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BRYOPHYLLUM DAIGREMONTIANUM (RAYM.-HAMET & PERRIER)
A.BERGER BITKIiSINDE ALUMINYUM STRESINE BAGLI
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ISARETLEYICILER (RAPD ve ISSR) ile ARASTIRILMASI

ALI KAVAL
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Yiksek Lisans Tezi
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Bu calismada, Bryophyllum daigremontianum (Raym.-Hamet & H. Perrier) A.Berger
bitkisinin Al elementine kars1 mineral beslenme, fotosentetik pigment, total protein ve
genotoksik ozellikleri agisindan tlr yanitlar verdigi aragtirillmistir. Bitkiler O (kontrol),
50, 100 ve 200 uM konsantrasyonlarda AICIs iceren Hoagland cozeltileri (20 ml) ile 2,5
ay boyunca giin asir1 sulandirilmistir. Toprak pH’s1 diistiigiinde (4,5-5,0) Al ¢ozlinerek
fitotoksik hali olan AI** formuna doniismekte, taban suyunda ¢oziinerek bitki kokleri
tarafindan emilmektedir. Bu nedenle, deney gruplarina ek olarak asit kontrol grubu
eklenmistir. Sulamanin sonrasindaki giin deney gruplarina topraga piskiirtiilmek
suretiyle stlfirik asit (% 0,2) verilmistir. Asit kontrol grubu, asitin bitkide meydana
getirdigi etkileri gormek amaciyla olusturulmus olup, gruba yalnizca Hogland
solisyonu ve sonraki gin silfirik asit verilmistir. 2,5 ayin sonunda, hasat edilen
bitkilerde fotosentetik pigmentler (klorofil a, klorofil b, total klorofil, klorofil a/b ve
karotenoid) ve total protein miktar1 6l¢iilmistiir. Bitkide kok, govde ve yapraklardaki Al
elementi ve diger mineral besin elementleri (Ca, Cu, Fe, K, Mg, Na, Mn ve Zn) ICP-
OES (Inductively Coupled Plasma-Optical Emission Spectrometer ) cihazi ile 6l¢iilmiis,
RAPD-PZR ve ISSR-PZR yontemleri ile genotoksisite analizleri yapilmistir. Klorofil a-
b ve karotenoid miktarlart Arnon (1949) formiilasyonuna gore ve total protein miktari
Bradford (1976) baz alinarak hesaplanmistir. Sonug olarak asit kontrol, 50, 100 ve 200
uM konsantrasyonlari; kontrol grubu ile kiyaslandiginda sirasiyla; klorofil a % ~6,57,
~3,61, ~8,88, ~8,22; Kklorofil b % ~22,11, ~21,60, ~21,60, ~1,00; total klorofil %



~11,76, ~11,96, ~21,60, ~11,37; karotenoid degisim yok, % ~7,03, ~6,25, ~7,81 olarak
genel bir diisiis oldugu klorofil a/b oranlarinda ise % ~4,19, ~15,05, ~12,75, ~12,29
olarak arttigi gbézlenmistir. Total protein miktarinda ise konsantrasyona bagli olarak
yiikselme oldugu gdzlenmistir. Mineral besin elementlerinden Ca, Cu, K, Fe, Mg, Mn
ve Zn degerleri biitiin bitki kisimlarinda kontrol grubu ile karsilastirildiginda uygulanan
Al konsantrasyonunun (50, 100 ve 200 uM) artmasina bagl azalmistir. Bitki besin
elementlerinden, Na elementinin kontrol grubunun koklerinde en diisiik degerini aldigi,
asit kontrol grubunda en yiiksek degerde oldugu ve 200 M konsantrasyon grubuna
dogru, Al konsantrasyonu arttikga Na degerlerinde diisiis oldugu saptanmistir. Sunulan
calismada RAPD ve ISSR profil sonuglarina gore yeni bant olusumlari ve bant
yogunluklarinda degisim gézlenmistir. Bu ¢alisma ile birlikte genotoksisite, cevresel
toksikoloji ve Al toksisitesi arastirmalarinda RAPD-RZR ve ISSR- PZR tekniginin

yararli olabilecegi goriilmiistiir.
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In this study, effects of aluminum on genotoxicity, photosynthetic pigment composition,
total protein content and mineral nutrient status in Bryophyllum daigremontianum plants
have been investigated. Plants were watered with Hoagland solution (20 ml) containing
0 (normal), 50, 100 and 200 uM AICls on alternate days for 75 days. As soil pH
decreases (4,5-5,0) Al is converted into phytotoxic form AI®*, and solubilized in soil
water and absorbed by plant roots. Thus, in addition to experimental groups an acid
control group was added to investigate the effects of acid on plants. On the day after
watering, experimental groups were sprayed with sulfuric acid (0,2%). After
experimental period, plants were harvested and effects of Al treatment on
photosynthetic pigments (chlorophyll a, b, a/b, total chlorophyll and carotenoids) and
total protein contents were analyzed. Al and other mineral nutrient elements (Ca, Cu,
Fe, K, Mg, Na, Mn and Zn) in plant roots, stems and leaves were analyzed by using
ICP-OES (Inductively Coupled Plasma-Optical Emission Spectrometer). The genotoxic
analysis was performed by employing RAPD and ISSR methods. The chlorophyll and
carotenoid contents were calculated based on Arnon (1949) and total protein contents
were according to Bradford (1976). Compared to control groups, acid control, 50, 100
and 200 pM concentrations respectively showed a slight decrease in chlorophyll a
(~6,57, ~3,61, ~8,88 and ~8,22%), chlorophyll b (~22,11, ~21,60, ~21,60 and ~1,00%),
total chlorophyll (~11,76, ~11,96, ~21,60 and ~11,37) and carotenoid (no change,
~7,03, ~6,25 and ~7,81) contents whereas an increase was observed in chlorophyll a/b
(~4,19, ~15,05, ~12,75 and ~12,29) contents. Besides, total protein content was also



found to increase depending on the applied Al concentration. In all plant parts,
concentrations of Ca, Cu, K, Fe, Mg, Mn and Zn decreased in relation to increasing Al
concentrations (50, 100 and 200 uM). From nutrients, Na had the lowest value in roots
of control group, the highest value in the acid control group, and showed a decrease
toward 200 pM concentration group with increasing Al concentration. Moreover, RAPD
and ISSR analyses demonstrated the appearance of new band formations and variations
in band intensities. Therefore, this work showed that RAPD and ISSR techniques can be
effectively employed in genotoxicity, environmental toxicology and Al toxicity-related
studies.

Keywords: Aluminum, Genotoxicity, Molecular marker, Mineral nutrition, Stress,
physiology,



1. GIRIS

1.1 AMAC VE KAPSAM

Aliminyum (Al), oksijen ve silisyumdan sonra yer kabugunda en fazla bulunan (%8)
ucuncl elementtir (Ozyigit ve dig. 2013, Vardar ve dig. 2016). Toprakta ¢oziinmeyen
oksitler ve aluminosilikatlar halinde bulunan Al, bitki icin temel bir element degildir.
Tarimsal modernlesme siireci ile birlikte verimi arttirmak icin azot kaynagi olarak daha
fazla amonyumlu giibre kullanilmasi, ¢evre Kirliligi ve buna bagl asit yagislarindan
Otard toprak asidik hale gelir. Bunlardan asit yagislar1 kiiresel kirlilik sorunlarinin en
onemlilerinden birini teskil etmektedir. Bu problemin kiresel sorun haline gelmesi
asidik depozitlerin kolay bir sekilde ilerlemesinden otiiriidiir. Dogal siire¢ ya da insan
aktiviteleri sonucu olarak topragmn asitlesmesi (pH<5) ile birlikte Al ihtiva eden
mineraller ¢oziinerek toprak c¢ozeltisine, yeralti ve yiizey sularina gegerek bitkiler
tarafindan alinir (Kacar ve Katkat 2007, Rengel 2004, Drabek 2005, Kochian ve dig.
2005, Scancar ve dig. 2006, Poschenrieder ve dig. 2008, Prihatina ve dig. 2015).

Biiyiimenin kisitlanmasi, Al toksisite degerlendirilmesinde genis dl¢lide kullanilan bir
indekstir. Biyokiitledeki kok/slirglin orani azalmasi ve total uzunluk ya da yiizey ortak
Ozelliklerdir. Al stresinin ilk ve en 0Onemli belirtilerden biri kok buylmesinin
yavaglamasidir ki bu belirti Al’'un mikromolar konsantrasyonlarima maruz kalan
bitkilerde dakikalar icerisinde gozlemlenmistir. Al sadece bitkinin kok boyunda degil,
ayni zamanda biitiin kok yapisinda da derin degisikliklere neden olmaktadir (Vardar ve
Unal 2007, Vardar ve dig. 2016). Bu durum topraktan suyun ve besin elementlerinin
almmmini azaltir. Sonugta, hiicre boliinmesi engellendiginden tiim bitkide blylime
siirlanir (Kochian 1995, Rengel 2004, Ozyigit ve dig. 2013, Vardar ve dig. 2015,
Choudhury ve Sharma 2014).

Al asidik topraklarda tarimsal iiretimi sinirlayan en 6nemli stres faktorleri arasindadir
(Rengel 2004, Vardar ve Unal 2007) Ornegin, toprakta Al konsantrasyonunun yiiksek
olmasi bugday gibi temel bir besin kaynaginin hasat-edilebilir organlarinda Al

miktarinin artmasina; sonugta, diisiik ekmek kalitesi ile beraber insan sagliginda



olumsuz etkilere neden olmaktadir (Kumar ve Gill 2009, Valle 2009).

Al genis olgtide hiicresel ve fizyolojik surecleri etkiler. Hucresel seviyede Al, yapisinda
oksijen bulunan organik bilesiklere giiglii bir sekilde baglanma ilgisi vardir (proteinler,
nlkleik asitler ve fosfolipitler gibi). Hicre bélinmesinin, biylmesinin ve tasinmanin
inhibisyonu sonucu hiicre iskelet yapisi ve fonksiyonu engellenir, fosfor metabolizmasi
ve kalsiyum homeostasisi bozulur (Navascues ve dig. 2012, Dogan ve dig. 2014). Al,
bitkilerde fotosentezde fotosistem Il (PSIl)’deki fotokimyasal verimin azalmasi ve
elektron tasiniminin kisitlanmasi1 ile fotosentetik aparatlar1 fonksiyonel olarak
etkilemektedir. Ayrica, hiicre duvar yapist ve fonksiyonlarini, plasma membranini ve
sinyal iletim yolaklarin1 bozmasi ile bitkide ¢ok sayida hiicresel bolgeyi etkilemektedir
(Dong 2002, Chen 2008, Horst ve dig. 2010). Al stresi ayn1 zamanda stomalarin ¢ap ve
cevre degerlerlerini diisiirerek stoma iletkenligini olumsuz etkiler (Ozyigit ve Akinci

2009).

Al’un en toksik formu olan AI®*, reaktif oksijen tirleri (ROT) ve lipid peroksidasyonu
ile ilgili enzim aktivitelerini [sUperoksit dismutaz (SOD) ve peroksidaz (POD)]
arttirdigindan  oksidatif stresi uyarmakta, oksidatif strese cevap veren genlerin
ekspresyonunu degistirerek oksidatif metabolizmada degisimlere neden olmaktadir.
Eger oksidatif savunma sistemi bu durumu bertaraf edemezse hiicresel bilesiklerde
hasar meydana gelir (Yamamoto ve dig. 2001, Dong 2002, Chen 2008, Maron 2008,
Panda ve Matsumoto 2010, Navascues 2012). AI**’un arpa ve bugdayda oksidatif strese
ve beraberinde hiicre 6lumlerine neden oldugu gézlemlenmistir (Deslile ve dig. 2001,
Darko ve dig. 2004, Panda ve dig. 2007).

Al toksisitesinden dolayr konsantrasyonu yikselen ROT (reaktif oksijen turleri);
lipidleri, proteinleri ve niikleik asitleri oksitleme kapasitesine sahiptir ki bu durum hiicre
6lumune sebebiyet vermektedir (Matsumoto 2000). Al’un neden oldugu oksidatif stres,
tatdn bitkisi hicreleri mitokondrisinde geriye cevrilemez fonksiyon bozukluguna ve
hiicrelerin 6liimiine sebep olmaktadir (Panda ve dig. 2008). Tutun hiicrelerinde yiksek
ROT dretimi ile birlikte solunumda ve hiicresel ATP seviyesinde azalma meydana gelir.
Al stresi altinda mitokondrial ATP seviyesinde meydana gelen azalma, hicrenin
biyoenerjetik kosullarini ciddi bir sekilde etkiler ve enerji mahrumiyeti altindaki hiicre
programlanmis hiicre 6liimii i¢in sinyal olusturur (Yamamoto ve dig. 2002, Li ve Xing
2011, Vardar ve dig. 2016).



Tropik ve subtropik bolgelerde asidik toprak dogal olarak olusmaktadir (Von Uexkiill
ve Mutert 1995). Bryophyllum daigremontianum bitkisi; Afrika, Madagaskar, Brezilya
ve birkac tropikal bolgede gorilmektedir (Ozyigit ve dig. 2016). Tropikal bolgelerde de
gorulmesi, Al’u ne derece akiimiile ettigi ve bir CAM bitkisi olarak Al karsisinda ne
gibi cevaplar verecegi sorularini akillara getirmektedir. Bu amagla, B. daigremontianum
ana bitkisinden alinan yavru bitkiler 3 haftalik ¢imlendirme asamasini takiben, 2 aylik
sire boyunca standart kompost igeren saksilarda giin asir1t Hoagland ile sulanarak (ikinci
yapraklar gelisene kadar) yetistirildi. Sonraki 2,5 ay boyunca da bitki; 0, 50, 100 ve 200
uM AICl3 igeren hoagland ¢ozeltisi (20ml) ile bir gun ara ile sulandi. Hoagland ile
sulamanin sonrasindaki gun ise 50, 100 ve 200 uM gruplarina ait bireylerin toprak
yuzeylerine sulfirik asit (%0,2) pusklrtilmek suretiyle topraklara asidik karakter
(pH:4,8) kazandirildi. Kontrol ve deney gruplarina ek olarak asitin bitkilerde meydana
getirdigi etkileri gérmek ve kontrol grubu ile karsilagtirmak amaciyla asit kontrol grubu

ilave edildi. Asit kontrol grubuna ise Hoagland ve asit verildi.

B. daigremontianum bitkisi kontrol, asit kontrol ve konsantrasyon gruplarina ait
bireylerin; fotosentetik pigment (klorofil a, klorofil b, total klorofil, klorofil a/b ve
karotenoid) ve total protein miktarlari, RAPD-PZR ve ISSR-PZR molekiiler markir
teknikleri ile genotoksisite analizleri yapildi. Ayrica, toksik metal birikimi ile Al’un
mineral besin elementleri (Ca, Cu, Fe, K, Mg, Na, Mn ve Zn) alimlarina olan etkileri bu
elementlerin kok, govde, yaprak ve yaprak {iizerinde gelisen geng bitkiciklerdeki

(klonlar) miktarlar1 6lgiilerek yapildi.

Karmagik bir kimyaya sahip olan Al toksisitesinin tanimlanmasi, gelecekte Al’dan
etkilenecek olan bircok tarimsal {iriiniin 1iyilestirilmesi agisindan onemlidir. Bu
caligmada, Al stresinin CAM bitkileri Gzerinde ne gibi etkiler meydana getirdigini
belirlemek i¢in B. daigremontianum bitkisi model bitki olarak kullanilmis, bitkiden elde
edilerek Al maruz birakilan klon bitkilerin Al’u organlarinda hangi oranlarda biriktirdigi

ve Al’un fizyolojik ve genotoksik etkileri arastirilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1 TOPRAK ASITLIiGi

Dinya genelinde, 1996 yilinda ekilebilir alanlarin yaklasik %40’ nin asidik topraklardan
olustugu goriilmekteyken 2009°da bu degerin %50 ve 2013°te ise %67’ye ulastigi
tahmin edilmektedir (Lenobre ve dig. 1996, Panda ve dig. 2009, Abate ve dig. 2013).
Tropik ve subtropik bolgelerde asidik toprak dogal olarak olusmaktadir (Von Uexkiill
ve Mutert 1995); ayrica asidik topraklarin %60°1 gelismekte olan ve besin kitlig1 ¢eken
Giliney Amerika, Orta Afrika ve Giliney Dogu Asya’da bulunmaktadir. Ek olarak,
cevresel etmenlerden otiirli topragin asidik hale gelmesi Kanada, Avrupa ve
Amerika’nin endiistriyel bolgelerinde artan bir sorun halini almistir (Viterollo ve dig.
2005).

Asidik topraklarda verimsiz iirlin yetistirilmesindeki en 6nemli etkenlerden biri Al
toksisitesidir. Al toksisitesinden otiirli, bugday (Costa ve dig. 2003, Kariuki ve dig.
2007), arpa (Tang ve dig. 2002) ve misirin (Sierra ve dig. 2003) tarimsal {iretiminin
%30°dan daha fazlasinin azaldigi rapor edilmistir. Cin’de yaklasik olarak ekilebilir
alanlarin %21°1 asidik hale gelmis bulunmaktadir. (Liu ve dig. 2004). Toprak pH’s1
diistiigiinde (4,5-5,0), Al ciziinerek fitotoksik hali olan AIP* formuna doniisiir
(Matsumoto 2000). AI** asitli topraklarda Al(H20)s%* olarak bulunur ve bu bitkiler icin
en toksik formudur (Kochian 1995).

Ulkemizde Dogu Karadeniz sahil seridinde ana kayanin bazlar bakimindan fakir
volkanik materyalden olusmasi ve ¢ok yagis almasindan Otiirli topraklarda bazlar
yikanarak asit karakterli topraklar meydana gelmistir. Ayrica, Trakya Bolgesi’nde
toprak pH’si, Karadeniz Bolgesi kadar diisiik olmamakla birlikte, asit reaksiyonlu
topraklar 6nemli bir alan kaplamaktadir (Ulgen ve Rasheed 1975). Dogu Karadeniz
topraklarinin asit karakterli olmasinin (asidik topraklari seven ¢ay disindaki) tiim kiiltiir
bitkileri igin, verimi diisliren en 6nemli sebeplerden biri oldugu, ancak kiregleme ile
toprak pH’smin 6,5 seviyesinin Uzerine ¢ikarilarak {iriin veriminde Onemli artiglar

meydana geldigi ortaya konmustur (Ozuygur ve dig. 1974, Lawrence ve dig. 2016).

Asidin, topraklarda verimliligin diismesine ve bitki tarafindan alinabilir Mn, Fe ve Al

miktarlarmin toksik olabilecegi ¢ok yiliksek diizeylere erismesine neden olabilecegi,



ayrica, yarayishh Mg, Ca, Mo ve P gibi bitki besin maddelerinin eksikliklerin de rol
oynayabilecegi tespit edilmistir (Atesalp 1977, Kacar ve Katkat 2007, Dogan ve dig.
2014). Ayrica, bitkilerde bulunan ve azot fikse eden simbiyotik bakteriler asidik
topraklar ve beraberinde ortaya c¢ikan Al toksisitesinden otiirii verimi olumsuz

etkilemektedir (Viterollo ve dig. 2005).
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Sekil 2.1. Diinya topraklarindaki pH dagilimi1 A. Dlnyadaki toprak ylzeyinin (0-30 cm)
pH dagilimi, B. Diinyadaki toprak yiizeyinin altinin (30—100 cm) pH dagilimi. pH < 4,5:
kuvvetli asit, pH 4,6-5,5 orta dereceli asit topraklar (Brunner ve Sperisen 2013).

2.2 ALUMINYUM HAKKINDA GENEL BIiLGILER

Yer kabugunda %8 oraninda bunulan aliminyum (Al), oksijen ve silisyumdan sonra en
fazla bulunan Gglincu elementtir (Ozyigit ve dig. 2013, Vardar ve dig. 2016). Al her ne
kadar toprakta zararsiz formlarinda bulunsa da, dogal siire¢ ya da insan aktiviteleri
sonucu olarak topragin asitlesmesi ile birlikte Al ihtiva eden minerallerin toprakta

¢oziinmesi artmaktadir (Kochian 1995, Kacar ve Katkat 2007, Rengel 2004). Al; uzay,
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otomotiv, ucak, demiryolu ve deniz yolu teknolojisi, insaat ve tip sektorlerindeki
kullanimi, pisirme malzemesi olarak kullanimi, folyolama ve kutulama gibi pek ¢ok

alanda kullanilan olduk¢a genis bir pratige sahip olup canli organizmalarda birikimine

neden olmaktadir (Yenigul 2006).

Agir metaller, yogunlugu 5 g/cm®’iin iizerinde olup atom agirliklar1 40’ {izerindeki
elementlerdir ve periyodik cetvelde nispeten genis bir alani kaplarlar (Seregin ve lvanov
2001). Kimyasal simgesi Al olan aliminyumun atom agirhig 26,98 g/mol, atom
numaras1 13’tiir. 3A grubunda yer almakla birlikte yogunlugu 2,699 g/cm®tiir. Al
yogunlugunun 5 g/cm®ten diisiik olmas1 ve atom agirligiinda 40°1n altinda olmasindan
otirt bir agir metal degildir. Al, son yillarda yapilan ¢ok sayida calismayla beraber
canli sistmelerde toksik etkilere neden oldugu ortaya kondugundan, bir toksik metal
olarak tamimlanmaktadir (Exely ve Korchazhkina 2001). Al’un, +3 ve 0 olmak Uzere
disiik sicakliklarda iki degerligi bulunmakla birlikte, en reaktif metallerden biri olmasi
sebebiyle dogada 0 degerlikli olarak bulunmamaktadir (Yokel 2004).

2.3 ALUMINYUM TOKSISITESI

Dinyada ekilebilir alanlarin yaklasik %67 sinin asidik topraklardan olustugu tahmin
edilmektedir (Abate ve dig. 2013). Ulasim araglari, endiistriyel yakma prosesi, termik
santraller, volkanlar ve petrokimya-giibre endiistrilerinin meydana getirdigi c¢evresel
kirlilik asit depozisyonuna neden olmakta; yani sira verimi arttirmak amaciyla
kullanilan azotlu gubreler her gegen gun toprak asitliligini arttirmaktadir (Wild 1988,
Ozdemir 2005). Asidik topraklarda verimsiz iiriin yetistirilmesindeki en onemli
problemlerden biri Al toksisitesidir. Dogada bu kadar fazla bulunan Al’un bitkiler igin
toksik forma doniismesi topragin pH’sia baghidir. Al’un ¢ogu toprak pH’sinin notr ya
da zayif asidik oldugu durumlarda zararsiz formu olan oksitler ve aluminosilikatlar
halinde bulunmaktadir. Dogal siire¢ ya da insan aktiviteleri sonucu topragin asitlesmesi
ile birlikte Al ihtiva eden minerallerin toprakta ¢coziinmesi artmakta ve bitkide toksik
etki meydana getirmektedir (Martini ve Mutters 1985, Kochian 1995, Kacar ve Katkat
2007, Rengel 2004). Aliminyum toksisitesi 6ncelikle aliminyumun kimyasal formuna
bagli olmakla beraber; sucul organizmalar (Gensemer ve Playle 1999) ve bitkiler igin
(Ma 2000, Hoekenga 2003) degisken pozitif yiiklii akua ve hidroksi-mononiikleer Al

kompleksleri en toksik aliiminyum tiirleri olarak tanimlanmustir.
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Topragin pH’s1 5’in altindayken Al toprakta AI*® olarak adlandirilan Al(H20)s"™
formunda bulunur. Clnki disiik bir iyonik yiike ve klgik iyonik capa sahip olan Al, su
molekiilleriyle giiglii bir bilesik olusturabilir. Ortamin pH’1 arttika Al(H20)6"
Al(OH)*? ve AI(OH)." haline doniismektedir. Notr topraklarda ise; ¢Oziinmeyen
Al(OH)z formunda ve alkalik pH’da AI(OH)s seklinde daha baskin olarak
bulunmaktadir. Toprakta Al*® olarak adlandirilan Al(H20)s™ Al’un en zehirli formu
olarak kabul gérmektedir (Kochian 1995, Matsumoto 2000).

2.3.1 Aluminyum Toksisitesinin Bitkilere Etkisi

Buyumenin kisitlanmasi, Al’un toksisite degerlendirilmesinde genis Glglide kullanilan
bir indekstir. Biyokiitledeki kok/siirgiin oraninin azalmasi ve total uzunluk ortak
oOzellikleridir. Al sadece bitkinin, kok boyunda degil ayn1 zamanda biitiin kok yapisinda
derin degisikliklere neden olmaktadir (Vardar ve Unal 2007, Vardar ve dig. 2016).
Bitkide kok blytmesinin engellenmesi ilk meydana gelen ve en sik gorulen semptom
olup, zararin siddetine gore kokler kisalir, kalinlasir ve renk kahverengiye doner.

Ayrica, yan koklerin olusumu da baskilanmaktadir (Vardar ve dig. 2006).

Al, hizl1 bir sekilde kok hiicrelerinin uzamasini bozar ve yetersiz kok gelisimine neden
olur. Bu durum topraktan suyun ve besin elementlerinin alinimini azaltir (Ozyigit ve
dig. 2013, Dogan ve dig. 2014). Sonugta hiicre bolinmesi ve hiicre uzamasi
engellendiginden kok biylmesi durur, tim bitkide biiylime sinirlanir ve bitki fungal
enfeksiyonlara kargi savunmasiz hale gelir (Kochian 1995, Rengel 2004, Kocagaligkan
2005). Al’un toksik belirtlileri ise kii¢iik koyu yaprak, ge¢ olgunlagma, yaprak uglarinin
sararmasi, Solmasi ve stoma gecirgenliginin azalmasi seklindedir (Ozyigit ve AKinci
2009, Kocagaliskan 2005).

2.3.2 Aliiminyum Toksisitesinin Mekanizmalari

Al, en hassas organ olan kokte degisik bdlgeleri hedef alarak gelisimine engel
olmaktadir. Bunun nedeni fazlaca reaktif olmasi; hiicre duvari, hiicre membrani, hiicre
iskelet sistemi ve DNA/cekirdek gibi hucresel yapilar1 ve fonksiyonlarina engel
olmasiyla beraber olusan toksisitedir. Hiicresel seviyede Al’un, yapisinda oksijen
bulunan bilesiklere (proteinler, niikleik asitler ve fosfolipitler gibi) giiclii bir sekilde

baglanmaya afinitesi vardir (Kochian ve dig. 2005, Navascues ve dig. 2012, Vignala ve
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dig. 2015); bununla beraber ROT ve lipid peroksidasyonu ile ilgili enzim aktivitelerini
(SOD ve POD enzimleri) arttirdigindan oksidatif stresi uyarmakta (Yamamoto ve dig.
2001), ayn1 zamanda ¢esitli genlerin ekspresyonunu indiiklenmektedir (Vardar ve Unal
2007, Ryan ve dig. 2011).

Yapilan c¢alismalar Al’un kok ucunu hiicre duvarindaki apoplastik baglanma
bolgeleriyle etkilesime gectigini ve molekiiler agirliktaki ¢6ziinmiis maddelerin
tasinimini inhibe ettigini gostermektedir (Sivaguru ve dig. 2006). Hicre duvarinin
esnekliginin azalmasi, Al’un hiicre duvarina hizli bir sekilde baglananarak hiicre
duvarinin yapisal ve mekanik ozelliklerini etkilemesinden ileri gelmektedir. Sonugta
kok hiicrelerinin genislemesine ve kok hiicre duvarinin yapisal ve mekanik 0zelliklerini
etkileyerek biitiin kok yapisinda derin degisiklige neden olmaktadir. K6k blyumesinin
yavaglamasi, Al stresinin ilk ve en onemli etkisidir ki bu etki mikromolar seviyelere
maruz kalan bitkilerde dakikalar igersinde gézlemlenmistir. Bu durum topraktan suyun
ve diger besin elementlerinin alimini azaltir. Sonugta hiicre bélinmesi engellendiginden
ve su ve besin elementlerinin alimi azaldigindan biitiin bitkide biiyiime sinirlanir
(Rengel 2004, Kochian ve dig. 2005, Ozyigit ve dig. 2013, Dogan ve dig. 2014, Vardar
ve dig. 2016).

Al toksisitesinden dolayr konsantrasyonu yiikselen reaktif oksijen tdrleri; lipidleri,
proteinleri ve nikleik asitleri oksitleme kapasitesine sahip olup, antioksidan genlerin
ekspresyonuna etki etmek suretiyle oksidatif metabolizmada degisikliklere sebebiyet
verir. Eger oksidatif savunma sistemi bunu bertaraf edemezse hiicresel bilesiklerde
hasara sebebiyet verir. Sonucta bu durum, hicrenin 6limine sebebiyet vermektedir
(Matsumoto 2000, Dudhane ve dig. 2012). Ayrica, Al’un neden oldugu oksidatif stres,
tltun bitkisi hucreleri mitokondrisinde geriye gevrilemez fonksiyon bozukluguna ve
hiicrelerin 6liimiine sebep olmaktadir (Dong 2002, Chen 2008, Maron 2008, Panda ve
Matsumoto 2010, Navascues ve dig. 2012).

Tutlin hicrelerinde yiiksek ROT uretimi ile solunumda ve hiicresel ATP seviyesinde
azalma meydana gelir. Al stresi altinda mitokondrial ATP seviyesinde meydana gelen
azalma, hiicrenin biyoenerjetik kosullarin1 ciddi bir sekilde etkiler ve enerji
mahrumiyeti altinda hiicre programlanmis hiicre 6liimii i¢in sinyal olusturur (Yamamoto
2002, Panda ve dig. 2008, Vardar ve dig. 2016). Bitkilerdeki Al stresi, fotosentetik

PSII’deki fotokimyasal verimin azalmasi ve elektron taginiminin kisitlanmasi ile
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fotosentetik aparatlari fonksiyonel olarak etkilemektedir (Dong 2002, Chen 2008).

Al hicre membranimnin fosfolipidlerine baglanmak suretiyle membranin elektrik
potansiyelini degistirebildigi gibi direkt olarak kok hiicrelerinin iyon tasimakla gorevli
proteinlerini tikamak suretiyle de iyon hareketlerine etki etmektedir (Kochian ve dig.
2005). Bununla beraber, Ca*?, Mg*? ve K gibi katyonlarin koklerden alinimini
azaltamasindan Otlrd bitki biiylime ve gelisimine engel olmaktadir (Ozyigit ve dig.
2013, Dogan ve dig. 2014). Kakao bitkisinde Al konsantrasyonunun artmasi ile K, Ca,
Cu, Fe, Mn ve Zn igeriginde azalma meydana gelmektedir (Baligar ve Fageria 2005).
Yetistirildigi ortama Al eklenenen seftali fidelerinde ise fidelerin yapraklarinda ve
kokindeki P, Ca, Mg, Fe ve Mo muhteviyatinda diisiis gozlemlenmistir. Asidik
topraklar ve Al toksisitesinin besin ekonomisi Uzerindeki etkisi, dinya genelinde
uretimi negatif bir sekilde etkilemektedir (Graham 2001, Valle ve dig. 2011).

Al’a maruz kalan bitkilerde, hiicre membran lipidlerinde peroksidatif hasar meydana
gelmekte ve stresle beraber toksik etkilere neden olan serbest oksijen turlerinin
konsantrasyonu artmaktadir. Ancak, kokler Al’a 24 saat veya daha fazla maruz
kaldiktan sonra lipid peroksidasyonu artis meydana gelmektedir. Al toksisitesinin
baslangic mekanizmasini, Al ile beraber meydana gelen lipid peroksidasyonu teskil
etmektedir; ancak lipid peroksidasyonu yeterince hizli degildir. Sonugta, Al toksisitesi
ile peroksidaz enzimin aktivitesi paralel bir artis gostermektedir. (Kochian ve dig.
2005). Hiicre icersinde organel hareketi, hiicre uzamasi ve bdliinmesi gibi oldukga
onemli gorevleri olan mikrotibiller ve mikrofilamentler Al’'un toksik olarak etkiledigi
hiicre bilesenlerindendir. (Seagull 1989). Al bu bilesenler ile ya dogrudan etkilesime
gecer ya da dolayl olarak bilesenlerin stabilizasyonu ile alakali sitoplazmik sinyallere
etki eder. (Blancaflor ve dig.1998, Sivaguru ve dig.1999).

Hiicre ¢ekirdegindeki DNA, uzun siire Al’la maruz kalmas: sonucunda negatif olarak
etkilenmekte; bu durum Al’un DNA’ya veya kromatine baglanarak hiicre boliinmesini
engellemesilye gergeklesmektedir (Matsumoto 2000, Silva ve dig. 2000, Bojorquez-
Quintal ve dig. 2014, Blancheteau ve dig 2011).
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2.4 BITKILERDE ALUMINYUM TOLERANSININ MEKANIiZMALARI

Mikromolar konsantrasyonlada bile Al iyonu (AI*®), pek cok bitki icin toksik etkiler
olusturmaktadir. AI** un bitkilerde meydana getirdigi toksisite, bitkilerin kok uzamasini
hizli bir sekilde durdurmasi ve takiben besin alimmuni azaltmasi olarak da
tanimlanmaktadir. Al, oksijen dondrii olan bilesiklerle kuvvetli baglar olusturmakta, k6k
hiicrelerinin apoplast ve simplast yollarinda bir¢cok yerde etkilesebilmektedir. Al’un bu
bilesiklerle baglanmasi toksisitesinin en onemli sebebidir. Ancak, asidik topraklarda
biiyliyen bazi bitki tirleri, Al stresine karsi tolerans mekanizmasi gelistirmislerdir
(Kochian 1995, Barcelo ve Poschenrieder 2002, Blancheteau ve dig. 2012 ).

Al tolerant bitkiler olusturduklart malat, sitrat ve okzalat gibi organik asitleri kok
cevresine salgilarlar. Bu organik bilesikler kokiin cevresinde biriken Al iyonlart ile
reaksiyona girerek selat olusturmakta ve bu sayede Al iyonlarinin koklerden igeri
girmesine engel olarak Al’un zararl etkilerinden korunmaktadirlar. Al’a toleransi olan
diger bitkilerde ise hiicre igerisindeki Al iyonlarin1 sitrat ve oksalat ile selat olusturarak
vakuollerde biriktirilmekte ve bu yolla Al toksisitesi bertaraf edilmektedir. (Barcelo ve
Poschenrieder 2002, Simonovicova 2004). Al toksisitesine karsi toleransh olan bugday
cesitlerinden malat (Ryan ve dig. 1995); Al’a toleransh leglimiinozlardan sitrat (Yang
ve dig. 2000) ve esmer bugdaydan oksalat (Ma ve dig. 1997) salgilanmaktadir.

Al’a kars1 toleransta, Al’un bitkinin st kesimine tasinimina ket vurulmasi, en énemli
mekanizma gibi goriinse de yuksek konsantrasyonlara tolerans gosteren bitkilerde Al
bitkisel yapiya girdikten sonra organik asitlerle  selatlanarak  tolerans
olusturabilmektedirler. Ylksek konsantrasyonlardaki Al bu c¢esit bitkilerde apoplastin
icinde, gbvdelerde ya da yaprak vakuollerinde organik asitlerle sayesinde selatlanarak

zararsiz formda biriktirebilirler (Barcelo ve Poschenrieder 2002, Tang ve dig. 2002).

2.5 BITKIi BESIN ELEMENTLERi VE ONEMi

Itk kez Arnon ve Stout (1939) tarafindan onerilen besin elementi kelimesi, bitki
gelisimi i¢in mutlak gerekli elemenetleri tanimlamak amaciyla Onerilmis ve bir
elementin bitkide mutlak gerekli olabilmesi igin; bitkinin gelisme siirecince elementin
eksikligi ile karsilastiginda vejetatif ve generatif organlarinin  gelisimini

tamamlamamasi gerekir. Elementin eksikliginde bitkideki belirtiler, yalnizca eksik olan

14



elementin temini ile 6nlenmeli ya da ortadan kalkmalidir. Bitki gelisiminde elementin
besin maddesi olarak direkt ve kendine has bir etkisi olmali ve bu etki gelisme ortamina
uygun diismeyen bazi mikrobiyolojik, kimyasal kosullar1 gidermek veya bir enzimatik

sistemde gorev yapmak seklinde olamamalidir (Taiz ve Zaiger 2015).

Genel olarak bitki besin elementlerinden soz edildiginde; 151k enerjisi (glines ya da sun’i
151k) vasitasiyla meydana gelen fotosentez neticesinde, 1sigin fiziksel enerjisinin
kimyasal enerji seklinde depolandigi organik maddenin Uretiminde kullanilan ve
bitkilerce az ya da ¢ok absorbe edilen kimyasal elementler anlasilmaktadir. Bitki, besin
elementlerini kullanarak diisiik enerjisi olan CO2 ve H>O bilesiklerini insan ve
hayvanlarin besin maddesi olan, hem de endlstri ham maddesini teskil eden organik
maddeye cevirirler (Kacar ve Katkat 2007). Fotosentez sonucu organik maddeler
olusturmakta ve ¢ogu metabolik olayda ©Onemli gorevlerde kullanilmaktadirlar.
Bitkilerde mevcut olan besin elementi iceriklerinin bilinmesi ¢ok 6nemlidir. Bitkilerin
tarafindan kullanilan besin elementlerini, miktara gore makro ve mikro besin
elementleri halinde smiflandirmak moimkindir. Makro besin elementleri; azot (N),
kalsiyum (Ca), magnezyum (Mg), potasyum (K), fosfor (P) ve kukirt (S)’diir (Kacar ve
Katkat 2007, Colak 2014).

Bitkilerce alinan mikro besin maddelerine makro besin elementlerine oranla daha az
gereksinim duyulur. Mikro besin elementleri ise; demir (Fe), bakir (Cu), bor (B),
mangan (Mn), ¢inko (Zn) ve molibden (Mo)’dir (Tucker 1999, Kacar ve Katkat 2007).
Bergmann (1992), bitki gelisimi igin gerekli olan besin elementlerini siniflandirmis ve
bu siniflandirmada mikro besin elementi olarak Al’a da yer vermistir. Ancak, son
yillarda yapilan ¢aligmalarla ile birlikte uzun stredir zehirli olmadig: diisiiniilen Al’un
zararlar1 ortaya c¢ikmig ve Al toksisitesinin kiiresel bir sorun oldugunun farkina
vartlmistir (Ozyigit ve dig. 2013, Dogan ve dig. 2014, Vardar ve dig. 2016). Btun bu
besin elementleri arasindaki iligki bir elementin bir diger elementin alimini yiikseltmesi
ya da inhibe etmesi agisindan olduk¢a Gnemlidir. Bitki besin elementleri arasinda
bulunan dengenin zarar gormesi kimyasal bir strese sebep olabilir (Yasar ve dig. 2012).
Tablo 2.1°de yiiksek bitkilerin biiyikk c¢ogunlugunun gereksinim duydugu besin

elementleri yer almaktadir.
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Tablo 2.1. Bitki besin elementleri (Epstein 1972, 1999).

Kimyasal Kuru maddedeki Molibdene gore nisbi
Element Sembolii konsantrasyonllj (% atom sayist
veya ppm)
Sudan veya Karbondioksitten elde edilenler
Hidrojen H 6 60 000 000
Karbon C 45 40 000 000
Oksijen o) 45 30 000 000
Topraktan elde edilenler
Makro besin elementleri
Azot N 1,5 1 000 000
Potasyum K 1,0 250 000
Kalsiyum Ca 0,5 125 000
Magnezyum Mg 0,2 80 000
Fosfor 0,2 60 000
Sulfir 0,1 30 000
Silisyum Si 0,1 30 000
Mikro besin elementleri
Klor Cl 100 3000
Demir Fe 100 2 000
Bor B 20 2000
Mangan Mn 50 1000
Sodyum Na 10 400
Cinko Zn 20 300
Bakar Cu 6 100
Nikel Ni 0,1 2
Molibden Mo 0,1 1

Bu calismada, Al’un B. daigremontianum bitkisinde besin elementlerinin alim ve
taginmasina ne gibi etkilerininin oldugu arastirilmistir. Arastirilan besin elementleri; Ca,
Cu, Fe, K, Mg, Na, Mn ve Zn olup bu besin elementlerinin bitkideki gorevleri ve

eksliklikleri halinde bitkilerde meydana gelen fizyolojik ve genotoksik degisiklikler alt

basliklar halinde agiklanmustir.

! Makro besin elementlerinin degerleri yiizde olarak, mikro besin elementlerini degerleri ise milyonda bir

kisim (ppm) olarak gosterilmistir.
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2.5.1 Kalsiyum

Bitkiler kalsiyumu (Ca) topraktan Ca iyonlar1 halinde alir. Ca meristematik ve
farklhilasmis dokular igin gereklidir (Resh 2001). Ca hiicre duvarmin bir bileseni olup,
hiicre duvar yapisim1 diizenleyen bir besin maddesidir. Ayrica, kok uglar1 ve biiylime
bolgeleri ile iliskilendirilmektedir. Ca bitkiye elastiklik katar ve hiicre duvarinin
geniglemesini saglar ki bu durum buyime bdlgelerinin sert ve kirilgan olmasinin 6niine
gecer. Bitkilerde immobil formda bulunur ve biliyiime déonemi boyunca yasli dokularda
kalir (Tucker 1999, McCauley 2011). Bundan dolayi, Ca hiicre duvari ve bitkinin yapisi
acisindan oldukca gerekli bir makro besin elementidir (White ve Broadley 2003). Ca;
govdenin uzamasini, siirgiin, Kok ve damarlarin gelismesini saglar. Ayrica, yapraklarin
uzun vadede dayanikli kalmasini ve sonug¢ olarak fotosentezin siirekliligini temin
etmekle birlikte azot metabolizmasinda ve Karbonhidratlarin tasiniminda goérev
yapmaktadirlar (Hepler 2005). Bitkide Ca’un bulunmamasi hiicre iretimini ve
gelisiminin Onlne gecilmesine sebebiyet verir. Ca eksikligi genellikle toprakta yeterli
kirecin olmayisi sonucu ortaya ¢ikmaktadir (Tucker 1999, Resh 2001, Matschi ve dig.
2013).

Ca eksikliginin belirtileri; yapraklarin, gévdelerin, tomurcuklarin ve kdklerin meristem
bolgelerinde gozlenir. Ilk etkilenen geng yapraklar olup, genellikle yapraklarda
deformasyon ve klorozise sebep olmaktadir. Ca’un siddetli eksikliginde ise yapraklarda
nekrozlar da gorilmektedir. Ayrica, Ca bitkinin dis stres faktorlerini algilamasini ve bu
sayede savunma sisteminin ¢aligmasina neden olmaktadadir. (Tucker 1999, Navarro ve
dig. 2000, Tirkmen ve dig. 2002, Parida ve Das 2005, Tuna ve dig. 2007, Akat ve
Ozzambak 2013, Acharya ve dig. 2013).

2.5.2 Demir

Demir (Fe), dunyada oldukga fazla bulunsa da, hayli kararli oldugundan suda
coziinmez. Bu nedenle bitkiler Fe’i yapilarinda katmak icin tiirli yontemler
gelistirmiglerdir (Walker ve Connolly 2008, Palmer ve Guerinot 2009, Long ve dig.
2010). Fe, bitkilerde hayli 6nemli fizyolojik gorevlere sahip olup, ¢ok sayida
biyokimyasal reaksiyonu katalize eden enzimleri aktif hale getiren elementtir (Kacar ve
Katkat 2007, Curie ve Briat 2003, Vatansever ve dig. 2015). Bitkide 6zellikle fotosentez

ve solunumla ilgili reaksiyonlarda 6nemli rol oynar (McCauley 2011). Bitkide mobil bir
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element olmayip, yash yapraklardan gen¢ yapraklara tasinmamaktadir. Bundan dolay,
eksiklik semptomonlari ilk olarak geng yapraklarda, 6zellikle de son ¢ikan yapraklarda
goriilmekte ve eksikligin devaminda yash yapraklarda bu durum gézlenmektedir (Kacar
ve Katkat 2007). Fe eksikligi klorofil iiretimini azaltir ve interveniyal klorozis olarak
bilinen ve yaprak damarlari arasinda kalan bolgenin sararmasi ile karakterize edilen bir
klorozis ¢esidine neden olur. Bitkide eksikligi artarsa yapragin biitliiniinde renk
beyazimsi-yesil halini alir ve ilerleyen asamalarda bu durum nekrozis ile sonuglanir.
Ayrica Fe eksikligi neticesinde bitki biiylimesi yavaslar (McCauley 2011). Fe, protein
sentezinde oldukga 6nemli bir elementtir. Yeteri kadar Fe igcermeyen bitkilerde protein
miktarinin azaldig1, ancak ¢oziinebilir organik azotlu bilesiklerin arttigi ortaya

konmustur (Kacar ve Katkat 2007).
2.5.3 Bakir

Bitkiler Bakir’a (Cu) klorofil Gretimi, solunum ve protein sentezi i¢in ihtiya¢ duymakta,

ayrica oksidaz enzim aktivasyonunda ve karbonhidrat metabolizmasinda etkili gorev
almaktadir (Bosgelmez ve dig. 2001, McCauley 2011, Vatansever 2016b). Bunun
yaninda Cu; bitki, hayvan ve insan olmak {izere tiim canlilar i¢in temel bir elementtir.
Ozellikle bitkinin kok dokularinda akiimiile olmaya meyilli olup, bunun ¢ok azi
govdeye iletilir (Kartal ve dig. 2004); bununla beraber eser miktarlar1 bitkilere
gereklidir. Cu eksikliginde, ilk olarak gen¢ yapraklarda klorozis gordlir; yine bodur
buylme, ge¢ olgunlagma, yatma ve bazi durumlarda melanozis eksiklik semptomlari
arasindadir. Ayrica eksikligi halinde tahillarda mahsul {retimi oldukc¢a zayiftir
(McCauley 2011). Eksikligin asir1 hallerinde geng yapraklarin rengi solgun sartya doner
ve geng yapraklar olgunlagsmadan dokiiliir. Bitkide Cu fazlaligi halinde nekrozis gorulir
ve buyime engellenir (Marschner 1995, Tucker 1999, Clemens 2001). Cu’mn yuksek
konsantrasyonlarinda bitkide; kok kiitikulast kalinlasir, kdklerde biiytime kisitlanir, yan
koklerin Gretiminde diisme ve koyu renge sahip lekeler meydana gelir (Kartal ve dig.
2004).

2.5.4 Potasyum

Potasyum (K), toprakta K* formunda bulunmakta olup, bitkilerin topraktan
absorblayabildigi formdur. K; enzim aktivasyonunda, fotosentezde, osmotik

potansiyelin ayarlanmasinda, stomalarin agilip-kapanma mekanizmasinda, protein
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sentezinde, seker tasimiminda, hicre bolinmesinde ve bitki besin elementlerinin
tasiniminda gorev alir (Resh 2001, Mengel ve Kirkby 2001, Kacar ve Katkat 2007).
Belirli enzimlerde katalizor ya da aktivator olarak rol oynar. Bitkide saglikli kok
gelisimine yardim eder ve biitiin bitki yapisinin canliliginda ve saglikli gelisiminde rol
oynar. Organik tuz tasinimina ve depolanmasma katilir. K, stomalardaki bekgi
hiicrelerinin turgor basincini kontrollinde kritik role sahiptir. Ayrica, floem boyunca
magnezyumun ve fosfatazin translokasyonunu arttirir (Resh 2001). Bitkiler suyu dengeli
kullanmak ve yiiksek iiretim i¢in yeterli K iyonuna ihtiyag duymaktadir. Bunun
yaninda, K iyonu bitki kok yapisi tarafindan suyun absorbe edilmesini ve ksileme

iletilmesini saglar (Firat 1998).

K, bitkinin soguk, don, kuraklik toleransini, azotun etkisini, zararl ve hastaliklara kars1
dayanikliligi, meyvenin dayanma guclnd, meyvedeki seker, yag ve nisasta icerigini
arttirir (Tucker 1999). Mahsulinden gida ve yem olarak faydalanilan bitkilerde protein
degerini arttirmak amaciyla K’dan faydalanilir. (Kacar ve Katkat 2007).

K eksikligi aniden goriilebilir belirtilerle kendini gostermez. Baslangigta sadece biiyiime
oraninda azalma, sonraki asamalarda nekrosiz ve klorosiz vardir (Mengel ve Kirkby
2001). Daha sonra enzim reaksiyonlari inhibe olur ve bu durum zayif biiyiimeye, zayif
kok yapisina, zayif gdvde yapisina ve kuraklik, don, fungal saldirilara ve/veya tuzluluga
kars1 toleransin azalmasina neden olur. Stomalar diizgiin ¢calismaz, azalan transpirasyon
ve gaz degisiminden Otiirii stomalar 1sikta acilmaz. K eksikligine maruz kalmis yash
yapraklar lokalize olmus benekler ya da klorotik alanlar ile kenarlarda yanmalar
gosterir. Bir diger belirti ise eksiklik halinde govdenin zayif hale gelmesine, koklerin
kotu bicimde etkilenmesine bundan 6tlrt yatma olarak isimlendirilen bitkinin
kolaylikla yere devrilmesi olarak karakterize edilen duruma sebebiyet verir (Jacobsen ve
Jasper 1991, Aybak 2005). K genellikle asir1 miktarlarda absorbe edilmez. Ancak,
yuksek miktarlarda K toksik olup; Ca, Fe, Mg, Mn ve Zn eksikliklerine neden olabilir
(Resh 2001).

2.5.5 Magnezyum

Mg toprakta iyonik formu olan Mg** halinde bulunup bitkiler icin hayli 6nemli bir
makro besin elementidir. ATP Uretimi icin 6énemli bir kofaktérdir. Ayrica karbonhidrat

metabolizmasi i¢in temel bir besin elementi olup, Klorofilin yapisinda bulunur. Diger
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temel elementlerin alimini diizenler ve butin bitki boyunca fosfat bilesiklerinin
tastyicist olarak ¢alisir. Karbonhidratlarin translokasyonuna kolaylik saglar ve yaglarin
tiretimini arttirir. Mg ayn1 zamanda fotosentezde, solunumda, DNA ve RNA sentezinde
gerekli enzimleri aktive eder (Tucker 1999, Resh 2001, Elmlund ve dig. 2008, Miiller
ve Hansson 2009, Kacar ve Katkat 2007).

Mg mobil bir elementtir, bu yuzden eksiklik belirtileri ilk olarak bitkinin alt
kisimlarinda ortaya ¢ikar. Alt yapraklarda daha az klorofil olustugundan interveniyal
Klorosiz ve yaprak kenarlarmin sariya ya da kirmizimsi-mor rengine donerken orta
damar yesil kalir ve nihayetinde nekrozis gorulur. Eksiklik arttiginda, belirtiler bitin
bitkiye yayilir. Toksisite belirtiler: hakkinda oldukg¢a az bilgi mevcuttur (Jacobsen ve
Jasper 1991, Tucker 1999, Resh 2001).

2.5.6 Sodyum

Bitkiler Sodyum (Na)’ u, topraktan Na* iyonlar1 halinde pasif olarak almakta, ksilem
ve floem vasitasiyla tagimaktadir. Na, mobil bir element olup bitkide herhangi bir
spesifik depolama yeri yoktur, bitkinin biitiin kisimlarinda bulumaktadir. Yasam igin
temel olan tuzun (NaCl, sodyum kloriir) bilesenini teskil etmektedir (Devraj ve dig.
2013). Na, kimyasal bakimdan K’a biylk benzerlik gostermekte; yulaf, sekerpancari,
havug, salgam, lahana, tahil ve pamuk gibi bitkilerde kismen potasyumun islevlerini
tizerine almaktadir (Kacar ve Katkat 2007, Wakeel ve dig. 2011). Ayrica, genellikle
aralarindaki rekabetten otiirii Na, K eksikligine sebebiyet verebilmektedir. (Kaya ve dig.
2002). Eksikligi, bitkide osmoregulasyona zarar vermekte, enzimlerin aktive olmasina
ket vurmaktadir. Sonuc¢ olarak, metabolizma bu durumdan olumsuz sekilde
etkilenmektedir. Bitkiye disardan ek olarak K verilerek, stresten etkilenme oram
diistiriliir (Cramer 2002). Toprakta asirt oranda Na varligr bitkinin topraktan su absorbe

etmesi ve suyu tagimasini inhibe etmektedir (Firat 1998).
2.5.7 Cinko

Zn bir enzim aktivatori olup; protein, hormon (oksin gibi), DNA/RNA sentezi ve
metabolizmasinda ve ribozom kompleksi stabilitesinde is goriir. Zn bitki binyesinde
bazi enzimlerin aktivasyonunu saglar. Ornegin, fotosentezde suyun parcalanma
tepkimesini katalize eden karbonik anhidraz enziminin ativasyonu 6zel olarak, Zn*?

tarafindan gerceklesir. RNA polimeraz enzimi Zn icermekte olup, elementin
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eksikliginde inaktive olur; bu yizden RNA sentezinde azalma meydana gelir. Zn azot
metabolizmasinda da etkilidir, eksikligi neticesinde protein sentezinde diislis meydana
gelir ve sonug olarak bitkide aminoasit birikimine neden olur. Ayrica Zn nisasta
olusumu ve tohum olgunlagmasinda da rol oynar (Bosgelmez ve dig. 2001, Vatansever
ve dig. 2016a).

Eksikliginin ilk belirtisi genc¢ yapraklarda damarlar arasi klorozisin gorulmesidir.
Ardindan siirglin biliyiimesi yavaslar ve siirgiinler 6liir. Meyve agaclarinda yaprak
olusumu olumsuz yonde etkilenir ve tomurcuklar azalir. Eksiklige maruz kalmis bitki
kisimlar rozet benzeri goriiniim alir (Tucker 1999, Resh 2001, Bosgelmez ve dig. 2001).
Ayrica, geng ve yaslt yapraklarin her ikisinde de damarlar arasi klorozis ya da nekrozis
gorilur. Toksisite belirtiler: ise yaprak ve kok biiylimesinde azalma seklindedir. (Resh
2001)

2.5.8 Mangan

Mn bitkiler tarafindan aktif olarak Mn iyonlart (Mn*") halinde alinir. En iyi sekilde
absorbe edildigi toprak pH’st 6,5’dan az olan asidik toprak karakteridir. Mn nitrojen
asimilasyonunda aktivatér bir enzim olarak rol alir. Klorofil {iretimi i¢in temel bir
elementtir. Mn karbonhidrat rediiksiyonunda enzim aktivasyonun saglayan bir
katalizatori olup RNA/DNA sentezindede yapiya katilir. Genel olarak fotosentez,
solunum ve nitrojen metabolizmasi ile ilgili ¢ok sayida enzimi aktiflestimektir. Mn’nin
bilinen en énemli fonksiyonu fotosentez siiresince suyu parcalayarak oksijeni serbest
hale getirmek ve oksijen Uretimine katmaktir (Vatansever ve dig. 2016c). Bitkide diisiik
Mn, yapraklarda klorofil igeriginin azamasinda 6tiirii rengin sariya donmesine (klorozis)
sebebiyet verir. Organik topraklar siklikla diisiikten orta dereceye kadar bir Mn igerigine
sahip olup, eksikligi topragin dogasindan otlrl nadiren meydana gelmektedir. Mn
nispeten harketsizdir. Bu yuzden belirtiler ilk olarak gec¢ yapraklarda goriiliir. Asirt
durumlarda nekrotik noktalar, yaprak dokilmesi meydana gelebilir. Cigek olusumu
azalir ya da durur ve blylme dizensizdir. Kloroplastlar Mn eksikligi karsisinda en
hassas bitki hticre organelleridir. Mn fazla alindiginda ise bitkide toksik etkiler meydan
gelmektedir. Yash yapraklarda kahverengi noktalar olusur. Bazen klorosiz ve dengesiz

klorofil dagilim1 bir gostergedir. (Tucker 1999, Resh 2001).
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2.6 ICP-OES (INDUCTIVELY COUPLED PLASMA OPTICAL
EMISSION SPECTROMETRY- INDUKTIF ESLESMIS PLAZMA
OPTIK EMISYON SPEKTROSKOPISI)

Spektroskopi, 1s1n ve maddenin karsilikli olarak birbirini etkilemesini konu alir.
Spektrometre ise bilhassa ¢esitli dedektorler vasitasiyla elektromanyetik 151 siddetinin
hesaplanmasi anlamindandir (Eroglu ve Aksoy 2003). Temel halde bulunan bir
maddenin atomlar1 uyarildiginda uyarilmis enerji seviyesine ¢ikar. Bu enerji seviyesinde
kisa siireligine kalabilen uyarilmis haldeki atom kararsizdir. Emisyon spektrometresi,
uyarilmis enerji seviyesine gecen atomlarin, daha az enerji seviyelerine gecisleri
sirasinda yaydiklart UV ve goriinlir bolge 1simasinin hesaplanmasi temeli iizerine
kurulmustur. Dogada bulunan elementlerin atom numaralar1 ve elektron sayilar1 farklilik
arz ettiginden, yaydiklar1 1sinin dalga boyu ve enerji diizeyleride farkliklik arz eder.
Atomik emisyon spektroskopisi, atomlar1 uyarmayi saglayan enerji kaynaginin tiiriine
gore isimlendirilir. Eger maddeyi atomlastirmak ve uyarilmasini saglamak igin
elektriksel bosalim ve plazma gibi yiiksek gili¢ kaynagindan faydalaniliyorsa bu metod
atomik emisyon spektrokopisi (AES) genel bashigi altinda degerlendirilir. Oksijenin
yiiksek kismi basinci sebebiyle, alevden faydalanilan absorbsiyon ve emisyon
spektroskopisi metodlarinda, toprak alkali elementlerinin, az bulunur toprak
elementlerinin ve bozunmayan oksit ve hidroksit radikaller olusturan elementlerin (bor,
silisyum gibi) analizindeki hassasiyet diisiiktiir. Ancak, plazma argon gazindan olusmus
ise boyle bir problem olmaz. ICP metoduyla, ayn1 anda analize imkan veren biitiin
elementlerin kalitatif ve kantitatif analizleri gergeklestirilebilir ( Yildiz 1993, Hou ve
Jones 2000, Skoog ve dig. 2000).

ICP metodunda plazma gazi olarak argon (Ar)’dan faydalanilir; bu yiizden induktif
eslesmis plazmada iyonlasmis Ar ve elektron varoldugunu séylemek miimkiindiir. I¢ ice
gecmis li¢ kuvars tiip (torch) indiiktif eslesmis plazma kaynagini olusturmaktadir. En dis
ve distaki borunun hemen altinda bulunan borudan argon helezonik olarak ge¢mekte ve
borunun ug¢ kismina gelmektedir. Ardindan Ar, genellikle igerigi bakirdan su sogutmali
indiiksiyon bobininin sardig1 bolgeye varir. Plazma elektromanyetik olarak, Ar gazinin
indiiksiyon sarimlarinda bir radyo frekans jeneratoriiniin etkilesmesi ile elde edilir.
Elektron kaynagi sayesinde Ar gazi akimi sirasinda, ilk elektronlar olusturularak Ar

atomlar1 ile carpisirlar. Boylelikle Ar iyonlar1 sayesinde daha fazla sayida elektornun
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meydana gelmesi saglanir. Sonugta elektronlar ve iyonlar ayni tarafa dogru harekete
gecer ve ortamin bu akmaya karst gosterdigi direng artar, sicaklik ise 10000 °K’e
(+273°C) kadar yiikselir. Bu gii¢ten 6tiirii hamlacin u¢ kisminda manyetik bir bélge
olusur. Plazmanin icine giren 6rnek cozeltisi, atomlasir ve uyarilir. Plazmada olusan

iyon ve atomlarin atom emisyonu farkli yollarla dl¢iilebilmektedir.

ICP-OES cihazlari; siraya gore dl¢lim yapanlar (ing: sequential) ve es zamanli 6l¢iim
yapanlar (ing: simultaneous) olarak iki kisimda incelenebilir. ICP yonteminde ylksek
sicakliklara erisilebilmesi, plazma sicakliginin biitiin kisimlarda homojen olmasi ve
bundan otiirii self absorbsiyon ve self doniisiim etkileriyle karsilasilmamasi, 6rnek
¢oOzeltinin plazmada bulundugu zaman araliginin fazla olmasi ve atomlastirilmas: ve
uyarma islemlerinin duragan bir kimyasal ¢evrede meydana getirilmesi, yontemin

avantajlaridir (Eroglu ve Aksoy 2003).

2.7 BRYOPHYLLUM DAIGREMONTIANUM (RAYM.-HAMET &
PERRIER) A. BERGER TURUNUN TAKSONOMIK OZELLIKLERI

Alem : Plantae

Bolum : Spermatopyhta

Altbolum : Angiospermae

Sinif : Dicotyledoneae / Magnoliopsida

Takim : Rosales

Familya : Crassulaceae

Cins : Bryophyllum

Tur : Bryophyllum daigremontianum (Raym.-Hamet & Perrier) A.Berger

(http://www.theplantlist.org/tpl1.1/record/kew-2684561).

Bryophyllum cinsi Crassulaceae familyasina ait olup, yaklasik olarak 125 tiire sahiptir.
Baglica Afrikada, Madagaskar, Brezilya ve birkac tropikal bolgede goriilmektedir
(Abdel-Raouf 2012, Ozyigit ve dig. 2016). Kokeni Madagaskar olan bitkinin
Ulkemizdeki adi goézyas1 bitkisi olup sukkulent bir bitkidir. Sukkulent bitkiler,
kalinlasmis govde ve su ve asit depolamak iizere modifiye olmus yapraklar ile

karakterize edilmektedir (Kluge ve Ting 1978). Yapraklar 15-20 cm uzunluguna, 3 cm
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genisligine erigsebilmektedir. Bitki govde korteksi etli ve iyi gelismistir (Metcalfe ve
Chalk 1950). B. daigremontianum bitkisi, kurak ortamlara uyum saglamis bir CAM
(Crassulacean asit metabolizmasi) bitkisidir (Alabi ve dig. 2005, Griffiths ve dig. 2008,
Betschart ve dig. 2013). Eriskin bitkiler gévdeleri tizerinden 10-15 cm topragin lizerinde
yan kokler olustururlar. Ciceklenme her yil olmaz, bir ka¢ yilda bir ana gdvdenin
uzerinde pembe renkli cigekler agar. B. daigremontianum yapraginin kenarlarinda
meydana gelen yavru bitkilerden genetik 6zellikleri ana bitki ile ayn1 bitkiler (klonlar)
olusur. Daha sonra ana bitkiden fiziksel etkiler ile ya da kendiliginden ayrilan ve
topraga diisen bu bitkiciklerden yeni gozyasi bitkileri gelisir. Bitkinin biitiin kisimlar
zehirli olup, 0Ozellikle kiglk hayvanlar igin oldiiriicii olabilmektedir. Arastirmacilar
bitkide sterol (Kalinowska ve dig. 1990) ve bufadienolit (Wagner ve dig. 1985, 1986,
Capon ve dig. 1986) varligm bildirmislerdir. B. daigremontianum bitkisinin
Agrobacterium enfeksiyonuna hassas oldugu Dbilinmekle beraber Ti-plasmit
mutasyonlar1 c¢alismalarinda kullanilmaktadir (Aida ve Shibata 1996). Ayrica B.
daigremontianum Endonezya halk tibbinda; enfeksiyon, romatizma, oksiiriikk, humma ve
iltihap tedavisinde kullanilmaktadir. Baz1 Bryophyllum cinslerinin de geleneksel halk
tibbinda kullanildig1 rapor edilmistir. Ornegin; B. pinnatum 1970’den bu yana erken
dogumun Oniine ge¢cmek ve yavrunun ana karnindaki normal siireyi tamamlamasini
saglamak amaciyla tokolitik bir ajan olarak kullanilmaktadir (Hassauer ve dig. 1985);
ayrica bu bitkinin asir1 aktif mesane sendromu (Overactive Bladder Syndrome)
hastalarinda tedavi edici oldugu insanlar iizerinde yapilan ¢alismalar sonucu ortaya

konmustur (Fiirer ve dig. 2014, Sharma ve dig. 2014).

2.8 GENOTOKSISITE

Dinya genelinde son zamanlarda kullanilan toksik maddelerin miktarinda karsi
konulamaz bir yiikselis meydan gelmistir. Bu nedenle insan yapimi toksik maddelerin
dogadaki artis1 habitat yikimina yeni bir boyut kazandirmistir. Genetik toksikoloji,
toksikolojinin bir alt dali olup; canlinin olagan biyolojik isleyisi esnasinda ya da
fiziksel, kimyasal ve biyolojik etmenlere bagli olarak hiiclerin DNA’larinda olusan
degisimleri inceleyen bilim dalidir. Ayrica, cesitli ajanlarin sebebiyet verdigi genetik
zararin degerlendirilmesi konusunda énemli bir yere sahiptir (Choy 2001, Young 2002,
Mortelmans ve Rupa 2004, Vural 2005).
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Genetik toksikoloji, ilk olarak 1927°de Drosophila’da mutasyon oranlarinin X-1ginlari
ile normalden 15000 defa daha ¢ok arttigin1 saptayan Muller’in (1927) ¢alismalariyla
baslamig, gliniimiizde gelisen teknolojiyle yiikselen risk ve analiz metotlarina bagl

olarak onemli arastirma kollarindan biri olmustur.

Genel bir terim olan genetik toksisite veya genotoksisite; DNA, kromozom ve ¢ekirdek
yapisinda olusan gen mutasyonlari, kromozom anomalileri, DNA eklentileri, DNA
kiriklari, klastojenite ve anOploidi gibi hasarlar1 i¢cine almaktadir. Genotoksik etki, DNA
veya genomun kopyasinin ¢ikarilmasina yarayan enzimlerle etkilesen ve mutasyona
sebebiyet veren genotoksik maddelerin DNA’da hasar olusturmasi ya da bazi
degisimlere neden olmasi1 seklinde tarif edilmektedir. (Choy 2001, Young 2002,
Mortelmans ve Rupa 2004, Zeiger 2004).

DNA molekilinde mutasyonlara yol acan ajanlar, DNA Uzerindeki tesirlerini ya
dogrudan olarak, ya da genomda bulunan bilgilere dayanarak sentezlenen proteinlere
baglanmak suretiyle dolayli olarak gosterirler. DNA’nin hasarinda rol oynayan kilit
molekiillerde ve yolaklardaki bozulmalar ise yaslanma, kisirlik, doku hasari, kanser ve
baz1 genetik ve multifaktoriyel hastaliklara neden olmaktadir (Kirsch-Volders ve dig.
2003, Mateuca ve dig. 2006). Genotoksik maddeler ayrica, hiicre i¢erisinde devam eden
onarim sistemlerinde bozulmalara sebep olarak, kendiliginden meydana gelen DNA

hasarlarinin sikligini arttirabilirler (Easton 2016).

2.9 PZR (POLIMERAZ ZINCIR REAKSIiYONU)’A DAYALI DNA
BELIRTECLERI

PZR in vitro sartlarda belirli bir DNA bdlgesinin geri (reverse) ve ileri (forward)
primerlerden faydalanilarak enzimatik olarak ¢ogaltilmasi olarak tanimlanabilir. Kary
Mullis tarafindan gelistirilen PZR, molekiiler biyoloji alaninin hizli bir sekilde
gelismesinde 6nemli paya sahiptir (Mullis ve dig. 1987, Steffan ve Atlas 1991). PZR
teknigi; DNA baz dizilislerinin saptanmasi, genetik akrabalik, genetik yapisi
degistirilmis bitki veya mikroorganizmalarin belirlenmesi, adli tip vakalarinin tespiti ve

molekiler klonlamada kullanilmaktadir.

PZR, galisma prensibi agisindan ¢ par¢cadan meydan gelen reaksiyon dizisinin ard arda

tekrar edilmesi esasina dayanir:
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1. Sicaklikla birlikte DNA’nin gift iplik¢iginin birbirinden ayrilmasi.

2. Olusturulmus tek zincirli DNA molekiiliindeki hedef boélgelere, oligonikleotid

primerlerin baglanmas.

3. DNA polimeraz enziminin dNTP’lerin varliginda primerleri kullanarak hedef DNA

bolgesinin kopyalanmasi

PZR cihazi iginde in vitro kosullarda gerceklestirilmekte olan PZR tekniginin gerekli
reaksiyon karisimi; kalip DNA’y1, DNA polimeraz enzimini, niikleotid karigimini
(dNTPs), tampon cozeltisini, bir ya da bir ¢ift oligonukleotid primerini, ve MgCl,’i
igerir (Arcade ve dig. 2000, Patzak 2001, Goulao ve dig. 2001, Palombi ve Damiano
2002, Hormaza 2002, Martinez-Gomez ve dig. 2003, Belaj ve dig. 2003, Mignouna ve
dig. 2003, Kwon ve dig. 2004, Schlotterer 2004, Rana ve Bhat 2004, Wang ve Wu
2013).

2.9.1 RAPD (Randomly Amplified Polymorfic DNA) Teknigi

Bu yontem ilk olarak Williams ve arkadaslari tarafindan rastgele ¢cogaltilmis polimorfik
DNA olarak tanimlanmis ve genetik polimorfizmi saptanmasinda yeni bir yontem
oldugu ortaya konmustur (Williams ve dig. 1990, Welsh ve dig. 1990). PZR (Polimeraz
Zincir Reaksiyonu) yontemini temel alan bu teknikte, rastgele olarak secilen kisa
oligoniikleotid primerlerden faydalanilarak genomik DNA’daki belirlenen bolgeler
cogaltilir. Diger bir deyisle, teknik DNA’nin gelisiglizel bir primerle ¢ogaltilmas ile
polimorfik bantlarin elde edilmesini temel alip, PZR’da diisiik baglanma sicakliginda
calistirilmaktadir (Edel 1998). Bu yontemde arastirilan genomun baz dizilimine dair
onceden herhangi bir bilgiye gereksinim duyulmaz (Bowditch ve dig. 1993). RAPD
yonteminden faydalanilarak belirlenen DNA polimorfizmi; agaroz jelde RAPD bandinin
varlig1 veya yoklugu halinde ortaya ¢ikmakta ve genomda meydana gelen inzersiyon,
delesyon ya da primerlenme pargalarindaki veya parcalar arasindaki niikleotid dizilim
farkin1 gostermektedir. RAPD yonteminin filogenetik ve genetik uzaklik ¢alismalarinda
tercihen kullanilmasi; primerlerin genomdaki ¢ok sayida bolgeyi rastgele cogaltabilme
giiciiniin olmasi1 ve c¢ogalan DNA kisimlarinin genetik siniflara has dogasinin
olmasindan otaradar (Clark 1993, Morgan1993, Scott 1992, Borowsky 1995). RAPD
yonteminin giivenilir ve tekrarlanabilen bir yontem olmasina etki eden ¢ok sayida farkl
cogaltma degiskeni bulunmaktadir. Bu degiskenlerden en 6nemlisi ¢alisilan DNA olup;

MgClz, Tag DNA polimeraz, primerler, AINTP miktarlar1 ve primer baglanmasi RAPD
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yontemine etki eden diger degiskenlerdir (Aydin 2004). Ayrica, RAPD yonteminde bir
primer kullanilmasi, ¢ok az miktarda DNA ihtiyact olmasi, asirt kompleks cihazlara
ihtiya¢c duyulmamasi ve pahali bir yontem olmamasi genetik g¢alismalarda fayda
saglamaktadir (Atienzar ve Jha 2006, Surgin ve dig. 2012, Birbilenler 2015, Devrim ve
Kaya 2006).

2.9.2 ISSR (Inter Simple Sequence Repeats) Teknigi

PCR’a dayali bir teknik olan basit dizi tekrarlar1 aras1 (ISSR) teknigi, zit yonlere
yerlesmis Ozdes iki mikrosatellit tekrar bolgesinin arasinda bulunan ¢ogaltilabilir
uzakliktaki DNA bdolgesinin amplifikasyonunu anlamina gelir. Genellikle bu yontemde
primer olarak 16-25 b¢ uzunlugundaki mikrosatelitlerden faydalanilmaktadir. Primer
olarak faydalanilan mikrosatelitler iki, ii¢, dort veya bes niikleotitli olabilmektedir.
Mikrosatelitlerdeki evrimsel degisim orani diger DNA tiplerine oranla hayli fazladir,
yani bu dizilerde polimorfizmin meydana gelebilirligi daha yiiksektir. ISSR’lardaki bu
degiskenligin kokeni kalip DNA, kullanilan primerlerin dogas1 ya da tespit yontemi
seceneklerinden bir ya da birkaginin kombinasyonu olabilir. ISSR-PZR basit, hizli ve
etkili bir tekniktir ve tekrarlanabilirligi yiiksektir. Radyoaktivite kullanimi zorunlu
degildir. Primerlerin 6n dizi bilgisi gerektirmemesi, optimizasyonunun kolay olmasi ve
uzun olmasindan 6tiirii (16-25 bg) primerin dogru bolgeye yapisma olasiliginin fazla
olmasi avantajdir. Amplifiye edilmis iriinler genelde 200-2000 b¢ uzunlukta olur ve
hem poliakrilamid hem de agaroz jel elektroforezi ile ayirdedilebilmektedir (Reddy ve
dig. 2002). ISSR analizlerinin yiksek polimorfizm ve (retkenlik gostermesi taksonomi,
genetik benzerlik ve gen haritalama arastirmalarinda uygulanabilirlik saglamanin yani
sira, pek ¢ok bitki tiiriindeki filogenetik calismalarda; tiir igi-tiirler aras1 ve populasyon
ici-populasyonlar arasi genetik varyasyon ¢alismalarinda yaygin olarak kullanilmaktadir
(Gupta ve dig. 1994, Wang ve dig. 2008, Carrodus ve dig. 2009, Trindade ve dig. 2012,
Xu ve dig. 2013, Shafiei-Astani ve dig. 2015).
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3. MATERYAL YONTEM

31 IN VITRO ORTAMDA BRYOPHYLLUM DAIGREMONTIANUM
TURUNUN GELISiMi

Bu caligmada, tek bir ana bitkinin yapraklart kenarlarinda gelisen yavru bitkiler
(klonlar) ¢alisma materyali olarak kullanild1 (Sekil 3.1. ve Sekil 3.2.). Yavru bitkiler,
ana bitkiden 6zenli bir sekilde izole edilip distile su ile 3 kez yikandi ve kurutma
kagitlar1 arasinda kurutuldu. Daha sonra 6nceden petri kabina uygun bir sekilde kesilip
yerlestirilen ve nemlendirilen kurutma kagitlarina konup iki buguk hafta boyunca giin
asirt olarak 20 ml Hoagland soliisyonu ile sulanmak suretiyle gelismeye birakildilar
(Hoagland ve Arnon 1950). Calismada kullanilan Hoagland soliisyonu Tablo 3.1°e gore
hazirlanmistir. BUtun yavru bitkiler; %55 £5 nemlilikte, 23 +2°C sicaklikta, 4000-4200
lux arasi 1s1k siddetine sahip bitki yetistirme kabininde 16 saat gundiz ve 8 saat gece
periyodunda gelistirildiler. Sire sonunda gelismis olan gelisen geng¢ bitkilerden
blyuklik olarak birbirine yakin olanlar segildi ve toplamda 40 birey alinip 164,5 g
toprak (Gardol® marka) igeren 12 cm capli ve 20,5-21 g agirh@gindaki plastik saksilara
aktarildi.

Sekil 3.1. Calismada kullanilan ana bitki.
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Sekil 3.2. Ana bitkiden izole edilen ve gelismeye birakilan bitkicikler.

Tablo 3.1. Hoagland ¢ozeltisinin hazirlanisi.

Mikroelementlerin

2,86 gr H3BO3, 1,86 gr MnCl».4H,0, 0,22 gr ZnCl>, 0,051
gr CuSO4.5H20 ve 0,12 gr Na2M004.2H20 1 litre kadar

Hazirlanis1
distile suda ¢oziinmesi saglandi.
5,22 gr EDTA (Etilen diamin tetra asetik asit) 53,6 ml 1N
FeEDTA Stok KOH igersinde ¢Oziilerek elde edilen yeni karisima 4,98 gr

Solusyonu Hazirlanisi

FeSO4/H,0 eklenip distile su ile son hacim 200 ml’ye
tamamlandi boylelikle FEEDTA stok soliisyonu hazirlandi.

Makroelementlerin

Hazirlanisi

10,1 gr KNOs3, 23,6 gr Ca(NO3)2#4H>0, 24,646 gr
MgSO4+7H>0, 8 gr NHsNO3z ve 13,6 gr KH2POq tartilip
distile su ile 100 ml’ye tamamlanarak ¢6ziinmesi saglandi.
Boylelikle her bir bilesikten 1M ve 100 ml elde edilmis
oldu.

Hoagland Cozeltisinin
Elde Edilmesi

Son olarak, 5 ml 1 M Ca(NQOs)z, 25 ml 1 M KNOs3, 1 ml 1
M MgSQO4+7H20, 0,5 ml KH2PO4 ile 1 ml FEEDTA ve 1
ml mikro element sirasina dikkat edilelerek balon jojeye
ilave edildi ve son hacim 1 litre distile suya tamamlandi.

Baylelikle Hoagland ¢ozeltisi hazirlanmis oldu.
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Plastik saksilara aktarilan yavru bitkiler Hoagland solisyonu ile (¢ hafta boyunca
(ikinci yapraklar gelisinceye kadar), gunasir1 olarak (20ml) sulandi. Siire sonunda 40
birey 5 gruba ayrildi. Her biri 8’er bireyden olusan 5 deney grubu; O (kontol), asit
kontrol, 50, 100 ve 200 uM AICIs igeren hoagland ¢ozeltileri ile giin asir1 2,5 ay
boyunca sulandilar. Kontol grubu bitkilerine deney sonuna kadar giin asir1 olacak
sekilde Hoagland cozeltisi verildi. Bu sire sonunda kontrol grubu disindaki diger deney
grubu bitkilerine sulamanin sonrasindaki gln topraga piiskiirtiilmek suretiyle stlfirik
asit (%0,2) verildi. Boylelikle toprak yapisina asit karakter (pH:4,8) kazandirildi.
Cozelti, siilfirik asitten 2 ml alinip son hacmin 1 litreye tamamlanmasiyla olusturuldu.
Belli konsantrasyonlarda AICI; ve asit ile muamelenin sonucunda bitkiler hasat
edildiler. Hasadin ardindan fotosentetik pigmentler (klorofil a, klorofil b, total klorofil,
Klorofil a/b ve karotenoidler), total protein ve genotoksisite arastirmalar1 i¢in yaprak
ornekleri aliminyum folyoya sarilip kilitli posetler igerisine konarak -80°C dondurucuya
kaldirildi. Mineral besin elementlerinin (Ca, Cu, Fe, K, Mg, Na, Mn ve Zn) kok, govde,
yaprak ve yavru bitkilerdeki miktarlar1 6l¢gmek i¢in alinan ornekler zarflar igerisine
konarak +80°C’de 48 saat etiivde bekletildi.

3.2 FOTOSENTETIK PIGMENTLER

3.2.1 Klorofil a-b, a/b, Total Klorofil ve Karotenoid Miktar Analizi

Toplam klorofil miktarinin belirlenmesi icin kontrol ve deney grubu bitkilerine ait
ornekler saklanildiklar1 -80°C’deki derin dondurucudan alindi ve 0,5 g tartilip falkon
tlplne kondu. Ardindan Uzerlerine 15ml %80’lik (hacim/hacim) soguk aseton eklendi.
Homojenizator kullanilarak Ornekler pargalandi. Parcalanmis numuneler (homojenat)
4000 Rpm’de ve +4°C’de 10 dakika santrifiij edildi. Santrifiijiin ardindan siipernatantin
hacmi Olculdl ve siipernatantin igerdigi klorofil ve karotenoid miktarlarinin
saptabilmesi i¢in 645, 663 ve 470 nm dalga boylarindaki spektrofotometrede
absorbanslarina bakildi. Orneklerin 1 litresindeki total klorofil mg cinsinden Arnon
(1949) formilasyonuna gore hesap edildi (C: klorofil, A: absorbans, Ca: klorofil a, Cp:
Klorofil b, Cx+c:Karotenoid).
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Tablo 3.2. Fotosentetik pigment miktar hesaplamasi.

Ca= [12,7 X Assz — 2,69 X A645] X [mI/lOOO]

Cph= [22,9 X Asss — 4,68 X A663] X [mI/lOOO]

Total C =[20,2 X Asss + 8,02 X Assz] X [mI/1000]

Cx+c = [1000 X A470 — 1,90xCa — 63,14 x Cp]/214 x [mI/1000]

3.3 MINERAL BESIN ELEMENTLERI TAYINI AL VE BiRIKiMi

B. daigremontianum bitkisinin kdk, gévde yaprak ve yavru bitkilerinde meydana gelen
Al akiimilasyonu ve buna bagli olarak Ca, Cu, Fe, K, Mg, Na, Mn ve Zn elementlerinin
bitkideki oranlar1 ICP-OES (Inductively Coupled Plasma-Optical Emission
Spectrometer) cihazi ve yontemiyle hesaplandi. Bu ¢calismada, Perkin Elmer marka ICP-

OES Optima 7000 DV kullanildi (Sekil 3.3).

Sekil 3.3. Perkin EImer® ICP-OES Optima 7000 DV.

3.3.1 Bitki Besin elementleri ve Al miktar Analizi

Calismada kullanilan B. daigremontianum bitkisi kontrol, asit kontrol ve deney
gruplarinin yaprak, govde ve koklerinin segilen kisimlar1 ayrica yaprak {izerindeki yavru
bitkiler hasat edildi. Daha sonra hasat edilen bitki kisimlar1 ¢liriime ve kontaminasyonu
onlemek icin kurutma kagindan yapilmis zarflara dikkatli bir sekilde yerlestirilerek,
+80°C sicaklikta c¢alisan etiivde 48 saat boyunca kurutuldular. Kurutma isleminin
ardindan Ornekler 6giitiicti ile ogitilip 1,5 mm’lik elekten gegirildiler. Her islemden
once, ogiitmede kullanilan aparatlar ve elek olas1 bir kontaminasyonun dntine ge¢gmek

amaciyla %96’lik etil alkol ile temizlendi ve ardindan distile su ile yikanarak kurulandi.
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Kurutulan 6rnekler, numaralandirilarak zarf haline getirilmis kurutma kagitlari icerisine
yerlestirildiler. Al ve mineral besin elementlerinin tayini amaciyla yapilan 6n analiz
asamalar;, Marmara Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Bolimi Bitki
Molekiler  Biyolojisi  ve  Biyoteknolojisi ~ Arastirma  Laboratuvarlari’nda
gerceklestirilmistir. KOk, govde ve yaprak ve yavru bitki drneklerinin agirliklart hassas
terazide olgllerek ¢6zme diizenegindeki yiiksek sicakliga ve basinca karsi dayanikli
teflon hiicrelere yerlestirildi. Ardindan tartilan drneklerin izerine 8 ml HNO3 eklenip,
ERGHOF® marka MWS-2 model mikrodalga firinda (Sekil 3.4) asamali bir sekilde
once 145 derece 5 dakika, 165 derece 5 dakika ve en son 175 derece 20 dakika ile
¢ozme islemi gergeklestirildi. Hicrelerin mikrodalgadan ¢ikartilmasinin ardindan oda
sicakligindaki su banyosunda 20 dakika siireyle sogumasi saglandi. Hicreler dnce
ultrasaf su ile yikandi ardindan 50 ml’lik falkon tiplere 50 mI’nin tamami: doluncaya

dek stizmek suretiyle transfer edildi.

Sekil 3.4. ERGHOF® MWS-2 mikrodalga firin.

Merck marka 1000 ppm’lik multi elementten yararlanilarak hazirlanan standart
cozeltiler ile element tayin islemleri gerceklestirildi. Bu amagla laboratuvar cihazi
olarak, Perkin ElImer marka ICP-OES Optima 7000 DV kullanildi. Analizler Bahgesehir
Universitesi Miihendislik Fakiiltesi Cevre Miihendisligi Boliimii Laboratuvari’nda

gerceklestirildi.

Al, Fe, Mg, Ca, Cu, Na, K, Mn ve Zn elementlerinin tayini gergeklestiririlirken
yararlanilan dalga boylart; Al: 396,153 / Fe: 238,204 / Mg: 285,213 / Mn: 257,610 /
Ca:317,933/ Zn: 206,200 / Cu: 327,393 / Na: 589,592 ve K: 766,490’dur.
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3.4 TOTAL PROTEIN MIiKTAR TAYIiNi

Kontrol, asit kontrol ve konsantrasyon gruplarina ait bitki yaprak orneklerine ait total
protein miktar tayini Bradford (1976)’a gore hesaplandi. Calisma igin, butin gruplara
ait yapraklardan 0,34 gr 6rnek tartilarak falkon tiiplere aktarildi. Ornege 1 ml 0,1 M pH
7,0 ekstraksiyon (fosfat) tamponu eklenip, buza gémuldi. Ardindan homojenizator
vasitasiyla Ornekler ekstre edildi. Ekstraksiyon isleminden sonra homojenat 2 ml’lik
plastik ependorf tliplerine aktarilarildi. Orneklerin oldugu tiipler 12000 rpm’de +4°C’de
20 dakika santrifiij edildi. Proteine kaynaklik eden siipernatant yeni ependorf tiplerine
aktarilarak Ol¢lim yapilincaya kadar buza gomuldi. Calismada kor olarak kullanilan
Bradford reaktifi Tablo 3.3’e gore hazirlanmistir. Kontrol, asit kontrol ve deney
gruplarindaki total protein miktarlarinin saptanabilmesi icin 5 ml Bradford reaktifine
yapraklarin ekstraksiyonundan saglanan slpernatantlardan 100 ul kadar 6rnek ilave
edildi. Vorteksleme sonrasinda, Ornek ve reaktif arasindaki tepkimenin meydana
gelebilmesi igin tupler 5 dakika karanlikta tutuldu ve karigimlar spektrofotometrik
olarak kore karst 595 nm’de okundu. Okunma islemi sonrasi saglanan absorbanslar,
total protein miktarinin saptanabilmesi amaciyla standart grafiginde yerlerine yazildi

(Sekil 3.5). Her 6l¢ciim en az 3 defa yinelendi.

0,8
0,7
0,6 /
0,5
0,4
0,3
y=0,1524x-0,1338
0,2
R?=0,953
0,1
0 T T T T
0 mg/ml 0,100 mg/ml 0,200 mg/ml 0,400 mg/ml 0,800 mg/ml

Sekil 3.5. Protein standart grafigi.
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Tablo 3.3. Fosfat tamponu ve Bradford reaktifinin hazirlanisi.

Cozelti Adx Hazirlanisi

Stok 1: 0,2 M NaH2PO4.2H20
Stok 2: 0,2 M NazHPO4.7H20
Stok 1’dan 28 ml ve stok 2°den 72 ml alinip fosfat tamponu
Ekstraksiyon 100 m1’ye tamamlanir. Bu haliyle fosfat tamponunun son
(fosfat) Tamponu konsantrasyonu 20 pH’da 0,2 M’dir. 50 ml kadar alinan fosfat
tamponunun tzerine 100 ml icin 150 mM NacCl, 8M lre, %1
CHAPS, %10 gliserol ve 2 mM EDTA eklenir ve kalan kisim

fosfat tamponu ile 100 ml tamamlanir.

50 mg Coomassie Blue G-250, 25 ml %95°lik etanol igerisinde
¢dziinmesi saglandi. Uzerine 50 ml orto fosforik asit ilave

Bradford Reaktifi edilmesinin ardindan distile su ile 500 ml’ye tamamlandi.

Hazirlanan ¢ozelti filtre kagidindan siiziilerek karanlik ortamda

saklandi.

3.4.1 Protein standardinin hazirlanmasi

B. daigremontianum bitki yapraklarindaki total protein miktarinin saptanabilmesi igin
standart grafik Bovine Serum albumin (BSA)’dan hazirlanan stok c¢ozeltiden
seyreltilerek hazirlandi. Bu amagla %50 seyreltilmis 2 mg/ml’lik stok ampul BSA’dan
0,01 mg/ml, 0,02 mg/ml, 0,04 mg/ml, 0,08 mg/ml ve 0,1 mg/ml alinarak deney tiiplerine
aktarildi. Hacim 100 pl oluncaya kadar 0,1 M fosfat tamponu (pH:7,7) ilave edildi.
Deney tiiplerinin iizerine 5’er ml Bradford reaktifi eklendi. Karigim vortekslenip
karanlikta 5 dakika bekletildikten sonra spektrofotometrede 595 nm’de kore karsi

okundu ve okunan absorbans degerlerinden protein standart grafigi olusturuldu.

3.5 ALUMINYUM STRESININ GENOTOKSIK OLCUMU

Bu calismada, B. daigremontianum bitkilerinde Al stresinin genotoksik etkisinin
belirlenmesi amaciyla kontrol, asit kontol ve konsantrasyon gruplar1 (50, 100 ve 200
uM) AICl3’e maruz birakilarak RAPD (Randomly Amplified Polymorfic DNA) ve
ISSR (Inter Simple Sequence Repeats) metodundan faydalanilarak gergeklestirildi (Qiu
ve dig. 2004, Zhang ve dig. 2012).
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Tablo 3.4. Calismada kullanilan RAPD primerleri (Sentegen®).

Primer Adi Primer Dizisi
Primer 1 CTG GCG AACT
Primer 2 TCC GAT GCTG
Primer 3 CTG CGC TGGA
Primer 4 CTG AGG TCTC
Primer 5 CTG GGG CTGA
Primer 6 TCA TCC GAGG
Primer 7 TCT CCG CCCT
Primer 8 GGT GGT GATG
Primer 9 AAA GTG CGGC
Primer 10 ACCTTT GCGG
Primer 11 AGA CCC AGAG
Primer 12 AAT GCG GGAG
Primer 13 GTTTCG CTCC
Primer 14 TGA TCC CTGG
Primer 15 GGA CTG GAGT
Primer 16 TGC GCCCTTC
Primer 17 TGC TCT GCCC
Primer 18 GGT GAC GCAG
Primer 19 GTC CAC ACGG
Primer 20 TGG GGG ACTC
Primer 21 GAA ACG GGTG
Primer 22 GGG TAA CGCC
Primer 23 TCG GCG ATAG
Primer 24 AAT CGG GCTG
Primer 25 AGC CAG CGAA
Tablo 3.5. Calismada kullanilan ISSR primerleri (Sentegen®).
Primer Adi Primer Dizisi
Primer 1 AGAGAGAGAGAGAGT
Primer 2 GAGAGAGAGAGAGAGAC
Primer 3 GAGAGAGAGAGAGGAC
Primer 4 CAC ACACACACACACAG
Primer 5 GTGTGTGTGTGTGTGTC
Primer 6 TCTCTCTCTCTCTCTCC
Primer 7 ACA CAC ACACACACACG
Primer 8 AGA GAG AGA GAG AGA GYA
Primer 9 CAC ACA CAC ACA CAC ARG

Primer 10 GTGTGTGTG TGT GTG TYA
Primer 11 ACA CAC ACACACACACYT
Primer 12 GAG AGA GAG AGA GAG AYG
Primer 13 CCCTCCCTCCCTCCCT
Primer 14 ACTG ACTG ACTG ACTG
Primer 15 CTCTCTCTCTCTCTCTRC
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3.5.1 DNA izolasyonu

DNA izolasyon islemi, “Promega” firmasinin “Wizard Genomic DNA Purification Kit”
ve prosedirinden faydalanilarak gerceklestirildi. DNA izole etmek amaciyla;

1. Toksik metale maruz birakilarak yetistirilen Bryophyllum daigremontianum
bitkilerinden yaprak ornekleri hasat edilerek isimlendirildi ve ardindan
saklanmak (izere -80’e kaldirildi. izolasyondan once her bir 6rnekten 0,08 gr
kadar alinarak falkon tiiplere alindi ardindan tiiplere tissue lyser eklendi ve
homojenizator vasitasiyla ekstre edildi.

2. Eksetre edilen érnekler steril plastik ependorf tiiplere aktarildi ve tizerlerine 600
ul Nuclei Lysis Solution ilave edilerek 5 saniye kadar vorteks isleminden gecti
ardindan etiivde 65°C’de 15 dakika bekletildi.

3. Inkiibasyon isleminin ardindan mevcut RNA’larin pargalanmasi amaciyla, her
bir tipe 3 ul RNase Solution ilave edildi ve 37°C 15 dakika bekletildi.

4. Cozeltideki proteinlerin ¢oktiirilmesi amaciyla, 6rnekler tzerine 200 pl Protein
Precipitation Solution ilave edildi ve 25 saniye kadar vorteks isleminden gegti.

5. Ependorf tiipler 13000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi ve tiiplerin alt
kisimlarinda pelet meydana geldigi gézlemlendi.

6. Sitpernatant dikkatli bir sekilde alinarak kesik pipet ucu ile 1,5’lik steril
ependroflara alind1 ve tizerine 600 pl izopropanol ilave edildi. Tipler ters-diz
edilerek DNA’lar ¢6zeltidide gézlemlenmeye baslandi.

7. Ardindan tiipler 1 dakika boyunca 13000 rpm’de santrifiij isleminden gegirilerek
supernatant atildi. Yikama islemi i¢in tiiplerin tizerine 600 pl %70’lik etil alkol
ilave edildi ve yine 1 dakika siiresince 13000 rpm’de santrifiij edildi. Yikama
islemi tekrar edildi. Son olarak, stipernatant tekrar dikkatlice bosaltildi ve tiipler
ceker ocaga igerisine yerlestirilip 30 dakika boyunca bekletilerek, tlp icerisinde
arda kalan alkoliin iyice uzaklagmasi saglandi.

8. Son adimda alkol tiip igerisinden iyice uzaklastiktan sonra tiiplere 100 ul DNA
Rehydration Solution ilave edilerek 65°C’ye ayarli etuvde 1 saat slresince

bekletildi, boylelikle DNA izolasyonu tamamlanmis oldu.
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3.5.2 DNA Spektrofotometre Analizi

PZR’da kullanilacak DNA miktarlarinin saptanmasi ve gerekli sulandirma oranlarimin
uygulanmas1 amaciyla DNA konsantrasyonlar1 spektrofotometre cihazi vasitasiyla
Olctldi. DNA miktar1 260 ve 280 nm dalga boylarinda saglanan degerlerden elde edildi.
1 optik dansite (OD) cift iplikli DNA i¢in 50 pg/ml, tek iplikli DNA ya da RNA igin 40
pg/ml ve oligonukleotidler igin 20 pg/ml’ye karsilik gelmekte olup, ¢alismada izole
edilen DNA’lar c¢ift iplikli oldugundan miktar tayininde asagidaki formiilden
faydalanildi. Sonu¢ olarak her DNA 06rnegi konsantrasyonu 50 ng/ul olacak sekilde
sulandirildi (DNA (pg/ml)= 260 nm’deki OD (absorbans degeri) x sulandirma orani x
50).

3.5.3 Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) ve Optimizasyonu

PZR uygulamasinda faydalanilacak bilesenler ve miktarlar1 Tablo 3.6’da yer almaktadir.
PZR c¢ogaltilmas: i¢in bu reaksiyon bilesenleri belirtilen oranlar g6z Oniinde
bulundurularak hazirlandi. PZR reaktifleri MBI Fermentastan temin edildi. Reaksiyon
bilesenlerini iceren PZR tupleri Techne Endurance TC-512 Gradient Thermal Cycler’da
40 dongii halinde asagidaki sicaklik ve dakikalarda gergeklestirildi. PZR asamalar1 Sekil
3.6 da gosterilmistir.

Tablo 3.6. PZR reaksiyon bilesenlerinin hazirlanmasi.

Reaksiyon Bilesenleri Miktar
DNA 50-100 ng (2 pl)

Tampon ¢ozelti (10X) 2,5 ul

MgCl; (2,5 mM) 3,5 ul
dNTP karisimi (2,5 mM) 1u

Taq Polimeraz (5U) 0,5 ul
Primer (10 mM) 2 ul
Distile su 13,5
Toplam Hacim 25 pl
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Baslangi¢ denatiirasyonu - 94 °C’de 2 dakika\

Denatiirasyon - 94 °C’de 1 dakika

Primer baglanmasi - 35 °C’de 1dakika > 40 dongi
Zincirin uzamasi - 72 °C’de 2 dakika

Son uzamalar > 72°C’de 5 dakika/

Sekil 3.6. PZR asamalart.
3.5.4 PZR uridnlerinin Agaroz Jelde Yuruttulmesi

PZR sonucu saglanan iiriinler %1,8’ lik agaroz jelde, 1XTBE tamponuyla 90-100 Voltta
yaklasik 45 dakika yiiriitiildi. Jellerde 1 kuyucuga, elde edilen bantlarin biiyikliiklerini
belirlemek amaciyla DNA standardi (GeneRuler ™ 100 bp-100 bp plus, MBI
Fermantas) ilave edilerek karsilastirilmistir. Etidyum bromir (EtBr) ile boyanan jeller
UV gorintileme diizenegi ile goriintiilenip fotograflanarak bilgisayar ortamina
aktarildi. Bantlarin molekiiler biiyiiklikleri Gel Analyzer 2010 programi ile

belirlenmistir.
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4. BULGULAR

4.1 AL STRESININ B. DAIGREMONTIANUM BITKISINDE BAZI
FiZYOLOJIK PARAMETRELER (KLOROFIL a, KLOROFIL b,
KLOROFIL a/b, TOTAL KLOROFIL VE KAROTENOID) UZERINE
ETKIiSi

Bu caligsmada kontrol, asit kontrol ve konsantrasyon gruplarina (50, 100 ve 200 uM
AICl3) ait yapraklarda klorofil a, klorofil b, total klorofil, klorofil a/b ve karotenoid
icerikleri spektrofotometrik olarak oOl¢iilmistiir. Yapraklardaki klorofil a degerleri
sirastyla; 0,304, 0,279, 0,284, 0,293 ve 0,277 mg/ml’dir (Sekil 4.1.).

Klorofil a
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Kontrol Asit Kontrol 50 piA 100 piA 200 pM

Sekil 4.1. Farkli konsantrasyonlarda Al’a maruz birakilan B. daigremontianum bitkisi
yapraklarinda Klorofil a miktarlari.

Kontrol, asit kontrol ve konsantrasyon gruplarma (50, 100 ve 200 uM AICI3) ait
bitkilerin yapraklarinda spektrofotometrik 6l¢timler yapilmistir. Yapraklardaki klorofil b
degerleri sirasiyla; 0,199, 0,197, 0,155, 0,156 ve 0,151 mg/ml seklindedir (Sekil 4.2.).
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Klorofil b
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Sekil 4.2. Farkli konsantrasyonlarda Al’a maruz birakilan B. daigremontianum bitkisi
yapraklarinda klorofil b miktarlari.

Kontrol, asit kontrol ve konsantrasyon gruplarma (50, 100 ve 200 uM AICI3) ait
bitkilerin yapraklarinda spektrofotometrik Olciimler yapilmistir. Yapraklardaki total
klorofil degerleri sirastyla; 0,510, 0,453, 0,450, 0,449 ve 0,428 mg/ml’dir (Sekil 4.3.).

Total Klorofil
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Sekil 4.3. Farkli konsantrasyonlarda Al’a maruz birakilan B. daigremontianum bitkisi
yapraklarinda total klorofil miktarlari.

Kontrol, asit kontrol ve konsantrasyon gruplarina (50, 100 ve 200 uM AlClz) ait bitki
yapraklarinda spektrofotometrik Ol¢iimler yapilmistir. Yapraklardaki klorofil a/b
degerleri sirasiyla; 1,694, 1,549, 1,765, 1,949 ve 1,910 mg/ml olarak hesaplanmistir
(Sekil 4.4.).

40



Klorofil a/b
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Sekil 4.4. Farkli konsantrasyonlarda Al’a maruz birakilan B. daigremontianum bitkisi
yapraklarinda Klorofil a/b miktarlari.

Kontrol, asit kontrol ve konsantrasyon gruplarma (50, 100 ve 200 uM AIClz) ait bitki
yapraklarinda spektrofotometrik olgtimler yapilmistir. Yapraklardaki karotenoid
degerleri sirasiyla; 0,128, 0,128, 0,119, 0,120 ve 0,118 olarak dl¢iilmiistiir (Sekil 4.5.).
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Sekil 4.5. Farkli konsantrasyonlarda Al’a maruz birakilan B. daigremontianum bitkisi
yapraklarinda karotenoid miktarlari.

4,2 AL STRESINIiN TOTAL PROTEIN MiKTARI UZERINE ETKIiLERI

Kontrol, asit kontrol ve konsantrasyon gruplarina (50, 100 ve 200 uM AIClI3) ait bitki
yapraklarindan alinan 6rneklerde yapilan analizler sonucunda total protein miktarlar

sirastyla; 1,130, 1,140, 1,180, 1,230, 1,310 mg/ml olarak hesaplanmistir (Sekil 4.6.).
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Total Protein Miktari mg/kg
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Sekil 4.6. Farkli konsantrasyonlarda Al’a maruz birakilnan B. daigremontianum bitkisi
yapraklarinda total protein miktarlari.

4.3 AL STRESININ MINERAL BESLEME UZERINE ETKILERIi
4.3.1 Koklerde Toksik Metal ve Besin Element Miktarlari

Kontrol, asit kontrol ve konsantrasyon gruplarina (50, 100 ve 200 uM AICl3) ait
bitkilerin koklerinden elde edilen Al degerleri sirasiyla; 2,518, 29,925, 55,729, 95,454
ve 152,408 mg/kg olarak olgtilmistiir (Sekil 4.7.).
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Sekil 4.7. Farkli konsantrasyonlarda Al’a maruz birakilan B. daigremontianum bitkisi
koklerinde Al elementinin miktarlari.

Kontrol, asit kontrol ve konsantrasyon gruplarina (50, 100 ve 200 uM AICl3) ait
bitkilerin koklerinde elde edilen Ca degerleri sirasiyla; 10174,32, 7096,695, 5294,41,
3774,099 ve 3130,908 mg/kg olarak ol¢iilmistiir (Sekil 4.8.).
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Koklerdeki Ca Degeri mg/kg
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Sekil 4.8. Farkli konsantrasyonlarda Al’a maruz birakilan B. daigremontianum bitkisi
koklerinde Ca elementinin miktarlari.

Kontrol, asit kontrol ve konsantrasyon gruplarma (50, 100 ve 200 uM AICI3) ait
bitkilerin koklerinden elde edilen Cu degerleri sirasiyla; 16,905, 13,206, 9,134, 6,586 ve
4,623 mg/kg olarak dl¢iilmiistiir (Sekil 4.9.).

Koklerdeki Cu Degeri mg/kg
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Sekil 4.9. Farkli konsantrasyonlarda Al’a maruz birakilan B. daigremontianum bitkisi
koklerinde Cu elementinin miktarlari.

Kontrol, asit kontrol ve konsantrasyon gruplarina (50, 100 ve 200 uM AICl3) ait
bitkilerin koklerinden elde edilen K degerleri sirasiyla; 14415,88, 121181,125,
11613,134, 9880,321 ve 8710,294 mg/kg olarak dl¢giilmiistiir (Sekil 4.10.).
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Koklerdeki K Degeri mg/kg
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Sekil 4.10. Farkli konsantrasyonlarda Al’a maruz birakilan B. daigremontianum bitkisi
koklerinde K elementinin miktarlari.

Kontrol, asit kontrol ve konsantrasyon gruplarma (50, 100 ve 200 uM AICI3) ait
bitkilerin koklerinden elde edilen Fe degerleri sirastyla; 410,425, 396,016, 356,184,
326,379 ve 280,605 mg/kg olarak olgtilmustiir (Sekil 4.11.).

Koklerdeki Fe Degeri mg/kg
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Sekil 4.11. Farkli konsantrasyonlarda Al’a maruz birakilan B. daigremontianum bitkisi
koklerinde Fe elementinin miktarlart.

Kontrol, asit kontrol ve konsantrasyon gruplarina (50, 100 ve 200 uM AICl3) ait
bitkilerin koklerinden elde edilen Mg degerleri sirasiyla; 2371,669, 1648,608, 1119,116,
907,644 ve 772,766 mg/kg olarak olgiilmistiir (Sekil 4.12.).
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Koklerdeki Mg Degeri mg/kg
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Sekil 4.12. Farkli konsantrasyonlarda Al’a maruz birakilan B. daigremontianum bitkisi
koklerinde Mg elementinin miktarlari.

Kontrol, asit kontrol ve konsantrasyon gruplarina (50, 100 ve 200 uM AICI3) ait
bitkilerin koklerinden elde edilen Mn degerleri sirasiyla; 43,762, 36,646, 23,839, 16,594
ve 12,225 mg/kg olarak Sl¢iilmiistiir (Sekil 4.13.).

Koklerdeki Mn Degeri mg/kg
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Sekil 4.13. Farkli konsantrasyonlarda Al’a maruz birakilan B. daigremontianum bitkisi
koklerinde Mn elementinin miktarlari.

Kontrol, asit kontrol ve konsantrasyon gruplarina (50, 100 ve 200 uM AICl3) ait
bitkilerin koklerinden elde edilen Na degerleri sirasiyla; 1016,794, 9191,379, 7490,179,
6886,992 ve 6216,852 mg/kg olarak dl¢tilmustiir (Sekil 4.14.).
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Koklerdeki Na Degeri mg/kg
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Sekil 4.14. Farkli konsantrasyonlarda Al’a maruz birakilan B. daigremontianum bitkisi
koklerinde Na elementinin miktarlar.

Kontrol, asit kontrol ve konsantrasyon gruplarma (50, 100, 200 uM AlCls) ait bitkilerin
koklerinden elde edilen Zn degerleri sirasiyla; 97,632, 88,424, 50,568, 37,157 ve 25,413
mg/kg olarak ol¢iilmiistiir (Sekil 4.15.).

Koklerdeki Zn Degeri mg/kg
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Sekil 4.15. Farkli konsantrasyonlarda Al’a maruz birakilan B. daigremontianum bitkisi
koklerinde Zn elementinin miktarlari.

Kok: Kontrol, asit kontrol ve 50, 100 ve 200 uM konsantrasyonlarda AICI3 uygulanan
B. daigremontianum bitkileri koklerinde Al, Ca, Cu, K, Fe, Mg, Mn, Na ve Zn
elementlerinin miktar analizleri yapilmistir. Analizler neticesinde kontrol grubunda
elementler  Al:2,518; Ca:10174,32; Cu:16,905; K:14415,884; Fe:410,425;
MQ:2371,669; Mn:43,762; Na:1016,794; Zn:97,6 mg/kg olarak 6l¢iilmiistiir.
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Asit kontrol bitki grubunda elementler sirasiyla; Al:29,92; Ca:7096,695; Cu:13,20;
K:121181,125; Fe:396,016; Mg:1648,608; Mn:36,646; Na:9191,379; Zn:88,424 mg/kg

olarak olctilmiistiir.

50 uM AICI3z uygulanan bitki grubunda elementler sirasiyla; Al:55,729; Ca:5294,41;
Cu:9,13; K:11613,847; Fe:356,184; Mg:1119,116; Mn:23,839; Na:7490,179; Zn:50,568
mg/kg olarak dl¢lilmiistiir.

100 uM AICIs uygulanan bitki grubunda elementler sirasiyla; Al:95,454; Ca:854,847,
Cu:6,586; K:9880,321; Fe:326,379; M@:907,64; Mn:16,594; Na:6886,992; Zn:.37,157
mg/kg olarak dl¢iilmiistiir.

200 uM AICl3z uygulanan bitki grubunda elementler sirasiyla; Al:152,408; Ca:3130,90;
Cu:4,623; K:8710,294; Fe:280,605; Mq:772,766; Mn:12,225; Na:6216,852; Zn:25,413
mg/kg olarak olgtilmistiir.

4.3.2 Govdelerdeki Toksik Metal ve Besin Element Miktarlar:

Kontrol, asit kontrol ve konsantrasyon gruplarina (50, 100 ve 200 uM AICl3) ait
bitkilerin govdelerinden elde edilen Al degerleri sirasiyla; 0, 9,18, 13,221, 22,762 ve
35,821 mg/kg olarak Ol¢iilmiistiir (Sekil 4.16).

Govdelerdeki Al Degeri mg/kg
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Sekil 4.16. Farkli konsantrasyonlarda Al’a maruz birakilan B. daigremontianum bitkisi
govdelerindeki Al elementinin miktarlari.
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Kontrol, asit kontrol ve konsantrasyon gruplarina (50, 100 ve 200 uM AICl3) ait
bitkilerin govdelerinden elde edilen Ca degerleri sirasiyla; 3512,276, 1963,355,
1126,801, 854,847 ve 718,66 mg/kg olarak olclilmiistiir (Sekil 4.17).

Govdelerdeki Ca Degeri mg/kg
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Sekil 4.17. Farkli konsantrasyonlarda Al’a maruz birakilan B. daigremontianum bitkisi
govdelerindeki Ca elementinin miktarlari.

Kontrol, asit kontrol ve konsantrasyon gruplarma (50, 100 ve 200 uM AICI3) ait
bitkilerin gdvdelerinden elde edilen Cu degerleri sirasiyla; 5,498, 4,742, 2,846, 1,999 ve
1,509 mg/kg olarak ol¢iilmistiir (Sekil 4.18).

Govdelerdeki Cu Degeri mg/kg
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Sekil 4.18. Farkli konsantrasyonlarda Al’a maruz birakilan B. daigremontianum bitkisi
govdelerindeki Cu elementinin miktarlari.

Kontrol, asit kontrol ve konsantrasyon gruplarina (50, 100 ve 200 uM AICl3) ait
bitkilerin gévdelerinden elde edilen K degerleri sirasiyla; 9579,557, 8492,471, 7604,56,
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6113,792 ve 5150,836 mg/kg olarak Sl¢iilmiistiir (Sekil 4.19).

Govdelerdeki K Degeri mg/kg
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Sekil 4.19. Farkli konsantrasyonlarda Al’a maruz birakilan B. daigremontianum bitkisi
govdelerindeki K elementinin miktarlari.

Kontrol, asit kontrol ve konsantrasyon gruplarina (50, 100 ve 200 uM AICl3) ait
bitkilerin govdelerinden elde edilen Fe degerleri sirasiyla; 178,676, 169,222, 120,329,
94,941 ve 75,907 mg/kg olarak olclilmiistiir (Sekil 4.20).

Govdelerdeki Fe Degeri mg/kg
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Sekil 4.20. Farkli konsantrasyonlarda Al’a maruz birakilan B. daigremontianum bitkisi
govdelerindeki Fe elementinin miktarlari.

Kontrol, asit kontrol ve konsantrasyon gruplarina (50, 100 ve 200 uM AICl3) ait
bitkilerin gévdelerinden elde edilen Mg degerleri sirasiyla; 1029,548, 740,093, 597,731,
492,197ve 435,925 mg/kg olarak dl¢tilmistiir (Sekil 4.21).
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Govdelerdeki Mg Degeri mg/kg
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Sekil 4.21. Farkli konsantrasyonlarda Al’a maruz birakilan B. daigremontianum bitkisi
govdelerindeki Mg elementinin miktarlari.

Kontrol, asit kontrol ve konsantrasyon gruplarma (50, 100 ve 200 uM AICI3) ait
bitkilerin govdelerinden elde edilen Mn degerleri sirastyla; 17,612, 15,611, 12,284,
9,259 ve 6,396 mg/kg olarak Ol¢iilmiistiir (Sekil 4.22).

Govdelerdeki Mn Degeri mg/kg
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Sekil 4.22. Farkli konsantrasyonlarda Al’a maruz birakilan B. daigremontianum bitkisi
govdelerindeki Mn elementinin miktarlari.

Kontrol, asit kontrol ve konsantrasyon gruplarina (50, 100 ve 200 uM AICl3) ait
bitkilerin gévdelerinden elde edilen Na degerleri sirasiyla; 378,229, 347,699, 287,226,
248,101 ve 219,299 mg/kg olarak dl¢lilmiistiir (Sekil 4.23).
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Govdelerdeki Na Degeri mg/kg
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Sekil 4.23. Farkli konsantrasyonlarda Al’a maruz birakilan B. daigremontianum bitkisi
govdelerindeki Na elementinin miktarlari.

Kontrol, asit kontrol ve konsantrasyon gruplarma (50, 100 ve 200 uM AICI3) ait
bitkilerin govdelerinden elde edilen Zn degerleri sirasiyla; 57,018, 52,547, 35,497,
23,111 ve 14,123 mg/kg olarak olclilmiistiir (Sekil 4.24).

Govdelerdeki Zn Degeri mg/kg
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Sekil 4.24. Farkli konsantrasyonlarda Al’a maruz birakilan B. daigremontianum bitkisi
govdelerindeki Zn elementinin miktarlari.

Govde: Kontrol, asit kontrol ve konsantrasyon gruplarina (50, 100 ve 200 uM AICI5) ait
bitkilerin govdelerinde Al, Ca, Cu, K, Fe, Mg, Mn, Na ve Zn elementlerinin miktar

analizleri yapilmustir.
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Analizler neticesinde kontrol grubunda elementler sirasiyla Al:Q0; Ca:3512,276;
Cu:5,498; K:9579,557; Fe:178,676; Mg:1029,548; Mn:17,612; Na:378,229; Zn:57,018
mg/kg olarak dl¢iilmiistiir.

Asit  kontrol grubunda elementler sirasiyla Al:9,18; Ca:1963,355; Cu:4,742;
K:8492,471; Fe:169,222; M@:740,093; Mn:15,611; Na:347,699; Zn:52,547 mg/kg
olarak Ol¢lilmiistiir.

50 uM AICI3 uygulanan bitki grubunda elementler sirasiyla; Al:13,221; Ca:1126,801;
Cu:2,846, K:7604, Fe:120,329; M@:597,731; Mn:12,284; Na:287,226; Zn:35,497 mg/kg
olarak Ol¢lilmiistiir.

100 uM AICI3 uygulanan bitki grubunda elementler sirasiyla; Al:22,762; Ca:854,847,
Cu:1,999; K:6113,792; Fe:94,941; Mq:492,197; Mn:9,259; Na:248,101; Zn:23,111
mg/kg olarak dlglilmiistiir.

200 uM AICIs uygulanan bitki grubunda elementler sirasiyla; Al:35.821, Ca:718.66,

Cu:1.509, K:5150.836, Fe:75.907, M@:435.925, Mn:6.396, Na:219.299, Zn:14.123
mg/kg olarak 6lgtilmistiir.

4.3.3 Yapraklardaki Toksik Metal ve Besin Element Miktarlari

Kontrol, asit kontrol ve konsantrasyon gruplarina (50, 100 ve 200 uM AICl3) ait
bitkilerin yapraklarindan elde edilen Al degerleri sirasiyla; 0, 13,46, 20,136, 29,54 ve
41,198 mg/kg olarak 6lcililmiistiir (Sekil 4.25).

Yapraklardaki Al Degeri mg/kg
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Sekil 4.25. Farkli konsantrasyonlarda Al’a maruz birakilan B. daigremontianum bitkisi
yapraklarindaki Al elementinin miktarlari.
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Kontrol, asit kontrol ve konsantrasyon gruplarina (50, 100 ve 200 uM AICI3) ait
bitkilerin yapraklarindan elde edilen Ca degerleri sirasiyla; 6555,58, 4858,553, 4036,65,
3446,798 ve 2895,108 mg/kg olarak dl¢iilmiistiir (Sekil 4.26).

Yapraklardaki Ca Degeri mg/kg
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Sekil 4.26. Farkli konsantrasyonlarda Al’a maruz birakilan B. daigremontianum bitkisi
yapraklarindaki Ca elementinin miktarlari.

Kontrol, asit kontrol ve konsantrasyon gruplarma (50, 100 ve 200 uM AICI3) ait
bitkilerin yapraklarindan elde edilen Cu degerleri sirastyla; 9,926, 7,833, 4,523, 3,111
ve 2,558 mg/kg olarak dl¢iilmistiir (Sekil 4.27).

Yapraklardaki Cu Degeri mg/kg
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Sekil 4.27. Farkli konsantrasyonlarda Al’a maruz birakilan B. daigremontianum bitkisi
yapraklarindaki Cu elementinin miktarlari.

Kontrol, asit kontrol ve konsantrayon gruplarna (50, 100 ve 200 uM AICI3) ait
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bitkilerin yapraklarindan elde edilen K degerleri sirasiyla; 12520,184, 10278,245,
8304,533, 6470,93 ve 5682,203 mg/kg olarak ol¢iilmiistiir (Sekil 4.28).

Yapraklardaki K Degeri mg/kg
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Sekil 4.28. Farkli konsantrasyonlarda Al’a maruz birakilan B. daigremontianum bitkisi
yapraklarindaki K elementinin miktarlar.

Kontrol, asit kontrol ve konsantrasyon gruplarina (50, 100 ve 200 uM AIClz) ait
bitkilerin yapraklarindan elde edilen Fe degerleri sirasiyla; 242,399, 195,414, 132,576,
101,401 ve 87,326 mg/kg olarak dl¢iilmiistiir (Sekil 4.29).

Yapraklardaki Fe Degeri mg/kg
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Sekil 4.29. Farkli konsantrasyonlarda Al’a maruz birakilan B. daigremontianum bitkisi
yapraklarindaki Fe elementinin miktarlari.

Kontrol, asit kontrol ve konsantrayon gruplarmna (50, 100 ve 200 uM AICI3) ait
bitkilerin yapraklarindan elde edilen Mg degerleri sirasiyla; 1460,144, 952,922,
702,596, 591,196 ve 518,161 mg/kg olarak 6lciilmiistiir (Sekil 4.30).
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Yapraklardaki Mg Degeri mg/kg
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Sekil 4.30. Farkli konsantrasyonlarda Al’a maruz birakilan B. daigremontianum bitkisi
yapraklarindaki Mg elementinin miktarlari.

Kontrol, asit kontrol ve konsantrasyon gruplarina (50, 100 ve 200 uM AICl3) ait
bitkilerin yapraklarindan elde edilen Mn degerleri sirasiyla; 16,859, 29,947, 17,367,
13,229 ve 9,82 mg/kg olarak 6l¢iilmiistiir (Sekil 4.31).

Yapraklardaki Mn Degeri mg/kg
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Sekil 4.31. Farkli konsantrasyonlarda Al’a maruz birakilan B. daigremontianum bitkisi
yapraklarindaki Mn elementinin miktarlari.

Kontrol, asit kontrol ve konsantrayon gruplarna (50, 100 ve 200 uM AICI3) ait
bitkilerin yapraklarindan elde edilen Na degerleri sirasiyla; 618,842, 553,856, 509,821,
462,40 ve 418,086 mg/kg olarak olclilmiistiir (Sekil 4.32).
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Yapraklardaki Na Degeri mg/kg
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Sekil 4.32. Farkli konsantrasyonlarda Al’a maruz birakilan B. daigremontianum bitkisi
yapraklarindaki Na elementinin miktarlari.

Kontrol, asit kontrol ve konsantrasyon gruplarina (50, 100 ve 200 uM AIClz) ait
bitkilerin yapraklarindan elde edilen Zn degerleri sirasiyla; 74,1, 67,012, 41,479, 29,541
ve 17,522 mg/kg olarak Slgiilmiistiir (Sekil 4.33).

Yapraklardaki Zn Degeri mg/kg

80,000

70,000

60,000

50,000

40,000

30,000

20,000

10,000

0,000

Kontrol Asit Kontrol 50 pM 100 pM 200 pM

Sekil 4.33. Farkli konsantrasyonlarda Al’a maruz birakilan B. daigremontianum bitkisi
yapraklarindaki Zn elementinin miktarlar.

Yaprak: Kontrol, asit kontrol ve konsantrasyon gruplarina (50, 100 ve 200 uM AIClz3)
ait bitkilerin yapraklarinda Al, Ca, Cu, K, Fe, Mg, Mn, Na ve Zn elementlerinin miktar
analizleri yapilmistir. Bu analizler neticesinde kontrol grubunda elementler Al:0;
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Ca:6555,58; Cu:9,926; K:12520,184; Fe:242,399; Mg:1460,144; Mn:16,859;
Na:618,842; Zn:74,1 mg/kg olarak Slgiilmiistiir.

Bu analizler sonucunda asit kontrol grubunda elementler Al:13,46; Ca:4858,553;
Cu:7,833; K:10278,245; Fe:195,414; MQ:952,922; Mn:29,947; Na:553,856; Zn:67,012
mg/kg olarak dl¢lilmiistiir.

50 uM AICIz uygulanan bitki grubunda elementler Al:20,136; Ca:4036,65; Cu:4,523;
K:8304,533; Fe:132,576; Mg:702,596; Mn:17,367; Na:509,821; Zn:41,479 mg/kg

olarak olclilmiistiir.

100 uM AICI3 uygulanan bitki grubunda elementler Al:29,54; Ca:3446,798; Cu:3,111,
K:6470,93; Fe:101,401; M@:591,196; Mn:13,229; Na:462,403; Zn:29,541 mg/kg olarak

Olclilmiistiir.

200 uM AICIs uygulanan bitki grubunda elementler Al:41,198; Ca:718,66; Cu:2,558;
K:5682,203; Fe:87,326; Mg:518,161; Mn:9,82; Na:418,086; Zn:17,522 mg/kg olarak

Olgtilmiistiir.

4.3.4 Yavru Bitkilerdeki Toksik Metal ve Besin Element Miktarlar:

Kontrol, asit kontrol ve konsantrasyon gruplarina (50, 100 ve 200 uM AIClz) ait
bitkilerin yapraklarindaki yavru bitkilerden elde edilen Al degerleri sirasiyla; 0, 7,218,
10,56, 15,696 ve 24,093 mg/kg olarak dl¢tlmistiir (Sekil 4.34.).

Yavru Bitkilerdeki Al Degeri mg/kg
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Sekil 4.34. Farkli konsantrasyonlarda Al’a maruz birakilan B. daigremontianum bitkisi
yapraklarindaki yavru bitkilerde Al elementinin miktarlari.

Kontrol, asit kontrol ve konsantrasyon gruplarina (50, 100 ve 200 uM AICl3) ait
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bitkilerin yapraklarindaki yavru bitkilerden elde edilen Ca degerleri sirasiyla; 2598,342,
1835,052, 1406,177, 906,348 ve 795,438 mg/kg olarak dSl¢tilmiistiir (Sekil 4.35.).

Yavru Bitkilerdeki Ca Degeri mg/kg
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Sekil 4.35. Farkli konsantrasyonlarda Al’a maruz birakilan B. daigremontianum bitkisi
yapraklarindaki yavru bitkilerde Ca elementinin miktarlari.

Kontrol, asit kontrol ve konsantrasyon gruplarina (50, 100 ve 200 uM AIClz) ait
bitkilerin yapraklarindaki yavru bitkilerden elde edilen Cu degerleri sirasiyla; 4,242,
3,503, 2,206, 1,631 ve 1,143 mg/kg olarak dl¢iilmiistiir (Sekil 4.36.).

Yavru Bitkilerdeki Cu Degeri mg/kg
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Sekil 4.36. Farkli konsantrasyonlarda Al’a maruz birakilan B. daigremontianum bitkisi
yapraklarindaki yavru bitkilerde bulunan Cu elementinin miktarlari.

Kontrol, asit kontrol ve konsantrasyon gruplarina (50, 100 ve 200 uM AICl3) ait
bitkilerin yapraklarindaki yavru bitkilerden elde edilen K degerleri sirasiyla; 7192,446,
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6799,285, 5331,515 4192,172 ve 3655,707 mg/kg olarak o6l¢lilmistiir (Sekil 4.37.).

Yavru Bitkilerdeki K Degeri mg/kg
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Sekil 4.37. Farkli konsantrasyonlarda Al’a maruz birakilan B. daigremontianum bitkisi
yapraklarindaki yavru bitkilerde K elementinin miktarlari.

Kontrol, asit kontrol ve konsantrasyon gruplarina (50, 100 ve 200 uM AIClz) ait
bitkilerin yapraklarindaki yavru bitkilerden elde edilen Fe degerleri sirastyla; 150,135,
121,054, 84,496, 70,621 ve 58,924 mg/kg olarak Ol¢iilmiistir (Sekil 4.38.).

Yavru Bitkilerdeki Fe Degeri mg/kg
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Sekil 4.38. Farkli konsantrasyonlarda Al’a maruz birakilan B. daigremontianum bitkisi
yapraklarindaki yavru bitkilerde Fe elementinin miktarlari.

Kontrol, asit kontrol ve konsantrasyon gruplarina (50, 100 ve 200 uM AICl3) ait
bitkilerin yapraklarindaki yavru bitkilerden elde edilen Mg degerleri sirasiyla; 803,896,
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541,579, 391,674, 301,883 ve 262,854 mg/kg olarak dlciilmiistiir (Sekil 4.39.).

Yavru Bitkilerdeki Mg Degeri mg/kg
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Sekil 4.39. Farkli konsantrasyonlarda Al’a maruz birakilan B. daigremontianum bitkisi
yapraklarindaki yavru bitkilerde Mg elementinin miktarlari.

Kontrol, asit kontrol ve konsantrasyon gruplarina (50, 100 ve 200 uM AIClz) ait
bitkilerin yapraklarindaki yavru bitkilerden elde edilen Mn degerleri sirasiyla; 20,208,
16,859, 9,115, 7,319 ve 5,893 mg/kg olarak Slgiilmiistiir (Sekil 4.40.).

Yavru Bitkilerdeki Mn Degeri mg/kg
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Sekil 4.40. Farkli konsantrasyonlarda Al’a maruz birakilan B. daigremontianum bitkisi
yapraklarindaki yavru bitkilerde Mn elementinin miktarlari.

Kontrol, asit kontrol ve konsantrasyon gruplarina (50, 100 ve 200 uM AICl3) ait
bitkilerin yapraklarindaki yavru bitkilerden elde edilen Na degerleri sirasiyla; 410,081,
338,04, 259,483, 233,489 ve 200,435 mg/kg olarak 6l¢iilmistiir (Sekil 4.41.).
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Yavru Bitkilerdeki Na Degeri mg/kg
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Sekil 4.41. Farkli konsantrasyonlarda Al’a maruz birakilan B. daigremontianum bitkisi
yapraklarindaki yavru bitkilerde Na elementinin miktarlari.

Kontrol, asit kontrol ve konsantrasyon gruplarma (50, 100 ve 200 uM AICI3) ait
bitkilerin yapraklarindaki yavru bitkilerden elde edilen Zn degerleri sirastyla; 31,7,
26,175, 16,757, 10,085 ve 6,874 mg/kg olarak 6l¢iilmiistiir (Sekil 4.42.).

Yavru Bitkilerdeki Zn Degeri mg/kg

35,000

30,000

25,000

20,000

15,000

10,000

5,000

0,000

Kontrol Asit Kontrol S50 pM 100 piA 200 M

Sekil 4.42. Farkli konsantrasyonlarda Al’a maruz birakilan B. daigremontianum bitkisi
yapraklarindaki yavru bitkilerde Zn elementinin miktarlari.

Yavru Bitki: Kontrol, asit kontrol ve konsantrasyon gruplarina (50, 100 ve 200 uM
AICI5) ait bitkilerin yapraklarindaki yavru bitkilerde Al, Ca, Cu, K, Fe, Mg, Mn, Na ve

Zn elementlerinin miktar analizleri yapilmistir.
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Bu analizler neticesinde kontrol grubunda elementler Al:0; Ca:4,242; Cu:7192,446;
K:150,135; Fe:178,676; Mg:803,896; Mn:20,208; Na:410,081; Zn:31,7 mg/kg olarak

Olctilmiistiir.

Asit kontrol grubunda elementler Al:7,218; Ca:1835,052; Cu:3,503; K:6799,285;
Fe:121,054; Mg:541,579; Mn:16,859; Na:338,04; Zn:26,175 mg/kg olarak Ol¢lilmiistiir.

50 uM AICl3 uygulanan bitki grubunda elementler sirasiyla 10,56; Ca:1406,177;
Cu:2,206, K:5331,515; Fe:84,496; Mg:391,674; Mn:9,115, Na:259,483, Zn:16,757

mg/kg olarak dl¢iilmiistiir.

100 uM AIClIz uygulanan bitki grubunda elementler sirasiyla; Al:15,696; Ca:906,348;
Cu:1,631; K:4192,172; Fe:70,621; Mg:301,883; Mn:7,319; Na:233,489; Zn:10,085

mg/kg olarak dl¢iilmiistiir.

200 uM AICIs uygulanan bitki grubunda elementler sirasiyla; Al:24,093; Ca:795,438;
Cu:1,143; K:3655,707; Fe:58,924;, Mg:262,854; Mn:5,893; Na:200,435; Zn:6,874
mg/kg olarak dl¢iilmiistiir.
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44 AL STRESINE MARUZ KALMIS B. DAIGREMONTIANUM
BIiTKiSINDE GENOTOKSIK BULGULAR

4.4.1 ISSR-PZR Analiz Sonuclari

Farkli konsantrasyonlarda AICIz (50, 100 ve 200 uM) uygulanan B. daigremontianum
bitki yapraklarindan izole edilen DNA’nin ISSR-PZR sonuglar1 Sekil 4.43. ve Sekil
4.44. ile gosterilmektedir.

L K AK 50 100 200

Sekil 4.43. Farkli konsantrasyonlarda AICIs (L: ladder, K: Kontrol, AK: Asit kontrol,
50 uM, 100 uM ve 200 uM) uygulanan B. daigremontianum bitki yapraklarindan izole
edilen DNA’nin ISSR-PZR sonuglari (2. Primer).

L K AK 50 100 200

Sekil 4.44. Farkli konsantrasyonlarda AICl3 (L: ladder, K: kontrol, AK: asit kontrol, 50
uM, 100 uM ve 200 uM) uygulanan B. daigremontianum bitki yapraklarindan izole
edilen DNA’nin ISSR-PZR sonuglari (7. Primer).

Farkli konsantrasyonlarda A1Cl3 uygulanan B. daigremontianum bitkilerinde ISSR-PZR
yonteminin kullanilmasi ile elde edilen bant sayilart ve degisen bantlarin molekiiler

blydklikleri Tablo 4.1. de gosterilmektedir.
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Tablo 4.1. Farkli konsantrasyonlarda AICI3 uygulanan B. daigremontianum bitkilerinde
ISSR-PZR yo6ntemi ile elde edilen bant sayilar1 ve bantlarin molekiiler biiyiikliikleri? (2.

Primer).
. Toplam
2.Primer
Bant a b A B
(GAGAGAGAGAGAGAGAC)

Sayis1
Kontrol 3 - - - -
Asit Kontrol 3 - - - -
50 pM AICIs Uygulamasi 3 - - - -
100 pM AICIs Uygulamasi 3 - - - -
200 pM AICl3 Uygulamasi 3 - - - -

Farkli konsantrasyonlarda AlCls uygulanan B. daigremontianum bitkilerinde ISSR-PZR
yonteminin kullanilmasi ile elde edilen bantlarin molekiiler biiyiikliikleri ve kontrole
gore degisen yogunluklar1 Tablo 4.2. de gosterilmis olup, kontrole gore artis meydana
gelen bantlar gri renk ile gosterilmektedir.

Tablo 4.2. Farkli konsantrasyonlarda AICIs uygulanan B. daigremontianum bitkilerinde

ISSR-PZR yontemi ile elde edilen bantlarin molekiiler biiyiikliikleri ve degisen
yogunluklari (2. Primer).

ISSR Primer 2 Kontrol Grubuna Gore Degisen Bant Yogunluklar:
Bantlarin .
Asit 50 uM AICl3 100 pM AICl3 200 uM AICl3
Molekuler
Kontrol Uygulamasi Uygulamasi Uygulamasi

Biiyiikliigii

518 %2,91 %5 %5 %30

351 %20,08 %38,03 %46,15 %74,35

303 %2,88 %20,98 %28,80 %47,32

Farkli konsantrasyonlarda A1Cl3 uygulanan B. daigremontianum bitkilerinde ISSR-PZR
yonteminin kullanilmasi ile elde edilen bant sayilari ve degisen bantlarin molekiiler

blyukliikleri Tablo 4.3. de gosterilmektedir.

2 a: yeni olusan bantlar, b: kaybolan bantlar, A: yeni bantlarm molekiil biiyiikliikleri, B: kaybolan
bantlarin molekiil biiytikliikleri.
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Tablo 4.3. Farkli konsantrasyonlarda AICIs uygulanan B. daigremontianum bitkilerinde
ISSR-PZR yontemi ile elde edilen bant sayilari ve bantlarin molekiiler biiytikliikleri (7.

Primer).
7. Primer (ACACACACACACACACG)
Gruplar Toplam Bant Sayisi a b A B
Kontrol 3 - - - -
Asit Kontrol 3 - - - -
50 pM AICl3 3 i i i i
Uygulamasi
100 pM AICIs 2 i 1 i 903 b
Uygulamasi ¢
200 puM AICl3 2 - 1 i 903 be
Uygulamasi

Farkli konsantrasyonlarda AlCls uygulanan B. daigremontianum bitkilerinde ISSR-PZR
yonteminin kullanilmasi ile elde edilen bantlarin molekiiler biiyiikliikleri ve kontrole
gore degisen yogunluklar1 Tablo 4.4. de gosterilmis olup, kontrole gore artis meydana
gelen bantlar gri renk ile gosterilmektedir.

Tablo 4.4. Farkli konsantrasyonlarda AICIl3 uygulanan B. daigremontianum bitkilerinde

ISSR-PZR yontemi ile elde edilen bantlarin molekiiler biiyiikliikleri ve degisen
yogunluklari (7. Primer).

ISSR Primer 7 Kontrol Grubuna Gore Degisen Bant Yogunluklari
Volekiler | AsitKontrol | SHEM AICIS | 100 M AICI | 200 M ALCI
Biiyiikliigii

903 %11,29 %6,45 %87,90 %87,90
481 %22,58 %28,57 %94 %89,40
100 %?2,88 %20,98 %28,80 %47,32

4.4.2 RAPD-PZR Analiz Sonuclari

Farkli konsantrasyonlarda AIClz (50, 100 ve 200 uM) uygulanan B. daigremontianum
bitki yapraklarindan izole edilen DNA’nin RAPD-PZR sonuglar1 Sekil 4.45. ve Sekil
4.46. ile gosterilmektedir.
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L K AK 50 100 200
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Sekil 4.45. Farkli konsantrasyonlarda AICIs (L: ladder, K: kontrol, AK: asit kontrol, 50
uM, 100 uM, 200 uM) uygulanan B. daigremontianum bitki yapraklarindan izole edilen
DNA’nin RAPD-PZR sonuglari (8. Primer).

L K AK 50 100 200

Sekil 4.46. Farkli konsantrasyonlarda AICIl3 (L: ladder, K: kontrol, AK: asit kontrol, 50
uM, 100 uM, 200 uM) uygulanan B. daigremontianum bitki yapraklarindan izole edilen
DNA’nin RAPD-PZR sonuglar1 (9. primer).

Farkli konsantrasyonlarda AICIs uygulanan B. daigremontianum bitkilerinde RAPD-
PZR yonteminin kullanilmasi ile elde edilen bant sayilar1 ve degisen bantlarin

molekdler blyuklikleri Tablo 4.5. de gosterilmektedir.
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Tablo 4.5. Farkli konsantrasyonlarda AICIs uygulanan B. daigremontianum bitkilerinde
PZR-RAPD yodntemi ile elde edilen bant sayilart ve bantlarin molekiiler biiyiikliikleri (8.

primer).
8. Primer (GGTGGTGATG)
Toplam
Gruplar Bant Sayisi a b A B
Kontrol 4 - - - -
Asit 4 i i i i
Kontrol
50 pM
AICls3 4 - - - -
Uygulamasi
100 pM
AICls 4 - - - -
Uygulamasi
200 pM
AICl3 5 1 - 983 bg -
Uygulamasi

Farkli konsantrasyonlarda AlCls uygulanan B. daigremontianum bitkilerinde RAPD-
PZR yonteminin kullanilmasi ile elde edilen bantlarin molekiler buyuklikleri ve
kontrole gore degisen yogunluklar1 Tablo 4.6. de gosterilmis olup, kontrole gore artis

meydana gelen bantlar gri renk ile gosterilmektedir.

Tablo 4.6. Farkli konsantrasyonlarda AICI3 uygulanan B. daigremontianum bitkilerinde
RAPD-PZR yontemi ile elde edilen bantlarin molekiiler biiytikliikleri ve degisen
yogunluklari (8. Primer).

RAPD Primer 8 Kontrol Grubuna Goére Degisen Bant Yogunluklar
panearn Asit 50 M AICIs | 100 pM AICIs | 200 xM AICI3
Biiyiikliigii Kontrol Uygulamasi Uygulamasi Uygulamasi

983 bg - - - Yeni Bant
793 bg %2,27 %9,09 %11,36 %9,09
585 bg %20,76 %5,38 %1,53 %14,61
393 bg %09,52 %14,28 %23,80 %14,28
294 bg 0 %15,78 %28,94 %21,05
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Farkli konsantrasyonlarda AlCls uygulanan B. daigremontianum bitkilerinde RAPD-
PZR yonteminin kullanilmasi ile elde edilen bant sayilart ve degisen bantlarin

molekdler blyuklukleri Tablo 4.7. de gosterilmektedir.

Tablo 4.7. Farkli konsantrasyonlarda AICls uygulanan B. daigremontianum bitkilerinde
RAPD-PZR yontem ile elde edilen bant sayilar1 ve degisen bantlarin molekiiler
bayakldkleri (9. primer).

9. Primer (AAAGTGCGGC)
Gruplar Toplam Bant a b A B
Sayisi
Kontrol 1 - - ) )
Asit Kontrol 2 1 - 563 bg -
Uygulamasi
100 pM AICls 1 r 1 - 563 bg
Uygulamasi
200 pM AICl3 1 4 1 - 563 bg
Uygulamasi

Farkli konsantrasyonlarda AlClz uygulanan B. daigremontianum bitkilerinde RAPD-
PZR yonteminin kullanilmas: ile elde edilen bantlarin molekiiler biiyiikliikleri ve
kontrole gore degisen yogunluklari Tablo 4.8. de gosterilmistir. Kontrole gore artis

meydana gelen bantlar gri renk ile gosterilmektedir.

Tablo 4.8. Farkli konsantrasyonlarda AICI3 uygulanan B. daigremontianum bitkilerinde
RAPD-PZR yontemi ile elde edilen bantlarin molekiiler biiytikliikleri ve kontrole gore
degisen yogunluklari (9. Primer).

RAPDgPrImer Kontrol Grubuna Gére Degisen Bant Yogunluklar:
Bantlarin 50 uM AICl: | 100 pM AICI3 | 200 pM AICI
Molekaler Asit Kontrol U uulamam3 U llulamas13 U llulamas13
Biiyiikliigii M yg yg

892 bg %47,85 %32,14 %17,85 %7,14
563 b¢ - Yeni Bant Yeni Bant
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Bu ¢alismada, Bryophyllum daigremontianum bitkisinin farkli konsantrasyonlardaki Al
stresinden nasil etkilendigi ve bu stresin bitkide meydana getirdigi fizyolojik, mineral

besleme ve genotoksik etkileri arastirilmistir.

Bu calisma ile ilk defa B. daigremontianum ve Al stresinin dogurdugu etkiler;
fizyolojik, mineral beslenme ve genotoksisite baglaminda ele ¢alisilmis, bitkinin klonu
olan yavru bitkilerinde de mineral beslenme 6zellikleri arastirilmis olmasi yine bir ilktir.
Caligmamizdan elde edilen sonuglar acik¢a ortaya koymustur ki; B.
daigremontianum’un yavru bitki, yaprak, govde ve koklerindeki makro ve mikro besin
element iceriklerinde Al ile muamele sonucunda olumsuz yonde degisiklikler olmustur.
B. daigremontianum bitkisine farkli konsantrasyonlarda uygulanan Al stresi neticesinde
kok, govde, yaprak ve yavru bitkilerinde mineral besin alimlar1 su sekilde

degerlendirilebilir:

Al element alimi, konsantrasyon (50, 100 ve 200 pM AICI3) gruplar1 agisindan
degerlendirildiginde, bitkinin bitin kisimlar1 tarafindan alindigi, bitki kisimlarindan
kokte en fazla biriktigi ancak, yapraktaki Al birikiminin gévdeye oranla ¢ok daha fazla
oldugu ve genel olarak yavru bitkiye dogru elementin birikiminde azalma oldugu
goriilmistiir. Asit kontrol grubunda ise AICIs verilmedigi halde toprakta az miktarda
bulunan Al elementinin alim1 kontrol grubuna kiyasla daha fazla olmustur. Al toprakta
dogal olarak (% 8 oraninda) bulundugundan, verilen asit ile beraber topraktaki
¢cozlnirliigi artarak bitki tarafindan alinabilir hale geldigi diisiniilmekte olup bu durum
diger ¢alismalarla uyumludur (Dogan ve dig. 2014, Ozyigit ve dig. 2013). Asit kontrol
grubu icin bitki kisimlarindan kokte, Na miktarinin en fazla oldugu ancak bitkinin tist
kisimlarina dogru ¢ikildik¢a s6z konusu elementin miktarinda azalma oldugu ve en az
Na miktarinin ise yavru bitkilerde oldugu gortilmiistiir. Sonu¢ olarak Al iyonlar1 en ¢ok

kok tarafindan alinimis olup, siralama kok>yaprak>govde>yavru bitki seklindedir.

Bitki besin elementleri acisindan degerlendirildiginde ise; Ca, Cu, K, Fe, Mg, Mn ve Zn
degerleri biitiin bitki kisimlarinda kontrol grubu ile karsilagtirildiginda uygulanan Al
konsantrasyonunun (50, 100 ve 200 pM) artmasina baglh olarak azalmistir. Asit kontrol
grubunun kontrol ile 50 uM grubu arasinda bir degere denk bir etkiye sahip oldugu ve
sonucta; Ca, Cu, K, Fe, Mg, Mn ve Zn degerlerinde; asit kontrol, 50, 100 ve 200 puM
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yonunde bir dislisin  oldugu goOrtlmektedir. Bitki besin elementlerinden, Na
elementinin kontrol grubunun koklerinde en disiik degerini aldigi, asit kontrol
grubunda en yiiksek degerde oldugu ve 200 uM konsantrasyon grubuna dogru, Al
konsantrasyonu arttikga Na degerlerinde diisiis oldugu saptanmistir. Ayrica, kokte diger
bitki kisimlarina nazaran daha fazla miktarda alim oldugu goriilmektedir. Bu durum
kullanilan asitin topraktaki Na’nin bitki kdkleri tarafindan kontrol grubuna kiyasla bol
miktarda alinmasimi sagladigin1  gostermektedir. Deney gruplarinda artan Al
konsantrasyonuna bagli olarak Na aliminda asit kontrole gore bir diisiis goriiliirken, bu
miktar kontrol grubu seviyelerine diismemistir. Sonug olarak, Al bitki besin element
alimlarimi negatif bir sekilde etkilemis; ancak bitki gesitli stratejiler gelistirerek gerekli
mineralleri almaya caligmistir. Ca, Cu, K, Fe, Mg, Mn ve Zn degerlerinin bitki
kisimlarindan kokte aliminlarinin en fazla oldugu bitkinin {ist kisimlarina dogru
cikildikca azaldigi goriilmekle beraber govdede bu durum sekteye ugramis olup, diger
bolgelere gore en az alimin yavru bitkilerde oldugu goriilmiistiir. Diger bir degisle;
yapraktaki Ca, Cu, Fe, K, Mg, Mn ve Zn elementlerinin birikimi gévdeye oranla ¢cok

daha fazladir.

Yapilan ¢calismalar Al’un kok hiicrelerinin genislemesini ve kok hiicre duvariin yapisal
ve mekanik oOzelliklerini etkileyerek biitiin kok yapisinda derin degisiklige neden
oldugunu gostermektedir. KOk bllyiimesinin yavaslamasi, Al stresinin ilk ve en 6nemli
etkisidir ki, bu etki mikromolar seviyelere maruz kalan bitkilerde dakikalar icerisinde
gozlemlenmistir. Bu durum topraktan suyun ve diger besin elementlerinin alimini
azaltmaktadir. Literatire gore bitki, besin elementlerinin alimmi bitkiler igin kabul
edilebilir smirlarda gergeklestirmistir. Diger ¢alismalarda da, Al konsantrasyonunun
artmasi ile birlikte Ca, Cu, Fe, K, Mg, Mn ve Zn igeriginde azalma meydana gelmis
olup, bu durum calismamizla uyumludur (Liu ve Luan 2001, Graham 2001, Rengel
2004, Baligar ve Fageria 2005, Kochian ve dig. 2005, Sivaguru ve dig. 2006, Kabata-
Pendias 2007, Valle ve dig. 2011, Giannakoula ve dig. 2008, Vardar ve dig. 2016).

Klorofil a, klorofil b, karotenoid, klorofil a/b ve total klorofil degerlerine bakildiginda
kontrol grubu; asit kontrol grubu ve konsantrasyon gruplari ile kiyaslandiginda
sirastyla; Klorofil a % 6,57, 3,61, 8,88, 8,22; klorofil b % 22,11, 21,60, 21,60, 1,00;
toplam klorofil % 11,76, 11,96, 21,60, 11,37; karotenoid degisme yok, % 7,03, 6,25,
7,81; olarak genel bir diisiis oldugu klorofil a/b oranlarinda ise % 4,19, 15,05, 12,75,
12,29 seklinde genel olarak arttigi gozlenmistir (Sekil 4.1, 4.2, 4.3 ,4.4 ve 4.5). Azalan

70



klorofil igerigi Al toksisite indikatorii olarak kabul edilmektedir (Ozyigit ve dig. 2013).
Al elektron akisini diisiirerek ve klorofil igerigini azaltarak fotosentezi negatif yonde
etkilemektedir. Yapraktaki klorofil igerigi azalmasinin Al kaynakli oksidatif zarar
neticesinde meydana geldigi diisiiniilmektedir. Ayrica, bir¢ok bitkide yapilan ¢alismada
Al stresinden kaynakli klorofil i¢eriginin azaldigi, karotenoid miktarlarininda klorofilde
oldugu gibi, konsantrasyonunun artmasina bagli azaldigi rapor edilmis olup bu durum
calismamizla uyumludur (Barbanas ve dig. 2000, Tabaldi ve dig. 2007, Zhang ve dig.
2008, Azmat ve Hasan 2008). Ozyigit ve arkadaslar1 (2013), pamuk bitkisinde yaptiklar
bir ¢alismada 0, 100 ve 200 uM konsantrasyonlarinda AIClz uygulamis ve klorofil ve
karotenoid miktarlarinda diisiis gozlemlemislerdir. Yine Ozyigit ve arkadaslar1 (2016),
B. daigremontianum bitkisini 0, 50, 100, 200 and 400 uM CdCl2 konsantrasyon gruplari
ile muamele etmis, klorofil ve karotenoid miktarlarinda konsantrasyon artisina bagh
azalma oldugunu ortaya koymuslardir. Sonug¢ olarak, bitkinin Kklorofil ve
karotenoidlerinin devam eden temel metabolik aktivitelerini gerg¢eklesmesine izin
verecek kadar etkilendigi ve bdylelikle bu gibi negatif biiylime kosullarinda hayatta

kalmay1 basardig1 goriilmiistiir.

Biyotik ya da abiyotik kosullar altinda bitkiler koruyucu ve adapte olmay: saglayan
mekanizmalar gelistirmistir. Abiyotik kosullar (kuraklik, tuz, soguk, sicak, kimyasal
bilesikler ve digerleri) altinda stres proteinleri homeostasinin  devamliginin
saglanmasinda olduk¢a Onemlidir (Wang ve dig. 2004, Vinocur ve Altman 2005).
Brassica campestris var. olifera tohumlarina soguk stresi (7 guin suresince giinde 2 saat)
uygulanmis ardindan tohumlarin yesil kisimlarinda protein ekstraksiyonu yapilmis ve
total protein miktarinin kontrol grubuna gére arttigi gozlenmistir (Kosakivska ve dig.
2008). Bir CAM bitkisi olan Aleo vera bitkisinde yapilan bir ¢alismada ise uygulanan;
0, 30, 60, 90 ve 120 mM NacCl stres gruplarinda (51 giin boyunca) kontrole gore total
protein miktrarinda yiikselme oldugu ortaya konmustur (Murillo-Amador ve dig. 2014,
Salinas ve dig. 2016). Calismamizda da total protein miktarinda konsantrasyona bagl
olarak artma meydana geldigi gozlenmis olup, bu hafif artig stres proteinlerinin

biyosentezi veya antioksidan enzimlerin artisi ile iligkilendirilebilir (Sekil 4.6).

RAPD analizi icin 25 farkli primer kullanilarak Al’un gesitli konsantrasyonlarina maruz
birakilmis B. daigremontianum yaprak hiicrelerinden ekstraksiyonu yapilan genomik
DNA’larin amplifikasyonlar1 gergeklestirilmistir. 25 primerden 15°i (~%60) gucli bant

motifi ortaya ¢ikarmasina ragmen 10 primer genomik DNA’nin amplifikasyonunda
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fonksiyonel olamamistir. AAAGTGCGGC (RAPD 9. primer Sentegen®) dizisine sahip
primer kullanilarak elde edilen bantlarin biiyiikliikleri 563-892 b¢ arasinda degistigi
ortaya konmustur. AAAGTGCGGC dizisine sahip primer Al’a maruz kalmis ve
kalmamis (kontrol ve asit kontrol) ornekler arasinda birbirlerinden ayrilabilecek bant
profillerinin i¢inde 7 tane tekrar olusturulabilen bantlarin ortaya ¢ikisinit saglamistir.
Temsili RAPD profilleri Tablo 4.7°de gosterilmektedir. Al’a maruz kalmis ve kalmamis
bitkilerden elde edilen DNA parmakizleri karsilastirildiginda birbirlerinden farkli
oldugu acik bir sekilde goriilmektedir. Al’a maruz kalan DNA parmakizi profilleri ile
kontrol ve asit kontrol grubunu DNA parmakizleri arasindaki temel farkliliga sebep olan
olaylar bazi varolan bantlarin kaybolmasi ve bazi yeni bantlarin olugmasidir. Al maruz
kalmis ve maruz kalmamis B. daigremontianum bitkileri Tablo 4.7°de ve Sekil 4.46°da
karsilastirilmistir.  Asit kontrol ve 50 konsantrasyon gruplarinda yeni olusan ve 100 ve
200 uM’lik Al stresi uygulamalarinda kaybolan bantin molekiiler biiyiikligi yaklasik
olarak 563 bg¢’dir. Bant yogunluklarinda kontrole gore genel bir diisiis olmakla birlikte
en fazla diisiisiin asit kontrol grubunda meydana geldigi ve 200 uM’da ise en az oldugu
ve 200 uM yoniinde azalma meydana geldigi goriilmektedir (Tablo 4.8).
GGTGGTGATG (RAPD 8. primer Sentegen®) dizisine sahip primer kullanilarak elde
edilen bantlarin biiyiikliikleri 100-983 b¢ arasinda degistigi ortaya konmustur.
GGTGGTGATG dizisine sahip primer Al’a maruz kalmis ve kalmamis ornekler
arasinda birbirlerinden ayrilabilecek band profillerinin i¢inde 20 tane tekrar
olusturulabilen bantlarin ortaya ¢ikisini saglamistir. Temsili RAPD profilleri Tablo
4.5°de gosterilmektedir. Al’a maruz kalmis ve kalmamis bitkilerden elde edilen DNA
parmakizleri karsilastirildiginda birbirlerinden farkli oldugu acik bir sekilde
goriilmektedir. Al’a maruz kalan DNA parmakizi profilleri ile kontrol ve asit kontrol
gruplarinin DNA parmakizleri arasindaki temel farkliliga sebep olan olaylar bazi
varolan bantlarin kaybolmasi ve bazi yeni bantlarin olusmasidir. Al’a maruz kalmis ve
maruz kalmamig B. daigremontianum bitkileri Tablo 4.5’te ve Sekil 4.45te
karsilastirilmistir. 50, 100 ve 200 pM’lik konsantrasyon grubunda yeni olusan bandin
molekiiler biyiikliikliigii yaklasik olarak 983 b¢’dir. Bant yogunluklarinda ise kontrole
gore biitlin batlarda artiglar meydana geldigi gortilmiistiir (Tablo 4.6).

B. daigremontianum’da yapilan baska bir calismada, kadmiyumun genotoksisitesi
arastirilmis ve DNA hasarlarinin tespitinde RAPD teknigi kullanilmistir. Yetistirilen
bitkilere 2 ay boyunca kadmiyum (CdCly) stresi 0, 50, 100, 200 and 400 uM
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uygulamalarina maruz birakilmis, kontrol ve konsantrasyon gruplarinda belirgin olarak
bant cesitleri, bant yogunluklarinda azalma ve artmalar elde edilmistir (Ozyigit ve dig.
2016). OPAO8 primeri kullanilarak elde edilen bantlarin buyiiklikleri 123-822 bg
arasinda degistigi ortaya konmustur. 100 uM konsantrasyonunda 123 bg¢ molekdler
biiyiikliigiinde bant yogunlugu azalirken; 50, 200 ve 400 uM CdCl> uygulamalarinin
402 ve 648 b¢ molekiiler biiyiikliiklerinde artmistir. Ekstra bant olusumu 50, 200 ve 400
uM konsantrasyon gruplarinda olusmus olup bunlarin molekiiler biiytikliikleri 286, 312,
348 ve 822 bg olup, buna karsin normal bantlarda kaybolma goriillmemistir (Ozyigit ve

dig. 2016).

Yapilan bir diger ¢alismada, misirda (Zea mays L.) kadmiyumun genotoksisitesi
arastirilmis ve DNA hasarlariin tespitinde RAPD teknigi kullanilmistir. Laboratuvar
sartlarinda misir tohumlar1 ¢imlendirilmis ve daha sonra ii¢ gilinliilk misir fidelerine 7
giin boyunca 40 ve 80 mgL™? Cd’ a (CdN206.9H.0, formunda) maruz birakilmigtir
(Shahrtash ve dig. 2010). Yetistirilmis ve Cd stresine maruz birakilmis misir bitkisi
fidelerinin kontrol ve konsantrasyon gruplarinda belirgin olarak bant cesitleri ve bant
yogunluklarinda azalma ve artmalar elde edilmistir. Ornegin OPAO02 primeri
kullanilarak elde edilen bantlarin biiyiikliikleri 221-1679 bg arasinda degistigi ortaya
konmustur. 40 mgL™? konsantrasyonunda kontrole kiyasla 1205, 874, 513, 221 bg
molekiiler biiyiikliigiindeki bantlarda kaybolma meydana gelirken ekstra bant olusumu
gdzlenmemistir. 80 mgL™ konsantrasyon grubuna bakildiginda ise 900 b¢ molekiiler
bliytikliiglinde ekstra bant olusumu gézlenmis olup kaybolan bantlar; 1205, 874, 513,
221 bc¢ molekiler buyukluklerindedir. OPAO2 primerinde ise elde edilen bantlarin
blyukltklerinin 1197-717 bg arasinda degistigi ve kontrollle kiyaslandiginda 40 mgL™
konsantrasyon grubunda ekstra bant olusumunun olmadigi, ancak 1197 ve 717 bg
molekiiler biiyiikliiklerinde bantlarin kayboldugu gdzlenmistir. 80 mgL™ konsantrasyon

grubuna bakildiginda ise ekstra bant olusumunun ve bant kaybolmasinin meydana

gelmedigi goriilmektedir.

Bir baska ¢alismada, RAPD analizi i¢in 7 farkli primer kullanilarak kursun stresine
maruz birakilmis ve birakilmamis (kontrol) ¢avdar kok hiicrelerinden ekstraksiyonu
yapilan genomik DNA’larin amplifikasyonlar1 gerceklestirilmistir. 7 primerden 4’1
(~%57) gucli bant motifi ortaya g¢ikarmasina ragmen 3 primer genomik DNA’nin
amplifikasyonunda islevsiz kalmistir. CTG AGG TCTC (RAPD lontek®) dizisine sahip
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primer kursuna maruz kalmis ve kalmamig 6rnekler arasinda birbirlerinden ayrilabilecek
bant profillerinin icinde 15 tane tekrar olusturulabilen giiglii bantlarin meydana geldigi
goriilmiistiir. Kursun stresi uygulanmis ve uygulanmamis bitkilerden saglanan DNA
ornekleri karsilastirildiginda Dbirbirlerinden farkli oldugu agik bir sekilde ortaya
konmusstur. Kursun stresi uygulanmig DNA Ornekleri ile kontrol grubuna ait DNA
ornekleri arasindaki temel farkliliga sebep olan olaylar, bazi varolan bantlarin
kaybolmasi ve bazi yeni bantlarin meydana gelmesidir. 100 ve 200 uM’lik kursun
stresine maruz kalan gruplarda yeni ortaya ¢ikan bantlarin molekiler buyiklikleri
yaklasik olarak 949, 965 ve 761 bg’dir. 200 ve 400 uM’lik kursun stresine maruz kalan
gruplarda kaybolan bantlarin molekiiler blyukltkleri ise yaklasik olarak 311 ve 1073
be’ dir (Igdelioglu 2014).

Cimlenme asamasindaki fasulye (Phaseolus vulgaris L.) bitkisi; Hg, B, Cr ve Zn toksik
elementlerine 150 ve 350 ppm konsantrasyonlari uygulanmis ve RAPD tekniginden
faydalanilarak fasulye kok ve yapraklarinda olast DNA hasarlar1 saptanmistir. RAPD
analizlerinde 12 primer kullanilmis ve DNA profilleri elde edilmistir. Toplam bant
sayisisinin 120 oldugu ve DNA bantlarinin biiyiikliigiiniin 263-3125 bg arasinda
degistigi ortaya konmustur. Hg, B, Cr ve Zn toksik elementleri ile muamelenin
sonucunda elde edilen polimorfizm oranlar1 sirasina goére %26,7, 45,8, 30,0 ve 25,3
oldugu tespit edilmistir (Cenkci ve dig. 2009). Bir diger ¢alismada ise bugday (Triticum
aestivum) bitkisinde, bor elementinin (H3BO3) genotoksik etkisi RAPD teknigi ile
kontrol edilmis ve 100 ppm dozajindaki muamelesinde énemli DNA degisimleri ortaya

konmustur (Kekec ve dig. 2010).

ISSR analizi igin 15 farkli primer kullanilarak Al’a ¢esitli konsantrasyonlarina maruz
birakilmis B. daigremontianum yaprak hiicrelerinden ekstraksiyonu yapilan genomik
DNA’larin amplifikasyonlart gergeklestirilmistir. 15 primerden 10™u (%66) gucli bant
motifi meydana getirmesine karsin 5 primer genomik DNA’nin amplifikasyonunda
islevsiz kalmistir. GAGAGAGAGAGAGAGAC (ISSR 2. primer Sentegen®) dizisine
sahip primer kullanilarak elde edilen bantlarin biiyiikliiklerinin 303-518 bg¢ arasinda
degistigi ortaya konmustur. GAGAGAGAGAGAGAGAC dizisine sahip primer Al’a
maruz kalmig ve kalmamis Ornekler arasinda birbirlerinden ayrilabilecek bant
profillerinin i¢inde 15 tane tekrar olusturulabilen bantlarin olusumunu saglamistir.

Temsili ISSR profilleri Tablo 4.1°de gosterilmektedir. Al’a maruz kalmis ve kalmamis
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bitkilerden elde edilen DNA 0Ornekleri karsilastirildiginda birbirlerinden farkli oldugu
apagik goriilmektedir. Al’a maruz kalmis ve maruz kalmamis B. daigremontianum
bitkileri Tablo 4.1°’de ve Sekil 4.43’te karsilastirilmistir. Kontrol, asit kontrol ve
konsantrasyon gruplart yeni olusan ve kaybolan bantlarin olmadigi, ancak Al
konsantrasyonunun artmasi ile bant yogunluklarinda belirgin bir azalma olugu agikca

gorulmektedir (Tablo 4.2).

ACACACACACACACACG (ISSR 7. primer Sentegen®) dizisine sahip primer
kullanilarak elde edilen bantlarin biiyiikliikleri 100-903 bg arasinda degistigi ortaya
konmustur. ACACACACACACACACG dizisine sahip primer Al’a maruz kalmis ve
kalmamis 6rnekler arasinda birbirlerinden ayrilabilecek bant profillerinin iginde 13 tane
tekrar olusturulabilen bantlarin olusumunu saglamistir. Temsili ISSR profilleri Tablo
4.3’de gosterilmektedir. Al’a maruz kalmis ve kalmamis bitkilerden elde edilen DNA
ornekleri karsilastirildiginda birbirlerinden farkli oldugu apagik goriilmektedir. Al’a
maruz kalan DNA parmakizi profilleri ile kontrol ve asit kontrol gruplarinin DNA
parmakizleri arasindaki temel farkliliga sebep olan olaylar bazi varolan bantlarin
kaybolmasi ve bazi yeni bantlarin olugsmasidir. Al maruz kalmis ve maruz kalmamig B.
daigremontianum bitkileri Tablo 4.3’de ve Sekil 4.44’de karsilastirilmigtir. 100 ve 200
uM’lik konsantrasyon grubunda kaybolan bantlarin molekiiler biiyiikligi yaklasik
olarak 903 bg olup, bant yogunluklarinda kontrole gore genel bir diisiis olmakla birlikte
100 ve 200 uM’lik konsantrasyon gruplarinda bu diisiis oldukga belirgindir (Tablo 4.4).

Yapilan bir ¢alismada, Plantago cinslerinde Al genotoksisitesi arastirilmis ve DNA
hasarlariin tespitinde ISSR teknigi kullanilmistir. Yetistirilen iki farkli Plantago
cinsinde (Plantago almogravensis ve Plantago lagopus L.) 400 uM konsantrasyonunda
7 ve 21 gun olmak Uzere kontrole kars1 ve iki farkli siirede Al stresi uygulanmistir. 10
ISSR primerinde polimorfik DNA bantlari meydana gelmistir. P. almogravensis,
bitksinde Al’un varliginda total bant sayisinin kokte 257 ve yaprakta 255 oldugu
gorilurken kontrol grubunda ise kokte 258 ve yaprakta 265 bant olusmustur. P.
Lagopus tiiriinde ise total bant sayisinin Al varliginda yaprakta 279 ve kokte 275
kontrol grubunda ise yaprakta 278 ve kokte 274 bant olustugu goriilmiistiir. ISSR
profillerindeki bu degisiklikler Al etkisinin ISSR markirlari tarafindan belirlenmesinde

iyi bir ara¢ oldugunu gostermektedir (Correia ve dig. 2014).
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Al konsantrasyonundaki artig ile birlikte B. daigremontianum bitkisinde total protein
miktarlarinda artma olmakla beraber fotosentetik pigment igeriklerinde diisiis meydana
geldigi ve genel anlamda mineral besin elementlerinde de diisiisler oldugu gozlenmistir
(Sekil 4.1, 4.2, 4.3, 4.4, 4.5 ve 4.6). RAPD ve ISSR profil sonu¢larimiza gore yeni
bantlarin ortaya c¢ikisi, kaybolusu ve bant yogunluklarindaki azalmalar genellikle 50,
100, ve 200 uM Al konsantrasyon gruplarinda ortaya ¢ikmistir. Yeni bantlarin ortaya
c¢ikisi, kaybolusu ve bant yogunluklarindaki azalmalar DNA’da olusan hasarin seviyesi
ile alakali olarak meydana gelmis olabilir. Bu ¢alisma ile birlikte toksik bir metal olan

Al’un bitkisel bir organizmanin karakterlerini etkiledigi gosterilmistir.

Uzun siire Al ile etkilesime maruz kalinmasi, hiicre cekirdegindeki DNA yapisini
etkilemektedir. Aliminyum DNA’ya veya kromatine baglanarak hiicre bolinmesini
engelleyebilmektedir (Matsumoto 2000, Bojorquez-Quintal ve dig. 2014). Soya
fasulyesiyle yapilan bir deneyde, diisiik alliminyum konsantrasyonuna maruz birakilan
koklerin farklilasmamis kok meristem hiicrelerinin ¢ekirdeklerinde aliiminyum simplast
yoldan ulasip baglanip baglanmayacagini anlamak amaci ile gerceklestirilen bir
calismada, fidelerin biiylime ortamina verilen 45 pM’lik aliiminyumun, kisa bir siire
icerisinde ¢ekirdekte birikerek mitotik aktiviteyi diistirdiigii gézlemlenmistir (Silva ve
dig. 2000, Vardar ve Unal 2012). Diger calismalarda da mitokondriyal islev
bozukluguna ve DNA’da fragmentasyona neden oldugu gorilmektedir (Li ve Xing
2011,Vardar ve dig. 2016). Bu tiir farkli DNA lezyonlar1 ve mutasyonlarinin varligindan
dolayr onemli yapisal degisikliklerin tetiklenmesi PZR olaylarinin kinetigini 6nemli
oranlarda etkileyebilmektedir (Bowditch ve dig. 1993, Pan ve Yu 2011). Yeni PZR
tiriinlerinin ortaya ¢ikisi yapisal bir degisiklikten ya da ortaya cikan biiylik nukleotid
eksilmelerinden veya homolog rekombinasyon gibi mutasyonlarin sonucu olarak
oligonukleotid isleme noktalarinda meydana gelir (Atienzar ve dig. 1999). Yapilan
caligmalar gostermistir ki DNA parmakizi toksik maddelerin etkilerinin tespiti i¢in

biyoindikatorlerden biridir (Atienzar ve Jha 2006).

Calismamizdan elde edilen veriler gostermistir ki Al bitkinin biitiin boliimlerinde
birikmistir ve bu birikim disaridan verilen Al artisina paralel olarak artmistir. Makro ve
mikro besinin aliminin, tasiniminin ve kullaniminin Al tarafindan degisiklige ugratildigi
gozlenmistir. Al fazlaliginin Ca, Cu, K, Fe, Mg, Mn ve Zn element degerlerinde; asit
kontrolden 50, 100 ve 200 puM yo6nune bir diisiis meydana getirdigi gortlmektedir. Na

elementinde ise kontrolde en diislik degerini aldig1 ancak asit kontrolde ise en yiiksek
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degere sahip oldugu goriilmekte, bu durum asitin Na alimini kontrole kiyasla hayli

arttirdigin1 gostermektedir.

B. daigremontianum’dan alinan yapraklardaki fotosentetik pigment igerigindeki
degisiklikleri, uygulanan Al konsantrasyonu ile ters bir iliski sergilemistir. B.
daigremontianum bitkilerindeki fotosentetik pigment seviyelerindeki diisiis RAPD ve
ISSR profillerindeki degisikler ile bir paralellik gostermistir. Bulgulardan yola ¢ikarak
DNA’da ortaya ¢ikan hasar uzantilarinin B. daigremontianum yaprak hicrelerine zarar

verdigi sdylenebilir.

Bu calismada, RAPD-PZR ve ISSR-PZR metodu Al tarafindan olusturulan genomik
diizeydeki degisikliklerin tespitinde bir aragtirma aracit olarak kullanilabilecegi
goriilmistir. RAPD-PZR ve ISSR-PZR yontemlerinin diger fizyolojik parametrelerle
birlikte disiniildiginde, Al toksisitesinin tayininde gucli birer strateji olarak
kullanilabilecegi sonuglar1 ortaya cikarilmistir. Deneyde kullandigimiz primerler Al’'un
sebep oldugu DNA diizeyindeki degisiklerinin tespitinde bize bilgi saglama yoniinden
olduke¢a kullanish olmustur. Ancak spesifik olarak DNA diizeyindeki modifikasyonlarin
gosterilebilmesi i¢in dizi analizi ya da daha detayli molekiiler deneylerin

gerceklestirilmesi gerekmektedir.

Sonug olarak, calismamizin Al’un bitkiler Gzerindeki etkileri ile ilgili ileride yapilacak
olan ¢aligmalara kaynak olacag: diisiiniilmektedir. Ayrica, karmasik bir kimyaya sahip
olan Al toksisitesinin bitkiler Uzerindeki mekanizmasinin ¢6ziilmesine katki saglayacagi

beklenmektedir.
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