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OZET

Bryophyllum daigremontianum Raym.-Hamet & H. Perrier BITKISINDE
KADMIYUM STRESININ FIZYOLOJIK, GENOTOKSIK VE
MINERALBESLENME UZERINE ETKILERI

Calismada Bryophyllum daigremontianum Raym.-Hamet & H. Perrier bitkisinin Cd
elementine kars: fizyolojik ve genotoksik ve mineral beslenme 6zellikleri bakimdan ne
gibi yanitlar verdigi aragtirllmigtir. Bitkiler 0, 50, 100, 200 ve 400 uM
konsantrasyonlarda Cd igeren Hoagland ¢ozeltileri ile iki ay boyunca giin asirt
sulandilar. Bu islemden sonra hasat edilen bitkilerde bazi biiyiime parametreleri (govde
kalinlig1 ve uzunlugu, yaprak ylizey alani, yaprak, kok ve gévde yas ve kuru agirliklar),
fotosentetik pigmentler (klorofil a, b, toplam klorofil, klorofil a/b ve karotenoidler),
mineral besin elementleri (B, Ca, Cu, Fe, K, Mg ve Na) dlgiildii ve RAPD-PCR yontemi
ile genotoksisite analizleri yapildi. Klorofil a-b ve karotenoid miktarlart Arnon 1949
formiilasyonuna gore hesaplandi. Mineral besin elementleri 6l¢iimlerinde ICP-OES
cihazi kullanilmigtir. Uygulanan Cd konsantrasyonlar1 ile bitkilerin biiylime
parametrelerinde diislis gozlenmistir. Cd uygulamasi sonucu yaprak, govde ve kok yas
agirliklarinda sirastyla (%) ~55.24, ~66.8 ve ~51.51 oranlarinda, gévde uzunlugu ve
kalinliginda sirastyla ~29.74 ve ~68.0 oranlarinda, 6zellikle 400 uM konsantrasyonlarda
kontrole gore c¢ok daha fazla diisiis gozlenmistir. Cd stresi uygulanmis ve
uygulanmamus bitkilerin analiz degerleri kiyaslandiginda klorofil a % ~40.57, klorofil b
% ~37.63, toplam klorofil % ~36.27, klorofil a/b % ~20.58, karotenoid % ~37.66

oranlarinda diislis gbzlenmistir.

Mineral besin elementlerinden K, Na ve Cu konsantrasyonlari kontrol grubu ile
karsilastirildiginda artan Cd konsantrasyonuyla dogru orantili olarak artmistir. Mg ve
Ca igeriginde ise ters orantili olarak diisiis gézlenmistir. Bitki besin elementlerinden Fe
degerlerinin kok ve yaprakta arttig1 ancak govdede azaldigi gozlenmistir. B elementinin
yaprak ve gdvdede arttig1 ancak kokte diistiigii tespit edilmistir. Artan Cd’a bagl olarak
Fe ve B artis ve diisiislerinde linear olarak artis veya diislisler saptanmistir. Yaptigimiz
calismada RAPD profil sonuglarimiza gore yeni bant olusumlart ve bant
yogunluklarinda degisim gbozlenmistir. Bu ¢alisma ile gevresel toksikoloji, genotoksisite
ve Cd kirliligi arastirmalarinda RAPD-DNA tekniginin yararli olabilecegi goriilmiistiir.

Haziran, 2013 Secil YILMAZ



ABSTRACT

The EFFECTS OF CADMIUM STRESS ON PHYSIOLOY, GENOTOXICITY
AND MINERAL NUTRITION OF Bryophyllum daigremontianum Raym.-Hamet
& H. Perrier

In this study, the effects of cadmium on physiological treatments, genotoxicity and
mineral mutrition of Bryophyllum daigremontianum Raym.-Hamet & H. Perrier were
examined. Plants were watered with Hoagland solution (20 ml) containing 0, 50, 100,
200 and 400 uM Cd in 2 day intervals for two months. After this period, they were
harvested and the effects of Cd exposures on some growth parameters (fresh weights of
leaves, stems and roots, lengths and thicknesses of stems), photosynthetic pigment
contents (chlorophyll a-b, total chlorophyll and carotenoids) and some nutrients (B, Ca,
Cu, Fe, K, Mg and Na) of B. daigremontianum in response to Cd stress were examined.
The concentrations of chlorophyll a and b and carotenoids were calculated according to
Arnon, 1949. ICP-OES were employed for the nutrient measurements during the study.
Increasing Cd concentration gradually inhibited the growth parameters. Overall there
were significant decreases (%) by ~55.24, ~66.8 and ~51.51 in fresh weights of leaves,
stems and roots and ~29.74 and ~68.0 in lengths and thicknesses of stems under severe
Cd stress (400 uM Cd) respectively, compared with the controls. The comparison
between unexposed and exposed B. daigremontianum groups revealed gradual
reductions of photosynthetic pigment contents (~40.57% for chlorophyll a, ~37.63% for
chlorophyll b, ~36.27% for total chlorophyll, ~20.58% for chlorophyll a/b and ~37.66%
for carotenoids at 400 uM). The concentrations of some nutrients (Mg and Ca) were
reduced while concentrations of other elements were increased (Cu, Na, K) gradually by
increasing of Cd exposures compared with controls. Accumulations for some nutrients
(Fe and B) were seen in some parts of the plant and vice versa, the patterns being
dependent on the nutrient and the plant part. The results indicated that changes in
RAPD-PCR profiles following Cd treatments included a variation in band intensities,
and the appearance of new bands compared to unexposed plants. The present study
evidences that as an investigation tool for environmental toxicology, the RAPD
technique can be useful and can be applied as a suitable biomarker assay for the
detection of genotoxic effects of Cd pollution on plants.

June, 2013 Secil YILMAZ
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YENILIK BEYANI

Bryophyllum daigremontianum Raym.-Hamet & H. Perrier BITKISINDE
KADMIYUM STRESININ FiZYOLOJIK, GENOTOKSIK VE MINERAL
BESLENME UZERINE ETKIiLERI

Bu ¢alismada Bryophyllum daigremontianum Raym.-Hamet & H. Perrier bitkisi deney
materyali olarak kullanilmis ve 2 aylik bir siire boyunca 0, 50, 100, 200 ve 400 uM Cd
stresine tabi tutulmustur. B. daigremontianum bitkisi agir metal ¢alismalarinda yaygin
kullanilan ve arastirilmis bir bitki degildir. Ancak yapraklardan eseysiz olarak
cogalabilme (klonal ¢ogaltim) 6zelliginden dolayr segilen bitki Cd stresine tutulmasi,
biliyiime parametrelerinin, bazi fizyolojik parametrelerin ve RAPD-PCR molekiiler

teknigi ile de genotoksik etkilerin incelenmesi ile bu ¢alisma, orijinal bir ¢alismadir.

Haziran, 2013 Dog. Dr. ibrahim ilker OZYiGiT Secil YILMAZ
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1. GIRIS VE AMAC

Son yillarda tiim canlilarin sagligini tehdit eden en 6nemli tehlikelerin basinda ¢evre
sorunlar1 gelmektedir. Bu sorunlar, her gecen giin artarak karsimiza cikmaktadir.
Ozellikle sanayi devriminden sonra, agir metal kdkenli ¢evre kirliligindeki artis ciddi
ekolojik problemleri de beraberinde getirmistir (Akgii¢ ve ark., 2008; Carfagna ve ark.,
2013). Bakir (Cu), civa (Hg), ¢inko (Zn), demir (Fe), kadmiyum (Cd), kobalt (Co),
krom (Cr), kursun (Pb), mangan (Mn), nikel (Ni) ve selenyum (Se) gibi metallerin de
icinde bulundugu atom kiitlesi nispeten biiyiik, kendine 6zgii fiziksel yap1 gosteren ve
Ozgil agirliklart 5 g/cm3’ten biiyiik olan metaller agir metaller olarak adlandirilirlar.
Altmistan fazla element agir metal olarak kabul edilir ve bu metaller periyodik cetvelin
“gecis elementleri” ad1 verilen genis bir boliimiinde yer alirlar (Azevedo ve Lea, 2005;

Rivero-Huguet ve ark., 2006; Pohl ve ark., 2011).

Agir metaller, ¢evreye birakilmalari durumunda bitkiler, hayvanlar ve insanlar igin
biiyiik tehdit olusturmakta ve besin zinciri yoluyla organizmalarda birikerek ciddi
hastaliklara hatta 6liimlere neden olmaktadir (Demirezen ve Aksoy, 2006; Farooq ve
ark., 2008). Agir metaller ¢evrede yayilarak insan yasam alaninin ¢ok simirlt oldugu,
hatta yasamin olmadigi Antarktika’da bile gevre kirliligini olumsuz etkilemektedir (Elik
ve Akgay, 2000; Corsolini, 2008). Bu nedenle, agir metallerin canlilar iizerinde
olusturabilecegi olumsuz etkilerin goz ardi edilmemesi gerekmektedir (Baryla ve ark.,
2001; Aissa ve Kéloufi, 2012). Agir metallerin ¢evreye yayilmasina neden olan
etmenlerin basinda endiistriyel faaliyetler, motorlu tasitlarin egzozlari, boyalar,
metallerin katalizor olarak kullanilmalari, maden yataklar1 ve isletmeleri, volkanik
faaliyetler, tarimda kullanilan giibre ve ilaglar ile kentsel atiklar gelmektedir (Ozaki ve

ark.,2004; Suzuki ve ark., 2009; Petrova, 2011).

Ekosistemde, en tehlikeli agir metal kirleticilerinden olan ve periyodik cetvelin 2B
grubunda yer alan Cd canlilar i¢in oldukca toksik bir elementtir. Endiistriyel ve ¢evresel
kirletici olarak Cd’un 6nemi son yillarda daha da belirginlesmistir. Cd dogal kaynakli
bulunabilecegi gibi endiistriyel faaliyetler, fosforlu giibreler, lagim atiklar1 ve
atmosferik depozitler gibi insan faaliyetleri sonucunda da ¢evreye yayilabilmektedir. Bu
etkenler bir Kirletici olarak Cd’un 6nemini artirmaktadir (Ozyigit ve Akinci, 2009;

Sabiha-Javied ve ark., 2009). Birlesik Devletler Cevresel Koruma Komisyon’unun



oncelikli zararlt maddeler listesinde yer alan Cd’a, canlilar cogu kez dogrudan solunum
yolu veya besin zinciri araciligiyla maruz kalmaktadirlar. Maruziyet yolu, dozu ve
siiresine bagli olarak Cd akciger, karaciger, bobrek, kemik, testis ve plasentada hasara
neden olabilmektedir (Paustenbach ve ark., 2003; Prozialeck, 2006; Meravi ve Prajapati,
2013).

Cd emisyonu, yani bulagsmasina neden olan faktoérler; Cd isleyen fabrikalar, mazot ile
calisan is makinalar1 ve aracglar, oto lastiklerinin cilalanmasi, yag ve komiir yakan
tesisler, tarim alanlarina ve bahgelere uzun siire aritma camuru ve ¢Op giibresi

uygulanmasi ve fosfat giibreleridir (Gupta ve ark., 2003; Akgii¢ ve ark., 2008).

Cd’un bitkilerdeki konsantrasyonu genellikle 0,1-1,0 ppm araliginda seyretmektedir
(Kabata- Pendias ve Mukherjee, 2007). Bitkiler i¢in gerekli olmayan bu elementin
zehirli hali daha ¢ok enzim inhibisyonu seklindedir (Robinson ve ark., 2000; Carfagna
ve ark., 2013). Bitkiler Cd’un daha yiiksek dozlarini hayvanlara gore zarar gormeden,
tolere edebilmektedirler. Asir1 alimi bitkileri olumsuz etkilemektedir. Bitkinin Cd
aliminm yavaglatan topraktaki kire¢ miktari, toprak pH’s1 yiiksek kil ve fazla humus

oran1 gibi baz1 faktorler vardir (Deng ve ark., 2004).

Toksik miktarlardaki Cd’a maruz kalan bitkilerde yaprak yiizey alani kiigiilmesi,
sararma (kloroz), nekrotik leke olusumu, yaprak biiylimesinin inhibisyonu ve
yapraklarda yuvarlanma goriilmektedir. Bununla birlikte Cd kokenli demir, fosfor
yetersizligi ya da mangan tasmiminin engellenmesi yapraklardaki sararmanin nedeni
olabilmektedir (Koleli ve ark., 2004; Benavides ve ark., 2005; Lombardi, 2005). Cd
bitki fotosentez orani, enzim aktivitesi ve iyon alimi iizerine olan engelleyici
etkilerinden dolay1 bitkisel iiretimde verim ve kalitenin azalmasina neden olmaktadir

(Hassan ve ark., 2005; Siatka ve ark., 2012).

Bu c¢alismada Bryophyllum daigremontianum bitkisinin farkli derecelerdeki Cd
stresinden nasil etkilendigi arastirilmistir. Ayrica bu calismada Cd’un bitkideki diger
mineral besin elementlerinin aliniminm1 nasil etkiledigi de arastirilmistir. Bu amagla
standart kompost iceren saksilarda yetistirilen B. daigremontianum bitkisi iki aylik bir
stire boyunca 0 (kontrol), 50, 100 200 ve 400 uM CdCl, iceren Hoagland ¢dzeltisi ile
giinasir1 olarak sulanmis ve Cd’un bazi fizyolojik, genotoksik ve mineral beslenme

tizerine etkileri belirlenmistir.



Stresin bitkiler iizerindeki etkilerinin incelenmesinde, farkli konsantrasyonlardaki agir
metal uygulamalarina maruz birakilan bireyler ile agir metal uygulamasina maruz
kalmayan kontrol grubu bireylerin DNA’larindaki, biliylime parametrelerindeki ve
fotosentetik pigment (klorofil a, klorofil b ve karotenoid) miktarlarindaki degisimler ile
kok, govde ve yapraklardaki agir metal birikimi ve mevcut agir metallerin diger mineral
besin elementlerinin alimlara etkileri arastirilmistir. Ayrica bu ¢alisma ile B.
daigremontianum bitkisinin ne kadar Cd’u organlarinda biriktirdigi ve bir akiimiilator

bitki olarak kullanilip kullanilmayacagi arastirilmustir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Bryophyllum daigremontianum Raym.-Hamet & H. Perrier
BitkisininTaksonomik Ozellikleri

Regnum  : Plantae

Divisio : Spermatophyta

Subdivisio : Angiospermae

Klassis . Dicotyledoneae / Magnoliopsida

Ordo . Rosales

Familya . Crassulacea

Genus . Kalanchoe

Species . Bryophyllum daigremontianum Raym.-Hamet & H. Perrier

Bryophyllum daigremontianum bitkisi Kalanchoe daigremontiana Hamet & Perrier
olarak ta adlandirilmaktadir. Kokeni Madagaskar olan sukkulent bir bitkidir. Ulkemizde
gozyast bitkisi olarak adlandirilir. Diger bazi iilkelerde seytan omurgasi, timsah bitkisi,
Meksika sapkast bitkisi ve binlerin annesi isimleri ile anilir. Bitkinin uzunlugu 1 m’ye
ulasabilmektedir. Etli, oblongat-lanseolat yapraklar1 vardir. Yapraklar 15-20 cm
uzunluga, 3 cm genislige ulasabilmektedir. Eriskin bitkiler gévdeleri izerinden 10-15
cm topragin lizerinde yan kokler olustururlar. Cigeklenme her yil olmaz, bir kag senede
bir ana govdenin lizerinde pembe renkli ¢igekler acar. B. daigremontianum yapraginin
kenarlarinda meydana gelen tomurcuklardan kiiciik bitkicikler gelisir. Daha sonra ana
bitkiden ayrilan ve topraga diisen bu bitkiciklerden yeni gézyasi bitkileri olusur.
Bitkinin tiim kisimlar1 zehirlidir ve o6zellikle kiiciik hayvanlar i¢in Oldiiriicii
olabilmektedir. B. daigremontianum bitkisi, kurak ortamlara uyum saglamis bir CAM

(Crassulacean asit metabolizmasi) bitkisidir (Everitt ve ark., 2007).
2.2. Agir Metallerin Tanim

Agir metaller, yogunlugu 5 g/cm*ten daha yogun metaller olarak tanimlanmaktadirlar.

En ¢ok tanman agir metaller Cd, Cr, Co, Cu, Fe, Hg, Mn, Ni, Pb ve Zn’dir. Agir



metallerin bazilar1 vitamin, enzim ve hormonlarin yapisina katilarak metabolizmada yer
almakta, bazilar1 da emilim ve sindirimde gorev almaktadirlar (Kahvecioglu ve ark.,
2001; Azevedo ve Lea, 2005; Pohl ve ark., 2011). Cu, Fe, Mn, Mo, Ni ve Zn gibi agir
metaller canlilar i¢in belli bir doza kadar gereklidir, bu elementler iz veya eser element
olarak adlandirilmaktadirlar. As, Au, Cd, Cr, Hg, Pb, Pd, Pt, Sh, Te, Tl ve U gibi agir
metaller canlilar icin mutlak gerekli olmayip eser miktarlart bile toksik etki

gostermektedir (Mercier ve Pinnavala, 1997; Demirezen ve Aksoy, 2006; Farooq ve
ark., 2008).

2.3. Agir Metallerle lgili Genel Bilgiler

Glniimiizde toprakta agir metal kirliligi 6nemli ¢evresel problemlerden birisidir
(Carfagna ve ark., 2013). Agir metallerin toprakta birikmesinin sadece toprak
verimliligi ve ekosistem fonksiyonlari iizerinde degil ayn1 zamanda besin zinciri yoluyla
hayvan ve insan saglig1 iizerinde de 6nemli etkileri vardir (Majer ve ark., 2002; Sayadi

ve Sayyed, 2011).

Agir metal ve iz element diizeylerini belirlemeye yonelik, Tiirkiye’de ballarda yapilan
cok sayida ¢alisma bulunmaktadir. Tiizen ve arkadaslarinin 2007 yilinda Tiirkiye nin 6
farkli bolgesinden aldiklar1 bal 6rneklerinde Cd, Cu, Fe, Pb ve Zn miktarlar1 sirasiyla
0,23-2,41 ppm, 1,1-12,7 ppm, 1,8-10,2 ppm, 8,4-106 ppb ve 0,9-17,9 ppb olarak
bulunmustur. Calisma neticesinde Dogu Anadolu Bolgesi’nden alinan bal

numunelerinde metal diizeylerinin diger bolgelere gore daha diisiik oldugu saptanmuigtir.

Agir metaller bitki biinyesinde fizyolojik aktiviteleri engellemekte, kalite ve miktar
azaltmakta ve bitkinin 6liimiine neden olmaktadir (Siatka ve ark., 2012). Agir metallere
karsa bitkilerin toleranslart birgok faktdre bagli olarak degismektedir. Bu faktorler, bitki
tiiri, element tiirti, strese maruz kalma siiresi ve strese maruz kalan doku veya organin

yapisidir (Oktiiren ve Sonmez, 2006).

Bitkiler agir metalleri biinyelerinde toplamakta bu da hem bitki yagsamin1 hem de besin
zincirini etkilemektedir. Bitki dokularinda bu metallerin asir1 birikimi bitkilerde strese

neden olmaktadir (Brekken ve Steinnes, 2004; Farooq ve ark., 2008; Prajapati, 2012).

Toprakta agir metal miktar1 fazlaysa burada yetisen bitkilerin biinyelerinde

biriktirdikleri agir metal miktar1 da fazla olmakta bu ylizden sehirlerin ve kirsal alan



bitkilerinin biriktirdikleri agir metal miktar1 farkli olmaktadir. Yapilan bir ¢calismada bu
iki alandaki bazi tibbi bitkiler toplanmis ve bitkilerdeki Zn, Cd, Pb, Ni, Mo gibi agir
metallerin birikme oranlar1 tespit edilmistir. Kirsal ve sehirsel alanlardan toplanan
Taraxacum officincale (karahindiba), Mentha sp. (nane), Urtica dioica (isirgan otu),
Populus nigra (kara kavak) gibi tibbi bitkilerde biriken agir metal miktarinin sehirsel
alanlardan toplananlarda daha fazla oldugu bildirilmistir (Baranowska ve ark., 2002).

Agir metal stresi fotosentez metabolizmasini  olumsuz etkilemektedir. Bu
olumsuzluklar; kloroplast yapisinin bozulmasi, klorofil ve karotenoid biyosentezinin
inhibe olmasi, elektron tagima sisteminin aksamasi, Kalvin dongiisii enzimlerinin
aktivitelerinin inhibe olmasi, stoma sayist ve islevi degisimi, bunlarin sonucunda CO;
yetersizligidir (Macfarlane ve Burchett, 2001; Prasad ve dig, 2001). Agir metallerden
Cd ve Pb’un artmasi, bitkilerin besin elementlerinden yararlanmasin1 engellemekte, bu
besin elementlerinden Mg ve Fe klorofil sentezi i¢in gerekli olup, eksiklikleri klorofil
miktarinin azalmasma neden olmaktadir. Bu sebepten fotosentez ve solunumdaki

elektron tasinimi olumsuz etkilenmekte, sonugta da enerji ve besin iiretimi azalmaktadir

(Bonnet ve Veisseire, 2000; Sharma ve Dubey, 2005).

Bitkilerin agir metal stresine karsi gelistirdigi bazi mekanizmalar vardir. Agir metaller
gibi stres kosullarinin bitkilerde olusturdugu sinyaller vardir. Bu sinyaller sayesinde
bitkinin savunma mekanizmasi aktif hale gelmektedir. Agir metal stresine karsi

bitkilerin gelistirdigi en Oncelikli mekanizmalar kaginma ve toleranstir (Bray ve ark.,

2000).

Kag¢imnma, agir metallerin bitkiye girisinin, bitki morfolojisinde ve metabolizmasinda
degisiklikler meydana getirerek onlenmesi veya azaltilmasidir. Bitkiler kaginmay1 ¢evre
ile temas halinde oldugu yiizeylerini, yaprak ayasimnin alani ve kalinligini, stoma
biiyiikliigii ve yogunlugunu, kiitikula kalinlig1 gibi morfolojik yapilarii, yaprak ve kok
salgilarindaki toksik ve engelleyici bilesenlerin olusumunu ve kiitikulanin kimyasal
yapisin1  degistirerek gerceklestirmektedirler. pH artinca metallerin  hareketliligi
(mobilitesi) azalmaktadir. Bazi bitkiler de bu durumdan rizosferdeki pH’y1 artirarak

yararlanmaktadirlar (Kotrba ve ark., 2009).

Bu bariyerleri asan agir metaller hiicre duvarina ulagsmaktadir. Kok hiicre duvart metal

iyonlar1 ile dogrudan temasta olup bu iyonlarin hiicre duvarindaki emilimi sinirlidir. Bu



yiizden plazma membraninda metal aktivitesinin ¢ok fazla etkisi olmamaktadir. Agir
metalleri tolere edebilen bitkiler, bunlar1 hiicre duvarinda depolamaktadirlar. Metal
toleransina sahip olan Silene vulgaris subsp. humulis bitkisinde agir metaller epidermal
hiicre duvarinda bulunan protein ya da silikata baglanarak depolanmaktadir (Hall,
2002).

Tolerans, agir metal gibi stres faktdrlerinin etkisini ortadan kaldirma, azaltma ya da
onarmaya ¢alismadir. Bitkilerin ¢evresel stres faktorlerine karsi toleranslar bitki tiirline,
stres faktdriine, strese maruz kalma stiresine ve strese maruz kalan doku veya organinin
yapisina bagli olarak degismektedir (Giir ve ark., 2004). Doku seviyesindeki (yara
peridermisinin olusumu gibi), subseliiler seviyedeki degisiklikler (membran, kloroplast
ve hiicre duvari modifikasyonlarinin olusumu gibi), antioksidan enzimlerin, stres
proteinlerinin olusumu ve fenol polimerlerin (sekonder metabolitlerin) seviyelerindeki

degisiklikleri yaparak bitki tolerans gosterir.

Bitkide agir metaller hem dogrudan, hem de serbest radikal olusumuna sebep olarak
dolayli yoldan oksidatif strese neden olmaktadirlar. Oksidatif hasara kars1 antioksidan
enzimler ve bazi metabolitlerin mevcut stres donemlerinde bitkilerin yasamasi igin

adaptasyonda rol oynadigi bilinmektedir (Giannakoula ve ark., 2010).

Agir metal stresine maruz kalan bitkilerde reaktif oksijen tiirleri bitkiye zarar verecek
diizeylere ulasabilmektedir Bu yiizden serbest radikallerin zararlarindan kendilerini
korumak i¢in bitkiler bir antioksidan savunma sistemine sahiptirler (Shah ve ark.,
2001). Bu anlamda karotenoidler enzimatik olmayan antioksidan savunma sistemi
olarak gorev yaparken, singlet oksijen tiirlerini gidererek, lipid peroksidasyon iiriinii
olan lipid peroksil radikali ile reaksiyona girerek ve dogrudan serbest radikalleri
stiptirerek yliksek antioksidan aktivite gosterirler. Bu sayede fotosentetik yapilari
korurlar (Mittler ve ark., 2004; Smirnoff, 2005; Dankov ve ark., 2009; Culha ve
Cakarlar, 2011).

2.3.1. Agir metallere maruz kalan bitkilerin gosterdigi stratejilere gore

siniflandirilmalar

Indikatér bitkiler, yetisme ortamindaki metal konsantrasyonu ile orantili olarak bu agir

metalleri toprak iistii dokularinda biriktirmektedirler. Dokularda biriken metal topragin



icerdigi metal miktarin1 gostermektedir. indikatér tiirler ok kiigiik cevresel degisimlere
duyarli olan, ¢evre kosullar1 hakkinda bilgi saglayan ve erken uyarilarda bulunan

tiirlerdir (Ozdemir ve Demir, 2010).

Ekskluder bitkiler, genis bir alandaki toksik metallerin alinimini sinirlamaktadirlar. Bu
bitkiler agir metallerle kirlenmis toprakta ya toksik sinirlarin altinda agir metal
bulundurmakta ya da yiiksek konsantrasyondaki agir metalleri daha ¢ok koklerinde
tutup toprak {Ustii kisimlara iletmemektedirler. Bir¢ok ekskluder bitki kirlenmis
topraklarda ¢ok az bir miktar biinyelerinde bulundurarak canli kalmaktadirlar. Ornegin;

Silene vulgaris Ni- ekskluderi (Wenzel ve ark., 2003).

Biinyesinde toksik semptomlar1 gdstermeden topraktaki metal konsantrasyonunu
yansitan bitkilere akiimiilatdr bitkiler denmektedir (Ozdemir, 2009; Ozdemir ve Demir,
2010). Akiimiilator bitkiler, belirli agir metalleri topraktaki konsantrasyonlarina gore
daha yiiksek oranda biriktirmektedirler. Topraktaki Cd konsantrasyonu bitkidekinden
¢ok daha fazla olabilmektedir.

Toprak {istli organlarinda topraktaki metal konsantrasyonundan 50 ila 500 kat daha fazla
metal biriktirebilen bitkiler hiperakiimiilator olarak adlandirilmaktadir (Demirezen ve

Aksoy, 2004; Clemens, 2006).
2.4. Cd Elementi

Agir metaller grubuna giren Cd elementi 6nemli bir ¢evre kirletici olarak bilinmektedir.
Cd kimyasal Ozellikleri, bitki tarafindan alinmasi ve metabolik fonksiyonlar
bakimindan ¢inkoya benzemektedir. Ancak ¢inkodan farkli olarak bitkiler, hayvanlar ve
insanlar i¢in toksik etkiye sahip bir elementtir (Garbisu ve Alkorta, 2001).

Cd, atom numarast 48, atom agirhg 112.41 g/mol, yogunlugu 8.65 g/cm® kaynama
noktast 767°C ve erime noktast 321°C olan, giimiis renginde, yumusak, islenebilir ve
dogada tek basina bulunamayan bir agir metaldir. CdS, CdCl,ve CdSO,, Cd tuzlarinin
basinda gelir. Cd, ¢inko filizlerinin cogunda bulunmaktadir ve ¢inko {iretimi sirasinda

yan lriin olarak da elde edilmektedir (Kabata- Pendias ve Mukherjee, 2007).

Zehirlilik oran1 yiiksek olan Cd ve bilesikleri ¢evre kirliligine sebebiyet vererek insan
sagligini tehdit etmektedir (Kahvecioglu ve ark., 2001; Kabata- Pendias ve Mukherjee,

2007; Méndez-Armenta ve Rios, 2007). Cd, agir metaller igerisinde suda ¢oziinme



0zelligi en fazla olanidir. Suda ¢6ziinmiis olarak bulunan Cd, besin zincirine katilip tiim

canlilarda birikime neden olmaktadir (Kayhan, 2006; DalCorso ve ark., 2008). Yapilan

caligmalar sonucunda giinliik 40-50 pg Cd aliniminin canlilara zarar vermedigi tespit

edilmistir (Elson ve Hass 2001).

Sekil 2.1. Avrupa’da Cd Yayilimi (Kahvecioglu, O., ve Ark. 2001)

Cd’un kullanim alan1 oldukga genistir. En sik kullanim alanlari:

© © N o g bk~ w DN PE

-
o

11.

Paslanmay1 6nlemek amaciyla elektrolizle kaplama ve galvanizleme islemlerinde,
Ni-Cd pillerinin yapiminda,

Metallerin aginmalara karsi korunmasi i¢in kaplanmalarinda,

Aktlerde,

Plastik iiretiminde saglamlastirict ve dayaniklilik arttirici olarak,

Seramik yapimi1 ve cam endiistrisinde,

Metal alasim1 hazirlanmasinda,

Cinko, bakir ve kursun cevherlerinin arindirilmasinda,

Boya maddesi yapiminda,

Ev esyalarinin, otomobillerin, zirai ve endiistriyel aletlerin, tutturucu 6zelligi olan
malzemelerin (vida, ¢ivi vb.) ylizeylerini kaplamada,

Fotografcilikta kullanilmaktadir (Murugavel ve ark., 2007).



Giibrelerin tarim topraklarina eklenmesi, endiistriyel faaliyetler, lagim atiklari, sigara
izmaritleri ve atmosferik depozitler Cd’un topraga ge¢gmesine neden olmaktadir. Ayrica
mazot ile calisan makinalar, tarim alanlarina uzun siireli aritma ¢amuru, ¢Op giibre
uygulanmas1 ve pestisitlerin kullanimi topraklarda Cd birikimine sebep vermektedir

(Kirkham, 2006; Sekeroglu ve ark., 2008).
2.4.1. Bitkilerde Cd

Toksik konsantrasyonlarda agir metale maruz kalan bitkilerde bitkinin gelisiminde
fizyolojik bozukluklar ve sekil bozukluklar1 gibi birgok degisiklik gézlemlenmektedir.
Bu degisikliklerin bir boliimii morfolojik diizeyde iken ©nemli bir bdliimiini

saptayabilmek i¢in biyokimyasal analizler uygulamak gerekmektedir (Lombardi, 2005).

Cd igerigi bitkide genellikle en fazla kokte sonra govdede sonra yaprakta sonra meyve
ve tohumda tespit edilmistir (Benavides ve dig. 2005). Topraktaki Cd oranindaki artis
bitkinin Cd aliimin1 arttirmaktadir ve ¢ok diisiik konsantrasyonlardaki Cd bile bitkiler
tarafindan kolaylikla alinmaktadir. Cd, bitkilerin kok, govde ve yaprak gibi yenen
kisimlarinda birikmesi nedeniyle canlilar acisindan oldukca tehlikelidir (Koleli ve

Kantar, 2006).

Agir metaller topraktan kokler vasitasiyla alinmaktadir ve ilk zarar koklerdeki plazma
membraninda olusmaktadir (Hall, 2002). Agir metale maruz kalmis bitkilerin koklerinin
normal bitki koklerine gore daha kisa oldugu tespit edilmistir. Ayrica yan koklerde
artma ya da azalma ve sacak kok sayisinda azalma gozlemlenebilmektedir. Agir metale
maruz kalan bitkide biliylime yavaslarken kok ve govdenin taze ve kuru agirliklarinda
azalma meydana gelmektedir (Kdéleli ve ark., 2004; Sharma ve ark., 2004; Chaoui ve

Ferjani, 2005; Lombardi, 2005).

Cd, klorofil biyosentezinde gorev alan protoklorofil reduktaz ve aminolevulinik asit
sentezini engellemektedir. Bu nedenle asir1 Cd dozlar1 klorofil biyosentezini bozar.
Ayrica agir metaller, serbest radikal olusumuna yol agarak tilakoid membran lipitlerinin
oksidatif yikimima neden olurlar ve klorofil yikimini arttirarak klorofil sentezini

engellemektedirler (Zengin ve Munzuroglu, 2005).

Azot metabolizmasi enzimleri olan nitrat rediktaz ve nitrit rediktaz aktiviteleri Cd

stresi durumunda azalmaktadir. Yapilan arastirma sonucunda Cd stresine maruz kalan
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bitkilerin nitrat asimilasyonunu azalttig1 tespit edilmistir (Gouia ve ark., 2000). Chaffei
ve ark. 2004, domates yaprak ve koklerine Cd uyguladiklar1 ¢alismada, 50 uM Cd
uygulanan domates yaprak ve koklerinin nitrat igerigi kontrol bitkilerine gore %24 ve

%62 oraninda daha diisiikk saptanirken, toplam aminoasit miktarinin arttifi tespit

edilmistir.
 Other countries
Poland / M
3% —
Canada _;
3%
Russia

3%

Kazakhstan
6%

Sekil 2.2. 2011 Yilindaki Diinyadaki Cd Rezervlerinin Ulkelere Gére Yiizde Degerleri
(Anonim 1)

2.4.1.1. Cd’un bitkilerde alinmasi

Toprakta agir metaller kolloidlere tutunmus, organik maddelere bagl ve toprak ¢ozeltisi
icinde iyon halinde bulunurlar. Toprakta iyon halinde bulunan agir metaller bitkilerin
kokleri ile alinir digerleri alinamaz. Kosullarin degismesi (pH, sicaklik, organik madde
miktari, diger metallerin varlig1, mikroorganizmalar vb.) toprak ¢ozeltisi i¢indeki agir
metal konsantrasyonunu degistireceginden agir metal alinimin1 da etkiler. Agir metal
alimimi, bitki tiirline bagli olarak da degisiklik gostermektedir. Bitkiler Cd’u farklt
derecelerde alirlar. Mobil bir element olan Cd apoplastik (kok endodermis hiicrelerinin
duvarlarindan) yol ile tasinmaktadir. Cd kok sitoplazmasina gecerek simplastik
tasimayla floeme ve ksileme ge¢cmektedir. Bircok agir metalin  koklerdeki

konsantrasyonu topraktaki bitki dokularindan daha yiiksektir. Ciinkii kok epidermal
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hiicrelerinin zarinin i¢ kisminda olusan -200 mV‘luk negatif zar potansiyeli agir

metallerin alimina yardimer olmaktadir.

Bazi durumlarda bir agir metal diger bir agir metalin alimini arttirabilmekte ya da
azaltabilmektedir (He ve ark., 2005; Lombardi, ve ark., 2005). Pb ve Cd gibi agir
metallerinin topraktaki ve bitkideki konsantrasyonunun artmasinin, K, Ca, Mg, Fe, Mn,
Cu ve Zn gibi besin elementlerinin alinmasini ve kullanilmasini etkiledigi bildirilmistir

(Sharma ve Dubey, 2005).
2.4.1.2. Cd’un bitkilerde tasinmasi

Agir metaller, koklerden alinip apoplastik ve/veya simplastik yolla ksileme ulagsmakta,
ksilem ile govde ve yapraklara iletilmektedir. Kokte bulunan endodermal hiicre
tabakasi, agir metallerin ksileme ulagimini apoplastik yoldan engelleyen bir bariyer
gorevi yapmaktadir. Genellikle agir metaller simplastik yoldan ksileme ulasmaktadirlar

(Tester ve Leigh, 2001).

Ksilem ile agir metal iletimi bitki tiirline ve metal g¢esidine bagli olarak farkliliklar
gostermektedir. Cd iyon halinde ksilemde tasinmaktadir. agir metallerin tasinmasini
floemin, muhtemelen agir metalleri baglayabilen iyon ve molekiillere sahip protoplazma

igermesi zorlagtirmaktadir (Greger, 1999; Peng ve ark., 2006).

Cd hiicre zarmin gegirgenligini etkilemekte, su alimin1 ve hiicre zarindaki ADPaz
aktivitesini azaltmakta, fotosentezin karanlik evresinde karbondioksit fiksasyonu
asamasinda gorevli enzimlerin aktivitesini kisitlamakta, klorofil biyosentezini inhibe
etmekte ve lipit peroksidasyonuna neden olmaktadir (Benavides ve ark., 2005). Cd koke
girince organik asit ve fitokelatinler gibi bilesiklere baglanmaktadir. Koéklerde Cd
tarafindan Fe (II) rediiktaz enziminin inhibisyonu Fe*" eksikligine sebep olmaktadir.
Cd, govdede nitrat rediiktaz enzimini inhibe eder. Bu da nitrat absorbsiyonunu kisitlar
(Benavides ve ark., 2005). Cd toksitesi serbest radikal olusumunu arttirarak ya da
enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlarin olusumunu azaltarak oksidatif strese
neden olmaktadir. Oksidatif stres sonucu ortaya c¢ikan en Onemli fizyolojik olay
senesenstir. Bitkilerde Cd birikimi sonucu klorofil miktar1 etkilenmekte, peroksidaz

aktivitesinde bir artis gézlenmektedir (Ozden ve Baycu 2004).
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2.5. Genotoksisite

Organizmalarin genomlarinda, mutajenik veya karsinojenik maddelerin (kimyasal
bilesikler, radyasyon vb.) meydana getirdigi degisikliklere genotoksisite denir. Toksik
maddelerin hiicre genomlarinda meydana getirdigi degisimler, mutasyon olarak da
isimlendirilir. Meydana gelen degisim onarillan veya onarillamayan bir hasara neden
olabilir ve buna bagli olarak yasamsal faaliyetlerini etkileyebilir. Bitkiler yerlerinden
hareket edemedikleri i¢in gevresel kirlilige ve mutajenik kimyasallara maruz kalma
olasilig1 yiiksek canlilardir. Bu faktorler bitkiler tizerindeki genotoksik etkileri ile bitki
genomlarinda mutasyon olugmasina sebep olmaktadirlar. Agir metallerin artisina bagl
olarak hiicre zarinda, protein veya DNA gibi hiicre bilesenlerinin yapisinda zararlar
olusabilmektedir. Genotoksik zararlarin ¢esitleri arasinda DNA tek zincir kirilmalari,
DNA c¢ift zincir kirilmalari, kromozom ayrilmamalari, mikro ¢ekirdek olusumu (MN),
niikleotid kayiplar1 veya eklenmeleri, DNA onarim mekanizmasinda bozulmalar,
fenotipik mutasyonlar, gen duplikasyonlari, ¢er¢eve kayma mutasyonlari, kromozom

kararsizlig1 6rnek verilebilir (Waisberg ve ark., 2003).
2.6. Bitki Besin Elementleri ve Onemi

Bitkilerin biiylimesi ve gelisimi i¢in bazi elementlerin mutlaka gerekli oldugu
(esansiyel) belirlenmistir. Bu elementler eksikliginde bitkinin yasam dongiisiinii
tamamlamasini engelleyen veya bir fizyolojik gorevi olan elementlerdir (Epstein, 1999).
Giines 151yla birlikte bu esansiyel elementler verildiginde bitki biiyiimesi i¢in gerekli
tiim maddeleri sentezleyebilir. Tablo 2. 1°de yiiksek bitkilerin biiyiik ¢ogunlugu igin

gerekli olan elementler verilmektedir.

Inorganik maddeler, fotosentezde organik madde yapiminda ve bir¢ok metabolik olayda
onemli gorevler yapmaktadirlar. Bu yiizden bitki biinyesinde bulunan inorganik
elementler besleyiciler veya besin elementleri olarak adlandirilmaktadirlar. Besin
elementi igeriklerinin bitkilerde bilinmesi biiyiik 6nem tasimaktadir (Kagar ve Katkat,
2007). Bitkilerin kullandigi besin maddeleri, bitkinin kullandigi miktarina gére makro
ve mikro besin maddeleri olarak gruplandirilir. Makro besin maddeleri azot (N), fosfor
(P), potasyum (K), kalsiyum (Ca), magnezyum (Mg) ve siilfiir (S)’diir. Bitkiler bu

besin maddelerini mikro besin maddelerine gore daha fazla miktarda kullanmaktadirlar.
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Mikro besin maddelerine bitkiler makrolara oranla daha az ihtiya¢ duymaktadirlar. Bu
elementler demir (Fe), mangan (Mn), ¢inko (Zn), bakir (Cu), bor (B), molibden
(Mo)’dir (Tucker, 1999; Hosier ve Bradley, 1999). Sodyum (Na) ve klor (Cl)

elementlerinin ise bazi bitkiler i¢in gerekli oldugu disiiniilmektedir (Tucker, 1999).

Tiim bu besin maddeleri arasindaki iligkiler bir elementin digerlerinin alimin1 artirmasi

veya engellemesi acisindan 6nemlidir. Bu elementlerin arasindaki dengenin bozulmasi

bitkide kimyasal bir strese neden olabilir.

Tablo 2.1. Bitki besin elementleri (Epstein, 1972, 1999).  Makro besin maddelerinin
degerleri yiizde olarak verilmistir. Mikro besin maddelerinin degerleri milyonda bir
kisim (ppm) olarak verilmistir.

Element Kimyasal Sembolii | Kuru maddedeki Molibdene gore
konsantrasyonu(% | nisbi atom sayisi
veya ppm)*

Sudan veya

Karbon dioksitten

elde edilenler

Hidrojen H 6 60,000,000

Karbon C 45 40,000,000

Oksijen @) 45 30,000,000

Topraktan elde

edilenler

Makro besin

elementleri

Azot N 1.5 1,000,000

Potasyum K 1.0 250,000

Kalsiyum Ca 0.5 125,000

Magnezyum Mg 0.2 80,000

Fosfor P 0.2 60,000

Siilfiir S 0.1 30,000

Silisyum Si 0.1 30,000

Mikro besin

elementleri

Klor Cl 100 3,000

Demir Fe 100 2,000

Bor B 20 2,000

Mangan Mn 50 1,000

Sodyum Na 10 400

Cinko Zn 20 300

Bakir Cu 6 100

Nikel Ni 0.1 2

Molibden Mo 0.1 1
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Calismamizda Cd’un minerel element alim1 ve taginmasina etkilerinin arastirildigi besin
elementleri olan potasyum, kalsiyum, magnezyum, demir, bakir, bor ve sodyumun
bitkilerdeki gorevleri, eksiklikleri durumunda bitkilerde ortaya g¢ikan morfolojik ve

fizyolojik degisiklikler alt basliklarla belirtilmistir.

Bor: B elementi, bitkiler tarafindan borik asit formunda alinmaktadir. 1923 yilinda bitki
icin gerekli oldugu kesfedilen B’un bitki biinyesindeki fonksiyonlart giiniimiize kadar
yapilan ¢alismalarla anlasilmaya calisilmaktadir. B’un bitkide hiicre duvari sentezinde,
sekerlerin tasinmasinda, membran permeabilitesinde, karbonhidrat ve protein
metabolizmasinda, solunumda, oksin ve fenol metabolizmasinda olmak tizere birgok
gorevi vardir (Kagar ve Katkat, 1998). B’un hiicre uzamasinda, zar islevlerinde, niikleik
asit sentezinde ve hormon tepkilerinde rol oynadigi bilinmektedir (Shelp, 1993). B
eksikliginde bitki hiicre duvarinda sekil bozukluklari kok uzamalarinda gerileme ya da
durma ve koklerin calilagmig bir goriinim alma durumu, gen¢ yaprak ve tepe
tomurcuklarinda siyah nekrotik lekeler gorilmektedir. Bitki gerek duyulan B’un
fazlasini alinca da bitkinin gelismesi olumsuz etkilenmekte (Harite, 2008) ve gelisme

cogu kez durmaktadir (Karadmerlioglu, 2011).

Kalsiyum: Ca hiicre duvarinda degisebilir formlarda ve plazma membraninin dis
yiizeyinde bulunabilen, kolaylikla apoplastlara girebilen bir bitki besin maddesidir
(Oktiiren ve Sénmez, 2005). Ca, hiicre duvari ve bitkinin yapisi i¢in olduk¢a gerekli bir
makro elementtir (White ve Broadley, 2003). Hiicre duvarlarinda mevcut Ca’un
yaklasik %90"1 bulunmaktadir. Ca, bitki hiicrelerini bir arada tutan kohezyon etmeni
olarak gérev yapmaktadir. Ca, bitkilerde kalsiyum pektat seklinde bulunarak g¢eperin
Oonemli bir yapitasini olusturmaktadir. Yeteri kadar Ca olmazsa, hiicre ¢eperinin orta
lameli dolayisiyla ¢ekirdek bdliinmesi olsa dahi yeni hiicre ¢eperi olusamamaktadir.
Kalsiyum, koklerin ve siirgiinlerin gelisimini, govde uzamasini, damarlarin gelisimini
(Matschi ve ark., 2013) yapraklarin uzun siire dayanikliligini bu sayede fotosentezin
devamliligin1 saglamakta azot metabolizmasinda ve karbonhidratlarin taginmasinda,
bitkinin biiyiime ve gelisme merkezi diizenleyicisi olarak gorev almaktadir (Hepler,
2005). Ca eksikligi gen¢ yapraklarda kloroza sebep olmaktadir. Ca’un siddetli
eksikliginde ise yapraklarda nekrozlar da goriilmektedir. Dis stres etmenlerinin
algilanmasimi boylece bitki savunma mekanizmasinin iglemesini saglamaktadir.

Ornegin; tuza toleransin arttirilmasinda Ca’un 6nemli bir roliiniin oldugu pek ¢ok
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calismada ortaya konmustur (Navarro ve ark., 2000; Tiirkmen ve ark., 2002; Parida ve

Das, 2005; Tuna ve ark.,2007; Akat ve Ozzambak, 2013).

Bakar: Cu, bitki, hayvan ve insan dahil biitiin canlilar i¢in mutlak gerekli bir elementtir.
(Giiler ve Cobanoglu, 2001). Bakir, Cu*’dan Cu2+’ya oksitlenen redoks olaylarinda
gorev alan enzimlerle alakalidir. Fotosentezde 151k reaksiyonlarinda elektron tasiyan
plastosiyanin bu enzimlere 6rnektir (Haehnel, 1984). Bitkinin kok dokularinda daha
fazla birikme egiliminde olan Cu’in, gévdeye iletimi ¢ok daha az olmakta (Kartal ve
ark., 2004) ve bitkiler i¢in Cu eser miktarda gerekmektedir. Cu, eksikliginde baslangi¢
belirtiler olarak nekrotik benekler dnce geng yapraklarin uglarinda belirmekte, ardindan
yaprak kenarlar1 boyunca ilerleyip yapragin tabanina ulasmaktadir. Cu’in bitkide
azliginda, stres; fazlaliginda ise klorozis, nekrozis, biiyliime inhibisyonu gibi sorunlar
goriilmekte, Cu hiicrelere toksik etki yapmaktadir (Marschner, 1995; Clemens, 2001).
Cu’in siddetli eksikliginde yapraklar olgunlagsmadan dokiilmektedirler. Ayrica, toksik
seviyelerde; kok kiitikulasinda kalinlasmalar, koklerde biiylimenin baskilanmasi, yan
kok olusumunda azalma ve koyu renkli benekler olustugu gézlenmektedir (Kartal ve
ark., 2004).

Demir: Fe, diinya iizerinde oldukg¢a bol bulunan bir element olmasina ragmen, gok
kararli olup suda ¢oziinmez. Bitkiler bu elementi alabilmek i¢in ¢esitli yollar
gelistirmislerdir (Walker ve Connolly, 2008; Palmer ve Guerinot, 2009; Long ve ark.,
2010). Fe, bitkilerde onemli fizyolojik islevleri olan ve pek ¢ok biyokimyasal tepkimeyi
katalize eden enzimleri aktive eder (Kacar ve Katkat, 1998; Curie ve Briat, 2003). Fe
eksikligi dikotiledon bitkilerde bir¢ok morfolojik ve fizyolojik olaya sebep olmaktadir.
Biber ve bezelye gibi bitkiler Fe eksikliginde daha fazla etilen tiretmektedirler. Bu da
kok sacaklarinin gelisimini ve koklerin diger morfolojik 6zelliklerini degistirmektedir

(Schenkeveld ve ark., 2007).

Fe, bitkide mobil bir element olmadigindan yashi yapraklardan gen¢ yapraklara
aktarilamaz bu sebepten Fe eksikligi belirtileri dncelikle gen¢ yapraklarda ve ozellikle
de son ¢ikan yapraklarda gozlenmekte, eksiklik devam ederse yash yapraklar da

etkilenmektedir.
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Protein sentezinde Fe ¢ok onemlidir. Yeterli miktarda Fe icermeyen bitkilerde protein
miktarinin azaldigi, buna karsin ¢oziinebilir organik azotlu bilesiklerin arttig1

gozlenmistir (Kagar ve Katkat, 2007).

Bitkilerde Fe alimini1 azaltan faktorler uzun siireli sulama, asir1 yagislar, topragin ¢ok
sik1 olmasi, yiiksek pH’ 11 veya Cu igerikli topraklar, ¢cok fazla metal iyonlar1 i¢eren
topraklar, diisik K diizeyine sahip topraklardir. CO, topraktaki kirecin ¢éziinmesinde
cok etkilidir. Havasiz kosullar toprak icerisinde CO, olusumuna neden olarak, bitkide
dolayli olarak Fe eksikligine yol agar. Toprakta fazla miktarda agir metal olmasi da Fe
eksikligine yol agmaktadir. Ornegin yiiksek Cu, Mn ve Zn miktarlarinin Fe alimin
azalttig1 bilinmektedir (Y1lmaz, 2004).

Potasyum: K, bitkilerde fotosentez reaksiyonlarinda, osmotik potansiyelin
ayarlanmasinda, stomalarin agilip kapanma mekanizmasimin diizenlenmesinde, bitki
besin eclementlerinin ve fotosentez iriinlerinin tasinmalarinda, enzim aktivitesinde,
hiicre boliinmesinde rol oynar (Kagar, 2006). K, kok sisteminden suyun alinmasini
ksilem tasima sistemine iletilmesini saglar. K iyonunun alinmasiyla stomalar acilmakta,
bosalimi ise stomalarin kapanmasini saglamaktadir. Bitkiler yeteri kadar K aliyorsa
suyu idareli kullanabilmekte ve liretim yiiksek olmaktadir (Firat, 1998). K, soguga,
donlara, kurakliga toleransi, azotun etkinligini, hastalik ve zararlilara kars1 dayanikliligi,
meyvenin dayanma omriinii, meyvedeki yag, seker ve nisasta miktarin arttirir (Tucker,
1999; Bozcuk, 2000). Gida ve yem bitkilerinin protein degerlerini yiikseltmek i¢in K
kullanilir (Kagar, 2006). Diger besin elementlerine gore bitkiler K’u daha fazla
almaktadirlar. Kibag ve Munzuroglu (2003), baklagillerdeki K igeriginin baklagil

olmayanlara oranla daha fazla oldugunu belirtmektedir.

K, hareketli bir element oldugundan yapraktan yapraga hareket edebilmektedir. Bitki
K’u yeteri kadar alamiyorsa klorozis goriilmektedir. K’un bitkinin yash kisimlarindan
geng ve yeni gelismekte olan kisimlarina taginmasindan dolayr klorozis oncelikle yash
yapraklarda, eksikligin devami halinde gen¢ yapraklarda goriilmektedir. K’un asiri
eksikliginde yapraklar asagi dogru kivrilmakta, yaprak kenarlar1 rulo seklini almaktadir
ve beslenemedigi igin yapraklar kii¢iik kalmaktadir. Tahillarda taneler zayif ve az sayida
olmakta, misir bitkisinin koklerinin toprakta bulunan, kokleri ¢iiriiterek zarar veren

zararhlara kars1 gosterdigi direng azalmakta, govde yere egilmektedir (Bozcuk, 2000).
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K eksikligi geng bitkilerde govdenin zayif olmasina, koklerin zarar gérmesine bundan
dolayr bitkinin kolaylikla yere devrilmesine neden olmaktadir. (Aybak, 2005). K
azliginda protein metabolizmast ve buna bagli olarak karbonhidrat metabolizmasi
bozulmakta, bitkiler bu durumda ihtiyacindan fazla karbonhidrat depolamaktadir.
Bunun sebebi proteinlerin yapisina katilacak olan C iskeleti karbonhidrat olarak depo

edilmektedir (Bozcuk, 2000).

Magnezyum: Mg toprakta iyonik halde (Mg*) bulunan mobil bir element olup, makro
element olarak bitkiler i¢in ¢ok 6nemlidir. Bitkide bulunan birgok enzimin aktivitesinde
Mg kofaktor olarak gorevlidir. Mg, DNA ve RNA sentezinde, fotosentezde klorofilin
yapisinda bulunarak organik bilesiklerin sentezinde, bitki metabolizmasinin enerji
kaynagi olan solunumda ATP tiretiminde, bitkilerin fosfor aliminda gorevlidir (EImlund
ve ark., 2008; Miiller ve Hansson, 2009; Kacar ve Katkat 2010). Mg’un hiicresel
savunma reaksiyonlarini aktive ettigi diisiiniilmektedir. Yapilan bir ¢alismada, Mg
giibrelemesinin Solanum tuberosum’da (patates) Phytophthora infestans ve Rhizoctonia
solani enfeksiyonunu, Triticum sp. (bugday) bitkisinde pas hastaligini azalttigi
gozlenmistir. K/Mg oranindaki Mg’un azalmasi sonucu asmalarda “stem dieback”
hastalig1 olusmaktadir (Uggun ve Gezgin 2008). Mg eksikligi belirtileri dncelikle yaslh
yapraklarda gozlenmekte, bu yapraklarin damarlar1 arasinda klorozis olmakta, kok
gelisimi olumsuz etkilenmekte, verim ve kalite diigmektedir. Eksikligin en ayirici
belirtisi yaprak damarlari arasinda goriilen sararmalardir. Siddetli noksanlikta yapraklar
sar1 beyaz olabilmekte, olgunlasmamis yapraklar dokiilmektedir. Mg eksikliginde ayrica
yapraklar 1518a kars1 hassas olduklari i¢in erken dokiilmektedirler. (Marschner 2008).

Sodyum: Sodyum bitkiler tarafindan kokleri ile topraktan Na® iyonu olarak pasif
sekilde alinmakta, ksilem ve floemde tasinmaktadir. Na hareketli bir elementtir ve
bitkinin her yerinde bulunur, 6zel bir depolanma yeri yoktur. Na potasyuma kimyasal
olarak benzer (Kagar ve Katkat, 2007) ve genellikle Na’un potasyumla olan rekabeti
nedeniyle Na, K noksanligina neden olabilmektedir (Kaya ve ark., 2002). Bitkilerde
element baglama Na ile 6zellikle K ve Ca gibi elementlerin rekabete girmesinden dolay1
Na/K ve Na/Ca dengesi hizla bozulmaktadir. Na bu elementlerin topraktan alinimi ve
bitkisel dokularda tasinmimini azaltmaktadir. Bu durum K eksikligine sebep olmakta,

bitkide osmoregiilasyonu bozmakta, enzimlerin aktivasyonunu engellemektedir.
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Sonucgta da metabolizma olumsuz etkilenmektedir. Bitkinin stresten etkilenme

derecesini azaltmak igin bitkiye disaridan K takviyesi verilmektedir (Cramer, 2002).

Toprakta ¢ok fazla miktarda Na bulunmasi bitkilerde Na’un kdk merkez silindiri ile
govde dokularinda birikmesine neden olmakta, bu durum da bitkinin su almasini ve

suyu tagimasini engellemektedir (Firat, 1998).

Bitkiler igin toprakta onemliliklerine gore katyonlar, Ca**>Mg®*>K*=Na* seklinde
olmaktadir. Na toprakta Na bilesikleri halinde ¢6ziinmiis olarak bulunur. Bu bilesikler
NaCl, NaNO;, boraks, albit ve diorittir (Kacar ve Katkat, 2007).

Fasulye bitkisi yilksek Na igeren veya tuzluluk problemi olan topraklarda
yetistirildiginde bitkide bliylimede durgunluk, yapraklarda yaniklik ve hassas g¢esitlerde
6lim meydana gelebilmektedir. Bu sorunlar ozellikle ¢imlenme ve fide gelisimi
esnasinda olmaktadir. Bu yiizden bitkiler 6nemli dl¢iide ciliz gelisim gostermektedirler.
Suyun o6nemi ve kullanimi toprakta birikmis tuz problemi oldugunda daha da
artmaktadir (Aybak, 2005). Kacar ve Katkat (2007), Na miktarinin bugday ve yonca
bitkilerinde %0.15, geng fasulye bitkisi yapraklarinda %0.40 ve arpa bitkisinde %0.40

toksik etki yapacak diizeyler oldugunu saptamislardir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Bryophyllum daigremontianum Raym.-Hamet & H. Perrier Bitkisinin in vitro

Ortamda Gelisimi

Calismada kullanilan Bryophyllum daigremontianum Raym.-Hamet & H. Perrier
ornekleri tek bir ana bitkiden ayn1 donemde izole edildi (Sekil 3.1. a). Anne bitkiye ait
yapraklarin iizerinde gelisen yavru bitkicikler once distile su ile bes kez yikanip
kurutma kagitlar1 arasinda kurutuldu, daha sonra nemlendirilmis siizge¢ kagitlari
tizerine yerlestirilip cam petriler i¢inde gelisime birakildi (Sekil 3.2. b) ve iki hafta siire
ile giinasir1 20 ml Hoagland besleyici soliisyonu ile sulandi (Hoagland ve Arnon, 1952).
Tim bitkiler 23+2 °C sicaklikta, % 55 +5 nemlilikte, 4000 - 4200 lux arasi 1sik
siddetine sahip bitki yetistirme odasinda 14 saat giindiiz ve 10 saat gece periyodunda
yetistirildi. Iki hafta sonra geng bitkicikler i¢inden boyca birbirine yakin olan 80 birey
secildi ve 161.5 g toprak (Gardol® marka) iceren 10 cm ¢aph ve 19.5-20 g agirhigindaki

plastik saksilara transfer edildi.

Sekil 3.3. a) Calismada Kullanilan Anne Bitki, b) Anne Bitkiden Izole Edilen ve
Gelisime Birakilan Geng Bitkicikler.

Hoagland ¢ozeltisini hazirlamak igin kullanilacak olan mikroelementler 2.86 gr H,BO;,
1.86 gr MnCl,.4H,0, 0.11 gr ZnCl,, 0.05 gr CuCl,.2H,0 ve 0.025 gr NaMo00,.2H,0 1
litre distile suda ¢oziindiiriildii. Sonra 5.22 gr EDTA (Etilen diamin tetra asetik asit)
53.6 ml 1N KOH iginde ¢6ziiliip bu karisima 4.98 gr FeSO,/H,O konularak distile su ile
200 ml’ye tamamlandi ve FeEDTA hazirlandi. En son 5 ml 1 M Ca(NOs),, 5 ml 1 M
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KNO;, 2 ml 1 M MgSO,, 1 ml KH,PO, ile 2 ml FeEDTA ve 1 ml mikro element

sirasiyla eklenerek 1 litre distile suya tamamlandi1 ve Hoagland ¢ozeltisi elde edildi.

Saksilara yerlestirilen geng bitkicikler iki hafta boyunca (ikinci yapraklar1 gelisinceye
kadar) yine 20 ml Hoagland soliisyonu ile giinasir1 sulandilar. Daha sonra 80 birey, biri
kontrol grubu olmak iizere 5 farkli deney grubuna ayrildi ve kontrol gruplari deney
sonuna kadar Hoagland soliisyonu ile deney gruplari ise 50, 100, 200 ve 400 uM CdCl,
iceren Hoagland soliisyonu ile giinasir1 2 ay boyunca sulandilar. iki aylik Cd
uygulamas: sonucunda bitkiler hasat edildiler. Baz1 biliylime parametreleri (govde
uzunlugu ve kalinligi, yaprak yiizey alani, kok, yaprak ve gdvdeye ait yas ve kuru
agirliklar), fotosentetik pigmentler (klorofil a, b, toplam klorofil, klorofil a/b ve
karotenoidler), bazi mineral besin elementleri (Fe, Mg, Ca, Cu, Na, K ve B) ile kok,
govde ve yapraktaki Cd miktarlar 6l¢iildii. Genotoksisite calismalart RAPD teknigiyle

analiz edildi.

Sekil 3.4. Bitki Biiylime Odasinda Gelismeye Birakilan Bitkiler

3.2. Biiyiime Parametrelerinin Ol¢iilmesi

Hasat isleminden sonra, kontrol ve deney gruplarina ait bitkilerde kok, govde ve
yapraklara ait yas agirliklar hassas terazi ile ol¢iildii. Kok ve gévde uzunluklari cetvel
yardimi ile ol¢tildii ve ortalama degerler hesaplandi. Kuru agirlik tayini i¢in kok, govde

ve yaprak drnekleri 80 °C’lik etiivde 48 saat boyunca bekletildi ve hassas terazi ile kuru
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agirhiklar olgiildii. Yaprak yilizey alani “leaf hunter®” programi ile taze yapraklar

kullanilarak hesaplandi.
3.3. Fotosentetik Pigmentler
3.3.1. Klorofil a-b, a/b, toplam klorofil ve karotenoid miktarlarinin belirlenmesi

Toplam klorofil miktarinin belirlenebilmesi i¢in kontrol ve deney grubu bitkilerine ait
yas yaprak Orneklerinden 0.5 g tartildi. Daha sonra iizerlerine bir miktar kalsiyum
karbonat (CaCOs) ve 15 ml %80’lik (hacim/hacim) aseton ilave edildi ve buz kalib1
lizerine yerlestirilmis soguk havan icerisinde parcalandi. Parcalanan dokular
(homojenat) 3000 X g’de +4 °C’de 10 dakika santrifiij edildi. Santrifiijden sonra elde
edilen st sivinin hacmi Olgiildii ve icerdigi toplam klorofil-karotenoid miktarinin
belirlenebilmesi i¢in 645, 663 ve 470 nm dalga boylarma ayarlanmig
spektrofotometrede absorbanslari 6lgiildii. Arnon (1949)’a gére orneklerin 1 litresindeki

total klorofil miktarlar1 mg cinsinden asagidaki formiille hesaplandi.

mi
C.=J127xD.., -2.69xD X——
=l o8 s 1000
C, = [22.9X Dy - 468 X D] X o
° o T 531~ 1000
Total C = [20.2 X Dy +8.02 X Dygy] X1
Cooe 521" 1000

_1000A,,,~1.90C, ~63.14C,

CX+C
214 1000

3.4. Cd Akiimiilasyonu ve Mineral Besin Elementlerinin Tayini

Iki ay kontrol ve boyunca dort farkli konsantrasyonda (50, 100, 200 ve 400 pM) CdCl,
ile muamele edilen B. daigremontianum bitkilerinin kok, gévde ve yapraklarindaki Cd
akiimiilasyonu ve buna bagl olarak Fe, Mg, Ca, Cu, Na, K ve B elementlerinin
bitkideki miktarlar1 asagida temel 6zellikleri anlatilan ICP-OES (Inductively Coupled

Plasma-Optical Emission Spectrometers) cihazi ve teknigi ile 6l¢iildii.
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3.4.1. ICP (Inductively Coupled Plasma) teknigi

Son yillarda, analiz i¢in Orneklerin atomlastirilmast ve olusan atomlarin uyarilmasi
amaciyla kullanilan, elektriksel bosalimina dayanan Atomik emisyon spektroskopisi,
yerini plazmalara birakmistir. ICP teknigindeki plazma argon gazi ile olusturulur. ICP
torch’u ti¢ kuartz tiipten olusur. Cogunlukla argon olan inert bir gaz tiibe dogru akar. Bu
akict gaz plazmayi destekleyen gaz olarak ve kuartz tiip i¢in bir sogutucu gorevi yapar.
Plazma elektromanyetik olarak, argon gazinin indiiksiyon sarimlarinda bir radyo frekans
jeneratoriiniin etkilesmesi ile elde edilir. Radyo indiiksiyon jeneratdriiniin giicli 27 veya
41 Mhz de 0.5-2 kw’tir. Argon gazi akiminda ilk elektronlarin olusturulmasi, bir
elektron kaynagi ile saglanir ve argon atomlari ile carpisirlar boylece argon iyonlari
daha fazla sayida elektronun olusmasini saglar. Bu etkilesim sonucunda iyonlar ve
elektronlar ayn1 yone dogru akmaya baslar. Ortamin bu akmaya kars1 gosterdigi direng
ile ortamin sicakligi 10000 K’e (+ 273°C) kadar yiikselir. Plazmanin igine giren érnek
cozeltisi, atomlasir ve uyarilir. ICP ydnteminin avantajlari; yiiksek sicakliklara
ulasabilmesi, plazma sicakligi her bolgede aynidir ve bu nedenle self absorbsiyon ve
self doniisiim etkileriyle karsilasilmamasi, 6rnek ¢ozeltinin plazma igersinde oldukga
uzun alikonma siiresine sahip olmasi ve atomlastirilmasi, uyarma islemlerinin inert
kimyasal c¢evrede gerceklestirilmesidir. Alevin kullanildigr absorbsiyon ve emisyon
spektroskopisi yontemlerinde, oksijenin yliksek kismi basinci nedeniyle, toprak alkali
elementleri, nadir toprak elementleri ve bor, silisyum gibi bozunmayan oksit ve
hidroksit radikaller olusturan elementlerin analizinde duyarlilik diisiiktiir. Fakat argon
gazi ile olusturulan plazmada bdyle bir sorun yoktur. ICP yontemi ile ise, ayni anda
analizi miimkiin olan tiim elementlerin nitel ve nicel tayinleri yapilabilir (Yildiz, 1993;

Hou ve Jones, 2000).

Plazmada olusan atom ve iyonlarin emisyonu degisik sekillerde 6lgiilebilir. ICP-OES
(Indiiktif Eslesmis Plazma Optik Emisyon Spektroskopisi) cihazlari, sirayla; 6lgiim
yapanlar (Ing.: sequential) ve aym1 anda 6l¢iim yapanlar (Ing.: simultaneous) olmak
tizere iki boliimde incelenebilir. Bizim calismamizda Perkin Elmer marka ICP-OES

Optima 7000 DV kullanilmistir (Sekil I11.7.)
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Sekil 3.5. ICP-OES Cihazi

3.4.2. Laboratuvar ¢alismalar:

B. daigremontianum bitkilerinin kontrol ve deney gruplarna ait kok, govde ve
yapraklarindaki Cd akiimiilasyonu ve buna bagli olarak Fe, Mg, Ca, Cu, Na, K ve B
elementlerinin Ol¢iilmesi icin segilen bitki kisimlar1 c¢ilirime ve kontaminasyonu
onlemek i¢in bitki ornekleri (kok, gévde ve yapraklar) kurutma kagitlarindan yapilmis
zarflara konularak 80 °C sicaklikta calisan etiivde 24 saat bekletildi. Kurutma
isleminden sonra ornekler, Cd ve diger mineral besin elementlerin dagilimin
homojenize etmek i¢in ogiitiicti ile ogitiiliip, 1.5 mm’lik elekten gecirildi. Her islem
Oncesi, 0giitlicli aparatlar1 ve ince elek muhtemel bir kontaminasyonu engellemek i¢in
%96’ 11k etil alkolle temizlendi, daha sonra distile sudan gegirilerek kurulandi. Ogiitiilen

ornekler, etiketlenerek kilitli plastik posetlere konuldular.

Agir metal ve mineral besin elementlerinin tayini i¢in 6n analiz ¢aligmalari, Marmara
Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Béliimii’'ne ait Arastirma
Laboratuvarlari’nda yapilmistir. Kok, govde ve yaprak Ornekleri hassas terazide
tartilarak ¢c6zme sistemindeki teflon hiicrelere konulmustur. Calismamizda kapali sistem

mikrodalga ¢dzme sistemi kullanilarak, hassas terazide tartilan kok, gévde, yaprak ve
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toprak Ornekleri sivilagtirilmistir. Cozme isleminde yiliksek sicakliga ve basinca

dayanikli teflon kaplar kullanilmistir.

Bitki 6rneklerinden 0.2 gram tartilarak teflon hiicrelere (vessel) konuldu. Daha sonra
tizerlerine 8 ml. HNO; ilave edilip, Erghof marka Mws2 model mikrodalga firinda
kademeli olarak 6nce 145 derece 5 dakika, 165 derece 5 dakika ve son olarak 175
derece 20 dakika ile ¢ozme islemi yapildi. Hiicreler mikrodalgadan sonra oda
sicakliginda su banyosunda 20 dakika sogumaya birakildi. Hiicreler ultrasaf su ile
yikanarak 50 ml’lik falcon tiiplere 50 ml oluncaya kadar siiziilerek aktarildi. Merck
marka 1000 ppm’lik multi element kullanilarak hazirlanan standart ¢ozeltiler ile element
tayin islemleri i¢in Perkin Elmer marka ICP-OES Optima 7000 DV ile analizleri
Bahgesehir  Universitesi Miihendislik Fakiiltesi Cevre Miihendisligi Béliimii

Laboratuvari’nda yapildi.

Calismamizda Cd’a ilaveten Fe, Mg, Ca, Cu, Na, K ve B elementlerinin tayini
yapilmistir. Analizler i¢in kullanilan dalga boylari, Cd 228.802, Fe 238.204, Mg
285.213, Ca 317.933, Cu 327.393, Na 589.592, K 766.490 ve B 249.677"dir.

3.5. istatistik Analizler

Yetistirme odasinda her deney grubuna ait 8 er Ornek tamamen rastlantisal olarak
yerlestirilmis ve her 6l¢iim sonunda ayni1 metoda gére geri konulmustur. Orneklere ait
bliylime parametreleri ve agir metal ve mineral besin element miktarlart oranlar1 SPSS
(11.5 for windows) programi ile Paired-Samples T Test (Ciftli 6rnekli T test)
uygulanarak, %95 giivenirlik ile istatistiksel olarak degerlendirildi. Programdan elde

edilen ortalamalar ile hazirlanan sekillerde hata ¢gubuklar1 halinde gosterilmistir.
3.6. Kadmiyum Stresinin Genotoksik Ol¢iimii

Calismamizda, kontrol grubuna ait ve dort farkli konsantrasyonda (50, 100, 200 ve 400
uM) CdCl, ile muamele edilen B. daigremontianum bitkilerinde Cd stresinin genotoksik
olarak belirlenmesi RAPD (Randomly Amplified Polymorfic DNA) teknigi kullanilarak
yapildi.
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3.6.1. RAPD (Randomly Amplified Polymorfic DNA) teknigi

Calismamizda kontrol ve deney grubu bitkilerde DNA’daki degisimler tespit edilirken
molekiiler markor (belirteg) tekniklerinden olan RAPD (Randomly Amplified
Polymorphic DNA) kullanildi. RAPD ilk defa 1990 yilinda rastgele se¢ilmis primerlerin
kullanildigi ve Polimeraz Zincir Reaksiyonu’nu (Polymerase Chain Reaction) temel
alan bir teknik olarak ortaya ¢ikmistir (Williams ve ark., 1990; Welsh vd., 1990). RAPD
yonteminin temel prensibi ilgili olan tiire ait genomik DNA {izerinde rastgele secilmis,
tek bir 9-10 bp (baz ¢ifti) oligoniikleotidin (primer), diisiik baglanma sicakliginda
tesadiifi olarak baglanarak Polimer Zincir Reaksiyonu (PCR) ile ¢ogaltma yapmasidir.
Teknigin devaminda elde edilen ¢ogaltma iiriinii radyoaktif olmayan standart jel
elektroforezinde yiiriitiiliir ve ¢ogaltma {iriinleri bantlar halinde gozlemlenerek incelenir

(Weising ve ark., 1995).

RAPD metodunun giivenilirligini ve tekrarlanabilirligini etkileyen pek c¢ok farkli
cogaltma degiskeni vardir ve en 6nemli degiskenlerden birisi hedef DNA’dir. MgCl,
konsantrasyonu, Tag DNA polimeraz konsantrasyonu, primer konsantrasyonu, dNTP
konsantrasyonu ve primer baglanmast RAPD teknigini etkileyen diger temel
degiskenlerdir (Aydin, 2004). RAPD c¢alismalari in vivo ve in vitro kosullarda meydana
gelen DNA zararlarinin  ve degisimlerinin tespitinde, karsinojenik instabilite
analizlerinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Ayrica, RAPD tekniginde ¢ok az miktarda
DNA ihtiyac1 olmasi, tek primer kullanilmasi, ¢ok gelismis cihaz gerektirmemesi ve
pahal1 bir teknik olmamasi genetik ¢aligmalarinda avantaj olusturmaktadir (Atienzar ve

Jha, 2006).
3.6.2. Laboratuvar ¢alismalari

DNA izolasyonu Dneasy bitki DNA izolasyon kiti (Qiagen) prosediirii uygulanarak
elde edilen DNA’larin konsantrasyonlarinin ve bant profillerinin belirlenmesi i¢in %2
agoroz jel hazirland1 ve standart gen cetveli (GeneRuler ™ 100bp, MBI Fermentas) ile
karsilastirildi. RAPD-PCR c¢ogaltmasit 25 pl PCR karisimi, 1 x PCR tamponu
(NH4)2SO4, 0.2 mM dNTP (2 mM dNTP karisimi), 25 pM OPA-08 5’CCACAGCAGT
3’ (QIAGEN Operon RAPD® 10 mer Kits) primeri, 20-200 ng genomik DNA, 0.5 iinite
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Taq DNA polimeraz ve distile su ile 25 pL’ye tamamlanarak hazirlandi. PCR reaktifleri
MBI Fermentasdan temin edildi.

Tim reaksiyon bilesenlerini igeren tlipler, DNA disinda, her reaksiyon i¢in kontrol
olarak alindi. Cogaltmalar Techne Endurance TC-512 Gradient Thermal Cycler da,
95°C’de (genomic DNA’nin baslangic denatiirasyonu) 3 dakika i¢in pogramlandi,
ardindan 45 devir 94°C’de (denatiirasyon) 1 dakika, 37°C’de (primer baglanma
siccakligl) 1 dakika, 72°C’de (uzama) 2 dakika ve 72°C’de (final uzatma basamagi) 5
dakika olarak uygulandi.
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4. BULGULAR

4.1. Cd Stresinin Bryophyllum daigremontianum Raym.-Hamet & H. Perrier

Bitkisi Bilyiime Parametreleri Uzerine Etkisi

Cd stresinin B. daigremontianum bitkisinde biiyiime ve gelisme parametreleri iizerinde
yaptigi etkilerin belirlenmesinde govde uzunlugu ve kalinligi, kok, govde ve yaprak yas
ve kuru agirliklar1 yaninda toplam yaprak alani 6l¢timleri alinmistir. Bitkiye ait biiyiime

parametreleri Tablo 4.1°de verilmistir.

Sekil 4.1. Farkli konsantrasyonlarda (50, 100, 200 ve 400uM) Cd uygulanmais bitkiler
ve Cd uygulanmamis kontrol grubu bitkisi (Resimdeki bireyler deney gruplarindaki
ortalama bitkilerden se¢ilmislerdir)
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Tablo 4.1. Bryophyllum daigremontianum Raym.-Hamet & H. Perrier Bitkisinin
Biiyiime Parametreleri

Parametreler Kontrol 50 pM 100 pM | 200 uM | 400 uM
Yaprak yas agirhg (gr) 2.771 2.186 2.618 2.072 1.240
Govde yas agirhg (gr) 5.156 2.986 3.809 2.838 1.712
Kok yas agirhk (gr) 0.332 0.253 0.292 0.246 0.161
Yaprak kuru agirhik (gr) 0.088 0.075 0.078 0.055 0.019
Govde kuru agirhk (gr) 0.331 0.199 0.251 0.176 0.106
Kok kuru agirhik (gr) 0.074 0.056 0.065 0.041 0.031
Govde kalinhg (cm) 0.400 0.264 0.326 0.216 0.128
Govde boy uzunlugu (cm) 18.538 15.138 16.650 14.625 13.025
Yaprak yiizey alani (cm?) 30.716 23.421 26.859 16.857 10.728

Yaprak Yas Agirhg (gr)

50uM Cd 100pM Cd 200puM Cd 400puM Cd

Sekil 4.2. Farkli Konsantrasyonlarda Cd Uygulanan Bitkilerde
Yaprak Yas Agirlik Degerleri

0, 50, 100, 200, 400 uM konsantrasyonlarinda Cd uygulanan bitkilerin yaprak yas
agirhiklart (tek yaprak) olgiilmiistiir. Yapraklar sirasiyla 2.771, 2.186, 2.618, 2.072 ve
1.240 gr’dur.
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Govde Yas Agirhg (gr)

Control 50uM Cd 100pM Cd 200pM Cd 400pM Cd

Sekil 4.3. Farkli Konsantrasyonlarda Cd Uygulanan Bitkilerde
Govde Yas Agirlik Degerleri

0, 50, 100, 200, 400 uM konsantrasyonlarinda Cd uygulanan bitkilerin gévde yas
agirliklan Olgiilmiistiir. Govde yas agirligi sirasiyla 5.156, 2.986, 3.809, 2.838 ve 1.712
gr’dir.

Kok Yas Agirhg (gr)

Control 50uM Cd 100pM Cd 200puM Cd 400puM Cd

Sekil 4.4. Farkli Konsantrasyonlarda Cd Uygulanan Bitkilerde
Kok Yas Agirlik Degerleri

0, 50, 100, 200, 400 uM konsantrasyonlarinda Cd uygulanan bitkilerin kok yas
agirhiklan olctilmustiir. Kok yas agirhigr sirastyla 0.332, 0.253, 0292, 0.246 ve 0.161
gr’dir.
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Yaprak Kuru Agirhg (gr)

Control 50uM Cd 100pM Cd 200pM Cd 400pM Cd

Sekil 4.5. Farkli Konsantrasyonlarda Cd Uygulanan Bitkilerde
Yaprak Kuru Agirlik Degerleri

0, 50, 100, 200, 400 uM konsantrasyonlarinda Cd uygulanan bitkilerin yaprak (tek
yaprak) kuru agirliklar: dl¢tilmiistiir. Yaprak kuru agirligi sirasiyla 0.088, 0.075, 0.078,
0.055 ve 0.019 gr’dur.

Govde Kuru Agirhg (gr)

Control 50uM Cd 100pM Cd 200puM Cd 400pM Cd

Sekil 4.6. Farkli Konsantrasyonlarda Cd Uygulanan Bitkilerde
Govde Kuru Agirlik Degerleri

0, 50, 100, 200, 400 uM konsantrasyonlarinda Cd uygulanan bitkilerin gévde kuru
agirliklan Sl¢tilmiistiir. Govde kuru agirhigr sirastyla 0.331, 0.199, 0.251, 0.176 ve 0.106
gr’dir.
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Kok Kuru Agirhg (gr)

Control 50uM Cd 100pM Cd 200pM Cd 400pM Cd

Sekil 4.7. Farkli Konsantrasyonlarda Cd Uygulanan Bitkilerde
Kok Kuru Agirlik Degerleri

0, 50, 100, 200, 400 uM konsantrasyonlarinda Cd uygulanan bitkilerin kok kuru
agirliklan Slgtilmiistiir. Kok kuru agirligr sirasiyla 0.074, 0.056, 0.065, 0.041 ve 0.031
gr’dir.

Govde Kalinhgi (¢cm)

Control 50uM Cd 100pM Cd 200puM Cd 400pM Cd

Sekil 4.8. Farkli Konsantrasyonlarda Cd Uygulanan Bitkilerde
GovdeKalinligr Degerleri

0, 50, 100, 200, 400 uM konsantrasyonlarinda Cd uygulanan bitkilerin govde
kalinliklar1 6l¢iilmiistiir. Govde kalinlig sirasiyla 0.400, 0.264, 0.326, 0.216 ve 0.128

cm’dir.
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Govde Uzunlugu (cm)

Control 50uM Cd 100pM Cd 200uM Cd 400pM Cd

Sekil 4.9. Farkli Konsantrasyonlarda Cd Uygulanan Bitkilerde
Govde Boy Uzunluk Degerleri

0, 50, 100, 200, 400 puM konsantrasyonlarinda Cd uygulanan bitkilerin govde
uzunluklari 6l¢iilmiistiir. Govde uzunluklar: sirastyla 18.538, 15.138, 16.650, 14.625 ve
13.025 cm’dir.

Yaprak Yiizey Alani (cm?)

Control 50uM Cd 100pM Cd 200puM Cd 400pM Cd

Sekil 4.10. Farkli Konsantrasyonlarda Cd Uygulanan Bitkilerde
Yaprak Alan1 Degerleri

0, 50, 100, 200, 400 uM konsantrasyonlarinda Cd uygulanan bitkilerin yaprak yiizey
alanlan 6l¢iilmiistiir. Yaprak ylizey alanlari sirastyla 30.716, 23.421, 26.859, 16.857 ve
10.728 cm?’dir.
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4.2.  Klorofil a-b, Toplam Klorofil, a/b ve Karotenoid Miktarlari

Yaptigimiz ¢alismalarda her deney grubuna ait yaprak oziitlerinde klorofil a-b, toplam

klorofil, a/b ve karotenoid miktarlar1 6l¢tilmistiir.

Klorofil a

0.212 0.157 0.173 0.157 0.126

50pM 100 pM 200 pM 400 pM

Sekil 4.11. Farkli Konsantrasyonlarda Cd Uygulanan Bitkilerde Kl a Miktarlar

0, 50, 100, 200, 400 uM konsantrasyonlarinda Cd uygulanan bitkilerin 6ziitlerinde
spektrofotometrik dlciimler yapilmistir. Oziitlerdeki klorofil a degerleri sirasiyla 0.212,
0.157,0.173, 0.157 ve 0.126 mg/ml olarak dl¢iilmiistiir.

Klorofil b

0.120
0.100

0.080

0.060
0.040
0.020
0.093 0.071 0.077 0.070 0.058
0.000

50pM 100 pM 200 pM 400 pM

Sekil 4.12. Farkli Konsantrasyonlarda Cd Uygulanan Bitkilerde Kl b Miktarlart
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0, 50, 100, 200, 400 uM konsantrasyonlarinda Cd uygulanan bitkilerin 6ziitlerinde
spektrofotometrik dlgiimler yapilmustir. Oziitlerdeki klorofil b degerleri sirasiyla 0.093,
0.071, 0.077, 0.070 ve 0.058 mg/ml olarak dl¢iilmiistiir.

Toplam Klorofil

0.284 0.211 0.236 0.218 0.181

50pM 100 pM 200 pM 400 pM

Sekil 4.13. Farkli Konsantrasyonlarda Cd Uygulanan Bitkilerde Toplam K1 Miktarlart

0, 50, 100, 200, 400 uM konsantrasyonlarinda Cd uygulanan bitki 6ziitlerindeki toplam
klorofil degerleri sirasiyla 0.284, 0.211, 0.236, 0.218 ve 0.181 mg/ml olarak

hesaplanmuistir.

Klorofil a/b

2.293 1.925 1.972 1.955 1.821

50pM 100 pM 200 pM 400 pM

Sekil 4.14. Farkli Konsantrasyonlarda Cd Uygulanan Bitkilerde Kl a/b Miktarlari
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0, 50, 100, 200, 400 uM konsantrasyonlarinda Cd uygulanan bitki 6ziitlerindeki klorofil
a/b oranlar sirasiyla 2.293, 1.925, 1.972, 1.955 ve 1.821 olarak hesaplanmustir.

Karotenoid

0.077 0.058 0.064 0.058 0.048

50uM 100 pM 200 pM 400 pM

Sekil 4.15. Farkli Konsantrasyonlarda Cd Uygulanan Bitkilerde Karotenoid Miktarlari

0, 50, 100, 200, 400 uM konsantrasyonlarinda Cd uygulanan bitkilerin 6ziitlerinde
spektrofotometrik olgiimler yapilmustir. Oziitlerdeki karotenoid degerleri sirasiyla
0.077, 0.058, 0.064, 0.058 ve 0.048 olarak olgiilmistiir.
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4.3. Cd Stresi ve Mineral Beslenme Uzerine Etkileri

Koklerde Cd Degeri (mg/kg)

Control S)uM Cd  100pM Cd  200uM Cd  400pM Cd

Sekil 4.16. Farkli Konsantrasyonlarda Cd Uygulanan Bitkilerin Koklerinde
Cd Mineralinin Miktarlar1

0, 50, 100, 200, 400 uM Cd uygulanan bitkilerin koklerinden elde edilen Cd degerleri
sirasiyla; 1.327, 2.111, 2.890, 3.923 ve 5.178 mg/kg olarak olgiilmiistiir.

Koklerde Fe Degeri (mg/kQ)

Control SouM Cd  100uM Cd  200pM Cd  400pM Cd

Sekil 4.17. Farkli Konsantrasyonlarda Cd Uygulanan Bitkilerin Koklerinde
Fe Mineralinin Miktarlar1

0, 50, 100, 200, 400 uM Cd uygulanan bitkilerin koklerinden elde edilen Fe degerleri
sirasiyla; 80.794, 83.170, 91.011, 98.615 ve 106.362 mg/kg olarak olgiilmiistiir.
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Koklerde Mg Degeri (mg/kg)

Control S0uM Cd  100pM Cd  200uM Cd  400pM Cd

Sekil 4.18. Farkli Konsantrasyonlarda Cd Uygulanan Bitkilerin Koklerinde
Mg Mineralinin Miktarlari

0, 50, 100, 200, 400 uM Cd uygulanan bitkilerin koklerinden elde edilen Mg degerleri
sirastyla; 1300.378, 1151.349, 990.271, 892.407 ve 771.250 mg/kg olarak dl¢iilmiistiir.

Koklerde Ca Degeri (mg/kg)

Control 50uM Cd  100pM Cd  200uM Cd  400pM Cd

Sekil 4.19. Farkli Konsantrasyonlarda Cd Uygulanan Bitkilerin Koklerinde
Ca Mineralinin Miktarlar

0, 50, 100, 200, 400 uM Cd uygulanan bitkilerin koklerinden elde edilen Ca degerleri
sirasiyla; 3678.008, 2917.946, 2681.533, 2096.706 ve 1117.780 mg/kg olarak

Ol¢llmiistir.
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Koklerde Cu Degeri (mg/kg)

Control 50uM Cd 100uM Cd 200uM Cd 400pM Cd

Sekil 4.20. Farkli Konsantrasyonlarda Cd Uygulanan Bitkilerin Koklerinde
Cu Mineralinin Miktarlar1

0, 50, 100, 200, 400 uM Cd uygulanan bitkilerin koklerinden elde edilen Cu degerleri
sirasiyla; 3.456, 3.835, 4.127, 5.682 ve 6.828 mg/kg olarak olgiilmiistiir.

Koklerde Na Degeri (mg/kg)

Control 50uM Cd  100uM Cd  200pM Cd  400pM Cd

Sekil 4.21. Farkli Konsantrasyonlarda Cd Uygulanan Bitkilerin Koklerinde
Na Mineralinin Miktarlar

0, 50, 100, 200, 400 uM Cd uygulanan bitkilerin koklerinden elde edilen Na degerleri
sirasiyla; 313.190, 355.446, 376.651, 393.154 ve 403.341 mg/kg olarak dlgiilmiistiir.
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Koklerde K Degeri (mg/kg)

Control S0uM Cd  100pM Cd  200uM Cd  400pM Cd

Sekil 4.22. Farkli Konsantrasyonlarda Cd Uygulanan Bitkilerin Koklerinde
K Mineralinin Miktarlar1

0, 50, 100, 200, 400 uM Cd uygulanan bitkilerin koklerinden elde edilen K degerleri
sirasiyla; 5312.083, 5775.718, 6080.542, 6183.154 ve 6383.400 mg/kg olarak

Olciilmiistiir.

Koklerde B Degeri (mg/kg)

Control 5)uM Cd  100pMCd  200uM Cd  400pM Cd

Sekil 4.23. Farkli Konsantrasyonlarda Cd Uygulanan Bitkilerin Koklerinde
B Mineralinin Miktarlar1

0, 50, 100, 200, 400 uM Cd uygulanan bitkilerin kdoklerinden elde edilen B degerleri
sirastyla; 5.409, 4.492, 3.848, 3.731 ve 3.223 mg/kg olarak olgiilmiistiir.
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Kok: 0, 50, 100, 200, 400 uM konsantrasyonlarinda Cd uygulanan bitkilerin koklerinde
Cd, Fe, Mg, Ca, Cu, Na, K ve B clementlerinin miktar analizleri yapilmistir. Bu
analizler sonucunda kontrol grubunda mineraller sirasiyla; Cd:1.327, Fe:80.794
Mg:1300.378, Ca:3678.008, Cu:3.456, Na:313.190, K:5312.083, B:5.409 mg/kg olarak
Olciilmiistiir.

50 uM Cd uygulanan bitki grubunda mineraller sirasiyla; Cd:2.111, Fe:83.170
Mg:1151.349, Ca:2917.946, Cu:3.835, Na:355.446, K:5775.718, B:4.492 mg/kg olarak
Olciilmiistiir.

100 uM Cd uygulanan bitki grubunda mineraller sirasiyla; Cd:2.890, Fe:91.011,
Mg:990.271, Ca:2681.533, Cu:4.127, Na:376.651, K:6080.542, B:3.848 mg/kg olarak

Olciilmiistiir.

200 uM Cd uygulanan bitki grubunda mineraller sirasiyla; Cd:3.923, Fe:98.615,
Mg:892.407, Ca:2096.706, Cu:5.682, Na:393.154, K:6183.154, B:3.731 mg/kg olarak

Olciilmiistiir.

400 uM Cd uygulanan bitki grubunda mineraller sirasiyla; Cd:5.178, Fe:106.362,
Mg:771.250, Ca:1117.780, Cu:6.828, Na:403.341, K:6383.400, B:3.223 mg/kg olarak

Olclilmiistr.
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Yapraklarda Cd Degerleri (mg/kg)

Control 50uM Cd 100pM Cd 200uM Cd 400nM Cd

Sekil 4.24. Farkli Konsantrasyonlarda Cd Uygulanan Bitkilerin Yapraklarinda
Cd Mineralinin Miktarlari

0, 50, 100, 200, 400 uM Cd uygulanan bitkilerin yapraklarindan elde edilen Cd
degerleri sirasiyla; 0.629, 1.189, 1.699, 2.282 ve 3.164 mg/kg olarak dlgiilmiistiir.

Yapraklarda Fe Degerleri (mg/kg)

Control 50uM Cd  100uM Cd  200uM Cd  400puM Cd

Sekil 4.25. Farkli Konsantrasyonlarda Cd Uygulanan Bitkilerin Yapraklarinda
Fe Mineralinin Miktarlari

0, 50, 100, 200, 400 uM Cd uygulanan bitkilerin yapraklarindan elde edilen Fe degerleri
sirasiyla; 30.366, 39.155, 43.954, 52.940 ve 60.888 mg/kg olarak 6l¢iilmiistiir.
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Yapraklarda Mg Degerleri (mg/kg)

Control S0uM Cd  100pM Cd  200uM Cd  400pM Cd

Sekil 4.26. Farkli Konsantrasyonlarda Cd Uygulanan Bitkilerin Yapraklarinda
Mg Mineralinin Miktarlari

0, 50, 100, 200, 400 uM Cd uygulanan bitkilerin yapraklarindan elde edilen Mg
degerleri sirasiyla; 839.876, 801.571, 748.584, 611.080 ve 583.051 mg/kg olarak

Olciilmiistiir.

Yapraklarda Ca Degerleri (mg/kg)

Control 50uM Cd  100pM Cd  200uM Cd  400pM Cd

Sekil 4.27 . Farkli Konsantrasyonlarda Cd Uygulanan Bitkilerin Yapraklarinda
Ca Mineralinin Miktarlar:

0, 50, 100, 200, 400 uM Cd uygulanan bitkilerin yapraklarindan elde edilen Ca
degerleri sirastyla; 2987.030, 2255.852, 1954.963, 1693.519 ve 1373.459 mg/kg olarak

Olcllmiistr.
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Yapraklarda Cu Degerleri (mg/kg)

Control 50uM Cd 100uM Cd 200uM Cd 400pM Cd

Sekil 4.28. Farkli Konsantrasyonlarda Cd Uygulanan Bitkilerin Yapraklarinda
Cu Mineralinin Miktarlar1

0, 50, 100, 200, 400 uM Cd uygulanan bitkilerin yapraklarindan elde edilen Cu
degerleri sirasiyla; 3.241, 4.317, 5.111, 5.623 ve 6.547 mg/kg olarak dlgiilmiistiir.

Yapraklarda Na Degerleri (mg/kg)

Control 50uM Cd  100uM Cd  200pM Cd  400pM Cd

Sekil 4.29. Farkli Konsantrasyonlarda Cd Uygulanan Bitkilerin Yapraklarinda
Na Mineralinin Miktarlar

0, 50, 100, 200, 400 uM Cd uygulanan bitkilerin yapraklarindan elde edilen Na
degerleri sirasiyla; 277.859, 358.595, 372.845, 412.136 ve 454.714 mg/kg olarak

Ol¢llmiistir.
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Yapraklarda K Degerleri (mg/kg)

—— e

Control S0uM Cd  100pM Cd  200uM Cd  400pM Cd

Sekil 4.30. Farkli Konsantrasyonlarda Cd Uygulanan Bitkilerin Yapraklarinda
K Mineralinin Miktarlar

0, 50, 100, 200, 400 uM Cd uygulanan bitkilerin yapraklarindan elde edilen K degerleri
sirasiyla; 3373.317, 3793.905, 4099.754, 4214490 ve 4327.071 mg/kg olarak

Olciilmiistiir.

Yapraklarda B Degerleri (mg/kg)

Control 50uM Cd  100uM Cd  200uM Cd  400pM Cd

Sekil 4.31. Farkli Konsantrasyonlarda Cd Uygulanan Bitkilerin Yapraklarinda
B Mineralinin Miktarlari

0, 50, 100, 200, 400 uM Cd uygulanan bitkilerin yapraklarindan elde edilen B degerleri
sirastyla; 5.267, 10.224, 12.662, 15.942 ve 17.510 mg/kg olarak olgiilmiistiir.
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Yaprak: 0, 50, 100, 200, 400 uM konsantrasyonlarinda Cd uygulanan bitkilerin
yapraklarinda Cd, Fe, Mg, Ca, Cu, Na, K ve B elementlerinin miktar analizleri

yapilmistir. Bu analizler sonucunda kontrol grubunda mineraller sirasiyla; Cd:0.629,
Fe:30.366, M@:839.876, Ca:2987.030, Cu:3.241, Na:277.859, K:3373.317, B:5.267

mg/kg olarak 6l¢iilmistiir.

50 uM Cd uygulanan bitki grubunda mineraller sirasiyla; Cd:1.189, Fe:39.155,
Mg:801.571, Ca:2255.852, Cu:4.317, Na:358.595, K:3793.905, B:10.224 mg/kg olarak

Olciilmiistiir.

100 uM Cd uygulanan bitki grubunda mineraller sirasiyla; Cd:1.699, Fe:43.954,
Mg:748.584, Ca:1954.963, Cu:5.111, Na:372.845, K:4099.754, B:12.662 mg/kg olarak

Olciilmiistiir.

200 uM Cd uygulanan bitki grubunda mineraller sirasiyla; Cd:2.282, Fe:52.940,
Mg:611.080, Ca:1693.519, Cu:5.623, Na:412.136, K:4214.490, B:15.942 mg/kg olarak

Olciilmiistiir.

400 uM Cd uygulanan bitki grubunda mineraller sirasiyla; Cd:3.164, Fe:60.888,
Mg:583.051, Ca:1373.459, Cu:6.547, Na:454.714, K:4327.071, B:17.510 mg/kg olarak

Olcllmiistir.
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Govdelerdeki Cd Degerleri (mg/kg)

Control 50uM Cd 100pM Cd 200uM Cd 400nM Cd

Sekil 4.32. Farkli Konsantrasyonlarda Cd Uygulanan Bitkilerin Govdelerinde
Cd Mineralinin Miktarlar1

0, 50, 100, 200, 400 uM Cd uygulanan bitkilerin gévdelerinden elde edilen Cd degerleri
sirasiyla; 0.460, 1.044, 1.603, 1.912 ve 2.890 mg/kg olarak olgiilmiistiir.

Govdelerdeki Fe Degerleri (mg/kg)

Control 50uM Cd  100uM Cd  200uM Cd  400pM Cd

Sekil 4.33. Farkli Konsantrasyonlarda Cd Uygulanan Bitkilerin Govdelerinde
Fe Mineralinin Miktarlar1

0, 50, 100, 200, 400 uM Cd uygulanan bitkilerin govdelerinden elde edilen Fe degerleri
sirasiyla; 62.208, 56.383, 52.787, 40.582 ve 32.816 mg/kg olarak o6l¢iilmiistiir.
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Govdelerdeki Mg Degerleri (mg/kg)

Control S0uM Cd  100pM Cd  200uM Cd  400pM Cd

Sekil 4.34. Farkli Konsantrasyonlarda Cd Uygulanan Bitkilerin Govdelerinde
Mg Mineralinin Miktarlari

0, 50, 100, 200, 400 uM Cd uygulanan bitkilerin govdelerinden elde edilen Mg
degerleri sirastyla; 3074.457, 2773.089, 2539.458, 2457.735 ve 2371.094 mg/kg olarak

Olciilmiistiir.

Govdelerdeki Ca Degerleri (mg/kg)

Control 50uM Cd  100pM Cd  200uM Cd  400pM Cd

Sekil 4.35. Farkli Konsantrasyonlarda Cd Uygulanan Bitkilerin Govdelerinde
Ca Mineralinin Miktarlar

0, 50, 100, 200, 400 uM Cd uygulanan bitkilerin gévdelerinden elde edilen Ca degerleri
sirastyla; 1169.263, 984.756, 825.825, 760.011 ve 393.848 mg/kg olarak olgiilmiistiir.
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Govdelerdeki Cu Degerleri (mg/kg)

Control 50uM Cd 100pM Cd 200uM Cd 400nM Cd

Sekil 4.36. Farkli Konsantrasyonlarda Cd Uygulanan Bitkilerin Govdelerinde
Cu Mineralinin Miktarlar1

0, 50, 100, 200, 400 uM Cd uygulanan bitkilerin gévdelerinden elde edilen Cu degerleri
sirasiyla; 2.633, 2.933, 3.478, 3.960 ve 4.432 mg/kg olarak dlgiilmiistiir.

Govdelerdeki Na Degerleri (mg/kg)

Control 50uM Cd  100uM Cd  200pM Cd  400pM Cd

Sekil 4.37. Farkli Konsantrasyonlarda Cd Uygulanan Bitkilerin Govdelerinde
Na Mineralinin Miktarlari

0, 50, 100, 200, 400 uM Cd uygulanan bitkilerin govdelerinden elde edilen Na degerleri
sirasiyla; 214.614, 260.578, 284.335, 324.933 ve 391.118 mg/kg olarak dlgiilmiistiir.
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Govdelerdeki K Degerleri (mg/kg)

Control S0uM Cd  100pM Cd  200uM Cd  400pM Cd

Sekil 4.38. Farkli Konsantrasyonlarda Cd Uygulanan Bitkilerin Govdelerinde
K Mineralinin Miktarlar1

0, 50, 100, 200, 400 uM Cd uygulanan bitkilerin govdelerinden elde edilen K degerleri
sirasiyla; 1773.877, 1950.422, 2033.966, 2176.323 ve 2249.067 mg/kg olarak

Olciilmiistiir.

Govdelerdeki B Degerleri (mg/kg)

Control 50uM Cd  100uM Cd  200uM Cd  400pM Cd

Sekil 4.39. Farkli Konsantrasyonlarda Cd Uygulanan Bitkilerin Govdelerinde
B Mineralinin Miktarlar1

0, 50, 100, 200, 400 uM Cd uygulanan bitkilerin govdelerinden elde edilen B degerleri
sirasiyla; 6.916, 7.694, 8.673, 9.062 ve 11.289 mg/kg olarak dl¢lilmiistiir.
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Govde: 0, 50, 100, 200, 400 uM konsantrasyonlarinda Cd uygulanan bitkilerin
govdelerinde Cd, Fe, Mg, Ca, Cu, Na, K ve B elementlerinin miktar analizleri

yapilmistir. Bu analizler sonucunda kontrol grubunda mineraller sirasiyla; Cd:0.460,
Fe:62.208, Mg:3074.457, Ca:1169.263, Cu:2.633, Na:214.614, K:1773.877, B: 6.916

mg/kg olarak 6l¢iilmistiir.

50 uM Cd uygulanan bitki grubunda mineraller sirasiyla; Cd:1.044, Fe:56.383,
Mg:2773.089, Ca:984.756, Cu:2.933, Na:260.578, K:1950.422, B: 7.694 mg/kg olarak

Olciilmiistiir.

100 uM Cd uygulanan bitki grubunda mineraller sirasiyla; Cd:1.603, Fe:52.787,
Mg:2539.458, Ca:825.825, Cu:3.478, Na:284.335, K:2033.966, B: 8.673 mg/kg olarak

Olciilmiistiir.

200 uM Cd uygulanan bitki grubunda mineraller sirasiyla; Cd:1.912, Fe:40.582,
Mg:2457.735, Ca:760.011, Cu:3.960, Na:324.933, K:2176.323, B:9.062 mg/kg olarak

Olciilmiistiir.

400 uM Cd uygulanan bitki grubunda mineraller sirasiyla; Cd:2.890, Fe:32.816,
Mg@:2371.094, Ca:393.848, Cu:4.432, Na:391.118, K:2249.067, B:11.289 mg/kg olarak

Olcllmiistir.
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4.4. Bryophyllum daigremontianum Bitkisinde Genotoksik Bulgular

Sonu¢

Farkli Cd konsantrasyonlar1 uygulanan bitkilerin yaprak hiicrelerinde DNA analizleri
RAPD-PCR molekiiler markor teknigiyle analiz edildi. Biri kontrol grubu olmak iizere
5 farklt deney grubu 50, 100, 200 ve 400 uM CdCl, iceren Hoagland soliisyonu ile
giinasirt 2 ay boyunca sulandilar. Iki aylik Cd uygulamas: sonucunda bitkiler hasat
edilip analiz yapildi. RAPD analizlerinde DNA c¢ogaltimi icin OPAO8
(GTGACGTAGG, QIAGEN Operon RAPD® 10 mer Kits) primeri kullanilmustir.
Primer ile ¢ogaltilan DNA bantlar1 Jel-Doc 2000 cihazi sisteminin 4.4.1 siiriimii

kullanilarak isaretleyici GeneRulerTM 100 bp (MTO-Fermentas) ile 6l¢iildii.

Calisma sonucunda RAPD profil sonuglarimiza gore yeni bantlarin ortaya cikisi ve bant
yogunlugundaki artiglar 50, 200 ve 400 pM konsantrasyonlarinda Cd uygulanan
bitkilerde ortaya ¢ikmistir. Ayn1 zamanda bant yogunlugunda bir diigiis 100 uM’lik
Cd’a maruz birakma uygulamasinda gorilmistiir. Kaybolan banda rastlanmamustir.
Artan ve azalan bantlarla uygulanan Cd konsantrasyonlari arasinda yiiksek bir

korelasyon oldugu gozlenmistir.

bp
-1000
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900 - - 800
800 - - 2 ot - _ 700
700 - I —~ J G '“ﬁl : < i
600 = - o - 500
Sl — e S ey (RN - 400
400 - a a - 300
300 -

200 - -200

100 - -100

Sekil 4.40. Farkli konsantrasyonlardaCd (K: kontrol, 50: 50 uM, 100: 100 uM,
200: 200 uM, 400: 400 uM) uygulanan B. daigremontianum yapraklarindan
alinan DNA’nin RAPD sonuglar1 a: yeni bant olugumlari, b: kaybolan
bantlar, c: bant yogunluklarinda azalma, d: bant yogunluklarinda artis.

52



5. TARTISMA VE SONUC

Bu c¢alismada Bryophyllum daigremontianum bitkisinin farkli derecelerdeki Cd
stresinden nasil etkilendigi ve bu stresin bitkiye olan fizyolojik, genotoksik ve mineral

beslenme lizerine etkileri aragtirilmigtir.

Cevre kirliligi giiniimiizde, zararlar1 giin gectikce artmakta olan, insanoglunun
karsilastig1 en ciddi sorunlardan biridir ve Ozellikle toprak ve havadaki agir metal
kirliligi canlilar1 tehdit etmektedir (Das ve ark., 1997; Caglarirmak ve Hepgimen, 2010;
Olgen ve Giir, 2012; Saint-Laurent ve ark., 2013). Cevre kirliliginin olusmasinda insan
kaynakli etkiyle olugan kirlilik, bu tehdidin biiyiik bir boliimiinii olusturmaktadir. Her
yil milyonlarca toksik kirletici madde c¢evreye birakilmaktadir ve bunun sonucu olarak
bu toksik kirleticiler ¢evredeki canlilara zarar vermektedir (Beckett ve ark., 1998; Akin

ve Akin, 2007; Sujetoviene ve Sliumpaite, 2013).

Agir metaller grubuna giren Cd elementi énemli bir ¢evre kirletici; bitkiler, hayvanlar
ve insanlar i¢in toksik etkiye sahip bir element olarak bilinmektedir (Akgili¢ ve ark.,
2008; Alak ve ark., 2013; Ozgetin ve ark., 2013). Tarim topraklarinda bulunmasi, ana
materyal kaynakli olabilecegi gibi endistriyel faaliyetler sonucunda da Cd
olusabilmektedir (Assche ve Clijsters 1990). Kadmiyum emisyonuna neden olan
faktorler; Cd isleyen fabrikalar (niikleer santrallerde notron absorblayici, stabilizator
olarak ta plastik yapiminda, Ni-Cd pillerinde, diisiik erime noktali alasimlarda, yari
iletken olarak televizyon tiiplerinde, stabilizator olarak PVC’lerde, korozyona dayanikli
oldugu i¢in gemi sanayinin ¢elik kaplamasinda, boya sanayinde, deterjanlarda, rafine
petrol tlirevlerinin iiretiminde Cd kullanilir), mazot ile ¢alisan is makinalar1 ve araglar,
oto lastiklerinin cilalanmasi, yag ve komiir yakan tesisler, tarim alanlarina ve bahgelere
uzun siire aritma ¢amuru ve ¢op giibresi uygulanmasi, biyosferde artan olgiilerdeki Cd
miktari, fosfat giibreleri ve pestisitlerdir (Bergmann 1993; Liu ve ark., 2007, WHO,
2010).

Bitkiler normal gelisimlerini optimum kosullarda gerceklestirirler. Bir ¢evrede devamli
olarak ya da arada sirada meydana gelen ¢ok sayidaki olumsuz fakat hemen o6ldiiriicii
olmayan kosullar stres olarak bilinmektedir. Bir baska yaklasimsa bitkide

metabolizmayi, biiylime ve gelismeyi etkileyen ya da engelleyen, uygun olmayan
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herhangi bir durum ya da madde stres olarak kabul edilir (Lichtenhaler, 1998). Lewitt’e
(1980), gore stres faktorleri, biyotik ve abiyotik olmak iizere ikiye ayrilmaktadir.
Lichtenthaler (1996), ise stres faktorlerini dogal ve insan kaynakli olmak iizere
siniflandirmaktadir. Yiiksek 1s1ma, yiiksek ve diisiik sicakliklar, ani donma, su kitlig1 ve
mineral eksikligi dogal stres faktorlerini olustururken; hava kirleticileri, asir1 azot
verilmesi, foto oksidantlar ve agir metaller insan kaynakli stres faktorlerini

olusturmaktadir (Kog ve Ustiin, 2008).

Havadaki ve tarim topraklarindaki agir metal kirliligi, en 6nemli kiiresel 6lgekteki
ekolojik problemlerin basinda gelmektedir (Kabata-Pendias ve Pendias, 1999; WHO,
2007). Asirt (toksik konsantrasyonlar) agir metale maruz kalma, bitkilerde bir¢ok
degisikliklere neden olmaktadir. Bu degisikliklerin yol actig1 zararlarin bir kismi gozle
goriilebilir ve Olciilebilir (morfolojik degisiklikler) diizeyde iken, bir¢ogunun
saptanabilmesi ise karmasik biyokimyasal analizleri gerektirmektedir. Agir metal
zararmin ilk ve en belirgin etkisi koklerde goriiliir (Ouzounidou ve ark., 1995, Tester ve
Leigh, 2001; Verma ve Dubey, 2003). Yiiksek metal konsantrasyonuna maruz kalmis
bitkilerde kokler, normal bitki koklerine gore oldukca kisa kalmakta ve sacak kok
sayisinda azalma, yan koklerde artma ya da azalma, koklerde lignifikasyon ile
epidermis ve hipodermiste bazi yapisal degisiklikler goriilmektedir. Enzimlerin aktif
bolgelerinde bulunan siilfidril gruplari, enzim aktivitesinde énemli rol oynar. Pozitif
yiikli agir metaller, bu bolgelere baglanarak enzim aktivitelerinde inhibisyona neden
olurlar. Agir metallerin bazilar1 enzimlerin caligsabilmesi i¢in gerekli kofaktorlerdir.
Ancak yiliksek konsantrasyonlardaki baska metaller, kofaktdr metallerin yerlerine
gecebilir ve enzim aktivitesinde azalmaya neden olabilir. Baz1 durumlarda ise, agir
metaller enzimlerin aktivitelerini arttirabilmektedir (Ralph ve Burchett, 1998, Sytar ve
ark., 2013). Agir metal stresi; kloroplast yapisinin bozulmasi, klorofil ve karotenoid
biyosentezinin inhibe olmasi, elektron akiminin aksamasi, Kalvin dongiisii enzimlerinin
aktivitelerinin inhibe olmasi, stoma sayisinda ve islevindeki degisikliklere bagh CO,
yetersizligi gibi olumsuz durumlara yol acarak fotokimyasal aktivitenin inhibisyonuna

neden olmaktadir (Macfarlane ve Burchett, 2001; Prasad ve dig, 2001).

Agir metaller i¢cinde Cd, suda ¢oziinme 6zelligi yiiksek oldugu i¢in, dogada yayilma hizi
da yiiksektir. Bitkilerdeki Cd’un konsantrasyonu genellikle 0.1-1.0 ppm araligindadir

(Das ve ark.,1997). Bitkiler belirli bir miktara kadar Cd’u zarar gérmeden alabilirler.
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Ancak agir1 alimi bitkileri etkileyebilir. Topraktaki kire¢ miktari, toprak pH’1, yiliksek
kil oran1 ve fazla humuslu topraklar, bitkinin Cd alimin1 yavaglatan faktorlerdir (Glinay
1992). Bitkilerde asir1 Cd’a maruz kalma fotosentezde azalma (Chugh ve Sawhney,
1999), su dengesinin kaybolmasi (Pasquale ve ark.,1995), gaz aligverisinin, solunumun
(Costave Morel, 1994) ve hiicre artiginin (Bertin ve Averbeck, 2006) inhibe edilmesi,
karbonhidrat metabolizmasinin (Sandalio ve ark., 2001) ve mineral beslenme aliminin
plazma zarinin gecirgenliginin etkilenmesi yolu ile bozulmasi, DNA ve RNA
sentezlerinin ve transkripsiyon islemlerinin aksamasi, DNA-DNA ile DNA-protein
capraz baglarimi degistirmesinden dolayr genomda degisimleri ortaya ¢ikarmasi (Bertin
ve Averbeck, 2006) gibi bir¢ok stress semptomlarinin olusmasi ile klorozis, nekrozis,
kok lekesi, normal gelisimin durmasi ve toplam biyokiitledeki artisin diismesinden
bliylimenin inhibasyonu ve hatta oliime kadar giden goriiniir durumlarin meydana

gelmesine sebep olur (Bartha ve Fodorpataki, 2007; Liu ve ark., 2009).

Yapilan bir ¢alismada 50 uM Cd uygulanan domates bitkisinin yaprak ve koklerinin
nitrat igeriginin kontrol bitkilerine gore %24 ve %62 oraninda daha diisiik oldugu
belirlenmigstir (Chaffei ve ark., 2004). Bir baska calismada ise bugday fidelerinin
yetistirildigi ortama 0.04 mM Cd uygulamasinin bitkilerin kontrole gore nitrat alimini
%60, potasyum almimi ise %56 azalttigr saptanmistir (Veselov ve ark., 2003).
Kadmiyum bitki biinyesinde azot ve karbonhidrat metabolizmalarin1 degistirmesi
nedeniyle bir¢ok fizyolojik degisiklige neden olmaktadir. Baygu, Picea abies'te yaptigi
calismada kontrol grup harig biitiin koklerde kadmiyum konsantrasyonlarindaki artiglara
bagli olarak giderek artan bir kahverengilesmeye tanik olmus ve uygulama siiresi
uzadik¢a koklerin zamanla siyaha donistiigiinii belirlemistir (Baygu ve ark., 1997).
Pasquale ve arkadaslar1 (1995), ise Coriandrum sativum'da artan kadmiyum

konsantrasyonlarina bagli olarak yapraklarda bir sararma g6zlendigini belirtmektedirler.

Cd toksisitesti bitkiler icin biiylimeyi etkileyen dnemli bir faktordiir. Bitkiler i¢cin gerekli
olmayan bu element enzim inhibisyonu gibi birgok fizyolojik hiicresel prosesi etkiler
(Kahvecioglu ve ark., 2001). Kadmiyum toksitesinin ¢eltik bitkisinin biiylime orani ve
antioksidant enzim aktivitesi iizerine etkilerinin arastirildig1 bir ¢aligmada Cd miktar
arttikca siiperoksit dismutaz, katalaz ve peroksidaz enzimlerinin aktivitesinin azaldigi,
melondialdehit igeriginin arttig1 saptanmistir (Hassan ve ark., 2005). Domates ve

fasulye bitkilerinde yapilan bir ¢alismada 0-50 mM CdCl, (kadmiyum kloriir) igeren
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besin ¢ozeltilerinin uygulanmasi sonucunda Cd’un bitki koklerindeki nitrat rediiktaz

aktivitesini azalttig bildirilmistir (Quariti ve ark., 1997).

Potansiyel olarak Cd toksisitesi apoplastik, plazma zar1 ve simplastik hedefler ile
baglantili olarak kompleks iligkiler sonucu ortaya g¢ikar. Cd iyonlar1 bitkilerin kok
sistemleri aracilig1 ile bitkilere alinir ve baslica epidermis ve dis cortex igerisinde
birikirler. Muhtemelen endodermis bir bariyer gibi davranarak Cd’un govde ve
yapraklara taginiminin biiylik bir kismini engeller. Buna ragmen Cd son derece mobil
bir element oldugundan apoplastik yolla (kok endodermis hiicrelerinin duvarlarindan)
tasinarak kok sitoplazmasina gecer. Bundan sonra simplastik tagimayla floeme ve
ksileme gecer (Lux ve ark., 2011). Kok epidermal hiicrelerinin zarinin i¢ kisminda
olusan -200 mV’luk negatif zar potansiyeli agir metallerin alimina yardimci olmaktadir
(Bertin ve Averbeck, 2006). Bu nedenle bir¢ok agir metalin koklerdeki konsantrasyonu
topraktaki bitki dokularindan daha yiiksektir (European Environmenta Agency, 1995).
Cd koklere girdikten sonra organik asit ve fitokelatinler gibi bilesiklere baglanirlar
(Benavides ve ark., 2005). Bitkide Cd igerigi kok > gévde > yaprak > meyve > tohum
seklinde bulunmaktadir. (Benavides ve ark., 2005). Topraktan bitkiye gecis orani ¢ok
yiiksek olan ve toprakta oldukg¢a hareketli olan Cd ¢ok diisiik konsantrasyonlarda bile
ozellikle Zn eksikliginde bitkiler tarafindan alinabilir olmasi ve bitkinin yenen
kisimlarinda da birikme olasiliginin bulunmasi bu metalin ¢evre acisindan biiyiik tehlike
potansiyeline sahip oldugunu gostermektedir (Koleli ve Kantar, 2006). Domates ve
fasulye bitkilerinde kadmiyum toksisitesini arastiran bir baska c¢alismada besin
cozeltisindeki kadmiyum konsantrasyonu ile domates ve fasulye bitkilerinin kok ve
siirgtinlerindeki kadmiyum konsantrasyonlar1 arasinda hemen hemen lineer bir iliski
oldugu, domates koklerinin siirglinlerden yaklasik 15 kat, fasulye koklerinin ise
yaklasik 4 kat daha fazla kadmiyum akiimiile ettigi bildirilmektedir (Xue ve ark., 1995).
Keza domates ve fasulye bitkilerinde yapilan benzer bir calismada da koklerde
kadmiyum birikiminin siirgiinlerde belirlenen degerlerden 6nemli 6lgiide yiiksek oldugu
goriilmiistiir (Quariti ve ark., 1997). Zhou ve arkadaslar1 (1992), tarafindan domates
bitkisinde yapilan bir baska ¢alismada ise kadmiyum birikiminin koklerde ve
govdelerde meyvelerden daha yiiksek oldugu goriilmistiir. Picea abies tizerinde yapilan
calismada koklerde kadmiyum birikimi yetisme ortamindaki kadmiyum konsantrasyonu

arttikca dogru orantili olarak artis gostermistir (Baygu ve ark., 1997). Quariti ve
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arkadaslari, 0,5 ya da 50 uM kadmiyum veya bakir iceren besin ¢ozeltilerinde
gelistirilen 17 giin yasli domates fideciklerinde uygulanan metal konsantrasyonlarindaki
artiglara bagli olarak fideciklerinde kadmiyum ve bakir igeriklerinin arttigini

bildirmektedirler.

Bu durum bizim sonug¢larimizla uyumludur. Veriler Cd iyonlarinin ¢ogunun kok sistemi
tarafindan tutuldugunu ve sadece Cd’un bir kisminin kdkten bitkinin iist kisimlarina
(gdvde ve yaprak) dogru gecis yapabildigini gdstermektedir. ilk olarak Cd’a maruz
birakilma ana kok ve yan koklerin olusumunun durmasina yol agar. Etkilenen kokler
kisa ve kalindir ve hiicre boliinmesi ve hiicre uzamasinin inhibisyonu (Yagdi ve ark.,
2000), kalsiyum ve potasyum kullaniminin bozulmasi (Alcantara ve ark., 1994; Kaya ve
ark., 2002), kok solunumunun diismesi, plazmodezmata ve hiicre zarinda kalloz birikimi
(De Filippis, 1979; Ouzonidou ve ark., 1997) ve pektin, selluloz ve hemiselluloz
sentezinin artis1 ile birlikte hiicre duvarinda polisakkaritlerin depolanmasindan dolay1 su
ve mineral besinlerin emiliminde yetersiz kalmaktadir (Bertin ve Averbeck, 2006). Bu
karbohidratlar belkide Cd’un apoplast icerisinde tutulmasina yardimci olabilir ve ileriki
asamalarda hiicre uzamasinin durmasina sebep olabilir (Lux ve ark., 2011). Tiim agir
metaller gibi Cd da hiicre zarinin gegirgenligini etkileyerek su aliminin azalmasina
neden olur. Zarar gormiis kok sistemi toprak igerisinde fazla gelisemez ve su ve mineral
besinlerin emilmesini saglamakta yetersiz kalacaktir (Liu ve ark., 2009). Su eksikligi
stomalarin kapanmasina sebep olur (Barcelo ve Poschenrieder, 1990), ki buda birgok
bitkide fotosentez ve transpirasyonun diismesini tetikler (Alcantara ve ark., 1994;
Chugh ve Sawhney, 1999). Cd’un bezelye bitkisinin fizyolojik parametreleri ve
antioksidatif enzimler {lizerine etkilerinin arastirildigi bir baska calismada 50 uM Cd’un
yapraklardaki terleme, fotosentez orani ve klorofil sentezini azalttif1 bildirilmektedir

(Sandalio ve ark., 2001).

Ayni zamanda Cd diger bircok metabolik yolu, mineral alimini, zar yapisini, stomanin
yapisal degisikliklerini ve iletim ile CO, alimimi etkiler (Ouzonidou ve ark., 1997). Cd
hiicre zarindaki ADPaz aktivitesini azaltir. Bunun yani sira lipit peroksidasyonuna
neden olur. Ayrica Cd fotosentezin karanlik evresinde karbondioksit fiksasyonu
asamasinda gorevli enzimlerin aktivitesini kisitlar (Chugh ve Sawhney, 1999). Genel
olarak bitkilerde kok ve toprakiistii yapilarin Cd’a verdigi tepki toprakalti (kok) ve

toprakiistii (gdvde ve yaprak) biyokiitlesinde artan Cd miktari ile orantili olarak goriilen
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disistir (Liu ve ark., 2009). Moral ve arkadaslari, (1990) domates bitkilerinin kiiltiir
cozeltilerine 10 ya da 30 mg/l CdCl, ilave ettiklerinde bitki biiylimesinin kadmiyum
yoluyla inhibe edildigini, kiiltlir ¢6zeltisine ilave edilen kadmiyum konsantrasyonundaki
artis ile birlikte kok ve govde uzamasi ile taze agirlik oranlarinda azalmalar gozlendigini
belirtmektedirler. Clarke ve arkadaslari (1989), ise tiitiin bitkisinin 16 kiiltiir varyetesini
kullanarak yaptiklar1 caligmalarinda kadmiyum fitotoksisitesinin bitki genotipi ve
uygulanan kadmiyum seviyeleri ile ¢esitlilik gosterdigini ve 0.25 ppm'lik bir kadmiyum
konsantrasyonunun siirgiin agirligini, internod uzunlugunu ve yaprak sayisini stimiile
ettigini, buna karsin toplam kuru agirlik ve kuru agirlik yiizdelerini inhibe ettigini ve
kadmiyum uygulanan bitki tiirlerinin hicbirinde diger bitki tiirlerinde yaygin olarak
gbzlenen yaprak semptomlarinin gozle teshis edilemedigini saptamislardir. Tiitiin
bitkisinde kadmiyumun etkisini arastiran bir c¢alismada 0.25 ppm kadmiyum
konsantrasyonunun siirgiin agirligini stimiile ettigi belirlenirken, toplam kuru agirlik ve
kuru agirlik yilizdelerinde ise aynmi konsantrasyonda kadmiyumun inhibe edici
etkilerinden bahsedilmektedir (Clarke ve ark., 1989). Quariti ve arkadaslar1 (1997),
domates ve fasulye bitkilerine 0-50 mM CdCl, igeren besin ¢ozeltilerini 7 giin siireyle
uyguladiklarinda kadmiyumun siirglin ve kok kuru agirlik oranlar iizerinde fasulye
bitkilerinde domates bitkilerinden daha fazla baskilayici etkileri oldugunu
saptamislardir. Bu bizim ¢alismamizda da gozlenmistir. ki ay boyunca giin asir1 Cd’a
maruz birakilma (0, 50, 100, 200 ve 400 puM) sonucunda goévde boy uzunlugu ve
kalinlig1 ile kok, govde, yaprak yas agirlik kiitleleri ve yaprak yiizey alani kontrol ile
karsilastirildiklarinda diismiistiir (Tablo 4.1). Yanliz kontrol ile karsilastirildiginda
biyokiitlenin diismesine ragmen 100 uM Cd uygulamasinda 50, 200 ve 400 uM’lik Cd
uygulamalarinin  aksine (kontrolden daha diisiik olmasma karsin) bir artig
goriilmektedir. Burada bitki diisiik kontrasyonda (50 uM) Cd’a maruz kaldig1 zaman
Cd’un toksik etkisini kompanse edebilmek i¢in ¢esitli organik asitlerin salinimi ya da
stress ile alakali enzimlerin olusturulmasi gibi ¢esitli aktiviteler olusturuyor (Sandalio
ve ark., 2001). Fakat artan Cd konsantrasyonu ile birlikte bitki belli bir esik degerinden
sonra Cd toksisitesine karsi koyamayacak duruma geliyor. Bitki hiicreleri stress
faktorlerine karsi bulunduklari dokunun tipine bagl olarak farkli yonlerde cevap
olustururlar (Biiyiik ve ark., 2012). Diisiik klorofil miktarlar1 Cd toksisitesinin bir
gostergesi olarak degerlendirilmektedir (Moya ve ark.,1993). Cd klorofil igerigini ve
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elektron akimini diisiirerek fotosentezi etkilemektedir. Bunun yaninda bezelye, fasulye
gibi bir¢ok bitkide Cd stresi ile alakali olarak klorofil kaybi rapor edilmistir (Sandalio
ve ark., 200; Zengin, 2007). Cd toksitesi serbest radikal olusumunu arttirarak ya da
enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlarin olusumunu azaltarak oksidatif strese
neden olurlar. Oksidatif stres sonucu ortaya ¢ikan en 6nemli fizyolojik olay senesenstir
(Ozden ve Baycu, 2004). Toksik diizeyde Cd klorofil biyosentezinde gorev yapan
protoklorofil reduktaz ile aminolevulinik asit sentezini engelleyerek klorofil sentezinin
azalmasma neden olmaktadir (Zengin ve Munzuroglu, 2005). Cd proteinlerin -SH
gruplarindaki enzimleri inaktive etmekte, stomalarin kapanmasina, transpirasyon ile su
kaybinin azalmasina ve klorofil biyosentezinin bozulmasina neden olmaktadir (Sheoran
ve ark., 1990). Bizim c¢alismamizda da biitiin Cd konsantrasyon uygulamalarinda 50,
200 ve 400 uM’lik Cd uygulamalarina bakildiginda 100 pM’lik Cd uygulamasinda hafif
bir artig goriilse de kontrol ile kiyaslandiginda klorofil a, b ve a/b, total klorofil ve

karotenoid miktarlarinda diisiis gozlenmistir.

Sonuglar bize acik bir sekilde gostermistir ki bitkide kokte ve toprakiistii yapilarda
makro ve mikro besin kompozisyonu Cd’a maruz birakilma neticesinde degismistir. B.
daigremontianum bitki dokularindaki makro ve mikro besin konsantrasyonlari Tablo
2.1. de gosterilmistir. Cd stresi altinda B. daigremontianum’un kok, govde ve
yapraklarindaki makro ve mikro besinlerin akiimiilasyonunda farkliliklar ortaya
cikmistir. B. daigremontianum bitkisinin kok, gévde ve yapraklarinda Cu (Sekil
4.20/28/36), Na (Sekil 4.21/29/37) ve K (Sekil 4.22/30/38) konsantrasyonlar1 kontrol
grubu ile karsilastirildiginda artan Cd konsantrasyonunla dogru orantili olarak artmistir
ve en ¢ok artig en yiiksek seviyedeki Cd’a maruz birakilan grupta goriilmiistiir. Kokte,
govdede ve yaprakta Mg (Sekil 4.18/26/34) ve Ca (Sekil 4.19/27/35) igerigi artan Cd
konsantrasyonuna maruz kalma neticesinde dogru orantili olarak diigmiistiir. Kontrol ile
yapilan karsilastirmada ise Fe konsantrasyonun kok ve yaprakta artarken gdévdede
distiigi gozlenmistir. Keza benzer sekilde B i¢in de kontrol grubu ile yapilan
karsilagtirma neticesinde B konsantrasyonunun yaprak ve govdede arttifi ama kokte
diistiigi tespit edilmistir (Sekil 1V.23/31/39). Artan Cd konsantrasyonuna bagli olarak

Fe ve B artis ve diisiislerinde linear olarak artis veya diistisler goriildiigli saptanmustir.

Bizim c¢alismamizda biitiin seviyelerde goriilen Ca ve Mg konsantrasyonlarindaki

diisiislerin sebebi Cd’un voltaja baghi Ca kanallarin1 engellemesi ve klorofil
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metabolizmasimin bozulmasi olabilir (Hattab ve ark., 2009). Klorofil metabolizmasi
klorofil biyosentezinin inhibasyonu ve CO, fiksasyonunu ile alakasi olan enzimlerin
aktivasyonlarinin azaltilmasi ile ortaya ¢ikar (Somashekaraiah ve ark., 1992; Siddhu ve
Khan, 2012). Cd iyonlarimin alimi goriiniise gore Ca ile zar iizerinde bulunan ayni
tastyici icin yarig halindedir. K6k epidermal hiicrelerinin zarinin i¢ kisminda olusan -
200 mV’u gegen negatif zar potansiyeli katyonlarin ikincil tasiyicilar yolu ile alimi igin
itici gii¢ olanagi saglamaktadir ki bu katyonlarin basinda K, Na ve Cu gelmektedir.
Zarin iki yanindaki H" degisim derecesi ikincil iyon tasinma prosesleri i¢in uygun giicii
olusturmaktadir. H*-ATPaz bu proton gradiyentinin formasyonu ve devamliligindan
sorumludur. Cd’un H*-ATPaz aktivitesinin inhibasyonuna sebep oldugu yapilan cesitli
calismalarla go@sterilmistir. K, Na ve Cu konsantrasyonlarinin artis1 yaptigimiz
caligmada B. daigremontianum kok, gévde ve yaprak kisimlarinda biitiin uygulanan Cd
seviyelerinde gozlenmistir. Yukarida verilen bilgi bizim c¢alismamizla paralellik
gostermektedir. Cd’un su dengesinide plazma zarinin gegirgenliginin degismesinden
dolay1 etkiledigi géz oniine alinirsa belki bitki hemostatik dengeyi koruyabilmek adina
hiicre igerisine K alimini arttirdigi varsayimini da ileri siirebiliriz. Fe konsantrasyonun
B. Daigremontianum’da kok ve yaprakta artarken govdede distiigii gozlenmistir. Keza
benzer sekilde B i¢in de bu mineralin konsantrasyonunun B. Daigremontianum’da
yaprak ve govde de arttigi ama kokte diistiigii tespit edilmistir. Cesitli metaller
icerisinde antagonistik bir etkilesim vardir (Basar ve Ozgiimiis, 1999; Kiiciikkyumuk,
2011). Mesela Fe ve Zn i¢in boyle bir iliskiden bahsedebiliriz. Goriiniise gore belli
iyonlar arasinda (bitkiler i¢in temel ve temel olmayanlar dahil) kompleks iligkiler
mevcuttur. B toksisitesinin dnlenmesi bitkilerde daha yiiksek degerlerde Ca’un hiicre
icerisine alinmasi ile saglanmaktadir (Lopez ve ark., 2002; Soylu ve ark., 2004; Tiirkan,
2006). B. daigremontianum’da borun govde ve yaprakta artisi Ca’un hiicre igerisine

alinmasinin engellenmesi sonucu ortaya ¢ikmis olabilir.

Genotoksisite; mutajenik veya karsinojenik maddelerin (kimyasal bilesikler, radyasyon
vb.) organizmalarin genomlarinda meydana getirdigi degisikliklerdir. Bitkiler, ¢evresel
kirlilige ve mutajenik kimyasallara yer degistiremedikleri icin daha fazla maruz
kalmakta ve viicutlarindaki bu maddelerin birikimi artmaktadir. Zararli kimyasallarin
bitki genomlarindaki genotoksik etkileri mutasyon olusturmasidir. Genotoksik

zararlarin gesitleri arasinda mikro ¢ekirdek olusumu (MN), fenotipik mutasyonlar, DNA
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tek zincir kirilmalari, DNA ¢ift zincir kirilmalari, kromozom ayrilmamalari, kararsizligi
gen duplikasyonlari, niikleotid kayiplart veya eklenmeleri, DNA  onarim
mekanizmasinda bozulmalar, ¢ergeve kayma mutasyonlari, 6rnek verilebilmektedir
(Waisberg ve ark., 2003). Agir metallerin toksik miktarda artisina bagli olarak hiicre
zarinda, protein veya DNA gibi hiicre bilesenlerinin yapisinda zararlar olusabilmektedir.
Bu zararlar bitkilerden izole edilen ve agaroz jel iizerinde yiiriitilen DNA’larin bant
yogunluklarinda degisimler, bant kaybolmalar1 veya yeni bant olusumlar1 seklinde PCR

tabanli metodlar ile belirlenebilmektedir.

DNA’daki degisimler tespit edilirken molekiiler markdr (belirteg) tekniklerinden olan
RAPD (Randomly Amplified Polymorphic DNA) kullanilmigtir. RAPD teknigi ilk defa
1990 yilinda ortaya c¢ikmistir. Bu teknik, rastgele secilmis primerlerin kullanildig
Polimeraz Zincir Reaksiyonu’nu (Polymerase Chain Reaction) temel almaktadir.
(Williams ve ark., 1990; Welsh ve ark., 1990). RAPD yonteminde temel prensip, ilgili
tire ait genomik DNA iizerinde rastgele sec¢ilmis, tek bir 9-10 bp (baz ¢ifti)
oligoniikleotidin (primer), diisiik baglanma sicakliginda tesadiifi olarak baglanarak
Polimer Zincir Reaksiyonu (PCR) ile ¢ogaltma yapmasidir. Elde edilen ¢ogaltma iirlinii
radyoaktif olmayan standart jel elektroforezinde yiiriitilmekte ve ¢ogaltma tirlinleri
bantlar halinde goriilmektedir. RAPD tekniginin giivenilirligini ve tekrarlanabilirligini
etkileyen etmenlerden en Onemlisi hedef DNA'dir. Diger faktorler; primer
konsantrasyonu, primer baglanmasi, MgCl, konsantrasyonu, Tagq DNA polimeraz
konsantrasyonu, dNTP konsantrasyonudur (Aydin, 2004). RAPD tekniginin avantaj
cok az miktarda DNA’ya yeterli olmasi, tek primer kullanilmasi, ¢ok gelismis cihaz
gerektirmemesi ve pahali bir teknik olmamasidir. DNA zararlarinin ve degisimlerinin
tespitinde, karsinojenik instabilite analizlerinde RAPD c¢alismalar1 yaygin olarak

kullanilmaktadir (Atienzar ve Jha, 2006).

Tirkiye Karabiik bolgesinde demir-gelik fabrikalarinin kirleticilerinden hava yoluyla
etkilenen liken tiiriinde (Evernia prunastri L.) Kirlenmenin genotoksik etkisi arastirilmis
ve biri kontrol olmak tizere toplam 11 bdlgeden toplanan likenlerde agir metal ve DNA
analizleri RAPD markor teknigi ile analiz edilmistir. DNA analizleri sonucunda 21
RAPD primerinden 13 tanesinde temiz DNA bant1 ve 104 adet yeni DNA bant olusumu
tespit edilmistir. Demir-gelik fabrikasina yakin bolgelerde Genomik kalip stabilitesi
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(GTS) degerlerine bakildiginda ise, degerlerinin yiiksek oldugu bulunmustur (Cansaran-
Duman ve ark., 2011).

Akiiggiil (Trifolium repens L.) bitkisinde hava Kkirliliginin DNA degisimlerine
genotoksik etkisinin incelenmesi amaciyla AFLP markor sistemi kullanilmistir. Kuzey
Italya’da dagilim gdsteren bu bitkiden 19 bolgeden &rnekler toplanarak biiyiime
indeksleri (Growth Index=GI) hesaplanmis, klorofil a miktar1 6l¢lilmiis ve genotoksik
etkilerin, AFLP analizleri sonucunda toplam 355 DNA bandi elde edilmis ve bu

bantlarin %1.6’smin polimorfik oldugu goriilmiistiir (Piraino ve ark., 2006).

Bir tiitiin varyetesi ile (Nicotiana tabacum L. var. xanthi) kursunun mutajenik etkilerini
belirlemek i¢in Comet analizi (DNA zararlarinin degerlendirilmesine yonelik) ve bitki
yaprak-kok yapilarinda agir metal analizi yapilmistir. Kursunun yiiksek miktarlardaki
uygulamalarinda bitki k6k ve yapraklarinda kursun birikiminde ve Comet analizleri

sonucunda DNA zararlarinda artma tespit edilmisdir (Gichner ve ark., 2008).

Genotoksisite ¢alismalarinda agir metallerin DNA {izerindeki etkisi arastirilirken, yeni
DNA band1 kazanma veya DNA band kaybi, ¢ekirdek morfolojisi, mikro g¢ekirdek
olusumu, Comet analizleri, ve mitotik aktivite hizi gibi c¢ok farkli parametreler

incelenebilmektedir.

Baska bir c¢alismada fasulye (Phaseolus wvulgaris L.) bitkisine ¢imlenme
asamasindayken, 150ppm ve 350ppm dozajlar1 kullanilarak, civa (Hg), bor (B), krom
(Cr) ve ¢inko (Zn) [(HgCl,, H;BO;, K,Cr,0;, ZnSO,)] toksik elementleri verilmistir.
Biiyiitme siireci yedi giin siirmiistiir. Hg, B, Cr ve Zn konsantrasyonlar1 artirildik¢a kok
ve yan koklerin biiylimesinde azalma oldugu goriilmiistiir. Fasulye kok ve yapraklarinda
RAPD tekniginde guanin-sitozin (GC) oran1 %60—70 olan 12 primer kullanilmis ve 6zel
DNA bantlar1 elde edilmistir. Polimorfizm oranlar1 kokte %50.4, yapraklarda %28
oldugu tespit edilmis, toplam bant sayis1 120 bulunmus ve DNA bantlarinin biiytikligi
263-3125 baz cifti arasinda degistigi bulunmustur. Hg, B, Cr ve Zn uygulamalari
sonucunda elde edilen polimorfizm oranlar1 sirasiyla %26.7, %45.8, %30 ve %25.3
bulunmustur. Agir metal uygulamalar1 sonucunda genetik agacta 3 ana kolun olustugu
tespit edilmis, 350 ppm Hg, B, Cr ve Zn uygulanan bitkilerin beraber gruplastigi, 150
ppm B uygulanan bitkinin yalniz kaldigi saptanmistir. En yiiksek genetik benzerlik

degerinin yapraklarda 150 ppm Hg uygulamasinda olustugu goriilmiistiir. Sonug olarak
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bitkilerde agit metallerin genotoksik etkilerinin tespitinde RAPD analizlerinin faydali
bir yontem oldugu tespit edilmistir (Cenkci ve ark., 2009).

Yaygin c¢evresel Kkirleticilerden olan paranitrofenol kullanilarak fasulye (Phaseolus
vulgaris L.) bitkisinin bu toksik bilesigin 4, 18, 36, 72, 144, 288, 360, 720 nM
konsantrasyonlarina nasil tepki verdigi, DNA parmak izi teknigiyle, polimer zincir
reaksiyonu (PCR) kullanilarak arastirilmistir. Bitkiler 14 giin boyunca PNP’ye maruz
birakilarak biiylitiilmiis ve analiz asamasinda toplam 46 primer kullanilmis, PCR
iriinleri %1.8’lik agaroz jelde yiiriitiilerek degerlendirmeler yapilmistir. 46 RAPD
primerinden 8 tanesinde polimorfik DNA bantlar1 elde edilmis, toplam bant sayis1 488
ve bu bantlarinda %39’unun polimorfik oldugu goriilmistiir. Diisiik PNP konsantrasyon
uygulamalarinda 5 yeni bant (%9) elde edilirken, 11 bant kayb1 (%20), yiiksek PNP
konsantrasyon uygulamalarinda 11 yeni bant (%22.9) ve 22 bant kaybi (%45.8)
sonuglar1 gézlenmistir. Paranitrofenole maruz kalan bitkiler ile kontrol arasinda genetik
mesafe temelli bir dendrogam (soyagaci) ¢izilmis. Sonugta diigsiik konsantrasyona
maruz kalan bitkilerin kendi arasinda, yiliksek konsantrasyona maruz kalan bitkilerin
kendi arasinda gruplandigi goriilmiis ve genetik benzerlik indeksi 0.241 ve 0.562
arasinda degistigi tespit edilmistir (Enan, 2007).

Yine fasulye bitkisinde yapilan bagka bir calismada B elementinin Sppm (%19) ve 10
ppm (%13) olan uygulamalarinda bitkilerin kok ve govde uzunluklar: 6l¢tilmiis ve kok
biiylimesini engelleyici dnemli sonuglar elde edilmistir. RAPD analizlerinde OPA—08
primeri kullanilmis ve B uygulamalarinin hepsinde toplam 14 yeni bandin olustugu,7
DNA bandinin da kayboldugu goriilmiistiir. Kok gelisiminin 10 ppm B uygulamasi
sonucunda %7 azaldig tespit edilmistir (Kekec ve ark., 2010).

Yapilan baska bir calismada atik su kirliliginin genotoksik etkisinin incelenmesi
amactyla yulaf (Avena sativa) bitkisi kullanilmigti. RAPD analizleri sonucunda
aritilmis ve ham atik sularin her ikisinin de genotoksik etkilerinin oldugu tespit
edilmistir. Analizlerde 15 primer kullanilmis, 186 DNA bandi elde edilmis ve primer
basina diisen bant sayisi1 12.4 olarak tespit edilmistir. Ham atik sularla sulanan bitkilerin
51 yeni DNA bandi, 19 tane de kaybolan DNA bandi, aritilmis atik sularla sulanan
bitkilerde 16 tane yeni DNA bandi, 17 tane kaybolan DNA band1 goriilmiistiir. Sonugta,

artilmis atik suyun ham atik suya oranla genotoksik etkisinin daha az oldugu tespit
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edilmistir. Oklidyen genetik mesafe matriks sonuglarina gore soyagacinda iki ana kiime
olusmus, birinci kiimede kontrol grubu bitkileri ile aritilmis atik suya maruz kalan
bitkiler, ikinci kiimede ise ham atik suya maruz kalan bitkiler bir araya toplanmistir

(Swaileh ve ark., 2008).

Yapilan bagka bir ¢alismada turp bitkisinin (Brassica napus L.) tohumlart 0.5mM-5mM
kursun nitrata (Pb(NOs),) maruz birakilmistir. Sonuglar, aminolevulinik asit (ALA),
aminolevulinik asit dehidrataz (ALAD), fotosentetik pigment icerigi (klorofil a, klorofil
b ve karotenoid) ve RAPD analizleriyle incelenmistir. Analizler neticesinde, kontrole
oranla agir metale maruz kalan bitkilerin yapraklarinda 410 kat fazla kursun (Pb) tespit
edilmis, kokte kursun oranmin yapraklara oranla 1.7 kat fazla oldugu goézlenmistir.
ALA ve ALAD analizleri sonucunda miktarlarinin artti1 ve ters bir sekilde 5 mM Pb
dozaji uygulamasinda ALAD miktarinin azaldigi anlasilmistir. RAPD teknigi
uygulamasi sonucunda, 11 RAPD primerinden toplam 90 DNA bandi elde edilmis, band
biiyiikliiklerinin 189-2928 baz ¢ifti arasinda degistigi, Pb uygulanan bitkilerde ekstra 35
DNA bandinin olustugu ve yeni olusan bantlarin %77 sinin 1 kb’den kiigiik oldugu
tespit edilmistir. Farkli kursun konsantrasyonlariyla klorofil a ve klorofil b igerikleri
arasinda, zayif bir iliski oldugu, en yiiksek dozaj olan 5 mM Pb uygulamasi sonucunda
klorofil a igeriginde %57.4 ve klorofil b igeriginde %68.5, karotenoid igeriginde %38.1
azalma tespit edilmistir. Sonugta, RAPD analizlerinin klorofil igerigiyle birlikte agir
metal kirliliginde ekotoksikolojik olarak giiclii bir enstriiman oldugu anlasilmistir

(Cenkci ve ark., 2010).

Cd tiim organizmalarda sitogenetik yapiy1 etkileyen ve g¢evresel kirlilige neden olan en

onemli toksik agir metallerden biridir.

Bakla (Vicia faba) bitkisinde yapilan genotoksisite caligmalarinda, baklada Cd
genotoksisitesine karst selenyumun etkisi arastirilmistir. Bitkilere Cd (CdCl,) 183.316,
18.3316, 1.83316 ppm, selenyum (Se**) ise 0.08, 8, 800 ppm olarak 7 giin uygulanmus,
ve DNA zararlariin tespitinde RAPD teknigi kullanilmistir. DNA analizleri sonucunda
8 RAPD primerinden toplam 100 DNA band: elde edilmis ve bant biiytikliiklerinin 300—
400 baz ¢ifti arasinda degistigi tespit edilmistir. Cd bitkide biitiin uygulama dozlarinda

genetik polimorfizme neden olmus ve genomik kararsizligi artirmistir. Cd

genotoksisitesine kars1t 0.08ppm, 8ppm ve 800ppm Se eklendiginde Cd’un neden
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oldugu polimorfizmin azaldig1 ve genomik kararliligin arttig1 tespit edilmistir. Sonug
olarak Se ile Cd’un birbirine kars1 antogonistik bir etki yaptig1 goriilmiistiir (Taspinar

ve ark., 2009).

Iki farkl bitki tiirii olan sarimsak (Allium sativum) ve baklada (Vicia faba), 1-10-100—
200 puM dozlarda kadmiyumnitrat (CdNO;) uygulanarak, kok uglarindaki sitogenetik
zararlar, mikro ¢ekirdek (MN) teknigi ve mitotik indeks (MI) metoduyla test edilmis ve
lipit peroksidasyonu analizleri yapilmistir. Cd’un her iki tiirde de mikro ¢ekirdek
olusumunu uygulanan dozdan bagimsiz olarak artirdigi, yiiksek Cd miktarmin lipit
peroksidasyonunu artirdigl, mitotik indeks ve profaz basamagini dikkat ¢ekici sekilde
azalttig1 saptanmistir. En diisiik mitotik indeks 200 uM Cd konsantrasyonunda tespit
edilmis ve sadece profaz evresi gézlemlenmis, bu konsantrasyonunda bakla bitkisinin

hiicre sayisinda artis ve anormal morfoloji tespit edilmistir (Unyayar ve ark., 2006).

Roka (Eruca sativa) bitkisiyle yapilan bir ¢alismada, ¢inko (Zn), Pb ve Cd agir
metallerinin 50mg/l - 100 mg/l - 150 mg/l uygulamalarinin koleopitil ve radikula
uzunluklarina etkisi arastirilmis, analizler sonucunda en fazla etkilenen yapinin radikula
oldugu goriilmiistiir. Cd ve Pb 150 mg/I’de genotoksik etki gostermis, yiiksek dozdaki
Cd miktarinin Zn ve Pb’un oranla radikula ve koleoptil biiylimesini daha da azalttig1
goriilmistiir. Bitkinin genotoksisite incelemesinde, RAPD tekniginde 20 ¢esit primer
kullamlmis ve bunlardan 4 tanesinden DNA bandi elde edilmemistir. U¢ RAPD
primerinden tek bant, 13 primerden 5’ten fazla DNA bandi elde edilmis ve primer
basina ortalama bant sayisinin 4 oldugu anlagilmistir. Spesifik DNA bantlar1 yiiksek doz
Cd uygulamalarinda elde edilmis ancak yiiksek dozdaki Zn uygulamasinda elde
edilmemistir. Genetik cesitlilik degeri %47.83 ile 95.83 arasinda bulunmustur. Soyagaci

(dendrogam) benzerlik matriksi olusturularak ¢izilmistir (Qurainy ve ark., 2010).

Marul (Lactuca sativa) bitkisinde Cd genotoksisitesinin arastirilmistir. Bitkilere 14 giin
boyunca 100 uM Cd(NO;), uygulanmis sonra hasat edilerek, 9 ¢esit SSR primeri
kullanimiyla analiz edilmistir. Genotoksisite g¢alismalari1 neticesinde, Cd uygulanan
bitkilerdeki 9 SSR markoériiniin kontrol grubu bitkileriyle ayni biiyiikliikte bantlar
olusturdugu ve mikrosatellit instabilitesi (MSI) olusmadig1 tespit edilmistir (Monteiro
ve ark., 2007).
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Arpa (Hordeum vulgare) bitkisinde yapilan bir ¢aligmada, tohumlar 0, 10, 20, ve 40
mg/L™" dozlarda Cd uygulanarak ¢imlendirilmistir. Fidelerdeki kok biiylime oranlari,
¢Oziinlir protein miktarlar1 ve genotoksisite RAPD teknigi kullanilarak incelenmistir.
Analizler sonucunda kok biiylime oranlarinda 10-20-40 mg Cd uygulamalarinda
strastyla %15.2, %29.5 ve %38.1 azalma oldugu, kok uglarinda total ¢oziiniir protein
oranlarinda sirastyla %8.6, %22.5 ve %37.7 artis oldugu tespit edilmistir. RAPD
sonuglarinda 17 primerden 9 primerin spesifik sonuglar verdigi goriilmiis ve
bliytikliikleri 144-2639 baz ¢ifti arasinda degisen toplam 129 DNA bandi goriilmiistiir.
Cd’un 10, 20 ve 40 mg L' miktarlarda uygulanmasi sonucunda gozlenen polimorfizm
oranlar1 (P) sirasiyla %37.9, %52.7 ve %53.4’tiir. Her dozdaki Cd sonucunda bitkilerin
DNA’sinda 4 yeni bandin olustugu ve 16 bandin da kayboldugu saptanmistir (Liu ve
ark., 2009).

Yine arpa (Hordeum vulgare L.) bitkisinde Cd kirliliginin DNA iizerindeki genotoksik
etkilerini gostermek igin yapilan diger bir ¢alismada 0, 30, 60, 120 mg/L*
konsantrasyonda Cd stresine maruz birakilan arpa fidelerinde RAPD teknigiyle DNA
analizleri, kok gelisim oranlari ve kok uclarindaki ¢oziinlir protein miktarlart
incelenmistir. Kok biiyiimesinin 120 mg Cd uygulamasiin, kontrol bitkilerine gore
%44.9, 60 mg Cd uygulamasinin %32.6, 30 mg Cd uygulamasinin ise %22.5 daha az
blylidiigli goézlenmistir. Kok uglarindaki ¢oziinilir protein analizleri sonucunda, Cd
konsantrasyonuyla ¢oziiniir protein arasinda negatif bir korelasyon oldugu bulunmustur.
RAPD analizlerinde, 12 primer ¢esidinden uzunluklari 180 ile 2344 baz cifti arasinda
degisen toplamda 110 DNA band: bulunmustur. 30, 60 ve 120mg Cd uygulamalarinda
polimorfizm oram sirasiyla %34.5, %40.9 ve % 44.5’tir. RAPD analizleri neticesinde
DNA’da polimorfizmler tespit edilmistir. Cevresel toksikoloji ¢aligmalarinda, Cd’un
genotoksik etkisinin incelenmesinde RAPD tekniginin iyi bir arag oldugu gozlenmistir

(Liu ve ark., 2005).

Insanlarin beslenmesi agisindan en énemli gidalardan olan piring (Oryza sativa L.)
bitkisiyle yapilan c¢alismada, bitkiye ¢imlenme doéneminde 15, 30, 60 mg/L™*
konsantrasyonlarda Cd verilmistir. RAPD incelemeleri i¢in 12 primer kullanilmas,
kontrol bitkilerinde niikleotid sayis1 179-3056 arasinda degisen 180 DNA bandi
gbzlenmistir. Cd’un 15 mg, 30 mg ve 60 mg dozlarindaki uygulamalarinda polimorfizm

degeri (P) sirastyla %32.8, %44.4 ve %66.7 olarak tespit edilmistir. RAPD neticesinde
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kontrol grubu bitkilerle Cd uygulanmis bitkiler kiyaslandiginda, toplam 108 yeni DNA
bandi olusumu, 164 DNA bandinin da kayboldugugdzlenmistir. Genomik kalip stabilite
degerlerine (GTS) bakildiginda, 15 mg Cd uygulamasinda %67.1, 30 mg Cd
uygulamasinda %52.7, 60 mg Cd uygulamasinda %32.3 oldugu bulunmustur (Liu ve
ark., 2007).

Yaptigimiz ¢alismada RAPD profil sonuglarimiza gore yeni bantlarin ortaya ¢ikist ve
bant yogunlugundaki artiglar 50, 200 ve 400 uM Cd’a maruz birakma uygulamalarinda
ortaya ¢ikmistir. Yeni bantlarin ortaya ¢ikist ve bant yogunluklarindaki artiglar belki
DNA da olusan hasarin seviyesi ile alakali olarak genomik kalibin dengesizliginden
dolay1 meydana gelmistir. Ayn1 zamanda bant yogunlugunda bir diisiis 100 uM’lik Cd
maruz birakma uygulamasinda goriilmiistiir. Bundan dolayr bu calisma ile birlikte
cevresel faktorlerin organizmalarin karakterlerini etkiledigi gosterilmistir. Cd tek ve ¢ift
iplikgikteki kirilmalar, modifiye edilmis bazlar, niikleotidlerin kayboldugu bolgeler,
DNA-protein ¢apraz baglari, okside olmus bazlar gibi durumlarin olugmasini
baslatabilir (Bisova ve ark., 2003; Hsiao ve Stapleton, 2004). Bu tiir farkli DNA
lezyonlar1 ve mutasyonlarmin varligindan dolayr o6nemli yapisal degisikliklerin
indiiksiyonu PCR olaylarinin kinetigini biiyiik oranlarda etkileyebilir (Bowditch ve ark.,
1993). Yeni PCR iiriinlerinin ortaya ¢ikisi yapisal bir degisiklikten yada ortaya ¢ikan
biiyliik nukleotid eksilmelerinden veya homolog rekombinasyon gibi mutasyonlarin
sonucu olarak oligonukleotid isleme noktalarinda meydana gelir (Atienzar ve ark.,
1999). En son yapilan ¢aligmalar gostermistir ki DNA parmakizi toksik maddelerin
etkilerinin tespiti i¢in biyoindikatdrlerden biridir. Kirletici madde ile olusturulan RAPD
profil degisiklikleri genomik DNA kalip istikrar1 ve diger parametrelerle birlikte
genotoksik etkilerin degisikliklerinin kargilagtirmali olarak ortaya konmasinda
kullamilmistir (Liu ve ark., 2005; Atienzar ve ark., 2000). Bu c¢alismada B.
daigremontianum yapraklarinda fotosentetik pigment seviyelerinin (klorofil a, b, a/b,
total klorofil ve karotenoidler) tespiti ile Cd’a kars1 olusturulan cevaplar potansiyel bir
biyomarkor olarak kullanilabir mi diye degerlendirilmistir. Veriler gostermistir ki Cd
bitkinin biitiin boliimlerinde akiimiile olmustur ve akiimiilasyon disaridan verilen Cd
artigina paralel olarak artmistir. B. daigremontianum fidanlardan alinan yapraklardaki
fotosentetik pigment igerigindeki degisiklikler Cd konsantrasyonu ile ters bir iligki

sergilemistir. B. daigremontianum fidanlarindaki fotosentetik pigment seviyelerindeki

67



diisiis RAPD profillerinde degisikler ile bir korelasyon gostermistir (Sekil IV.11-15. ve
Sekil 1V.40.). Bu bulgular gostermektedir ki DNA’da ortaya ¢ikan zararlarin uzantilari
B. daigremontianum fidanlarinin yapraklarindaki hiicrelerin ¢ogunda ciddi problemler
olusturmustur. Ayn1 zamanda B. daigremontianum’un bazi biiyiime parametrelerinin
(yaprak, govde ve kok yas agirliklari, govde uzunluklar1 ve govde kalinligi) Cd’a maruz
kalmasindan dolay1 olduk¢a degistigi gozlenmistir. Keza yine birka¢g makro ve mikro
besinin aliminin, tasiminin ve kullammninin Cd tarafindan degisiklige ugratildigi
gozlenmistir. Cd’un fazlaliligr belli elementlerin alimimi diisiirmiis ve bazilarini

arttirmigtir. Bu artig ve diislisler bitkinin hangi kisminin olaya dahil olmasi ile de

alakalidir.

Sonugta, RAPD-PCR metodu Cd tarafindan olusturulan genomik diizeydeki
degisiklikler i¢in bir arastirma araci olarak kullanilabilir. Daha da ilerisi i¢in RAPD-
PCR parmakizi diger fizyolojik parametrelerle birlikte disiinildiginde Cd
toksisitesinin tayininde giiglii bir strateji olarak kullanimini destekler sonuglar1 ortaya

cikarmustr.
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