebilir ya da hiicreye alinimini sinirlandirabilirler. Diger bir
yandan, metaller hiicreye alindiktan sonra detoksifiye edilmeleri igin selatlanma, ¢oktiirme
veya alinimini indirgeme seklinde farkli yontemler uygulayabilirler [72].

Dayanikli bitki, metal stresine karsi koymak veya canli kalabilmek icin hiicresel
diizeyde sahip oldugu mekanizmalardan yararlanmasi gerekir. Bu nedenle, dayanikli bitki
"homeostatik mekanizma" olarak adlandirilan metal tolerans mekanizmasi sayesinde metal
stresi sonucu olusan fizyolojik, yapisal, biyokimyasal, morfolojik, molekiiler hasari
azaltabilme ya da en aza indirgeyebilme veya hig¢ hasar olusturmama 6zelligi gosterir [74].
Genellikle elverisli ¢evresel kosullara sahip alanlara taginamayan, ayni zamanda aktif
olarak hareket edemeyen bitkinin yasamini siirdiirebilmesi i¢in homeostatik mekanizma
bliylik 6nem tasimaktadir [74]. Bu da bitki hiicresinin énemli bir bolgesinde olusabilecek
toksik etkinin Onlenmesi acisindan 6nemlidir. Bdylece bitki gelistirdigi farkli tolerans
mekanizmalart sayesinde ¢evre ile uyum i¢inde bulunur ve hicbir toksik etki

gostermeksizin yasamina devam eder. Ancak bitkide gelisen bu mekanizmalar elementin
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tiri ve miktarina, bitkinin maruz kalma siiresine, maruz kalan doku veya organa,
bulundugu topragin yapisina ve bitkinin tiirli olmak {izere ¢esitli etmene bagli olarak
degisiklik gosterebilir [75]. Ornegin; bitkinin tohum, tomurcuk, meristem ve diger
kisimlar1 dahil birgok kismi metal stresine karsi dayanikli veya duyarli olabilmektedir.
Metal stresine karsi bitkinin plazma membran, kloroplast gibi farkli organellerinde
agir metal tasiyic1 proteinler, 1s1 sok proteinleri, metallotiyonin gibi sorumlu proteinler
veya organik asit, aminoasit, peptid, metal baglayici molekiiller gibi araci etmenler rol
oynamakta olup, bunlar metallerin vakuole taginimindan sorumludurlar [76,77]. Bu isleyis,
bitkinin membran tasima sistemleri tarafindan kontrol  edilmektedir. Bu tasima
sistemlerinde sorumlu c¢esitli gen ailesinin HMA, Nramp, CDF, ZIP gibi varligi
bilinmektedir. Orn. model bitki A. thaliana L.' da tanimlanan COPT' nin alt1 {iyesinin hiicre
ici Cu almimi ve tagmimu ile ilgili oldugu tespit edilmistir [78]. Bununla birlikte bitki
tolerans mekanizmasinin sadece plazma membraninda degil, ayn1 zamanda diger hiicre ici
membranlarda da saglanabildigi ve toksik metallerin sitoplazmadan uzaklastirilmasinda
veya kompartimanlagmasinda islev gdsteren baska tasiyicit proteinlerin bulundugu o6ne

strilmektedir [79].

3.1.2. Bitkilerde Metal Depolanmasi

Bitkide hiicre i¢i metal iyonunun almimi ve tasinimi kok tarafindan
gerceklestirilmektedir [80]. Bu siireg, ilk olarak topraktaki metal iyonun kokte tutulmasi ya
da biriktirilmesi, daha sonra toprak tistii kismina (govde, yaprak) iletilmesi seklinde siire
gelmektedir [81]. Genellikle metalin bitki biinyesine gegis siireci; iyon halindeki metalin
harekete gegirildikten sonra kok hiicresi tarafindan kok yiizeyinde tutulmasi, kok igine
alinmasi, daha sonra hiicre duvarina baglanarak, ksilem araciligiyla gévde ve yapraklara
iletimini seklinde gerceklesmektedir [82]. Topraga bagli metali topraktan ayirma da
sorumlu olan bazi metal selatlayict molekiiller rizosfere salinirlar. Boylece bitki kokiinde
plazma membranina bagli bazi 6zel metal rediiktazlar araciligiyla metal iyonu
indirgenebilir. Dahas1 kokiin salgiladigi protonlar sayesinde topragin asitlesmesi
saglanabilir ve metal iyonu serbest kalabilir hale gelebilir yani ¢oziilebilir. Kéke alinimi
intraseller veya ekstraseliiler yolla ger¢eklesen metal iyonlari, ksilem veya floem yoluyla

da govdeye tasinimi devam eder ve cesitli tasiyict ya da kanal aracilifiyla da hiicre i¢ine
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katilirlar [83,84]. Topraktaki metalin bir kismi bitki kokii tarafindan alinir ve tasiyict
proteinler araciligiyla bitkinin toprak iistii kisimlarina tasinarak depolanir, bir kismi ise
toprakta kalir. Bitkinin kok kisminda tutulan veya iist kismina tasinarak depolanan metale
karsi, olusabilecek stresten sakinmasi veya strese toleransi bitki reaksiyonlarmin genel
mekanizmas1 sayesinde gerceklesir [85]. Bitki bu mekanizmalarla metal iyonunun
gecirgenligini diizenlemekte ve plazma tiiyelerinin bazi stratejileri ile uyarmaktadir [85].
Ancak bazi durumlarda bitki hiicresine ulasan metal iyonunun fazla olmasi veya
kullanilamamas1 durumun da toksisiteye neden olmamak amaciyla cesitli proteinler,
peptidler ve kiiclik organik molekiiller depolama islemi gerceklestirirler. Boylece bitki
hiicre i¢inde agir metalleri 6zel mekanizmalarla biriktirebilir. Bitki metalotiyonin (MT" ler)
(metal baglama proteinleri) ve fitoselatin (PC) gibi mekanizmalarla detoksifiye edilebilir
[86]; orn. sitosol' deki PC mekanizmasi, stres kosullarinda en iyi detoksifikasyon

mekanizmalarindan biridir [87].

3.2. Fitoremediasyon

Fitoremediasyon diger bir deyisle gevre temizligi, diinyada 6nemli bir teknoloji
haline gelmekte olup, bu teknoloji kentsel veya endiistriyel faaliyetler sonucu kirlenmis
alan veya suyun temizlenmesi, gida giivenliginin iyilestirilmesi, yenilenebilir enerji
kaynaklarmin gelistirilmesi yani sira siirdiiriilebilir arazi kullanimina sagladigi katki
sayesinde potansiyel bir ara¢ olmaya ve cevre dostu ¢oziimler sunmaya baslamistir [87].
Yesil bitkiler (ve ilgili mikroorganizmalarin) kullanilarak kirlenmis alan (toprak, ¢amur,
tortu) ve sular (yeraltl) temizlemeyi, organik veya inorganik kirleticileri zararsiz hale
getirmeyi miimkiin kilan bir yontemdir [87]. Genellikle bitki veya ilgili bitki Grtn
kullanilarak topragin yerinde iyilestirilmesi seklinde yani organik ve metal kirletici
seviyesinin veya toksik etkisinin azaltilmasi veya giderilmesini saglar [88]. Bu islem bitki
blinyesine kok araciligiyla metalin alinmasi, toprak iistii kisimlarina taginmasi ve bu
kisimlarda biriktirilmesi seklinde gerceklesen bir siirectir.

Cevreden Kkirleticilerin temizlenmesi veya uzaklastirilmasinda dogal siire¢lerden
yararlanan g¢evre dostu bir yontemdir, sonu¢ olarak kirlenmis alanlarin bitki veya bitki
tirtinleriyle sabitlestirilmesi veya restore edilmesi ve kirliligin segilerek indirgenmesi ya da

uzaklastirilmasi saglanir [75]. Kisaca bitki organik veya inorganik Kirleticileri gidermeyi,
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pargalamay1 veya biinyesinde depolanmayi sahip oldugu dogal yetenekleri ile gerceklestirir
[87]. Dolayisiyla bu teknoloji icin kirli alanlarda hi¢bir sekilde toksik etki gostermeden
normal olarak yetisebilen, biinyesinde yiiksek oranda metal biriktirebilen veya metale karsi
tolerans gosterebilen, ayn1 zamanda gii¢lii kok yapisina ve hizli bliylime 6zelligine sahip
bitkilerden yararlanmak en ideal secim olacaktir [9]. Genellikle topragin yapisini
etkilemeden kirleticileri toprak {stii kisimlarinda biriktirebilme 6zelligine sahip
oldugundan ideal bitkinin kullanimi1 ve verimliligi korunmaktadir.

Fitoremediasyon agir metal ve radyoniiklidler yani sira organik kirleticilerin
(polinlikleer hidrokarbon, poliklorlu bifenil ve pestisit) uzaklagtirlmasinda da
uygulanmaktadir [83].

Yesil bitkiler, topraktan kirleticileri biinyesine alabilmek ve detoksifikasyonu
gerceklestirebilmek i¢in ¢esitli mekanizmalari ile birlikte muazzam bir yetenek sergilerler
[13,87]. Bu mekanizmalara sahip ve bunlarla metal stresine karsi hayatta kalabilen bitkiler
"hiperakiimiilator" olarak adlandirilir [13,60,87]. Fitoremediasyon igin ideal aday olarak
gosterilen bu bitkilerin kullanimi ile uygulandigindan yeni bir yaklasim haline gelmistir.
Ciinkii bu bitkiler toprak iistii kisimlarinda metal iyonlarini biriktirme ve detoksifiye
edebilme yeteneklerini miithis bir sekilde kullanmaktadirlar.

Gelisen molekiiler teknolojiler ile birlikte hiperakiimiilatorlerin metal tolerans ve
birikim mekanizmalar1 daha detayli anlasilmaya calisiimaktadir. Ik olarak birgok
arastirmact tarafindan biyolojik siirecte bitki-mikroorganizma arasindaki etkilesim ve
rizosferik siireg, bitkiye metalin alinimi, taginimi ve tolerans mekanizmasi, daha sonra
iletim ve depolama da sorumlu bitki selatorleri ve tasiyict proteinler hakkinda bilgi
edinilmesi gerektigi belirtilmistir [83,88]. Boylece bu teknoloji i¢in bazi sinirlar ortadan
kaldirilacak ve ilgili alanlarda daha verimli bir sekilde kullanimi saglanarak, birgok
gelismeye firsat saglayacaktir. Bu baglamda, farkli arastirma alani yani sira remediasyon
ozelliklerine sahip transgenik veya transgenik olmayan bitkiler gelistirilebilecektir [89,90].

Son yillarda ciddi boyutta kirlenmis alanlarin yerinde veya baska bir yerde
gerceklestirilen aritim islemleri i¢in ana yontem olarak kullanilan fizikokimyasal aritma
tekniginin ¢ogu, yapay ve daginik olarak bulunan kirlenmis genis alanlarin veya ¢ok diisiik
kirletici igerigine sahip yerlerin iyilestirilmesi i¢in yeterince uygun olmayan ve kullanigsiz
teknikler olarak goriilmektedir [91]. Diger aritma tekniklerine alternatif olarak ortaya ¢ikan

fitoremediasyon; yeni, uygun maliyetli ve ¢evreci bir yontem olmas1 yani sira uygulama
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esnasinda 6zel bir donanim gerektirmemesi, yerinde uygulanabilir olmasi ve uygulanan
bolgenin yeniden kullanilabilme imkanimi saglayabilmesinden dolayr diinya c¢apinda
arastirmacilar tarafindan son on bes yildir tercih edilen bir iyilestirme stratejisi haline
gelmistir [92].

Bu popdler teknoloji Kirleticilerin bertaraf edilmesi ve temizlenmesinde yararlanilan
bitki tiirtine gore farklilik gostermekle birlikte uygulama yontemleri de degisebilmektedir.
Sekil 3.2' de goriildiigii lizere, uygulanabilirlik ve temel siire¢ bakimindan alt1 alt baslik
olarak incelenir.  Bunlar  fitoekstraksiyon,  fitodegredasyon, fitostabilizasyon,
fitovolatilizasyon ve rizofiltrasyon' dur [93]. Uygulanacak olan ydntemin segiminde
bitkilerin kirleticilere kars1 seciciligi, kirliligi giderme mekanizmalari, kirletici ortamin
fiziksel ve kimyasal ozellikleri, uygulanacak yontemin kirleticilerle uyumu, kirliligin
mevcut derigimi, kirleticinin toprak icerisindeki derinligi ve iklim sartlar1 gibi farklh

faktorler etkili olmaktadir [94].

Fitostimilasyon

F |me.k—siraksiyon
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Sekil 3.2. Fitoremediasyon uygulama yontemlerinin sematik gosterimi [46]
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3.2.1. Fitoekstraksiyon (Bitkisel 6zimleme)

Fitoekstraksiyon bitki koku araciligiyla bitkinin hasat edilebilen kisimlari yani
toprak istii (govde, yaprak) kisimlarinda topraktaki metalin alinimi, taginimi ve birikmesi
seklinde metalin ortamdan uzaklastirilmasi i¢in kullanilan en etkili ve yaygin yontemdir
[6,95]. Bu yontemde kullanilan bitkiler, diger bitkilere nazaran biinyelerinde kirlilik
etmenini 100-1000 kat daha fazla biriktirebilme ozelligi gosterebilmektedir [9]. Bitki
hasadi, budanmasi ya da sokiilme islemleri ile uzaklastirilabilen kirleticiler, ayn1 zamanda
hasat edilen bitki kisimlarinin kurutulmasi, yakilarak kiil haline getirilmesi, kompost haline
getirilmesi veya curutilme yoluyla da yok edilebilmektedir [15,96]. Ayrica bu kisimlar
giibre olarak kullanilabilir, biriken metaller ise geri dOnistiiriilerek yeniden kullanilir hale
getirilebilirler. Ozellikle ABD gibi tilkelerde bitkisel madencilik (phytomining) olarak da
adlandirilan bu yontem, ¢ok ekonomik olmayan maden cevherlerinin daha kolay elde
edilme, islenerek ¢ikarilma ve geri kazaniminda kullanilir. Hasat edilebilen kisimlarinda
metal birikimi ve almimi gergeklestirebilen Brassicaceae, Euphorbiacea, Lamiaceae,
Asteraceae ve Scrophulariaceae dahil birgok ailenin yaklasik 450 iiyesi bu yontem igin
ideal oldugu bildirilmistir [9,96,97].

3.2.2. Fitodegredasyon (Bitkisel Bozunum)

Bitki biinyesine alinan organik kirleticilerin belirli metabolik siireglerde rol oynayan
enzim ve kofaktorler yardimiyla kismen veya tamamen giderilme islemidir, diger bir
deyisle "fitotransformasyon" olarak bilinen yontemdir [98,99,100]. Bakteri, maya, mantar,
bitki ya da toprak mikroorganizmalarinin {rettigi protein veya enzimler sayesinde
topraktaki pestisit, fenol, petrol bilesik dahil farkli organik kirletici gruplarinin
uzaklastirilmasidir [101]. Ana mekanizma, Kirleticinin bitkiler tarafindan alinimi ve bitki
blinyesinde bozunarak metabolize olmasi seklinde gerceklesir. Bitki biinyesine alinan
kirleticilerin cozlnebilirlikleri, bitki tipi, kirlilik etmeninin toprakta kalma siresi ve
topragin fiziksel ve kimyasal yapisina bagli olarak genellikle bitkinin kdk bolgesindeki en
uc kok kisimlarinda aktivitesini gostermektedir. Diger yandan kirletici birikimi, alinimi,
tasinim1 ve pargalanma silirecine bagli olarak bitki igerisinde veya rizosfer de

gerceklesebilir.  Organik Kirletici  grubundan sentetik herbisit ve insektisitlerin
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uzaklastirilmasi iizerine g¢alismalar bulunmakta olup, Doty ve ark. (2007) tarafindan,

yapilan molekiiler ¢alismalarda genetigi degistirilmis bitkiler (kavak) kullanilmistir [102].

3.2.3. Fitostabilizasyon (Kdklerle sabitleme)

Topraktaki kirleticilerin bitki koki araciligiyla biriktirilmesi, bitki yuzeyine
yapismasi veya kok bolgesinde sabitlenmesi seklinde gergeklesen, bdylece biyolojik
alabilirligi indirgeyebilen bir yontemdir [101]. Kirleticilerin hareket yeteneg§ini ve
bulunma olasiligini siirlayan bu yontem, 6zellikle agir metallerce zengin maden yataklari
gibi alanlarin arindirilmasinda tercih edilmektedir. Bu teknik igin yuksek metal miktarina
kars1 toleransli, metali absorbe edebilen, ¢oktiirebilen, karmasik hale gelmesini saglayan
veya metal degerini indirgeyebilen bitkiler uygun adaylardir [103,104]. Dolayisiyla bitki
kokunde kirletici hareketliliginin kisitlanmasi veya engellenebilmesi igin bitki kokinun
derinligi olduk¢a 6nem tasir [101]. Boylelikle topraktaki kirleticiler koke veya rizosfere
kolay bir sekilde baglanabilir ve metalin govde kismina tasmimi engellenebilir. Bu
nedenle, metale karsi toleransh bitkiler ideal adaylardir. Clnki metalin mobilitesini
indirgeyerek cevreye yayilimim sinirlarlar. Ornegin, genis kok sistemine sahip kavak bu
teknikle ilgili bir¢ok calismada kullanilmaktadir [101]. Ayrica bitki igin toksik etkisi
yuksek olan Cr(V1), daha az toksik etkisi olan Cr(lll) turine indirgenmesi ve aktif hale

getirilmesi ile ilgili ¢alismalarda bu yonteme dahildir [105].

3.2.4. Fitovolatilizasyon (Bitkisel Buharlasma)

Bitki biinyesine alinan topraktaki kirleticinin (organik ve inorganik) kok, gévde
gibi bitki kisimlar1 araciligiyla ugucu bir forma doniistiiriilerek, bu formdaki yapinin
atmosfere verilecek hale getirilmesi ve yapraklardan atmosfere saliniminin (buharlasmasi)
gerceklesmesi seklinde gelisen bir suregtir [106,107,108]. Genellikle organik (klorlu
bilesikler) ve inorganik (Se, As, Hg) kirleticilerin ugucu forma doniisturulerek
uzaklastirllma iglemidir [101]. En tartismali fitoremediasyon teknigidir. Ciinkii toksik
bilesenlerin daha az toksik forma (6rn. civa (Hg)) dondstiiriilmesi agisindan avantajken, bu
toksik gazlarin atmosfere salinimi acisindan bir o kadar dezavantajlidir. Daha az toksik

forma doniistiirilen metal formunun atmosfere saliniminda yararlanilan bitkinin

16



fitoremediasyon yetenegi tasima, metali absorbe edebilme ve gaz forma doniistiirebilme
Ozelligi gosterebilmesi gerekir. Yapilan bazi arastirmalarda B. juncea ve A. thaliana' nin
bu teknik icin uygun aday bitki olduklar1 goriisiindedir [109-111]. Ayrica bu teknik i¢in

birgok bitki ve agag¢ tiiriiniin kullanim1 da énerilmektedir [101].

3.2.5. Rizofiltrasyon (Koklerle Stizme)

Sulak ortamlarda olusan ¢okelti veya birikinti igerisinde bulunan toksik metal
iyonlarmin bitki kokiiniin fiziksel ve biyokimyasal islevleri sayesinde absorbe edilmesini
gergeklestiren yardimei bir mekanizmadir [99,100]. Ilk olarak kok araciligiyla siizme
ardindan kirleticilerin kok igine alimimi veya kok iizerine absorbe olarak Kkirliligin
kaynagindan uzaklastirilma olayidir [101]. Genellikle bu teknikte énemli su bitki Azolla
spp., Lemna spp., Eloda spp., Typha., Eichhornia spp. aktif bir sekilde yararlanilir. Ancak
su bitkileri yan1 sira karasal bitkilerin de kullanilabildigi bu yontemde, bitki biyokimyasal
filtre olarak nitelendirilmekte olup, bitkinin yiksek miktarda kok biyokdtlesi ve ylizey
alan1 olusturabilmesi olduk¢a Onemlidir [112]. Bu ac¢idan rizofiltrasyon yonteminde
hidroponik ortamda aktif 0zellik gosteren bircok karasal bitki (B. juncea L., Helianthus
annuus) tird verimli bir sekilde kullanilabilir [14,113,114].

3.3. Brassicaceae Familyasi

Bitki aleminin en genis ailelerinden biri olan Brassicaceae (Cruciferae),
"angiospermler” in yaklagik 338 cins ve 3 700 tiirlinii igeren monofiletik bir gruptur [115].
Kuzey Yarimkiire' de bol miktarda bulunan kozmopolit bir ailedir ve diinya g¢apinda
aragtirmacilar tarafindan bilimsel ve ekonomik agidan ayri bir degere sahip olmasi
nedeniyle odak noktasi haline gelmistir [116,117]. Genel olarak, bu aileye Brassica,
Draba, Cardamine, Erysimum, Nasturtium, Lepidium, Alyssum gibi en iyi bilinen tlrler ve
basta model bitki A. thaliana olmak Uzere B. rapa, B. oleraceae, B. napus gibi dnemli
cinsler dahildir [118]. Diger yandan bir¢cok tarimsal bitki (B. oleracea, B. napus,
Armoracia rusticana), sus bitki (Aubrieta, Iberis, Lunaria, Arabis, Draba) ve molekuler
caligmalar igin bazi model organizmalar (A. thaliana, A. lyrata, A. halleri, B. napus,

Capsella rubella, Thellungiella halophila, Arabis alpina) dahil olup, bunlar diinya ¢apinda
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birgok arastirmaci tarafindan sahip olduklar1 6zelliklerden dolay:r biiyiik ilgi uyandirirlar
[118].

B. juncea L. ve B. nigra L., diger Brassica turleri gibi en iyi bilinen tirler
arasindadirlar. Bu iki tiirlinde dahil oldugu kiiresel ekonomik &neme sahip olan alti
Brassica turu (B. rapa, B. carinata, B. oleracea, B. napus) arasindaki genetik iliski, U
akrabalik tiggen modeli ile agiklanir (Sekil 3.3). B. juncea ve B. nigra, U-diyagrami (U
1935)' na gore kiiltiirii yapilan alt1 Brassica tlrQ icerisinde yer alan iki énemli tardir. Bu
tirler arasindaki sitogenetik iliski, 20. ylizyilin baslarinda Asyali Sitogenetik¢i Nagaharu
(1935) tarafindan; A, B, C genomlarina sahip ti¢ progenitor (ata) diploid tiir; B. rapa (A
genom, n = 10), B. nigra (B, n = 8), B. oleracea (C, n = 9) ve her ciftin hibridizasyonuyla
ortaya ¢ikan tii¢ allotetraploid form; B. juncea (AB genomu, n = 18), B. napus (AC
genomu, n = 19) ve B. carinata (BC genomu, n = 17) sematik gosterilmistir [119]. Sekil
3.3' de de goriildiigii tizere, U diyagraminin ti¢ kdsesinde sirasiyla B. rapa, B. nigra ve B.
oleracea’ ya ait i¢ temel gen, AA, BB ve CC; diger yandan Giggenin ii¢ tarafinda sirasiyla
uc allotetraploid form B. juncea, B. napus ve B. carinata’ ya ait neotetraploid AABB,
AACC ve BBCC genomlart yer alir.

B. nigra (Mustard)
BB (n=8): IC: 0.647: GS:632

/ \ AABB. B. juncea

B. carinata; CCBB (n=18)

(n=17) IC: 1.092; GS: 1068
[C: 1L308: GS: 1284

CC =9 AA
—1c
B. oleracea > AALC-19 €=——p rapa ( n=10)
I 0071 G50 696 B. napus IC:0.539; GS: 520
Cabbage; Broccoli; Kale ete. [0 1L154: G5: 1132 Turmip. Chinese cabbape
Oilseed rape, Swede. ele.

Sekil 3.3. Farkli diploid ve amphidiploids Brassicaceae tiirleri arasindaki genomik iliskiyi
gosteren "U diyagrami" [119,120]
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Hardalgiller ya da Hagligiller olarak da bilinen Brassicaceae ailesi, birgok agir metal
biriktirme yetenegine sahip bir¢ok iiye icermesinden dolayr "metalofit aile” olarak da
bilinirler. Bu nedenle fitoremediasyon teknolojisinde 6nemli rol oynayan bu aile inorganik
bilesikleri (metaller veya metaloidler) biriktirme yetenegine sahip Alyssum, Arabis,
Arabidopsis, Bornmuellera, Kakdam, Cochlearia, Peltaria, Streptanthus, Thalaspi dahil 11
cins ve 87 tiir icermesi ve bunlarin biyosferde bir¢ok yerde kirlenmis alanin
tyilestirilmesinde yaygin olarak kullanilmasidir [118]. En dikkat ¢ceken yetenekleri arasinda
¢ogunun Ni' yi biyolojik olarak, yaklasik 30 tiiriiniin Cu, Zn ve/veya Co absorbe etmesi ve
birkag tlrinin de Mn ve Cd' yi biriktirebilmesidir [121]. Farkli metalleri degisik
miktarlarda bilinyelerine alabilme ve akiimiile edebilme yetenekleri gelismis olmasi,
Brassicaceae tiirlerinin metal hiperakiimiilasyon agisindan iist diizey kaynak olduklarini
gostermektedir. "Hiperakiimiilatér" olarak tanimlanan gruba dahil olan bu grubun g¢ogu
uyesi, bu grubun yaklasik % 25' ini olusturduklari belgelenmistir [122-125].
Hiperakiimiilator grubuna dahil en az 45 bitki familyas1 tanimlanmis olup, arastirmacilar
bunlar arasinda Brassicaceae' nin bitki ¢esidi bakimindan en zengini oldugunu belirtmistir
[122-125].

Gliniimiizde bitki bilimine cesitli disiplinlerde sagladiklar1 katki sayesinde
Brassicaceae ailesi ile ilgili bircok bilimsel bilgi iretilmistir [118]. Son on bes yildir
onemli bir teknoloji haline gelen fitoremediasyon igin de elverisli tirler iceren bu familya,
aynt zamanda sahip olduklari molekiler mekanizmalarla topraktaki yiksek miktarda
metali biriktirebilme 6zelligine gosterebilmelerinden dolayr miithis bir gen kaynagi olarak
goriilmektedirler. Bu tiirler, metallerin yol actig1 toksik etkilere karsi direngli genlere
sahiptirler [126]. Basta model bitki A. thaliana L. olmak (izere birgok Brassicacea tiiriinde
metal alinimi ve birikiminde rol oynayan genlerin anlatimi iizerine ¢aligmalar yapilmis ve
bircok 6nemli gen belirlenmistir [126]. Arastirmacilar tarafindan gen kaynagi olarak
goriilen bu aile Tyeleri, bircok Onemli genin anlatiminin tespiti ile birlikte
hiperakiimiilasyon c¢aligmalarinda ilerleme saglanacagindan biiyiikk Onem tasgimaktadir
[127]. Dolayisiyla tespit edilen onemli tlrlerin biyokutle Gretimleri arttirilarak, ¢evre
fitoremediasyonu i¢in ideal hale getirilebilecektir. Ayn1 zamanda gelisen biyoteknoloji ve
molekiler genetik teknikler sayesinde tespit edilen genlerin yuksek metal seviyelerine
tolerans gosteren turlerden, hiperakimile tlrlere aktarimi gergeklestirilerek transgenik

bitkiler Uretilebilir.
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3.4. Metal Hiperakimulasyonun Molekiiler Mekanizmalari ve Gen Aileleri

Bitkiler metal toksisitenin iistesinden gelebilmek icin karmasik fizyolojik ve
biyokimyasal islevleri sayesinde gen anlatimi, protein degisimleri ve metabolit
igeriklerinde meydana gelen degisimlerin bir koordinasyonuna gerek duyarlar [128].
Molekiiler diizeyde yapilan arastirmalarla bitki biinyesindeki siire¢lerde yani metalin bitki
hiicresine alinimi, tasinimi ve depolanma seklinde gergeklesen aktivitelerde gen ailelerinin
anahtar rol oynadiklar1 anlasilmistir. Boylece metal hiper-akiimulasyon streclerinde rol
oynayan genlere ait ilk bulgular mayada veya akimuilatoér olmayan bitkilerde tespit
edilmistir [129,130]. Bitkilerde énemli olan bu sireclerde rol oynayan protein aileleri
hlcresel diizeyde plazma membrani ve tonoplastta tasiyict olarak islev gormektedirler.
Bitkiler bu tasiyicilar araciligiyla metallerin  fizyolojik yogunlagsmalarina karsi
korunabilmekte ve metal stresine kars1 yanita katki saglayabilmektedirler. Ancak biyolojik
islevleri, metal 6zgiinliikleri ve hiicresel yerlesimleri heniiz tam olarak bilinmeyen bir¢ok
metal tasiyict bulunmaktadir. Agir metal (veya CPx-tip) ATPaz' lar, Nramp, ZIP, CDF
proteinler metal tasiniminda rol oynayan gen ailelerinden bazisidir [16]. Bu tasiyicilar, agir
metal detoksifikasyonu, toleransi, alinimi ve metallerin hiicresel bdlmelere tasinimini
kapsayan birgok siirece katilirlar. Sitoplazmada hiicre i¢i bolmeler arasi ya da sitoplazma
disina metal akisin1 saglarlar.

Bu metal tasiyici1 proteinler metal akigina gore:
1. Sitoplazmada metal akigini saglayan metal tasiyici proteinler [131,132]:
e Dogal direncle iliskili makrofaj protein (Nramp) ailesi: (Fe?*, Cd?*, Ni?*),
e Cinko-demir permeaz (ZIP) ailesi: (Fe?*, Zn**, Ni?*),
e Bakir tastyici protein (COPT) ailesi: (Cu®),
e Sar cizgil-benzeri (YSL) ailesi: (Fe?*, Zn?*, Ni?*, Cu*)
2. Sitoplazma disinda metal akisin1 saglayan metal tasiyici proteinler ise [131-133]:
e Pig- tipi ATPaz ailesi: (Cu*, Ag*, Cu?*, Zn?*, Cd?*, Pb?* ve Co?"),
e Katyon difiizyon hizlandirici protein (CDF) ailesi: (Zn?*, Co?*, Cd?")
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Nramp gen ailesi

Divalent metal iyonlarinin tasinimindan sorumlu oldugu tespit edilen yeni bir
protein ailesi olan Nramp' lar, bakterilerden insana cesitli organizmalarda metal
homeostazinda 6nemli bir rol oynadigi tespit edilmistir [ 134-137]. Gelisim sirasinda yapisi
olduk¢a korunmus olan bu grubun bakteriler, mayalar, bdcekler, memeliler ve yiksek
bitkiler de dahil olmak {izere ¢esitli canli organizmalarda homologlar1 bulunmaktadir. Bu
organizmalarda metal tasinimina katilirlar. Bu ailenin tanimlanan ilk geni memeli Nramp1'
dir. Bitkilerde ise bu aile ilk olarak piringte tanimlanmis olup, pirin¢te Nramp' a ait yedi
uyenin bulundugu rapor edilmistir [16,138,139]. Genellikle yiksek yapili bitkilerde bu
genin arastirilmasi ii¢ tane Nramp homologun tanimlandigi piringle (Oryza sativa) sinirli
kalmistir. Piringte OsNramp3 gen lokalizasyonu esas olarak kok ve yaprakta olup,
OsNramp2' nin ise yapraklarda bulundugu tespit edilmistir [139]. Bitkilerde toksik metal
iyonlarmin taginiminda rol oynayan Nramp proteinin, her ne kadar fonksiyonu bilinse de
erisilebilecek bilgiler smirli olup, heniiz tam olarak aciklanmamistir. Diger yandan
bitkilerde A. thaliana' da tanimlanan Nramp1-6 geni olmak {izere alt1 iiyesi bulunmaktadir.
AtNrampl, demir homeostazi igin Onemli bir tasiyicidir [140]. Sorumlu genlerin
anlatimmin bitkinin hem kdk hem de yaprak kisimlarinda gergeklestigi ve Fe tasinmasinda
gorev aldiklar belirtilmistir [140].

ZIP Gen Ailesi

[k olarak bitkilerde tanimlanan yeni bir metal tasiyici aile olan ZIP' nin, son
calismalarda basta A. thaliana olmak (zere hayvanlar, bitkiler, protistalar ve mantarlar
dahil tim okaryotik aleminde tiyelerinin bulundugu tespit edilmistir [141]. ZIP ailesi, dort
temel mikro besin elementi olan Zn, Fe, Mn ve Cu tasiniminda rol oynar [142-148]. Diger
yandan Cd gibi agir metal tasiniminda da rol oynadig: belirtilen bu aile hem temel hem de
toksik cesitli metallerin bitki metabolizmasina nasil alindigi ve tasindigi konusuna dair
onemli bilgiler saglayacagi ve anahtar roliiniin olabilecegi bildirilmistir [148-150]. Adimi
ZRT (Zn-diizenlenmis tasiyici) ve IRT (Fe- diizenlenmis tasiyici) olarak tanimlanan iki tip
benzer proteini igeren ilk iiyelerinden alir. Bugline kadar, sinirlt sayida tanimlanan tiyeleri,

hem tagima yetenekleri hem de plantadaki rolleri bakimindan bitkilerde (esas olarak
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Arabidopsis' te) tanimlanmistir. Diger gen ailelerinde oldugu gibi bu ailenin de tanimlanan
ilk Gyesi Arabidopsis' ten izole edilmis olan AtIRT genidir. Arabidopsis' e ait AtIRT1,
AtIRT2 ve AtIRT3 geni ayrintili bir sekilde agiklanmis ve yapilan ¢alismalarda ozellikle
AtIRT1 geninin kokler araciligiyla topraktan yiiksek affinite ile Fe alimimi ve tagimimini
gerceklestirdigi belirlenmistir [151]. On bes ZIP (yesi bulunan Arabidopsis' in diger on iki
ZIP iiyesinin fonksiyonu hakkinda literatiirde c¢ok az bilgi mevcuttur. ZTR (¢inko
dizeneyici tasiyici), mayalarda yiiksek ve diisiik degerlikli Zn tasiyicisidir [152,153].

COPT Gen Ailesi

Bitkiler disinda diger organizmalar i¢cin CTR' ler, olarak adlandirilan COPT" ler
yiiksek afiniteli Cu tasiyicilart olup, hiicresel kompartimanlarda muhtemel bir rediiktaz ile
birlikte hareket eden yiksek afiniteli Cu tasinimini saglayan yolun temel bilesenleridir. Bu
aileye ait Arabidopsis' in alt1 Uyesi (COPT1-6) tanimlanmistir [153-156]. Bu lyelerden
COPT1, COPT2 ve COPT6' nin plazma membraninda aktif olduklari bilinmektedir
[153,156-161]. Ayrica, COPT4 hari¢ diger tasiyicilarin, yaprak ve govde anlatimi koke
nazaran daha fazladir. Ozellikle yaprak ve gévde kisimlarinda anlatimi en fazla olan gen
COPT?2' dir. COPTL1 ise fizyolojik olarak karakterize edilen en iyi bakir tasiyicist olup, bu
protein ailesinin hicre i¢i lokalizasyonun netlestirildigi tek dyesidir [159,162]. Diger
uyelerden olan COPT2-5' in hiicre igi lokalizasyonlarmin heniiz netlesmemesi, fizyolojik

islevlerinin belirsizligine neden olmaktadir.

YSL Gen Ailesi

YSL proteinleri bitkilerde fitozotroforlarin (PS) sentez igin bir dncii olarak bulunan
PS veya nikotinamin-metal (NA) selatlarinin ksileme depolanmasi ve taginmasi yani sira
bitki hlicresine Cu-NA tasinimina aracilik ettikleri bulunmustur [163]. Bu aile ile iliskili
biyokimyasal diizeydeki ¢alismalar misirda gerceklestirilmis ve misira 6zgii YS1 geni
tizerine yapilmistir, ayn1 zamanda bu gen Arabidopsis ve piringte tanimlanmistir [164]. Bu
genin Onemli diger bir rolii bitki kok ve yapraklarinda Fe ihtiyacim1 gidermektir.
Arabidopsis’ te sekiz iiyeden olusan YSL ailesi, oOzellikle nikotianamine (NA)

komplekslesen Fe selatlarinin hiicreler arasi taginiminda rol oynamaktadir [165]. Ayrica T.
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caerulescens' in hiperakimilasyonunda Zn ve Ni Uzerine rollinin olduguna dair kanitlar
bulunmaktadir [166,167]. Fonksiyonel analiz baz1 YSL iiyelerinin Zn, Cu, Mn ve Ni gibi
diger gecis metallerinin taginmasinda ve homeostazinda da rol oynadigin1 gostermistir

[18,131,166].

ABC-Tipi Aile

Tlm organizmalarda mevcut protein aileleri arasinda en genis yayilim
gosterenlerden biri olan ATP baglayici kasetin (veya ABC)' nin metabolik
fonksiyonlar1, hem prokaryotik hem de okaryotik organizmada arastirilmistir [168,169].
Tamamen islevsel olan bu protein ailesinin {iyelerinin ¢ogu, ATP' ye bagh aktif tastyicilar
olarak islev goriir ve hiicresel bircok fizyolojik siirecte rol alirlar [170]. Fonksiyonel
farkliliklar1 yani sira, her bir ABC proteinin enerji saglayan en az bir ATPaz boélgesi
bulunur. Genellikle cesitli organizmalarda biyotik veya abiyotik toksinlerin yok edilmesi
ve hormon sinyal iletiminde gorev alirlar. Bazilar1 metal iyonu, seker, lipid, peptid,
pigment, ksenobiyotik ve antibiyotikleri igeren ¢ok g¢esitli maddelerin vakulde
sekestrasyonundan sorumludur [170]. Bitkilerde bu protein ailesinin, tanimlanan iki alt
smifi bilinmektedir, bunlar ¢oklu ilag¢ direnciyle iliskili proteinler (MRP' ler) ve ¢oklu ilag
diren¢ proteinleri (MDR' ler)' dir. Ayrica selathi agir metallerin veya agir metallerin
tasinmasi igin gerekli organik asitlerin taginmasinda rol oynayan proteinlerdir. ilk ABC
tastyict Arabidopsis' in MDR-benzeri geni klonlanmis olsa da bitkilerde sadece belirli

MRP' ler fonksiyonel olarak tanimlanmistir [16,171,172].

CDF-Tipi Gen Ailesi

CDF proteinleri, metal homeostazisi ve toleransinda 6nemli rol oynayan katyon
difizyon kolaylastiricilardir  [173].  Ayrica, sitoplazmadan  diger hiicre igi
kompartimanlarma Zn, Fe, Co, Cd ve Mn iyonlarinin tasiniminda sorumludur. Diger bir
ifadeyle, "Metal tolerans protein 1 (MTP1)" olarak adlandirilirlar. Genel olarak hiicre
icinde her yerde bulunan CDF tasiyicilar, alti transmembran igermekte olup, agir metalleri
sitoplazmadan disar1 aktaran proton antiportorlerini kodlarlar. CDF ailesinin iiylerinin,

bakteri, maya, bitki ve memelilerdeki Zn?*, Cd?* ya da Co?* katyonlarinin homeostazinin
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korunmasinda 6nemli oldugu gosterilmistir [174,175]. 1lk olarak prokaryotlarda
karakterize edilen bu tasiyicilar, bitkilerde ilk karakterize edilen iiyesi ise A. thaliana' ya
ait ¢inko tasiyic1 ZAT1' dir ve bitkide temel olarak ZAT genin anlatimi Zn ile dogru
iligkilidir [176]. Hiicresel katyon seviyelerinin modiile edilmesindeki rolinin katyon
birikimini, katyon toleransini, sinyal iletim basamaklarini, oksidatif stres direncini ve

protein doniisiimiinii etkiledigi gosterilmistir [177].

Katyon/H* Antiportirlar

Katyonlarin alinimi ve tasmimi bitki yagsam donglisliniin tamamlanmasi, bitki
beslenme, biiylime, gelisim ve sinyal iletimi gibi fonksiyonlarin gerceklesmesi acisindan
olduk¢a Onemlidir. Bitkilerde plazma ve organel membraninda aktif olan cok sayida
katyon tasiyicist mevcuttur [178-180]. Fizyolojik olarak cesitli bitkilerde karakterize edilen
bu antiportirlar, genellikle bitkide yerlesim organeli vakuol membrani yani tonoplasttir.
Diger yandan plazma membran1 ve kloroplast tilakoid membrani da bu antiportirlar
icerebilir. Monovalent ve divalent katyonlar igin gecirgen olan bu kanallarin, plazma
membraninda yerlesmis olduklar1 ve segici olmadiklar1 goriilmektedir [181]. Ancak zarlar
boyunca tek degerlikli katyonlarin tasimiminda islev gosterirler. Genellikle, bu iiyelerin
bitkilerde, hayvanlarda, mantarlarda ve bakterilerde tek degerlikli katyon degisiminden
sorumlu oldugu disiiniilmektedir [182]. Bu siiper ailenin, Arabidopsis genomunda
tanimlanmis ve bazi liyeleri fonksiyonel olarak karakterize edilmistir [183]. Diger bir
deyisle "CaCA" protein ailesi olarak adlandirilan katyon/H+ antiportirlari, yliksek kapasite

ve diislik affiniteye 6zelligine sahip tastyicilardir.

Pie-tipi ATPaz (HMA' lar)

P-tipi metal ATPaz' lar hiicre zar1 boyunca énemli ve potansiyel toksik metallerin
(Cu*?, Zn*2, Cd*?, Pb*?) tasimmindan sorumlu olan enzimlerdir . P-tipi ATPaz iist ailesine
dahil bu iyon pompalari, biyolojik membranlar boyunca farkli yiiklii substratlarin
pompalanmas1 i¢in aktif ATP enerjisine ihtiya¢ duyarlar [132,184]. Bdoylece ATP
hidrolizinin gerceklestigi ortak enzimatik mekanizmayr membrandan iyon taginimu,

detoksifikasyonu ve kompartimanlagsma igin paylasirlar. Reaksiyon dongiisii sirasinda
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fosforile bir ara iirlin olusumu ile ayirt edilirler ve bu icerdikleri ara iiriinlerden dolay1 "P-
tipi" olarak tanimlanirlar [16,185,186].

Bakteri, maya, bitki ve insan gibi ¢esitli organizmalarda tanimlanan bu tasiyicilar,
hem DNA dizisi hem de fonksiyonel protein benzerliklerine gore bircok alt-familyalar
halinde siniflandirilirlar [187]. Ornegin; bitki ve mantarlardaki H1-ATPaz' lar (tip 3a),
hayvanlardaki Na*/K* ATPaz' lar, Ca*?> ATPaz' lar (tip 2c/p) ve agir metal tastyicilart (tip
1g) 6rnek olarak verilebilir [188]. Solioz ve Vulpe (1996) tarafindan agir metal P-tipi
ATPaz' lar1 korunmus intramembrandz sistein-prolin sistein, sistein-prolin-histidin veya
sistein-prolin-serin motif (CPx motifi) dizisi igermelerinden dolayr "CPx-ATPaz' lar"
olarak adlandirilmistir [189]. Bu proteinlerin plazma membraninda aktif olduklari,
sitoplazmadan  toksik metal uzaklastirilmasinda islev gbren pompalar olarak
nitelendirildikleri, yani sira ¢esitli hiicre i¢i membranlarda da bulunabildikleri esas alinarak
bunlarin agir metallerin kompartimanlagsmasindan sorumlu olabilecekleri ileri siiriilmiistiir
[79]. Ayrica metal tradiiksiyonunda da rol oynadig: ileri siiriilen ¢cogu CPx-ATPaz' m, Cu
ve Cd tasiniminda sorumlu olduklari bilinmektedir. Ancak agir metal ATPaz' larin
fizyolojik rolii hentiz tam olarak bilinmemektedir.

Filogenetik analiz sonucu elde edilen verilere gore, tasima spesifitesi ile iliskili
olarak P1g alt ailesi iki alt gruba ayrilir [16,190-193]:

1. Monovalent katyonlar: Cu*/Ag*
2. Divalent katyonlar: Zn?*/Co?*/Cd?*/Pb?*

Agir metal tasiyict olarak P-tipi metal ATPaz' lar1 da kapsayan Pig alt familyas1 hem
Okaryot hem de prokaryotlar da tespit edilmistir [187]. Transmembran metal tasima
proteinleri, gegis metal homeostazi i¢in ¢ok Onemlidir [16,80] ve Pig-ATPaz' lar icin
anahtar roller tanimlanmustir [187]. Genellikle plazma membraninda lokalizasyon gdsteren
bu enzimler, fonksiyonlarin1 gerceklestirmek icin ATP' ye bagimhdirlar [194].
Elektrokimyasal gradiyente karsi metal iyonlarinin ATP hidroliziyle taginimi oldukga
onemlidir [195]. Transport proteinleri ve intraseliiler yiiksek baglama kapasiteli bolgeler
plazma membrani boyunca metal alininmina aracilik eder. Bir¢ok smnifi agir metal taginimi
ile iligkilidir. Bu gruba dahil olan metal ATPaz' lar bitkide agir metal toleransi ve
homeostazisini katilirlar [80]. Alt aileleri, agir metal ATPaz' lar (P1g), Ca?*-ATPaz' lar
(endoplazmik retikulum-tipi Ca?*-ATPaz ve otoinhibe Ca?'-ATPaz, P,a ve Pz), H*-
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ATPaz' lar (otoinhibe H*-ATPaz' lar, Psa), putativ aminofosfolipid ATPaz' lar (ALA, Pa)
ve bilinmeyen bir 6zellik gosteren bir dali (Ps) seklindedir [196]. Metal taginim siirecinin
isleyisinin anlagilmasi, ¢ok ciddi genetik miihendisligi ¢alismalar1 ve 6zel stratejiler

gerektirir.

3.5. Bitkide Antioksidan Savunma Sistemi ve Bazi1 Antioksidan Elemanlari

Cevre kirliligi tim yasam bigimleri Uzerinde slrekli olarak artan bir stres
yaratmaktadir. Kirlilik kaynaklarinin her biri bitkiler, hayvanlar ve nihayetinde insan
sagligr lizerinde zarar verici etkileri bulunmaktadir. Ancak bu kirlilik etmenlerinden
ozellikle toprak veya suya karisan agir metaller, ¢evrede kaliciliklart nedeniyle ciddi bir
endise kaynagidir. Biyolojik olarak yok edilemeyen bu grup Kirleticiler sadece bir
oksidasyon durumundan veya organik kompleksinden digerine donigiirler [197,198].
Mevcut teknolojiler bu sorunu ortadan kaldirmamakla birlikte gelecek nesillere
aktarilmaktadir. Bu sorun fitoremediasyon olarak bilinen nispeten yeni bir teknoloji ile
saglanabilir. Kirlenmis toprak ¢okeltiler ve yeraltt suyunun yerinde aritilmasi igin yesil
bitkilerin ve bunlarla iligkili mikro biyotalarin kullanildig1 bitki bazli bir biyoremediasyon
teknigidir. Bu teknik i¢in verimli ¢ok sayida bitki tiirii tanimlanmis ve 6zellikler ve metal
alim mekanizmalar1 test edilmistir [199]. Fitotoksik metallerin bitki tarafindan daha
yiiksek miktarlarda alinimi, birkag enzimi inhibe edilmesini veya aktive edilmesine neden
olabilir [200]. Farkli bitki gruplarinda metale karsi tolerans ve duyarlilik gosteren farkli
enzimler, stres proteinleri, fitoselatinler gibi biyokimyasal 6zellikler islev goriir [201,202].
Yiiksek miktarlardaki agir metallerin bitki dokularina zarar verebilecegi olasi bir durumda
bu mekanizmalar, oksidatif stres uygulayarak serbest radikal Uretiminin uyarilmasidir
[203]. Dolayistyla reaktif oksijen tirlerinin (ROS) birikimi, bitkilerde antioksidan savunma
sistemini harekete gecirir. BOylece bitki metal stresinin sonucu olarak veya normal
metabolik aktiviteleri siiresince olusan toksik oksijen ara triinlerini aktif bir sekilde
detoksifiye etmeye calisir. Bitkilerde oksidatif strese karsi koruma, siiperoksit dismutaz
(SOD), peroksidaz (POD), katalazdan (CAT) olusan enzimatik antioksidanlarin veya
glutatyon, flavonoidler, karotenoidler, askorbat gibi enzimatik olmayan bilesenlerin
tiretilmesiyle saglanir [77,204,205].
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Glutatyon

Glutatyon bitkilerde basta oksidatif stres belirteci olmak tizere ¢ok yonli islev
goriir [206,207]. Reaktif oksijen tiirlerine karsi savunmada [208], hiicre ic¢inde agir
metallerin dagilimmin engellenmesinde [209] ve ksenobiyotiklerin, oksidikaller ve metal
katyonlarinin detoksifikasyonunda [210] fonksiyon gérmektedir. Indirgenmis glutatyon
(GSH) formu, glutamil-sisteinil-glisin (c-glu-cys-gly) formallu bir tripeptit tiyoldur. Distik
molekiil agirlikli tiyol tripeptide sahip bitki hiicrelerinde suda ¢oziinebilen bir
antioksidandir [211]. Glutatyonun sahip oldugu tiyol grubu biyolojik ve biyokimyasal
fonksiyonlrina gore kimyasal olarak reaktif olan ana gruptur [212]. Bitki dokularinda
sitozol, endoplazmik retikulum, vakuol, mitokondri, kloroplast, peroksizom gibi hicre
kisimlarinda bulunmaktadir [213,214]. Molekiiler ¢alismalarla, glutatyonun gen
anlatimmda dizenleyici olarak islev gordigi belirtilmistir [215,216], ayrica Yiksek
seviyelerdeki agir metaller baglayan fitoselatinlerin Onciisiidiir [217] ve GSH
konjlgasyonunu herbisitler gibi potansiyel olarak tehlikeli ksenobiyotiklerle katalize eden
GSH S-transferazlar i¢in de bir substrattir [218]. Bununla birlikte, GSH sentezinin
oksidatif stres ile diizenlendigi bildirilmistir [219].

Fenolik Bilesikler ve Flavonoidler

Dogal fenolik ve flavonoid bilesikler, en az bir hidroksil grubu tasiyan bir aromatik
halka iceren bitki sekonder metabolit gruplart ve biyoaktif bilesiklerdir [220,221].
Bitkilerin fenolik bilesikleri iyi bir elektron verici olduklarindan oldukg¢a énemlidir, ¢linki
hidroksil gruplar1 dogrudan antioksidan etkisine katkida bulunarak, temizleme yetenegi
gosterirler [222]. Bitkilerde fenolik bilesikler birka¢ kategoriye ayrilmaktadir; bunlar
arasinda en giiglii antioksidan aktiviteye sahip olan flavonoidler bulunmaktadir [223].
Yapilan arastirmalarda, bitkide flavonoidler, singlet oksijen ve cesitli serbest radikalleri
igeren ¢ogu oksitleyici molekiiliin temizleyicisi olduklar1 gosterilmistir [224]. Son yillarda
antioksidan aktivitesine sahip fenolik ve flavonoid bakimindan zengin dogal besinler

sayesinde bitki metabolimasindaki dnemli metabolitlere olan ilgiyi arttirmistir.
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4. MATERYAL VE METOT

4.1. Materyal

4.1.1. Kullanilan Organizmalar

B. nigra L. ve B. juncea L.

Arastirmada B. nigra L. (siyah hardal) Diyarbakir ekotip tohumu Diyarbakir
Ergani' den, B. juncea L. (kahverengi hardal) tohumu ise Pakistan Arastirma Enstitiisi'
nden temin edilmistir. Bu iki farkh tiir, farkli Cu (25, 50, 100, 200, 500 ve 1000)
seviyelerinde (3' er tekerrirli) olmak iizere Usak Universitesi, Bilimsel Analiz ve
Uygulama ve Arastirma Merkezi' nde (UBATAM) Molekuler Biyoloji Bolumi' ne ait bitki
odasinda uygun kosullarda yetistirilmistir. Ayrica arastirmada kullanilan Bakir(Il) Siilfat
(CuS0s) kimyasali Sigma firmasindan temin edilmistir.

Aragtirmada materyal olarak kullanilan Resim 4.2' de goriildiigii lizere yetistirilen
B. nigra L., yiikksek oranda biyokiitle iiretimi, hizli bliyiime orani, toprak iistii ve hasat
edilebilen kisimlarinda agir metalleri biriktirme yetenegi, ayni zamanda yapilacak
molekiiler ¢alismalar i¢in uygulanabilirliginden, Resim 4.1' de goriildiigii iizere yetistirilen
B. juncea L., hizli bityiime, yiiksek biyokiitle potansiyel ve yiiksek oranda gesitli metallere

kars1 tolerans yeteneginden dolayi tercih edilmistir.
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B. _] uncea L.

Resim 4.1. Yetistirilen B. juncea L. bitkisi

B. nigra L.

Resim 4.2. Yetistirilen B. nigra L. bitkisi
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4.1.2. Cahismada Kullamlan Kimyasallar-Test Materyalleri

Calismada kullanilan kimyasallar Cizelge 4.1' de gosterilmistir.

Cizelge 4.1. Calismada kullanilan kimyasallar

Sira No Kimyasal Ad1 Marka/Saflik
1 Copper(ll) sulfate pentahydrate Sigma-Aldrich, analitik saflikta
2 Copper standart solution Merck, analitik saflikta
3 Nitric acid Carlo Erba, analitik saflikta
Perchloric acid Carlo Erba, analitik saflikta
5 Hydrochloric acid Carlo Erba, analitik saflikta
6 1,4-Dithiothreitol (DTT) Roche, analitik saflikta
7 Tween20 Sigma, analitik saflikta
8 Potasyum nitrat (KNQO3s) Sigma, analitik saflikta
9 Kalsiyum nitrat (Ca(NO3)4H20) Sigma, analitik saflikta
10 Monopotasyum fosfat (KH2PO4) Sigma, analitik saflikta
11 Magnezyum stlfat (MgSQO4.7H,0) Sigma, analitik saflikta
12 Sodyum hidroksit (NaOH) Sigma, analitik saflikta
13 Sodyum Karbonat (Na2CO3) Merck, analitik saflikta
14 Aleminum Klorir (AICI3) Merck, analitik saflikta
15 Sodyum Nitrit (NaNO») Sigma, analitik saflikta
16 Metanol Merck, HPLC safliginda
17 Etanol Sigma, analitik saflikta
18 Gallik asit standardi Sigma, analitik saflikta
19 Catectin standardi Merck, analitik saflikta
20 Folin ciocalteu Sigma, analitik saflikta
21 Glutatyon (reduced) standard: Sigma, analitik saflikta
22 Monokalsiyumfosfat (Ca(H2POs)..H20) Sigma, analitik saflikta
23 Potasyum sulfat (K2SOa) Sigma, analitik saflikta
24 Kalsiyum sulfat dihidrat (CaSO4.2H,0) Sigma, analitik saflikta
25 %10 nitrogen (Ca(NOs3),.4H,0) Sigma, analitik saflikta
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4.1.3. Calismada Kullanilan Cihazlar

Caligsmada kullanilan cihazlar Cizelge 4.2' de gosterilmistir.

Cizelge 4.2. Calismada kullanilan cihazlar ve teghizatlar

Sira

No Cihaz Ad1 Marka/Model
1 Hassas Terazi Precisa /LS 220 A SCS
2 +4 °C Buzdolabi Vestel
3 Ultrasaf Su Cihazi Millipore / Direct Q-3 UV
4 Su Banyosu Nuve bath /NB20
5 Sogutmali Santrifiij Hettich / Mikro 200R
6 Vorteks Thermo Scientfic
7 Manyetik Karistirici Thermo Scientfic
8 Hotplate Thermo Scientfic
9 Buz Makinesi EIM-25 EKO
10 Otoklav Nuve steamart OT 106
11 Real-Time qPCR Biorad / CFX96 Real time system -C1000

thermal cycler
12 Laminar Flow (Steril Kabin) ESCO Class I BSC
13 Derin Dondurucu (-20°C) Arcelik
14 HPLC Agilent Technology
15 UV-VIS Spektrofotometre UV-1800 Shimadzu
16 Etlv Binder
17 Ultrasonik Banyo Cihazi Wisebath
18 Pipet Tipler (0,5-2 pl, 0,5-100 pl, 50-200 ul, 200- Thermo Scientfic
1000 pl, 1-5 ml)

19 Mikrosantriflj Tupleri- P.P- 1,5-2 ml IsoLab
20 GeneJET Plant RNA Purification Mini Kit Thermo Scientfic
21 0,2 ml skirted 96-well PCR Plates Thermo Scientfic
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4.2. Metot

4.2.1. Fizyolojik Caliymalar

4.2.1.1. Bitkilerin Yetistirilmesi

B. nigra L. ve B. juncea L. tohumlar1, %70' lik ethanolde 30-60 saniye boyunca
sterilize edilmistir. Ardindan Tween20 iceren %5' lik sodyum hipokloriir (NaClO) cozeltisi
ile 15 dk boyunca muamele edilerek ylzey sterilizasyonu gerceklestirilmistir. Daha sonra
bircok defa deiyonize suya (dH20) tabi tutulmustur. islemler tamamlandiktan sonra, tohum
imbibisyonunu saglanmak amaciyla petri kabinda 1 saat bekletilmistir. Tohumlarin,
¢imlenme ve fide gelisimleri i¢in kil orami diisiik, en uygun milli steril toprak
kullanilmigtir. Her bir saksiya 10 tohum olacak sekilde; 3 litrelik saksilara normal
toprak/bahce toprak (torf) (2:1) sckilde ayarlanan karigima ekilmistir. Cimlenme
asamasinda tohumlarin karanlikta bekletilmesi ve biiyiime fazinda nemi korumak i¢in tiim
saksilarin Gizeri 3 giin boyunca aliiminyum folyo ile kaplanmistir. 4. giin ¢imlenen fideler,
16 saat giindiiz/ 8 saat gece periyodu, 22-25 °C hava sicakligi, % 70/85 bagil nem orani ve
10.000 lix 151k yogunlugu olacak sekilde ayarlanan uygun kosullar altinda iklim odasinda
dogal 1siklandirma ve diizenli sulamayla yetistirilmistir.

Ekimden 2 hafta sonra, bitkilerde gelisimlerin saglanabilmesi i¢in gerekli besinleri
igeren Cizelge 4.3' de goriildiigi tizere haftada ti¢ kez (1/4) oraninda seyreltilen her biri Cu
icermeyen hoagland besi ¢ozeltisi, iki hafta boyunca tanimlandig: sekilde bitkilere (her bir

sakstya 50 ml) uygulanmustir.

4.2.1.2. Bitkilere Metal Uygulamasi

Bu ¢alismada, B. nigra L. ve B. juncea L.' ya esansiyel metal olan, ancak yuksek

miktarlarda toksik etki gosterebilen Bakir(Il) Siilfat (CuSOs4) uygulanmistir. Uygulanan
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seviyeler, on calismalar dikkate alinarak ve kaynak tarama sonuglarina gore belirlenmistir.
Bu nedenle uygulanan farkli Cu seviyeleri kontrol grubu haricinde; 25, 50, 100, 200, 500,
1000 uM olacak sekilde secilmistir. iki tiirde, her bir farkli Cu seviye icin 3 It' lik her bir
saksida bir bitki olacak sekilde belirlenen farkli Cu seviyeleri uygulanmistir. Her bir saksi
icin toplam hacmi 200 ml olacak sekilde hazirlanan 1/4 oranindaki hoagland besi
cozeltisine stok CuSOs cozeltisinden (1M) belirlenen miktarlarda CuSOs ilave edilerek
farkli Cu seviyeleri hazirlanmistir. Denemelerde 31 giinliikk bitkilere, farkli Cu
seviyelerinde 7 giin boyunca devamli bir sekilde uygulanmistir. Cu uygulanmayan kontrol
(0) gruplarma ise sadece toplam hacmi 200 ml seklinde hazirlanan 1/4 hoagland besi
¢ozeltisi uygulanmistir. Her deney grubu kontrol grubu da dahil olmak iizere 3' er adet
tekerrrli (B. nigra L.: R1, R2, R3 ve B. juncea L.. R1, R2, R3) olacak sckilde
gerceklestirilmistir.

Cizelge 4.3. Bitkilerdeki 1X hoagland sollisyonun bilesim igeriginin saglanmasi [225]

Kimyasal Ad Formul Molekiiler Agirhk  Besin ¢ozeltisi litresi
basina
Potasyum nitrat KNO3 101.1 1 M'dan5ml
Kalsiyum nitrat Ca(NO3)4 H-0O 236.15 1 M'dan 5 ml
Monopotasyum fosfat KH2PO4 136.09 1M'dan1ml
Magnezyum sulfat MgS0..7H,0 246.47 1 M'dan2 ml
Mikrobesin stok ¢ozeltisi Stok ¢ozeltiden 1 ml
Demir selat Fe-EDTA 1000 mg/l' den 1-5 ml
Minus Nitrogen
%210 nitrogen Ca(NO3)2.4H20 236.15 1 M'dan 0.75 ml
Monokalsiyum fosfat Ca(H2P0O4)2.H20 252 0.05 M'dan 10 ml
Kalsiyum sulfat dihidrat CaS0.4.2H.0 172.17 0.01 M' dan 200 ml
Potasyum sulfat K2SO04 174.26 0.5 M'dan 5 ml
Mikrobesin stok ¢ozeltisi Stok ¢ozeltiden 1 mi
Demir selat Fe-EDTA 1000 mg/l' den 1-5 ml
Mikrobesin stok ¢ozeltisi Litre Basina
Borik asit H3;BOs 2.86g
Manganez klorlir-4 hidrat MnCl,.4H,0 181¢
Cinko sulfat-7 hidrat ZnS04.7H,0 0.22¢g
Bakur siilfat-5 hidrat CuS0..5H,0 0.08¢g
%85 Molibdik asit MoOs 0.02¢g
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4.2.1.3. Bitkilerin Hasat Edilmesi

Kontrol grubu da dahil olmak Gzere belirlenen 25, 50, 100, 200, 500 ve 1000 uM Cu
seviyeleri uygulanan bitkiler, yaprak ve kok kisimlarinda biriken Cu miktar tayini i¢in
hasat edilmistir. Bitki numuneleri RNA, protein ve atomik absorbsiyon i¢in {i¢ parca
halinde gruplandirilmistir.

Ik olarak kdk numuneleri topraktan arindirilmak icin iyice dH20 ile yikanarak tiim
numuneler kurutma kagitlarinda Atomik Absorpsiyon Spektroskopik (AAS) analiz i¢in 82
OC' ye ayarlanmus etiivde 72 saat boyunca kurutulmak iizere saklanmistir. Diger iki parca
molekiiler ¢calismalar igin -20 °C' de muhafaza edilmistir. Her deney grubu kontrol grubu
da dahil olmak Gzere 3' er tekerrtirlii (B. nigra L.: R1, R2, R3 ve B. juncea L.: R1, R2, R3)
olacak sekilde ayr1 ayr1 gergeklestirilmistir. Kisaca hasat igsleminde, her bir tekerriir kendi
icinde ele alinarak farkli seviyelerdeki bitki yaprak, govde ve kok Ornekleri biraraya

getirilerek gruplandirilmigtir.

4.2.1.4. Bitkilerin Yaprak ve Koklerinde Biriken Cu Miktar1 Tayini

Farkli Cu seviyeleri uygulanan B. nigra L. ve B. juncea L. bitkilerinin yaprak ve
kok kisimlarinda biriken Cu' nun tayini i¢in hasat isleminden sonra 6rneklere asit ile yas
yakma yontemi uygulanmistir (Resim 4.3). AAS, gaz halindeki atomlarin 151k
absorpsiyonunun Sl¢iilmesiyle elementlerin miktarinin belirlenmesine olanak saglayan bir
yontemdir. AAS analiz okumasi i¢in, 82 °C' de kurutulan bitki numuneleri Memon' un
(1980) yontemi uygulanarak soliisyon haline getirilmistir [226].

Kisaca hasati yapilan yas numuneler 82 °C' de kurutulduktan sonra havan ve
tokmak yardimiyla ogiitiilmiistiir. Ogiitiilen numunelerin hassas terazide tartimlari
yinelenerek her bir 100 ml' lik erlen mayerlere 500 mg kuru numune olacak sekilde ilave
edilmistir. ilk olarak 500 mg numunelerden her birinin iizerine 5 ml % 96' lik nitrik asit
(HNOg3) kimyasali ilave edilerek geker ocakta isitici tabla lizerinde organik materyal az
miktarda kalana kadar nitrik asit ile sindirilmis ve agik sar1 renkte bir ¢ozelti olusmustur.
Ardindan her bir erlen mayerde olusan agik sar1 renkteki ¢ozeltilere 2 ml' lik %50" lik
perklorik asit (H2SO4) kimyasal ilave edilmistir. Ilk olarak az miktarda kalan nitrik asit

iyice uzaklastirtlmis ve daha sonra perklorik asit ile pargalanmamis organik materyal
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oksitlenerek ¢ozeltinin berraklagsmasi saglanmistir. Uygulanan HNO3' Gn H2SO4' e oram
2.5:1" dir. Tiim bu yakma islemi yaklasik 2 saatlik bir siire zarfinda gerceklesmistir. Islem
erlen mayerlerde yaklastk 1 ml materyal kalacak sekilde ve c¢ozelti tam olarak
berraklasincaya kadar devam ettirilmistir. Numunelerin bulundugu erlen mayerler
yeterince soguduktan sonra 15 ml' lik falkon tiiplerinde 10 ml' ye olacak sekilde dH20
ilave edilmistir. Yas yakma yontemine tabi tutularak hazirlanan bitki numunelerin Cu
miktar tayini Skyray AA-9000 markali AAS ile gerceklestirilmistir. Sonu¢ olarak, elde
edilen soliisyonlardan iki farkli tiirin yaprak ve kok kisimlarinda biriken Cu miktar

belirlenmistir.

Resim 4.3. Isitici tablada asit ile yas yakma metodu

4.2.2. Biyokimyasal Calismalar

4.2.2.1. Bitki Ekstraktit Hazirlama

Farkli Cu seviyeleri uygulanan B. juncea L. ve B. nigra L.' nin 82 °C etlivde
kurutulan yaprak numuneleri 6giiltiildiikten sonra hassas terazide 100 mg tartilarak 50 ml'
lik erlenlere konulmustur (Resim 4.4). Uzerlerine 30 ml ethanol solventi ilave edilmistir.
Daha sonra, ultrasonik banyonun sicaklig1 ve siiresi ¢alisma programina gore ayarlanarak,
erlenler ultrasonik banyo igerisine yerlestirilmistir (Resim 4.5). Banyodaki su ile erlen

icerisindeki ¢ozelti seviyeleri dikkate alinarak, program sicakligi ve siiresine uygun bir
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sekilde ekstrakte edilmistir (Resim 4.5). Islem bittikten sonra, ekstraktlar beyaz bant

stizgeg kagitlarindan siiziilerek analiz i¢in +4 °C' de muhafaza edilmistir (Resim 4.6).

Resim 4.5. Ultrasonik banyoda ekstraksiyon islemi

36



Resim 4.6. Ekstraktlarin siizlmesi

4.2.2.2. Toplam Fenolik Bilesik Miktar1 Tayini

I. Cozeltilerin Hazirlanmasi

a. Sodyum karbonat ¢ozeltisi hazirlama: 7,5 g Na,CO3z 100 ml' lik balon jojeye konularak
ve dH20 ile ¢oziilerek hacmi yine distile suyla 100 ml' ye tamamlanmuistir.

b. Folin: Sigma firmasindan temin edildigi sekilde kullanilmustir.

I1. Deneyin yapilis

Toplam fenolik bilesik miktar tayini (TPC), Folin-Ciocalteu testine uygun bir sekilde
gergeklestirilmistir [227]. ik olarak énceden hazirlanan metanolik ekstrakt ¢dzeltisi (1 ml)
ile Folin-Ciocalteu reaktifi (500 pl) 15 ml' lik falkon tiipiine ilave edilmistir. Daha sonra
cozelti 5 dakika boyunca karanlik ortamda bekletilmistir. Ardindan NaCOs (% 7,5 wi/v)
ilave edilerek, tiipler 15 saniye vortekslenerek ¢ozeltinin iyice karigmasi saglanmistir
(Cizelge 4.4). Renk degisiminin gergeklesmesi i¢in parafilm ile sarilan tiipler, yeniden 1

saat karanlik ortamda bekletilmistir.
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Islem sonunda Orneklerin absorbans okumalar1 UV-VIS Spektrofotometre
cihazinda 760 nm dalga boyunda gergeklestirilerek toplam fenolik igerigi belirlenmistir.
Toplam fenolik igerigi gallik asit kalibrasyon egrisi gore hesaplanmistir. Ayni zamanda mg
gallik asit es degeri mg (GAE)/ g kuru numune olarak ifade edilmistir. Her bir deney grubu
kontrol grubu da dahil olmak Gzere 3' er adet tekerrirlti (B. juncea L.: R1, R2, R3/ B. nigra
L.: R1, R2, R3) olacak sekilde gergeklestirilmistir.

Cizelge 4.4. Toplam fenolik bilesiklerin tayini i¢in kullanilan reaksiyon karigimi ve

miktarlari
Reaksiyon Karisimi Kullanilan Miktar
Numune Ekstrakti 1000 pl
Folin-Ciocalteu 500 pl
Sodyum karbonat 4000 pl
Deiyonize (saf) su 4500 pl
Toplam 10.000 pl

4.2.2.3. Toplam Flavonoid Tayini

I11. Cozeltilerin Hazirlanmasi

a. Sodyum nitrit ¢ozeltisi hazirlama: 5 g NaNO2 100 ml' lik balon jojeye konularak, distile
su ile ¢ozildikten sonra hacmi yine distile suyla 100 ml' ye tamamlanmustir.

b. Sodyum hidroksit ¢ozeltisi hazirlama: 4 g NaOH 100 ml' lik balon jojeye konularak,
distile su ile ¢oziildiikten sonra hacmi yine distile suyla 100 ml' ye tamamlanmustir.

. Aliminyum Kkloriir ¢6zeltisi hazirlama: 10 g AlCls 100 ml' lik balon jojeye konularak,

distile su ile ¢oziildiikten sonra hacmi yine distile suyla 100 ml' ye tamamlanmustir.

IV. Deneyin Yapilisi

Ekstraktin total flavonoid bilesik tayini, aliiminyum klorid kolorimetrik yontemi
kullanilarak belirlenmistir [228]. Ilk olarak, 15 ml' lik falkon tiipe ekstrakt (500 pl) ve
standart ¢ozeltilere saf su (2200 pl) ve %5' lik NaNO2 (150 ul) ¢ozeltisi ilave edilmistir.
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Inkiibasyon isleminden sonra %10' luk AICIs (150 pl) ilave edilerek 6 dakika beklemeye
birakilmistir. Ardindan 6rnekler %4' liik NaOH (2 ml) ilave edilerek, karisimin nihai hacmi
10 ml olacak sekilde dH20 ile tamamlanmistir (Cizelge 4.5).

Ornekler 15 dakika oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Siire sonunda Orneklerin
absorbans okumalart UV-VIS Spektrofotometre cihazinda 510 nm dalga boyunda
gerceklestirilerek toplam flavonoid miktar1 belirlenmistir. Toplam flavonoid igerigi
Catectin kalibrasyon egrisine gore hesaplanmistir. Ayn1 zamanda sonuglar catectin es
degeri mg (CE)/ g kuru numune olarak ifade edilmistir. Her bir deney grubu kontrol grubu
da dahil olmak tzere 3' er adet tekerrurlt (B. juncea L.: R1, R2, R3/ B.nigra L.: R1, R2,
R3) olacak sekilde gerceklestirilmistir.

Cizelge 4.5. Toplam flavonoid tayini i¢in kullanilan reaksiyon karisimi ve miktarlari

Reaksiyon Karisimi Kullanilan Miktar
Numune Ekstrakti 500 pl
Deiyonize (saf) su 2200 pl
NaNO- 150 pl

AICl3 150 pl
NaOH 2000 pl
Toplam 5.000 pl

4.2.2.4. B.nigra L. ve B. juncea L. Yapraklarinda Glutatyon Tayini

Kontrol ve farkli Cu derigsimleri uygulanan iki farkl tiirtin yapraklarindan glutatyon
iceriginin belirlenmesi, Newton ve Fahey (1995) gére modifiye edilerek yapilmistir [229].
Ogiitiilerek toz haline getirilen her bir 0,05 gr bitki kism1 1 ml 0.1 M HCI (% 37' lik) ile
ekstrakte edilerek, ardindan ekstraktlar 4 °C” de 10.000 rpm’ de 10 dk santrifiijlenmistir.
Daha sonra elde edilen stipernantlar glutatyon tayininin belirlenmesi i¢in her bir numune
viallere aktarilmigtir. Bununla birlikte cihaza ilk numune olarak 200 ppm' lik glutatyon

standard1 hazirlanmigtir. Daha sonra numuneler cihaza yerlestirilmistir.
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Glutatyon tanimlanmasi ve farkli Cu derisimleri uygulanan iki tiirde glutatyon
miktarmin belirlenmesi, Agilent marka 1260 model kromotografik ile yapilmistir. HPLC
sistemi; auotsampler, quaternary pompa, kolon kompartimani ve multiwavelenght dedektor
icermektedir. Miktar analizleri ACE C-8 kolon ile yapildi. Mobil faz olarak %99' luk
potasyum dihidrojen fosfat (H.KO4P), %85' lik fosforik asit (H3O4P), dH2O (10:90 V/V)
kullanmilmistir. Cizelge 4.6’ da goriildiigii tizere HPLC kosullan ile ilgili diger bilgiler

verilmistir.

Cizelge 4.6. Glutatyon tayini icin ayarlanan uygun HPLC kosullari

HPLC Kosullan1
Kolon C-8(250x 4.6
mm)
Mobil Faz Potasyum
dihidrojen
fosfat, Fosforik
asit, dH-0O
(10:90 VIV)
Akis Hizi 0.8 ml/dk
Enjeksiyon Hacmi 50 mikrolitre
Dedektor UV/VIS 280 nm
Analiz slresi 40 dk

4.2.3. Molekiiler Calismalar

4.2.3.1. Total RNA izolasyonu

Biyolojik materyallerden RNA' nin saflagtirmasina dayanan bir yontemdir. Farkli
Cu konsantrasyonlar1 ile muamele edilen B. nigra L. ve B. juncea L. tirlerinin hasat

isleminden sonra RNA izolasyonu i¢in -20 °C' de saklanan yaprak numunelerinden total
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RNA Thermo Scientific™" in GeneJET Bitki RNA Saflastirma Mini Kiti kullanilarak izole
edilmistir. Kitte belirtilen talimatlar asagidaki gibidir:

1. ilk olarak, -20 °C' de muhafaza edilen bitki numuneleri ¢6ziinmeden minimum 0,2 g
olacak sekilde tartimlar1 yapilarak homojenizasyon safhasina kadar sivi azot ile muamele
edilmistir.

2. Steril havan ve havan tokmagi kullanilarak sivi azot yardimiyla bitki materyali toz
haline gelinceye kadar 6giitiilerek materyal steril mikrosantrifiij tiipe (1.5 ml) aktarilmistir.
3. Aktarilan materyale 500 pl olacak sekilde bitki RNA lizis soliisyonu ilave edilmistir.
Ekstraktlarin iyice homojenize olabilmesi i¢in 10-20 s vorteks yapilmaistir.

4. Vortekslenen numune 56 °C' de 3 dakika inkibe edildikten sonra 14.000 rpm' de 5
dakika santrifiij edilmistir.

5. Santrifiij edilen numunenin supernatant kismi uzaklagtirilarak yeni steril bir
mikrosantrifiij tiipe aktarilmistir. Aktarilan 6rnege 250 pl olacak sekilde % 96' lik etanol
ilave edilerek lizat pipet yardimiyla karistirilmustir.

6. Etanol eklenen lizat RNA izolasyon kolonuna aktarilarak 1 dk 11.000 rpm' de santrifiij
edilmistir.

7.Saflastirma kolonundan gegen sivi atildiktan sonra, kalan numunenin yikanmasi i¢in 700
ul Yikama Tamponu 1 (WB1) (tampona kitte belirtildigi gibi etanol ilave edilmistir) ilave
edilmis ve 12.000 rpm' de santrifiij edilmistir.

8. Kolondan gecgen siv1 tekrar atilarak, kalan numunenin tekrar yikanmasi i¢in kolona 500
ul Yikama Tamponu 2 (WB2) (tampona kitte belirtildigi gibi etanol ilave edilmistir.) ilave
edilerek 12.000 rpm' de 1 dk santrifiij edilmistir.

9. Kolondan gecen siv1 tekrar atilarak bir 6nceki asama tekrar gerceklestirilerek kolona 500
ul Yikama Tamponu 2 (WB?2) ilave edilerek 14.000 rpm' de 1 dk santrifiij edilmistir.

10. Yikama asamalar1 tamamlanan kolon, RNaz icermeyen steril mikrosantrifiij tiipe (1.5
ml) aktarilmistir.

11. RNA' nin ayrilmast i¢in, kolona 50 pl nikleaz igermeyen su ilave edilerek 12.000 rpm’
de 1 dk santrifiij edilmistir. Boylece santrifiij yapildiktan sonra RNA'lar kolondan
uzaklastirilmig ve mikrosantrifiij tlipte birikmesi saglanmistir. Kisaca total RNA
izolasyonu tamamlanarak, numunelerden elde edilen saflastirilmis RNA' lar -20 °C' de

kullanilmak tizere muhataza edilmistir
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4.2.3.2. Total RNA Miktar Tayini

izole edilen B.nigra L. ve B. juncea L. érneklerinin total RNA (genomik DNA
icermeyen) miktar1 ve safliklar1 6l¢iimleri Nanodrop cihazinda 260 nm ve 280 nm dalga
boylarinda okumalarla yapilmistir. Orneklerin saflik oranlarinm (OD260/ OD280) 1,60 ile
2,10 arasinda olmasia Ozellikle dikkat edilerek, uygun RNA konsantrasyon miktarlar

belirlenmistir.

4.2.3.3. Ters Transkripsiyon- Tamamlayict DNA (cDNA) Sentezi ve Kontrolu

RNA izolasyonundan sonra, saf hale getirilmis olan total RNA' lar Thermo
Scientific™ markasinin RT-gPCR kiti olan Maxima First Strand cDNA sentez Kiti
kullanilarak DNA komplementerleri sentezlenmistir. CDNA sentezi, ters transkriptaz
enzimi aracihigiyla RNA molekiiliiniin DNA’ ya doniismesi seklinde gergeklesen bir
islemdir. Bu islem, sadece kalip DNA ile ¢alisan RT-gPCR icin gereklidir. cDNA sentez
asamasinda kontaminasyon varliginin kontroliinii saglamak amaciyla NTC kontroll
hazirlanmis olup, NTC RT-qPCR sirecinde negatif kontrol olarak kullanilmigtir. Bu
nedenle, NTC' ye cDNA' lar hari¢c cDNA sentezi igin gerekli tiim reaktifler ilave edilmistir.
cDNA sentezi, Maxima First Strand cDNA sentez Kiti icerisinde mevcut olan tampon ve
enzimler dahil edilerek gergeklestirilmistir. Master Mix; polimeraz enzimi, deoksi-
nikleozid trifosfat (ANTP)' lar, SYBR Green gibi floresan boyalar dahil RT-qPCR igin
gerekli olan tiim bilesikleri icermektedir (Cizelge 4.7). Onceki arastirmaya dayali olarak
ifade edilen referans geni Ubiquitin, kontrol geni olarak kullanilmistir [230,231].
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Cizelge 4.7. Ters Transkripsiyon-Komplementer (Tamamlayic1) DNA (cDNA) sentez
kitinde mevcut kullanilan tampon ve enzim hacimleri

Kullanilan Tampon Miktar
5X Reaction Mix 4 uL
Maxima Enzyme 2uL
Mix
Template RNA 1-5uL
Water, nuclease-
free 20" e tamamlanir
Total Volume

20 uL

Cizelge 4.7' de goriildiigii iizere, toplam hacmi 20 uL olacak sekilde hazirlanan
karisim hafifge ¢alkalanmis ve daha sonra santrifiijlenmistir. Daha sonra, 6rnekler 25 °C'
de 10 dk inkube edilir ve enzim inhibisyonu ic¢in 50 °C' de 15 dk bekletilir. Son asama

olarak reaksiyonun sonlandirmak i¢in 85 °C' de 5 dk inkiibasyon yapilmustir.

Cizelge 4.8. Ters Transkripsiyon-Komplementer (Tamamlayic1) DNA (cDNA) sentezi igin

gerekli inkiibasyon sicakliklar1 ve siireleri

Sicakhk inkiibasyon Siiresi
25°C 10 dk

50°C 15 dk

85°C 5dk

-20°C 1 hafta

Cizelge 4.8' de goriildiigi tizere, saf haldeki total RNA' dan cDNA sentezi icin
gerekli inkiibasyon sicakliklar1 ve siireleri, 1sitict blok (heating block) cihazinda
ayarlanarak gergeklestirilmistir. TUm cDNA' lardan pozitif sonug elde edildikten sonra,
ornekler bir sonraki asama olan kantitatif RT-PCR' da kullanilmak iizere -20 °C' de

saklanmustir.
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4.2.3.4. Primer Tasarimi

Tasarlanan primerlerin B. juncea L. ve B. nigra L." ya uygun olmasi ve diizgiin
calismasi dikkate alinarak, model bitki A. thaliana L. bitkisine ait gen dizilerinin timd ile
B. juncea (AABB) ve yakin iliskili B. rapa (AA) ve B. nigra (BB)' nin NCBI
(http://ncbi.nlm.nih.gov/) EST dizileri ve ClustralX veri tabanindan elde edilen gen
dizilerine benzer diziler secilmistir. Daha sonra primerler Primer3 programi kullanilarak
tasarlanmigtir [232,233].

Cizelge 4.9' da goriilduigii tizere, kullanilan primerler tasarlanirken, GC igeriginin %

45-55 arasinda olmasina ve erime sicakligina (55-60 °C) dikkat edilmistir.

Cizelge 4.9. Gen anlatiminda kullanilmak iizere B. nigra L. ve B. juncea L. turleri igin
tasarlanan primerler (Baz dizileri ve GC % degerleri)

Primer Baz Dizileri 5'-3" GC (%)
BR-HMA1-F GGCAGCTTACTTGGCTTTCC 55
BR-HMA1-R AAGTCGAAAGTGGGTGGTGG 52
BR-HMA3-F TTCTCCGTCATCGTCCCTTC 55
BR-HMA3-R GCAGCTTCTGTGTAATCCTCC 52
BJ-UBQ9-F GAAGACATGTTCCATTGGCA 45
BJ-UBQ9-R ACACCTTAGTCCTAAAAGCCACCT 46

4.2.3.5. Ger¢ek Zamanh (Real Time/RT) qPCR

Hazirlanan cDNA, gercek zamanli PCR i¢in dogrudan kullanilmistir. Bu yontem,
DNA kalibinin hedef bolgesi sadece tek bir molekiilden milyonlarca kopya {iretilerek
cogaltmak i¢in kullanilmaktadir. RT-qPCR, DNA' nin ¢ogaltimini ve iriinlerini tek bir

tiipte belirlemeyi miimkiin kilan ¢ok yakin bir zamandir uygulanan bir yontemdir. Gen
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anlatim analizini saglayan bu metot geleneksel PCR yontemi ve gen analizini birlikte
kapsamaktadir. PCR ¢ogaltimini goriiniir hale getiren ve monitorize edebilen floresan
isaretli prob ve boyalarin kullanildigi, floresanin olusan DNA ile dogru orantili olarak
arttig1 bir ¢ogaltma teknolojidir.

Spesifik olmayan ¢ift zincirli DNA' nin ¢ogaltiminda "SYBR Green I" yontemi
kullanilir. Bu yontemde kullanilan floresan boya sadece c¢ift zincirli DNA' ya
baglandiginda ¢ogalan DNA miktarindaki artisa paralel olarak "real-time" PCR cihazinda
okunan floresanin miktar1 da es zamanli artar. Cogaltimin basinda reaksiyon karigiminda
cift zincirli DNA molekiilii, primerler ve "SYBR Green I" boyas: bulunmaktadir. Bagh
olmayan serbest DNA molekiilii ¢ok az bir floresan 1gima yapar. Primerler baglanip uzama
basladiginda boya molekiilii ¢ift zincirli DNA' nin arasina girer ve floresan yayilimi baslar.
Baglangigtaki dongii boyunca sinyal zayif olabilir ancak iiriin miktar1 arttik¢a floresan
miktar1 hizla artar. Boylece bu artig "real-time" cihazinin monitdriinden izlenebilir.

Bu aragtirma farkli Cu derisimleri uygulanan B. juncea L. ve B. nigra L." nin
yapraklarinda HMA1 ve HMA3 geninin anlatim diizeylerindeki farkliligi belirlemek igin
RT-gPCR kullamlmustir. ilk olarak kontrol ve farkli Cu derisimleri uygulanan bitki
yapraklarina ait izole edilen RNA' dan ¢cDNA o6rnekleri hazirlanmistir. Daha sonra, kitteki
(Thermo scientific) talimatlarina uygun sekilde gen anlatimi icin hazir hale getirilmistir.
RT-qPCR verileri de "SYBR Green I" boyasi kullanilarak gézlenmistir.

Reaksiyonda hazirlanan cDNA 6rnekleri, hazirlanan master mix, polimeraz enzimi,
dNTP' ler, SYBR Green gibi floresan boyalar karisimi 96 kuyucuklu platelere yiiklenerek
BioRad CFX96 sisteminde gergeklestirilmistir [234].
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Cizelge 4.10. Real Time qPCR' da gen anlatimi i¢in kullanilan malzemeler ve miktarlari

Kullanilan malzemeler uL
Maxima SYBR Green gPCR Master Mix (2X) 13
Forward Primer 1
Reverse Primer 1
cDNA 4
Water, nuclease-free 6
Total Volume 25
uL

4.2.4. Biyoinformatik Yaklasimlar

4.2.4.1. A. thaliana ve Diger Brassica Tiirleri Arasindaki Iliskinin Biyoinformatik

Yaklasimlarla Arastirilmasi (Coklu Dizi Hizalama-Filogenetik Agac)

Biyoinformatik bilisim teknolojileri ya da mevcut tiim bilgisayar uygulamalari
kullanilarakbiyolojik siireglerin anlasilmasi, ¢oziilmesi, elde edilen biyolojik verilerin
olusturulmasi ve saklanmasi icin veritabanlarinin kurulmasi ve kullanilmasi seklinde
ortaya ¢ikan yeni multidisipliner bir bilim dalidir. Multidisipliner olmas1 basta bilisim,
bilgisayar teknolojileri, istatistik, matematik ve molekiiler biyoloji olmak iizere ¢esitli
dallarda elde edilen verilerin olusturulmasi, depolanmasi ve en Onemlisi Dbirlikte
degerlendirilme analizlerini kapsamaktadir. Kisaca arastirmacilar tarafindan tespit edilen
yeni gen, niikleotit ya da protein bilgilerinin veritabanlarina depolanmasi ve bunlarin diger
arastirmacilarin kullanimina agik hale getirilmesi seklinde agiklanmaktadir. Depolanan
spesifik gen, niikleotit, protein bilgilerinin bulundugu FASTA formati, BLAST analizi ve
bunlar gibi bircok biyoinformatik ara¢ mevcuttur. Bu araclar sayesinde ¢esitli
organizmalarin niikleotit dizilimleri, makromolekiillerin yapilar1 hakkinda bilgi

edinilebilir, organizmalarin niikleotit dizilimleri karsilastirilabilir, protein yap1 ve islev
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modelleri olusturulabilir. Biyoinformatigin en 6nemli veritabani olan NCBI, istenilen
bircok veriyi sunabilmektedir.

Bu arastirmaya 6n ¢alisma olan biyoinformatik verilerinden elde edilen sonuglar
dogrultusunda yon verilmistir. ilk olarak, organizmalarin siniflandirmasinda molekiiler
bulgu olarak kullanilan tiim Pi1g-ATPaz' larin protein, gen niikleotit dizileri ¢esitli web
sitelerinden elde edilmistir. Islemler herkese acik cesitli online veri kaynaklar::
"https://wwwe.arabidopsis.org/,  http://www.ncbi.nIm.nih.gov/, http://www.uniprot.org/,
http://aramemnon.uni-koeln.de/" kullanilarak yapilmistir. Bununla birlikte gen, niikleotit
ve proteinlere spesifik bilgilerin depolandigi FASTA formati ve istenilen dizilerin
benzerlikleri "protein-protein BLASTP" programi kullanilarak incelenmistir.

Arastirma materyali olarak kullanilan basta B. juncea L., B. nigra L. olmak
tizerediger Brassicacea tirleri A. thaliana, A. halleri ve N. caerulescens’ de HMAI-
HMA4" Un protein dizilimleri Uniprot ve NCBI online veritabanindan elde edilmistir.
Coklu dizi hizalamalari (MSA), varsayilan ayarlar kullanilarak, Avrupa Biyoinformatik
Enstitisti'niin (EBI) websitesinde yer alan "Clustral Omega" yazilimi kullanilarak
olusturulmustur [235]. MSA; gen, niikleotit ve protein dizilimleri arasindaki benzerlikleri
ve degisiklikleri incelemek amaci ve evrimsel iligkilerinin olusturulmasinda yararlanilan
paha bicilemez bir biyoinformatik aragtir [236-238]. Clustral Omega, Clustral programinin
son siiriimiidiir. Daha 6nceki siirlimlerinden birisi olan Clustral W, en yaygin kullanilan
MSA yazilimidir ve 35.000' den fazla alint1 icermesiyle biyoloji tarihinde en genis ¢apta
alint1 yapilmis program olarak tanimlanmaktadir. Program ilerleme gosteren bir hizalama
yontemi ile batin dizileri tek tek hizalamaktadir [236,239,240]. Bununla birlikte, HMA
proteinleri arasindaki evrimsel iliski ve molekiiler dizilimlerin filogenetik analizi 6nemli
bir web hizmeti olan Phylogeny.fr kullanilarak bir filogenetik aga¢ olusturularak

belirlenmistir. Hizmet varsayilan ayarlarda kullanilmistir [241,242].

4.3. Verilerin Degerlendirilmesi ve Istatistiksel Analiz

Sonuglar ortalama standart sapma seklinde verilmis olup, IBM SPSS 23.0 for
Windows paket programinda, grup ortalamalarinin karsilastirilmasi saptanmigtir.

Anlamlilik p<0,05 olarak belirlenmistir.
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5. ARASTIRMA BULGULARI

5.1. Fizyolojik Caliyma Bulgulari

5.1.1. Bitkide Biriken Bakir (Cu) Miktari

31 glin boyunca toprak ortaminda yetistirilen B. juncea L. ve B. nigra L." ya 7 gln
boyunca farkli Cu seviyelerde (25, 50, 100, 200, 500 ve 1000 uM) uygulanmistir. Gegen
stire zarfinda kontrol grubu bitkilerle farkli Cu seviyelerde uygulanan bitkiler arasinda
herhangi bir fizyolojik degisiklik gdzlenmemistir. B. juncea L. ve B. nigra L."' nin kontrol
grubu ve farkli Cu seviyeleri uygulanan gruplarin govde ve koklerinin gérinumleri asagida
verilmistir (Bkz. Resim 5.1, Resim 5.2, Resim 5.3, Resim 5.4).

Mol ’
1 - . 4

B. nigraL/R1/0 uM Cu  B. nigra L/R1/25 uM Cu

48



50MC

1004MC.

B. nigra L./R1/50 uM Cu B nigra L./R1/100 uM Cu

500 MCo

B. nigraL./R1/200 uM Cu B. nigra L./R1/500 uM Cu

M(A'Lll
Ry
1000M(.

B. nigra L./R1/1000 uM Cu

Resim 5.1. 7 guin boyunca kontrol grubu ve farkli Cu seviyeleri uygulanan B. nigra L.' nin

gOvde gorinumu (1. Tekerriir)
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B. nigira L. B. nigra L. B. nigra L.
R1 R1 R1

OuM Cu 25 uM Cu 50 uM Cu

B. nigra L. B. nigralL. B. nigral. B. nigralL.
R1 R1 R1 R1

100 uM Cu 200 uM Cu 500 uM Cu 1000 uM Cu

Resim 5.2. 7 gun boyunca kontrol grubu ve farkli Cu seviyeleri uygulanan B. nigra L.' nin
kok kisimlariin genel goriiniimti (1. Tekerriir)
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R1 R1 R1 R1
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B. juncea

B. juncea
R1

200 uM Cu

L.

B. jumceal.

R1

500 uM Cu

B. juncea L.
R1

1000 uM Cu

Resim 5.3. 7 giin boyunca kontrol grubu ve farkli Cu seviyeleri uygulanan B. juncea L.' nin
govde kisimlarinin genel goriiniimii (1. Tekerrtir)
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B.junceal.  B. junceal. B. juncea L. B. juncea L
R1 R1 R1 R1

0 uM Cu 25 uM Cu 50 uM Cu 100 uM Cu

B. junceal. B. juncea L. B. juncea L.
R1 R1 R1
200 uM Cu 500 uM Cu 1000 uM Cu

Resim 5.4. 7 giin boyunca kontrol grubu ve belirlenen farkli Cu seviyeleri uygulanan B.

juncea L." nin kok kisimlarinin genel goriintimii (1. Tekerriir)
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5.1.2. Bitkide Biriken Bakir (Cu) Miktar Tayini

7 gilin boyunca farkli Cu seviyeleri uygulanan B. nigra L. ve B. juncea L.' ya ait kok

ve yapraklarda biriken Cu miktar1 belirlenmistir (Bkz. Cizelge 5.1, Cizelge 5.2).

Cizelge 5.1. Kontrol grubu ve farkli Cu seviyeleri uygulanan B. juncea L.' nin yaprak ve

koklerinde biriken Cu miktari (ort. Cu£SH) (ng/g™* kuru agirlik)

B. juncea

Cu Yaprakta biriken ort. Kokte biriken ort.
(uM) | Cu miktar1 (ug/g™t)+SH Cu miktar (ug/g?)+SH

0 11,3345,33 3,34+0,98

25 26,28+4,36 41,63+8,81

50 28,60£1,65 17,44+1,33

100 33,20+2,03 27,24+2,96

200 32,71£3,39 38,11+6,37

500 66,17+7,03 91,82+6,12
1000 77,59+3,04 243,81+13,54

Cizelge 5.2. Kontrol grubu ve farkli Cu seviyeleri uygulanan B. nigra L.' nin yaprak ve
koklerinde biriken Cu miktar1 (ort. Cu£SH) (ug/g™ kuru agirlik)

B. nigra

Cu Yaprakta biriken ort. Kokte biriken ort.
(LM) Cu miktar (ug/g?)+SH Cu miktar (ug/g?) £SH

0 23,92+4,83 9,81+0,81

25 75,63+2,6 5,77+0,67

50 97,0045,71 12,91+2,66

100 166,52+8,55 39,87+1,89

200 182,25+7,71 14,31+1,56

500 380,40+4,12 12,24+0,72
1000 1073,91+9,02 289,67+6,97

B. nigra L. agir metallere karsi toleransli bir tiirdiir ve agir metallerle kirlenmis
alanlarda yetisebildigi gibi bu metalleri kokte depolayabilme yetenegine de sahiptir
[231,243]. Bununla birlikte, B. juncea L., toprak iistii kisimlarinda yiiksek biyokiitle ve
metal miktar: icerebilen bir tlrdur [244]. Bu calisma 7 giin boyunca farkli seviyelerdeki
(25, 50, 100, 200, 500 ve 1000 puM) CuSOs gozeltisi uygulanarak, her iki turiinde kok ve
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yapraklarda biriken Cu miktar1 AAS analiziyle tespit edilmistir (Bkz. Cizelge 5.1., Cizelge
5.2.). B. nigra L." nin yapraklarinda biriken Cu miktari, kokte biriken Cu miktarina gére
daha fazla oldugu saptanmustir. Ozellikle bu bitkinin 1000 pM Cu' da yapraklarinda
1073,91 ug/g?! biriktirdigi, kok kisminda ise 289,67 ug/g? biriktirdigi (yaklasik 11
mg/kg) belirlenmistir (Bkz. Cizelge 5.2). B. juncea L." nin ise kok kisimlarinda biriken Cu
miktari, yaprak kismina gére daha fazla oldugu gdzlenmistir. Ozellikle 1000 pM Cu' da B.
juncea L." nin koklerin 243,81 pg/g™ biriktirdigi, yapraklarinda ise 77,59 pg/g™ biriktirdigi
belirlenmistir (Bkz. Cizelge 5.1). Baker ve ark. (1994), bitkilerin gévdesinde 1000 mg/kg'
den daha fazla miktarda Cu' nun toksik olabilecegini ve biinyesine alabilen bitkileri de
metal akimdalatori olarak tanimlamistir [69]. B. nigra L. nin yaprak ve koklerinde toplam
Cu miktar1 yUkek bir tir oldugundan metal akiimiilatérdir. Sonug olarak, iki turiinde Cu'
ya kars1 toleransli oldugu ve bunlarin Cu' yu biinyelerinde biriktirebildikleri, bununla
birlikte B. nigra L., B. juncea L." ya gore toprak Ustu kisminda Cu' yu daha fazla
biriktirdigi gézlemlenmistir. B. nigra L. ve B. juncea L. tiirleri karsilastirildiginda, her iki
tiriinde koklerinde saptanan Cu miktar1 1000 pM konsantrasyonda onemli bir artis
gostermistir (p<0.05). B. nigra L." nin kdke nazaran yapraklarinda fazla Cu birikiminin
oldugu gozlenmistir. Ozellikle B. nigra L. yapraklarinda saptanan Cu miktarlar1 arasinda
anlaml bir fark bulunmustur (p<0,05).

Bitkilerde biriken Cu miktar1 belirlendikten sonra, bitkilerin yapraklarmin Cu
stresine kars1 verdigi tepki icin fenolik, flavonoid bilesik miktarlari, daha sonra da 6nemli

antioksidan olan glutatyon aktivitesi arastirilmistir.

5.2. Biyokimyasal Bulgular

5.2.1. B. juncea L. ve B. nigra L. Yapraklarinda Toplam Fenolik Madde Miktarlari

Farkli Cu seviyeleri uygulanan B. juncea L. ve B. nigra L. yaprak numunesi ethanol
solventi ile ekstrakte edilerek, ekstraklardaki toplam fenolik madde miktar1 UV-VIS
Spektrofotometresi ile belirlenmistir. Analitik metodun validasyonu i¢in hazirlanan 50,
100, 150, 200 ve 250 ppm konsantrasyonlarinda hazirlanan gallik asit standart
soliisyonlarinin UV-VIS Spektrofotometre de 6l¢iilen absorbans degerleri Cizelge 5.3' de

verilmistir. Degerlerden elde edilen dogrusallik grafigi Sekil 5.1' de verilmistir. Toplam
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fenolik madde miktarlar1 gallik asit grafiginden yararlanilarak belirlenmistir. Farkli Cu
seviyelerinde her iki tiirde de toplam fenolik miktarlar arasindaki fark istatistiki olarak

onemli bulunmustur (p<0.05). Sonuglar sirasiyla Cizelge 5.4' de verilmistir.

Cizelge 5.3. Fenolik standartlarinin konsantrasyonlar1 ve absorbans sonuglari

Konsantrasyon
Ppm 50 100 150 200 250
Absorbans 0,206 0,403 0,623 0,813 1,027
3,5 - Gallik Asitin Kaibrasyon Egrisi
3
o 25 -
=
4 2 4 y=000dx - 0,001
= .
Z 15 | =0,955
o,
1 -
05 -
D I I I 1
0 200 400 600 BOO
Konsantrasyon mg/L

Sekil 5.1. Toplam fenolik madde tayini i¢in gallik asit dogrusallik grafigi
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Cizelge 5.4. Farkli Cu seviyeleri uygulanan B. nigra L. ve B. juncea L. da ort. toplam

fenolik madde miktar1 (ort.£SH)

Konsantrasyon B. nigra ort. toplam B.juncea ort.
Cu (UM) fenolik icerik mg toplam fenolik
GAE/ g+SH icerik mg GAE/
g+SH
0 31,6+0,13 27,7+0,73
25 40,2+0,42 29,8+0,42
50 42,6+0,96 31,4+0,30
100 43,2+0,12 30,7+0,31
200 32,5+0,19 33,2+0,45
500 32,2+0,59 32,0+0,20
1000 35,9+0,48 34,5+0,90

5.2.2. B. juncea L. ve B. nigra L. Yapraklarinda Toplam Flavonoid Madde Miktar:

Farkli Cu seviyeleri uygulanan B. juncea L. ve B. nigra L. yapraklar1 ethanol

solventi ile ekstrakte edilerek, ekstraklardaki toplam flavonoid madde miktart UV-VIS

Spektrofotometresi ile belirlenmistir. Toplam flavonoid madde miktarlar1 catectin

grafiginden yararlanilarak belirlenmistir. Analitik metodun validasyonu i¢in hazirlanan

100, 200, 300, 400 ve 500 ppm konsantrasyonlarinda hazirlanan catechin standart

sollisyonlarinin UV-VIS Spektrofotometrede odlciilen absorbans degerleri Cizelge 5.6' de

verilmistir. Degerlerden elde edilen dogrusallik grafigi Sekil 5.2' de verilmistir. Farkli Cu

seviyelerinde her iki tiirde de toplam flavonoid miktarlari arasindaki fark istatistiki olarak

o6nemli bulunmustur (p<0.05). Elde edilen sonugclar, Cizelge 5.7' de verilmistir.

Cizelge 5.5. Flavonoid standartlarinin konsantrasyonlar1 ve absorbans sonuglart

Konsantrasyon
ppm 100 200 300 400 500
Absorbans 0,016 0,030 0,044 0,059 0,073

56



0,160

0,120
0,100
0,080
0,060
0,040
0,020
0,000

Absorbans

Catectinin Kalibrasyon Egrisi

0,140 -

02—

200 400 &00 800

EKonsantrasyon

1000

1200

Sekil 5.2. Toplam flavonoid madde tayini igin catectin dogrusallik grafigi

Cizelge 5.6. Farkli Cu seviyeleri uygulanan B. nigra L. ve B. juncea L. nin ort. toplam
flavonoid madde miktar1 (ort.+SH) (TFC mg Cateceq/ g)

Konsantrasyon B. nigra ort. toplam B. juncea ort.
Cu (UM) flavonoid icerik toplam flavonoid
TFC mg Cateceq/ icerik TFC mg
g+SH Cateceq/ g+SH
0 136,90+6,76 176,90+7,89
25 150,80£2,11 164,80+4,85
50 171,30£3,69 162,00£4,76
100 168,90£2,75 182,40£3,54
200 139,20£1,80 149,90£4,05
500 154,9045,04 128,00+9,38
1000 169,50+1,97 157,00£4,95
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5.2.3. B. juncea L. ve B. nigra L. Yapraklarinda Glutatyon Miktari

Farkli Cu seviyelerinde 7 giin boyunca maruz birakilan B. juncea L. ve B. nigra L.

yapraklarinda glutatyon miktar1 Cizelge 5.8' de verilmistir.

Cu' nun farkli seviyeleri uygulanan B. juncea L. ve B. nigra L. yapraklarinda

glutatyon miktarinda 6nemli miktarda artis gézlenmistir (p<0.05). B. juncea L.' da en fazla

artis 25, 50, 100 ve 200 uM Cu seviyelerinde gozlenirken, B. nigra L.’

da tim Cu

seviyelerinde artis gozlenmistir (Bkz. Cizelge 5.8). B. juncea L." da 500 ve 1000 uM Cu' da

diger Cu seviyelerine gore azalma saptanmistir. Yapraklardaki glutatyon igerigi farkli Cu

uygulamalarinda degismistir ve farkli Cu seviyelerindeki uygulamalar ile kontrol arasinda

onemli farkliliklar g6zlenmistir (p<0.05).

Cizelge 5.7. Farkli Cu derisimleri uygulanan B. nigra L. ve B. juncea L.' nin ort. glutatyon

miktar1 (ort.+SH)(ug/g™)

Konsantrasyon B. nigra ort. B. juncea ort.
Cu (UM) glutatyon glutatyon
(Hg/g)+SH (H9/9)+SH
0 238,43+1,16 288,29+0,26
25 260,24+1,46 458,37+0,32
50 312,11+0,23 470,69+1,34
100 379,85+0,61 529,45+0,02
200 318,75+1,22 458,56+1,32
500 378,07+0,48 279,51+0,35
1000 386,92+0,46 384,14+0,98

5.3. Molekdler Bulgular

5.3.1. B. nigra L. ve B. juncea L. Yapraklarinda Total RNA Miktari

7 gun boyunca farkli Cu seviyeleri uygulanan B. nigra L. ve B. juncea L.

yapraklarinin total RNA izolasyonu, Thermoscientific RNA izolasyon Kkiti kullanilarak

gerceklestirilmistir. izolasyonu takiben, NanoDrop spektrofotometre de yapilan dlgiimler
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sonucunda, elde edilen total RNA saflik dereceleri (OD260/ OD280) 1,8 ile 2,2 arasinda
saptanmistir. Cizelge 5.9' da verildigi {izere elde edilen Ol¢limlerin molekiiler ¢aligma

acisindan uygunlugu belirlenmistir.

Cizelge 5.8. 7 gun boyunca farkli Cu seviyeleri uygulanan B. nigra L. ve B. juncea L." da
tim seviyelerine ait total RNA saflik miktarlari

Cu uygulamasi | A260 | A280 | A260/ ng/ pl

UM A280
B. nigra 0 0,467 | 0,222 2,10 19
(kontrol)
B. nigra 25 0,398 | 0,185 | 2,16 16
B. nigra 50 1,098 | 0,523 2,10 15,6

B. nigra 100 0,873 0412 | 2,12 34,9
B. nigra 200 0,666 | 0,308 2,16 26,6
B. nigra 500 0,430 | 0,217 1,98 17,2
B. nigra 1000 0,430 | 0,224 1,92 17,2
B. juncea 0 0,749 | 0,354 2,12 30,0
B. juncea 25 1,445 | 0,675 2,14 57,8
B. juncea 50 0,302 | 0,149 2,03 13,4
B. juncea 100 1,089 | 0,520 2,09 43,5
B. juncea 200 0,184 | 0,085 2,16 7,3
B. juncea 500 0,146 | 0,203 2,05 16,6
B. juncea 1000 | 0,458 | 0,220 2,08 18,3

5.3.2. Farkh Cu Seviyeleri Uygulanan B. nigra L. ve B. juncea L. Yapraklarinda R-T
qPCR Kullanilarak HMA1 ve HMA3 ' iin Anlatim Profilleri

5.3.2.1. B. juncea L. Yapraklarinda HMAT1' in Anlatim Profili

Farkl1 Cu seviyeleri uygulanan B. juncea L.' da HMAL anlatim profili RT-qPCR ile
analiz edilmistir. HMA1 anlatim profili Sekil 5.3' te verilmistir. Sonuglar incelendiginde,
yaprakta en yiilksek HMAT1 anlatiminin 50 uM Cu' da oldugu gozlemlenirken, bu genin
anlatiminda 100, 200, 500 uM Cu' da, 50 uM Cu' ya nazaran biraz azalma gdzlenmis olup,
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en diisiik ve en 6nemli azalmanin ise 1000 uM Cu' da oldugu saptanmistir (Bkz. Sekil 5.3).
Kontrol grubuna kiyasla 50 uM Cu' ya kadar artan Cu seviyesine bagli olarak HMA1
anlatim seviyesi de artis gostermistir, sonug olarak 50 uM Cu' dan daha yiiksek seviyelerde
bu genin anlatim seviyesinde onemli bir degisiklik olmadig1 ve yiiksek Cu seviyeleri karsi
tolere oldugu gozlenmistir. Ancak diger seviyeleri nazaran 1000 uM Cu' da Onemli
derecede inhibe oldugu saptanmistir (p<0.05). Cu' nun uygulanan biitiin seviyeleri kontrol
grubuna gore farklilik gostermis olup, bunlar istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.
Uygulanan Cu seviyeleri ve HMAL anlatim seviyeleri arasinda istatiksel farklilik p<0.05

duizeyinde 6nemlidir.

B. juncea'da HMA1 anlatumi

d c c
c
b - =
re
- b
a
24
n'j T T T

IR

Farkh Cu sevivelerinde vetistirilen bitkiler

HMA1' in anlatim sevivesi

Sekil 5.3. Farkli Cu seviyeleri uygulanan B. juncea’ nin yapraklarinda HMAZL' in anlatimi

5.3.2.2. B. nigra L. Yapraklarinda HMA1" in Anlatim Profili

Farkli Cu seviyeleri uygulanan B. nigra L. yapraklarinda HMAL' in anlatim profili
R-T gPCR ile analiz edilmistir. HMA1 anlatim profili Sekil 5.4' de verilmistir. Sonuglar
incelendiginde, yaprakta kontrole kiyasla HMA1' in en yiiksek anlatim1 50 uM Cu' da (~5
kat) oldugu belirlenmistir. Artan Cu seviyelerine bagh olarak, 50 uM Cu' ya kadar HMA1
anlatim seviyesinde artis gézlemlenirken, diger yiiksek seviyelerde (100-1000uM) ise
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HMAT' in anlatim seviyesinde azalma oldugu gozlemlenmistir (Bkz. Sekil 5.4). B. nigra’
nin yapraklarinda HMA1 anlatim profili, B. juncea' nin yapraklarindaki HMA1 anlatim
profiline benzemektedir. Cu' nun uygulanan biitlin seviyeleri kontrol grubuna gore farklilik
gostermis olup, bunlar istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Uygulanan seviyeler ve

HMAI anlatim seviyeleri arasinda istatiksel farklilik p< 0.05 duzeyinde 6nemlidir.

B. nigra'da HMA1 anlatim
cd

e
d
cd bc
N T
b T
a
1-
D'—. T T T

I

Farkh Cu sevivelerinde vetistirilen bitKiler

HMAT1' in anlatim seviyesi
%]

Sekil 5.4. Farkli Cu seviyeleri uygulanan B. nigra’ nin yapraklarinda HMAT1' in anlatimi

5.3.2.3. B. juncea L. Yapraklarinda HMAZ3' iin Anlatimi

Farkli Cu seviyeleri uygulanan B. juncea L." da HMAZ3' Gin anlatim profili RT-
gPCR ile analiz edilmistir. HMA3 anlatim profili Sekil 5.5' de verilmistir. Sonuglar
incelendiginde, en yiiksek HMA3 anlatiminin, kontrole kiyasla 200 uM Cu' da (~10 kat)
gozlemlenirken, bu genin en disiik anlatimmin ise 1000 uM Cu' da oldugu
g0zlemlenmistir. Artan Cu seviyeleri bagli olarak 200 uM Cu' ya kadar HMA3' iin
anlatimin da artis gostermistir, ancak daha yiiksek Cu' da (500, 1000 uM) ise anlatimin
azaldig1 gozlemlenmistir (Bkz. Sekil 5.5). Cu' nun uygulanan biitiin konsantrasyonlar1
kontrol grubuna gore farklilik gdstermis olup, bunlar istatistiksel olarak anlamh
bulunmustur. Uygulanan seviyeler ve HMA3' {in anlatim seviyeleri arasinda istatiksel

farklilik p<0.05 diizeyinde 6énemlidir.
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Sekil 5.5. Farkli Cu seviyeleri uygulanan B. juncea’ nin yapraklarinda HMA3' (in
anlatimi

5.3.2.4. B. nigra L. Yapraklarinda HMA3' Gin Anlatim

Farkli Cu seviyeleri uygulanan B. nigra L. yapraklarinda HMAZ3' (in anlatim profili
R-T gPCR ile analiz edilmistir. HMA3' {in anlatim profili S$ekil 5.6' da verilmistir.
Sonuglar incelendiginde, en yliksek anlatimin 200 uM Cu' da (~7 kat), en diislik anlatimin
ise 1000 uM Cu' da oldugu belirlenmistir (Bkz. Sekil 5.6). Cu' nun uygulanan bitin
seviyeleri kontrol grubuna gore farklilik gostermis olup, bunlar istatistiksel olarak anlaml
bulunmustur. Uygulanan Cu seviyeleri ve HMA3 anlatim seviyeleri arasinda istatiksel

farklilik p<0.05 diizeyinde 6énemlidir.
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Sekil 5.6. Farkli Cu seviyeleri uygulanan B. nigra’ nin yapraklarinda HMAZ3' (in anlatimi

5.4. Biyoinformatik Yaklasim Bulgular

Bu calismada organizmalar1 siniflandirmak i¢in molekiiler bulgu olarak kullanilan
tim P1g-ATPaz' lara ait 6n veriler gesitli web sitelerden elde edilmistir. Herkese agik olan
online veri kaynaklar1 arasinda; "https://www.arabidopsis.org/,
https://www.ncbi.nlm.nih.gov", http://www.ncbi.nlm.nih.gov/, http://www.uniprot.org/,
http://aramemnon.uni-koeln.de/" kullanilarak gergeklestirilmistir. ~ Tirler arasindaki
filogenetik iligki, Sekil 5.8' de gosterildigi sekildedir. Bununla birlikte, filogenetik agaci
olusturmak i¢in agir metal tasiyct ATPaz dizileri Clustalw (http://www.ebi.ac.uk/)
programi kullanilarak elde edilmistir. Boylece ¢oklu dizi hizalamayla niikleotit dizilerinde
benzer bolgeler gosterilmistir (Sekil 5.9). Dizilerin benzerlikleri “protein-protein
BLASTP" programi kullanilarak belirlenmis ve "BLASTP" algoritmasinda yapilan
karsilagtirmaya gore protein dizi benzerlik %' leri ise asagida verilmistir (Sekil 5.10).

mRNA dizileri ITOL (http://itol.embl.de/)’ da Neighbour-joining metodu
kullanilarak olusturulmustur. Filogenetik agagc HMA' larin ortologlar1 (toplam 8 nikleotid
gen sekansi) B. rapa, B. juncea ve A. thaliana' dan karsilastirmali analizlerden elde

edilmistir.
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0.05002

------------------------------------------- Brassica rapa HMA1
0.013959 Arabidopsis thaliana HMA1
0
0051732 B ica juncea HMA4
2023948 0.0907% Arabidopsis thaliana HMA4
0.047244
0.034208 LipalMAS
0.22256
0.03241 Arabidopsis thaliana HMA3
0.048114
0.030534 Brassica rapa HMA2
0.061886
0.034757

Arabidopsis thaliana HMA2

Sekil 5.7. B. rapa, B. juncea ve A. thaliana' ya ait HMA ortologlarin (toplam 8 niikleotid
gen sekansi) filogenetik analizi

88 :Cadmium/zinc-transporter ATPase HM A4 [Arabidopsis thaliana]
88 :Cadmium/zinc-transporter ATPase HNMA2 [Arabidopsis thaliana]
84 :Cadmium/zinc-transporter ATPase HMAIl . [Arabidopsis thaliana]
o2 :Cadmium/zinc-transporter ATPase HMNA3 [Arabidopsis thaliana]
:Pis-ATPase 4. [Brassica juncea]

84 : Probable cadmium/zinc-transporter ATPase HMN AL . [Brassica rapa]l
89 : Probable cadmium/zinc-transporter ATPase HMNA2 [Brassica rapa])
o2 : Probable cadmium/zinc-transporter ATPase HMA3 [Brassica rapa]

R

AtHMA4

AtHMAL
AtHMA3
BjHMAA4
BrHMAL
BrHMAZ2
BrHMA3
cons

Sekil 5.8. Clustalw (http://www.ebi.ac.uk/) programi kullanilarak agir metal tastyict
ATPaz' lara ait niikleotit dizilerin ¢oklu dizi hizalamas1 ve bunlarin benzer bolgeleri
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Sipilamity, | BrHMAI | AtHMAL | BrHMA AtHMA3 BrHMA? | A(HMA? | BjHMA4 | AtHMA4
b
BrHMAL 1000 91.63 26.79 1438 26.63 27.06 25 2612
AtHMAL 9163 100.0 17.04 1431 2623 26.68 2654 26.68
BrHMAJ 26.79 27.04 1000 90.39 68.80 68.78 66.97 68.33
AtHMA3 1438 431 90.39 100.0 70.38 7181 68.15 7111
BrHMA2 16.63 26.13 68.80 7038 100.0 82591 7261 7391
AtHMA2 17.08 26.68 B8.78 7151 8291 10040 69.31 71.55
BjHMA4 1594 26.54 £6.97 B8.13 7161 69.31 100.0 7839
AtHMA4 6.12 26.68 68.33 7111 7391 7133 78.39 100.0

Sekil 5.9. Coklu hizalamadan elde edilen veriler ve Brassica tiirleri arasindaki dizi
benzerlik ytizdeleri
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6. SONUC VE ONERILER

Son yillarda kiresel ekonominin gelismesi ile birlikte artan insan faaliyetleri
sonucu topraktaki agir metal tiirii ve icerigi giderek artarak gevre dengesinin bozulmasina
neden olabilecek seviyeye ulasmis duruma gelmistir [245-251]. Bu nedenle 0zellikle
gelismis iilkelerde ciddi problem haline gelen toprak kirliligi, ¢evre yani sira canli
organizmalar i¢in de son derece tehlikeli bir etmen olmaya baslamigtir. Dolayisiyla toprak
kirliligine verilen 6nem zamanla artmis ve bdylece gevreyi koruma faaliyetleri adi altinda
diinya ¢apinda giderek daha fazla dikkat ¢eken bir konu haline gelmistir. Toprakta agir
metal Kirliliginin asir1 olmasi arindirilma isleminin gergeklestirilmesini zorlastirdigi gibi bu
islemi ekonomik a¢idan da olduk¢a masrafli hale getirmektedir. Suana kadar ki, mevcut
durum ve dinyadaki toprak kirliligi nedeniyle bir¢ok arastirmacinin caligmalarinda,
genellikle ¢oziim odakli olarak etki gosterebilecek iyilestirme yoOntemleri {izerine
yogunlagmasi dikkat ¢cekmektedir. Bu ¢6ziim odakli ¢aligmalarin, agir metallerce kirlenmis
topraklarda olumlu etki gosteren spesifik (hiperakimilator) bitkiler ile gergeklestirildigi
bilinmektedir [68-71]. Spesifik bitkiler topraktaki kirletici etmenleri kok veya toprak st
kisimlarinda yiiksek miktarda biriktirebilme yetenegi gelismis oldugundan diger normal
bitkilerden kolayca ayirtedilebilirler. Topraktaki kirletici etmenlerin basinda gelen agir
metallerin, diisiik seviyeleri dahi gerekli veya gereksiz olusuna bakilmaksizin bitkinin
spesifik ozellik gostermesi agisindan oldukca onemlidir, bu nedenle belirli bir seviye
izerindeki metal miktarinda bitki biiylimesinde baskilayict veya engelleyici bir etki
gosterebilmektedir. Clnku metal seviyeleri giderek yikselir, bdylece bitki bilnyesine
topraktan almasi gereken metalden daha fazla metal alarak sinir degerini asarak toksik
etkiler gortlebilir ve hatta 6lumine sebep olabilir [46-48]. Agir metal kirliligini
temizlemek igin bitki ve birbirleri ile iligkili mikrobiyal sistemlerden yararlanan yeni bir
yaklagim olarak ortaya cikan fitoremediasyon umut verici teknik haline gelmistir [87,88].
Suana kadar diinyada yaklagik 400" den fazla bitki tiiriintin bu teknik igin ideal aday oldugu

tespit edilmis ve bunlarin ¢ogunun Brassica, Alyssums ve Thlaspi cinsleri de dahil olmak
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Uzere Brassicaceae ailesine ait oldugu bildirilmistir [252]. Brassicaceae' nin N.
caerulecens, Alyssum murale, T. rotundifolium, Dicoma niccoliferafor dahil olmak (zere
yaklasik 80 tlir( iceren bir ailedir ve bu tiirler Ni, Cu, Zn, Cr, As, Pb kars1 olan ilgilerinden
dolay1r bunlar1 biinyesinde biriktirebilme O6zelligi gostererek "metal hiperakimulatori™
olarak tanimlanirlar [16,253,254]. Genellikle bu aile iyeleri metallere olan asirt
ilgilerinden dolay1 diger aile iiyelerinde kolayca ayirt edilebilirler [135]. Ayn1 zamanda
diger bitkilere gore gelismis olan hizli biiylime, metal birikim ve tolerans yetenekleri ile
birlikte bu 6zellikleri tasiyan énemli genlere de sahiptirler [126,127]. Bu baglamda, gelisen
genetik miithendisligi teknikler sonucunda bu spesifik bitkilerin tUreme, verimlilik ve
yuksek biyokdtle kapasitesi gelistirilebilecek ayni zamanda sahip olduklar1 6zel genler
diger hizl1 biiyiiyen bitki tiirlerine aktarilabilecektir. Bu nedenle bitkide agir metal ile ilgili
stirecler ve bu siireglerin molekiiler mekanizmalar1 hakkinda elde edilecek olan bilgiler son
derece 6nemli tasir [73,76]

Son yillarda aragtirmacilar tarafindan odak konusu haline gelen Brassicaceae Uyesi
B. juncea L. ¢ogu ozelliginden dolayr diinya ¢apinda arastirmalarda onemli bir yere
sahiptir [244]. Kumar ve arkadaslari (1995), metal toleransi ve biriktirme kabiliyetleri
acisindan B. juncea L., B. nigra L. Koch, B. campestris L., B. napus L. ve B. oleracea L.
tirlinii arastirmig ve hepsinin metal biriktirme kabiliyetine sahip oldugunu, ancak
aralarinda Cu, Zn, Cd, Ni, Pb ve Cr' yi en yiiksek miktarda B. juncea (L.)' nin biriktirdigini
tespit etmistir [254]. Cesitli metallere kars1 olan ilgileri nedeniyle bu bitkiler,
fitoremediasyon igin ideal bir materyal olacaktir. Ancak literatiirde B. juncea L. ve B.
nigra L." ya ait metal giris yolaklari, lokalizasyon depolari, tolerans dereceleri hakkinda
yeterli bilgi mevcut degildir. Bu siirecler hakkinda elde edilecek bilgiler dogrultusunda
hiperakiimiilasyon olay1 agikliga kavusturulabilecek ve bu gelismlerle 6nemli birgok gen
tespit edilmis olacaktir. Blinyelerine aldiklar1 metal degerlerini fizyolojik sinirlar i¢inde
tutmaya c¢alisan bu spesifik bitkiler sahip olduklar1 6zel mekanizmalarinda gesitli gen
ailelerini tagirlar, ancak bu ailelerin metal stresindeki rolleri ve olusan strese karsi
gosterdikleri yanittaki anlatim profilleri heniliz tam olarak bilinmemektedir. Memon ve
arkadaslarinin c¢aligmalar1 incelendiginde, ililkemizde Giineydogu Bolgesi' nde maden
yataklarinda yetisen B. nigra’ nin govdesinde asir1 miktarda Cu biriktirdigi ve bu bitkinin
"Cu akimdilatori" oldugu tespit edilmistir [231]. Bu bitki ile yapilan mikroarray analiz

sonucu, bu tiirde g¢esitli metal tasiyici ailelerin anlattminin uyarildigi, Ozellikle bunlar
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arasinda metal tasiyict ATPaz (HMA1)' 1n, kontrol grubuna kiyasla 500 uM Cu' da yetisen
bitki gévdesinde anlatiminin birka¢ yiliz kat (x300) arttig1 rapor edilmistir [15,231,234].
Elde edilen bu veriler, B. nigra L. ve diger spesifik bitkilerde metal ile ilgili sureclerde
metal ATPaz' larin 6nemli rol oynadigini desteklemistir.

Dolayisiyla bu calisma dikkate alinarak, metal birikim ve gen anlatim ¢aligsmasi igin
o6nemli bir Cu akiimulatéri olan B. nigra L. ve bir tolerans tir olan B. juncea L. segilmistir.
Bu ¢alismada, farkli Cu seviyeleri uygulanan bu iki énemli tiirin yapraklarinda Cu' nun
metal tasiyict gen olan HMA1 ve HMA3' iin anlatim profili iizerine etkisi RT-PCR
kullanilarak analiz edilmistir. Elde edilen veriler dahilinde, Cu uygulanan bitkilerin
yapraklarinda bu iki genin anlatim farkliliklarinin belirlenmesi, molekiiler diizeyde bu iki
genin anlagilmasi hedeflenmistir. Ayrica Cu stresine neden olan zararl reaktif oksijen
tiirlerinin yol agtig1 zararlar1 6nlemek igin, bitkinin savunma mekanizmasinda rol oynayan
ve oOnemli antioksidanlar olarak bilinen glutatyon, fenolik ve flavonoid bilesiklerin
degisimleri incelenmistir.

[lk olarak farkl: seviyelerde uygulanan Cu' ya kars1 B. nigra L. ve B. juncea L.' nin
tolerans1 arastirilmistir. Elde edilen veriler, akiimiilatér bitki olan B. nigra L." daki Cu
birikim kapasitesi ve tolerans bitki B. juncea L." nin Cu birikim kapasitesi ile farklilik
gostermektedir (p<0.05). B. nigra L." da Cu yapraklara aktif bir sekilde tasinir ve
yapraklardaki Cu igerigi koklere nazaran oldukga yuksektir. Aksine, B. juncea L. Cu' yu
hem koklerde hem de yapraklarda esit bir sekilde biriktirmistir. Memon ve Zahirovig
(2014) [231], B. nigra L. Diyarbakir ekotipinin koklere kiyasla yapraklarda yiiksek
miktarda Cu birikimi oldugunu bildirmistir.

Agir metaller bitki i¢in ne kadar gerekli olsa da yiksek seviyelerde alindiginda
olumsuz etkilere neden olabilmektedirler. Bu etkilerden biri de oksidatif strese yol acan
zararh reaktif oksijen tiirlerin olusmasina neden olmalaridir [203]. Boylece bitki yasamim
strddrebilmek icin gesitli metallerin yol agtig1 strese kars1 biyomolekullerin oksidasyonunu
yavaglatmasi, oksidatif zincir reaksiyonlarini engellemesi gerekir ve bu olaylar1 enzimatik
ve enzimatik olmayan antioksidanlar araciligiyla gerceklestirebilir [77,204,205]. Bitki
farkli metal iyonlarina kars1 basa ¢ikabilmek i¢in bir yandan hiicresel metal igerigini (metal
dislama, selasyon), diger yandan hiicresel tepkilerin diizenlenmesine iliskin (antioksidan)
savunma stratejilerine gelistirir. Bu baglamda, bitki reaktif oksijen tiirlerinin neden oldugu

zararlart Onlemek i¢in aktif rol oynayan disik molekiiler agirlikli antioksidanlar
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(glutatyon, askorbik asit vb.) ve farkli spesifik enzimleri (katalaz, siiperoksit dismutaz vb.)
harekete gecgirmektedir. Ayrica serbest metal seviyeleri spesifik selatorlerin sentezini ve
metal komplekslerinin sekestrasyonunu sinirlandirmada oldukg¢a onemlidir. Dolayisiyla
metaller glutatyonun tiyol (-SH) grubuna yiiksek afinite gosterir ve fitoselatinin (PC) oncii
bileseni olmasi metal arindiricilar arasinda kilit bir rol oynamasini saglar. Kloroplast,
endoplazmik retikulum, vakuol, mitokondri ve sitosol gibi ¢esitli hiicre organellerinde
saptanan glutatyon, bir tripeptir (y-glutamil-sisteinil-glisin)' dir [213,214]. Glutatyon, bitki
hicrelerinde milimolar konsantrasyonlarda (0.5-10 mM) bulunan yaygin bir tripepttir
[255]. Fitoselatinler, y-EC transpeptidazi olan fitoselatin sentaz (PCS) tarafindan 2-11
tiretilen GSH molekiiliiniin polimerize edilmis formlaridir. Coklu tiyol baglanma bolgeleri
metallere olan afiniteyi arttirir ve PC' leri birkag metal iyonunun selatlanmasinda daha
verimli olmasini saglar [215-217, 256,257]. Glutatyon da, fitoselatin 6nclisu olup, bitki
hiicrelerini ROS' a kars1 koruyan kritik bir molekiildiir ve bitkide abiyotik stres kars1 yanit
acisindan 6nemli antioksidanlardan biridir [208,256,258].

Bu ¢alismada, kontrol grubuna (0 uM Cu) kiyasla farkli Cu seviyeleri uygulanan
bitkilerin olusan Cu stresi karsinda glutatyon miktar1 da 6nemli derecede artmistir
(p<0.05). B. juncea L.' da glutatyon miktar1 288,28-529,45 ng/g deger araliginda; B.nigra
L.' da ise 238,43-386,92 pg/g deger araliginda oldugu saptanmistir. Dayanikli tiir olan B.
juncea L." da, artan Cu seviyelerine bagli olarak 100 uM Cu' ya kadar glutatyon
aktivitesinde énemli derece de artma gozlenmisken, yiiksek seviyelerde (200, 500, 1000
HMM) uygulanan Cu' da azalma gozlenmistir (p<0.05). Genellikle, hiperakiimilator tir olan
B. nigra L. da artan Cu seviyelerine bagli olarak glutatyon aktivitesinde de strekli bir artis
gbzlenmistir (p<0.05). Bu baglamda, antioksidanlarin durumunun bitki ¢esidine ve metal
seviyelerine gore aktivasyon veya inaktivasyon olarak farkliliklar gosterebilecegine
ulagilabilmektedir. Belirli metal seviyesine kadar aktif olan glutatyon, yiksek metal
seviyesinde inaktif duruma gecerek degisiklik goOstermesi, bu asamada diger bir
antioksidanin  aktivitesinin  artmasindan  kaynaklanan bir durum olabilecegi
diistinilmektedir.

Yapilan birgok ¢alismada, metal uygulamasindan sonra GSH-metal
komplekslerinin uyarildigimi agik¢a gostermektedir [20,21,259-261]. GSH ve PC gibi
selatorler, bitkide metal detoksifikasyon mekanizmasina Onemli bir katki saglarlar. Bu

nedenle metal toksisitesi (6rnegin; Cu, Ag, Cd, Hg) metalleri baglamak ve ardindan ligand-
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metal komplekslerini sekanslamak i¢in konsantrasyonu arttirir [20]. Yapilan bir ¢alismada,
GSH biyosentezinde ana bilesen olan olan y-EC, Cd uygulanan B. juncea ve B. napus
bitkisinde 6nemli miktarda arttigi bildirilmistir [262,263]. Diger yandan baska bir
calismada, Zn/Cd hiperakiimiilatérii Arabis paniculata’ da GSH ve PC' lerin Cd alimin1 ve
komplikasyonundaki potansiyel roliiniin oldugu bildirilmistir [264]. Bitkide yapilan son
calismalar, GSH' nin ve diger metabolize edici enzimlerin (GST, GPX) oksidatif strese
kars1 bitkiyi korudugunu gostermektedir [73]. Khan ve ark. (2016), B. juncea L.
cesitlerinde, yliksek miktarda GSH iretiminin Ni stresini daha verimli hale getirerek
olumluyu etkiye doniistiirmesine yardimci oldugu ve yiiksek bitkilerde kuru agirligini
koruyarak fotosentezi korudugunu agiklamistir [265]. Bitkilerde glutatyon sentezi, Cd, As
ve Ag gibi sayisiz agir metal stresine karsi koruma saglayan anahtar tiyoller oldugu
belirtilmistir [266].

Antioksidanlarin her biri bitkide normal seviyesinin iizerinde metal aliminda,
olusan oksidatif zarara karsi gelmek i¢in tek basina yeterli olmayabilirler. Bu ylizden
antioksidan enzimler ile birlikte giclu birer antioksidan 6zellik gosteren fenolik ve
flavonoidler, agir metal stresine sirasinda metal selator gorevi iistlenerek reaktif oksijen
tirlerini ortamdan uzaklastirllmasini saglarlar. Giiniimiizde basta antioksidan aktivite
olmak iizere birgok biyolojik sistemle iligkilendirilen fenolik bilesikler yapilan bir¢ok
caligmada one ¢ikmaktadir. Dolayisiyla ¢alismamizda da 6nemli iki tiir olan B. nigra ve B.
juncea' nin farkli Cu seviyelerinde toplam fenolik bilesik ve flavonoid miktarlarmin
belirlenmesi, bunlarin antioksidan savunma sistemi hakkinda yapilacak c¢alismalarin
sekillenmesi agisindan Onem tasimaktadir. Bu nedenle calismamizda bu tiirlerde Cu
stresine karst fenolik ve flavonoid bilesenin miktar tayini yapilmis ve Cu' dan nasil
etkilendikleri arastirilmistir.

B. nigra L. ve B. juncea L. ekstraktlarinin toplam fenolik madde miktarlari,
literatiirden tespit edilen ve en sik kullanilan metot olan Folin yontemi ile belirlenmistir.
Bitkiler kompleks canlilar oldugu i¢in olduk¢a fazla fenolik madde igermektedir.
Dolayisiyla bu yontemde bitkilerin fenolik madde icerigi standarti olarak bir fenolik madde
olan gallik asit esdeger olarak verilmistir. Toplam fenolik madde miktarlar1 gallik asit
esdegerine gore belirlenerek elde edilen galigsma verileri sonucunda, artan Cu seviyeleri ile
birlikte B. nigra L." da bulunan miktarlarin 31,6-43,2 mg GAE/g degerleri arasinda

o

degistigi hesaplanirken, bu degerlerin B. juncea L.' da 27,7-34,3 mg GAE/g arasinda
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degistigi hesaplanmistir. Toplam fenolik bilesen miktar1 etanolik ekstraktta gallik asit
esdegeri (mg GAE/ g ekstrakt) olarak incelendiginde; B. nigra L." da en yuksek 100 uM Cu
seviyesi (43,2 mg GAE/g), B. juncea L."' da en yiksek 1000 uM Cu seviyesi (34,3 mg
GAE/g) oldugu saptanmistir. Benzer calismalar incelendiginde; alabas (Brassicacea)
tlrindn yaprak ekstraktlarindaki toplam fenolik miktarinin yaprak i¢in 16,473-27,582 mg
GAE/g arasinda degistigi gozlenmistir [267]. Fenolik bilesik tayini i¢in B. rapa ile yapilan
baska bir ¢alisma da ethanol ekstraktinin fenolik icerigi 42,32-42,92 mg GAE/g arasinda
degistigi tespit edilmistir [268]. Diger yandan Brassicacea iiyeleri ile yapilan fenolik
bilesik tayini ¢alismasinda sekiz ayr1 brokoli tliriindeki metanolik ekstraktlarin fenolik
icerigi 19,60-41,40 mg GAE/g araliginda oldugu bildirilmistir [269]. Yine benzer bir
caligmada, Brassicacea' ya ait iki Uyenin metanolik ekstraktlarin fenolik igeriginin 5,70-
0,47 mg GAE/g kuru agirlik deger araliginda degistigi tespit edilmistir [270].

B. nigra L. ve B. juncea L. ekstraktlarinin toplam flavonoid madde miktarlari,
aliminyum kolorimetrik metodu kullanilarak standart bir flavonoid madde olan catechine
(mg CE/g) gore belirlenmistir. Bu ¢alismada flavonoid igerikleri arastirilan B. nigra L. ve
B. juncea L. taksonlarinin, artan Cu seviyeleri ile birlikte B. nigra L." da flavonoid igerik
miktart 136,90-171,30 mg CE/g araliginda degistigi goézlenmistir. B. juncea L.' nin
flavonoid igerik miktart ise 128,00-182,40 mg CE/g araliginda degistigi hesaplanmustir. B.
nigra L' da 171,30 mg CE/g en yiiksek flavonoid igerigi 50 pM Cu seviyesinde
gozlenirken, B. juncea L.' da 182,40 mg CE/g en yiiksek flavonoid igerigi 100 uM Cu' da
oldugu saptanmistir. Flavonoidler ile ilgili yapilan bir ¢alismada, B. oleracea cinsinin
metanolik yaprak ekstraktlarinin igerigi 90-780 mg CE/g arasinda degistigi bildirilmistir
[162]. Sonuglar incelendiginde, Cu stresine kars1 B. nigra L." da kontrole kiyasla flavonoid
miktar1 artig gosterirken, B. juncea L.' da genellikle azalma gostermistir (p<0.05). Ali ve
arkadaslar1 (2006), kok stispansiyon kiltiiriinde Cu?* 'nin fazla olmasi nedeniyle flavonoid
iceriginde ve ROS temizleme aktivitesinde bir artis oldugunu gostermistir. Yapilan bagka
bir ¢aligmada, ROS dizeyinde strese bagl artis ile en yiliksek antioksidan potansiyeli olan
flavonoidlerin birikmesi arasinda pozitif bir iligki oldugu ve flavonoid metabolizmasinin
ROS homeostazinda degisikliklere yanit verdigi ve ROS seviyesini indirgemeye katkida
sagladig1 varsayilabilir [271]. Ancak yapilan ¢alismalar, bitkide flavonoidlerin antioksidan

islevinin, ¢ok 6zel deneysel ve gelisimsel kosullar altinda birkag bireysel flavonoidin sinirli
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oldugunu gostermektedir [272]. Bu nedenle, bitkilerde flavonoidlerin yaygin olarak kabul
edilen antioksidan islevi halen tartisma konusudur [273].

Elde veriler degerlendirildiginde, B. nigra L. ve B. juncea L. bitkileri fenolik icerik,
flavonoid ve glutatyon miktari bakimindan zengin ve antioksidan Ozellikte birer bitki
olduklari, bu bitkilerin Cu stresine kars1 savunma mekanizmalarinda énemli rol oynayan
antioksidanlarin miktarinin degisebildigi, sonu¢ olarak Cu stresine karsi her iki bitkinin
farkli sekilde uyarildiklar1 gézlenmistir. Ancak bu bitkilerin yapisinda bulunan biyoaktif
bilesiklerin daha detayli bir sekilde aydinlatilarak, daha iyi tanimlanmalar1 gerektigi,
boylece literatiire de katki saglanacagi kanaatindeyiz.

Bitkilerde metal alimi, translokasyonu, sekestrasyonu veya detoksifikasyonunda
olsun, metal ile ilgili sureglerde bircok gen rol oynar. Genellikle, bitkilerde
hiperakiimiilasyon olay1 igerisinde yer alan bu sirecler de sorumlu tasiyici genlerin asiri
anlatim1 molekiiler ¢alismalar i¢in son derece dénemlidir. Gen kaynagi olarak da bilinen
Brassicaceae' da, metal iyonlarinin tasiniminda sorumlu tasiyici ailelerden biri olan P1g-
ATPaz ailesinin bir alt grup olan HMA' ya ait {liyelerin tanimlanmasini saglamistir. Yapilan
bircok arastirmada, A. thaliana’ da farkli metal tagima yetenegine sahip 1B tip alt familya
(HMA1-HMAS8) dahil sekiz tane Uye icermektedir [120,151,163]. HMAL Kloroplast
membranina lokalizedir, ayn1 zamanda kloroplastta Cu depolanmasi, detoksifikasyonu ve
tasinimindan sorumludur. Hiicrede agir metal kompleksinin olugsmasi durumunda sorumlu
olan diger bir gen ise HMA3' tiir. AtHMA3 vakuol membranina lokalize olup, bu tastyici
gen vakuoldeki toksik agir metal iyonlarinin depolanma isleminde rol oynadigi ¢ok agik bir
gostergedir. Filogenetik aga¢ bulgulari, HMA1-HMA4 genlerinin yakin iligkili oldugunu
gostermektedir (Bkz. Sekil 5.7). Dolayisiyla A. thaliana' da gosterilen HMA2, HMAS3 ve
HMA4 genlerinin fonksiyonel cesitliligi géz Oniine alindiginda, ilgilenilen her bitkide
HMA genlerinin uygun ortologlarini belirlemek son derece Onemlidir. Hiicre ici
bolmelerde metallerin tasiniminda sorumlu HMA' larin, hem hiicre i¢i farkli organellerde
bulunmasi hem de tagidiklar1 metal iyonlari, sorumlu genin anlatimi ile dogrudan iliskili
oldugunu gostermektedir. Onceki ¢alismalar dikkate alinarak, B. nigra L. ile yapilan
mikroarray analiz sonucu, metal ATPaz (HMA1) ve diger metal tasiyicilarin anlatiminin,
kontrole kars1 500 uM Cu' da yetisen bitki gdvdesinde birkag yiiz kat (300) arttigini tespit
edilmis olmasi, B. nigra' da metal tasiyict ATPaz' larin metal birikimi ve detoksifikasyon

mekanizmasinda onemli bir rol oynadiginmi gostermistir [234]. Dolayisiyla bu ¢alismada,
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farkli Cu seviyelerinde uygulanan B. nigra L. ve B. juncea L.' nin (fitoremediasyon igin
potansiyel hedef bitkiler) HMA1 ve HMA3 anlatim profilinin analizi hedeflenmistir. Elde
edilen gen anlatim sonuglar1 incelendiginde, her iki tiiriinde artan Cu seviyesine bagl
olarak, 50 uM Cu' ya kadar HMA1 anlatim seviyesinde artis gozlenirken, diger yiiksek
seviyelerde (100-1000pM) HMAT1' in anlatim seviyesinde azalma oldugu goézlenmistir.
Benzer sekilde, HMA1 anlatim profili Cu' nun uygulanan bditiin seviyeleri kontrol grubuna
gore farklilik gostermistir ve bunlar istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.05).
Genel olarak, bu iki bitki yapraklarinda HMAI1 anlatim profilinin benzer oldugu
gozlenmistir. Her iki turde HMAS3 anlatimi profili incelendiginde, artan Cu seviyesine
bagli olarak, 200 uM Cu' ya kadar HMA3 anlatim seviyesinde artis saptanirken, diger
yiiksek seviyelerde (500, 1000 uM) ise HMA3' in anlatim seviyesinde azalma oldugu
saptanmistir. HMA3' {in en yiiksek anlatiminin 200 uM Cu' da, en diisiik anlatiminin ise
1000 uM Cu' da oldugu belirlenmistir. HMA3 anlatim profili, kontrol grubuna gore Cu'
nun uygulanan biitiin seviyelerinde farklilik géstermis ve bunlar istatistiksel olarak anlaml1
bulunmustur (p<0.05). Genel olarak, bu iki bitkinin HMA3 anlatim profili de benzerlik
gostermistir.

A. thaliana L., A. halleri, B. rapa ve B. juncea L. tlrlerindke HMA1-HMAA4 ile
yapilan detayli biyoinformatik ve karsilagtirmali yapisal analizlerin sonucu, bu bitkilerin
diger proteinler ile etkilesim halinde oldugu ve bu tastyicilarin kimyasal bilesenlerinde
benzerliklerin ve farkliliklarin oldugunu gostermistir (Bkz. Sekil 5.7, Sekil 5.8, Sekil 5.9).
Bu bitki tdrleri arasindaki proteinlerin hiicre iginde aktif olduklari organel ve metal
iyonlarma afinitelerine olan farkliliklar1 etki analizinde belirlenmistir. Molekuler temelli
secicilikteki bu farkliliklar halen bilinmemekle birlikte, agir metal homeostazindaki rolleri
veya toleranslari heniiz agiklanmamistir. Kismi dizilerin ve ifade edilen dizilim etiket
verileri, bu ATPaz' larin ¢esitli bitki tiirlerinde bulundugunu ortaya koymaktadir.

Sonug olarak,

Bu calismadan elde edilen veriler dogrultusunda, HMA1 ve HMA3 geninin lokalize
oldugu organel ve kimyasal bilesenlere gore farklilik gdstermesinin, bu genlerin anlatim
diizeylerindeki farkliliklar1 ile dogrulanmistir. Brassicacea ailesine ait bu iki tirde de,
HMA1 ve HMA3 profilleri benzerlik gostermistir (Bkz. Sekil 5.3, Sekil 5.4, Sekil 5.5,
Sekil 5.6). Diger yandan, bu iki genin farkli Cu seviyelerindeki anlatim profilleri de

benzerlik gostermistir. B. juncea L. ve B. nigra L." nin farkli Cu seviyelerine karsi
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uyarildiklari, 6zellikle 1000 uM Cu' da 6nemli derece inhibe olduklarini gostermektedir
(p<0.05). Dolayisiyla gen anlatim analizi Cu' nun HMA1 ve HMA3 anlatimim
tetikledigini, bu genlerin B. juncea L. ve B. nigra L." da Cu alinimi, detoksifikasyon
mekanizmasinda 6nemli bir rol oynadigin1 géstermektedir. Ayrica ylksek Cu seviyelerinde
(500 ve 1000 pM) her iki genin de anlatimi 6nemli derecede inhibe olmus durumdadir. Bu
inhibisyonun topraktaki metalin belirli bir seviyeye ulasildiktan sonra gergeklesmesi, bu
HMA' larin anlatim seviyeleri icin daha fazla arastirmaya ihtiyacin oldugunu ve agir metal
alim1 ve detoksifikasyonunda potansiyel olarak rol oynayan diger genlerin de arastirilmasi
gerektigini gostermektedir. Ciinkii belirli bir metal seviyesine ulasildiktan sonra, bu
genlerin inhibisyonu gerceklesmistir. Bu da bu bitkilerde sadece metal ATPaz' larin degil,
bunlarla birlikte diger metal tasiyicilarinda metal tolerans ve birikiminde rol oynadigin
gosterir ve bu biyoinformatik analizlerle de tespit edilmistir (Bkz. Sekil 6.0) [274]. Bu
sonuclar, bitkide metal birikimi ve toleransin fitoselatin ve metalotiyonin gibi cesitli
tasiyicilart ve poli peptidleri i¢eren karmasik bir siire¢ oldugunu gostermektedir [274]. Bu
tez c¢alismasi, akimiilator bitkilerde metal birikim ve tolerans mekanizmasinin

anlasilmasinda yeni bilgiler saglayacaktir.
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Sekil 6.1. B. rapa ve A. thaliana' daki tiim agir metal baglayici genlerin filogenetik agag
analizi (Karakterize edilen gen aileleri; HMA P1g ailesi yesil, HIPP ailesi kirmizi, NAKR
genleri mavi, ATX ve CCH genleri agik mavi olarak gosterilmistir) [274]
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EK-1 7 giin boyunca kontrol grubu ve belirlenen farkli Cu seviyelerinde uygulanan B.
nigra bitkisinin genel gérinimu (2. Tekerrir/R2)

EK-2 7 giin boyunca kontrol grubu ve belirlenen farkli Cu seviyelerinde uygulanan B.
nigra bitkisinin kok kisimlarinin genel goriinimii (2. tekerriir/R2)

99




EK-3 7 giin boyunca kontrol grubu ve belirlenen farkli seviyelerinde uygulanan B. juncea
bitkisinin genel gorunimu (2. tekerriir/R2)
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EK-4 7 giin boyunca kontrol grubu ve belirlenen farkli Cu seviyelerinde uygulanan B.
juncea bitkisinin kok kisimlariin genel goriiniimii (2. Tekerriir/R2)
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EK-5 Farkli Cu seviyeleri uygulanan B. juncea' nin yapraklarinda HMAL' in anlatimimdan
elde edilen verilerin ANOVA analizi

ANOVA
B. juncea HMA1 ANOVA Analizi
Sum of Squares Df Mean Square F Sig.
Between Groups 28,014 6 4,669 79,715 ,000
Within Groups 820 14 ,059
Total 28,834 20

EK- 6 Farkli Cu seviyeleri uygulanan B. juncea' nin yapraklarinda HMA1' in anlatimindan
elde edilen verilerin Turkey ve Duncan analizi
Multiple Comparisons

Dependent Variable: B.juncea/HMA1

Mean 95% Confidence Interval
Difference (I-

(I) treatment  (J) treatment J) Std. Error Sig. Lower Bound | Upper Bound
Tukey HSD ,00 25,00 -2,02667" ,19760 ,000 -2,7014 -1,3519
50,00 -3,64000" ,19760 ,000 -4,3147 -2,9653

100,00 -2,83667" ,19760 ,000 -3,56114 -2,1619

200,00 -3,14000" , 19760 ,000 -3,8147 -2,4653

500,00 -3,17000" ,19760 ,000 -3,8447 -2,4953

1000,00 -1,63333" , 19760 ,000 -2,3081 -,9586

25,00 ,00 2,02667" ,19760 ,000 1,3519 2,7014
50,00 -1,61333" , 19760 ,000 -2,2881 -,9386

100,00 -,81000" ,19760 ,014 -1,4847 -, 1353

200,00 -1,11333" , 19760 ,001 -1,7881 -,4386

500,00 -1,14333" ,19760 ,001 -1,8181 -,4686

1000,00 ,39333 , 19760 ,460 -,2814 1,0681

50,00 ,00 3,64000° ,19760 ,000 2,9653 4,3147
25,00 1,61333" , 19760 ,000 ,9386 2,2881

100,00 ,80333" ,19760 ,015 ,1286 1,4781

200,00 ,50000 , 19760 ,220 -, 1747 1,1747

500,00 ,47000 ,19760 ,276 -,2047 1,1447
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1000,00 2,00667" , 19760 ,000 1,3319 2,6814

100,00 ,00 2,83667" ,19760 ,000 2,1619 3,5114
25,00 ,81000" , 19760 ,014 ,1353 1,4847

50,00 -,80333" , 19760 ,015 -1,4781 -,1286

200,00 -,30333 ,19760 721 -,9781 3714

500,00 -,33333 , 19760 ,634 -1,0081 3414

1000,00 1,20333" , 19760 ,000 ,5286 1,8781

200,00 ,00 3,14000 , 19760 ,000 2,4653 3,8147
25,00 1,11333" ,19760 ,001 ,4386 1,7881

50,00 -,50000 ,19760 ,220 -1,1747 1747

100,00 ,30333 , 19760 721 -,3714 ,9781

500,00 -,03000 ,19760 1,000 -, 7047 ,6447

1000,00 1,50667" , 19760 ,000 ,8319 2,1814

500,00 ,00 3,17000° ,19760 ,000 2,4953 3,8447
25,00 1,14333" , 19760 ,001 ,4686 1,8181

50,00 -,47000 ,19760 ,276 -1,1447 ,2047

100,00 ,33333 , 19760 ,634 -,3414 1,0081

200,00 ,03000 ,19760 1,000 -,6447 , 71047

1000,00 1,53667" , 19760 ,000 ,8619 2,2114

1000,00 ,00 1,63333" ,19760 ,000 ,9586 2,3081
25,00 -,39333 , 19760 ,460 -1,0681 ,2814

50,00 -2,00667" ,19760 ,000 -2,6814 -1,3319

100,00 -1,20333" , 19760 ,000 -1,8781 -,5286

200,00 -1,50667" ,19760 ,000 -2,1814 -,8319

500,00 -1,53667" , 19760 ,000 -2,2114 -,8619

LSD ,00 25,00 -2,02667" ,19760 ,000 -2,4505 -1,6028
50,00 -3,64000" , 19760 ,000 -4,0638 -3,2162

100,00 -2,83667" ,19760 ,000 -3,2605 -2,4128

200,00 -3,14000" , 19760 ,000 -3,5638 -2,7162

500,00 -3,17000" ,19760 ,000 -3,5938 -2,7462

1000,00 -1,63333" , 19760 ,000 -2,0572 -1,2095

25,00 ,00 2,02667" ,19760 ,000 1,6028 2,4505
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50,00 -1,61333" , 19760 ,000 -2,0372 -1,1895
100,00 -,81000" ,19760 ,001 -1,2338 -,3862
200,00 -1,11333" , 19760 ,000 -1,5372 -,6895
500,00 -1,14333" ,19760 ,000 -1,5672 -,7195
1000,00 ,39333 , 19760 ,066 -,0305 ,8172
50,00 ,00 3,64000° , 19760 ,000 3,2162 4,0638
25,00 1,61333" , 19760 ,000 1,1895 2,0372
100,00 ,80333" ,19760 ,001 ,3795 1,2272
200,00 ,50000" , 19760 ,024 ,0762 ,9238
500,00 ,47000" , 19760 ,032 ,0462 ,8938
1000,00 2,00667" ,19760 ,000 1,5828 2,4305
100,00 ,00 2,83667" , 19760 ,000 2,4128 3,2605
25,00 ,81000" ,19760 ,001 ,3862 1,2338
50,00 -,80333" , 19760 ,001 -1,2272 -,3795
200,00 -,30333 ,19760 ,147 - 7272 ,1205
500,00 -,33333 , 19760 114 -, 7572 ,0905
1000,00 1,20333" ,19760 ,000 , 7795 1,6272
200,00 ,00 3,14000° , 19760 ,000 2,7162 3,5638
25,00 1,11333" ,19760 ,000 ,6895 1,5372
50,00 -,50000" , 19760 ,024 -,9238 -,0762
100,00 ,30333 ,19760 ,147 -,1205 1272
500,00 -,03000 , 19760 ,881 -,4538 ,3938
1000,00 1,50667" ,19760 ,000 1,0828 1,9305
500,00 ,00 3,17000" , 19760 ,000 2,7462 3,5938
25,00 1,14333" ,19760 ,000 , 7195 1,5672
50,00 -,47000" ,19760 ,032 -,8938 -,0462
100,00 ,33333 , 19760 114 -,0905 , 7572
200,00 ,03000 ,19760 ,881 -,3938 ,4538
1000,00 1,53667" , 19760 ,000 1,1128 1,9605
1000,00 ,00 1,63333" ,19760 ,000 1,2095 2,0572
25,00 -,39333 , 19760 ,066 -,8172 ,0305
50,00 -2,00667" ,19760 ,000 -2,4305 -1,5828

103




100,00 -1,20333" ,19760 ,000 -1,6272 -, 7795
200,00 -1,50667" ,19760 ,000 -1,9305 -1,0828
500,00 -1,53667" ,19760 ,000 -1,9605 -1,1128
*. The mean difference is significant at the 0.05 level.
B.juncea HMA1
Subset for alpha = 0.05
Treatment 1 2 3 4
Tukey HSD? ,00 1,3900
1000,00 3,0233
25,00 3,4167
100,00 4,2267
200,00 4,5300 4,5300
500,00 4,5600 4,5600
50,00 5,0300
Sig. 1,000 ,460 634 220
Duncan? ,00 1,3900
1000,00 3,0233
25,00 3,4167
100,00 4,2267
200,00 4,5300
500,00 4,5600
50,00 5,0300
Sig. 1,000 ,066 , 131 1,000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3,000.
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EK-7 Farkli Cu seviyeleri uygulanan B.
elde edilen verilerin ANOVA analizi

nigra' nin yapraklarinda HMAL' in anlatimindan

ANOVA
B.nigra/ HMA1 ANOVA Analizi
Sum of Squares Df Mean Square F Sig.
Between Groups 22,662 6 3,777 67,314 ,000
Within Groups 786 14 056
Total 23,447 20

EK-8 Farkli Cu seviyeleri uygulanan B. nigra' nin yapraklarinda HMA1' in anlatimindan
elde edilen verilerin Turkey ve Duncan analizi

Dependent Variable: B.nigra/ HMA1

Multiple Comparisons

Mean 95% Confidence Interval
Difference (I-

(1) treatment  (J) treatment J) Std. Error Sig. Lower Bound | Upper Bound
Tukey HSD ,00 25,00 -1,26333" ,19341 ,000 -1,9237 -,6029
50,00 -3,74333° ,19341 ,000 -4,4037 -3,0829

100,00 -2,21667" , 19341 ,000 -2,8771 -1,5563

200,00 -1,78333" ,19341 ,000 -2,4437 -1,1229

500,00 -1,85000" , 19341 ,000 -2,5104 -1,1896

1000,00 -1,51667" ,19341 ,000 -2,1771 -,8563

25,00 ,00 1,26333" , 19341 ,000 ,6029 1,9237
50,00 -2,48000" ,19341 ,000 -3,1404 -1,8196

100,00 -,95333" , 19341 ,003 -1,6137 -,2929

200,00 -,52000 ,19341 172 -1,1804 ,1404

500,00 -,58667 , 19341 ,097 -1,2471 ,0737

1000,00 -,25333 ,19341 ,837 -,9137 4071

50,00 ,00 3,74333" , 19341 ,000 3,0829 4,4037
25,00 2,48000" ,19341 ,000 1,8196 3,1404

100,00 1,52667" , 19341 ,000 ,8663 2,1871

200,00 1,96000" ,19341 ,000 1,2996 2,6204

500,00 1,89333" , 19341 ,000 1,2329 2,5537
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1000,00 2,22667" , 19341 ,000 1,5663 2,8871

100,00 ,00 2,21667" ,19341 ,000 1,5563 2,8771
25,00 ,95333" , 19341 ,003 ,2929 1,6137

50,00 -1,52667" , 19341 ,000 -2,1871 -,8663

200,00 ,43333 ,19341 ,335 -,2271 1,0937

500,00 ,36667 , 19341 ,513 -,2937 1,0271

1000,00 ,70000" ,19341 ,035 ,0396 1,3604

200,00 ,00 1,78333" , 19341 ,000 1,1229 2,4437
25,00 ,52000 ,19341 172 -,1404 1,1804

50,00 -1,96000" ,19341 ,000 -2,6204 -1,2996

100,00 -,43333 ,19341 ,335 -1,0937 2271

500,00 -,06667 ,19341 1,000 - 7271 ,5937

1000,00 ,26667 ,19341 ,804 -,3937 9271

500,00 ,00 1,85000" ,19341 ,000 1,1896 2,5104
25,00 ,58667 ,19341 ,097 -,0737 1,2471

50,00 -1,89333" ,19341 ,000 -2,5537 -1,2329

100,00 -,36667 ,19341 ,513 -1,0271 ,2937

200,00 ,06667 ,19341 1,000 -,5937 7271

1000,00 ,33333 , 19341 ,613 -,3271 ,9937

1000,00 ,00 1,51667" ,19341 ,000 ,8563 2,1771
25,00 ,25333 ,19341 ,837 -,4071 ,9137

50,00 -2,22667" ,19341 ,000 -2,8871 -1,5663

100,00 -,70000" ,19341 ,035 -1,3604 -,0396

200,00 -,26667 ,19341 ,804 -,9271 ,3937

500,00 -,33333 , 19341 ,613 -,9937 3271

LSD ,00 25,00 -1,26333" ,19341 ,000 -1,6782 -,8485
50,00 -3,74333" , 19341 ,000 -4,1582 -3,3285

100,00 -2,21667" ,19341 ,000 -2,6315 -1,8018

200,00 -1,78333" , 19341 ,000 -2,1982 -1,3685

500,00 -1,85000" ,19341 ,000 -2,2648 -1,4352

1000,00 -1,51667" , 19341 ,000 -1,9315 -1,1018

25,00 ,00 1,26333" ,19341 ,000 ,8485 1,6782
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50,00 -2,48000" , 19341 ,000 -2,8948 -2,0652
100,00 -,95333" ,19341 ,000 -1,3682 -,5385
200,00 -,52000" , 19341 ,018 -,9348 -,1052
500,00 -,58667" ,19341 ,009 -1,0015 -,1718
1000,00 -,25333 , 19341 211 -,6682 ,1615
50,00 ,00 3,74333" ,19341 ,000 3,3285 4,1582
25,00 2,48000" , 19341 ,000 2,0652 2,8948
100,00 1,52667" ,19341 ,000 1,1118 1,9415
200,00 1,96000" , 19341 ,000 1,5452 2,3748
500,00 1,89333" ,19341 ,000 1,4785 2,3082
1000,00 2,22667" ,19341 ,000 1,8118 2,6415
100,00 ,00 2,21667" ,19341 ,000 1,8018 2,6315
25,00 ,95333" ,19341 ,000 ,5385 1,3682
50,00 -1,52667" ,19341 ,000 -1,9415 -1,1118
200,00 ,43333" ,19341 ,042 ,0185 ,8482
500,00 ,36667 ,19341 ,079 -,0482 ,7815
1000,00 ,70000" ,19341 ,003 ,2852 1,1148
200,00 ,00 1,78333" , 19341 ,000 1,3685 2,1982
25,00 ,52000" ,19341 ,018 ,1052 ,9348
50,00 -1,96000" ,19341 ,000 -2,3748 -1,5452
100,00 -,43333" ,19341 ,042 -,8482 -,0185
500,00 -,06667 , 19341 , 735 -,4815 ,3482
1000,00 ,26667 ,19341 ,190 -,1482 ,6815
500,00 ,00 1,85000" , 19341 ,000 1,4352 2,2648
25,00 ,58667" ,19341 ,009 ,1718 1,0015
50,00 -1,89333" ,19341 ,000 -2,3082 -1,4785
100,00 -,36667 , 19341 ,079 -, 7815 ,0482
200,00 ,06667 ,19341 ,735 -,3482 ,4815
1000,00 ,33333 , 19341 ,107 -,0815 , 7482
1000,00 ,00 1,51667" ,19341 ,000 1,1018 1,9315
25,00 ,25333 , 19341 211 -,1615 ,6682
50,00 -2,22667" ,19341 ,000 -2,6415 -1,8118
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100,00 -, 70000 ,19341 ,003 41,1148 -,2852
200,00 -,26667 ,19341 ,190 -,6815 ,1482
500,00 -,33333 ,19341 ,107 -,7482 ,0815
B.nigra/ HMAL
Subset for alpha = 0.05
treatment 1 2 3 4 5
Tukey HSD? ,00 ,8500

25,00 2,1133

1000,00 2,3667

200,00 2,6333 2,6333

500,00 2,7000 2,7000

100,00 3,0667

50,00 4,5933

Sig. 1,000 ,097 ,335 1,000

Duncan? ,00 ,8500

25,00 2,1133

1000,00 2,3667 2,3667

200,00 2,6333 2,6333

500,00 2,7000 2,7000

100,00 3,0667

50,00 4,5933

Sig. 1,000 211 ,123 ,051 1,000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3,000.
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EK-9 Farkli Cu seviyeleri uygulanan B. juncea’ nin yapraklarinda HMA3' iin anlatimimdan
elde edilen verilerin Turkey ve Duncan analizi

Dependent Variable: B.juncea/ HMA3

Multiple Comparisons

Mean 95% Confidence Interval
Difference (I-

(I) treatment  (J) treatment J) Std. Error Sig. Lower Bound | Upper Bound
Tukey HSD ,00 25,00 -3,30000" ,11684 ,000 -3,6989 -2,9011
50,00 -6,60000" , 11684 ,000 -6,9989 -6,2011

100,00 -6,36667" ,11684 ,000 -6,7656 -5,9677

200,00 -8,80000" ,11684 ,000 -9,1989 -8,4011

500,00 -5,60000" ,11684 ,000 -5,9989 -5,2011

1000,00 -3,00000" ,11684 ,000 -3,3989 -2,6011

25,00 ,00 3,30000" ,11684 ,000 2,9011 3,6989
50,00 -3,30000" ,11684 ,000 -3,6989 -2,9011

100,00 -3,06667" ,11684 ,000 -3,4656 -2,6677

200,00 -5,50000" ,11684 ,000 -5,8989 -5,1011

500,00 -2,30000" ,11684 ,000 -2,6989 -1,9011

1000,00 ,30000 ,11684 ,208 -,0989 ,6989

50,00 ,00 6,60000" , 11684 ,000 6,2011 6,9989
25,00 3,30000° ,11684 ,000 2,9011 3,6989

100,00 ,23333 , 11684 457 -,1656 ,6323

200,00 -2,20000" ,11684 ,000 -2,5989 -1,8011

500,00 1,00000" , 11684 ,000 ,6011 1,3989

1000,00 3,60000 ,11684 ,000 3,2011 3,9989

100,00 ,00 6,36667" , 11684 ,000 5,9677 6,7656
25,00 3,06667" ,11684 ,000 2,6677 3,4656

50,00 -,23333 , 11684 457 -,6323 , 1656

200,00 -2,43333" ,11684 ,000 -2,8323 -2,0344

500,00 ,76667" , 11684 ,000 ,3677 1,1656

1000,00 3,36667" ,11684 ,000 2,9677 3,7656

200,00 ,00 8,80000" , 11684 ,000 8,4011 9,1989
25,00 5,50000" ,11684 ,000 5,1011 5,8989
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50,00 2,20000" ,11684 ,000 1,8011 2,5989

100,00 2,43333" ,11684 ,000 2,0344 2,8323

500,00 3,20000" ,11684 ,000 2,8011 3,5989

1000,00 5,80000" ,11684 ,000 5,4011 6,1989

500,00 ,00 5,60000" ,11684 ,000 5,2011 5,9989
25,00 2,30000" ,11684 ,000 1,9011 2,6989

50,00 -1,00000" ,11684 ,000 -1,3989 -,6011

100,00 -, 76667 ,11684 ,000 -1,1656 -,3677

200,00 -3,20000" ,11684 ,000 -3,5989 -2,8011

1000,00 2,60000 ,11684 ,000 2,2011 2,9989

1000,00 ,00 3,00000" ,11684 ,000 2,6011 3,3989
25,00 -,30000 ,11684 ,208 -,6989 ,0989

50,00 -3,60000" ,11684 ,000 -3,9989 -3,2011

100,00 -3,36667" ,11684 ,000 -3,7656 -2,9677

200,00 -5,80000" ,11684 ,000 -6,1989 -5,4011

500,00 -2,60000" ,11684 ,000 -2,9989 -2,2011

LSD ,00 25,00 -3,30000" ,11684 ,000 -3,5506 -3,0494
50,00 -6,60000" ,11684 ,000 -6,8506 -6,3494

100,00 -6,36667" ,11684 ,000 -6,6173 -6,1161

200,00 -8,80000" ,11684 ,000 -9,0506 -8,5494

500,00 -5,60000" ,11684 ,000 -5,8506 -5,3494

1000,00 -3,00000" ,11684 ,000 -3,2506 -2,7494

25,00 ,00 3,30000" ,11684 ,000 3,0494 3,5506
50,00 -3,30000" ,11684 ,000 -3,5506 -3,0494

100,00 -3,06667" ,11684 ,000 -3,3173 -2,8161

200,00 -5,50000" ,11684 ,000 -5,7506 -5,2494

500,00 -2,30000" ,11684 ,000 -2,5506 -2,0494

1000,00 ,30000" ,11684 ,022 ,0494 ,5506

50,00 ,00 6,60000" ,11684 ,000 6,3494 6,8506
25,00 3,30000° ,11684 ,000 3,0494 3,5506

100,00 ,23333 ,11684 ,066 -,0173 ,4839

200,00 -2,20000" ,11684 ,000 -2,4506 -1,9494
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500,00 1,00000" , 11684 ,000 , 7494 1,2506
1000,00 3,60000" ,11684 ,000 3,3494 3,8506
100,00 ,00 6,36667" , 11684 ,000 6,1161 6,6173
25,00 3,06667" ,11684 ,000 2,8161 3,3173
50,00 -,23333 , 11684 ,066 -,4839 ,0173
200,00 -2,43333" ,11684 ,000 -2,6839 -2,1827
500,00 ,76667" , 11684 ,000 ,5161 1,0173
1000,00 3,36667" ,11684 ,000 3,1161 3,6173
200,00 ,00 8,80000" , 11684 ,000 8,5494 9,0506
25,00 5,50000" ,11684 ,000 5,2494 5,7506
50,00 2,20000° ,11684 ,000 1,9494 2,4506
100,00 2,43333" ,11684 ,000 2,1827 2,6839
500,00 3,20000° ,11684 ,000 2,9494 3,4506
1000,00 5,80000" ,11684 ,000 5,5494 6,0506
500,00 ,00 5,60000" ,11684 ,000 5,3494 5,8506
25,00 2,30000" ,11684 ,000 2,0494 2,5506
50,00 -1,00000" ,11684 ,000 -1,2506 -, 7494
100,00 -,76667" , 11684 ,000 -1,0173 -,5161
200,00 -3,20000" ,11684 ,000 -3,4506 -2,9494
1000,00 2,60000" , 11684 ,000 2,3494 2,8506
1000,00 ,00 3,00000 ,11684 ,000 2,7494 3,2506
25,00 -,30000" , 11684 ,022 -,5506 -,0494
50,00 -3,60000" ,11684 ,000 -3,8506 -3,3494
100,00 -3,36667" , 11684 ,000 -3,6173 -3,1161
200,00 -5,80000" ,11684 ,000 -6,0506 -5,5494
500,00 -2,60000" ,11684 ,000 -2,8506 -2,3494
*. The mean difference is significant at the 0.05 level.
B.juncea/ HMA3

treatment

Subset for alpha = 0.05

2

3

4

Tukey HSD?

,00

1,3000
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1000,00 3 4,3000
25,00 3 4,6000
500,00 3 6,9000
100,00 3 7,6667
50,00 3 7,9000
200,00 3 10,1000
Sig. 1,000 ,208 1,000 457 1,000
Duncan? ,00 3 1,3000
1000,00 3 4,3000
25,00 3 4,6000
500,00 3 6,9000
100,00 3 7,6667
50,00 3 7,9000
200,00 3
Sig. 1,000 1,000 1,000 1,000 ,066

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3,000.

EK-10 Farkli Cu seviyeleri uygulanan B. nigra' min yapraklarinda HMA3' iin anlatiminda
ANOVA analizi

ANOVA
B. nigra/ HMA3
Sum of Squares Df Mean Square F Sig.
Between Groups 69,620 6 11,603 207,484 ,000
Within Groups 783 14 ,056
Total 70,403 20
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EK-11 Farkli Cu seviyeleri uygulanan B. nigra' nin yapraklarinda HMA3' {in anlatiminda

Turkey ve Duncan analizi

Dependent Variable: B.nigra/ HMA3

Multiple Comparisons

Mean 95% Confidence Interval
Difference (I-

() treatment  (J) treatment J) Std. Error Sig. Lower Bound | Upper Bound
Tukey HSD ,00 25,00 -2,99333" , 19309 ,000 -3,6526 -2,3340
50,00 -2,59333" ,19309 ,000 -3,2526 -1,9340

100,00 -2,89333" , 19309 ,000 -3,5526 -2,2340

200,00 -4,99333" ,19309 ,000 -5,6526 -4,3340

500,00 -4,12667" ,19309 ,000 -4,7860 -3,4674

1000,00 ,27333 ,19309 ,785 -,3860 ,9326

25,00 ,00 2,99333" ,19309 ,000 2,3340 3,6526
50,00 ,40000 ,19309 417 -,2593 1,0593

100,00 ,10000 ,19309 ,998 -,56593 ,7593

200,00 -2,00000" ,19309 ,000 -2,6593 -1,3407

500,00 -1,13333" ,19309 ,001 -1,7926 -,4740

1000,00 3,26667" , 19309 ,000 2,6074 3,9260

50,00 ,00 2,59333" ,19309 ,000 1,9340 3,2526
25,00 -,40000 , 19309 417 -1,0593 ,2593

100,00 -,30000 ,19309 711 -,9593 ,3593

200,00 -2,40000" , 19309 ,000 -3,0593 -1,7407

500,00 -1,53333" ,19309 ,000 -2,1926 -,8740

1000,00 2,86667" , 19309 ,000 2,2074 3,5260

100,00 ,00 2,89333" ,19309 ,000 2,2340 3,5526
25,00 -,10000 , 19309 ,998 -, 7593 ,5593

50,00 ,30000 ,19309 711 -,3593 ,9593

200,00 -2,10000" ,19309 ,000 -2,7593 -1,4407

500,00 -1,23333" , 19309 ,000 -1,8926 -,5740

1000,00 3,16667" ,19309 ,000 2,5074 3,8260

200,00 ,00 4,99333" , 19309 ,000 4,3340 5,6526
25,00 2,00000" ,19309 ,000 1,3407 2,6593
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50,00 2,40000" ,19309 ,000 1,7407 3,0593

100,00 2,10000" ,19309 ,000 1,4407 2,7593

500,00 ,86667" ,19309 ,007 ,2074 1,5260

1000,00 5,26667" ,19309 ,000 4,6074 5,9260

500,00 ,00 4,12667" ,19309 ,000 3,4674 4,7860
25,00 1,13333" ,19309 ,001 4740 1,7926

50,00 1,53333" ,19309 ,000 ,8740 2,1926

100,00 1,23333" ,19309 ,000 ,5740 1,8926

200,00 -,86667" ,19309 ,007 -1,5260 -,2074

1000,00 4,40000" ,19309 ,000 3,7407 5,0593

1000,00 ,00 -,27333 ,19309 ,785 -,9326 ,3860
25,00 -3,26667" ,19309 ,000 -3,9260 -2,6074

50,00 -2,86667" ,19309 ,000 -3,5260 -2,2074

100,00 -3,16667" ,19309 ,000 -3,8260 -2,5074

200,00 -5,26667" ,19309 ,000 -5,9260 -4,6074

500,00 -4,40000" ,19309 ,000 -5,0593 -3,7407

LSD ,00 25,00 -2,99333" ,19309 ,000 -3,4075 -2,5792
50,00 -2,59333" ,19309 ,000 -3,0075 -2,1792

100,00 -2,89333" ,19309 ,000 -3,3075 -2,4792

200,00 -4,99333" ,19309 ,000 -5,4075 -4,5792

500,00 -4,12667" ,19309 ,000 -4,5408 -3,7125

1000,00 ,27333 ,19309 ,179 -,1408 ,6875

25,00 ,00 2,99333" ,19309 ,000 2,5792 3,4075
50,00 ,40000 ,19309 ,057 -,0141 ,8141

100,00 ,10000 ,19309 ,613 -,3141 ,5141

200,00 -2,00000" ,19309 ,000 -2,4141 -1,5859

500,00 -1,13333" ,19309 ,000 -1,5475 -, 7192

1000,00 3,26667" ,19309 ,000 2,8525 3,6808

50,00 ,00 2,59333" ,19309 ,000 2,1792 3,0075
25,00 -,40000 ,19309 ,057 -,8141 ,0141

100,00 -,30000 ,19309 ,143 -, 7141 ,1141

200,00 -2,40000" ,19309 ,000 -2,8141 -1,9859
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500,00 -1,53333" , 19309 ,000 -1,9475 -1,1192
1000,00 2,86667" ,19309 ,000 2,4525 3,2808
100,00 ,00 2,89333" , 19309 ,000 2,4792 3,3075
25,00 -,10000 ,19309 ,613 -,5141 ,3141
50,00 , 30000 , 19309 ,143 -,1141 7141
200,00 -2,10000" ,19309 ,000 -2,5141 -1,6859
500,00 -1,23333" , 19309 ,000 -1,6475 -,8192
1000,00 3,16667" ,19309 ,000 2,7525 3,5808
200,00 ,00 4,99333" , 19309 ,000 4,5792 5,4075
25,00 2,00000" ,19309 ,000 1,5859 2,4141
50,00 2,40000 ,19309 ,000 1,9859 2,8141
100,00 2,10000" ,19309 ,000 1,6859 2,5141
500,00 ,86667" ,19309 ,001 4525 1,2808
1000,00 5,26667" ,19309 ,000 4,8525 5,6808
500,00 ,00 4,12667" ,19309 ,000 3,7125 4,5408
25,00 1,13333" ,19309 ,000 ,7192 1,5475
50,00 1,53333" ,19309 ,000 1,1192 1,9475
100,00 1,23333" , 19309 ,000 ,8192 1,6475
200,00 -,86667" ,19309 ,001 -1,2808 -,4525
1000,00 4,40000" , 19309 ,000 3,9859 4,8141
1000,00 ,00 -,27333 ,19309 ,179 -,6875 ,1408
25,00 -3,26667" , 19309 ,000 -3,6808 -2,8525
50,00 -2,86667" ,19309 ,000 -3,2808 -2,4525
100,00 -3,16667" , 19309 ,000 -3,5808 -2,7525
200,00 -5,26667" ,19309 ,000 -5,6808 -4,8525
500,00 -4,40000" ,19309 ,000 -4,8141 -3,9859
B.nigra/ HMA3
Subset for alpha = 0.05
Treatment N 1 2 3
Tukey HSD®  1000,00 1,7000
00 1,9733
50,00 4,5667
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100,00 4,8667

25,00 4,9667

500,00 6,1000

200,00 6,9667

Sig. 785 417 1,000 1,000
Duncan? 1000,00 1,7000

,00 1,9733

50,00 4,5667

100,00 4,8667

25,00 4,9667

500,00 6,1000

200,00 6,9667

Sig. 179 ,068 1,000 1,000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3,000.
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