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OZET

A. corsicum, yeni bir teknoloji olan bitkisel aritim c¢alismalarinda agir
metallerden 0Ozellikle nikelin cevreden temiz§i ve geri kazaniimasinda
kullaniimaya aday bir bitki olarak 6nem kazanmaktadir. Bu arastirmada A.
corsicum bitkisi doku kultiri sartlarinda 0,01 mM, 0,04 mM, 0,2 mM nikel
derisimleri varli ginda yetistirilmi stir. Bitkinin nikel biriktirme potansiyeli ve
metal icerigindeki degisim X 1sini floresans spektroskopisi (XRF) ile
belirlenmistir. Ayrica bitkinin gévde alt ve Ust yaprak ytzeylerinde Fe, My, Ca,
Ni metallerinin oranlari ve olusan morfolojik degisimler taramali elektron
mikroskobu-enerji dagilimh X 1sini analizi (SEM-EDX) ile belirlenmistir.
Bitkinin nikel metalini koklerden (499,7 ug/g) cok goévdesinde (932,9/9)
biriktirdi gi ve nikel metalinin artan derisimleri ile birlikte yaprak tlyd
yogunlugu ve yapisinda dgisiklikler oldu gu gozlenmitir. Degisiklikler yaprak
tuy uclarinda kivrilmalar, yer yer yaprak tuylerinin dinamik ve ¢i kintili
yapisini kaybetmesi olarak ortaya cikmgtir. Ayrica yaprak tiy merkezlerinin
degisik sekiller olusturdugu ve bunlarin Uzerlerinde duzensiz c¢ikintilarin
olustugu gozlenmitir. Bitki govde ve koklerinde yapilan antioksidant enzim
analizinde  govde ve koklerdeki katalaz ve glutatyon reduktaz enzim

aktivitesinin 0.01 mM nikel derisiminde belirgin bir arti s gosterdigi daha sonra



dustugu, askorbat peroksidazin ise govde ve kokteki aktivitesinin saded).04
mM nikel derisiminde belirgin bir arti s gosterdigi diger derisimlerde ise
aktivitenin degisken oldugu gozlenmistir. Bitkinin toplam yaprak proteinlerinin
sodyum dodesil sulfat poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-RAGE) ile
incelenmesi sonucu RuBisCo proteinine ait 49 kDa ve 14 kDgdi ginda iki
temel bant ve 45 kDa ve 18,4 kDa arasinda @gdan ¢cok sayida kuguk bantlar
tespit edilmistir. Bitkilere ait protein bant desenlerinin tim nikel derisimleri
icin ayni oldugu ve bantlarin yogunluk ya da hareket bakimindan kontrolden
fark gostermedigi gorulmustur. Rastgele ¢cgaltiimis polimorfik DNA-Polimeraz
zincir reaksiyonu (RAPD-PZR) isleminde denenen primerlerle 1000 bp-300bp
arasinda desisen bantlar elde edilmitir. OPW10, OPB10, OPAL7 primerleri ile
yapilan ¢gzaltmalarda bant farkliliklar gérilmezken, OPO04 ve B7 primerleri
ile elde edilen RAPD profillerinde bazi farkliliklar ortaya ¢cikmsstir. 0,2 mM
nikel derisimi uygulamasi ile bitkide farkli ifade edilen genler bulutnmus ve
bunlarin dizi analizleri yapiimistir. 0,2 mM nikel uygulanan bitkide
bulunmadig! gozlenen, farkli ifade edilen gen dizisilerinden biris Arabidopsis
thaliana 1. kromozom dizisinin BAC T24P13 kismina ait genomik idisi ile
%93 benzerdir. Nikel uygulanan bitkide ortaya c¢ikan farkl ifade olmus bir gen
dizisi ise Arabidopsis thaliana Lhca2 protein (Lhca2) mRNA’si ile %99
benzedir. Nikel uygulanan bitkide ifadesi azalan bir gen tisinin Lobularia
maritima kloroplast DNA’ si, tamamlanmis dizisi ile %99 benzer oldgu

gOorulmastar.
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ABSTRACT

A. corsicum is a candidate plant to be used in remediation a@nrecovery of
heavy metals especially nickel from the environment by a newec¢hnology
phytoremediation. In this study A. corsicum plants were growrn tissue culture
conditions supplied with 0,01 mM, 0,04 mM, 0,2 mM nickel concentrations. The
nickel hyperaccumulation potential and the changes in plant metal content
were detected by X-ray floresence spectrometer (XRF). HE density of the
metals Fe, Mg, Ca, Ni and morphological changes were detected wgiper and
lower stem leaves by scanning electron microscope energy disgive X-ray
anaysis (SEM-EDX). The shoots (932,5 ug/g) of the plant hyperaccuratéd
significantly more nickel than the roots (499,7 pg/g). The dengitof the
trichomes was reduced with the increasing concentrationsf nickel and some
changes at the structure of the trichomes were observedlhe changes are the
curved trichome tips and the loss of the dynamic and deiculated structure. At
0,04 mM and 0,2 mM concentrations the centre of the trichomesad some
different structures and denticulates. The analysis of amixidant enzyme
activities were performed at root and shoot samples. Catalase @mlutathione
reductase enzyme activity increased at 0,01 mM at both shoot amdots and

decreased with the 0,2 mM nickel concentration. Ascorbate pexidase activity



Vii

increased at just 0,04 mM nickel concentration and showed varidd values at
other concentrations. The total leaf proteins of the plant wer examined by
sodium dodecyl sulphate polyacrylamide gel electrophoresis (SBEAGE). Two
major bands were determined with 49 and 14 kDa molecular weigh Other
minor bants dispersed between 45 and 18,4 kDa. The protein bandi patterns
of all plants grown at different concentrations of nickel wee the same with each
other in the aspect of density and mobility. In random ampliled polymorphic
DNA polymerase chain reaction experiments (RAPD-PCR) bandtok place
between 1000 bp and 300 bp. The bands showed no difference at th
amplifications performed with OPW10, OPB10, OPA17 while they shovek
differences at some aspects with the primers OPOO04, B7iprers. Differentially
expressed genes (DEG) at 0,2 mM nickel treated plants wedetected by special
primers. One of the genes absent at 0,2 mM nickel treatedgsits is %93 similar
with Arabidopsis thaliana 1. chromosome BAC T24P13 part genomisequence.
A differantially expressed gene appearing at 0,2 mM nickel traad plants is
%99 similar with Arabidopsis thaliana Lhca2 protein (Lhca2) mRNA sequence
and another less expressed gene at 0,2 mM nickel treated plas %99 similar

with Lobularia maritima chloroplast DNA completed sequence.

Science Code : 203.1.104
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antioksidant enzymes, protein, RAPD-PZR,
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Bu calsmada kullanilmy bazi simgeler ve kisaltmalar, agiklamalari ile birlikte

asagida sunulmstur.

Simgeler Aciklama
o Alfa

bp Baz cifti
B Beta

C Santigrad derece
A Lambda

gr Gram

kb Kilobaz
kDa Kilodalton
mM Milimolar

M Molar

N Normal

mi Mililitre

pl Mikrolitre

L Litre

rpm Devir sayisi

% Ylzde



Kisaltmalar

AP

APX

CDF

cDNA
CPx-ATPaz
DNA

EDTA

ES

EST

GSH
ICP-MS
MALDI-TOF
MRNA

MT

Nramp
PAGE
PAH

PC

PZR
RAPD

RT

SAGE
SDS

SEM
SEM-EDX

TCA
TEMED
TPH

XiX

Acliklama

Amonyum per sulfat

Askorbat peroksidaz

Katyon difuzyon kolaylgtirici

Tamamlayici DNA

Sistein-Prolin-X ATPaz

Deoksiribo nikleik asit

Etilen diamit tetra asetikasit

Emisyon spektrometresi

Ifade edilen gen parcalarinin DNA dizilerinin
belirlenmesi

Glutatyon

Enduktif elesmis plazma-kutle spektrometresi
Kitle spektrometresi

Haberci ribonukleik asit

Metal b&layan protein

Dogal dayaniklilikla ilgkili makrofaj protein
Poliakrilamit jel elektroforezi

Polisiklik aromatik hidrokarbonlar

Fitoselatin

Polimeraz zincir reaksiyonu

Rastgele ¢galtiimis polimorfik DNA

Ters transkripsiyon

Seri gen ifadesi analizleri

Sodyum dodesil stilfat

Taramali elektron mikroskobu

Taramali elektron mikroskobu-enerjigiamli X
Isini analizi

Triklor asetik asit

Tetra etilen diamit

Toplam petrol hidrokarbonlari



Kisaltmalar

uv
XRF
ZIP

XX

Acliklama

Ultraviyole
X 1sini floresans spektroskopisi

Cinko ve demirle diizenlenerstgci proteinler



1. GIiRiS

Son yillarda endustriggne, teknolojik ilerlemeler, sayiar, dizensiz kentine,
nufustaki hizh biylime ve insanlardaki tuketim gaten artsi ile birlikte dozal
kaynaklar hizla tukenmekte, iklim gigiklikleri olmakta ve bunun sonucunda
insanglu bagta besin ve su yetersigliolmak tzere pek ¢ok problemle kakagiya
kalmaktadir. Tum bu gelineler cevre kirlilgi sorununun énemini ¢ok daha fazla
hissettirmgtir [1].

Toprak kirleticileri arasindagar metaller 6nemli bir yer tutmaktadim.opraklarin
agir metallerle kirlenmesi, endustriyel ve tarimsal faalgresonucu olabildi gibi,

agir metal iceren kayaglarin g#i nedenlerle ¢ozunerek su ve toprak ortamina
tasinmasi ile de ortaya cikabilmektedir. sBa nikel, kugun, kadmiyum, civa,
arsenik, krom gibi gir metallerin artan oranlari topraktaki mikrobiyal aktivitenin
bozulmasina, toprak verimiinin dismesine, biyolojik cgtlili gin azalmasina
neden olmakta, bunun yaninda besin zinciri yoluyla insan ve hayvanlgeaeke

buyik sglik problemlerini de beraberinde getirmekted.

Ulkemizde de sanaygene ve hizli kentlgne nedeniyle tarim arazileri amaclari
disinda kullanilarak hizla kalitesini kaybetmeye vg@irametallerce kirletiimeye
baslanmstir. Kentsel atiklar ve sanayi atiklari yeterli aritingsiséeri olmadgindan
dogrudan toprak, su ve denizlerimize lanaktadir. Ayrica tarimsal faaliyetlerde
urin miktar ve kalitesini arttirmak icin togga kargtirilan gubre, pestisid, hormon
gibi maddeler kirlenme oranini arttirmaktadir. Kirletgnsularin tarimsal sulamada
kullaniimasi &ir metal gibi kirleticilerin toprga gecmesine neden olmakta hatta bu
yolla kirleticiler besinlerimize kagmaktadirlar. Maden atiklari, otoyol saatlart,
araclarin yayd agir metaller de atmosfer ve topraktakiiametal oranlarinin
artmasina neden olmaktadir. Ulkemizde 0Ozellikle Gediz ve Cukurova asiavz
Karadeniz sahilseridi ve Marmara bdlgesiga metal kirliligi bakimindan risk

tastlyan bolgelerdir [3].



Agir metallerin topraktan temizlenmesi icin ggfilen yontemler kisa vadede iyi
birer ¢6zUm gibi gorunseler bile kirlgh tam olarak yok edememekte, s6z konusu
bolgeyi temizlerken kirlilgin baska bolgelere yayillmasina, ya dgirametalleri
uzaklgtirirken baka bazi kimyasal maddelerin topea karsmasina neden

olabilmektedirler. Bu yontemlerin maliyeti de oldukca fazladir [4].

Son yillarda “bitkisel aritim”, bga air metaller olmak Gzere pek ¢ok inorganik ve
organik kirleticinin ¢gevreden uzakkarilmasina yonelik umut vaad eden bir teknoloji
olarak on plana cikmaktadir. 8a Amerika Birlgik Devletleri ve Kanada olmak
Uzere pek cok ulkede arazi denemelerindesab@ak suretiyle uygulama bulrtur.
Bitkisel aritim; kirletilmi durumdaki toprak, su ve havanin, kirleticileri bulunduklar
ortamdan tutma, indirgeme veya giderme 6giglé sahip bitkilerce arindiriimasini
izah etmektedir ve bu Kkirleticiler arasinda metaller, pedtisi cozlculler,

patlayicilar, ham petrol ve turevleri ilesgé di ger maddeler bulunmaktadir [5].

Bitkisel aritim, geleneksel teknolojilerle kdastirildiginda en az gevresel tahribata
neden olan, maliyeti gik, estetik acidan halkin kabulini goéren bir yontemdir.
Kirlili gin henliz d&ik dergimlerde oldgu, sure sikintisi olmayan bdlgelerin
temizlenmesinde kullanilir. Ayrica biyolojik olarak elde edileretatier, geri
donisumleri s&lanarak ekonomik agidan gerlendirilebilir hale getirilmektedir. Bu
da yontemin sgadigi diger bir kazanctir [6].

Bitkisel 6zutleme; bitkisel aritim tiplerindendir vezia metallerin topraklardan
temizlenmesine yoneliktirBrassicaceaefamilyasi Uyelerinden pek gonun bu
sureci baariyla gerceklgtirdigi goralmustir. Alyssuncinsine ait pek ¢ok ttrin nikel
metalini biriktirmesi ve bazi turlerde bu oranin kuru yaprgkliginin %3’ Une

tirmanmasi bu alanda elde edigminemli bulgulardandir [7].

Dunyanin ceitli yerlerinde bitkisel aritim yontemi Uzerine elde edilergiber
degerlendirildiginde bu sureclerin anjdmasinda sadece bitki sistengatijeoloji

bilimi ve klasik i1slah yontemlerinin yeterli olmayagabitkilerin metal tolerans ve



metal biriktirme mekanizmalarinin agiemasinda modern molektler yontemlere de

ihtiya¢ duyuldgu gorulmektedir.

Bitkisel artim yontemlerinde sinirlayici faktorlerin sbada 6zellikle biriktirici
turlerin biyokutlesinin istenen buylklukte olmamasi, bitki koklenmesiniterlye
olmamasi ve mevsimsel dlar gelmektedir. Bitkilerin tohumsamasindan itibaren
toprakta yetmeye bglamalari ve buylime sirecleri esnasinda metal alimlarini
arttirabilmek icin cakmalar yapiimaktadir. Metalleri bitki tarafindan daha alinabilir
konuma getirebilmek amaciyla togea c¢sitli islah maddeleri ilave edilmekte ve

bitki-mikroorganizma ilkilerinden faydalaniimaktadir [8].

Metallerin bitki kok ve govdesinde hizli iletiminin @anmasi ve hicresel
bolmelerde etkili tutulumu igin pek ¢cok gen, protein ve enzim devrayeegiedir.
Tum bu sdreclerin ve gercekiaelerinde temel rolii oynayan genlerin bilinmesi

bitkisel aritimda yeni ¢ézimlerin Uretilmesine desteftaseacaktir.

Bitkilere gen aktarimi tGzerine kaydedilen hizl graleler bitkisel aritim alaninda da
uygulama alani bulmgtur. Caitli organizmalarda tespit edilen metale dayaniklilik
genleri izole edilerek aday bitkilere aktariimakta ve bu bitkileuygun arazi

kosullarinda metal biriktirme potansiyelleri incelenmektedir [9].

Bu calsmamizda nikel biriktirici tUrlerdermAlyssum corsicumun doku kulttrt
sartlarinda farkli nikel degimleri varliginda yetstirilerek nikel biriktirme potansiyel
ve metal icegindeki desisimin belirlenmesi, bitkiye nikelin d@gsen oranlarn
uygulandiktan sonra; yaprak morfolojisinde, antioksidant enzim aktivitesindattopl
yaprak proteinlerinde ve DNA profilindeki gigimlerin tespiti ayrica farkli nikel

dersimlerinde bitkide farkli ifade olunan genlerin ortaya ¢ikartilmasi amagidr.



2. KAYNAK ARA STIRMASI

2.1.Cevre Kirlili gi ve Agir Metaller

Gunumuzde endustrigme ile birlikte insanglunun hayat standardi da gun gectikge
artmaktadir. Ancak endustrgime sonucunda ortaya cikan tehlikelerin gbz ardi
edilmesi ya da elde edilecek olan faydalarins@bak zararlari arka planda birakmasi
nedeniyle dinyamizda olduk¢a buydk boyutlarda kirlilik problemleri meydan
gelmistir. Bu problemlerden bir tanesi de yuzey, yer alti suyu o@agin air

metallerle kirlenmesidir [10].

Topraktaki &ir metal kirliligi; endustrinin ve madencilik aktivitelerinin gghesiyle,
atik suyla yapilan sulamalarin ve aritma ¢camuru uygulamalayayginlamasiyla
kiresel bir problem halini almaktadir. Kirlergrioprazin karmaik fiziksel, kimyasal
ve biyolojik ozellikler taimasi, ayrica kirleticilerin toprak ortamindaki davsane
iliskilerine ait bilgilerin sinirh olmasi gibi faktorler, temé&he faaliyetlerinin
maliyetinin ylkselmesine bunun yani sira klasik atik bertaraf teklsoinin

uygulanmasinin da sinirli boyutlarda kalmasina sebepstinma1].

“Agir metal” terimi, metal toksikfii veya metal kirlilgi Uzerine yazilan bilimsel
yayinlarda yaygin olarak kullanilan terimlerden birisidir veraksi bu terim cevre
kirlili gi literatirtine yerlgmistir. Ansiklopedilerde ve sdzliklerde verilen tanimindan
yola cikilirsa @ir metal; 4, 5 ya da bunlardan daha fazla 6zgilliga sahip tim
metallere verilen addir. Boyle gliniince gir metal tanimi peryodik cetvelin tim
asagl Uyelerini kapsamaktadir. Ancak bu metallerden asil nispetekampunda
bulunan, dikkate deger miktarlarda cikartilip, kullanilan, halkin temasa gecehilece
yerlerde bulunan ve insanlara toksik etkileri olanlarindgmr anetaller olarak
bahsedilir.

Rodyum, titanyum, manganez, galyum, indiyum gibi elementler nadir olarak devrese
tehlike olgturduklarindan @r metal olarak adlandiriimaziar. Yine lantanid ve
aktinid serisinden metallerle zirkonyum, niyobyum, tektenyum, tungségryum,



osmiyumgibi elementler de 5’ ten buylik 6zgugidiga sahip olduklari haldega
metal kategorisinden cikartilghardir (Cizelge 2.1) [12].

Cizelge 2.1. Kritik olmayan ve toksik metaller [12].

Kritik olmayan metaller | Toksik fakat endefoksik ve kolay
metaller rastlanan metaller
Na, K, Mg, Ca, Fe, Ti, Hf, Zr, W, Nb, Be, Co, Ni, Cu, Zn, Sn,
Li, Srve Al Ta, Re, Ga, La, Os, As, Se, Te, Pd, Ag, Cd,
Rh, Ir, Ru, Ba Pt, Au, Hg, Tl, Pb, Sb, Bi

Agir metal kirliligi diger kirlenme tiplerinden farkhidir. &r metallerin ¢cevredeki ilk
kayna, dosal olarak var olan jeokimyasal materyallerdirgiAmetaller ¢cevrenin
tum bilesenleri icinde dgisen oranlarda mevcuttur. Bu bulyninsan aktivitesi ile
artabilir. Agir metaller asil kayaclarindaki dgmlerine ba&li olarak tim dinyada
farkli bolgelerde dgisen seviyelerde bulunurlar, 6fgfie Ni, Cr, Co serpentin
topraklarda bulunurken Zn, Pb ve Cd kalamin topraklarda yiksek seviyedgdir. A

metaller ¢cevrede kalicidir ve temizlenmeleri gtgttr [13].

As, B, Cd, Cr, Cu, Hg, N, Pb, Se, U, V, Zn gibi elementler topraktaikdi
dersimlerde bulunurlar ancak askeri operasyonlar, elektro kaplama, &stlarinin
yanmasi, madencilikpaden tasfiyesi, topga ¢camur ilavesi, gtbre Jyemyevi tarim

uygulamalar gibi insan aktiviteleri nedeniyle demleri artabilir.

Dustik dergimlerde Cu, Cr, Mo, Ni, Se ve Zn gibi bazi iz elementler
mikroorganizmalarin, bitkilerin ve insan da dahil olmak tzere hayvansagirkl
islev gormeleri ve dremeleri icin gereklidir. Ancak yiksek gerierde ayni temel
elementler toksiklik t@yabilir. As, Cd, Pb, Hg gibi bazi iz elementler ise temel
olmadiklari gibi cevredeki c¢ok diik dergimleri bile hem bitkilerde hem de
hayvanlarda toksikgie neden olabilir [14].



Agir metallerin artmasina neden olan insan aktiviteleri bunlarinegevhava, su
veya maden vyataklari iléetildigi sehir dglarina ve c¢opliklere kadar devam
etmektedir. Mesela maden yataklarindaki sizintilar nedemgfie sularindaki metal
derisiminin birkac bin kat artf goralmitir. Cevreye kagan metaller su ve hava
ile tasinir ve sonunda artik tutuklangnihale gectikleri toprak ve sedimentlere

ulasirlar. Yine de bunun olmasi icin gegcen zaman ¢ok uzun olabilir.

Metallerin topraktaki biyolojik olarak elde edilebilir kisminin taga baglanma
peryodunun banda yiksek oldgu fakat bunun zamanla azadgorulmitir. Bu
yuzden fazla miktarda biyolojik olarak elde edilebilir metgrmesi bakimindan,
insan aktivitesi ile ortaya ¢ikan metaller, yataklarindan kaynaklaemelde yiuksek
seviyede ancak guk akinti kabiliyetine sahip metallerden daha blyuk bir problem
olusturmaktadir [15].

Agir metal kirliliginin giderilmesi toprak, su ve sedimentlerden gidermek Uzere pek
cok teknik geltirilmistir. Bunlardan bazilari kimyasal muamele, tgpnayikanmasi,

IsI ile ya da coOzeltilerle cangtarma, elektrokinetik aritim, yakma, arazi doldurma,
bitkisel aritimdir. Su icin ise; iyon @simi, elektrokimyasal indirgeme, adsorbsiyon,
membranla aystirma ve filtrasyon, kimyasal tutulum, ters ozmoz, aktif karbon,

biyosorbsiyon gibi yontemlerdir [5].

Agir metal Kirliliginin giderilmesi icin geltirilen teknikler bazi 6zel durumlarda
basarili olabildigi halde istenmeyen metabolik Grinlerin @lmuna neden olmalari,
alan tahribati veya uzun sureli destabilizasyona yol acmedapotansiyel olarak
artis gosterme kabiliyetindeki kirletici hareketfilnin varolan teknikleri kisitlama
ihtimali tasimasi bakimindan uygulamalari kisitli tekniklerdir [16]. Daha da tsem
cevrenin iyilatirilmesi icin kullanilan bu tekniklerin parasal maliyeti dedwkca

yuksek olabilmektedir. Buna bir ¢6zim bulmak amaciylgtaraalar &ir metal

temizligi icin alternatif, dgik maliyetli metotlar bulmaya yonelgtir [17].



2.2.Bitkisel Aritim

Bitkisel aritim; kirletiims durumdaki toprak, su ve havanin; metaller, pestisidler,
cbzlculer, patlayicilar, ham petrol ve tlrevleri ilesittie diger Kirleticileri
bulunduklarn ortamdan tutma, indirgeme veya giderme @eedli sahip bitkilerce

arindiriimasini izah etmektedir [5].

Vejetasyonun varfi; toprakta ve sudaki Kkirleticiler Uzerine farkli etkiler
yaratabilmektedir. Calmalar vejetasyon bulunan topraklarin, toplam petrol
hidrokarbonlarini (TPH), polisiklik aromatik hidrokarbonlari (PAH), pstéri,
klorlu ¢ozuculeri ve surfektanlarvejetasyonu olmayan topraklara gére daha etkili
bir sekilde indirgeyebildiini, ortadan kaldirabilgini ve minerallgtirebildigini

gOstermektedir.

Belli bazi bitki kokleri kadmiyum, bakir, nikel, ¢inko, kun ve kromu da iceren
metal Kkirleticileri absorblama ya da immobilize etme bggideyken bazi bitki
turleri organik ve besleyici Kkirleticileri metabolize etmga da biriktirme
Ozelligindedir. Bitkiler, mikroblar, toprak ve kirleticiler arasindaki gine karmark

ili skiler dizisi bu caitli bitkisel aritim sureclerini mimkin kilmaktadir [18].

Toksik elementlerin vagiinda gelgebilen bitkileri tanimlarken tolerant, indikator ve
hiperakimulatér (yiksek seviyede metal biriktiren) gibi terinkellaniimaktadir.
Tolerant bir tlr dier tum bitkiler icin toksik olan 6zel bir elementin gerilerinin
bulundigu toprakta gedebilmekte olan turdir. Hem indikatéor hem de
hiperakimulatoér tarler ayni zamanda tolerant ikensigalar mekanizmalardaki

genetik farkliliklar da ortaya koymaktadir [19, 20, 21].

Tolerant tirler ayni zamanda indikat6r veya hiperakiimulatér olmak zodepididir
cunkt tolerant olup metal biriktirmeyen tirler, metallerin sadkdle dokusuna
girmesini engellemektedir [22]. Ancak bazi e¢alalar ise metallere tolerans
mekanizmalarindan birisinin engelleme mekanizmagil deetal alimi oldgunu

gostermektedir. Bu ise metal tolerant genotiplerin ayni zamandal mektirici



oldugu anlamina gelmektedir. Toleransin u¢ noktasindaki bitkiler hipertolerans

gostermektedir ve dokularinda yuksek gierlerde metal biriktirmektedirler [23].

2.3.

Bitkisel Aritim Tipleri

Bitkisel aritim tipleri, bitkide aritim gercekigrilirken kullanilan mekanizmalara

gore farkliliklar gostermektedir. Farkli kaynaklarda bu mekanameok caitli

verilmesine rgmen temelde indirgeme, bitki tarafindan Ozutleme, bitki tarafindan

tutulum, ve bu mekanizmalarin bigiminden ibarettirler (Cizelge 2.2).

Cizelge 2.2 Bitkisel aritim tipleri [6].

birakilmasi

Mekanizma Siirecin Ortam Kirleticiler Bitkiler Gunumuizdeki
Amaci durum
Bitkisel Kirleticinin Toprak, Metaller:Ag, Cd, Co, Cr, Cu| Hint hardali,Thlaspi | Laboratuar,
ozitleme ozltlenmesi | sediment ve| Hg, Mn, Mo, Ni, Pb, Zn;| turleri, Alyssum| pilot ve arazi
ve tutulmasi | camurlar Radyonukleidler®sr, *'Cs, | turleri,  Aygicesi, | uygulamalari
B9py, B33y hibrid kavaklar
Kokte stizulim | Kirleticinin Yer alti suyu,| Metaller, Radyonukleidler Aycige hint | Laboratuar ve
Oziutlenmesi | yiizey sulari hardali, su sumbdli| pilot dlgekli
ve tutulmasi
Bitkisel tutulum Kirleticilerin | Toprak, As, Cd, Cr, Cu, Hs, Pb, Zn Hint hardali, hibridArazi
yikimi sediment ve kavaklar, otlar uygulamasi
camurlar
Kokte indirgeme | Kirleticilerin | Toprak, Organik bilgikler, (TPH, | Kirmizi dut, otlar,| Arazi
yikimi sediment PAHIar, pestisidler, klorlu| hibrid kavak, su| uygulamasi
camur ve yer| ¢oziciler, PCBler) kamsl, piring
alti suyu
Bitkisel Kirleticilerin | Toprak, Organik Dbilsikler, klorlu | Algler, su avizesi,| Arazi
indirgeme yikimi sediment coziculer, fenoller,| hibrid kavak, kara| denemesi
camur, yer| herbisidler, savaatiklari s, bataklik
altt suyu ve servisi
ylzey sulari
Bitkisel Kirleticilerin | Yer alti suyu,| Klorlu  ¢dziicller, bazi| Kavaklar, kaba| Laboratuvar ve
buharlatirma ortamdan toprak, inorganikler (Se, Hg ve As) | yonca, top akasya, arazi
alinarak sediment, hint hardali uygulamasi
havaya camurlar




Bitkisel dzutleme 0Ozellikle degar metaller ve metaloidlerin bitki kdklerince hemen
bitkinin toprak Ustl organlarina iletiimesi suretiyle yok edilmesggerir [24, 25].
Kirleticiler govdede ve yapraklarda biriktirilir, daha sonra Wiirici bitkiler ile

birlikte hasat edilerek bolgeden uzagtialirlar.

Bitkisel Ozutleme ikisekilde olabilir; surekli veya uyarilmi Strekli 6zitleme;
yasam sureleri boyunca toksik kirleticilerin yiiksek seviyeleriniliiren bitkileri
gerektirir ki bunlara hiperakimulator bitki denmektedir. Uyarlidzitlemede ise
topraza katalizorler veyaelatlayicilar ilave edilmek suretiyle bitkide belli biraan

aralginda toksin biriktirme duzeyi arttirilir [26, 27].

Bitkisel 6zutleme metallere (Ag, Cd, Co, Cr, Cu, Hg, Mn, Mo, Ni, Pib,vB),
radyonukleidlere %fsr, 'Cs, #3%4Z3§)) ve metal olmayan (B)lara
uygulanabilmektedir ¢iinki bunlarin bitki icinde daha ileri bir parcal@mgramasi
ya da yapilarinda bir @esiklik olmasi s6z konusu gédir [28, 29].

Bitkisel 6zutleme genel olarak bitki tarafindan alinan organik veepieskirleticiler
icin gegerli dgildir ¢ciinkii bunlar metabolize edilmekte, gilgirilmekte veya bitki
tarafindan atmosfere verilmekte, bdylece de kirleticinin birginnlenmektedir.
Sediment ve ¢amurlardaki kirleticiler de bitkilerce 6zitlenebiérine rgmen bu
yontemde hedef ortam genelde topraktir. Ylizey sularindaki ¢ozimehiealler
veya yer alti sulari da belki kdkte suzulum tgkie birlestirilerek bitkisel 6zitleme

yoluyla temizlenebilir [6].

Bitki, yiksek degimlerde metal biriktirirken kayda d@er bir biyokutleye ulgtlyorsa
onemli bir miktarda metal topraktan uzaglalabilir. Metalce zengin bitki materyali
toplanir ve gelimis tarimsal teknikler kullanilarak bdlgeden uzakialabilir. Bu
esnada geleneksel aritim yontemlerinde gldgibi yizey toprg kaybi onlenir.
Biyokitle ekonomik 6neme sahip metalleri geri kazanmak icin geri stime
ugratilabilir [30]. Bitkisel madencilik olarak adlandirilan bu geviesggulama
hentiz bgangic gamasindadir ve dzellikle de geleneksel madencilik yontemlerinin

uygulanmasinin ekonomik olmayacaogal bolgelerde denenebili§é€kil 2.1) [14].
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Bitkisel tutulum toprgin kimyasal, biyolojik ve fiziksel durumunun gstirilerek
toprak Kkirleticilerinin  dgal bir sekilde tutulumu amaciyla vejetasyonun
kullaniimasidir [6]. Boylelikle ¢bziinmeyen kirletici tipleriniayasi arttirilir. Metal
kirleticilerin daha az c¢oOzunmesi demek toprak profilinden daha az sézillm
demektir, boylelikle de insanlar, hayvanlar veya bitkilerle biyklojarak etkilgime

gecmesanslar da daha az olacaktir [31].
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Sekil 2.1. Bitkisel 6zutleme sireci [32].
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Bitkisel tutulumda bitkiler ayni zamanda erozyonu 6nlemek icin ylizayiamak ve
suyun sizmasini 0nlemek amaciyla kullanilirlar ayrica toprdkfaudan temasi
onlemek icin bir engel olaraks igortrler. Bitkisel tutulum Kkirleticileri topraktan
uzaklatirmaz fakat insan gagina ve gevreye olan zararlarini farkl, koruyucu bir

strateji ile azaltir [31].

Genelde bitkisel tutulum ¢aamalari Pb, Cr, Hg gibi metaller Gzerinegyolasmistir

[6]. Etkili bir bitkisel tutulum sureci kirletici ¢ozUnUr§iiinin ve sizintisinin
istenmeyen etkilerini 6nlemek amaciyla kok boélgesinin, kok salgitgr
kirleticilerin, glibre ya da toprak islahinda kullanilan maddelenmy&sinin cok iyi

anlailmasini gerektirir [17].

Bitkisel stizulim zararli bikgklerin 6zellikle de gir metaller veya radyonukleidlerin
su cozeltilerinden absorblanmasi, gigrhale getirilmesi ve/veya tutulmasi icin bitki

koklerinin kullaniimasi olarak tarif edilebilir [33 ].

Bitkisel stiztlim, ylzey sularina, atik sulara ya da yiizeye g¢mkgryer alti sularina
uygulanabilir. Kirletici; tipine, degimine ve bitki tirtine gore kdk yuzeyinde, kok
icinde kalabilir ya da bitkinin ger kisimlarina iletilebilir. Bitkisel stzulimun,
bitkisel 6zltlemeden farki kirleticinin Blangicta topraktan ¢ok suda yer almasidir.
Ayrica etkili bir bitkisel 6zutleme igin biriktirmenin bitkinin togk Gstl kisimlarinda
gerceklamesi gerekmektedir. Bitkisel stzulim sdé kirletici oranlarina sahip,
blylk hacimlerde sulari muamele icin uygundur. Temel olarak metalPb, Cd,
Cu, Fe, Ni, Mn, zZn, CP) ve radyonuklidlere uygulanmaktadi®®$r, **'Cs, 38U,
23%U) [18].

Bitkisel indirgeme kirleticilerin alimi, bitki icinde metabadiz edilmesi ve
indirgenmesi ya da toprak, sediment, camur, yer alti suyu veyg didarindaki
kirleticilerin bitki tarafindan Uretilen ve serbest birakilan erierce indirgenmesidir.
Bitkisel indirgeme rizosferle Igantili mikroorganizmalara dayal giédir. Bitkisel

indirgemeye maruz kalan kirleticiler organik Bilder, sava atiklari gibi organik
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bilesikler, klorlu coztculer, herbisidler ve insektisidler ve inorganik besileydir

[6].

Kdkte indirgeme toprakta @al olarak gercekigmekte olan biyolojik parcalanmanin
bitki kokleri yoluyla arttiriimasidir ve bu sayede organik kidetiok edilmekte ya
da zehirsiz hale getiriimektedir [18]. Bitkisel indirgemede @gldgibi bu sirecte de
organik kirleticilerin enzimatik parcalanmasi vardir fakat agamanda mikrop
enzim aktivitesi de devreye girmektedir. Kirlegnolgelerdeki bitki tipleri mikrop
populasyonlarin miktarini, edili gini ve aktivitesini etkiler [34]. Bazi bitkiler
toprakta daha aerobik bir ortam yaratarak mikrobial aktivitegrmybu da organik

kimyasal kalintilarin oksidasyonunu arttirir [35].

Bitkisel buharlatirma sirecinde c¢6ztnebilen kirleticiler su ile koklere alindiktan
sonra yapraklara iletilir ve stomalar yoluyla atmosfere Hagtailir. Etkili bir
bitkisel aritim i¢in indirgenme Urind ya da gdgirilmis yapinin bglangictaki
kirleticiden daha az zehirli olmasi gerekir [36]. En belirgin uggw ise Hg ve Se’

da gorulmektedir [37].

2.4. Bitkisel Aritimin Yararlari ve Sinirliliklari

Bitkisel aritimin en avantajli yonlerinden birisi maliyetidddlgeyi gozlemleme ile
ilgili maliyet sayllmazsa temel harcamalar; tgprahazirlanmasi, tohumlarin ekimi,
yabani ot ve zararlilarin kontroll, bitkilerin hasat edilmesi veoldiglenin imha
edilmesidir [38]. Ayrica metallerin geri dogiimu de ileri bir ekonomik avantaj

sazlamaktadir [39].

Toprak, dgal yollarla muamele edil@inden toprak dinamikleri bozulmamaktadir.
Bitkiler ayni zamanda toprak besleyicilerini dezlsanakta ve riizgarla ya da su ile
erozyonu 6nlemektedirler. Bu yontem gahlarin kirleticilerle muamele siresini en
aza indirgemektedir [40]. Ayrica zehirli bir atik bolgesinin bitk@eiyilestiriimesi

halk agisindan estetik olarak memnun edici ve daha kabul edilebilir olacaktir [38].
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Bitkisel aritimin en 6nemli dezavantaji bitki kdklerining syayilimindan dolayi
kirleticilerin temizlenmesinde derinlik sinirlamasinin olmasidioprak ve suyun
etkili bir bitkisel aritimi icin kirleticilerin bitki kdklerininetki alani icinde olmasi
gerekmektedir [18]. Mevsim engelleri ve pek c¢ok biriktirici bitkirnjavag buyuyen
turler oldyu g6z 6nune alinirsa zamanin en 6nemli sinirlayici etkenlerdepuoldu
gorultr. Daal bir biriktirici thrtn tipik bir bélgeyi temizlemesi igin geesi gereken

zaman 13-16 yil olarak belirlengtir [41].

Yuksek &ir metal degimleri bitkilere zehir etkisi yapabilmektedir bu nedenle
bitkisel aritim uygulamasi esnasinda da kirleticiler ¢céwyetik kominitesi icin risk
faktorleri taiyabilir. Basta radyonuklidlerin bitkisel aritimi olmak Uzere tim
tekniklerde bitkilerin birsekilde besin zincirine katilabilme imkaninin olmasi bu
dezavantaji 6n plana cikartmaktadir. Bu ylizden mutlaka atiklarin maamele

edilecei ile ilgili politika gelistiriimelidir [42].

Bitkisel aritimda kullanilabilecek ideal bir bitkinin sahip olmgsreken 6zellikler

sOyle 6zetlenehbilir;

-Oziitlenecek metalleri tercihen toprak Usti kisimlarinda biriktirme
-Biriktirilen metallere tolerans gbsterme

-Hizl buydyebilme

-Kolay hasat edilebilme

-Ko6k uzunligunun fazla olmasi

-Tum yil boyunca ya da birka¢ mevsim devamlilik gosterebilmesi

-Cesitli stres kaullarina dayanikhlik [43].

2.5. Nikel Toksikligi

Cevrede parcalanamayan, kalici, biyolojik olarak biriktirilen ve tokstkiler
gOsteren kimyasallar kolay metabolize edilemezler. Cevreyazakiktarlarda dahi
salinsalar insanda veya ekolojik besin zincirlerinde birikebilvierinsan sgigina
ya da cevreye zararli olabilirler. Nikel metali bu kimglasnaddelerden birisidir.
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Metallere sertlik, giic ve korozyona dayaniklilik vermek icin iladglir. Nikel
bilesikleri; nikel kaplama, seramikleri renklendirme, batarya yapiibi iglerde ve

kimyasal reaksiyonlarin hizini arttiran katalistler olarak kullaarl{@d4].

Nikel, diger metallerle birlgerek yerkabgunda ve toprakta gal olarak bulunur ve
volkanlardan puskdrttltr. Cevrede oksijen ya da sulfur ile deirgk oksitler veya
sulfidler olarak bulunur. Nikel atmosfere nikel madegciéisnasinda ya da aimlar
veya nikel bilgikleri yapan endustrilerin faaliyetleriyle salinir. Bu endustritikeli

ayni zamanda atik sularla da verebilirler.

Cevreye salinan nikelin ganlugu demir ya da manganez iceren parcaciklara gugli
bir sekilde ba&lanarak toprak ya da sedimentlere kariAsidik sartlarda nikel
toprakta daha hareketlidir ve yer altl suyuna sizadiisanlar nikele hava, icme
suyu, yiyecekler yoluyla veya sigara icerek maruz kalabilirlekei maruziyetin bir
yolu da nikel iceren toprak, su ve metallerle ya da nikelle kaptammatallerle deri

temasidir.

Paslanmaz celik ve bozuk paralar, micevherler, nikelle kaplanmyaktia nikel
alssimlarindan yapilmaktadirlarinsanda nikel zararlarinin goérilebilgcehedef
bolgeler nefes alma ile maruziyet sonucu soluk borusu, yine nbfes\e &z
yoluyla maruz kalma sonucu Ureme sistemi vesgadkte olan organizma, nefes

alma, &z ve deri temasi sonucu@dsklik sistemidir [45].

2.6.Alyssum corsicunDuby (Brassicaceaeye Serpentin Topraklar

Nikel metalinin yilksek degimlerine (%9,21)ilk defa Minguzzi ve Vergnano [46]
tarafindan, Floransa bolgesinde yaydgiosterenAlyssum bertolonibitkisinin kuru
yapraklarinda rastlangiir. Basta herbaryum ornekleri tzerinden ydritilen daha
sonraki cakmalarla nikel biriktiren tirlere yenileri eklengnve kuru materyalinde
>1000 pg/g (0,1 %) nikel bulunduran bitkiler yiksek seviyede metal biciktir
(hiperakimukatdr) olarak adlandirigtir. Bu terim serpentinlerde yegin biriktirici
olmayan turlerde olmasi beklenen en yukseted#en 100 kat daha fazla bir demi
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temsil etmektedir Alyssumtirtine ait cinslerdeki Ni biriktirme orani géz oOnlne
alinarak 168Alyssuntiri incelenmi ve 45 biriktirici ttr belirlenmitir (Bkz. Cizelge
2.3.) [47].

Tarkiye florasinin 6nemi ise neredeyse tégssumtirlerinin yarisindan fazlasinin
ve yiksek seviyede metal biriktiren turlerin yarisindan fazlashamkiye’ de yer
almasindan kaynaklanmaktadir. Turkiye’ de metal biriktirme @zdlrassicaceae
da sadeceAlyssum da desil Bornmulleria, Cochlearia, Thlaspi, Aethionemnva
Centaureaturlerinde de gorulmektedir. Turkiye’ niAlyssumtirlerinden yuksek
seviyede metal biriktirenleA. callichroumBoiss.& Bal.,A. caricumT.R. Dudley &
Hub.-Mor., A. cassiumBoiss., A. cypricum Nyar., A. dubertretii Gomb., A.
floribundumBoiss. & Bal.,A. muraleWaldst & Kit. subspmuralé ye ait iki varyete
(var. muraleve varharadjianii (Rech) T.R. DudleyA. pterocarpunil.R. Dudley ve
A. samariferunBoiss & Hausskn. Aslinda Turkiye’ nin bati ve ortasinda en az bir
nikel biriktiren Alyssumtirinin olmadii belli bir serpentin bélge bulmak c¢ok
zordur ve bunlarin pek ¢a da Turkiye’ ye endemiktir [48].

Alyssum corsicuml9. yuzyilin balarinda kegfedilmis ve o zamanlarda Korsika'ya
endemik oldgu digunulmistir. Bununla birlikte 1950’ lerde A. Huber-Morath bu
bitkinin Turkiye'nin tahil ve eski medeniyetlerce zenginlik géstebati Anadolu
bdlgesinde gegiyayilisli oldugunu bulmgtur. A. corsicumun Korsika'ya gemilerle
tahil tginmasi sirasinda yabani ot tohumu olarak yhkla geldigi gorilmektedir.
Serpentin topraklara endemiktir, g&hi ve tohum c¢imlenmesi igin bu tip bir

substrata intiyac duyar [47].

A. corsicum’un Ulkemizde yayi$i gosterdgi yerler izmir, Kitahya, Burdur, Mgla,
Denizli, Antalya civaridir. Kayalik yerler ve steplerde 0-138@nasi yuksekliklerde
yetisir. Ciceklenme zamani Mayis, Temmuz aylari arasindadirsthettopraklar

genel olarak serpentin topraklardir (Resim 2.1) [49].
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Resim 2.1Alyssum corsicurbuby [50]

Serpentin [MgSiy(OH)s] 6ncelikle ultramafik (yiksek magnezyum ve demir igeren)
kayaclarda hakim bulunan kaya giuwran yaygin bir mineraldir. Bu kayalardan
kaynaklanan topraklarda ggdn farkli bodur tipteki vejetasyona serpentin vejetasyon
denmektedir. Serpentin topraklar yiksek seviyede nikel (Ni), kobalt V€ krom
(Cr) ve diuk seviyede nitrojen (N), fosfor (P), potasyum (K), kalsiyum (@&)
yiksek Mg/Ca orani ile karakterize edilirler. Bu u¢c kimyasatllider serpentin
topraklari pek ¢ok bitki tird icin yanmaz kilar fakat endemik serpentin taksalarin

evriminde de temel bir segici gu¢ glurur [51].

Nikel serpentin topraklarda toprak c¢ozeltisindeki yiksek c¢ozUgiime bagli olarak
zehirlilige sebep olabilmektedir. Serpentin kayaclar kira¢ olaraknduilarlar ¢unki
genelde seyrek bir vejetasyonu barindirirlar. temel elemeatleok fakirdirler bu
yuzden de tarimsal bir 6nemleri yoktur. Serpentinofitler kuraklk, besin strgsin yir
metaller ve yiksek ygunlukta siga maruzdurlar. Serpentin habitatlar ve turler tim
dinyada tehdit altindadir. Habitat kaybin&lbalarak pek ¢cok serpentin endemik tir
yok olma tehlikesi ygamaktadir. Bu habitatlar biyog#ili gin merkezidirler ve mutlaka

korunmalari igin stratejiler gatirilmelidir [52].
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Cizelge 2.3. Nikel biriktirerAlyssunturleri, biriktirme oranlar ve dalislari [53].

Nikel biriktirme oranlari
(kuru airhginda) Latince adi Dailimi
(mg/kg)
9090 Alyssum akamasicuBiL. Burtt Yayils. Kibris
4480 Alyssum alpestre Yayilis. G. Avrupa
8170 Alyssum anatolicurilyar. Yayils. Turkiye
29400 Alyssum argenteurll. Yayilis. italya
10200 Alyssum bertolonisubsp ScutarinumNyar. Yayils. Balkanlar
10900 Alyssum callicrunBoiss. and Balansa YawliTurkiye
16500 Alyssum carciunT.R. Dudley & Huber-Morath Yayd! Turkiye
20000 Alyssum cassiudoiss Yayilis. Turkiye
16300 Alyssum chondrogynuBiL. Blurtt Yayilis. Kibris
13500 Alyssum ciliciunBoiss. and Balansa YawliTurkiye
4900 Alyssum condensatuBoiss. And Hausskn. Yawlilrak, Suriye
18100 Alyssum constellatuiBoiss. Yayilg. Turkiye
13500 Alyssum corsicurbuby Yayils. Korsika
10400 Alyssum crenulaturBoiss. Yayilg. Turkiye
23600 Alyssum cypricunyar. Yayils. Kibris
19600 Alyssum davisianu.R. Dudley Yaylls. Turkiye
11700 Alyssum discolofr.R. Dudley & Huber-Morah Yayd Turkiye
16500 Alyssum dubertretiGombault Yayilg. Turkiye
4550 Alyssum euboeuialacsy Yayil. Yunanistan
11500 Alyssum eriophyllurBoiss. and Hausskn. YawliTurkiye
3960 Alyssum fallacinunBoiss. and Balansa YawliGirit adasi
7700 Alyssum floribundurBoiss. and Balansa YawliTurkiye
7390 Alyssum giosnanumyar. Yayils. Turkiye
12500 Alyssum heldreichiHausskn. Yayi§. Yunanistan.
13500 Alyssum huber-morathii.R.Dudley Yayils. Turkiye
22400 Alyssum lesbiacurP. candargi) Rech.f Yawli Yunanistan
13700 Alyssum markgrafiD.E. Schulz Yayi§. Arnavutluk
24300 Alyssum masmenkaeuBoiss. Yayilg. Turkiye
7080 Alyssum mural&Vealdst and Kit Yayif. Balkanlar
4590 Alyssum obovatufC.A. Mey) Turez Yayl. Rusya
7290 Alyssum oxycarpurBoiss. And Balansa Yaysli Turkiye
7600 Alyssum peltarioidesgnggy\)/irgatiforme Nyar. T.R. Yayilis. Tiirkiye
21100 Alyssum pinifoliun{Nyar.) T.R. Dudley Yayiy. Tirkiye
22200 Alyssum pterocarpum.R. Dudley Yayilg. Turkiye
12500 Alyssum robertianurBernard ex Godronand Gren YayilKorsika
7860 Alyssum penjwinensiBR. Dudley Yayily. Irak
18900 Alyssum samariferurBoiss. & Hausskn. Yayy! Samar
18, gggkllaal:gg? ' Alyssum serpyllifolium Yayilis. Portekiz
1280 Alyssum singarendgoiss. And Hausskn. YaygliIrak
10200 Alyssum syriacurhlyar. Yayils. Suriye
6600 Alyssum smolikanuiiyar. Yayils. Yunanistan
3420 Alyssum teniurkialacsy Yayll. Yunanistan
11900 Alyssum trapeziformiyar. Yayils. Turkiye
17100 Alyssum trodiBoiss. Yayilg. Turkiye
6230 Alyssum virgatuniNyar. Yayilg. Turkiye
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2.7. Bitkilerde Metal Birikimi icin Gelistirilen Mekanizmalar

Pek cok &ir metal yetgme ortaminda diilk dersimlerde (mikrobesleyiciler: Cu, Zn,
Fe, Mn, Mo, Ni, Co) bulunduklarn takdirde bitkiler ve hayvanlar icin gedekl
Sinir dergim gegildigi anda zehirli hale gelirler ve bu andan itibaren mikrobesleyici

terimi yerine &ir metaller olarak adlandirilirlar [54].

Cssitli enzimlerin ve bazi fizyolojik olarak aktif molekulllerin yamsla yer
aldiklarindan mikrobesleyiciler, gen ifadesi; protein, ntkleik asit, béytiraddeleri,
klorofil ve sekonder metabolit biyosentezi; karbohidrat ve lipid metainalsz; stres
toleransi gibi olaylar icin gereklidir. Mikrobesleyiciler ayni zamanggtlcmembran
ve diger hicresel bilgenlerin fonksiyonel butinfiinde de yer alirlar [55].

Agir metallerin airn miktarlarinin varlginda ortaya cikan toksiklik belirtileri
hicresel ve molekiler seviyede bir ¢okskiye dayali olarak ortaya cikabilir.
Toksiklik, metallerin proteinlerdeki sulfidril gruplarina @anmasi boylece bir
aktivitenin 6nlenmesi, bir yapinin bozulmasi ya da temel bir elemegetersizlik
etkilerine bl olarak yer dgistirmesi sonucu olabilir. Ayricagar metal fazlalgl,
serbest radikallerin ve reaktif oksijen tirevlerinin ortaya @gma da sebep olabilir
[56].

Bitkiler diger tum organizmalar gibi farkli hicresel bélmelerinde temelamet
iyonlarinin sabit degimlerini surddrebilmek ve temel olmayan metal iyonlarina
maruziyetten kaynaklanan hasarlari en aza indirgemek icin honileostat
mekanizmalara sahiptirler. Metal staimi, selatlama, dgis tokus ve izolasyon
aktivitelerinin olwturduzu duzenli bir & metal iyonlarinin alimi, dalimi ve

toksikliginin giderilmesi igin § gorur [57].

Agir metallerin yuksek bitkiler tarafindan hiperakiimulasyonu kompleksigudur.
Pek cok basamak icerir bunlardan en 6nemlileri metallerin kdk hioralgdazma

membranindan $animi, ksilem yuklemesi ve translokasyon ayrica metallerin tim
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bitkide ve hucresel seviyelerde toksgihiin giderilmesi ve tutulumudugSekil 2.2)
[58].

Bitkilerde metal toleransi igin getirilen hiicresel mekanizmalar iki temel stratejide
incelenebilir. Birincisi toksik metal iyonlarinin stoplazmadakiigerini metalin
plazma membranindan stamasini engellemek suretiyle siilk tutmaktir. Bu ya
metal iyonlarinin hiicre duvarina daha fazlglédamasi ile, ya metalin ggmis iyon
kanallarindan indirgenmialimi ile ya da metalin hiicreden aktif skpompalari ile
disari pompalanmasi ile oluikincisi ise stoplazmaya girergia metal iyonlarinin
selattama ile aktiflgi giderilerek ya da daha az toksik, daha rahat
bolmelendirilebilecgi bir sekle donigtirilmesi suretiyle toksikginin giderilmesidir
[59].

2.7.1. Bitkinin metalleri topraktan alisi

Metal iyonlarinin bitkiler tarafindan alinabilmesi icin biyolojikachk elde edilebilir
olmalari gerekmektedir. Bitkiler mikrobesleyici metalleri digjik olarak elde
edilebilir hale getirmek icin bazi mekanizmalar g@imislerdir. Ornein pek cok
bitki, metalselatlayici olarak davranan organik asitler salgilayarak @mnsik@at vs)
rizosfer pH sini azaltmakta ve metal katyonlarini daha eldgelslir hale
getirmektedir [60]. Bitkiler rizosfer pH’ sini kok hicre membranindpkoton

pompalari yoluyla da etkileyebilir [61].

Metal iyon deriminin dengelenmesinde gbr bir etken de tayici molekullerdir.
Cssitli tastyict molekdllerin varlgl, farkl ilgi ve kapasitelere sahip metal alim
sistemlerinin olgmasina sebep olmstwr. Buna ilave olarak $ayici molekuller
vakuoller gibi ic membranlarda yer alarak metallerin depolanmdsirtizenlerler.
Belli bir hiicre tipine 6zgu olabilirler ve bir gigici molekil birden fazla metal

iyonunu da tgiyabilir [9].
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Dagzhm ve hapsetme

rhibere duvarma baflanma
vakuolde hapeetme,
stoplazmak gelatlama)

Eeilem traneportn

(surplastik yiklems ve
ryon degigam)

Eik abzorhlamas e
bompartman lastmmas

(tagtyrolar, kanallar,
sloplazmik gelatlaredar)

biyoabitirason /
(kik - mdaop diglalen)

Sekil 2.2. Bitkilerin &ir metal biriktirmesinde rol oynayan temel surecler [62].

Membranlar, tayict molekiller sayesinde icinde metal denlerinin dizenlendii
bdlmeleri ayirmak icin hizmet ederler [63]. Bazgiyacilara 6rnek olarak; Zn, Cu,
Cd, Pb aliminda etkili Sistein-Prolin-X ATPaz (CPx-ATPda), Fe ve Cd aliminda
etkili dogal dayanikhlikla ilgkili makrofaj protein (Nramp), Zn, Co, Cd aliminda
etkili katyon difuzyon kolaylgtirici (CDF) ve Fe, Zn, Mn, Cd aliminda etkili ¢inko
ve demirle dizenlenenstgici proteinler (ZIP ailesi) 6rnek gosterilebilir [56]. Ba
demir selatlayicilar olan fitosideroforlarin 6zellikle tahillardan Fketersizlginde
salinarak topraktaki Cu, Mn Fe, Zn harekediili arttirdigi gordimistar [64].
Fitosideroforlar peptid olmayan @garla birlestiriimis ¢ metioninden okan

nikotinamin tarafindan sentezlenir [65].
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Bitki kokleri, toprak mikroplari ve bunlarin birbirleriyle olansHisi proton, organik
asitler, fitaelatinler ve enzimlerin salgilanmasini arttirarak biyolojiketah
alinabilirligini arttirabilir. Herhangi bir yerdeki topraktan farkli olarakosferde
blyuk dergsimlerde mikroorganizma populasyonlari yer almaktadir. Bunlar daha ¢ok
bakteri ve mikorhizal fungilerdir. Kékte kolonien bu bakteriler ve mikorhizalar

ilk asamada topraktaki metalin alinabildiini degistiren redoks d&simlerini
katalizlerler [62].

2.7.2. Metal iyonlarininselatlanmasi ve tutulmasi

Yaprak ksileminden yaprak hicrelerine iletim sirasinda inorganidel membran
taslyici proteinlerce alinir. Organikler yaprak simplastina goksieeminden basit
difuzyonla girer ve bunun orani kirleticilerin kimyasal 6zellikié ilgilidir. Yaprak
simplastina girdikten sonra kirletici belli bitki dokularinda veyarbgel kisimlarda
bdlmelenir. Genelde toksik Kirleticiler 6nemli hiicresel slreclere az zarar
verecekleri kisimlarda tutulurlar. Hiicresel seviyede kirleticgenel olarak vakuol
ya da hicre duvarinda biriktiriimektedir [66] doku seviyesinde iseeemis ve
trikomlarda biriktirilebilirler [67].

Kirleticiler dokularda hapsedilginde selatérlerce bganirlar veya konjugatlar
olustururlar. Metal tutulmasinda goérev alan tergelatorler fitgelatinler (PC) ve

metalotioneinlerdir (MT) [68]. Bitkilerdeki MT’ ler ve PC’ lgytiksek oranda sistein
sulfhidril grubu igerirler bunlar @r metal iyonlarina b#anip onlari hapsederek
kararli kompleksler oktururlar [14].

Bazi polipeptidler metal Iayan bobrek proteinlerinin pek c¢cok Ozgifi
gosterdiklerinden metalotionein olarak adlandirilirlar bu 0Ozellikigiksek metal
icerigi, aromatik asitler ve histidin icermeyen yiiksek sistein §gex’ in daha ¢cok
amino asit oldgu Cys-x-Cys dizilerinin bulunmasi, karakteristik metal tiolat ve
metal tiolat kumelerinin spektroskopik 6zelliklerinin  gdsterilmesidi69].
Metalotioneinlerin olsumu Cd, Cu, Zn, Pb, Hg, Bi, Ag, Au gibi pek ¢cok metal
tarafindan uyarilabilmektedir [70].
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Metalotioneinler genler tarafindan kodlanirken daiatinler (PC) enzimatik olarak
sentezlenmektedir. Figelatinler monokotiledonlar, dikotiledonlar, gimnospermler
ve algler olmak Uzere genicssitlilikteki bitki turlerinde tespit edilmgtir [71].
Fitoselatinler glutamat, sistein ve glisinden @n basity-glutamil peptidlerden
olusur. Bu peptidler gir metallerin varlginda glutatyondan sentezlenmektedir. Bunu
katalizleyen enzim isey-glutamil sistein dipeptidil transpeptidazdir. Kgatinler
pek cok metal ve coklu-atomik anyon tarafindan uyarilir ve fagkkillerde
adlandirlir [72].

Bitkilerin agir metallere toleransinda figelatinler tarafindan gercekt&ilen diger
bir yontem de metalin depolanmak Uzere vakuollere etkiintaasidir. Fitgelatin
sentezinde yer alan enzimler stoplazmada bulunurkeselftiinler ayni zamanda
vakuolde de bulunabilmektedir. Bu da vakuollere etkili byrsamanin oldgunu
gostermektedir [73]. Bitki hicreleri icinde figelatin-metal kompleksleri glutatyon
(GSH) veya fitgelatinlerce bglanir ve tonoplastta yer alan ABC tipstaci ile
vakuole girg cikiglari saglanir Sekil 2.3) [74].

2.7.3. Antioksidant enzimler

Reaktif oksijen turevleri; oksijen iyonlari, serbest radikallerpegoksitleri icerir.
Genelde bunlar ¢cok kiicik molekillerdir ve em khbuklarinda gesmems elektron
cifti bulundururlar bu ylzden de yiksek derecede reaktiftirler. Reakisijen
turevleri oksijenin normal metabolizmasiningdbbir yan triini olarak ourlar ve
hicre sinyalinde 6nemli rolleri vardir. Bununla birlikte cevrestetslere maruziyet
sirasinda seviyeleri oldukc¢a artabilir, bu da hicre yapilarinddatifsstres olarak

bilinen pozisyona gotirecek dnemli hasarlara neden olur [75].
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Hiicre Dovan

Urgami

karletic

Sekil 2.3. Bitki hcrelerinde inorganik ve organik Kkirleticiler iciriolerans
mekanizmalarj68].

Toksikligin giderilmesi genelde konjugasyonlaslaa, va kirleticinin en az zarar
verebilecgi yer olan vakuol ve apoplastta aktif tutulumla devam eder. Burada
belirtilen selatorler;

GSH : glutatyon,

Glu : glukoz,

MT : metalotionein

NA : nikotinamin,

OA : organik asitler

PC : fitselatinler

Aktif taslylcnar oklu kutucuklar olaragosterilmitir.
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Reaktif oksijen tdrevlerinin belirgin  miktarlari g#i hicresel bdlmelerde ve
organellerde normal kallarda bile tretilmektedir ancak reakatif oksijen tirevlerinin
zehirli etkisi miktarlariyla bglantili olarak artmaktadir. Bununla soadebilmek icin
organizmalar ¢ok etkili savunma mekanizmalarina sahiptir ve buntdieksidatif
veya antiosidant sistemler adi verilmektedir. Bu sistemlerneatd olmayan ve

enzimatik yapi tgarindan olgur.

Enzimatik olmayan antioksidantlar genel olarak tripeptidler; agjonn, sistein,
hidroksikuinoin, askorbat (C vitamini), lipofilik antiosidantlark-tokoferol,

karotenoid pigmentler, alkoloidler ve bazgeli bilesiklerdir [76].

Enzimatik antioksidant bikgkler reaktif oksijen turevlerini temizleyen, nétrallieen

ya da yok eden katalaz, peroksidaz, askorbat peroksidaz, superoksit dismutaz
glutatyon reduktaz, monodehidroaskorbat reduktaz, dehidroaskorbat reduktaz gibi
enzimleri igerir. Enzimatik olmayan ve enzimatik bkikder reaktif oksijen
turevlerinin etkili birsekilde yok edilmesi icin yakin koordinasyon iginde galar

[13].

Metallerin toksik olmalarinin bir nedeni de oksidatif strese nedi@alaridir. Metal
stresi; askorbat, glutatyon ve bunlarin biyosentezinde ve indirgenmegimdeli
enzimler gibi serbest radikal temizleyici molekillerden safu antioksidatif
sistemleri aktive eder. &r metaller solunum sistemine dahil olarak ve bitkilerde
Ozel fotosentetik sirecleri bozarak reaktif oksijen turevlerinisuphuna sebep
olabilmektedir [77]. Metallerin toksik etkilerini gidermede kullanilaiyomolekdller

cizelge 2.4.’te 6zetlenntir.

2.8. Bitkilerde Metal Birikiminin Belirlenmesi

Yuksek seviyede metal biriktiren bitkilerde metallerce 6zellikde nikelce
zenginlgame buyuk oranda yapraklarda gorilmektedir bu yizden son zamanlarda
yapilan cakmalarin konusunu biytk oranda yaprak dokusustotmaktadir.

Taramali elektron mikroskobu (SEM) ile enerjigdamli X 1sini analizini (EDX)
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birlestiren mikroskop tekniklerinden hiperakimulator bitkilerde metalin y8gie

bolgeleri belirlemek icin Ust diizeyde yararlaniimaktadir [78].

Son zamanlardaki camalar yiiksek seviyede metal biriktiren bitkilerde metal
bdlmelendirilmesi igin pek ¢ok hicre tipi ve yapinin yer @lai ve bir tir icin elde
edilen yerlgim bilgisinin diger bir tire uygulanamayag&l gostermektedir [78].
Tum bitkide depolanan metal miktari bu elementler igin belicleye kimyasal
olarak kararl havuzlar olarak goéren dokularin metal tutma kapasitesine dgite
[79].

Cizelge 2.4Biyomolekullerce metallerin toksik etkilerini gidermede kullanilan
mekanizmalar [80].

Mekanizma Biyomolekdl
Proteinlerin uyariimasi Metalotionein
Isisok proteinleri
Fitgelatinler
Ferritin

Transferrrin

Antioksidant enzimlerin uyariimasi ve aktivasyonu Superoksit dismutaz
Katalaz
Glutatyon peroksidaz

Organik asitlerin yiksek cevrimi Fitat, malat, sitrat,
oksalat, suksinat, asonitat
a-ketoglutarat

Bitkilerde metal birikim miktarinin ve yegeninin belirlenebilmesi igin
kullaniimakta olan yontemler yakl& 100 yillik bir gelsim streci gecirmtir. 1930’

lu yillardan bu yana kullaniimakta olan ve sonradansiydien tim yodntemlere
temel olgturan Emisyon Spektrometresi (ES), 60 kimyasal elementirdyehesini
yeterli duyarlilik ve kesinlikte yapabilmektedir. 1970 sonlari 1880 balarinda
Enduktif Eslesmis Plazma-Kitle Spektrometresi (ICP-MS) ggtilmi stir Bu yontem
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sayesinde elementler iyogtailmis ve iyonlar kitlelerine gore aytirilip, sayilarak

Olculmstur. Gelgtirilen cihaz ng/g seviyesinde 6lgiim yapabilmektedir [47].

Son yillarda getitirilmis olan ve metal, cam, seramik gibi maddelerin elemental ve
kimyasal analizlerinde kullanilan Xini floresans spektroskopisi (XRF) yontemi,
jeokimya, adli tip ve arkeoloji gibi sahalardaki g@inanalarda kullaniimaktadir

Elementel kompozisyonu belirlemede kullanilan 6énemli yontemlerden biridir.

Yontemin prensibinde atoma yuksek enerijili bir g1 fotonu digurilerek atomdan
fotoelektronlar kopartiimasi vardir. Bu «kdda atomun yoringelerinde bir ya da
daha fazla elektron bkluklari olusacak ve kararsiz olan atomsdyoringelerdeki
elektronlarin bgluklari doldurmasi ile kararli duruma gelecektir. Fakat her bir
elektron belugu doldurulurken atom orbital enerji farki ile orantili bir foton
yayinlayacaktir. Bu karakteristik foton enerjileri algilanasdé&mentlerin kimyasal

kompozisyonu nitel ve nicel olarak hesaplanabilir (Resim 2.2) [81].

Resim 2.2. XRF cihazi [81].
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Taramali elektron mikroskoplari bir elektron demeti yaratabilngek bir katod ve
bunu odaklayabilmek icin manyetik lenslerle donagtmi Elektronlar, incelenen
ornezi olusturan atomlarla ikkiye girerken, orngn bilgisini tagilyan sinyaller
yayarlar ve bu sinyaller katagin tiptinde bir resme doégtaraltr, bu resimler dijital

olarak cekilir ve bilgisayar ekraninda goralur.

SEM’ ler, 1960 lardan bu yana da elemental analiz yetenekléi i
desteklenmektedirler. SEM-EDX (Taramali Elektron Mikroskobu-Erneggihmli
X-1s1n1 spektroskopisi) tekpinde, X-sini enerjisini voltaj sinyallerine dosiiiren
bir dedektdr bglanir ve bu bilgi bir vurg islemcisine yollanir. Burada sinyaller
Olculir ve verilerin gosterilmesi ve sonuclandiriimasi icin anelazina yollanir.

(Resim 2.3) [82].

Resim 2.3. SEM-EDX cihazi

Bu metotlar kullanilarak eéli biriktirici tlrlerde bulunan metal gileri ve
yerlesiminin belirlenmesi icin gercek$érilen calsmalarin sonuclari cizelge 2.5'te

Ozetlenmgtir.
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Cizelge 2.5. Yiuksek seviyede metal biriktiren bitkilerde doku / h&ensgyesinde
metal dgilimi [62].

Doku/organ Element Bitki turd
Trikom Zn, Cd Arabidopsis halleri
Cd Brassica juncea
Ni Alyssum lesbiacum
Epidermal Zn Thlaspi caerulescens
Ni Alyssum
Mezofil Zn Arabidopsis halleri
Cd Sedum alfrediH.
Hucre duvari Ni Thlaspi goesingense
Cu Elsholtzia splendens
Zn Sedum alfrediH.
Pb Sedum alfrediH.
Vakuol Zn Thlaspi caerulescens
Zn Thlaspi caerulescens
Cd Sedum alfrediH.
Zn Sedum alfrediH.

2.9.0rganizmalarda Dis Etkenlerle Ortaya Cikan Degisikliklerin Protein ve
Gen Duzeyinde Belirlenmesine Yonelik Bazi Yontemler

Genom Uzerine vyapilan cghalar sayesinde organizmalarin genetik bilgileri
karsilastirilmakta, aralarindaki benzerliklerin evrimsel temellerastarimakta ve
organizmalarin Urettikleri proteinlerin g& sayi ve glevleri hakkinda bilgi sahibi
olunmaktadir. Bu amagla ggirilen yontemler arasinda; RNA (northern) blot, yari
niceliksel ve niceliksel ters yazilim (RT), rastgelegajalmis polimorfik DNA
polimeraz zincir reaksiyonu (RAPD-PZR), polimeraz zincir reaksi(PZR) ve son
yillarda uygulanmaya Blyan ¢ikarimli hibridizasyon, farkimsal gdsterim, seri gen
ifadesi analizleri (SAGE), ifade olan gen pargalarinin DNAlekinin belirlenmesi
(EST) ve mikroarray teknolojisi; protein seviyesinde ise sodyum gilodélfat
poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE), iki boyutlu jel kteoforez, kutle
spektrometresi (MALDI-TOF) ve protein arrayler vardir [83].
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Son teknikler sayesinde bircok genin ayni anda farkjulkarda ifadeleri hakkinda
bilgi edinilmistir. Genom baz dizileri tamamlanan veya belirlenmekte olan
organizmalara ait genetik bilgiler DNA baz dizisi dizeyinde gen bankagibi bir
veri tabaninda yer almaya damistir. Uretilen bu bilgiler bgta insan ve hayvan
sa&ligl olmak Uzere bitki biyolojisi, yettirme ve islahi konularindaki ggtnelere de
1stk tutmaktadir.islevsel genom caimalari sayesinde yiizlerce ve hatta binlerce
genin hiicrede hangi fonksiyonlara sahip olduklari hakkinda bilgi sahibaloilecek

ve bu bilgiler giginda daha ©ncedensilamayan biyolojik sorunlara ¢dzumler
Uretilecektir [84].

Sodyum dodesil silfat poliakrilamid jel elektroforezi biyokimya, ején ve
molekuler biyolojide proteinleri elektroforetik hareketliliklerinedrg ayirmakta
kullanilan bir tekniktir. Analizi yapilacak protein ¢ozeltisi dncedikyonik olmayan
deterjan SDS ile kagtirilir bdylece ikincil ve disulfit bg icermeyen tguncil protein
yapilari denattire edilir ve her bir proteine molekulgirlgsi ile orantili olarak bir
negatif yuk yuklenir. SDS olmadan benzer molekulgrlétaki farkli proteinler
elektrik yuklerindeki farkliiktan dolayl elektroforezde farkh yomemhareket
edeceklerdir ¢ciinkt her bir proteinin primer yapisingitidarak farkli bir izoelektrik

noktasi ve molekulergarligi vardir [85].

Rastgele cglatiimis polimorfik DNA ve buna dayali DNA parmakizi metotlari
genom seviyesinde @oudan genetik farkhliklar ortaya koyabilmektir. ger
tekniklerle kiyaslanginda uygulanmasi daha kolay, daha az DNA gerektiren, ve
genomik bilgiye ihtiya¢c olmadan da gercekielebilen bir yontemdir. Genel olarak
RAPD reaksiyonlari yakkk 10 bp uzunlgundaki rastgele tasarlangnitek
primerlerle gercekkdirilir ve ortaya cikan fragmentler agaroz jelde goruntilenir.
Sonug DNA profilleri bireyler arasinda 1) #anma bdlgelerinin vafa veya
yokluguna gore 2) primerin tam olarak uyumlulukglsgp sglamamasina goére 3)
baglanma bolgeleri arasindaki uzaldi gore farkliliklar gosterebilmektedir. Bu
ylzden mutasyonlar, inversiyonlar, delesyonlar, eklenmeler ya da koomabrekrar

dizenlemeleri primer [Fanmasini etkileyen faktorlerdir. Farkh molekiler



30

agirhktaki RAPD bantlari ayri birer lokus olarak varlik ve yokluktexr gore
degerlendirilir ayrica bant ygunluklarindaki farkliliklar da gézlenebilir [86].

Tam ygayan organizmalar genomlarinda kodlanan, binlerceden onbinlerceye kada
degisen sayida benzersiz genlere sahiptir ve bunlarin sadece kigignbirbelki de
%15'i herhangi bir hiicrede ifade edilmektedir. Bu nedenle hayatisiitayin eden,
genlerin ifadesindeki gegcici ve sinirli dizenlemelerdir. En énerablpm herhangi

bir hastalik ya da stresin molekilergdsini anlamak ve hemen ardindan gercekgi
tedaviler planlamak icin o anda farkli ifade edilen genleri leshidk ve karakterize

etmektir.

Farkllastirici gen ifadesi gosterimi ilk olarak 1992' de Arthur Pardeéeng Liang
tarafindan bulunmgiur ve dgismis gen ifadesinin hizli, kesin ve duyarli
belirlenmesini sglamaktadir. Basitfii, duyarhligi ve Uretkenii sebebiyle mRNA
farkhlastirici gosterim metodu; gelm biyolojisi, kanser ardirmalari, sinirbilimi,
patoloji, endokrinoloji, bitki fizyolojisi ve daha birgcok sahada geaiigtide ve hizh

uygulamalar bulmaktadir [87].

2.10.Bitkisel Arntimda Genetik Muhendisili gi Uygulamalari

Yuksek seviyede metal biriktiren bitkiler kiiciik boyutlan ve yakéyimeleri ile
bilinirler. Bu 0zellikler gerceklgescek metal o6zltlenmesi Uzerine ters etkiler
yapmaktadir ve mekanik hasat gibi etkili tarimsal uygulanmalger almasini
sinirlandirmaktadir. Tum bu problemlerin Ustesinden gelmek ve bitkitegtal
Ozutlemesini geftirmek icin geleneksel i1slah yaklanlari ileri strdlmigtir. Ancak
bu yaklgimlarin baarisi bitkiler arasindaki anatomik farkliliklardan kaynaklanan
eseysel uyumsuzluklar nedeniyle engellenmektedir [9]. Son yillardainirhiliklar
gidermek icin biyoteknolojik yontemler kullaniimaktadir. Bitkiselt@nda genetik
mihendislgi uygulamalarinda temel olarak izlenen suregkil 2.4’ te

Ozetlenmektedir.
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Metallerin bitkisel aritiminda 6nem kazanan bitki 6zellikleri mhébdleransi ve metal
biriktiriimesidir ve bu 6zellikler de metal alimi, kdokten gbvdaletim, hicre ici
hapsetme, kimyasal gmiklikler ve genel strese dayaniklilik gibi sureclere
dayanmaktadir. ger bu tolerans ve biriktirme sireglerinde hangi molekiler
mekanizmalarin yer algh ve bu mekanizmalari hangi genlerin kontrolgtbilinirse

hepsi bir avantaj olarak kullanilabilir [88].

Genetik muhendisti calismalarinda insanda, farede, mayada ya da prokaryotlarda
ifade edilmekte olan metal tolerans genleri belirlenerek brtkisktarilabildgi gibi,
bitkilerde belirlenen bazi genler de biyokltle avantajina sahikab®itkilere
aktarilabilmektedir.Simdiye kadar gercek$éirilen bazi gen aktarim camalarina
ornek olarak insaiMT2 geninin Cd toleransini arttirmak Uzere kolzaya, bezdlje
geninin Cu birikimini arttirmak tzer&rabidopsis thalianaya, mayada ifade edilen
CUP1 geninin Cd birikimini arttirmak icin karnibahara aktariimasitesbilir.
Bitkilerde demir alimini arttirmak igcin demir reduktaz genini kydh iki maya geni
tutiinde ifade edilngive demir aliminin 1,5 kat agtigdralmitar.

Basarili gen aktarim g¢malarindan birisi de ylksek civa oranlari bulunduran
topraklarda bulunan norotoksik metilciva kilgnin toksikligini gidermek igin
bakterilerde bulunamerA ve meB genlerinin kav@a aktariimasidir. Bu sayede
civanin toksik formu olan H§ daha az toksik formu Hga donitirilerek

atmosfere verilmektedir [9].



Yuksek metal stresi altindagayan
veya metal biriktirici olan
bitki tarlerinin (dgzal yiiksek seviyede metal biriktiren

32

bitkiler) aratiriimasi

Tarlerin ylksek veya diilk metal
stresinde gedtirdigi adaptif stratejileri
bakimindan incelenmesi

\

Tarlerin metal toleransi
olmayan yakin akrabalariyla
karsilastiriimasi

Metal tolerans / birikimine
neden olan genlerin
izolasyonu ve klonlanmasi

/
AN

Mumkinse gen Grdninin
prokaryotik / maya model sistemde
karakterize edilmesi

Genin bir model bitkiye nakli ve
metal stresi
altinda incelenmesi

/

Genin hedef bitkiye aktarilarak
yuksek metal oranlariyla
arazi denemelerinin yapilmasi

A 4

Bitkisel aritim i¢in uygun
bitkinin
elde edilmesi

Sekil 2.4. Bitkisel aritimda genetik mihendslstirecinin uygulanmasi

[88].
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

3.1.1. Bitki materyali

Calismanin materyalini okturanA.corsicum (Brassicacea&)riiniin tohumlari Prof.
Dr. Nezaket Adiguzel' in koleksiyonundan elde edstmi Tohumlarin elde edildi
bdlge Kitahya: Tayanli-Harmancik mevkisi, ytkseklik 27000 m’ dir.

3.1.2. Kullanilan besiyeri, tampon ve ¢ozeltiler

Doku kultiriinde bitki gesimi deneylerinde kullanilan maddeler

Nitrik asit ¢Ozeltisi:%10’ luk hazirlanmstir.

Hipoklorit (camair suyu)% 20’ lik hazirlanmytir.

Murashige Skoog (MS) besiyeri (pH 5,8)4 g/lt MS hazir besi yeri (Sigma), %30
sukroz (Sigma), %7 agar (Sigma) distile suda ¢oztlerek otoklavda stkril edi
NiCl,.6H,0:100 mM stok hazirlanmgir. MS besiyerine filtre sterilizasyonunun
ardindan 0,01 mM, 0,04 mM, 0,2 mM oranlarindagarimistir.

XRF ve SEM-EDX 6lcumlerinde kullanilan maddeler

VaksToz olarak kullanilmytir.
Gluteraldehid %2,5’ luk hazirlannstir.

Antioksidant enzim aktivitesi 6lcimi icin kullanilan maddeler

Fosfat tamponu:50mM KH,PO, ve 50 mM KHPQO, maddeleri pH 7,6 olacak

sekilde birbirleri ile kargtirllarak hazirlannstir.
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Enzim ekstraksiyon tamponu (pH 7,80 mM fosfat tamponu icinde 1 mM
NaEDTA, 1 mM askorbik asit olacalekilde hazirlanng, otoklavda steril edildikten
sonra kullanimstir.

Bovin Serum Albumin (BSA)0 mg/ml (Sigma) stok hazirlangtir.

Bradford reagentMerck kullaniimstir.

EDTA-HO,: 12 mM HO, icine 10 mM olacaksekilde EDTA Kkarstirilarak
hazirlanmgtir.

L (-) Askorbik asit0,25 mM hazirlanngtir.

H,0,: 100 mM hazirlanmgtir

Glutatyon:0,5 mM hazirlannstir.

NADPH: 0,12 mM hazirlanmgtir.

Yapraktan toplam protein izolasyonu icin kullanilan maddeler

Tris- HCL (pH 7,8):0,2 M hazirlannstir.
Bluejuice: %9 2-merkaptoetanol, % 30 sukroz, %4,5 SDS, %0,01 bromfenol blue

olacaksekilde distile su icinde ¢Ozilerek hazirlagtm

Sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforezi icin kullanilan maddeler

%30 Akrilamid ¢cozeltisi%29,2 akrilamid ile %0,8 N,Nnetilen-bis-akrilamid distile
su iginde ¢ozulerek hazirlangrdaha sonra ¢ozelti kurutmaghe ile stiztlmittr.
Tris-HCL (pH 6,8):1 M hazirlanmtir.

SDS:%10’ luk hazirlannytir.

Amonyum persulfa€o10’ luk hazirlanmytir.

Tris (pH 8,6):1,5 M hazirlannstir.

Yuratme tamponu (5X)25 mM Tris, 250 mM glisin, %1 SDS, distile su iginde
cozllerek hazirlanrgtir.

Jel yikama co6zeltisi%10 oraninda %100’ luk TCA (trikloroasetik asit), %33
metanol distile suda katirilarak hazirlanmnstir.

Stok boya c¢ozeltisPo 0,1 gr comassie brilliant blue G-250, % 4,6 HCI distile suda
karstirilarak hazirlanngtir.
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Jel boyama ¢0zeltisi%83 boya stok ¢ozeltisi, %9,7 10N KOH, %6,9 oraninda %
100’ luk TCA karstirilarak hazirlanir.

DNA izolasyonu icin kullanilan maddeler

CTAB tamponu50 mM Tris-HCL, 10 mM EDTA, 0,7 M NaCl, %1 CTAB (Cetyl
Trimethyl Ammonium Bromide) distile su iginde ¢ozulerek hazirla@toklavda
steril edildikten sonra kullanilir.

Kloroform-izoamilalkol (24:1):24 ml kloroform, 1 ml izoamilalkol kagtirilarak
hazirlanir.

TE cozeltisi: 10 mM Tris, 1 mM EDTA distile suda katirilarak hazirlanir.
Otoklavda steril edildikten sonra kullanilir.

RAPD-PZR’ da kullanilan maddeler

Taq polimeraz tamponu (10X300 mM Tris-HCI (pH 8,3), 500 mM KCL, 1mg/ml
jelatin, (Fermentas).

MgCl: 25 mM, (Fermentas).

dNTP mix:10 mM (dATP,dGTP, dCTP, dTTP) kaimi, (Fermentas).

Taq polimeraz enzimb u/ pl, (Fermentas).

Primerler: 0,2 uM primer. Cizelge 3.1’ de verilgtir.

Cizelge 3.1. RAPD-PZR’ da kullanilan primerler ve dizileri

Primerin Adi Primerin Dizisi (5'.....3") % G+@erigi
B7 GGTGACGCAG 70
OPAO02: TGCCGAGCTG 70
OPA17 GACCGCTTGT 60
OPBO08 GTCCACACGG 70
OPB10 CTGCTGGGAC 70
OPO04 AAGTCCGCT 60

OPW10 TCGCATCCCT 60
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RNA izolasyonu icin kullanilan maddeler

PBS c¢ozeltisi (pH 7,4)0.02 mM sodyum fosfat tamponuna 0,15 M NacCl ilave
edilerek hazirlanmgtir. Otoklavda steril edildikten sonra kullanilir.

GUCNS c¢0zeltisi®% 50 guanidin tiosiyanat, %3 0,75 M sodyum sitrat, %2,6 oraninda
%10’ luk sarkosil distile su icinde c¢ozulerek hazirlanir. Otoklavdal sdildikten
sonra kullanilr.

Sodyum asetat (pH 42M hazirlanmgtir.

cDNA elde edilmesi icin kullanilan maddeler

INTRON Ters Transkripsiyon kiti kullanilrgtir.

Agaroz jel elektroforezi

TAE tamponu (pH 8,0) 50%624,2 Tris, %5,71 glasial asetik asit, %10 0,5 M EDTA
distile suda ¢ozulerek hazirlangtr.

Agaroz:Yuklenecek 6rnge gore %0,8, %1,5 ve % 2 oranlarinda hazirlahmi
Yukleme tamponu%40 sukroz, %0,025 bromfenol mavisi, %0,25 ksilen siyanol

distile suda ¢ozulerek hazirlargtar.

3.2. Metot

3.2.1. Metalden arindirma ve sterilizasyon

Kullanilan tim malzemeler % 10 nitrik asit ¢Ozeltisi icinde @gece bekletilerek
metal kontaminasyonundan arindirgim. Tam sterilizasyonslemleri 121 °C’ de 15

dk otoklavda bekletilerek yapilgtir. Metal ¢ozeltisi filtre sterilizasyonundan sonra

steril besiyerine ilave edilrtir.
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3.2.2. Tohumlarin ylzey sterilizasyonu

A. corsicum tohumlari %20 lik hipoklorit (cam& suyu) ¢ozeltisi icinde, 110 rpm’
de 20 dk tutulmgi sonra da U¢ defa 5’ er dk steril distile su iginde calkalguwen!

tohumlarin ekimleri yapilngtir.

3.2.3. Doku kultartinde bitki gelisimi

A. corsicumtiiriine ait tohumlar ylzey sterilizasyonuna tabi tutulduktan sonra kontrol
ve 0,01 mM, 0,04 mM, 0,2 mM deiinlerde Ni?iceren 80 ml kati MS besi ygB89]
bulunduran magentalara stegartlarda, her bir magentaya 10-16 tohum olacak
sekilde ekilmglerdir. Daha sonra magentalar; 22 °C, 16 sglit+ 19 °C, 8 saat
karanlk, %50 nem kaollarinda Sanyo MLR-351kklim dolabina yerlgtirilmi sler

ve gelsimlerini tamamladiktan sonra hasat edilaidir [90].

3.2.4. Bitkilerin hasat edilmesi

Nikelli ve nikelsiz ortamda gelimlerini tamamlayan bitkiler hasat edilgntopraktan
ya da dgaridan gelebilecek nesnelerden arindirilmak amaciglaeasuyu ile iyice
yikandiktan sonra kok ve govde olarak ayrgkmi Orneklerin bir kismi enzim,
protein, DNA ve RNA cabmalarinda kullaniimak tzere sivi azotla dondurulup -80
°C’ ye konurken bir kismi metal analizi icin kurutulgnbir kismi ise elektron

mikroskop ¢amasi igin deiyonize su ile yikanip tespit editmi

3.2.5. XRF ile metal tayini

Hasat edildikten sonra bir gece 80°C’'ye ayarlgnetilvde kurutmaya alinan bitki
drnekleri kuartz havanda dovilerek toz haline getigilrdaha sonra korleyici olarak
vaks kullanilarak 32 mm kalinlkta pelletler halinde preslgtimiUSGS standartlari,
GEOL, GBW 7109, K04-BCR-60 (Su bitkisi), KO4-BCR-61 (Su yosunu), ve K04-
BCR-62 (Oil Leavs) da drnekler gibi benzer metotla pellet hajeteilmis ve kalite
guvencesi olarak kullanilgtir [91, 92].
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Coklu element degimleri polarize enerji dalimh XRF ile belirlenmitir. Bu
calismada kullanilan spektrometre Spectro XLAB 2000 PEDXRF’ dir ve OvrbBe
kenar camli Rh anot X-ray tlpu ile desteklegtmi Spektrometrenin dedektori sivi
N ile dondurulmyg Mn Ka, 5000 cps’de < 150eV c¢ozundrlikte Si (Li)’ dir. Her

ilave element icin total analiz stresi 30 dk’ dir [93].

3.2.6. SEM- EDX ile morflojik incelemeler ve metal tayini

Gelisimini tamamlayan bitkilerin gévde alt ve Ust yapraklarindanaaiornekler %
2,5 gluteraldehit ¢ozeltisinde 4°C’ de 12 saat tespit egimbDistile su ile yikanan
ornekler %70-100 alkol serileri ile dehidrasyondan sonra amil agetatalinms ve
cozelti 30 dk ara ile iki kez dsstirilmistir. Ornekler POLARON CPD7501
cihazinda kritik noktada kurutma ve POLARON SC502 Sputter Coater mtfzazi
altin kaplama slemlerine tabi tutulmgtur. Orneklerin JEOL JSM 6060 taramall
elektron mikroskobunda morfolojik incelemeleri ve belirlenen bélgelerindeX E

analizleri yapilimgtir.

3.2.7. Antioksidant enzim aktivitelerinin belirlenmesi

Enzim ekstraksiyonu ve protein tayini

Hasat edildikten sonra -80 °C’ ye alinan bitkilerden kdk ve govdedemayaymomimak
Uzere alinan ornekler ekstraksiyon tamponu iginde Xiril Dispomix honzgsyon
cihazi ile 1000 rpm’ de homojenize ediktm. 16 500 g’ de 5 dk santrifijlendikten
sonra ekstrakt parcalara bolunerek -20 °C’ de sakkimrf84]. Protein miktar tayini
Bradford [95] yontemine gore bovine serum albumin (BSA) standardarklalak
Merck Bradford Reagent kiti ile yapilgtir. Bu yonteme goére 0,2; 0,4; 0,6; 0,8; 1;
1,2; 1,4 mg/ml oranlarinda BSA standardi hazirlgn®@5 nm’ de verdikleri
absorbansa dayall olarak cikartilgirigée protein drneklerinin absorbanslari yerine
koyularak protein miktarlari hesaplarytm.



39

Enzim aktivitelerinin belirlenmesi

Tum enzim aktivitesi 6lcimlerinde Cakmak [96] In kullagidydntem izlenmi ve
Shimadzu UV1700 spektrofotometresi kullangtm Olcumler 30 pg protein
ekstraktl ile yapilngtir. Buna gore; askorbat peroksidaz aktivitesi 290 nm’ de
askorbat absorbansinin azalmasi ile ve sonim katsayisieplaB (mM-1 cm-1
deseri kullanilarak hesaplangtir. Olgciimler 1 ml kuartz kivetler icinde, 50mM
fosfat tamponu (pH 7,6), 10 mM EDTA iceren 12 mMQd ve 0,25 mM L(-)

askorbik asit ve enzim ekstrakti vgrhda gerceklgirilmi stir.

Katalaz aktivitesi 240 nm’ de J@," nin azalmasi izlenerek ve sonim katsayisi olan
(¢) 39,4 mM-1 cm-1 deeri kullanilarak hesaplangtir. Olgiimler 1 ml kuartz
kuvetler icinde 50 mM fosfat tamponu (pH 7,6), 100 mMOKve enzim ekstrakti

varhiginda gerceklgirilmi stir.

Glutatyon reduktaz aktivitesi 340 nm’ de NADPH’ nin glutatyonglibaksidasyonu
izlenerek ve £) 6,2 mM-1 cm-1 dgeri kullanilarak hesaplangtir. Olgiimler 1 ml
kuartz kuvetler icinde 50 mM fosfat tamponu (pH 7,6), 0,5 mM okside glutatyon,
0,12 mM NADPH ve enzim ekstrakti vayinda gergeklgirilmi stir.

3.2.8. Sodyum dodesil silfat poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE)

Toplam vaprak proteini izolasyonu

0,1 gr taze yaprak 6rgesoguk havan ve havan eli ile 0,2 M Tris- HCL tamponu (pH
7,8) ilave edilerek dovilnyiive homojenat 18500 g’ de 4 °C de 5 dk santrif(j
edilmistir. Elde edilen stipernatant ilave 10 dk daha santrifiij edildildaras100 pl’

lik supernatant-bluejuice karmi hazirlanmgtir. Ornekler kaynayan suda 30 sn
bekletildikten sonra kullanima hazir hale gakmi[97].
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Sodyum dodesil sulfat poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE)

SDS-PAGE icin Laemli [98] nin kullangi yonteme gore %5 (fnlastirici), %15
(ayristirici)’ lik iki asamali jel hazirlanngtir

%5’ lik y1ginlastirici jel; 6,8 ml su, 1.7 ml akrilamid-bisakrilamid, 1,25 ml 1 Ms¥ri
HCL (pH 6,8), 100ul %10 SDS, 100ul %10 amonyum persulfat, 10l temed
karsimi 1 mm aralia sahip jel camlari arasina dokugnue polarize olmasi

beklenmgtir.

%15’ lik ayrstirict jel; 11,5 ml su, 25,0 akrilamid, 12,5 ml 1.5 M Tris (pH 8.6), 500
ul %10 SDS, 50Q %210 amonyum persulfat, 20 temed kagimi yiginlastirici jel

Uzerine dokulmgive polimerlgtikten sonra jel taga cikariimstir.

Jeller 20 mA sabit akimda BioRad elektroforez cihazinda ortal8maaat
yuratuldikten sonra bir gece yikama ¢ozeltisinde beklatiiraiardindan Comassie
Brilliant Blue ile boyanmytir. Birkac kez distile su ile yikandiktan song&h beyaz
tabla Uzerinde fotgraflari Sanyo Xacti fotgraf makinasi ile ¢ekilnstir.

3.2.9. RAPD-PZR

DNA izolasyonu

Ornekler sivi azotla ezildikten sonra 65 °C’ de isigJni X CTAB ekstraksiyon
tamponu icinde 65 °C’ de 90 dk inkiibe ediftini Uzerine kloroform-izoamilalkol
(24:1) ilave edildikten sonra katurilip 5dk 10.000 rpm’ de santrifiijlengtir. Ust

faz temiz tipe alindiktan sonra izopropanol ilave edilei tekar kagtiriimistir. 40

dk oda sicakfiinda bekletildikten sonra 3 dk 5000 rpm de santrifijlenne
stipernatant dokiilrtiir. Uzerine % 76’ lik alkol ilave edildikten sonra 20 dak buzda
bekletiimis, daha sonra 3 dk 5000 rpm de santriftjlenip tekrar siUpernatant
dokulmuistir. Pellete % 70 lik alkol ilave edilerek 3 dk 5000 rpm de tekrar



41

sasntrifijlendikten sonra supernatant dokidmue DNA, TE tamponunda
cOzuldukten sonra -20 °C’de saklagtmi[99].

DNA derisiminin belirlenmesi

DNA konsantrasyonu Nanodrop ND 1000 cihazinda okutumuODygo/280 Orani
1,75 veya daha buyuk olgunda DNA’ nin temiz oldguna oran daha duk ise
protein Kirliligi olduguna karar verilngtir. DNA konsantrasyonu;

ug/ul =1/20 x ODgo X 250 formull ile hesaplangtir [100].

RAPD-PZR

RAPD-PZR denemelerinde Williams ve Kubelik [101] in 6ngrdiyontem
kullaniimistir. Tagq tamponu (10X), Mggl(25 mM), dNTP (10 mM), 5 u/ pl Taq
polimeraz enzimi, 0,2 pM primer ve DNA kullanilarak 50ul" lik lan
hazirlanmgtir. 96 °C’ de 30 saniye, 30 °C’ de 30 saniye, 72 °C’ de 30 saniyeden
olusan 45 dongulik reaksiyona tabi tutulgtur. Tim PZR reaksiyonlari Biometra

thermal cycler cihazinda gercegtielmi stir.

3.2.10. cDNA elde edilmesi

RNA izolasyonu

RNA izolasyonu igin taze yaprak dokusundan alinan drnek iki kgzksBBS ile
yikanmg sivi azotla ezilngi ve PBS icinde ependorf tiipe aligtm. -4 °C’de 1000 ¢’

de 10 dk santrifiijlendikten sonra hicre pelletine GUCNS c¢ozeltie galilmi ve
vorteksle dgitilmistir. Hemen ardindan 2M sodyum asetat (pH 4) ilave edilip
karistiriimis tzerine fenol ve kloroform ilave edilerek sertce vorteksktinnd5 dk
buzda beklemesamasindan sonra 10 dk, 4 °C de santriftjlenip sivi faz temiz bir
mikrosantrifj tiptine alinrgtir. izopropanol ilave edilip kagtirildiktan sonra -20 °C

de en az 1 saat bekletilghr
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4 °C’ de 10 dk santriftjlenen 6rneklerden etanol uzakimrak tekrar GUCNS ilave
edilmis ve ¢cozulmitur. izopropanol ilavesi ardindan tekrar en az 1 saat beklemeye
alinmstir.

4 °C’ de 10 dk santriftijlenen 6rneklerden tekrar etanol ugakldiktan sonra RNA
pelleti sirayla %70, %100 alkolle yikanarak kurutugton 30 pl distile suda
cOzulmigtar [100].

RNA dersiminin belirlenmesi

RNA konsantrasyonu Nanodrop ND 1000 cihazinda okgtumuOD,go Ol¢ildikten
sonra. RNA konsantrasyonug/ul =1/25 x ODQgp x 500 formali ile hesaplangtir
[100].

cDNA elde edilmesi

cDNA elde etmek iciiNTRON RT Kkiti kullaniimstir. Buna goére 1-2ig total RNA
distile su ile 9,51I' ye tamamlanmy ve Oligo (dT) ilavesinden sonra 5 dk isitigtm
Daha sonra kagim santrifjde hizli ¢evriligive RNAse inhibitér (10 W), 5X RT
buffer, dNTP (10 mM), DTT ve AMV RT enzimi ilave edilgtir. 60 dk 42 °C’ de
Isitildiktan sonra 5 dk 70 °C’de isitilarak reaksiyon bitigtmi Reaktant 50-8Qul
distile su icinde ¢6zulerek kullanima hazir hale getigimiDaha sonra RAPD-PZR

metodu yukarida anlatilan §dlarda gerceklgirilmi stir.

3.2.11. Agaroz jel elektroforezi ve jellerin goruntilenmesi

DNA ve RNA orneklerinin yuriatilmesinde agaroz jel elektroforeziadkulmistir.
Jeller 1X TAE c¢ozeltisinde total DNA oOrnekleri igin %0,8, RNAwékleri icin %1,5
ve PZR drunleri icin %2 agaroz c¢Ozulerek hazirlgtimiKarisim eridikten sonra
0,5 pug/ml olacaksekilde etidyum bromr ilave edilgtir. Kullanilan elektroforez
tanki (BioRad) yatay konumda olup jel plaklarinin blygkli70x70 mm’ dir.
Ornekler yiikleme tamponu ile kstirildiktan sonra 1X TAE tamponu icinde 70 V'’

ta 20 dk ydratalmgtar. Yaratme §lemi sonunda jeller gérintileme cihazinda
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(Biometra BioDoc Analyze, Goettingen, Germany) W\ ialtinda gorunttlenngtir

ve goruntuler bilgisayar ortamina aktarigtm.

3.2.12. Farkli ifade olunan genlerin belirlenmesi (DEG) ve analizi

Ticari bir analizsirketine gonderilen RNA o6rnekleri cDNA’ ya cevrilmive Gen
Fishing ™ kiti ile farkli ifade olan bantlar belirlengtir. Bu bantlar jelden
GENCLEANO 1l Kit (Q-BIO gene, Carlsbad, CA, USA), kullanilarak geri
kazaniimg ve d@rudan TOPO TA (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) klonlama
vektorine klonlanmtir. Klonlanan plazmidler ABI PRISM 3100 Genetic
Analyzer (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) ile Mb8ward primeri (5'-
CGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGA-3) veya M13 reverse primer (5-
AGCGGATAACAATTTCACACAGGA-3’) kullanilarak dizi analizi ypillmistir
[102-108]. Dizisi bilinen gen bolgelerinin benzer aidu diziler NCBI gen
bankasinda BLAST tarama programi ile aragtimi
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4. DENEYSEL BULGULAR

4.1. A. corsicumTiriinde Metal Analizi ve Morfolojik incelemeler

4.1.1. X sini floresans spektroskopisi (XRF) ile metal tayini

A. corsicum;doku kulttriinde, 0,01 mM, 0,04 mM ve 0,2 mM nikel giemlerinde
tohum gamasindan itibaren giirilmistir (Resim 4.1, 4.2). Hasat edildikten sonra

kurutmaya alinmgive XRF cihazinda bitkinin kok ve govdesine ait drneklerde metal

Olcumleri yapiimgtir.

1 2 3 4

Resim 4.1. Doku kultartinde farkli nikel dgmlerinde gelgtirilen A.corsicum
1) Kontrol
2) 0,01 mM Nf?
3) 0,04 mM Ni?
4) 0,2 mM Ni?
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Resim 4. 21k||m dolabinda doku kultirtinde farkli nikel deémnlerinde gelgtirilen
A.corsicum

Cizelge 4.1’ de goruldiu tUzere kontrol bitkisinin govdesindeki nikel orani 19 pg/g

iken, bu oranin 0,01 mM nikel uygulanan bitki govdesinde 34,5 ug/g’ a, 0,04mM

nikel uygulanan bitki govdesinde 93,7 pg/g’ a, 0,2 mM nikel uygulanan bitki

govdesinde ise en yuksekgge olan 932,5 pug/g’ a wemistir. Bitkiye uygulanan

artan nikel degimleri ile birlikte gévdesinde biriktirgji nikel miktarinin da artg

gorulmektedir.



Cizelge 4.1A.corsicumun govde ve kdk kisimlarinin XRile belirlenenmetal icergi

Element Na Mg Al Si P S Cl K Ca Mn Fe Ni Cu Zn

Olgiim % % % % % % % % % % % uglg uglg ug/d
Kontrol 0,205 | 0,246 | 0,0184 | 0,0685 | 0,4959 | 055367 | 1,161 | 4,638 | 0,9932 | 0,03541 | 0,01058 | 19 05 | 1449
Kontrol Kk | 0,351 | 0,0385 | 0,0477 | 0,1069 | 0,6816 | 0,675 | 02493 | 2,234 | 04374 | 00161 | 0249 | 203 41 | 6695
oo dé\'rz 0259 | 0,188 | 0,0386 | 0,1269 | 0,4962 | 055793 | 1,163 | 4,524 | 0,8966 | 0,03548 | 0,01082 | 34,5 26 | 1269
o NI 0,125 | 0,0378 | 0,0266 | 0,088 | 04135 | 03975 | 0,1941 | 1,529 | 0,2827 | 0,01221 | 0,1673 | 20,9 35 | 5305
20 dé\'rz 0211 | 0278 | 004 | 01328 | 0612 | 07271 | 1,258 | 4862 | 1,083 | 004033 | 001642 | 93,7 1,7 | 2479
0,04 Ni2
Kok 0,253 | 0,0454 | 0,0487 | 0,1259 | 0,8094 | 0,7807 | 0,3135 | 2,89 | 04867 | 002229 | 0,3448 | 74,9 47 | 9216
%gvc';‘gz 0,337 | 0,268 | 0,0325 | 0,1801 | 055328 | 08167 | 1,073 | 3,747 | 1,129 | 004408 | 0,01045| 9325 | 37 | 2681
e NI 0181 | 007 | 00711 | 0,1631 | 04828 | 05806 | 0,2027 | 1,656 | 04636 | 0,01925 | 01263 | 499,7 | 95 | 559,3

174
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Kontrol bitkisinin kdklerindeki nikel orani 20,03 pg/g iken, bu oranin 0,01 mM nikel
uygulanan bitki koklerinde 20,9 ug/g’ a, 0,04mM nikel uygulanan bitki kékinde
74,9 pg/g’ a, 0,2 mM nikel uygulanan bitki kbékinde ise en yuksgkrddan 499,7
png/g’ a ulamistir. Bitkiye uygulanan artan nikel dgimleri ile birlikte koklerinde

biriktirdi gi nikel miktarinin da artg gorulmektedir $ekil 4.1).

Kok ve govdedeki nikel biriktirme orani kalastinldiginda; 0,01 mM nikel
derisiminde, govdenin (34,5 ug/g) kokten (20,9 ng/g) yakld 3,6 pg/g daha fazla
nikel biriktirdigi gorilmektedir. 0,04 mM nikel derminde, gdévdenin (93,7 ng/g)
kokten (74,9 png/g) yakiek 18,8 nug/g daha fazla nikel biriktigdigérilmektedir. 0,2
mM nikel dergiminde, gbévdenin (932,5 ug/g) kokten (499,7 ug/g) yakld32,8
Hg/g daha fazla nikel biriktirdi gorilmektedir.

1000
900
800
700
600 OGevde

BE ok

Sekil 4.1. Farkh dekimlerde nikel uygulana. corsicuniun kdk ve govdesinde
bulunan Ni miktari

Kontrol, 0,01 mM, 0,04 mM, 0,2 mM nikel iceren ortamlarda sgeli bitkinin
koklerinde Mg miktarinin sirasiyla %0,038, %0,038, %0,045, %0,07golde
uygulanan nikel degimi ile uyumlu bir arty gosterdgi gortlmektedir. Kontrol, 0,01
mM, 0,04 mM, 0,2 mM nikel iceren ortamlarda geh bitkinin gévdesindeki Mg
miktarinin sirasiyla %0,246, %0,188, %0,278, %0,268 gidie uygulanan nikel
derisimi ile uyumlu bir arty ya da azalma gostermgdgorulmustir. Ancak bitkinin
govdesindeki Mg miktarinin koklerindeki orandan daha fazlagolcaelirlenmitir
(Sekil 4.2).
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0,3
0,25
0,2

%)

OGovde
BKok

Sekil 4.2. Farkl degimlerde nikel uygulanai\. corsicum un kdk ve govdesinde
bulunan Mg miktari

Kontrol, 0,01 mM, 0,04 mM, 0,2 mM nikel iceren ortamlarda sgeli bitkinin
koklerinde S miktarinin sirasiyla %0,675, %0,398, %0,781, %0,5815wlde
uygulanan nikel degimi ile uyumlu bir arty gostermedii gorulmektedir (Bkz.
Cizelge 4.1.). Kontrol, 0,01 mM, 0,04 mM, 0,2 mM nikel iceren ortamlardiaege
bitkinin govdesindeki S miktarinin sirasiyla %0,537, %0,579, %0,727, %0,817
oldugu ve uygulanan nikel dermi ile uyumlu bir arty gosterdgi goralmustar (Sekil

4.3).

OGovde
BKOk

Sekil 4.3. Farkli degimlerde nikel uygulanai\. corsicumun kok ve gdvdesinde
bulunan S miktar
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Kontrol, 0,01 mM, 0,04 mM, 0,2 mM nikel iceren ortamlarda sgeli bitkinin
koklerinde Mn miktarinin sirasiyla %0,016, %0,012, %0,022, %0,019 pg/guwldu
ve uygulanan nikel deiimi ile uyumlu bir arty gostermedii gorilmektedir (Bkz.
Cizelge 4.1.). Kontrol, 0,01 mM, 0,04 mM, 0,2 mM nikel iceren ortamlardiaege
bitkinin govdesindeki Mn miktarinin sirasiyla %0,035, %0,036, %0,040, %0,044
pg/g oldgu ve uygulanan nikel darmi ile uyumlu bir arty gosterdgi goralmustar.
Ancak bitkinin govdesindeki Mn miktarinin koklerindeki orandan daha fazlgzoldu
belirlenmitir (Sekil 4.4).

0,05
0,045
0,04
0,035 "
0.03 OGovde
0,025 BKOk
0,02

ari (%)

Sekil 4.4. Farkh degimlerde nikel uygulanam\. corsicum un kdk ve govdesinde
bulunan Mn miktari

Kontrol, 0,01 mM, 0,04 mM, 0,2 mM nikel iceren ortamlarda sgeli bitkinin
koklerinde Zn miktarinin sirasiyla 669,5; 530,5; 921,6; 559,3 upg/ggoldie
uygulanan nikel degimi ile uyumlu bir arty gostermedii gorulmektedir (Bkz.
Cizelge 4.1.). Kontrol, 0,01 mM, 0,04 mM, 0,2 mM nikel iceren ortamlardiaege
bitkinin govdesindeki Zn miktarinin sirasiyla 144,9; 126,9; 247,9; 268,1 pug/gwldu
ve uygulanan nikel detimi ile uyumlu bir arty gosterdgi gorulmistir. Ancak
bitkinin koklerindeki Zn miktarinin govdesindeki orandan daha fazla goldu
belirlenmitir (Sekil 4.5).

Diger metallerin kokteki miktarlarinda ise nikel demleri ile uyumlu bir artma veya
azalma go6zlenmentir. Bu deserler uygulanan nikel deimine gore sirasiyla
kontrol, 0,01 mM, 0,04 mM, 0,2 mM’ de kok icin; Na (% 0,351; 0,125; 0,253;
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0,181), Al (% 0,048; 0,027; 0,049; 0,071), Si (% 0,107; 0,088; 0,126; 0,163), P (%
0,682; 0,414, 0,809; 0,483), CI (% 0,249; 0,194; 0,314; 0,203), K (% 2,234; 1,529;
2,89; 1,656) Ca (% 0,437; 0,283; 0,487; 0,464), Fe (% 0,249; 0,167; 0,345; 0,126),
Cuicin (4,1; 3,5; 4,7; 9,5 pg/g)’ dir.

1000

800

S 600
3

Sekil.4.5. Farkli degimlerde nikel uygulanaA. corsicum’un kék ve gévdesinde
bulunan Zn miktari

Govde icin ise uygulanan nikel dgmine gore sirasiyla kontrol, 0,01 mM, 0,04 mM,
0,2 mM’ de Na (% 0,205; 0,259; 0,211, 0,337), Al (% 0,018; 0,039; 0,04; 0,032), Si
(% 0,068; 0,127; 0,133; 0,180), P ( % 0,496; 0,496; 0,612; 0,533), Cl (% 1,161,
1,163; 1,258; 1,073), K (% 4,638; 4,524, 4,862; 3,747), Ca (% 0,993; 0,897; 1,083;
1,129), Fe (% 0,011, 0,011; 0,016; 0,010), Cu (0,5; 2,6; 1,7; 3,7 pg/g)’ dir.

Bitkinin koklerindeki Fe miktarinin govdesindeki orandan daha fazla galdu
bitkinin gdvdesindeki Cl, Ca, K miktarlarinin da koklerindeki orandan daha fazl

oldugu belirlenmgtir (Bkz. Cizelge 4.1).
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4.1.2. Taramah elektron mikroskobu-Enerji dagilimli X 1simi analizi (SEM-

EDX) ile metal tayini ve morfolojik incelemeler

Doku kdltirinde, 0,01 mM, 0,04 mM ve 0,2 mM nikel denierinde gelstirilen A.
corsicumbitkilerinin gbvdesinin alt ve Ust kisimlarindan yaprak érneklennaiktir.
Taramali elektron mikroskobunda bu yapraklarin hem st hem de alflgfizie

morfolojik incelemeleri ve EDX metal analizleri yapikr (Bkz. Resim 4.3-4.12).

A. corsicumkontrol bitkisinin tst yapraklarinin alt ve st ylzeyinin genel gérinimu
ve tliy yapilarina ait elektron mikroskop goéruntuleri incelgindie tiylerin tim
yaprak yuzeyini ygun birsekilde kaplamy oldugu, yildizsi, dallanmgive cgikintil bir
yapiya sahip olduklari ve stomalarin tuylerle kaplandibzlenmgtir (Bkz. Resim
4.3).

0,01 mM nikel uygulanmi A. corsicum bitkisinin Ust yapraklarinin alt ve Ust
yuzeyinin genel gorinimu ve tiy yapilarina ait elektron mikroskop dgdeiint
incelendginde taylerin tum yaprak ylzeyini kaplgdiyildizsi, dallanngi ve ¢ikintili
bir yapiya sahip oldiu, Ust ylzeyde yer yer stomalarin gorilmeysldahg
gozlenmgtir (Bkz. Resim 4.4).

0,04 mM nikel uygulanngl A. corsicumbitkisinin Ust yapraklarinin alt ve Ust
ylzeyinin genel goérinimi ve tldy yapilarina ait elektron mikroskop goeiint
incelendginde taylerin tum yaprak yizeyini kaplgdiyildizsi, dallanmy ve ¢ikintih
bir yapiya sahip oldgu, yaprak tly uclarinda kivrilmalar meydana gélde yer yer
yaprak tuylerinin dinamik ve cikintili yapisini kaybgttgorilmektedir. Ayrica
yaprak tuy merkezlerinin desik sekiller oluturdusu ve Uzerlerinde duzensiz

cikintilarin olgtugu gozlenmgtir (Bkz. Resim 4.5).

0,2 mM nikel uygulanmgi A. corsicum bitkisinin Ust yapraklarinin alt ve Ust
ylzeyinin genel goérinimi ve tldy yapilarina ait elektron mikroskop goeiint
incelendginde Ozellikle Ust yuzeyde yaprak tuylerininzeli dergimlere ve kontrol
bitkisine gbre daha seyrek yedtigi, yaprak tly uclarinda kivrilmalarin meydana



52

geldigi, yaprak tuy merkezlerinin gesik sekiller oluturdusu ve Uzerlerinde

dizensiz ¢ikintilarin okiugu gézlenmgtir (Bkz. Resim 4.6).

Yukarida belirtilen verilere gore govde ust yapraklarinda yapmaorfolojik
incelemelerde; artan nikel dgmleriyle birlikte kontrole goére Ust ylizeyde daha
belirgin olmak Uzere yaprak tuylerinde sayl vesyaluk bakimindan bir azalma
oldugu gozlenmgtir. 0,04 mM ve 0,2 mM nikel desimlerinde, yaprak tty uclarinda
kivriimalarin - meydana gelgli yer yer yaprak tuylerinin dinamik yapilarini ve
dikensi cikintilarini kaybeti ayrica yaprak tly merkezlerinin glgik sekiller
olusturdusu ve Uzerlerinde dizensiz c¢ikintilarin glgu gozlenmgtir (Bkz. Resim
4.7).
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Ust yapraklar

e f
Resim 4.3A. corsicurmkontrol bitkisinin tst yapraklarina ait elektron mikroskop
goruntuleri

a) Ust yaprak alt yiiz genel guriiniim

b) Ust yaprak st yiiz genel gorinim

c) Ust yaprak alt yiiz yaprak tiiyleri

d) Ust yaprak Ust yiiz yaprak tiyleri

e) Ust yaprak alt yiiz yaprak tilyleri ve stomalar
f) Ust yaprak st yiiz yaprak tiyleri ve stomalar



Resim 4.4. 0,01 mM nikel uygulangm. corsicumbitkisinin Ust yapraklarina ait

elektron mikroskop gortntileri

a) Ust yaprak alt yiz genel gorinim

b) Ust yaprak ust yiiz genel gorinim

c) Ust yaprak alt yiiz yaprak tuyleri

d) Ust yaprak (st yiiz yaprak tiiyleri

e) Ust yaprak alt yliz yaprak tiyleri

f) Ust yaprak st yiiz yaprak tuyleri
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Resim 4.5. 0,04 mM nikel uygulangr. corsicunbitkisinin Ust yapraklarina ait
elektron mikroskop gortntdleri
a) Ust yaprak alt yiiz genel gériiniim
b) Ust yaprak uist yiiz genel gorinim
c) Ust yaprak alt yiiz yaprak tiiyleri
d) Ust yaprak Uist yiiz yaprak tiiyleri
e) Ust yaprak alt yiiz yaprak tiy
f) Ust yaprak st yiiz yaprak tiyleri
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Resim 4.6. 0,2 mM nikel uygulangnA. corsicunbitkisinin Ust yapraklarina ait
elektron mikroskop gortintileri
a) Ust yaprak alt yiz genel gorinim
b) Ust yaprak ust yiiz genel gorianim
c) Ust yaprak alt yiiz yaprak tuyleri
d) Ust yaprak (st yiiz yaprak tiiyleri
e) Ust yaprak Ust yiiz yaprak tiiy
f) Ust yaprak st yiiz yaprak tiyii
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Resim 4.7. Kontrol ve 0,01; 0,04; 0,2 mM nikel uygulaAacorsicumbitkisinin tst
yapraklarina ait elektron mikroskop gorunttleriningkastiriimasi
a) Kontrol Ust yaprak ust yuz yaprak tayleri
b) 0,2 mM nikelli Gst yaprak Ust ylz yaprak tiyleri
c) Kontrol st yaprak alt yiiz yaprak tlyu
d) 0,01 mM nikelli tGst yaprak alt yiiz yaprak tayt
e) 0,04 mM nikelli Gst yaprak alt yiz yaprak tiyd
f) 0,2 mM nikelli Gst yaprak Ust ylz yaprak ttyu
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A. corsicumkontrol bitkisinin alt yapraklarinin alt ve dst yizeyinin genel goriiniim
ve tly yapilarina ait elektron mikroskop gorunttleri incelgindie ttylerin alt ve st
yuzeyde seyrek biekilde yer aldgl, yildizsi ve dallanmibir yapiya sahip olduklari
gozlenmektedir (Bkz. Resim 4.8).

0,01 mM nikel uygulanmi A. corsicum bitkisinin alt yapraklarinin alt ve Ust
yuzeyinin genel gorinimu ve tuy yapilarina ait elektron mikroskop dgdeiint
incelendginde alt yiizeye ait tuylerin tamamen dokikmaldugu gozlenmgtir. Ust

yuzeydeki tuylerin ise oldukca seyrek yer aldiklari ve epidernrelgic arasina

gomuldukleri gozlenmtir (Bkz. Resim 4.9).

0,04 mM nikel uygulanngi A. corsicumbitkisinin alt yapraklarinin alt ve st
ylzeyinin genel goérinimi ve tldy yapilarina ait elektron mikroskop goeiint
incelendginde tuylerin yine oldukca seyrek gorundukleri, dallapgapilarinin yer
yer bozuldgu ve st ylizeyde epiderm hucreleri arasina gomuldikleri gozignmi
(Bkz. Resim 4.10)

0,2 mM nikel uygulanmgiA. corsicumun alt yapraklarinin alt ve st yiizeyinin genel
gorinama ve tly yapilarina ait elektron mikroskop gortntileri inceterdé yaprak
tuylerinin dinamik yapilarini ve dikensi cikintilarini kaybgiti tiylerde sekil
bozukluklarinin meydana gefgi ve Uzerlerinde duzensiz cikintilarin gusu

gOzlenmgtir (Bkz. Resim 4.11).

Yukarida belirtilen verilere gore govde alt yapraklarinda yapilem torfolojik
incelemeler sonucunda ise; 0,01 mM nikel gerinde alt ylzeydeki yaprak
tuylerinin tamamen doékulngloldugu gorulmitar. 0,01 mM, 0,04 mM ve 0,2 mM
nikel dersimlerinde yaprak tuylerinin yer yer yaprak epiderm hicreleasiaa
gomuldigt gozlenmgtir. 0,2 mM nikel degiminde daha belirgin olmak Uzere yine
yaprak tuylerinin dinamik yapilarini ve dikensi ¢ikintilarini kayiigtttylerdesekil
bozukluklarinin meydana gefdi ve Uzerlerinde duzensiz cikintilarin gusu

gozlenmgtir (Bkz. Resim 4.12).



Alt yapraklar
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Resim 4.8A. corsicunkontrol bitkisinin alt yapraklarina ait elektron mikroskop
gorantaleri
a) Alt yaprak alt yiiz genel goérinim
b) Alt yaprak tst yiz genel gérinim
c) Alt yaprak alt yiz yaprak tuyt
d) Alt yaprak Ust yliz stoma



Resim 4.9. 0,01 mM nikel uygulangm. corsicumbitkisinin alt yapraklarina ait
elektron mikroskop goruntleri
a) Alt yaprak alt yiz genel gériniim
b) Alt yaprak Ust yiz genel goriiniim
c) Alt yaprak ust yliz stomalar
d) Alt yaprak Ust yuz yaprak tlyu
e) Alt yaprak Ust yuz @er bir yaprak ttyu
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Resim 4.10. 0,04 mM ikel uygulangr. corsicumbitkisinin alt yapraklarina ait
elektron mikroskop gortintileri
a) Alt yaprak alt yuiz genel gériniim
b) Alt yaprak tst yiz genel gérinim
c) Alt yaprak alt yliz yaprak tiy U
d) Alt yaprak Ust ylz yaprak tiyu
e) Alt yaprak st yiz der bir yaprak tiyu
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Resim 4.11. 0,2 mM nikel uygulangr. corsicumbitkisinin alt yapraklarina ait
elektron mikroskop gortintileri
a) Alt yaprak alt yiz genel gériniim
b) Alt yaprak tst yiz genel gérinim
c) Alt yaprak alt yiiz yaprak tly yapilari
d) Alt yaprak Ust ylz yaprak tiy yapisi
e) Alt yaprak alt yuz yaprak tly yapilari
f) Alt yaprak st ylz der bir yaprak tiy yapisi
g) Alt yaprak alt yliz yaprak tiy yapisi
h) Alt yaprak alt ylz @er bir yaprak tly yapisi
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Resim 4.11. (Devam) 0,2 mM nikel uygulagrA. corsicunbitkisinin alt
yapraklarina ait elektron mikroskop goéruntdleri
a) Alt yaprak alt yiiz genel gériniim
b) Alt yaprak Ust ylz genel gérinim
c) Alt yaprak alt ytiz yaprak tiy yapilar
d) Alt yaprak Ust ylz yaprak tiy yapisi
e) Alt yaprak alt yuz yaprak tiy yapilari
f) Alt yaprak Ust ylz dier bir yaprak tiy yapisi
g) Alt yaprak alt yliz yaprak tiy yapisi
h) Alt yaprak alt yuz @er bir yaprak tly yapisi

63



64

Resim 4.12.Kontrol ve 0,01; 0,04; 0,2 mM nikel uygulaAacorsicunbitkisinin alt
yapraklarina ait elektron mikroskop goruntileriningkagtiriimasi
a) Kontrol alt yaprak alt ytiz genel goriniim
b) 0,01 mM nikelli alt yaprak alt yiiz genel gériinim
c) 0,04 mM nikelli alt yaprak alt yuz yaprak ttyu
d) 0,2 mM nikelli alt yaprak alt yiz yaprak tuyu
e) Kontrol alt yaprak alt ytiz yaprak tiyu
f) 0,01 mM nikelli alt yaprak st ylz yaprak tiyu
g) 0,04 mM nikelli alt yaprak st yiz yaprak tlyt
h) 0,2 mM nikelli alt yaprak alt ytz yaprak tiyu
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SEM ile goruntilenen boélgelerin ayni anda EDX analizleri yauptir. Ni, Mg, Ca,
Fe metallerinin Ust yapraklara aitgliam bulgular gizelge 4.2'de, alt yapraklara ait
metal dgilim bulgular ise cizelge 4.3'te verilgtir. Ust yapraklardaki EDX
analizleri, SEM fot@raflarinda gortlen genel gorinidrstoma, tly ortasi ve tiy
kolunda yapilmgtir. Alt yapraklardaki analizler ise genel gérinim, epidermiale,
stoma, tly ortasi ve tiy kolunda yapgtm Cizelgelerde belirtilen bulgulara ait

grafiklersekil 4.6-4.9" da verilmtir.

Ust yapraklarin st yiizeyinde yapilan SEM-EDX metal analizitidel dersimine

bagll olarak genel gorinim, stoma, tly ortasi ve tuy kolunda nikelanhakt tespit
edilmistir. Kontrol bitkisinin genel gorinim EDX incelemesinde nikel orani @/80
iken, bu oranin 0,01 mM nikel uygulanan bitki genel gériinimiinde 0,60 c/s, 0,04mM
nikel uygulanan bitkide 0,75 c/s, 0,2 mM nikel uygulanan bitkide ise 0,68duguwol
belirlenmitir. Kontrol bitkisinin stoma EDX incelemesinde nikel orani 0,00 k#s |

bu oranin 0,01 mM nikel uygulanan bitki stomasinda 0,50 c/s, 0,04mM nikel
uygulanan bitkide 0,95 c/s, 0,2 mM nikel uygulanan bitkide ise 1,56 c/gwldu
belirlenmitir. Kontrol bitkisinin tly ortasi EDX incelemesinde nikel oré@n28 c/s
iken, bu oranin 0,01 mM nikel uygulanan bitki tiy ortasinda 0,76 c/s, 0,04mM nikel
uygulanan bitkide 0,57 c/s, 0,2 mM nikel uygulanan bitkide ise 1,64 c/gwldu
belirlenmstir. Kontrol bitkisinin tiy kolu EDX incelemesinde nikel orani 0,29 c/s
iken, bu oranin 0,01 mM nikel uygulanan bitki tily kolunda 0,52 c/s, 0,04mM nikel
uygulanan bitkide 0,78 c/s, 0,2 mM nikel uygulanan bitkide ise 0,94 c/gwldu
belirlenmitir (Bkz. Sekil 4.6-a).

Bu sonucglara goére nikel miktarinin Ust yaprak Ust ylzeyde en ibeligrak
stomalarda artsi daha sonra ise tly kolu ve tly ortasindasagosterdgi
gordlmdstir. En c¢ok biriktirme orani ise 0,2 mM nikel dgémi uygulanan
bitkilerdedir. Genel gortinimde ise 0,2 mM diende nikel biriktirme oraninda ger

derisimlerdeki biriktirme oranina gore bir gitne belirlenmgtir.

Ust yapraklarin alt yiizeyinde yapilan SEM-EDX metal anadiginikel degimine

bagll olarak genel gorinim, stoma, tly ortasi ve tuy kolunda nikelanhakt tespit
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edilmistir. Kontrol bitkisinin genel gorinim EDX incelemesinde nikel orgB0Q/s
iken, bu oranin 0,01 mM nikel uygulanan bitki genel gériinimtnde 0,00 c/s, 0,04mM
nikel uygulanan bitkide 0,53 c/s, 0,2 mM nikel uygulanan bitkide ise 0,80duguwol
belirlenmitir. Kontrol bitkisinin stoma EDX incelemesinde nikel orani 0,00 k#s |

bu oranin 0,01 mM nikel uygulanan bitki stomasinda 0,30 c/s, 0,04mM nikel
uygulanan bitkide 0,50 c/s, 0,2 mM nikel uygulanan bitkide ise 0,70 c/gwldu
belirlenmitir. Kontrol bitkisinin tly ortasi EDX incelemesinde nikel oré@00 c/s
iken, bu oranin 0,01 mM nikel uygulanan bitki tily ortasinda 0,00 c/s, 0,04mM nikel
uygulanan bitkide 0,89 c/s, 0,2 mM nikel uygulanan bitkide ise 0,82 c/gwldu
belirlenmitir. Kontrol bitkisinin tly kolu EDX incelemesinde nikel orani 0,04 c/s
iken, bu oranin 0,01 mM nikel uygulanan bitki tily kolunda 0,00 c/s, 0,04mM nikel
uygulanan bitkide 0,92 c/s, 0,2 mM nikel uygulanan bitkide ise 1,12 c/gwldu
belirlenmitir (Bkz. Sekil 4.6-b).

Bu sonuclara gore nikel miktarinin Gst yaprak alt ylizeyde en imebigrak stoma
ve tuy kolunda artg, en ¢ok biriktirme oraninin ise 0,2 mM nikel geninde tiy

kolunda oldgu belirlenmitir.

Ust yapraklarin st ve alt yuzeyinde yapilan SEM-EDX metsallizinde nikel
derisimine b&l olarak genel goériniim, stoma, tly ortasi ve tlly kolunda magnezyum
miktarlari tespit edilmitir. Kontrol, 0,01; 0,04 ve 0,2 mM nikel dgiri uygulanan
bitkilerin yaprak Ust ylzeyinde daha belirgin olmak Uzere Mg oranmikel
derisimindeki artsa bal olarak ditugu tespit edilmgtir. DUsls belirgin olarak tuy
ortasi (0,18; 4,58; 3,96; 2,39 c/s) ve tuy kolunda (3,82; 2,72; 0,51; 1,44 cls)
gorulmektedir (BkzSekil 4.6 c,d).

Ust yapraklarin st ve alt yuzeyinde yapilan SEM-EDX metsallizinde nikel
derisimine bal olarak genel gérinim, stoma, tly ortasi ve tly kolunda kalsiyum
miktarlari tespit edilmitir. Kontrol, 0,01; 0,04 ve 0,2 mM nikel dgiri uygulanan
bitkilerin Ust yaprak Ust ve alt ylzeyinde kalsiyum miktarinideggk yukseldii

ancak 0,2 mM nikel degminde en dguk deseri gosterdii goralmistir. Oranlardaki
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yukselme ve déime belirgin olarak alt ytizeyde tly ortasi (11,8; 24,3; 29,9; 2,05c/s)
ve tuy kolunda (9,77; 11,9; 5,01, 4,40 c/s) gorulmektedir (B&kil 4.7 a,b).

Ust yapraklarin ust ve alt yizeyinde yapilan SEM-EDX metsllizinde (Bkz.
Cizelge 4.2.) nikel degimine bali olarak genel gérinum, stoma, tly ortasi ve tuy
kolunda demir miktarlari tespit edilgtir. Kontrol, 0,01; 0,04 ve 0,2 mM nikel
derisimi uygulanan bitkilerin yaprak alt yizey tuy ortasinda (0,21; 0,82; 1,88
c/s) demir miktarinin giderek agtigbzlenmgtir (Bkz. Sekil 4.7 c,d).

Alt yapraklarin Ust ylzeyinde yapilan SEM-EDX metal analizin(lkz. Cizelge

4.3.) nikel degimine bal olarak genel goriiniim, epidermal hiicre, stoma, tly ortasi
ve tuy kolunda nikel miktarlari tespit edilgtir. Kontrol bitkisinin genel gérinim
EDX incelemesinde nikel orani 0,00 c/s iken, bu oranin 0,01 mM nikel uygulan
bitki genel gériinimunde 0,00 c/s, 0,04mM nikel uygulanan bitkide 0,00 c/s, 0,2 mM
nikel uygulanan bitkide ise 0,45 c/s ofdu belirlenmstir. Kontrol bitkisinin
epidermal hiicre EDX incelemesinde nikel orani 0,00 c/s iken, bu oranin 0,01 mM
nikel uygulanan bitki genel gérinimtnde 0,50 c/s, 0,04mM nikel uygulanan bitkide
1,37 c/s, 0,2 mM nikel uygulanan bitkide ise 0,73 c/s g@ldoelirlenmitir. Kontrol
bitkisinin stoma EDX incelemesinde nikel orani 0,00 c/s iken, bu o@&0h mM

nikel uygulanan bitki stomasinda 1,06 c/s, 0,04mM nikel uygulanan bitkide 1,24 c/s,
0,2 mM nikel uygulanan bitkide ise 0,00 c/s ddwbelirlenmstir. Kontrol bitkisinin

tiy ortasi EDX incelemesinde nikel orani 0,00 c/s iken, bu oranin ONdInikel
uygulanan bitki tiy ortasinda 0,61 c/s, 0,04mM nikel uygulanan bitkide 0,98,2/s,
mM nikel uygulanan bitkide ise 0,76 c/s ogdubelirlenmstir. Kontrol bitkisinin tiy

kolu EDX incelemesinde nikel orani 0,00 c/s iken, bu oranin 0,01 mM nikel
uygulanan bitki tiy kolunda 0,59 c/s, 0,04mM nikel uygulanan bitkide 1,47 c/s, 0,2
mM nikel uygulanan bitkide ise 0,81 c/s ofgdubelirlenmgtir (Bkz. Sekil 4.8-a).

Bu sonuglara gore nikel miktarinin alt yaprak Ust yiizeyde englrelarak 0,04

mM nikel dergiminde tum kisimlarda ar# gozlenmgtir.
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Alt yapraklarin alt yizeyinde yapilan SEM-EDX metal analizimieel dergimine

bagli olarak genel gorinim, stoma, tly ortasi ve tuy kolunda nikelanhakt tespit
edilmistir. Kontrol bitkisinin genel goriinim EDX incelemesinde nikel orani @/60

iken, bu oranin 0,01 mM nikel uygulanan bitki genel gériinimiinde 0,38 c/s, 0,04mM
nikel uygulanan bitkide 0,00 c/s, 0,2 mM nikel uygulanan bitkide ise 0,00dugwol
belirlenmitir. Kontrol bitkisinin epidermal hiicre EDX incelemesinde nikel orani
0,00 c/s iken, bu oranin 0,01 mM nikel uygulanan bitki genel gérinimunde 0,00 c/s,
0,04mM nikel uygulanan bitkide 0,96 c/s, 0,2 mM nikel uygulanan bitkide ise 0,78
c/s oldgu belirlenmgtir. Kontrol bitkisinin stoma EDX incelemesinde nikel orani
0,00 c/s iken, bu oranin 0,01 mM nikel uygulanan bitki stomasinda 0,44 c/s, 0,04mM
nikel uygulanan bitkide 0,88 c/s, 0,2 mM nikel uygulanan bitkide ise 0,57 duguwol
belirlenmitir. Kontrol bitkisinin tly ortasi EDX incelemesinde nikel oré@00 c/s

iken, bu oran 0,01 mM nikel uygulanan bitkide tly olngadgin belirlenemezken,

0,04 mM nikel uygulanan bitkide 0,96 c/s, 0,2 mM nikel uygulanan bitkide ise 1,24
c/s old@gu belirlenmstir. Kontrol bitkisinin tiy kolu EDX incelemesinde nikel orani
0,00 c/s iken, bu oran 0,01 mM nikel uygulanan bitkide tiy olgadin
belirlenemezken, 0,04mM nikel uygulanan bitkide 1,00 c/s, 0,2 mM nikel uygulanan
bitkide ise 0,45 c/s oldiu belirlenmgtir (Bkz. Sekil 4.8-b).

Bu sonuglara gore nikel miktarinin alt yaprak Ust yizeyde englrelarak 0,04
mM nikel dersiminde tim kisimlarda ar@in gézlenmgtir. 0,2 mM nikel degimi

uygulandginda ise tly ortasinda aih en yiksek dizeye gkag1 gozlenmitir.

Alt yapraklarin Ust ve alt ylzeyinde yapilan SEM-EDX metadlizinde nikel
derisimine ba&li olarak genel gorinim, epidermal hicre, stoma, tly ortasi ve tly
kolunda magnezyum miktarlar tespit edgtini Kontrol, 0,01; 0,04 ve 0,2 mM nikel
derisimi uygulanan bitkilerin yaprak Ust ylzeyi genel gorinim ve tigsonta
magnezyum miktarinin giderek yiksgjidancak 0,2 mM nikel degiminde en déik

degeri gosterdii gorulmistir. Oranlardaki yikselme ve ghiie belirgin olarak st
ylzeyde genel gorunam (0,18; 0,34; 1,01; 0,50 c/s) ve tuy ortasinda (1,02; 1,23;
1,28; 0,45 c/s) gorulmektedir.
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Kontrol, 0,01; 0,04 ve 0,2 mM nikel dgmi uygulanan bitkilerin yaprak alt
yluzeyinde magnezyum miktarinda stomalarda (1,16; 0,78; 0,79; 0,54 c/sh bianti
azalma gozlenmgiir (Bkz. Sekil 4.8-c,d).

Alt yapraklarin Ust ve alt ylzeyinde yapilan SEM-EDX metahlizinde nikel
derisimine ba&l olarak genel gorinim, stoma, tly ortasi ve tly kolunda kalsiyum
miktarlari tespit edilmitir. Kontrol, 0,01; 0,04 ve 0,2 mM nikel dgimi uygulanan
bitkilerin yaprak ust ve alt ylzeyinde kalsiyum miktarinin giderékseldgi ancak

0,2 mM nikel degiminde ditigu gorulmigtir. Oranlardaki yukselme ve gie
belirgin olarak Ust yluzeyde epidermal hiucre (1,31; 1,41; 2,84; 0,66 c/slyve t
ortasinda (2,65; 3,67; 6,53; 4,08 c/s) gorulmektedir. (B&kil 4.9 a,b).

Alt yapraklarin Ust ve alt ylzeyinde yapilan SEM-EDX metahlizinde nikel
derisimine ba&li olarak genel gorinum, stoma, tly ortasi ve tly kolunda demir
miktarlari tespit edilmitir. Kontrol, 0,01; 0,04 ve 0,2 mM nikel dgimi uygulanan
bitkilerin yaprak ust yluzeyinde demir miktarinda orantili bigigien gézlenmezken,
yaprak alt yuzeyi epidermal hiicresinde demir miktarinin gideiddseldgi ancak

0,2 mM nikel degiminde dgtigu gozlenmgtir (0,40; 0,99; 1,21; 0,60 c/s) (Bkz.
Sekil 4.9 c,d).



Cizelge 4.2. Farkli nikel daimleri uygulanmg A. corsicuntiri st yapraklarinin SEM/EDX metal analiz sonugclari

11}

Genel Stoma Ty Ortasl Ty Kolu
Sayim/ Ni Mg Ca Fe Ni Mg Ca Fe Ni Mg Ca Fe Ni Mg Cs F
saniye
_ (cls)
U..St 0,00 | 2,00 160, 101 0,00 1,05 226 O0p5 0}28 0,18 346 pO,57 |0,29 |3,82 | 5,89
yuzey
Kontrol Alt
yiizey 0,00 | 0,08/ 150, 0,88 000 1,29 148 O0Op5 OO 422 11,8 0,21 |0,04 |0,83 | 9,77
U..St 0,60 | 0,55| 5,100 0,67 050 086 220 O0p3 O0j76 458 11,43 1,26 |0,52 | 2,72 | 9,48
0,01 | yiuzey
mM Ni | Alt y y
yiizey 0,00 | 2,27 3,01 091 03 060 176 0,0 OO 321 243 082 |0,00 |2,85 |11,9
U..St 0,75| 1,49| 184 139 09 043 864 0,4 057 39 2365 1,43 |0,78 | 0,51 | 2,96
0,04 | yuzey
mM NI cil]tzey 0,53 | 0,30 2,62, 061 050 048 205 062 089 1370 299 094 |092 |0,61 |5,01
U..St 068| 041| 120, 048 156 1,28 153 O0Op6 164 239 363 0,34 (094 |1,44 | 5,67
0,2 |yuzey
mM Ni | Alt y y
yiizey 0,80| 1,03 3713 080 O,70 1,37 1,77 Op7 0|82 236 205 1,83 (1,12 |0,98 | 4,40

0,70
0,33
0,92
0,35
0,46
1,06
1,15

0,74

0L



3 1.2 o Genel S
E 1 | Stoma E
= 08 —_ O Tiy Ortas =
'qu 0,6 1 O Ty Kolu El

0,4 4 =

o Genel = '3 O Genel
m Stoma @ m Stoma
0O Tuy Ortasl § O Ty Ortasl
O Ty Kolu § O Ty Kolu
()]
©
=

C d

Sekil 4.6. Ust.yaprak Ust ve alt yuzeylerinirsigiekisimlarinda SEM-EDX ile élctilen Ni, Mg metallerinin oranlari
a) Ust yaprak Ust ytz Ni c) Ust yaprak ust yiiz Mg
b) Ust yaprak alt yiiz Ni d) Ust yaprak alt yiiz Mg
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Sekil 4.7. Ust yaprak Ust ve alt yuzeylerinirsigekisimlarinda SEM-EDX ile élculen Ca, Fe metallerinin oranlar
a) Ust yaprak Ust yiz Ca C) _L'_'Jst yaprak Ust yuz Fe
b) Ust yaprak alt yiz Ca d) Ust yaprak alt yiiz Fe
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Cizelge 4.3. Farkli nikel daimleri uygulanmg A. corsicuntiri alt yapraklarinin SEM-EDX metal analiz sonuglari

Genel Epidermal Hiicre Stoma Tly Ortasl Ty Kolu
Saym/| Ni | Mg | Ca| Fe| Ni| Mgl Ca| Fel Ni Mg Ca F¢ Ni Mg Ga H NiMg | Ca | Fe
saniye
__(c/s)
U..St 0,00| 0,28/ 0,93 0,5 0,00 038 1,81 1)57 Q00 093#710,01 000 1,02 26p 0, 0,00 0,80 2,84
yuzey
Kontrol Alt
yiizey 0,00| 0,03 0,92 0,57 o0,00 0,22 1,15 0440 0,00 1,1H710,96| 0,00 0,59 1,20 0,0 0,00 176 0,41
U..St 0,00| 0,34 0,74 1,12 oO50 095 141 043 106 14371065 061 1,23 3,6f 1,0 0,59 0,32 171
0,01 | yiuzey
mM Ni A.I.t 0,38| 0,60 0,2 0,79 0,00 0,39 0,68 0J99 044 0,783 10,96 - - - - - - - -
ylzey
U..St 0,00| 1,01 1,09 099 1,37 0645 284 0)59 124 108B2[1L066| 095 1,28 6,58 04 147 046 4,86
0,04 | yuzey
mM Ni | Alt L y
yiizey 0,00| 0,38/ 0,25 056 09 044 0OJ¥y8 121 088 0,7%601,13| 0,96 1,52 3,99 1.6 1,00 0,36 4,23
U..St 0,45| 0,50 0,33 1,0 O,78 125 0,66 1J00 QOO0 1,3®6p0,87| 0,76 0,4% 4,08 1, 0,81 1,35 3,20
0,2 | ylzey
mM Ni | Alt ] 5
yiizey 0,00, o,00; 0,14 0,00 oO,78 0,38 0,9 0J60 057 050901,19| 1,24 0,29 428 10 045 126 0,69
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Sekil 4.8. Alt yaprak Ust ve alt ylzeylerininsitd kisimlarinda SEM-EDX ile dl¢llen Ni, Mg metallerinin oranlari
a) Alt yaprak Ust yiz Ni c) Alt yaprak ust yuz Mg
b) Alt yaprak alt ytiz Ni d) Alt yaprak alt yiz Mg
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Sekil 4.9. Alt yaprak Ust ve alt ylzeylerininsitd kisimlarinda SEM-EDX ile 6lcilen Ca, Fe metallerinin oranlar
a) Alt yaprak Ust yiz Ca c) Alt yaprak Ust yiz Fe
b) Alt yaprak alt yiiz Ca d) Alt yaprak alt yiiz Fe
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4.2. Antioksidant Enzim Aktivitelerinin Belirlenmesi

Tam nikel denimlerinde gelstirilen A.corsicum bitkisine ait govde ve kok
orneklerinden toplam enzim ekstraksiyonu yapildiktan sonra antioksidant
enzimlerden sirasiyla katalaz, glutatyon reduktaz ve askorbat p=Dks

aktivitelerindeki dgisimler nikel dersimindeki artsa ba&li olarak incelenmnsitir.

Farkli dergimlerde sirasiyla kontrol, 0,01 mM, 0,04 mM ve 0,2 mM nikel
uygulanmg A.corsicum bitkisinin; govde kismindaki katalaz enzim aktivitesi
(0,30684; 0,52207; 0,31028; 0,21266 pmol/dak/mgprot.) ve kok kismindaki katalaz
enzim aktivitesi (0,13404; 0,37354; 0,30762; 0,05636 pmol/dak/mgprot.) olarak
tespit edilmgtir. Govde ve koklerdeki katalaz enzim aktivitesinin 0,01 mM nikel

derisiminde belirgin bir ary gosterdgi daha sonra diigi gozlenmgtir (Sekil 4.10).

z

=9

206 7

% 0.5 ]

g 0.4

E,: 03 - BGevde
£ 02 - Kok

Sekil 4.10. Farkli desimlerde nikel uygulanngi A. corsicumbitkisinin gévde ve
koklerindeki katalaz enzim aktivitesi gigimi

Farkli dergimlerde sirasiyla kontrol, 0,01 mM, 0,04 mM ve 0,2 mM nikel uyqguolga
A.corsicum bitkisinin; goévde kismindaki glutatyon reduktaz enzim atdsii (0,01665;
0,03048; 0,0255; 0,01879 umol/dak/mgprot.) ve kdk kismindaki enzim aitiy@€®091;
0,01086; 0,0115; 0,00727 umol/dak/mgprot.) olarak tespit ediitmGlutatyon reduktaz
enziminin govdedeki aktivitesinin de ayw®akilde 0,01 mM nikel degiminde arty gosterdgi
ve diger dergimlerde digmeye devam ettt gézlenmitir. Ancak kokteki aktivitesi 0,04 mM

nikel dergimine kadar artma gostergmi0,2 mM degimde digmistir (Sekil 4.11).
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Sekil 4.11. Farkh desimlerde nikel uygulanngi A. corsicumbitkisinin govde ve
koklerindeki glutatyon reduktaz enzim aktivitesgoami

Farkli dergimlerde (sirasiyla kontrol, 0,01 mM, 0,04 mM ve 0,2 mM) nikel
uygulanmg A.corsicum bitkisinin; govde kismindaki askorbat peroksidaz enzim
aktivitesi (0,00591; 0,0039; 0,00805; 0,00462 umol/dak/mgprot.) ve kék kismindaki
enzim aktivitesi (0,00404; 0,00367; 0,00469; 0,00353 pmol/dak/mgprot.) olarak
tespit edilmgtir. Bu verilere gore askorbat peroksidazin govde ve kokteki
aktivitesinin sadece 0,04 mM nikel d@minde belirgin bir ary gosterdgi diger
derisimlerde ise aktivitenin dgsken oldgu gozlenmgtir (Sekil 4.12).

0,009

‘itesi (unol/dak/mgprot.)

Sekil 4.12. Farkh desimlerde nikel uygulanngi A. corsicumbitkisinin gévde ve
koklerindeki askorbat peroksidaz enzim aktivitegigieni
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4.3. Toplam Yaprak Protein Profillerinin Belirlenmesi

Farkli nikel degimlerinde gelgtirilen A. corsicumbitkisine ait yaprak drneklerinden
toplam protein izolasyonu yapilgnve SDS-PAGE ile yuruttlmir (Sekil 4.13).
Jelde 49 kDa ve 14 kDaaliginda iki temel bant elde edilgtir bunlar RuBisCO
proteininin buydk (LSU, 49 kDa) ve kicuk (SSU, 15 kDa) alt Gnitelerdirica 45
kDa ve 18,4 kDa arasinda glan cok sayida kigcik bantlar tespit editini
Bitkilere ait protein bant desenlerinin tim nikel denleri icin ayni oldgu ve
bantlarin ygunluk ya da hareket bakimindan kontrolden fark gdstegnedi
gOralmstar.

0.01 0.04 0.2
K Ni Ni N M

Sekil 4.13. Farkli nikel degimlerinde gelgtirilen A. corsicum’'un SDS-PAGE ile
elde edilen toplam yaprak protein profilleri (M) Protein marker
(116 kDaB-galaktozidaz, 66,2 kDa bovin serum albumin, 45,0 kDa
ovalbumin, 35,0 kDa laktat dehidrojenaz, 25,0 kDa RE az Bsp 981,
18,4 kDap- laktoglobulin, 14,4 kDa lizozim)
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4.4, DNA'’ larin RAPD-PZR ile incelenmesi

Farkl dergimlerde nikel variginda gelgtirilen A. corsicum bitkisine ait gbvde ve
kok drneklerinden total DNA izolasyonu yapikwe bu DNA’ lara OPW10, OPB10,
OPA17, B7, OPOO04 primerleri ile RAPD-PZRlemi uygulanmgtir. Bu deneylere
ait sonuclagekil 4.14-4.18'da verilnytir.

OPW210 primeri, RAPD-PZR denemesinde 500 bp biyiikide yg@un bir bant ve
300 bp buyuklgunde zayif bir bant ¢altmistir. Gozlenen bantlarda nikel
derisimlerine gore belirgin bir fark yoktur (Bk&ekil 4.14).

500 b
300 bp

Sekil 4.14. Farkli degsimlerde nikel uygulanaA. corsicuntirinin OPW10
primeri ile elde edilen RAPD profili
M) 100bp DNA Ladder
1) 0,04mM govde
2) 0,04mM kok
3) 0,2mM kok
4) 0,2mM govde
5) 0,01mM kok
6) 0,01 mM gbévde
7) Kontrol kbk
8) Kontrol gévde
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OPB10 primeri, RAPD-PZR denemesinde 500 bp biygikide yg@un bir bant ve
300 bp boyuklginde zayif bir bant galtmistir. Gozlenen bantlarda nikel
derisimlerine gore belirgin bir fark yoktur (Bk&ekil 4.15).

500 bp

300 bp

Sekil 4.15. Farkli degimlerde nikel uygulanaA. corsicumttriniin OPB10 primeri
ile elde edilen RAPD profili

M) 100bp DNA Ladder 5) 0,01mM kok

1) 0,04mM govde 6) 0,01 mM govde
2) 0,04mM kok 7) Kontrol kdk

3) 0,2mM kok 8) Kontrol gbvde

4) 0,2mM goévde

OPB 17 primeri, RAPD-PZR denemesinde yaika00 bp ve 200 bp buyuldinde
iki zayif bant ve 300 bp ve buyuklikte &m bir bant ¢g@altmistir. Gozlenen
bantlarda nikel degimlerine gore belirgin bir fark yoktur (Bk&ekil 4.16).
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1 2 3 4 5 6 T &

400 bp

300 bp
200 bp

Sekil 4.16. Farkli degimlerde nikel uygulanaA. corsicunttrinin OPA17 primeri
ile elde edilen RAPD profili

M) 100bp DNA Ladder 5) 0,01mM kok

1) 0,04mM govde 6) 0,01 mM govde
2) 0,04mM kok 7) Kontrol kdk

3) 0,2mM kok 8) Kontrol gévde

4) 0,2mM gbévde

B7 primeri, RAPD-PZR denemesinde yakkal000 bp ve 450 bp buyllliinde iki
bant ¢c@altmistir. 900 bp buydklgindeki bantin sadece 0,04 mM nikel uygulanan
bitki kdkunde, 0,2 mM nikel uygulanan bitki govdesinde ve 0,01 mM nikel
uygulanan bitki kokinde @altildigl diger drneklerde yer almagligoralmitir. En
yogun olarak ise 0,04 mM nikel uygulanan bitki kokiinde yer almaki{@&tz. Sekil 4.17).

Sekil 4.17. Farkli degimlerde nikel uygulanarA. corsicuntirindn B7 primeri ile
elde edilen RAPD profili
1) 0,04mM govde 4) 0,2mM gbévde 7) Kontrol kdk
2) 0,04mM kok 5) 0,01mM kok 8) Kontrol gbvde
3) 0,2mM kok 6) 0,01 mM goévde M) 100bp DNA Ladder
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OPOO04 primeri, RAPD-PZR denemesinde yailkla’00 bp bluyuklginde ygun bir
bant ve 400 bp-300 bp ar&imda zayif bir bant gealtmistir (Bkz. Sekil 4.18). Bunun
haricinde 0,01 mM nikel uygulanan bitki kokiinde ve 0,2 mM nikel uygulanan bitki
govdesinde yakkak 200 bp buytklginde bir bant ortaya ¢iketir.

Il | 2 3 4 5 6 7 2

700 bp

400-300 bp
200 bp

Sekil 4.18. Farkli degimlerde nikel uygulanaA. corsicumttriniin OPO04 primeri
ile elde edilen RAPD profili

M) 100bp DNA Ladder 5) 0,01mM kok

1) 0,04mM govde 6) 0,01 mM govde
2) 0,04mM kok 7) Kontrol kdk

3) 0,2mM kok 8) Kontrol govde

4) 0,2mM govde

OPW10, OPB10, OPA17 primerleri ile yapilangatimalarda bant farkliliklari
gorulmezken, OPO04 ve B7 primerleri ile elde edilen RAPD prafiiee bant

farkhliklari belirlenmitir.

45. cDNA'larin RAPD-PZR ile incelenmesi

Bitkilere ait gbvde ve kdk orneklerinden RNA izole edjmie bu RNA’lar cDNA’
ya cevrilerek RAPD-PZR uygulangtr. Bant farkliliklarr OPAQ2 primerinde
yogunluk farki olarak gozlenngiir (Sekil 4.19). Buna gore kontrol ve 0,2 mM nikel
derisimi uygulanan bitkilerin koklerinde yakjgk 1500 bp buyuklginde bir bant
daha ygun iken kontrol ve 0,2 mM nikel muamele edilen bitki gévdesinde
yogunlugunu kaybetmtir. Yine yaklaik 500 bp buyuklgiundeki bir bant kontrol ve
0,2 mM nikel degiminde gbvdede daha ¥on goruniurken koklerde bantin
yogunlugu daha azdir (Bk#Sekil 4.19).
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KEKik 02Kik K Givde 02 Giovde M
Ni Ni

— 1500bp

Sekil 4.19. Farkli konsantrasyonlarda Ni uygulamancorsicumtirine ait cDNA’
larin OPAOQ2 primeri ile elde edilen RAPD profili

Bant farkliliklart OPBO08 primerinde bazi bantlarin eksilmesjavertaya cikmasi
seklinde gozlenmektedirSekil 4.20). Buna goére kontrol ve 0,2 mM nikel darii
uygulanan bitkilerin kdk ve gdvdelerinde yajla 900 bp buyuklginde bir bant
ortak olarak gérinmektedir ancak 700 bp ve 400 bp bugukide bir bant sadece
0,2 mM ve kontrol govde nikel denmminde bulunurken 600 bp buyuldinde bir
bant ise sadece 0,2 mM kok ve kontrol gévdede mevcuttur (&ka. 4.20).

M 1 2 3 -

900 bp
700 bp

400 bp

Sekil 4.20. Farkli konsantrasyonlarda Ni uyguladarcorsicuntiriine ait cCONA’
larin OPBO08 primeri ile elde edilen RAPD profili
M) 100 bp DNA ladder
1) Kontrol kdk
2) 0,2 mM kok
3) Kontrol gévde
4) 0,2 mM gobvde
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4.6. Farkli ifade Olunan Genlerin Belirlenmesi

Kontrol ve 0,2 mM nikel uygulanmibtiki 6rneklerinin kok ve gdvdesinden izole
edilen toplam RNA ticari bir analigirketine gonderilmgtir. RNA’ lar cDNA’ ya
cevrilmis ve farkli ifade olan bantlar belirlengtir (Sekil 4.21). Bu bantlar jelden
geri kazanilarak ABI PRISM 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems) ile dizi

analizleri yapilmgtir.

Dizilerin uyumlu old@gu genler NCBI BLAST aracgiyla gen bankasinda kayith

diziler icinde aranmive bu analize ait sonuclar gizelge 4.4-4.14’ te vegtimi

Jel fotgrafinda gozlenen 1 nolu farkl ifade edilen gen dizisi, gen bankasibitlki
genom dizileri ile kaglastirildiginda Arabidopsis thaliana 1. kromozom dizisinin
BAC T24P13 kismina ait genomik dizisi ile %93 benzer gldgorilmigtur (Bkz.
Cizelge 4.4). 2 nolu farkli ifade edilen gen dizisi, gen bankasindaki ¢ekom
dizileri ile kawilastirildiginda Arabidopsis thalianakalmodulin-bg&layan protein
(AT5G40190) mRNA'’ si ile %68 benzer olgim gozlenmgtir (Bkz. Cizelge 4.5). 3
nolu farkl ifade edilen gen dizisi gen bankasindaki bitki genom edizile
karsilastirildigindaArabidopsis thaliandipotetikal protein mRNA'sI ile %72 benzer
oldugu gozlenmgtir (Bkz. Cizelge 4.6). 4 nolu farkli ifade edilen gen dizisi gen
bankasindaki bitki genom dizileri ile kaastirildigindaArabidopsis thalianaCKB3
(kazein kinaz Il beta zincir 3) (CKB3) mRNA ile %49 benzer gldgdzlenmgtir
(Bkz. Cizelge 4.7). 5 nolu farkli ifade edilen gen dizisi gen bankasihd&i genom
dizileri ile kasilastirildigindaArabidopsis thaliand_hca2 protein (Lhca2) mRNA'’ si
ile %99 benzer oldiu gorilmigtir (Bkz. Cizelge 4.8). 6 nolu farkli ifade edilen gen
dizisi gen bankasindaki bitki genom dizileri ile é&astirildiginda Arabidopsis
thalianaklon 30081 mRNA ile %68 benzer olglu gorulmigtir (Bkz. Cizelge 4.9). 7
nolu farkl ifade edilen gen dizisi gen bankasindaki bitki genom edizile
karsilastirildiginda Arabidopsis thaliangoroteaz inhibitor/tohum depol/lipit transfer
protein (LTP) ailesi protein (AT4G22490) mRNA'sina %41 benzer g@idu
goralmdstar (Bkz. Cizelge 4.10).
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b c

Sekil 4.21. Kontrol (1) ve 0,2 mM (2) nikel uygulang. corsicumbitkisinde farkl
ifade olan toplam 11 adet gen bélgesi
a) 1-7 farkh ifade edilen gen bdolgesi
b) 4. farkli ifade edilen gen bdlgesi
c) 8-11 farkli ifade edilen gen bolgesi
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8 nolu farkl ifade edilen gen dizisi gen bankasindaki bitki genorniedizle
karsilastirildigindaBrassica oleraceaar. acephalaWSCP1R mRNA suda ¢6ziinen
klorofil proteini ile %55 benzer oldw gorulmigtir (Bkz. Cizelge 4.11). 9 nolu
farkli ifade edilen gen dizisi gen bankasindaki bitki genom dizilée
karsilastirildiginda Brassica rapa subsp. pekinenditon KBrBO81M20 ile %60
benzer oldgu gorulmitir (Bkz. Cizelge 4.12). 10 nolu farkl ifade edilen gen dizisi
gen bankasindaki bitki genom dizileri ile kdastirildiginda Arabidopsis thaliana
proteaz inhibitdér/tohum depol/lipit transfer protein (LTP) ailesi pnotaT4G22490)
MRNA ile %31 benzer oldiu gorulmigtir (Bkz. Cizelge 4.13). 11 nolu farklh ifade
edilen gen dizisi gen bankasindaki bitki genom dizileri ilesikatirnidiginda
Lobularia maritima kloroplast DNA’ siI, tamamlarygrdizi ile %99 benzer oldiu
gorulmistur (Bkz. Cizelge 4.14).



Cizelge 4.4. DEGlArabidopsis thalianal. Kromozom dizisinin BAC T24P13 kismina ait genomik dizisi %93 benzer.

Ornek 25 ACTACAAATGGTTTTCATTANAGAAA-TGCTATTTCC ATTTGACAATCTTTGTAATAATA 83

T DT T (TR
Refer 47900 ACTACAAATGTTTTGCAACAAAACAAGTGTTATTTCBTTTGAATGTCTTTGTAATAATA 47959

Ornek 84 TCATTGTATGATTTATTCTATGAGGCAAAGAATTACAGGAAAGCAAAATGGTA--TCTCT 141

LR R AR URILT il
Refer 47960 TCATTGGATGTTTCCTTCCATGAGGCAAGGAATTAGRAAAACCAAAATGGTTACTCTCT 48019

Ornek 142 CTGGTGATCTTACAAACAATTAGCTCTAAAAGTTTCBIGNGGATACCAAGGCTATTGTAG 201

IR LT 1AL
Refer 48020 CTATTGATCCTACAAGCAATTAGTTTCAACATTTG------- TAACTTGT-TACTCTAT 48070

Ornek 202 GCCGANAANAGCCTTCATTGCCTTCTTTTTCGATACACTTTGCCATAAACACCCTTTCC 261

L RIRTUTT T IR
Refer 48071 GCCAAGAAGAGTCTTCATTGCCTTCTTTTTCGATACACTTTGCCATAAACCCCCTTCCC 48130

Ornek 262 TAGCTTCATGATTTTTTCCATCTCTGCAATGGTACTGCAACCTCCAGTCTTCTTCTTCAT 321

LU T T
Refer 48131 TAGCTTCATGATTTTCTCCATCTCCACAATGTTACTBAACCTCCATGCTTCTTCATCAT 48190

Ornek 322 CCCTTCCACTACCGTCTTCATCAGTCTCTCATCACTT 359

TR I
Refer 48191 CCCTTCCACAGCCATCTTCATCAATCTCTCATCACTT 48228

.8



Cizelge 4.5. DEG 2Arabidopsis thalian&almodulin-b&layan protein (AT5G40190) mRNA’ si, %68 benzer.

Ormek 1 CCTTCTCTCTCGCTTCTTCAGCTACAGGGGCAGTTAT@&ACGCCATGAAGAAAGAAGGT 60

TR ST I I
Refer 379 CCGTCTCTATCGCTTCTTCAGTTGCAGACTCAGTTATGRTATGTTGAAGAAAGAATCT 438

Ornek 61 GTTGAGATTGGTGAGGAGTATCGTCCTGATTCGTGGEUGTTTTGTCCTGTGGCTCTT 120

[T TS QLD AT A T
Refer 439 GTTGACATTGGTGAAGAGTATCGTGTTGATTCTTGGGETGTTTTGTCCCGTGGCTCTT 498

Ornek 121 GATGTGCCGAAATCGCGTATGGCTGAGGGTTTCTCGE@AGAGATTTGAAGCTCCCC 180

IR IRCRINITTH R [T
Refer 499 GATGTTCCTAAGTCTCGTATGGCTGAGGCTTTCTCTGTBGAGAGATTTGAAGCTTCCG 558

Ornek 181 GTGAATGGTTACGCCATGGATATTGGTCTTGTTGAGTIRICCTGTTCGTGAAGTCTTC 240

PERNEE T ALETY THLEY D [T
Refer 559 GTGAATGGTTATGGTATGGAGATTGGTCTCGTTGAGTICTCCTGTTCGTGAAGTCTTC 618

Ornek 241 TCTTTTGCTCTTGGTAACCATTTGGAGTCTTGA 273

[N 0
Refer 619 TCATTTCCTCTTGGTAACACTTTGGAGTCTTGA 651

88



Cizelge 4.6. DEG 3Arabidopsis thaliandnipotetikal protein mMRNA’sI %72 benzer

Omek 1 ACGAGGAAGGGCACGTGGAGGACGAATCGACCGTTGBAGCATTTACCTATAAAGGAA 60

(PRI TEPRDNE DT R LTI
Refer 1429 ACGAGGAAGGACACGTGGAAGATGAAACAACCGTTGGAGCTTTCACGTTTAAAGGAA 1488

Ornek 61 ACAGCGTGGAACAATTGACGCAAACTCTACGAGAAGABATGCTTGGAGGATGCTGTGG 120

NIV o TR RLLTASTE [T I
Refer 1489 ATAGCGTGGCGGAGCTGACTCAGACATTGCGAGAABAGTGCATGGAAGACGCTGTGG 1548

Ornek 121 TCTGTACTCGGAGTCCCTTAAACGGCAAGTTGTTTCCTCCGTTTGCAACTTCCACCTA 180

LI T TR 100 [T
Refer 1549 TGTGTACTCGTAGTCCTTTAAACGGCAAGCTGTTTCCTTCGTTTGCAACTTCCTCCTA 1608

Ornek 181 ACAACGGAACATTGCATGTCATTTTGGTACCCTCCGGTCACCCTCTAG 230

TR IR
Refer 1609 ACAACGGAACATTGCATGTCATTTTACTACCCTCCAGLGAGCCTCTAG 1658

68



Cizelge 4.7. DEG 4Arabidopsis thalianaCKB3 (kazein kinaz Il beta zincir 3) (CKB3) mRNA, %49 benzer

Ornek 154 TTTTCCCCCAACGAGTTAGGCTGTTGTGAT--TAAGTTTTTCTTGGAACTTC-------- 203

LTI T [T
Refer 1191 TTTTCCCCCAATGAGCCAGGCTGTTGCACTTCTAAGTTTCTTGGAACTTCATGAGATT 1133

Ornek 204 ---TCACGAATCCAACTTTTAACTTCATTTTTTAGCTC TCATCTTCT-ACCCAATGATTG 259

LRI 1 [T 1T
Refer 1132 CTTTCAAGATTCCATCTTTCAACTTC------AGCTC ~ TCATCCTCTAACCCAATGGTTG 1080

Ornek 260 ATTCCATGCTCCATTCAAACCACAGCTA-CTCTTCAATAGCTCA 303

N TN
Refer 1079 A-TGTATGCTCCAGTC--ACCGCAGCTATCGTTTCAGTI-GCTCA 1039

06
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Cizelge 4.8. DEG 5Arabidopsis thaliand_hca2 protein (Lhca2) mRNA’ si1, %99

benzer

Ornek 3 teetttteeeteeett ACCGCGAATCCTAATTTGCATTCGACCATAGTTCATATAAA-T 61

LT R TETREREEEY [INIE LI O
Refer 960 TTTTTTTTTTTTTTTTTACGGGGGAACTTAATTTGCATTCGACCACAATTTATATAAAGT 901

Ornek 62 ACATTATACTTTTAAAGTTCAAAAACGATATTTGTACAACATGATCACACA--AACACA 119

(UL EOELE TELFEERE FFP (A o
Refer 900 ACATAATAATTTTAA-GTTCAAAAT-GATATTTGTACAA ACATGATCACACACAAACGCA 843

Ornek 120 TTCTCCTCCCAAAATCATCCCTTTTTTGGTCTTCTCAORGGTGTGAAAGCAGCGAANA 179

IR THEN T LI 1
Refer 842 TTCACCTCCCCATAAC---CCTTTTTCGTTGTCTCACT TGGGTGTGAAAGCAGCGAAGA 787

Ornek 180 TAGTGGCGTGACCAGGATCAGCAAGATGTGCAAAAABITAATAGGACCAGTACCAG 239

| —————————— [
Refer 786 TTGTGGCGTGACCAGGATCAGCAAGATGTGCAAAAAGBTCAATAGGACCAGTGCCCG 727

Ornek 240 TGTAGATATGTTGGAACCAAGCACCCATCACAGCCAABGCCAATCTTCCATTCTTGA 299

L LRI
Refer 726 TGTAGATGTGTTGGAACCAAGCACCCATCACTGCCAARSCCAACCTTCCGTTCTTGA 667

Ornek 300 TCTCTTTAGTTCTCAACTCCTTAATCTTAGCCGGGCTAGGATCCCCAACCCAACGGAT 359

(L I8 IE AT [
Refer 666 TCTCCTTGGTCCTCAACTCCTTGAGTTTAGCCGGGCTBGGATCCCCAACCCAACGGGT 607

Ornek 360 CAAACCATAACCCACCGGAGTATCCAACATCAGTACQTAGCTTGTTGTTTGGGAAGA 419

(AR LI
Refer 606 CGAACCATAACCCACCTGGGTAACCAACGTCTGTGCCCBGTTTGTTGTTTGGGAAGA 547

Ornek 420 TTGGATCAGTGTTGACACTACCAGGCTTGATGATATG2@CATCGACGTCCTTCAGCCC 479

(P TOOOL COO {LIRUTT
Refer 546 CTGGGTCAGTGTTGACGCTACCGGGCTTGATGATAT@®EATCTACGTCCTTCTGCCC 487

Ornek 480 ATCCGATTAAGATGAGCTCAACGACAAAGAGTGTGGTGICTGTGAAATACTCTTGTT 539

(TR (LT
Refer 486 ATCCGATCAAGATGAGCTCAACGACAAAGAGTGTGGTETCCGTGAAATACTCTTGCT 427

Ornek 540 CTC 542

1]
Refer 426 CTC 424




Cizelge 4.9. DEG 6Arabidopsis thalianklon 30081 mMRNA, %68 benzer

Ornek 164 ATCACTCTCATATATTGAACACATGCAGCTCATTATTAAAAACTTATAATGACTGA-- 221

LT AT Qi IR
Refer 651 ATGACTCTCATATATCCAACACAA---CTCTTTATTT- TTCCACATTCAAAGAGTGATA 597

Ornek 222 --AATCAACATGATTCAACCACACAAACGCATGCATGGAGGATA------- GCCACAC 272

IE TP AE HT [T LI
Refer 596 AAAATCGGCATGCTTCAATCACACATAC--ATGTACGGBAGGATAATAGATAGTCACAC 539

Ornek 273 GAGGAGGGCTCTCCTCTATTCCTCGGACAAGAGATGETCGATTTCTTTGGAGACCTC 332

[T TTHODELT DT P YT T
Refer 538 GAGGAATATTCTCCTCTATCCCTCGGCCAAGAGATGTGTCGATYTCTTKGGAGACYTC 479

Ornek 333 GACG-CAGAACTGGAGGAGAGTTTCGGGATGAGCAACGTCGCTAATTTTCTCATACT 391

LRI R T |11
Refer 478 RACGRCAGAAYTGGAGGAGAGTYTCRGGATGAGCYACETCGYTGATTTTCTCATACT 419

Ornek 392 CAAGGTGCCAGTGCACAATACTCCCTGCCCCTCCATGAFGGGTCACCTGGATTGTGA 451

TN FL LT M [T 1
Refer 418 CAARGTGCCAATGCACMAYACTTCCWGRACCTCCATEGAEGRGTCACYTGGATYGTGA 359

Ornek 452 TCAAGAAGCTCTTGTACTCTTTCATCAGATCACCTTCTAACCCTAAACGTGATCAAGT 511

LRUTR T [T
Refer 358 TCAAAAAGCTCTTGTACTCTTTCATCAGATCACCTTCTRAACCCTRAACGTGATCAAGT 299

Ornek 512 TTTTC 516

[ 1]
Refer 298 TYTTC 294

c6



Cizelge 4.10. DEG 7Arabidopsis thaliangroteaz inhibitor/tohum depol/lipit transfer protein (LTP) ailesi protein(AT4G22490)

MRNA, %41 benzer

Ornek 352 TGGTGGCGGACACTGAAAACCAATAGGAAAAACCATETRAGCGAAAAAGATTTCACG 411

[T THLETY T DO TR
Refer 393 TGGTGGTGGACACTGGAAACCGATAGGAAAAACCCTSTAAGCAAAAAAGATTTCTCT 334

Ornek 412 AATGGCCTCATCAATAGCAAAAACCAAAGGAATTGG@ANAGACATAGCAAAGGCAATC 471

(NI ({TRNIRINH
Refer 333 AACGGCCACATCAATACCGAAAACCAACGGAATCGGGBRAGATAAAGCAGAGACAATC 274

Ornek 472 GGCCACTTGAACATTCGGGAGGCCCTGGATAGCATOEPMAGCCCGTGCCCTTGGGTC 531

LU U [ AT
Refer 273 GGTTACTTGAACATTAGTGAGGCCATTGAGGGCAGT@GCACTGTCGTGCTCTGGGGTC 214

Ornek 532 GCCGGCAAATACATTGGGTAGGCCAGGTAAATTGGOREBGCCTAGTTGCAATGGGTC 591

LU LRI T
Refer 213 GCCAGCTGTAACATTGGCTAGGCCAAGGACGTTGGCROBGCCTAGTTGCAATGGGTT 154

Ornek 592 TCTAGGGCACGTGCCAAAGTTGTCGGTC 619

1IN R I
Refer 153 TCTGGGACATGAGCCAAAGTTGTTGGTC 126

€6



Cizelge 4.11. DEG 8rassica oleraceaar.acephalaWSCP1R mRNA suda ¢6zinen klorofil proteini, %55 benzer

Omek 1  AGAGCTGTTGTCGGTTGGCTTAAGATAAGGGCGGCTPGAGGTGGGGCTTCTTTATCAGG 60

LHHNIRTT T LRILIRTIgAI
Refer 56784 AGAGCTGTTGTTGGGTGGCTTAAGATAAAGGCAGCRRAGATGGGGTTTCTTCATCAGG 56725

Ornek 61 AGGAAAGCCGCTGAGAGGCGAGCACAGATGGTAGATGATGATGACGAAGAGGAATAG 120

T TR TR ST LT
Refer 56724 AGGAAAGCTGCTGAGAGGCGTGCACAGATTGTAGAGGATGATGATGACGAAGAATAG 56665

Ornek 121 TCTGGTCTATCTTTACCA----CAGATCAT---TACA CTCATGATGGTAACAACACTGAT 173

L LETo R R L T
Refer 56664 TCTGGTCCTTCTTCATCATGATCGTATCATACCTTCAIGATGATGGTAACAACACTACT 56606

Ornek 174 GACTC-AAACCGTGTTTACC 192

[T
Refer 56605 GACTCAAAACAGTGTTTACC 56586

76



Cizelge 4.12. DEG 8rassica rapa subsp. pekinenklsn KBrB081M20, %60 benzer

Omek 1  AGAGCTGTTGTCGGTTGGCTTAAGATAAGGGCGGCTPGAGGTGGGGCTTCTTTATCAGG 60

LRy LRILIRTgHI
Refer 56784 AGAGCTGTTGTTGGGTGGCTTAAGATAAAGGCAGCRRAGATGGGGTTTCTTCATCAGG 56725

Ornek 61 AGGAAAGCCGCTGAGAGGCGAGCACAGATGGTAGATGATGATGACGAAGAGGAATAG 120

T T TR ST LA
Refer 56724 AGGAAAGCTGCTGAGAGGCGTGCACAGATTGTAGAGGATGATGATGACGAAGAATAG 56665

Ornek 121 TCTGGTCTATCTTTACCA----CAGATCAT---TACA CTCATGATGGTAACAACACTGAT 173

L LLT o R L g | TN
Refer 56664 TCTGGTCCTTCTTCATCATGATCGTATCATACCTTCAIGATGATGGTAACAACACTACT 56606

Ornek 174 GACTC-AAACCGTGTTTACC 192

TN
Refer 56605 GACTCAAAACAGTGTTTACC 56586

56



Cizelge 4.13. DEG 1Arabidopsis thaliangroteaz inhibitér/tohum depo/lipit transfer protein (LTP) ailesi protein (AT48QR4

MRNA, %31 benzer

Ornek 345 TGGTGGCGGACACTGAAAACCAATAGGAAAAACCATETRAGCGAAAAAGATTTCACG 404

LR T A TR
Refer 393 TGGTGGTGGACACTGGAAACCGATAGGAAAAACCCTSTAAGCAAAAAAGATTTCTCT 334

Ornek 405 AATGGCCTCATCAATAGCAAAAACCAAAGGAATTGG@GIAGACATAGCAAAGGCAATC 464

(NI I TRNIRINH
Refer 333 AACGGCCACATCAATACCGAAAACCAACGGAATCGGGBRGATAAAGCAGAGACAATC 274

Ornek 465 GGCCACTTGAACATTCGGGAGGCCCTGGATAGCATOE2A 506

LU
Refer 273 GGTTACTTGAACATTAGTGAGGCCATTGAGGGCAGTGTA 232

96



Cizelge 4.14. DEG 11 Lobularia maritima kloroplast DNA’ si, tamamlasekans, %99 benzer

Omek 1 TC aaaaaaaaa GAATTTGTATCGAATAAAATATATACTTCGTCTTTGTTGTGTTAAABCT

R [T
Refer 2292 TCAAAAAAAAAGAATTTGTATCGAATAAAATATATACTTCGTCTTTGTTGTGTTAAAACT 2233

Ornek 61 TTGGCTCGTAAACGTAAAAGTACTGTACGCGCTTTTTAAAAGGGTTGGGCTCGGGTTTA 120

T DR [T
Refer 2232 TTGGCTCGTAAACACAAAAGTACTGTACGCGCTTTTRRAAAGGTTGGGCTCGGGTTTA 217

Ornek 121 TTGGAAGAATTCCTTACGGGGGAAGACCAGGTTCTTNITTAATCTTCCCAAGAAGCTAT 180

LRI [T T
Refer 2172 TTGGAAGAATTCCTTACGGGGGAAGACCAGGTTCTTTLIAATTTTCCCAAGAAGTTAT 2113

Ornek 181 TATGCTTCTAAAAGATTATATCGAGTGCGGATTTGGTA TGGATATTCTTTATCTTAAT 240

T [T
Refer 2112 TATGCTTCTAAAAGATTATATCGAGTGCGGATTTGGTI TGGATATTCTTTATCTTAAT 2053

Ornek 241 GATTTGGTCAATCATGAATAATTGGGTTATGAGA-TCCGTAAATTAAATCAAAATTTAT 299

TP AR TR
Refer 2052 GATTTGGTCAATCATGAATAATTGGGTTCTGAGACTGCETAAATGAAATCAAAAGTTAT 1994

Ornek 300 CATAACTTATACAGAGATAAAAAAAAAAAAAA 331

T T
Refer 1993 CATAACTTATGCAGAGATAACAAAAAAAGAAA 1962

L6
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5. SONUC VE ONERILER

Son yillarda bgta gir metaller olmak Uzere pek c¢ok inorganik ve organik
kirleticinin ¢cevreden uzakyairiimasinda “bitkisel aritim” tekgi kullaniimaktadir.
Bitkisel aritim; kirletiims durumdaki toprak, su ve havanin; metaller, pestisidler,
cobzlculer, patlayicilar, ham petrol ve tlrevleri ilesittie diger Kirleticileri
bulunduklar ortamdan tutma, indirgeme veya giderme @eedli sahip bitkilerce

arindiriimasidir [5].

Brassicaceaefamilyasi uyelerinden pek gao bu Ozelliklere sahiptir. Ozellikle
Alyssumcinsine ait pek cok tartin nikel metalini biriktirmesi ve bazietige bu
oranin kuru yaprak@rlginin %3’ tne tirmanmasi bu alanda elde edilgnemli
bulgulardandir [7]. Bugiine kad#&lyssumtirtinin nikel biriktiren Gyeleri Gzerine
yapilan caymalar daha ¢oRlyssum muraléitkisi Gizerine ygunlasmistir.

Bu calsmada nikel biriktirici tlrlerderAlyssum corsicumgoku kultirtsartlarinda
farkl nikel dersimleri varliginda yetgtirilerek nikel biriktirme potansiyeli ve metal
icerigindeki desisim belirlenmi, bitkiye nikelin dgisen oranlari uygulandiktan
sonra; yaprak morfolojisinde, antioksidant enzim aktivitesinde, toplapraka
proteinlerinde ve DNA profilindeki dgsimler tespit edilmg ayrica farkli nikel
dersimlerinde bitkide farkli ifade olunan genler ortaya ¢ikartgtmi

Calismada cgitli metallerin X-inlari floresans (XRF) spektroskopisi yontemi ile
bitkideki miktarlari incelennstir. Kontrol, 0,01; 0,04; 0,2 mM nikel iceren
ortamlarda geden bitkinin govdesinde bulunan nikel d@mi sirasiyla 19; 34,5;
93,7; 932,5 ug/g oraninda bulungtur. Koklerde ise bu oran sirasiyla; 20,03; 20,9;
74,9; 499,7 ug/gdir. Ozellikle 0,2 mM nikel dgminde govdedeki nikel
birikiminin 932,5 pg/g gibi yuksek bir orana giiggl gorilmektedir. Ayni degimde
kokteki oran daha azdir (499,7 pg/g) . Uygulanaieidnikel degimlerinde de fark
bu kadar belirgin olmasa da govdedeki oranin kodklerden daha fazlguoldu
belirlenmitir, bu sebeptelyssum corsicurnitkisinin nikel metalini kdklerden ¢ok
govdesinde biriktirdii soylenebilir. Kukart (%0,54, %0,58, %0,73, %0,82) ve ¢inko
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oraninin (144,9; 126,9; 247,9; 268,1 ug/g) gdvdede nikekioherile orantili bir

sekilde arty gosterdgi gorulmdstir. Mangan degimi (%0,035, %0,035, %0,040,
%0,044) de govdede ghr metaller kadar belirgin olmamakla birlikte artan bigete
gostermgtir. Koklerde ise Mg degimi (%0,038, %0,038, %0,045, %0,07) arti

gOstermektedir.

Govde ust yapraklarinda SEM-EDX ile yapilan morfolojik incelemaigpartan nikel
derisimleriyle birlikte kontrole gore Ust yluzeyde daha belirgin olniakre yaprak
tuylerinde sayi ve ygunluk bakimindan bir azalma olglw gézlenmgtir. 0,04 mM ve
0,2 mM nikel degimlerinde, yaprak tuy uclarinda kivrilmalarin meydana gelger
yer yaprak tdylerinin dinamik yapilarini ve dikensi cikintilarinydedtigi ayrica
yaprak tly merkezlerinin gesik sekiller olwturdusu ve Uzerlerinde dizensiz

cikintilarin olgtugu gozlenmgtir.

Govde alt yapraklarinda yapilan tim morfolojik incelemeler sonucsed®j01 mM
nikel dergiminde alt yuzeydeki yaprak tiylerinin tamamen dokimildugu
gordlmdstir. Bunun sebebinin alt yapraklarin nikelli besiyeri ile olan tentks
olabilecegi dustnulmektedir. 0,01 mM, 0,04 mM ve 0,2 mM nikel gemnlerinde
yaprak tiylerinin yer yer yaprak epiderm hucreleri aragiraildiEi gozlenmgtir.
0,2 mM nikel degiminde daha belirgin olmak tzere yine yaprak tuylerinin dikkami
yapilarini ve dikensi cikintilarini kaybeiti tiylerdesekil bozukluklarinin meydana

geldigi ve Uzerlerinde dizensiz ¢ikintilarin glusu gozlenmgtir.

CalismadaA.corsicumbitkisinin SEM-EDX incelemesinde 6zellikle tst yapraklarin
yogun tuyler ile ortuli oldgu gorulmektedir. Tiayler tek hicrelidir ve bazal
kompartman, sap ve kollardan ghaktadir. Esas olarak tohumda bulunan ¢ok az
miktarda nikel orani bile normal bitki ggilini ve blyumesini gdamaya yetmektedir
[109]. Bu yuzden kontrol bitkilerinde nikel dgimlerine rastlamak mumkandar.

Bitkilerde Ust yaprak Ust yluzeyde nikel miktarinin en belirgirratddastomalarda
arttigi daha sonra ise tly kolu ve tly ortasindas ayisterdgi goralmistiir. En ¢ok
biriktirme orani ise 0,2 mM nikel demmi uygulanan bitkilerdedir. Genel gérinimde
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ise 0,2 mM degimde nikel biriktirme oraninda bir gine belirlenmitir. Ust yaprak
alt ylizeyde ise nikel miktarinin en belirgin olarak stoma hignele ve tly kolunda
arttigl, en ¢ok biriktirme oraninin ise 0,2 mM nikel geninde tly kolunda oldgu
belirlenmitir. Alt yaprak Ust ylizeyde nikel miktarinin en belirgin olara@40mM
nikel dergiminde tim kisimlarda ar#i gozlenmgtir. Alt yaprak Ust ylzeyde ise
nikel miktarinin en belirgin olarak 0,04 mM nikel deminde tim kisimlarda arg
gozlenmgtir. 0,2 mM nikel degimi uygulandginda ise tly ortasinda aih en

yuksek duzeye ugaagl gozlenmitir.

Mcnear ve arkad#arinin [110] X -sini ile desteklenngi mikrotomograf cihazi ile
yaptiklari calgmada 100 mg/kg ve 2000 mg/kg nikel vahida, toprakta getdiirilen
A. muraleyaprak, govde ve kok ornekleri incelestimive nikelin govde ve yaprak
dermal dokularinda Mn ile birlikte biriktirildi goéralmisttr. Toplam nikel miktari
1300 pg/g seviyesine kadar ¢ikmaktadir. Yapraklarda nikelin temelkolerlatigi
bdlge ise tly ve tly tabanlar olarak gozlestmi110]. AncakA. muralebitkisinin
en baarili nikel biriktirici tirlerden oldgu da g6z oninde bulundurulmaldir.

Tayler su kaybinin dnlenmesinde ve bdcekleresikair savunma mekanizmasi
olarak kullanilirlar. Oncelikli olarak kalsiyum okzalat veyaskéen olwurlar bu
yuzden bizim ¢agmamizda SEM-EDX deneylerinde Ca orani tiy ve tuy kollarinda
diger tum metallerden c¢ok daha fazla cikimi SEM-EDX cihazi ile yapilan
Olcimlerde Ca orani miktari ayni zamanda goérunti alaninda kac tangikala da
nikelce zengin yapinin bulungu ile de ilgilidir [110]. Ayrica Ca hicre duvar
yapisina da katilan, bolca rastlanan bir elementtir [79].

Metal biriktiren bitkilerde, metallerin epidermal vyedil®i; organik asitlerle
kompleksler yaparak epidermal hiicrelerdeki vakuoller igcinde bohdelkneleri ile
ilgilidir. Pek ¢ok nikel biriktirici tir Uzerine yapilan ¢gnalar histidin ve sitrati ilk
olarak kompleks okturan bg&layicilar olarak gostermektedir. Ayrica metal
derisimlerinin farklihgr yasa da bghdir. Genel olarak y#& yapraklar geng
olanlardan daha ¢ok ayrilgmetal bulundurmaktadir [110].
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Alyssum muraldizerine yapilan ¢aimada artan nikel oranlari ile birlikte trikom
yogunlugunda da bir azalma go6zlengiii. Manganez ve ¢inko oranlarinda ise nikel
derisimi ile orantili bir arty g6zlenmgtir. Ayrica nikel oranlari ile kiikirt arasinda da
benzer bir korelasyon bulungtur [78]. Calsmamizda da bu yonde bulgular elde
edilmistir. KUkurtin artan seviyesi kukurt iceren ligandlarin nikel tutuneuildili
olabilir [109]. Yine Broadhurst ve arkadarinin [78] yaptgl calsmada nikel tim
bekci hiicrelerinde tespit edilgtr. Kalsiyumun da guclu bigekilde tuylerde ve
Ozellikle de kollarin Ust ylizeyinde ve nodillerde biriktigidoelirlenmitir [78].

Alyssum lesbiacuriizerine yapilan bir ¢glnada nikelin yine tuylerde biriktirilgi
ve yine bu vyapilarin yiksek oranda kalsiyum ve potasyum bulunglurdu
gorulmigtur [111]. Psaras ve arkagdi@rinin [112] yapmy oldugu calsmada ise

nikelin stoma bekgi hicrelerinden atgdgozlenmitir.

Calsmada 0,01 mM, 0,04 mM, 0,2 mM nikel demlerinde gelstirilen A.corsicum
bitkisine ait govde ve koklerde antioksidant enzimlerden sirasatkdz, glutatyon
reduktaz ve askorbat peroksidazin aktivitelerindelgigimler nikel dergimindeki
artisa bali olarak incelenmtir. Govde ve koklerdeki katalaz enzim aktivitesinin
0,01 mM nikel degiminde belirgin bir ary gosterdgi daha sonra diigu

go6zlenmitir.

Glutatyon reduktaz enziminin gévdedeki aktivitesinin de agkilde 0,01 mM nikel
derisiminde arty gosterdgi ve diger dergimlerde digmeye devam et gozlenmitir.
Ancak kokteki aktivitesi 0,04 mM nikel deimine kadar artma gostergnio,2 mM
dersimde digmdistlr. Askorbat peroksidazin govde ve kokteki aktivitesinin ise
sadece 0,04 mM nikel deininde belirgin bir ary gosterdgi diger dergimlerde ise

aktivitenin deisken old@gu gozlenmgtir.

Kadmiyum ve bakirifPisum sativuni.. antioksidant enzimleri Gizerine olan etkilerini
inceleyen Chaoui ve El Frejani [113] her iki metalin de 20 ve 100l k\branlarda
muamelesi ile bitkideki katalaz aktivitesiningiiiztint gérmilerdir.
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Cinko toksikligi altinda Brassica juncea bitkisinin antioksidant enzim
aktivitelerindeki dgisimleri aratiran Prasad ve arkadari [114] bitkilere sivi
kaltirde 0,007; 0,05; 5 ve 10 mM cinko uyguladiktan sonra katalaz, askorbat
peroksidaz ve glutatyon reduktaz aktivitesinin gmti gozlemglerdir.

Schickler ve Caspi [94] nin nikel dgmmleri varliginda Alyssum arganteunve
Alyssum maritimumin antioksidant enzim aktiviteleri Gzerine yaptiklari gaada;
hiperakiimlator tir olamA. arganteum’un askorbat peroksidaz aktivitesinin nikel
derisimi ile birlikte giderek art bulunmytur. Glutatyon reduktaz aktivitesi ise
kontrolde yuksek iken 0,01 mM dgmde azalmy daha sonra 0,1 mM dgimde
hizli bir artsa gegmstir.

A. corsicumle yapms olduzumuz ¢algmada glutatyon reduktaz aktivitesinin ylksek
derisimlerde azaldii gorulmgtir. Bunun sebebi metalin glutatyon dongusundeki
sulfidril gruplari ile dgrudan etkilgimi olabilir. Ancak genel olarak yiksek metal
derisimlerine d@ru tim antioksidant enzim aktivitelerindeki azalma nikel biriktiren
A. corsicumun serbest radikallerin odumunu azaltan ya da yok eden bir sisteme
sahip oldgunu bdylece @ olusumunu engelled@ini ve antioksidant enzimlerin

aktive edilmesine olan ihtiyaci azagiini distindirmektedir.

Farkl nikel degimlerinde gelgtirilen A. corsicumbitkisine ait yaprak érneklerinden
toplam protein izolasyonu yapilgnve SDS-PAGE ile yuratulngitir. Jelde 49 kDa
ve 14 kDa girhginda iki temel bant elde edilgtir bunlar RuBisCO proteininin
blyuk (LSU, 49 kDa) ve kicuk (SSU, 15 kDa) alt tniteleridir aya% kDa ve 18,4
kDa arasinda galan ¢ok sayida kugcik bantlar tespit editini Bitkilere ait protein
bant desenlerinin tim nikel dgmleri (kontrol, 0,01 mM, 0,04 mM, 0,2 mM ) icin
ayni oldgu ve bantlarin ygunluk ya da hareket bakimindan kontrolden fark

gostermedii goralmistar.

Hajduch ve arkaddari [97] nin yapmg olduklari calsmada &ir metal stresi ile
pring yaprak protein dizilimlerinde ortaya ¢ikanggeklikler incelenmitir. Temel
degisiklikler RuBisCO proteininin buydk (LSU, 49 kDa) ve kiguk (SSU, 15 kDa)
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alt Unitelerinde gorulmgitr. Agir metallerden 0Ozellikle de bakir, kadmiyum ve civa
muamelesi bu proteinlerin kontrole gére miktarinda azalma yatatmBizim
calsmamizda iseA. corsicum bitkisinin yaprak protein bant desenlerinde,
yetistirilmis oldugu hicbir nikel degiminde bir farklihk goérilmemitir. Ancak
sadece SDS-PAGE yontemi ile protein dizilimlerindekiisi&likler hakkinda yorum
yapmak yeterli dgildir.

Farkl dergimlerde nikel variginda gelstirilen A. corsicum bitkisine ait gbvde ve
kok orneklerinden total DNA izolasyonu yapikwe bu DNA’ lara OPW10, OPB10,
OPA17, B7, OPOO04 primerleri ile RAPD-PZRIemi uygulanmgtir. Denemeler
sonucunda OPW10, OPB10, OPA17 primerleri ile yapilagalbmalarda bant
farklihklar gorilmezken, OPO04 ve B7 primerleri ile elde edil&APD

profillerinde bant farklilhiklari belirlenngtir. Bu bant farkliliklari bazi bantlarin
ortaya cikmasi ve bazilarinin &mlugunun artmasi veya azalmaseklinde

olmustur.

B7 primeri ile RAPD-PZR denemesinde yaikal000 bp ve 450 bp buyilkdiinde

iki bant ca@altiimistir. 900 bp buyuklgindeki bantin sadece 0,04 mM nikel
uygulanan bitki kékinde, 0,2 mM nikel uygulanan bitki govdesinde ve 0,01 mM
nikel uygulanan bitki kokinde g@altildigi diger Orneklerde yer almag
gorulmistdr. En ygun olarak ise 0,04 mM nikel uygulanan bitki kdkiunde yer

almaktadir.

OPOO04 primeri ile RAPD-PZR denemesinde yaiklaz00 bp buyuklginde ygun

bir bant ve 400 bp-300 bp a&hda zayif bir bant ortaya ¢ikgtr. Bunun haricinde
0,01 mM nikel uygulanan bitki kokinde ve 0,2 mM nikel uygulanan bitki
govdesinde yakkak 200 bp buytklginde bir bant gozlenstir.

Liu ve arkadalari [115], kadmiyum metaliniklordeum vulgarddNA’ sina etkilerini
RAPD-PZR yontemi ile belirlergierdir. Sonuclar bazi bantlarin kazanilmasi ya da
kaybedilmesi, ygunluklarindaki ary veya azalma olarak ifade edigti ve
degisimler doza dayalidir.



104

Atienzar ve arkaddari [116] benzo@}piren’ in Daphnia mangaizerine genotoksik
etkilerini RAPD-PZR ile incelemlerdir. Enan [117] kwun, bakir, manganez,
kadmiyum &ir metallerin Phaseolus vulgarigizerine olan etkilerini RAPD-PZR
yontemi ile incelemtir. Conte ve arkaddari [118] &ir metallerin dgisen

seviyelerinin Arabidopsis thalianaizerine etkilerini RAPD-PZR ile agarmistir.

Bizim calsmamizda kullanilan primerlerle elde edilen bulgulara gore niké&hlman
A. corsicumbitkisinin DNA'sI tzerine RAPD-PZR yontemi ile belirlenen gozl

goralur herhangi bir etkisi yoktur.

RAPD belirtecler pek cok bifgsin ve UV radyasyonun ortaya koyglu
genotoksiklgi belirlemede kullaniimaktadir. Buslem muamele gornyliya da
gormems bireyler arasindaki bant ganluklarinin, bant kaybi ve kazanimlarinin
analizi ile yapilir. Gercekten de RAPD bantlari arasindaki bu faikliliklar
genotoksik maddelerin neden ofduDNA hasari, mutasyonlar veya yapisal tekrar
dizenlenmeler sonucu primergienma bolgelerinin etkilenmesi ya da uzakliklarin
degistirilmesi sonucu olgabilmektedir. Ancak genotoksiklik yaninda DNA kopya
sayisi farkliliklari, heterozigotluk, birlikte go¢c ya da PZR Urtindgasindaki yasl
gibi pek cok dger faktdrler de RAPD bantlarinin onlugunu etkilemektedir. Bu
yuzden bazi yazarlar sadece iyi c¢Ozugmuuksek y@unluktaki bantlarin

degerlendirmede kullaniimasi geregtii s6ylemektedir [86].

Bitkilere ait gbvde ve kdk orneklerinden RNA izole edmie bu RNA’lar cDNA’
ya cevrilerek RAPD-PZR uygulangtr. Bant farkliliklari OPAO2 primerinde
yogunluk farki olarak go6zlenrgiir. Buna gore kontrol ve 0,2 mM nikel dgmi
uygulanan bitkilerin kéklerinde yaldek 1500 bp buyuklginde bir bant daha gan
iken kontrol ve 0,2 mM nikel muamele edilen bitki gévdesindguytugunu
kaybetmgtir. Yine yaklgik 500 bp buyuklgindeki bir bant kontrol ve 0,2 mM nikel
derisiminde daha ygun gorunurken koklerde bantingunlugu daha azdir.
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Bant farkliliklart OPB08 primerinde bazi bantlarin eksilmesjavertaya cikmasi
seklinde gozlenmektedir. Buna goére kontrol ve 0,2 mM nikelsteriuygulanan
bitkilerin kok ve govdelerinde yakjgk 900 bp buyuklginde bir bant ortak olarak
gorinmektedir ancak 700 bp ve 400 bp blygéhde bir bant sadece 0,2 mM ve
kontrol govde nikel degiminde bulunurken 600 bp blyukinde bir bant ise sadece

0,2 mM kok ve kontrol gbvdede mevcuttur.

A. corsicumbitkisinin kontrol ve 0,2 mM nikele maruz birakigrdrneklerinde farkli
ifade edilen genlerin agariimasi sonucu jel fotgrafinda nikel uygulanan bitkide
bulunmadgl gozlenen 1 nolu farkl ifade edilen gen dizisi, gen bankasindaki bitki
genom dizileri ile kanlastirildiginda Arabidopsis thaliana 1. kromozom dizisinin
BAC T24P13 kismina ait genomik dizisi ile %93 benzer gldgorilmigtur.

Bu gen boélgesinin kodlagh proteinler arasinda Gefeme-A10 oncusi proteini ve
Dof ¢inko parmak proteini yer almaktadir. Ggame-A10 Onciusu protein; seltloz
mikrofibriller ve matriks glukanlar arasindaki kovalent olmayagldra cozerek bitki
hicre duvarinda gegmeye ve uzamaya sebep olmaktadir [119]. Bitki yaprak
gelisiminde 6nemli bir rolu vardir ve sapin mekanik kirilmasini etkilenteki®of
¢inko parmak proteini bitkilerde bir traskripsiyon faktoradir ve tamragéla

fonksiyonunun ne oldtu konusunda c¢aimalar devam etmektedir [120].

Nikel uygulanan bitkide ortaya c¢iktigbzlenen 2 nolu farkh ifade edilen gen dizisi,
gen bankasindaki bitki genom dizileri ile kdastinldiginda Arabidopsis thaliana
kalmodulin-bglayan protein (AT5G40190) mRNA’ si ile %68 benzer @du

gOzlenmitir.

Nikel uygulanan bitkide ifadesinin agtti gozlenen 3 nolu farkh ifade edilen gen
dizisi gen bankasindaki bitki genom dizileri ile éastirildiginda Arabidopsis
thalianahipotetikal protein mRNA'sI ile %72 benzer offlugdzlenmgtir.

Nikel uygulanan bitkide ifadesinin agtti gozlenen 4 nolu farkh ifade edilen gen
dizisi gen bankasindaki bitki genom dizileri ile éastirildiginda Arabidopsis
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thaliana CKB3 (kazein kinaz Il beta zincir 3) (CKB3) mRNA ile %49 benaldizu

gOzlenmitir.

Nikel uygulanan bitkide yer alan 5 nolu farkli ifade edilen gemisdigen
bankasindaki bitki genom dizileri ile kaastirildigindaArabidopsis thaliand_hca2
protein (Lhca2) mRNA’ si ile %99 benzer offugorulmitir. Bu gen fotosistem |
Isik toplayan kompleks genidir ve klorofil glayan LHCA2' yi kodlamaktadir.

Nikel uygulanan bitkide ifadesinin gan bir sekilde arttgi gozlenen 6 nolu farkh
ifade edilen gen dizisi gen bankasindaki bitki genom dizileri ilgilkanrildiginda
Arabidopsis thalian&lon 30081 mRNA ile %68 benzer olglugoralmitar.

Nikel uygulanan bitkide ifadesinin agiti gozlenen 7 nolu farkli ifade edilen gen
dizisi gen bankasindaki bitki genom dizileri ile féastirildiginda Arabidopsis
thaliana proteaz inhibitor/tohum depol/lipit transfer protein (LTP) ailesotgin
(AT4G22490) mRNA sina %41 benzer odugdralmitar.

Nikel uygulanan bitkide ifadesinin agiti gozlenen 8 nolu farkli ifade edilen gen
dizisi gen bankasindaki bitki genom dizileri ile f&astirildigindaBrassica oleracea
var. acephalaWSCP1R mRNA suda ¢ozinen klorofil proteini ile %55 benzer

oldugu gorulmigtar.

Nikel uygulanan bitkide ifadesinin azaidigbzlenen 9 nolu farkli ifade edilen gen
dizisi gen bankasindaki bitki genom dizileri ile féastirildiginda Brassica rapa

subsp. pekinensidon KBrB081M20 ile %60 benzer olgu gorilmigtir.

Nikel uygulanan bitkide ifadesinin gan bir sekilde arttg1 gozlenen 10 nolu farkh
ifade edilen gen dizisi gen bankasindaki bitki genom dizileri ilgilegnrildiginda
Arabidopsis thaliangroteaz inhibitér/tohum depol/lipit transfer protein (LTP) ailesi
protein (AT4G22490) mRNA ile %31 benzer ofdugdrulmitir.
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Nikel uygulanan bitkide ifadesinin azagdigbzlenen 11 nolu farkl ifade edilen gen
dizisi gen bankasindaki bitki genom dizileri ile §éastirildiginda Lobularia
maritima kloroplast DNA’ siI, tamamlanmi dizisi ile %99 benzer oldiu
gorulmistr. Bu gen maturaz K genidiOrfK olarak bilinenMatK geni kloroplast
trnK geninin intron bdlgesinde bulunur. 1500 bp uzgohdadir. Intronlarin

uzaklatiriimasinda goérev alan bir proteindir [121].

Gunumuzde cevre kirlginin artmasina paralel olaralgia metal kirliligi de hizla
artis gostermektedirinsanlarin ggtli aktiviteleri ile toprak ve sularimiza kaan ve
tum canhlar icin belli degsimlerden sonra zehir etkisi gosteregiirametallerin
cevreden temizlenmesinde yeni bir yagkha olan bitkisel aritim tekginde pek c¢ok
bitki kullanilabilmektedir. Bitkiler topraktaki @r metali 06zutledikten sonra
blanyelerinde biriktirmekte daha sonra da hasat edilmektedirler.bitRilerden bir
tanesi de bitkisel aritimda potansiyel kullanim imkanina sahipirisratanAlyssum
(Brassicaceaé)a ait Alyssum corsicumdur. CalsmamizdaA. corsicumbitkisinin
farkli nikel dergimlerinde 0Ozellikle de 0,2 mM gibi yuksek bir nikel dgmi
varliginda dahi zarar gérmeden gebildigi ve bu metalin zehirli etkilerinden zarar
gormemek Uzere enzim ve gen dizeyinde bazi mekanizmalari deoteyg farkl
ifade edilen gen boélgelerinin incelenmesinde gorulmektedir. Daha gapracak
calismalarda belirlenen aday bélgeles Eamanli PZR denemeleri ile nikelli ve

kontrol ortamlarinda calilarak gen ifade dizeylerinin farkhliklari belirlenebilir.

Ulkemiz oldukca zengin bir floraya ve fta Alyssumolmak iizere pek cok metal
biriktirici turtin yayilis gosterdgi serpentin topraklara sahiptir. Bu bakimdan heniiz

metal biriktirme potansiyeli belirlenmegpek cok tur kegfedilmeyi beklemektedir.

Bitkilerin agir metal fazlalgina verms oldugu fizyolojik ve molekiler cevaplarin
incelenmesi ile daha etkili metal biriktirme potansiyelintigabitkilerin klasik ve
transgenik yontemlerle yetiriimesi mumkin olabilecektir. Ancak tim bu
calismalarin mutlaka arazi uygulamalari ile desteklenerek haystailmeleri biytk
onem arz etmektedir. Bu sayede halk acisindan memnun edici, ¢eahegmtl en
az olan ve ekonomik bir cevre temizleme yontemi bitkisel aritghndlojisi
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ulkemizde de uygulama alani bulabilecektir. Ustelik bitkilerce énigth metallerin
bir sekilde bitkilerden geri kazanilabiliyor olmasi da ekonomik bakimdan buytk bi
kazang olabilir. Ancak tim bu uygulamalar esnasinda bitkiseinaiatkullanilan bu
bitkilerin mutlaka izole birsekilde yetstiriimeleri, canlilarin yiyecek dongisine
karsmamalari ve hatta transgenik yontemler kullaniliyor ise ckakie gen

kaynaklarini bozmamalari @anmalidir.
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