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OZET

BODUR PASA KILICI (Sansevieria trifasciata Hahnii) BITKISINDE KADMIYUM
STRESINE BAGLI  FiZYOLOJIK VE GENOTOKSIK ETKIiLERIN
ARASTIRILMASI.

Gelisen sanayi, artan insan niifusu ve kentlesme hizindaki artis, topragin ¢esitli kirleticilere
maruz Kkalmasina, bunun sonucunda dogal yasam alanlarindaki bitkilerin igeriklerinde
degisimler meydana gelmesine sebep olmustur. Bitkilerde meydana gelen bu degisimler sadece
morfolojik ve biyokimyasal olarak degil, genotoksik olarak tanimlanan genom diizeyindeki
farklilagmalar1 da beraberinde getirmistir. Genotoksik etkilerin olusmasinda agir metal
kirliliginin 6nemli bir yere sahip oldugu bilinmektedir. Agir metaller toprak, hava ve su
kaynaklarinda kirlilige sebep olmaktadir. Son donemde yapilan ¢alismalar Tiirkiye’de, 6zellikle
kadmiyum kirliliginin yogun olarak gbzlendigi bir agir metal kirliligine, isaret etmektedir. Bu
calismada Tirkiye’de yaygin olarak ev siis bitkisi olarak kullanilan Sansevieria trifasciata

Hahnii bitkisi se¢ilmis ve bu bitkide kadmiyumun (Cd) genotoksik etkileri aragtirilmistir.

Kadmiyum stresi 50-100-200 uM kadmiyum kloriir (CdCl2) igceren Hoagland ¢ozeltisi ile
standart su kiiltiirleri sisteminde S. trifasciata Hahnii bitkilerine 1 ay boyunca 20’ser ml
uygulanmigtir. Kontrol grubu bitkilerinde CdCl; igermeyen Hoagland ¢6zeltisi kullanilmustir.
Kadmiyumun bitki yapraklarindaki birikim degerleri ICP-OES (Indiiktif Eslesmis Plazma-
Optik Emisyon Spektrometresi) cihazi ile lgtilmiistiir. Kadmiyumun etkisi bodur pasa kilici
bitkisinin koklerinde geng ve yaslt yapraklar ve indirgenmis govdeye gore daha etkili olmus,
kokler kadmiyumun en fazla depolandig: bitki dokulart olmustur. Ayrica kok dokusunda 50
uM’dan 200 pM’a kadar artan kadmiyum stresi, kadmiyum birikiminin yan1 sira diger bitki
besin elementlerinden 6zellikle demir ve kalsiyum miktarlarinda belirgin diisiislere sebep
oldugu saptanmistir. Geng yapraklar yasl yapraklardan daha az miktarlarda kadmiyum
biriktirmelerine ragmen, 50,100 ve 200 pM konsantrasyonlarda kontrole gdre diger biitiin

elementlerin konsantrasyonlarinda yaklasik olarak %25 oraninda diisiisler gergeklesmistir.

Kadmiyumun yapraklardaki genotoksik etkilerinin belirlenmesi amaciyla yapraklarda 20 farkli
ISSR primeri kullanilarak gergeklestirilen Polimeraz zincir reaksiyonlari (PZR) sonucu elde
edilen DNA bantlar1 “GelAnalyzer” programinda analiz edilmistir. Test edilmis olan 20 ISSR
primerinden 5 tanesi (UBC 808, UBC 826, UBC 827, UBC 841 ve UBC 868) bodur pasa kilici
bitkisinde biiyiikliikleri 179 bg ile 1116 bg arasinda degisen bantlar olusturmustur.



Bu primerlerden her bir grup i¢in en az 6, en fazla 10 adet bant elde edilmistir. UBC primerlerin
tamaminda monomorfik yapida bant profili gosterirken, monomorfik bant desenlerinin
yogunluklar1 artan CdCl> uygulamasi ile artmistir. Molekiiler analizlerde polimorfizm
desenlerinin yani sira, agaroz jeller incelendiginde artan CdCl> uygulamasinin bantlarin
yogunluklarinda da artisa sebep oldugu saptanmistir. Gerek yapilan fizyolojik analizler, gerekse
de yaprak DNA’sinda ISSR markoérleri ile PZR taramalart bodur pasa kilict bitkisinin tiim
uygulama konsantrasyonlarinda canliligini siirdiirdiigiinii ve kadmiyumu depolayarak veya
metabolize ederek genomunda gergeklesen degisimler ile molekiiler yanitlar verebildigini
gostermistir. Bulgularimiz cergevesinde ISSR markorlerine ait PZR iirlinlerinin 6rnekler
arasindaki degisimin genotoksisite tayininde kullanilabilir bir parametre oldugu gézlenmistir.
Kadmiyum birikimine ait doku spesifik artis ve azalislar ve diger besin elementleri i¢in de
karsilastirmali sonuglarin analiz edilmesi strese cevabin biyokimyasal acidan ortaya konmasi
icin 6nem tagimaktadir. Bu ¢alismanin sonuglarinin ileriki donemlerde S. trifasciata Hahnii
bitkisi ile yapilacak stres ve seleksiyon c¢aligsmalarina referans veri kaynagi olmasi

amaclanmustr.



ABSTRACT

DETERMINATION OF PHYSIOLOGICAL AND GENOTOXIC EFFECTS OF
CADMIUM STRESS IN DWARF SNAKE PLANT (Sansevieria trifasciata Hahnii)

Developing industry, increasing human population and the increase in the rate of
urbanization have caused the soil to be exposed to various pollutants, resulting in
changes in the content of plants in natural habitats. These changes occurred in plants
have brought about not only morphological and biochemical changes but also
differences at the genome level, defined as genotoxic. It is known that heavy metal
pollution has an important place in the formation of genotoxic effects. Heavy metals
cause pollution in soil, air and water resources. Recent studies indicate heavy metal
pollution in Turkey, especially cadmium pollution is observed intensively. In this study,
Sansevieria trifasciata Hahnii, which is widely used as a home ornamental plant in
Turkey, was selected and the genotoxic effects of cadmium (Cd) on this plant were

investigated.

Cadmium stress was treated with Hoagland solution containing 50-100-200 puM
cadmium chloride (CdClz), 20 ml each, to S. trifasciata Hahnii plants using standard
hydroponic systems for one month. Hoagland solution without CdCl, was used in the
control group plants. Accumulation values of cadmium in plant leaves were measured
with ICP-OES (Inductively Coupled Plasma-Optical Emission Spectrometry) device.
The effect of cadmium was more effective on the roots of the dwarf snake plant than on
the young and old leaves and the reduced stem, and the roots were the plant tissues
where cadmium was mostly stored. In addition, it has been determined that cadmium
stress increasing from 50 uM to 200 uM in root tissue causes significant decreases in
the amounts of other plant nutrients, especially iron and calcium, as well as cadmium
accumulation. Although young leaves accumulated less cadmium than older leaves,
decline in the concentrations of all other elements occurred approximately by 25%

compared to the control at concentrations of 50, 100 and 200 puM.

In order to determine the genotoxic effects of cadmium on leaves, DNA bands obtained
as a result of Polymerase chain reactions (PCR) performed using 20 different ISSR
(Inter Simple Sequence Repeat) primers on leaves were analyzed in the “GelAnalyzer”
program. Six of the 20 tested ISSR primers (UBC 808, UBC 826, UBC 827, UBC 841
and UBC 868) created bands ranging in size from 179 bp to 1116 bp in dwarf snake

\Y



plant. A minimum of 6 and a maximum of 10 bands were obtained from these primers
for each group. While all UBC primers exhibited a monomorphic band profile, the
intensities of the monomorphic band patterns increased with increasing CdClz
application. In addition to the polymorphism patterns in molecular analyses, it was
determined that increasing CdCl application caused an increase in the intensity of the
bands when agarose gels were examined. Both biochemical analyses performed on the
whole plant and PCR screenings with ISSR markers on leaf DNA showed that the dwarf
snake plant maintained its viability at all application concentrations and could give
molecular responses through changes in its genome by storing or metabolizing
cadmium. Within the framework of our findings, it was observed that the change in PCR
products of ISSR markers between samples is a feasible parameter in the determination
of genotoxicity. Analyzing tissue-specific increment and decline in cadmium
accumulation and comparative results for other nutrients is important for revealing the
biochemical response to stress. The results of this study are aimed to be a reference data
source for stress and selection studies to be conducted with S. trifasciata Hahnii in the

future.
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SEMBOLLER/SYMBOLS

% : Yiizde

' : Dakika

+ . Art1 eksi

ng : Mikrogram

ul : Mikrolitre

cm : Santimetre

dk : Dakika

g : Gram

gLt : Gram boli litre

kg . Kilogram

km : Kilometre

L - Litre

M : Molar

ml - Mililitre

mM : Mili molar

mm : Milimetre

ng : Nanogram

°C : Santigrat derece

pH : Hidrojen iyon konsantrasyonunun eksi logaritmik ifadesi
ppb : Milyarda bir

ppm : Milyonda bir

rpm : Dakikadaki devir sayisi
uv : Ultraviyole

viv : Hacim bolii hacim

wiv : Agirlik bolii hacim

ug kgt : Mikrogram bolii kilogram
uM : Mikromolar

mM : Milimolar
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KISALTMALAR/ABBREVIATIONS

A : Adenin
ABA . Absisik asit
AFLP : Cogaltilmis parga uzunluk polimorfizmi

Al : Aliiminyum
Ar . Argon

AsA : Askorbik asit
be : Baz ¢ifti

C : Sitozin

Ca > Kalsiyum
CAT . Katalaz

Cd : Kadmiyum
Cl - Klor

Co : Kobalt

Cr : Krom

CTAB  : Cetyltrimethyl ammonium bromiir
Cu : Bakar

DNA : Deoksiriboniikleik Asit

dNTP : Deoksintikleotid

EDTA : Etilen diamin tetra asetik asit

Fe : Demir

G : Guanin

GKY : Genomik kararlilik yiizdesi (Genomic template stability (GTS)
ICP -

OES : Indiiktif eslenmis plazma optik emisyon spektrometresi
ISSR : Basit sekans tekrarlari aras1 polimorfizm

ka : Kuru agirlik (dry weight)

K : Potasyum

Mg : Magnezyum

Mn : Mangan

Mo : Molibden

Na : Sodyum

Ni - Nikel

NO : Nitrik oksit

Pb : Kursun

PGR : Bitki bliylime diizenleyicileri

PZR : Polimeraz zincir reaksiyonu

RAPD  :Rastgele cogaltilan polimorfik DNA

RFLP : Sinirlama pargalariin uzunluk polimorfizmi
ROS : Reaktif oksijen tiirleri

Si > Silisyum

SOD : Stiperoksit dismutaz

SSR : Basit sekans tekrarlar1 veya mikrosatetellitler
STS : Dizisi etiketlenmis sekanslar

T : Timin

Taq : Thermus aquaticus

TBE : Tris base-borik asit-EDTA

Zn : Cinko
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1. GIRIS ve AMAC

Cevre kirliligi, her gegen giin artan bir stres kaynagi haline gelmekle beraber, bitkilerden
hayvanlara ve nihayetinde insan saghigina zararl etkileri olan birgok olumsuz sonug
dogurmaktadir. Agir metal kirliligi, hizli endiistrilesme, teknolojik ilerleme ve insan
niifusundaki hizli artis nedeniyle ciddi bir g¢evresel tehdit haline gelmistir (Timoty ve
Williams, 2019; Mishra ve ark., 2019; Kumari ve Mishra, 2021; Wang ve ark., 2022; Khatun
ve ark., 2022). Bilimsel arastirmalar, 6zellikle agir metal kirliliginin kiiresel 6l¢ekte 6nemli

bir ¢evresel sorun oldugunu ortaya koymaktadir (Das ve ark., 2014).

Agir metaller, dogal (erozyon, volkanik patlamalar, mineral asinmasi, kuyrukluyildizlar vb.)
ve antropojenik (kaplama, biyoyakitlar, alasim {iretimi, atmosferik birikmeler, giibreler,
pestisitler vb.) siireglerle tarimsal ekosisteme girmektedir (Kumar ve ark., 2022; Abd Elnabi
ve ark., 2023). Bu faaliyetler, agir metallerin yer alti suyuna karigmasina veya toprak
yiizeyinde birikimine yol acar (Doyi ve ark., 2018). Agir metallerin tiimii biyolojik olarak
parcalanamaz, yani herhangi bir dogal yontemle bulunduklari ortamdan atilamazlar ve
dolayisiyla bitkilerin kok sistemleri araciligiyla alinarak besin zincirine girme potansiyeline

sahiptirler (Sing ve ark., 2011; Ghori ve ark., 2019; Yan ve ark., 2020; Kaur ve ark., 2022).

Cevresel kirleticiler arasinda 6ne ¢ikan agir metaller, genel olarak 6zgil agirlig1 5 g/cm?’u
asan metaller seklinde siniflandirilmaktadir (Anghelache ve ark., 2016). Agir metaller
periyodik tabloda gegis elementleri grubunda siniflandirilmaktadir (Lange ve ark., 2017).
One ¢ikan agir metaller arasinda civa (Hg), ¢inko (Zn), demir (Fe), kadmiyum (Cd), kobalt
(Co), krom (Cr), kursun (Pb), mangan (Mn), nikel (Ni) ve selenyum (Se) bulunmaktadir
(Thakur ve ark., 2016).

Biyolojik sistemler kapsaminda iistlendikleri fonksiyonlar goz onilinde bulundurularak, agir
metaller esansiyel (organizmanin hayati islevlerinde gerekli olan) ve esansiyel olmayan
olarak siniflandirilmaktadir (Can ve ark., 2021a). Esansiyel agir metaller, organizmalarin
yasam fonksiyonlari i¢in elzem olup, yalnizca diisiik konsantrasyonlarda bulunurlar. Buna
karsilik, esansiyel olmayan agir metallerin biyolojik sistemlerde belirli bir islevi
bulunmamaktadir (Hocaoglu-Ozyigit ve Genc, 2020). Biyolojik sistemler agisindan elzem
kabul edilen agir metaller grubuna, genellikle Co, Cu, Fe, Mn, molibden (Mo) ve Zn
dahildir; buna karsin, arsenik (As), Cd, Hg ve Pb ise organizmalar iizerinde toksik etkiler
gosterdikleri i¢in esansiyel olmayan agir metaller kapsaminda degerlendirilmektedir.

(Karahan ve ark., 2020; Ozyigit ve ark., 2021a; Yilmaz ve ark., 2021b). Esansiyel agir
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metallerin konsantrasyonlari belirli bir esik degerin tizerine ¢iktiginda organizma i¢in toksik
etki gdstermeye baglarken, esansiyel olmayan agir metaller, diigiik konsantrasyonlarda dahi
toksik etki gosterebilmektedir (Edelstein ve Ben-Hur, 2018; Ozyigit ve ark., 2018; Karahan
ve ark., 2020).

Bitkilerde agir metal alimi genellikle gelisim ortamindaki suyu absorbe etmeleri sirasinda
gerceklesir. Bunun yani sira, atmosferde partikiil formunda bulunan agir metaller, diisiik

oranlarda da olsa yapraklar araciligiyla bitkiye alinabilmektedirler (Ozyigit ve ark., 2021a).

Agir metallerin bitkilerin dokularina niifus etmesi, bitkilerin fizyolojik ve biyokimyasal
stiregleri bozarak toksisiteye neden olmakta ve uzun vadede bitki Oliimiine yol
acabilmektedir. Ayrica, agir metaller ¢esitli bitki dokularinda birikerek verim ve kalite
kaybina yol agan temel faktorlerden biri olarak degerlendirilmektedir (Yerli ve ark., 2020;
Ozyigit ve ark., 2021b).

Kaspari seritlerince bloke edilmeleri veya kok hiicre duvarlarina tutulmalarinin sonucu agir
metaller bitki koklerinde birikme egilimindedir (Shahid ve ark., 2015; Ozyigit ve ark.,
2021c). Bitki dokularina niifus ettiklerinde, temel bitki besin elementlerinin aliminin belirli
bir diizeyde azalmasina yol agabilirler. Bu durumun dogal sonucu olarak, kok, govde ve
yaprak gibi bitkinin hayati kisimlarinda biiylime ve gelisim bozukluklart meydana
gelebilmektedir (Ozyigit ve ark., 2016b; Ghori ve ark., 2019; Ozyigit ve ark., 2019). Agir
metallerin bazi tiirleri kok hiicre yapisini bozabilirken, bazilar1 hiicre boliinmesini
engelleyebilirler. Bazi agir metaller temel besin elementleri ile rekabet ederek bitkilerde
besin alimini kisitlamaktadir (Dubey ve ark., 2018; Kim ve ark., 2019; Can ve ark., 20214a;
Ozyigit ve ark., 2021b).

Reaktif ozellik gosteren agir metaller, 6zellikle doymamis yag molekiillerinin oksijenle
yukseltgenmesine neden olarak lipid peroksidasyonunu tetiklemektedir. Bu siireg, hiicre
zarinin gegirgenliginde artisa, biyomolekiillerin yapisal ve fonksiyonel agidan bozulmasina
yol acarak, oksidatif stres olarak adlandirilan durumun ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir.
Bu etkiler sonucunda, bitki hiicrelerinde DNA, RNA ve protein seviyelerinde cesitli
degisiklikler meydana gelmektedir (Ghori ve ark., 2019). Meydana gelen farkliliklar
genellikle DNA seviyesindeki mutasyonlar seklinde kendini gostermekte olup, molekiiler
markor teknikleri ile yapilan ¢alismalarda deney gruplarinin DNA bant profillerinde kontrol
gruplarina kiyasla yogunluk farkliliklari, yeni bant olusumlar1 veya mevcut bantlarin
kaybolmasi gibi yapisal degisiklikler gozlemlenmektedir (Ozyigit ve ark., 2016b; Ozyigit
ve ark., 2021D).



Suda kolaylikla ¢6ziinebilen kadmiyumun, bitkinin kokleri ile topraktan alindiktan sonra
iyonlar halinde kolayca govde ve yapraklara gectikten sonra az miktarlarda bile olsa ¢esitli
dokularda birikerek canlilarda toksisiteye sebep olmasi 6zelligi ile arastirilmasi gereken bir

agir metal olarak nitelendirilebilmektedir (Sorrentino ve ark., 2022).

Bu calismada, in vitro kosullarda Hoagland ¢6zeltisi verilerek sivi kiiltiir ortaminda S.
trifasciata bitkisinin vejetatif klonlarinda kadmiyum stresine bagli olarak ortaya cikan

fizyolojik ve genotoksik etkilerin belirlenmesi amaglanmustir.

Calismada, S. trifasciata bitkisinin yapraklarinda Cd birikimi ve buna bagl olarak mineral
besin elementlerinin alimi incelenmistir ICP-OES verileri ile DNA profillerinde meydana
gelen degisimler karsilagtirilarak, yapraklardaki Cd akiimiilasyon miktarinin jeldeki DNA
bantlarini nasil etkiledigi ve sonu¢ olarak Cd’un hangi konsantrasyonlarda genotoksik

etkiler gosterdigi tespit edilmistir.

Calismada kullanilan 20 ¢esit ISSR (Basit Tekrarli Diziler Arasi Polimorfizm)
primerlerinden, PZR sonrasi S. trifasciata bitkisine ait elde edilen bant profilleri analiz
edilerek, Cd stresine maruz kalan bitkilerin genomik kararlilik oran1 hesaplanmistir. PZR
sonras1 elektroforez asamasinda, farkli konsantrasyonlarda Cd stresine maruz birakilmig
bitkiler kontrol grubu ile karsilastirilacak ve saptanmig yeni bant olusumlari, bant kayiplari,
bantlarda  yogunluk artiglart  veya azaliglari, genomik kararliik  oranmin

degerlendirilmesinde kullanilmistir (Ozyigit ve ark., 2016b).

Calismada geng ve yaslh yapraklarda, indirgenmis govdede ve koklerde biriken agir metal
miktar1 ICP-OES yontemi ile once tiim orneklerin etiivde kurutulmasi, sonrasinda ise
mikrodalga firinda yakilmasi sonucu gergeklestirilmistir. ICP-OES cihazi kullanilarak
bitkinin tim dokularinda biriken Cd degerleri okunmustur. Cihaz, plazma sayesinde
uyarilmis atom ve iyonlar iiretip her elementin dalga boyu 6zelligi dolayisi ile farkh
elektromanyetik radyasyon yaymasindan dolayr farkli emisyon siddetine sebep olur ve
bdylece numune icindeki elementin konsantrasyonun &grenilmesini saglar. Verilen Cd
miktar1 arttik¢a bitkinin yapraklarinda da Cd birikiminin artacagi beklenmektedir. Buna
paralel olarak genotoksisitenin olugmasi olasidir. Ayrica bitkide Cd birikiminin etkilerinin

farkli ve benzer seyrettigi durumlar tartigilmistir. Caligmanin amaci dogrultusunda;
1- S. Trifasciata bitkisinin vejetatif klonlar yetistirilmis,

2-Yetistirilen klon bitkilere dnceden belirlenen konsantrasyonlarda CdCl» verilmis ve deney
sonunda bitkilerden yaprak, indirgenmis gévde ve koklere ait yaklasik 1 ay 6rnekleri hasat

edilerek biriken Cd miktariin 6lgiimleri yapilmus,
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3-Bitki yapraklarindan DNA izolasyonu yapilmas,

4-Izole edilen DNA, ISSR primerleri kullanilarak PZR yontemi ile ilgili bélgelerin

cogaltilmasi saglanmis,

5-Agaroz jel (%2’lik) elektroforezi islemi ile PZR iiriinlerinin jelde goriintiilenmesi

saglanmis,

6- PZR sonrasi elde edilen amplifikasyon triinlerinin istatistiksel olarak degerlendirilmesi ve
DNA bant profillerinden yola ¢ikarak genomik kararlilik (Genomic Template Stability-GTS)

oraninin hesaplanmasi yapilmstir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Bodur Pasa Kihei (Sansevieria trifasciata Hahnii) Bitkisinin Genel Ozellikleri.

Sekil 2-1-1 Calismada kullanilan bodur pasa kilict bitkisi.

Sansevieria sp. bitkilerinin ¢ogu Afrika kitasindan, bazilari ise Asya'dan gelmektedir.
Sansevieria sp., 1753 yilinda Linnaeus tarafindan Aloe cinsine siniflandirilmigtir. 1763
yilinda, Adanson tarafindan “Cordyline” olarak adlandirilmistir. 1786 yilinda ad1 “Acyntha”
olarak degistirilmis ve birkag¢ yil sonra “Sansevierina” adi verilmistir. 1794’te Thunberg,

yazimi “Sansevieria” olarak degistirmistir. (Stover, 1983).
S. trifasciata’nin Stover’a (1983) gore siniflandirilmasi:

Kingdom : Plantae

Divisi : Spermathophyta

Sub divisi : Angiospermae
Kelas : Monocotyledoneae
Ordo : Liliales

Famili : Agavaceae

Genus : Sansevieria

Spesies : Sansevieria trifasciata



Literatiir incelemesi yapildiginda g¢alismada kullanilan S. trifasciata bitkisinde Cd’un
genotoksik etkilerinin gerek iilkemizde gerek diinya genelinde yeterince arastirtlmadigi
goriilmiistiir. Secilen bitki tiirii Tiirkiye genelinde siis bitkisi olarak yetistirilmekte, park

bahge peyzajlarinda ve evlerimizde yaygin olarak kullanilmaktadir.

Yilan bitkisi olarak da bilinen S. trifasciata, ile ilgili yapilan smirli arastirmalar agir
metalleri topraktan absorbe etme yetenegi nedeniyle agir metallerle kirlenmis topraklarin
temizlenmesi igin bu tiriin faydali olabilecegini diisiindiirmektedir. Arastirmalar,
Sansevieria sp. de dahil olmak tizere ¢esitli bitki tiirlerinin, kirlenmis topraklardan As, Cd,
Cu, Pb, Ni ve Zn gibi agir metalleri alip biriktirebildigini gostermistir (Ozyigit ve ark.,
2021b; Sabreena ve ark., 2022; Khan ve ark., 2023).

Bitkiler agir metallerin hiicre i¢ine alimini ve yer degistirmesini kolaylastiran spesifik
tagima proteinleri olan Fitoselatinlere ve Metallothioneinlere sahiptir (Khan ve ark., 2023).
Bu proteinler, bitkilerin agir metalleri baglayip vakuolde tutarak tolere etmesine ve
biriktirmesine yardimc1 olan metal baglayici proteinlerdir. Fitoselatinler, Cd, Zn ve Pb gibi
metalleri selatlayan, bunlarin detoksifikasyonuna ve depolanmasina yardimei olan kiigiik

peptitlerdir (Sharma ve ark., 2023).

Calismalar, Sansevieria tiirlerinin 6nemli miktarlarda agir metal biriktirme ve bdylece
topraktaki konsantrasyonlarini azaltma kapasitelerini ortaya koymustur. Bu bulgular,
Sansevieriamin siirdiriilebilir ¢evre temizleme stratejilerinde kullanim potansiyelini

vurgulamaktadir (Sabreena ve ark., 2022; Khan ve ark., 2023).
2.2. Bitkilerde Stres ve Stres Faktorleri

Bitkiler, tiim diger canlilar gibi yasamlar1 boyunca biyotik ve abiyotik stres faktorlerine
maruz kalmaktadir. Levitt (1980) stres faktorlerini abiyotik ve biyotik olarak iki ana
kategoride incelemistir. Lichtenthaler (1996) ise insan kaynakli ve dogal kaynakli stres
faktorleri olmak iizere yine stresi yine iki kisimda incelemistir. Yiiksek 1sinim, yogun
sicaklik, ani donma, su kitlig1 ve mineral eksikligi gibi etmenler dogal stres unsurlarini
olustururken; insan etkisinden kaynaklanan stres faktorleri asir1 azot kullanimi, hava
kirliligi, agir metaller ve fotooksidanlardan meydana gelmektedir (Ashraf ve Foolad, 2007).
Antropojenik ve jeolojik kokenli ¢esitli etmenlerin tetikledigi abiyotik streslerden biri olan
agir metal kirliligi, 6zellikle toprak ve su ekosistemlerinde birikerek ¢evresel kirlilige yol

acmakta ve besin zinciri araciligiyla tiim canlilarin sagligini tehdit etmektedir. Bitkiler, agir



metal kirliligine maruz kaldiklarinda verim diisiisti ve iirlin kalitesinde azalma gibi 6nemli

olumsuzluklarla karsilagsmaktadir (Hou ve ark., 2020).

Bitkilerin dis etkenlere karst gdstermis oldugu dayaniklilik yasadiklar stres ile dogrudan

ilgilidir. Baslangigta geri doniisiimlii olan ve bitkinin tiim islevsel seviyelerinde tepkilere

yol agan bu stres, zamanla kalic1 degisiklikler de dogurabilir. Bitkiler ge¢ici strese maruz

kalsalar bile bu durum canlilik fonksiyonlar1 {izerinde gerilemeye yol agabilir. Stresin

artarak devam etmesi ile bitki kapasitesinin sinirina ulastiginda ise, daha once fark

edilmemis zararlar kalic1 hastaliklara veya geri doniisii olmayan zararlara yol agabilir (Giirel

ve Avcioglu, 2001).

Abiyotik Stres Faktorleri

Kuraklhik: Su kithig, bitkilerde su dengesini bozar ve biiylimeyi olumsuz etkiler.
Sicakhik: Agiri sicaklik veya sogukluk bitki hiicrelerinde hasara yol acabilir.

Tuzluluk: Yiiksek tuz konsantrasyonlari, bitkilerin su alimini engeller ve ozmotik

stres yaratir.

Agir Metal Kirliligi: Toprakta bulunan agir metaller (6rnegin, Cd, Hg ve Pb)

bitkilerin gelisimini engelleyebilir.

Isik: Yetersiz veya asir1 151k bitkilerde fotosentez siirecini olumsuz etkileyebilir.

Biyotik Stres Faktorleri

Patojenler: Bakteri, viriis ve mantarlar bitkilerde hastaliklara neden olabilir.
Herbivorlar: Bocekler ve diger hayvanlar bitki dokularini tiiketerek zarar verebilir.

Alelokimyasallar: Diger bitkiler tarafindan salgilanan kimyasallar, bitkilerin

biiytimesini ve gelisimini engelleyebilir (Wani, 2023; Dixit ve ark., 2024).

Bitkiler, stres faktorlerine karsi gesitli fizyolojik, biyokimyasal ve morfolojik tepkiler

gelistirmistir:

Fizyolojik Tepkiler: Ornegin, stomalarin kapanmasi su kaybini azaltir.

Biyokimyasal Tepkiler: Antioksidan enzimlerin {iretimi, serbest radikallerin neden

oldugu hasar1 azaltir.

Morfolojik Tepkiler: Koklerin daha derinlere biiylimesi gibi fiziksel adaptasyonlar,

bitkinin su ve besin alimini artirir (Lal ve ark., 2023; Dixit ve ark., 2024).



Stres Yonetimi ve Adaptasyon Mekanizmalari
Bitkiler, stres faktorlerine kars1 dayaniklilik saglamak i¢in ¢esitli stratejiler kullanir:

e Genetik Modifikasyon: Stres toleransimi artirmak igin genetik miihendislik

teknikleri kullanilir.

e Toprak ve Su Yonetimi: Topragin su tutma kapasitesini artirmak ve etkin sulama

teknikleri kullanmak 6nemlidir.

o Koruyucu Kimyasallar: Antioksidanlar ve diger koruyucu maddeler, bitkilerin

stres kosullarina kars1 direncini artirabilir (Wani, 2023).

Son yillarda yapilan arastirmalar, bitkilerin stres faktorlerine karsi nasil tepki verdigini ve
bu siirecleri nasil ydnettigini anlamada 6nemli ilerlemeler kaydetmistir. Ornegin, genetik,
epigenetik, proteomik ve metabolomik yontemler kullanilarak bitkilerin stres tepkileri
incelenmektedir. Ayrica, yeni bitki koruyucularinin (fitoprotektanlar) kullanimi ve bitki
biiytimesini tesvik eden rhizobakterilerin (PGPR) rolii iizerine ¢alismalar yapilmaktadir
(Wani, 2023; Dixit ve ark., 2024).

2.3.Agir Metallerin Genel Ozellikleri ve Kadmiyum

Biyolojik agidan bakildiginda, agir metaller cevresel kirlilige sebebiyet veren ve yiiksek
toksisite potansiyeli gosteren kirleticiler seklinde nitelendirilmektedir (Duffus, 2002). Agir
metaller, son derece diisiik miktarlarda bulunduklarinda bile toksik etkiler sergileyebilir
(Yerli ve ark., 2020). Agir metallerin bitki biinyesinde asir1 birikmesi sonucunda bitkilerde
stres meydana gelmektedir (Farooq ve ark., 2008).

Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Hg, Ni, Pb ve Zn gibi 60’tan fazla element bu gruba dahildir
(Kahvecioglu ve ark., 2003). Periyodik tabloda genis bir yer kaplayan agir metaller,
genellikle “ge¢is elementleri” kategorisinde degerlendirilmektedir (Azevedo ve Lea, 2005).

Toprakta biriken agir metaller, toprak verimliligi ve besin zinciri vasitasiyla bitki, hayvan
ve insan saglig1 lizerinde olumsuz etkilere yol agmaktadir. Agir metaller arasinda yer alan
Cd, periyodik tablonun 2B grubunda siniflandirilmakta olup, belirgin derecede toksik
ozellikler sergilemektedir. Tiim canli tiirleri i¢in zararli oldugu bilinen kadmiyumun dogal
kaynaklar arasinda volkanik faaliyetler ve kayaglarin asinmasi yer almaktadir (Shahid ve
ark., 2015; Majer ve ark., 2002).



Kadmiyumun 6zellikleri sunlardir:

Fiziksel Ozellikler:

Renk ve Parlaklik: Glimiisi beyaz renkte ve parlaktir.

Yogunluk: Yaklasik olarak 8,65 gram/cm?’tiir.

Erime Noktasi: 321,07°C (609.93°F) derecedir.

Kaynama Noktasi: 767°C (1,413°F) derecedir.

Sertlik: Diger baz1 metaller gibi yumusak ve kolay sekil verilebilir.
Kimyasal Ozellikler:

Toksisite: Insan saglig: icin ciddi bir tehlike olusturan bir toksindir. Solunum yoluyla,
yiyecek ve iceceklerle veya deri temasiyla maruziyeti, akciger hasari, bobrek yetmezligi ve

kanser gibi saglik sorunlarina yol acabilir.

Korozyon Direnci: Diger metallerden daha iyi bir korozyon direncine sahiptir ve

kaplamalarin ve kaplama malzemelerinin bir bileseni olarak kullanilabilir.

Agir metaller i¢inde en yiiksek toksisiteye sahip olanlardan biri kadmiyumdur. Endiistriyel
faaliyetler ve fosforlu giibre uygulamalari gibi insan kaynakli faaliyetler sonucunda kolayca
topraga karisan kadmiyum, bitkiler tarafindan hizla absorbe edilebilmektedir. Yapilan
arastirmalar, kadmiyumun diger metallere kiyasla yaklasik 20 kat daha fazla toksik etkiye
sahip oldugunu ortaya koymustur (Korkmaz ve ark., 2018; Haider ve ark., 2021).

Ozellikle pil iiretimi, boya ve elektronik sanayinde yaygin olarak kullanilan bu element,
endiistriyel siirecler sonucunda ortaya ¢ikan atik sularla su kaynaklarina karisarak ¢evresel
kirlilige neden olmaktadir. Her yil dogaya karigsan kadmiyum miktarmin 25-30 bin ton
seviyesinde oldugu, bu miktarin yaklasik yarisinin insan kaynakli endiistriyel faaliyetlerden

kaynaklandigi belirlenmistir (Ozkan, 2009).

Tarim topraklarinda Cd kirliliginin baslica nedenlerinden biri, yogun kimyasal giibre
kullanimidir. Diinya genelinde ise komiir ve kanalizasyon ¢amurunun yakilmasi, tarim
arazilerine Cd girisi saglayan onemli kaynaklar arasinda yer almaktadir (Wang ve ark.,
2015; Hocaoglu-Ozyigit ve Genc, 2020). Fosfatli giibrelerin belirli oranlarda Cd igerdigi
bilinmekte olup, bu giibrelerde Cd konsantrasyonunun, kuru agirlik temelinde
degerlendirildiginde eser seviyelerden 300 ppm’e kadar degiskenlik gosterdigi saptanmigtir
(Grant ve Sheppard, 2008).

Kadmiyumun diger énemli kaynaklar1 arasinda sanayi sektorii 6ne ¢ikmaktadir. Nikel-
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kadmiyum (Ni-Cd) pil tiretimi ve galvanik kaplama islemleri, bu metalin endiistride yaygin
kullanim alanlarindan bazilaridir. Bunun yani sira, kadmiyum plastik iiretimi, cam sanayisi,
seramik yapimi ve boya liretiminde stabilizator olarak da kullanilmaktadir (Akguc ve ark.,
2008; Osma ve ark., 2012; Hocaoglu-Ozyigit ve Genc, 2020; Yilmaz ve ark., 2021a).
Ayrica, kadmiyum; otomobil ve kamyon lastikleri, tarim makineleri, ugak parcalari, civata,
vida, somun ve ¢ivi gibi ¢esitli endiistriyel ve evsel malzemenin tiretiminde yaygin bigimde
kullanilan bir elementtir. Bunun yani sira, fotograf¢ilik sektoriinde de farkli uygulama
alanlarinda degerlendirilmektedir (Awual ve ark., 2018; Ishchenko, 2018; Hocaoglu-
Ozyigit ve Genc, 2020).

Toprakta en yaygin bulunan agir metallerden biri olan kadmiyumun, diisiik
konsantrasyonlarda dahi (0,001-0,1 ppm) yiiksek toksisite gosterdigi tespit edilmistir (Singh
ve ark., 2009; Wuana ve Okieimen, 2011). Bununla birlikte, kadmiyumun bilinen herhangi
bir biyolojik islevi olmadigi da bildirilmistir (Marschner, 2011). Literatiirdeki ¢aligsmalar,
ozellikle kadmiyumun yol actig1 olumsuz biyolojik etkiler iizerine odaklanmaktadir. Bu
etkilerin degerlendirilmesi siirecinde, ilk ve en Onemli incelenmesi gereken husus
kadmiyumun toprak ortamina nasil gectigidir. Kadmiyumun toprak ekosistemine dahil
olmas1 farkli yollarla gergeklesebilmektedir. Endiistriyel faaliyetler ve bu siiregler
sonucunda olusan sanayi atiklari, fosforlu giibrelerin yaygin kullanimi, pestisit ve herbisit
uygulamalari, fosseptik atiklar ve madencilik faaliyetleri, kadmiyumun topraga gegis
yollarindan bazilar1 olarak 6ne ¢ikmaktadir (Geng ve Wang, 2019; Hocaoglu-Ozyigit ve
Genc, 2020).

Toprakta mevecut kadmiyum, bitki kokleri tarafindan emildikten sonra iyonik formda gévde
ve yapraklara nakledilmektedir. Kadmiyumun bitkinin farkli dokularinda birikmesi, bitkinin
fizyolojik ve biyokimyasal isleyisini olumsuz etkilerken, uzun vadede besin zinciri iizerinde
de zararli sonuglar dogurmaktadir. Ayrica kadmiyum bitkilerde nitrojen ve karbonhidrat
metabolizmasin1 etkilemesi, fotosentezi engellemesi, klorofil sentezini bozmasi ve
stomalarin kapanmasi fizyolojik etkilerinden azilaridir (Zhang ve ark., 2016; Hocaoglu-
Ozyigit ve Genc, 2020).

Bilimsel ¢aligmalar, insan bagirsak epitelinde yiiksek diizeyde Cd birikiminin, Ca, Cr, Fe ve
Zn gibi temel elementlerin eksikligiyle baglantili oldugunu ve bu durumun protein
yetersizligine yol agtigini ortaya koymaktadir (Bergeron ve Jumarge, 2006). Cd
toksisitesinin insanlarda ciddi saglik sorunlarina neden oldugu, 6zellikle prostat ve akciger
kanserleri ile iliskilendirildigi tespit edilmistir (Person ve ark., 2013). Kadin iireme

sisteminin isleyisine dair yiiriitiilen akademik ¢aligmalar, kadmiyumun plasenta i¢in toksik
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oldugunu ve plasenta fonksiyonlarini bozarak erken dogum riskini artirdigin1 ortaya
koymustur (Erboga ve Kanter, 2016; Zhang ve ark., 2016; Geng ve Wang, 2019). Ote
yandan, erkek iireme sistemiyle ilgili yapilan aragtirmalar, testis dokusunun kadmiyumun
toksik etkilerine kars1 yiiksek derecede hassas oldugunu ortaya koymaktadir. Kadmiyumun
sperm hareketliligini ve spermatogenezi olumsuz etkiledigi, uzun siireli maruz kalma
durumlarinda ise erkeklerde infertiliteye (kisirliga) yol agabilecegi belirlenmistir (Acosta ve
ark., 2016; Imafidon ve ark., 2016; Nna ve ark., 2017; Habib ve ark., 2019).

Ozkutlu (2021), Cd ve sodyum kloriir (NaCl) uygulamalarmin brokolide (Brassica oleracea
var. italica) kuru madde miktar1 ve besin elementi igerigine etkisinin gézlemlemistir. Buna
gore ICP-OES cihazi sonuglart Cd ve NaCl tuzunun birlikte verilmesiyle bitkide olusan stres
sonrasinda NaCl tuzunun ve CI” anyonunun toprakta Cd ile bilinmeyen bir kompleks

olusturarak bitkilerin daha fazla Cd almasina neden oldugunu belirlemistir.

Yapilan baska bir ¢alismada su mercimegi (Lemna minor L.) bitkisinin Cd ve Ni igin
hiperakiimiilator olarak kullanilma potansiyeline sahip olup olmadigini tespit edebilmek
i¢in bitkiye farkli konsantrasyonlarda (0, 100, 200 ve 400 mM) Cd-Ni uygulanarak mineral
besin durumundaki farkliliklar ve genotoksik degisimler gozlemlenmistir. RAPD (Rastgele
¢ogaltilan polimorfik DNA) ve ISSR analizleri neticesinde bant profilleri incelenmis ve
genomik kararlilik orani saptanmistir. Calisma neticesinde, Lemna minor L. bitkisinin Cd’u
yiiksek biriktirme (hyperaccumulator) yetenegi gosterdigi ortaya konmustur (Ozyigit ve
ark., 2021b).

2.4.Genotoksisite

Genotoksisite, kimyasal ya da fiziksel bir etki sonrasit DNA hasar1 olusabilme potansiyeli
olarak tanimlanmaktadir (Deutschle ve ark., 2006). Canlinin kendisi i¢in toksik ajanlara
maruz kalmasi sonucu genomlarinda gerceklesen degisimler seklinde bir tanimda
yapilabilir. Genotoksik etki, cevresel faktorler veya kimyasal maddelere belirli dozlarda
maruz kalma sonucu ortaya ¢ikmaktadir (Khanna ve Sharma, 2013). Genetik toksikoloji,
kokleri Muller'in (1927) Drosophila iizerinde X-1sinlarinin etkisiyle normalden 15.000 kat
daha yiliksek mutasyon oranlart irettigini  belirledigi ¢alismalara dayanmaktadir.
Giliniimiizde ise, teknolojik ilerlemeler 15181nda artan risk ve gelismis analiz yontemlerinin
sundugu imkanlar sayesinde bu alan 6nemli arastirma kollarindan biri haline gelmistir.
Genotoksisite neticesinde, genomik kararlilikta belirgin modifikasyonlar gbzlemlenebilir
(Barlow ve ark., 2006; Factori ve ark., 2014). Agir metallerin tetikledigi genotoksik etkiler,

DNA biitlinliiglinde ¢ift zincir ve tek zincir kiriklarinin meydana gelmesi, mikrontikleus
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(MN) olusumu, DNA onarim mekanizmalarinin islev kaybi, niikleotid diizeyinde kayip ya
da eklemeler, gen duplikasyonlari, okuma c¢ercevesinde kaymalar ve epigenetik
modifikasyonlarin ortaya ¢ikmasi gibi gesitli zararli sonuglara yol agabilmektedir (Waisberg
ve ark., 2003; Marple ve ark., 2004). Ayrica, agir metaller gibi genotoksik ajanlar, DNA
biitiinliigiinde meydana gelen hasarlar ve buna bagl gelisen genomik instabilite araciligiyla,
neoplastik  doniisiimlerin  tetiklenmesine zemin hazirlama potansiyeline sahiptir

(Butterworth ve ark., 2006; Factori ve ark., 2014).

Son yillarda, kiiresel Olgekte toksik maddelerin kullaniminda belirgin bir artig
gozlemlenmistir. Bu gelisme, insan faaliyetleri kaynakli toksik ajanlarin cevreye
yayilmasiyla habitat tahribatinin yeni boyutlar kazanmasina zemin hazirlamaktadir. Genetik
toksikoloji, toksikolojinin alt disiplinlerinden biri olarak, organizmalarin normal biyolojik
islemleri sirasinda veya gesitli fiziksel, kimyasal ve biyolojik etkenlerin etkisiyle DNA'larda
olusan farkliliklar1 sistematik bi¢imde inceleyen bir bilim koludur. Ek olarak, farkli toksik
ajanlarin indiikledigi genetik hasarin analizinde kritik bir role sahiptir (Choy, 2001; Young,
2002; Mortelmans ve Rupa, 2004; Vural, 2005).

DNA molekiiliinde mutasyonlara yol agan etmenler, etkilerini iki temel mekanizma
araciligryla sergilemektedir. Bir yandan, dogrudan DNA'nin yapisal biitiinliigline miidahale
ederek bozucu etki gosterirken, diger yandan dolayli olarak genomik bilginin sentezi
sirasinda kritik rol oynayan proteinlere baglanarak mutasyon olusumunu tetiklemektedirler.
Bu baglamda, DNA hasarina neden olan temel molekiiler bilesenler ve iligkili biyokimyasal
yolaklardaki disfonksiyonlar; yaslanma, infertilite, doku hasari, kanser ve gesitli genetik
veya multifaktoriyel hastaliklarin patogenezinde belirleyici roller tistlenmektedir (Kirsch-
Volders ve ark.,, 2003). Kadmiyuma bagli olarak genom iizerinde meydana gelen
mutasyonlar epigenetik degisimleri tetikleyebilmektedir. Ozellikle Cd stresi ile ¢inkoda
meydana gelen degisimler epigenetik acidan c¢inkoya bagli enzimlerin yeniden

diizenlenmesini beraberinde getirmektedir (Frings ve ark., 2024).

DNA mutasyonlari, PZR tabanli molekiiler belirtegler kullanilarak tespit edilebilmektedir.
RAPD, AFLP (Cogaltilmis Parga Uzunluk Polimorfizmi) ve ISSR gibi teknikler, DNA
dizisindeki degisiklikleri belirlemek i¢in yaygin olarak kullanilan molekiiler belirteglerdir
(Sorrentino ve ark., 2017). DNA fiizerinde gergeklesen mutasyonlar, PZR sirasinda
amplifikasyon islemini dogrudan etkileyerek elektroforez sonrasi elde edilen bant
profillerinde degisikliklere neden olmaktadir (Ozyigit ve ark., 2016b). Bant profillerinde
tespit edilen bu varyasyonlar, genotoksik etkinin degerlendirilmesine olanak tanimaktadir.

Ozellikle DNA bantlarindaki yogunluk farkliliklari, yeni bant olusumlari veya mevcut
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bantlarin kaybolmasi, genetik materyalde meydana gelen hasar1 ortaya koyarak

genotoksisite analizlerinde 6nemli bir gosterge olarak kullanilmaktadir.
2.5.Kadmiyumun Bitkiler Uzerindeki Fizyolojik ve Genotoksik Etkileri

Kadmiyum, bitkilerde ciddi genotoksik ve fizyolojik etkilere yol acabilen toksik bir agir
metaldir (Ozyigit ve ark., 2021c). Bitkiler, diisik Cd konsantrasyonlarinda
metabolizmalarini diizenleyebilse de, yiiksek Cd seviyeleri biiyiime inhibisyonu, sararma
(kloroz) ve koklerde esmerlesme seklinde gozle goriiliir toksisite belirtilerine neden olabilir.
Ayrica, hiicre ve dokularda kiigiilme, stoma ve epidermal tiiy sayisinda diisiis gibi anatomik
farkliliklar da gozlenebilir. Bu degisimler, uzun vadede bitki 6liimiine yol agabilir (Yli-
Pirila ve ark., 2007; Hocaoglu-Ozyigit ve Genc, 2020; Almuwayhi, 2021; Ozyigit ve ark.,
2021c). Cd, siirgiinlerde kok Fe(Ill) rediiktaz ve govde nitrat rediiktaz aktivitesini inhibe
ederken, CO> fiksasyonunda rol oynayan enzimlerin islevselligini de engeller (Gjorgieva
Ackova, 2018). Aym zamanda, fosfor (P), kalsiyum (Ca), magnezyum (Mg) ve potasyum
(K) su alimin1 olumsuz etkilediginden nitrat translokasyonunu ve emilimini disiiriir. Cd,

bitkilerde su dengesi bozukluklarina da neden olmaktadir (Nagajyoti ve ark., 2010).

Asirt miktarda Cd, niikleusa hasar vererek kromozomal pargalanma ve aberasyona yol agar.
Mitokondriyal yapilarin bozulmasi ise bitkilerde solunum siirecini ciddi sekilde engeller.
Cd, siilthidril gruplarmma baglanarak proteinlerin yanlis katlanmasina ve enzimatik
aktivitenin azalmasina veya durmasina neden olur. Bu durum, 6zellikle elektron tagima
zinciri i¢indeki redoks reaksiyonlarinin etkinliginin belirgin sekilde diismesine yol
agmaktadir (Ghori ve ark., 2019). Yiiksek Cd konsantrasyonlari, lipid peroksidasyonu,
enzim inaktivasyonu ve DNA hasar1 gibi reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) artigina bagh
toksisite semptomlarina yol agar. Bunlar, fotosentez ve solunumun baskilanmasi gibi
etkilerle kendini gosterir. Tiim bu faktorler, 6zellikle tarla bitkilerinde verim ve kalitenin
diismesine neden olur (Ozyigit ve ark., 2021d). Bitkiler kadmiyuma maruz kaldiklarinda su

etkiler gdzlemlenebilir:

Fizyolojik Etkiler:

o Fotosentez ve Solunum: Kadmiyum, fotosentez ve solunum siireglerini inhibe
ederek bitkinin enerji iiretimini ve biiyiimesini azaltir. Bu, klorofil sentezinin

azalmasi ve yapraklarda kloroz gibi belirtilerle kendini gosterir.
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o Biiyiime ve Gelisim Bozukluklari: Kadmiyum kok gelisimini engelleyebilir,
tohum c¢imlenme oranim1 diisiirebilir ve genel bitki biiylimesini olumsuz
etkileyebilir. Bu da kok ve siirglin uzunlugunda azalmaya yol acar.

e Mineral Alimi: Kadmiyum, bitkilerin topraktan mineral alimini engelleyerek besin
eksikliklerine neden olabilir. Bu da bitkinin genel sagligin1 ve metabolizmasini

bozabilir.
Genotoksik Etkiler:

e DNA Hasari: Kadmiyum bitki hiicrelerinde DNA'nin yapisini bozarak genetik
materyalin biitiinligiinii bozar. Bu durum, hiicre bdliinmesi ve fonksiyonlarinda
aksamalara yol agabilir.

e Mutasyonlar: Kadmiyum mutasyonlara neden olarak genetik degisiklikler

olusturabilir ve bitki gelisimini olumsuz etkileyebilir (Ozyigit ve ark., 2016a).

Kadmiyumun organizmalardaki genotoksik etkileri molekiiler seviyede tam olarak
anlagilamamakla birlikte, Cd’nin adenin, guanin ve timin niikleotidlerine dogrudan
baglanabildigi mekanizmalar tespit edilmistir. Bu durum, DNA’daki yanlis baz
eslesmelerinin tamir mekanizmasini bozarak genetik hasara yol agmaktadir (Hossain ve

Hug, 2002; Jin ve ark., 2003).

Yapilan c¢alismalar, yiiksek Cd konsantrasyonlarinin hiicrelerin mitotik doéngiilerinde
sapmalara neden oldugunu gostermektedir. Bu etkiler arasinda anafaz evresinde goriilen
anormallikler, kromozomal bozukluklar, DNA kirilmalar1 ve silinmeler yer alir. Ayrica,
bitkilerde Cd birikimi, fotosentezde azalma, su ve besin aliminda diisiis, kloroz ve biiyiime

inhibisyonu gibi olumsuz sonuglara neden olmaktadir (Drazkiewicz ve ark., 2003).

Kadmiyumun etkisi altindaki bitkilerde, klorofil ve aidiyet gosteren molekiillerin sentez
bozukluklar1 neticesinde, fotosentez oranlarinda azalma, stomalarin kapanmasi ve
transpirasyon hizinda belirgin diisiis gézlemlenmektedir (Sheoran ve ark., 1990). Ayrica,
kadmiyum bitkilerde reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olusumuna neden olarak oksidatif
stres yaratir. Bu durum, tilakoid membranlarin yikimina ve klorofil molekiillerinin

pargalanmasina yol agarak fotosentez hizini olumsuz etkiler (Zengin ve Munzuroglu, 2005).
2.6.Bitkilerde Besin Elementleri ve Onemi

Bitkilerin optimum biiyiime ve gelisim siireglerini siirdiirebilmeleri ig¢in elzem olan

elementlere esansiyel (temel) elementler denir. Bu elementlerin yetersizligi, bitkilerin
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yasam dongitsiiyle iliskili fizyolojik siireglerde bozulmalara yol agabilmektedir (Epstein,
1999; Kabata-Pendias ve Mukherjee, 2007). Bitkiler, yasamlarin1 siirdiirebilmek ve
gelismek icin ihtiya¢ duyduklari bilesenleri, esansiyel mineraller sayesinde sentezleyebilir.
Inorganik maddeler, fotosentez ve diger metabolik siireglerin isleyisinde vazgecilmez roller
iistlenir. Dolayisiyla, bitki dokularindaki bu elementlere besleyici denir; igeriklerinin tayini,
bitkilerin saglikli biiylime ve gelisim siireclerinin degerlendirilmesinde kritik dneme sahiptir
(Kacar ve Katkat, 2007). Bitkiler tarafindan kullanilan besin maddeleri, ihtiyag duyulan
miktara gére makro ve mikro besin maddeleri olarak iki alandada ele alinir. Makro besin
maddeleri; azot (N), Ca, K, Mg, P ve siilfiir (S)'den olusur. Bitkiler bu elementleri mikro
besin maddelerine kiyasla daha yiiksek miktarlarda kullanir. Mikro besin maddeleri ise bakir
(Cu), bor (B), Fe, Mn, Mo ve Zn gibi elementlerdir. Klor (Cl) ve Na elementlerinin bazi
bitkiler i¢in gerekli oldugu diistiniilmektedir (Karahan ve ark., 2020). Besin maddeleri
arasindaki etkilesimler, bir elementin digerlerinin alimini kolaylastirmasi veya engellemesi
agisindan biiyiik 6nem tasir. Elementler arasindaki dengenin bozulmasi durumunda bitkide

kimyasal stres gozlemlenebilir.

Kalsiyum, bitkiler tarafindan topraktan Ca?* iyonlar1 olarak alinir; bu iyon, hem diferansiye
olmus dokularin hem de meristematik bolgelerin gelisimi ve islevselligi i¢in kritik 6neme
sahiptir (Resh 2001). Kalsiyum, hiicre duvarinin yapisal bir bileseni olup, hiicre duvarinin
diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynar. Ayrica, biiylime bolgeleri ve kok uclariyla yakindan
iliskilidir. Kalsiyum, bitkiye esneklik kazandirarak hiicre duvarinin genislemesini saglar ve
bdylece biiylime bdlgelerinin kirilgan veya sert olmasimi engeller. Bitkilerde immobil
(hareketsiz) formda bulunur ve biiylime siirecinde yasli dokularda birikir (Tucker, 1999;
McCauley ve ark., 2009). Bu nedenle, Ca, hiicre duvar1 ve bitki yapisi i¢in olduk¢a 6nemli
bir makro besin elementidir (White ve Broadley, 2003). Ca; gévde uzamasin, siirgiin, damar
ve kok gelisimini destekler. Ayrica, yapraklarin uzun siire dayanikli kalmasini saglayarak
fotosentezin devamliligini garanti eder ve azot metabolizmasi ile karbonhidrat taginiminda
rol oynar (Hepler, 2005). Bitkide Ca eksikligi, hiicre iiretimi ve gelisiminin engellenmesine
neden olur. Bu eksiklik, toprakta yeterli kire¢ bulunmamasindan kaynaklanmaktadir

(Tucker, 1999; Resh, 2001; Matschi ve ark., 2013).

Ca eksikliginin belirtileri, yapraklarin, gévdelerin, tomurcuklarin ve koklerin meristematik
bolgelerinde goriiliir. Ik olarak geng yapraklar etkilenir ve genellikle yapraklarda
deformasyon ile kloroz meydana gelir. Ca eksikliginin siddetli oldugu durumlarda,
yapraklarda nekrozlar da gozlemlenebilir. Ayrica, Ca bitkinin dig stres faktorlerini

algilamasini saglar ve bu durum savunma mekanizmalarinin harekete gegmesine neden olur
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(Tucker, 1999; Navarro ve ark., 2000; Parida ve Das, 2005; Tuna ve ark., 2007; Akat ve
Ozzambak, 2013).

Fe, yerkiirede bol miktarda bulunmasina ragmen, yiiksek derecede kararli bir element
olmas1 sebebiyle suda ¢ozilniirliigii oldukca diisiiktiir. Bu nedenle, bitkiler Fe'yi yapisal
bilesenlerine dahil edebilmek amaciyla cesitli adaptasyon mekanizmalar1 gelistirmistir
(Walker ve Connolly, 2008; Palmer ve Guerinot, 2009; Long, ve ark., 2010). Fe, bitkiler
acisindan son derece kritik fizyolojik islevlere sahiptir ve bir¢cok biyokimyasal reaksiyonun
katalizlenmesinde gorev alan enzimlerin aktivasyonunda 6nemli bir rol oynar (Curie ve
Briat, 2003; Kacar ve Katkat, 2007; Vatansever ve ark., 2015). Ozellikle fotosentez ve
solunum siireglerinde temel bir bilesen olarak yer almaktadir (McCauley ve ark., 2009).
Bununla birlikte, Fe bitki icerisinde mobil bir element degildir ve yasli yapraklardan geng
yapraklara tasinamaz. Bu nedenle, eksiklik belirtileri dncelikli olarak gen¢ yapraklarda,
bilhassa yeni olusan yapraklarda ortaya ¢ikmakta, eksikligin ilerlemesiyle yasl yapraklarda
da gozlenmektedir (Kacar ve Katkat, 2007). Fe eksikligi, klorofil biyosentezini olumsuz
etkileyerek, yaprak damarlari arasinda sararma ile karakterize edilen ve interveniyal kloroz
olarak adlandirilan bir durumun gelismesine neden olur. Eksikligin siddetlenmesi halinde,
yaprak dokusu beyazimsi-yesil bir renk alirken, ilerleyen evrelerde nekroz meydana
gelmektedir. Bunun yani sira, Fe eksikligi bitkinin biiylime hizinda azalmaya sebep
olmaktadir (McCauley ve ark., 2009). Ayn1 zamanda Fe, protein sentezi agisindan da biiyiik
Oonem arz eden bir elementtir. Fe yetersizligi durumunda bitkilerde total protein miktarinin
azaldigl, ancak ¢oziinebilir organik azotlu bilesiklerin seviyesinin arttig1 tespit edilmistir

(Kacar ve Katkat, 2007).

Cu, bitkiler tarafindan klorofil sentezi, solunum ve protein iiretimi gibi hayati siireglerde
kullanilmakta olup, ayn1 zamanda oksidaz enzimlerinin aktivasyonu ve karbonhidrat
metabolizmasinda 6nemli roller Gistlenmektedir (Bosgelmez ve ark., 2001; McCauley ve
ark., 2009; Vatansever ve ark., 2015). Bunun yani sira, Cu yalnizca bitkiler i¢in degil, ayn1
zamanda hayvanlar ve insanlar da dahil olmak iizere tiim canli organizmalar icin esansiyel
bir elementtir (Giirel ve Avcioglu, 2001). Ozellikle bitkilerde kok dokularinda birikim
egilimi gostermekte olup, sinirli bir kismi govdeye taginabilmektedir. Bununla birlikte, eser
miktarlarda bulunmasi bitkisel gelisim agisindan gereklidir. Cu eksikligi durumunda, ilk
olarak gen¢ yapraklarda kloroz belirtileri gozlenirken, bodur biiylime, ge¢ olgunlasma,
yatma egilimi ve bazi durumlarda melanozis gibi semptomlar da eksiklik gostergeleri
arasinda yer almaktadir. Ayrica, Cu eksikligi tahillarda verim kaybina yol agarak mahsul

tiretimini ciddi 6l¢lide azaltmaktadir (McCauley ve ark., 2009).
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Cu eksikliginin siddetli oldugu durumlarda, geng yapraklar solgun sar1 bir renge biiriinmekte
ve olgunlagsmadan dokiilmektedir. Ote yandan, bitkide asir1 Cu birikimi nekroz hastaligina
olmakta ve biiylime siirecini olumsuz yonde etkilemektedir (Tucker, 1999; Clemens, 2001;
Marschner, 2011). Yiiksek Cu konsantrasyonlari, bitkiler iizerinde toksik etkilere yol agarak
kok kiitikulasinin kalinlagsmasina, kok biiylimesinin kisitlanmasina, yan kok olusumunda

azalmaya ve koyu renkli lekelerin ortaya ¢ikmasina sebep olmaktadir (Kartal ve ark., 2004).

Potasyum, toprakta K* iyonu formunda bulunmakta olup, bitkiler tarafindan alinabilir
durumda olan ana formdur. K, enzim aktivasyonu, fotosentez, protein sentezi, osmotik
potansiyelin diizenlenmesi, stomalarin acilip kapanma mekanizmasi, seker taginimi, hiicre
boliinmesi ve bitki besin elementlerinin taginmasi gibi bircok temel fizyolojik siirecte gérev
almaktadir (Resh, 2001; Mengel ve Kirkby, 2001; Kacar ve Kalkat, 2007). Belirli enzimlerin
aktivatorii veya katalizorii olarak islev gérmekte olup, ayni1 zamanda bitkide saglikli kok
gelisimini destekleyerek genel bitki canlilifi ve gelisimi agisindan kritik bir rol
istlenmektedir. Organik tuzlarin tasinmasina ve depolanmasina katkida bulunmasinin yani
sira, stomalardaki bekg¢i hiicrelerinin turgor basincinin diizenlenmesinde kilit bir islev
gormektedir. Ayrica, floem boyunca fosfataz ve Mg translokasyonunu artirarak besin
elementlerinin etkin taginmasimi saglamaktadir (Resh, 2001). Bitkiler, suyun dengeli
kullanim1 ve optimum verim elde edebilmek igin yeterli miktarda K* iyonuna ihtiyag
duymaktadir. Bununla birlikte, K* iyonlar1 bitki kok sisteminin suyu emme kapasitesini

artirmakta ve ksilem yoluyla taginmasini kolaylagtirmaktadir (Firat, 1998).

K, bitkilerin soguk, don ve kuraklik kosullarina kars1 toleransini artirmanin yani sira, azotun
etkinligini, zararlilara ve hastaliklara kars1 dayanikliligi, meyvenin raf émriinii ve meyve
icerigindeki seker, yag ve nisasta miktarini yiikseltmektedir (Tucker, 1999). Gida ve yem
iretimi amaciyla yetistirilen bitkilerde, protein degerini artirmak i¢in K’dan

faydalanilmaktadir (Kacar ve Katkat, 2007).

Bitkide K eksikligi aniden ortaya ¢ikmaz; baslangicta yalnizca biiyiime hizinda bir azalma
goriilmekte, ilerleyen evrelerde ise nekroz ve kloroz belirtileri gozlemlenmektedir (Mengel
ve Kirkby, 2001). Zamanla enzim reaksiyonlarinin inhibe olmasi, bitkinin zayif
biliylimesine, kok ve govde yapisinda bozulmalara yol agarak kuraklik, don, fungal
enfeksiyonlar ve tuzluluga karsi toleransin azalmasina sebep olmaktadir. Stomalarin
islevselligi bozuldugunda, azalan transpirasyon ve gaz degisimi nedeniyle stomalar 11k
altinda dahi agilamamaktadir. K eksikligine maruz kalan yasl yapraklarda lokalize lekeler
veya klorotik alanlar olugsmakta, yaprak kenarlarinda yanik belirtileri gézlenmektedir. Diger

onemli bir eksiklik belirtisi ise govde yapisinin zayiflamasit ve kok sisteminin olumsuz
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etkilenmesi sonucu, bitkinin yatma olarak adlandirilan ve kolaylikla yere devrilmesi ile
karakterize edilen durumu gelistirmesidir (Jacobsen ve Jasper, 1991; Aybak, 2005). K,
genellikle asirt miktarda absorbe edilmemekle birlikte, yiikksek konsantrasyonlari toksik

etkilere yol agarak Ca, Fe, Mg, Mn ve Zn eksikliklerine neden olabilmektedir (Resh, 2001).

Magnezyum, toprakta iyonik formu olan Mg** halinde bulunmakta olup, bitkiler i¢in son
derece onemli bir makro besin elementidir. ATP sentezinde kritik bir kofaktor olarak gérev
almakta ve karbonhidrat metabolizmasi agisindan temel bir besin 6gesi olarak islev
gormektedir. Ayrica, klorofil molekiiliiniin yapisinda yer alarak bitkilerin fotosentetik
kapasitesinde belirleyici bir rol iistlenmektedir. Mg, diger temel besin elementlerinin alimini
diizenleyerek bitki boyunca fosfat bilesiklerinin taginmasinda etkin rol oynamaktadir.
Karbonhidratlarin translokasyonunu kolaylastirmasinin yani sira, yag sentezini artirici etkisi
bulunmaktadir. Bununla birlikte, fotosentez, solunum, RNA ve DNA sentezi gibi temel
biyokimyasal siireclerde gerekli enzimleri aktive etmektedir (Tucker, 1999; Resh, 2001;
Kacar ve Katkat, 2007; EImlund ve ark., 2008; Miiller ve Hansson, 2009). Mg, bitki i¢inde
mobil bir element oldugundan, eksiklik belirtileri oncelikli olarak yasli yapraklarda ortaya
cikmaktadir. Alt yapraklarda klorofil sentezinin azalmasi nedeniyle kloroz gelismekte,
yaprak kenarlar1 sari veya kirmizimsi-mor renge doniisiirken, orta damar yesil rengini
korumaktadir. Eksikligin siddetlenmesi durumunda ise nekroz meydana gelmekte ve
belirtiler bitkinin tamamina yayilmaktadir. Ote yandan, Mg toksisitesine iliskin literatiirde

siirlt sayida bilgi bulunmaktadir (Jacobsen ve Jasper, 1991; Tucker, 1999; Resh, 2001).

Bitkiler, sodyumu topraktan Na* iyonlar1 formunda pasif olarak almakta ve ksilem ile floem
aracilifiyla tasimaktadir. Na, mobil bir element olup bitkide belirli bir depolama bolgesi
bulunmamakta, bunun yerine bitkinin tiim dokularinda dagilmis sekilde yer almaktadir.
Ayrica, yasam i¢in temel 6neme sahip olan NaCl bilesiginin ana bilesenlerinden birini
olugturmaktadir (Devraj ve ark., 2013). Kimyasal agidan potasyum ile biiyiik benzerlik
gosteren Na, yulaf, seker pancari, havug, salgam, lahana, tahillar ve pamuk gibi bazi
bitkilerde potasyumun belirli islevlerini kismen iistlenebilmektedir (Kacar ve Katkat, 2007;
Wakeel ve ark., 2011). Bununla birlikte, bu iki element arasindaki rekabet nedeniyle Na
alimi genellikle K eksikligine yol agabilmektedir (Kaya ve ark., 2002). Na eksikligi, bitkide
osmoregiilasyon mekanizmasini olumsuz etkileyerek enzim aktivasyonunu engellemekte ve
dolayisiyla metabolik siireglerin igleyisini bozucu etki gostermektedir. Ancak, disaridan K
takviyesi yapilarak bitkinin bu strese kars1 toleransi artirilabilmektedir (Cramer, 2002). Ote
yandan, toprakta asirt Na birikimi, bitkinin topraktan suyu absorbe etme ve taginmasini

saglama yetisini baskilayarak su alim mekanizmasini ciddi sekilde inhibe etmektedir (Firat,
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1998).

Cinko, enzim aktivasyonu acisindan kritik bir element olup; protein ve hormon sentezi
(6zellikle oksin), DNA/RNA metabolizmasi ve ribozom kompleksi stabilitesinde dnemli
roller iistlenmektedir. Bitki biinyesinde ¢esitli enzimlerin aktivitesini destekleyen Zn,
fotosentez siirecinde suyun parcalanma reaksiyonunu katalize eden karbonik anhidraz
enziminin aktivasyonunda 6zel bir islev gormektedir. Zn iceren RNA polimeraz enzimi, bu
elementin eksikligi durumunda inaktive olmakta ve dolayisiyla RNA sentezi azalmaktadir.
Ayrica, Zn azot metabolizmasinda 6nemli bir rol oynayarak protein sentezinin devamliligini
saglamaktadir. Eksiklik durumunda, protein sentezindeki azalma nedeniyle bitki
bilinyesinde amino asit birikimi meydana gelmektedir. Bunun yani sira Zn, nigasta olusumu
ve tohum olgunlasma siireclerinde de etkin rol oynamaktadir (Bosgelmez ve ark., 2001;
Vatansever ve ark., 2016a). Zn eksikliginin ilk belirtileri arasinda geng yapraklarda damarlar
arasi kloroz goriilmektedir. Eksikligin ilerlemesiyle birlikte siirgiin biiylimesi yavaslamakta
ve nihayetinde siirglin 6liimii ger¢eklesmektedir. Meyve agaclarinda Zn eksikligi, yaprak
olusumunu olumsuz etkileyerek tomurcuk sayisinda azalmaya neden olmaktadir. Eksiklige
maruz kalan bitki kisimlari, karakteristik olarak rozet benzeri bir goriiniim kazanmaktadir
(Tucker, 1999; Resh, 2001; Bosgelmez ve ark., 2001). Bunun yani1 sira, hem geng hem de
yasli yapraklarda damarlar arasi kloroz veya nekroz belirtileri gozlenmektedir. Zn toksisitesi

ise yaprak ve kok bilylimesinde azalma ile kendini gostermektedir (Resh, 2001).

Mangan, bitkiler tarafindan aktif olarak Mn** 1yonlar1 formunda alinmakta olup, en verimli
sekilde asidik karakterdeki ve pH’s1 6.5’ten diisiik olan topraklardan absorbe edilmektedir.
Mn, nitrojen asimilasyon siirecinde enzim aktivatorii olarak goérev almakta ve klorofil
iretimi i¢in temel bir element islevi gormektedir. Karbonhidrat rediiksiyonunda enzim
aktivasyonunu saglayan katalizorlerden biri olan Mn, ayn1 zamanda RNA ve DNA sentezine
de katilmaktadir. Genel olarak, fotosentez, solunum ve nitrojen metabolizmasi ile iligkili
cok sayida enzimin aktiflesmesini saglamaktadir. Mn’nin en Onemli biyokimyasal
fonksiyonlarindan biri, fotosentez siirecinde suyun par¢alanmasini katalize ederek oksijenin
serbest hale gelmesini saglamak ve oksijen liretimine dogrudan katkida bulunmaktir
(Vatansever ve ark., 2016b). Mn eksikliginde, yapraklardaki klorofil igeriginin azalmasina
bagl olarak kloroz meydana gelmektedir. Organik topraklar genellikle diisiik ila orta
seviyelerde Mn icerigine sahip olup, bu nedenle Mn eksikligi ¢ogunlukla toprak yapisindan
kaynakli olarak nadiren gozlenmektedir. Mn bitkide nispeten hareketsiz oldugundan,
eksiklik belirtileri ilk olarak gen¢ yapraklarda ortaya c¢ikmaktadir. Siddetli eksiklik

durumlarinda nekrotik lekeler, yaprak dokiilmesi, ¢igeklenmede azalma veya tamamen
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durma ve diizensiz biliylime gézlenmektedir. Kloroplastlar, Mn eksikligine kars1 en duyarl
bitki organelleri arasinda yer almaktadir. Ote yandan, asirt Mn alimi toksik etkilere yol
acarak yasl yapraklarda kahverengi lekelerin olusmasina sebep olmaktadir. Bunun yani
sira, kloroz ve diizensiz klorofil dagilimi da Mn toksisitesinin belirtileri arasinda yer

almaktadir (Tucker, 1999; Resh, 2001).
2.7. Molekiiler Belirtecler

Bitki genomu boyunca rastgele dizilim gdsteren tekrarli bolgeler mutasyon, rekombinasyon,
stres gibi DNA’y1 dogrudan etkileyebilen faktorlerden yapisal olarak etkilenmektedirler. Bu
durum bu markorlerin stres kosullarinda aktif veya inaktif duruma gegmesine ve spesifik
primerler ile gerceklestirilen PZR reaksiyon fiiriinlerinde nicel ve nitel degisimlere sebep

olmaktadir (Yazicioglu ve ark., 2024).

DNA’daki polimorfik bolgelerin saptanmasi molekiiler markor (belirteg) yontemlerinden
biri olan ISSR prensibi ¢ercevesinde gelistirilmis 6nemli bir yaklasimdir (Yorgancilar ve
ark., 2015). PZR temeline dayanan basit ve pratik bir uygulama olan ISSR yonteminde, 16-
25 baz ¢ifti uzunlugundaki tek gesit primerin birbirinin ters istikametinde ve ayn1 diziye sahip
olan ISSR bolgesine baglanmasi ile bu iki bolge arasinda kalan baz dizisinin ¢ogaltilmasin
saglanir. ISSR yontemi 2, 3, 4, 5 bazli tekrarlarin biitiin genoma rastgele dagilmis olmasini
esas alir. Genomlarin farkli noktalarinda ¢oklu kopyalar seklinde ISSR bolgeleri bulunabilir.
Iki ISSR bolgesi arasindaki baz dizilerinin mesafesi ayni1 birey i¢inde ve bireyler arasinda
farklilik gostermektedir. Bahse konu ISSR bolgelerinden PZR ile ¢cogaltilabilecek uzunlukta
ara dizi igeren iki ISSR bolgesi arttirilacaktir (Zietkiewicz ve ark., 1994; Gupta ve ark., 1994;
Reddy ve ark., 2002).

ISSR markorleri, sahip olduklar1 yiiksek polimorfik 6zellikler sayesinde genetik cesitlilik
analizleri, genom haritalama, evrimsel biyoloji calismalari, filogenetik arastirmalar ve gen
etiketleme gibi birgok alanda Onemli avantajlar sunar. Bu markdrler, farkli tiirler ve
poplilasyonlar arasindaki genetik iligkilerin incelenmesinde etkili bir ara¢ olarak
kullanilirken, ayni zamanda tiir i¢i ¢esitliligin anlasilmasina da katkida bulunur. Bu
ozellikleri, ISSR markorlerini genetik ve molekiiler biyoloji ¢aligmalarinda vazgegilmez

kilar (Alhasnawi ve ark., 2015; Naik ve ark., 2017; Filiz ve ark., 2018).

DNA mutasyonlar, PCR tabanli molekiiler markérler (RAPD, AFLP, ISSR vb.)
kullanilarak tespit edilebilmektedir (Sorrentino ve ark., 2017). DNA diziliminde veya
yapisinda meydana gelen mutasyonlar, genetik materyalin biitiinliglinii bozarak ¢esitli

degisimlere yol agmaktadir. Bu tiir degisimler, PCR amplifikasyon siirecini dogrudan
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etkileyerek elektroforez sonrast elde edilen bant profillerinde farkliliklarin
gozlemlenmesine neden olmaktadir (Dogan ve ark., 2012; Ozyigit ve ark., 2016b). Bant
profillerinde tespit edilen bu degisimler, genotoksik etkinin degerlendirilmesi agisindan

onemli bir gosterge olarak kullanilabilmektedir.

ISSR primerlerinin, diger yontemlerde kullanilan primerlere gére daha uzun olma 6zelligi,
analitik siireclerin giivenilirligini artirmakla birlikte, genomik dizi bilgisine ihtiyag
duyulmaksizin primer tasarimi yapilabilmesine imkan saglamaktadir. Bu durum, ISSR
yonteminin avantajlarindan birini olusturmakta ve genetik analizlerde pratik bir kullanim
alan1 sunmaktadir (Bornet ve Branchard, 2001). PCR tabanli diger markor tekniklerinin
ISSR yontemiyle karsilastirildiginda cesitli simirliliklart bulunmaktadir. Ornegin, RAPD
markorleri, diisiik tekrarlanabilirlik ve iiretkenlik gibi dezavantajlara sahiptir. AFLP teknigi
ise yiiksek maliyetli ekipman ve islem siirecleri gerektirmektedir. SSR (Simple Sequence
Repeats) markorleri ise primer tasarimi i¢in dnceden genomik dizi bilgisine ihtiya¢ duymasi
nedeniyle ISSR yontemine kiyasla daha fazla hazirlik agamasi gerektirir. Bu faktorler, ISSR
yonteminin avantajlarini 6ne ¢ikarmakta ve genetik analizlerde daha erisilebilir bir segenek
olarak degerlendirilmesine neden olmaktadir (Zietkiewicz ve ark., 1994). SSR markorleri,
belirgin polimorfik yapilarina dayanarak, genetik c¢esitlilik analizleri, genom haritalama,
evrimsel biyoloji arastirmalari, filogenetik incelemeler ve gen etiketleme gibi alanlarda
kayda deger avantajlar ortaya koymaktadir. Bu teknik, genomik varyasyonun
belirlenmesinde etkili bir ara¢ olarak kullanilmakta ve farkli tiirler arasindaki genetik
iliskilerin ortaya c¢ikarilmasinda yaygin bir sekilde tercih edilmektedir. Ayrica, ISSR
markorleri, diger yontemlere kiyasla daha az teknik gereksinim ve maliyetle
uygulanabilmesi nedeniyle, genetik arastirmalarda pratik ve erisilebilir bir segenek olarak

one ¢ikmaktadir (Alhasnawi ve ark., 2015; Naik ve ark., 2017; Filiz ve ark., 2018).

Molekiiler isaretleyiciler, DNA iizerindeki belirli bdlgelerin ¢ogaltilmasini saglayan kisa
DNA pargalaridir. Bu 6zellikleri sayesinde DNA'nin hedeflenen gen bdolgesinin tespit
edilmesi miimkiin hale gelir. Genom analizleri ve molekiiler arastirmalarda kullanilmak
iizere ii¢ temel molekiiler isaretleyici tlirii 6ne ¢ikar. Bunlar; morfolojik isaretleyiciler, DNA

tabanli isaretleyiciler ve protein isaretleyicileri olarak siralanabilir (Vazhacharickal ve ark.,
2017).

Fenotipik 6zelliklere dayanarak, organizmalarin genotiplerini birbirinden ayirmaya yonelik
calismalart uzun yillardir siirdiiriilmektedir. Genotipler arasindaki farkliliklar1 belirlemek
icin kullanilan morfolojik 6zellikler ve mutasyonlar sonucu ortaya ¢ikan yeni karakterlerin

fenotipe yansimasi, uzun siiredir bilinen bir yaklasimdir. Glinlimiizde ise bu islem, protein
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ve DNA diizeyindeki farkliliklar1 ortaya cikarmak amaciyla molekiiler isaretleyicilerin
kullanildig1 bir forma doniismiistiir. Bu yontem, genetik cesitliligin daha hassas ve detayli

bir sekilde analiz edilmesine olanak tanir (Westermeier, 2016).

Morfolojik isaretleyiciler, organizmalarin genetik analizlerinde fenotipik 6zelliklere dayali
olarak kullanilan temel araglardir. Bu isaretleyiciler, Mendel kalitiminin temel prensiplerini
ortaya koyan ilk genetik ¢aligmalarda 6nemli bir rol oynamistir. Ancak, bu yontem, allel
cesitliliginin yetersiz olmasi nedeniyle sinirl bir kullanim alanina sahiptir. Bu kisithilik,
genetik cesitliligin tam olarak analiz edilmesini zorlastirmis ve daha gelismis molekiiler
markir tekniklerinin gelistirilmesine zemin hazirlamistir (Verga ve ark., 2015). Amino
asitlerin yapisal ozellikleri ve molekiil agirliklarindaki farkliliklar, proteinlerin allellerinde
diger organik bilesiklere kiyasla gesitlilik gostermesine neden olmaktadir. Bu ¢esitlilik,
proteinlerin jel elektroforez yéntemiyle kolayca tespit edilebilmesini saglar. Isaretleyicilerin
erken donem kullanimlarinda, doku ve kan 6rneklerindeki proteinler belirteg olarak yaygin
sekilde kullanilmistir. Ancak, bu yontemin zaman alic1 olmasi nedeniyle, giinlimiizde DNA

tabanli isaretleyicilerin kullanim1 6n plana ¢ikmistir (Phillips ve Vasil, 2013).

DNA tabanl isaretleyiciler, taksonomik siiflandirmada ayni tiire ait farkli bireylerde
goriilen polimorfizm farkliliklarini gosteren DNA bolgeleridir ve giinlimiizde en yaygin
kullanilan molekiiler isaretleyici tiiriidiir. Bu isaretleyicilerin popiilerligi, PCR gibi
tekniklerin gelistirilmesiyle artmistir. Bu sayede, genetik haritalama, filogenetik
smiflandirma analizleri ve dogal secilim c¢aligmalar1 gibi bir¢ok alanda yaygin sekilde

kullanilmaktadir (Passari ve ark., 2015).

Bu isaretleyiciler, sayica fazla olmalar1 ve ekolojik faktorlerden etkilenmemeleri nedeniyle
kullanim agisindan 6nemli bir avantaj sunar. Bu avantaj, DNA'nin baz dizilimindeki
degisikliklerin kolayca ve dogru bir sekilde tespit edilmesini saglar. Ayrica, isaretleyicilerin
bitki 1slah ¢caligsmalarinda kullanilmasi, bu alandaki gelismeleri hizlandirmaktadir. Molekiiler
isaretleyiciler sayesinde tarimsal {iretim siirecinde yapilan seleksiyon islemleriyle verim
artirilabilir ve bu siire¢ devam ettirilebilir. Diisiik maliyetli olmalar1 da diger yontemlere

kiyasla 6nemli bir avantaj saglar (Kumar ve ark., 2016).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Deney Materyali ve Hoagland Besin Cozeltisinin Hazirlanisi

Bu tez ¢alismasinda, CdCl. stresinin etkileri bodur pasa kilic1 (Sansevieria trifasciata
Hahnii) bitkisinin vejetatif klonlarina ait yapraklarda biyokimyasal ve molekiiler

yaklagimlar ile aragtirilmigtir.

Stres uygulamasi Oncesi, ayni anne bireyden vejetatif yolla tiremis klon bitkiler bir ay
boyunca perlit igeren viyollerde yetistirilmis, daha sonra yine igerisinde Hoagland besin
¢ozeltisi (Hoagland ve Arnon, 1950) olan kaplara yerlestirilmistir. Kontrol grubuna ait
ortam CdCl: icermeyen besin ¢dzeltisi ile uygulama gruplar ise 50, 100 ve 200 uM
CdClz igeren Hoagland besin ¢6zeltisi ortaminda yetistirilmistir. Her grupta ti¢ biyolojik
tekrar bulunmaktadir. Fizyolojik ve molekiiler analizler i¢in bir ay Cd ortaminda

yetistirilen bitki dokular1 kullanilmistir.

Yaprak dokusunda agir metal analizleri ve molekiiler markirlar ile DNA diizeyinde
taramalar gergeklestirilmistir. Laboratuvar kosullarinda yetistirilen bitkilerin yapraklari,
hassas terazi kullanilarak belirli agirliklarda (0,5-1,00 gram) tartilmis, etiketlenmis ve
aliiminyum folyoya sarildiktan sonra DNA izolasyonunda kullanilmak tizere -80°C'de
saklanmigtir. Ayrilan yaprak ornekleri mineral analizi 6ncesinde 80°C'de 2 giin

stiresince etiivde bekletilerek kurutulma islemi gergeklestirilmistir.

Bitkilerin kontrollii kosullar altinda gelisimleri i¢in Marmara Universitesi Fen Fakiiltesi
Biyoloji Boliimii’nde bulunan "Bitki Iklimlendirme Odas1” kullanilmgtir. iklim
odasinin sicaklig, bitkilerin dogal yasam kosullarina uygun degerlerde sabit tutulmus,

bitkiler i¢in uygun nem ve yeterli 1s1k ortami hazirlanmistir.

Bitki besleme ortami olarak kullanilan Hoagland besin ¢ozeltisi asagidaki bilesenler

sirasi ile distile su iginde ¢oziilerek hazirlanmustir.

Makro Besinler:
o Kalsiyum nitrat (Ca(NOs).-4H-0): 945 mg/L
o Potasyum nitrat (KNOs): 606 mg/L
o Magnezyum siilfat (MgSOa.-7H20): 493 mg/L

o Monopotasyum fosfat (KH2PO4): 136 mg/L
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Mikro Besinler:
o Borik asit (Hs:BOs): 2.86 mg/L
o Mangan siilfat (MnSO.-H20): 2.13 mg/L
o Cinko siilfat (ZnSO4-7H-0): 0.22 mg/L
o Bakir siilfat (CuSO4-5H20): 0.08 mg/L

o Molibdik asit (H-MoOs): 0.025 mg/L

Demir kaynagi ayrica hazirlanarak makro-mikro besin karisimina taze olarak
eklenmistir. Bunun i¢in 0.5 mg Demir EDTA (Fe-EDTA) 1 L saf suda ¢6ziilmiis ve

1siktan uzak bir yerde saklanmustir.
3.2. Agir Metal ve Elemental Analizler

Bodur Pasa kilic1 (Sansevieria trifasciata Hahnii) bitkisinin yapraklarinda kadmiyum
(Cd) birikimini tayin etmek amaciyla, ICP-OES (indiiktif Eslesmis Plazma-Optik
Emisyon Spektrometresi) cihazi (Perkin EImer Optima 7000 dv) kullanilmustir.

Kontrol ve uygulama gruplarina ait yasli ve geng yapraklar, kokler ve indirgenmis govde
dokular1 80°C'de 2 giin boyunca etiivde kurutulmustur. Kurutulan tiim dokular havanda
mekanik olarak ¢giitiilmiis, por ¢capt 1.5 mm’lik bir elekten gecirilmis ve her bir bitki
parcasindan 0.5 gram numune tartilarak teflon tiiplere yerlestirilmistir. Tiiplere 8§ ml
%65 nitrik asit (HNOs) eklenmis ve numuneler, mikrodalga firn (Cem Mars 5)
icerisinde 160°C'de islem gormiistiir. Sonrasinda, ornekler Whatman filtre kagidi
yardimu ile siiziilerek falkon tiiplere konulmus ve ultra saf su ile 50 ml'ye seyreltilmis,
ICP-OES cihazinda (Perkin Elmer Optima 7000 dv) 6rneklere ait spektrofotometrik
okumalar basta Cd olmak iizere, B, Ca, Cu, Fe, K, Mg, Mn, sodyum (Na) ve Zn

elementleri i¢cinde gerceklestirilmistir.
3.3. Molekiiler Analizler

Genomik DNA izolasyonu, genetik analizlerin dogru ve giivenilir sonuglar vermesi

acisindan biiyilk Onem tasir. Bu hedefe ulasmak icin, calismada CTAB

(Cetyltrimethylammonium bromide) yontemi bitki dokularindan yiiksek kalitede DNA

elde etmek i¢in kullanilmistir (Somma ve Querci, 2004). CTAB yonteminin belirli

degisiklikler iceren modifiye hali Doyle (1990)’a gore uygulanmistir. Izolasyonlarda
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kullanilan tiim ¢ozeltiler otoklavda steril edilmislerdir. DNA izolasyonunda kullanilan
CTAB ekstraksiyon tamponu; 5 gram CTAB, 70 ml 5M NaCl, 10 ml 0.5M EDTA ve
25 ml 1M Tris-HCI (pH:8) karistirilmig ve distile su ile 250 ml'ye tamamlanmustir.
CTAB tamponu, izolasyondan hemen dnce 65°C 1siya getirilmis ve %0.2 (v/v) B-

merkaptoetanol ilave edilmistir.

Bodur pasa kilict yapraklarindan DNA izolasyonu asagidaki adimlar takip edilerek
gerceklestirilmistir.

1. Homojenizasyon: 0.05-1.00 gram yaprak dokusu, Mixer Mill MM 400 Homojenizator
(Retsch GmbH., Diisseldorf, Almanya) ve tokmak ile havanda doviilerek homojenize

edilmistir.

2. Tampon Eklenmesi: Toz haline getirilmis yapraklarin , 2 ml'lik mikrosantrifiij tiipiine
konulmus ve 800 ul CTAB izolasyon tamponu ile 0.002 gram PVP eklendikten sonra

birkag kez tersyiiz edilmek suretiyle tiipiin karismasi saglanmistir.
3. Inkiibasyon: Karisim, 65°C sicaklikta 60-90 dakika boyunca inkiibe edilmistir.

4.Kloroform/Oktanol Eklenmesi: Karisima 800 ul 24:1 oraninda kloroform/oktanol

eklenmis ve birkag kez tersyiiz edilerek karistirilmistir.
5. Santrifiij: Karisim, 13.000g devirde 10 dakika siiresince santrifiijlenmistir.
6. Siipernatant Aktarimi: 600 pl civarinda siipernatant, steril bir tipe transfer edilir.

7. Coktiirme: 300 pl SM NaCl ve 600 pul sogutulmus %96 izopropanol karisima ilave

edilmistir.

8. Bekletme: DNA zincirleri belirgin duruma gelene kadar karisim, -20°C'de

saklanmustir.

9. Santrifiij ve Stipernatant Bosaltma: Karisimin, 10.000g devirde santrifiij edilmesinin

ardindan siipernatant bosaltilmistir.

10. Yikama: Pellete %70 etanol ilave edilmis ve DNA'nin ¢dziinmesi saglanmistir.

11. Santrifiij: 10.000g devirde 3 dakika siiresince santrifiijlenmistir.

12. Tekrar: Gerektiginde 10. ve 11. adimlar tekrarlanmustir.

13. 13.000g devir 3 dakikalik son santrifiijiin akabinde siipernatant bosaltilmistir.

14. Arda kalan DNA pelleti ¢eker ocakta hava ile kurutulmak suretiyle etanolden
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armdirilmistir.

15. Rehidrasyon icin 100 pul TE ya da distile su eklenerek izolasyon prosediirii

sonu¢landirilmstir.

16. OPTIZEN NANO Q Spektrofotometre (Mecasys Corp., Gyeonggi-do, Giiney Kore)
yardimiyla dsDNA 6l¢iim modunda DNA yogunluklarinin 6l¢timii yapilmustir.

17. Konsantrasyon 6l¢iimlerinden akabinde niikleaz icermeyen ultra saf su ilave edilerek

yaklasik 50 ng/ul son konsantrasyon degerleri elde edilmistir.

Molekiiler analizlerin izolasyon ve sonrasina ait laboratuvar agamalart Sekil 3.3.1°de

gosterilmistir.
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Sekil 3.3.1 Molekiiler analizler; homojenizasyon, ekstraksiyon, PZR, agaroz jel
elektroforezi evreleri (Marmara Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimii Bitki

Molekiiler Biyolojisi ve Biyoteknolojisi Laboratuvarti).
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3.5. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) ve Optimizasyonu

Bodur pasa kilict yapraklarindan DNA izolasyonu yapilarak ISSR primerleri ile
isaretlenen bolgelerin  PCR yoOntemi ile c¢ogaltilip agaroz jel -elektroforezinde
yiriitiilmeleri sonucu olusan DNA bant profilleri karsilastirilmistir. Elde edilen sonuglar
mukayese edilerek degisik stres seviyelerine maruz birakilan denekte gbzlemlenen
genotoksik etkilerin sonuglari, ¢alismadan elde edilecek ISSR bant profili degisiklikleri

iizerinden saptanmuistir.

Calismada 20 farkli ISSR primeri kullanilmis olup sonugta bant veren primerlerin
belirlenmesi ile ileriki ¢alismalarda arastirmacilara S. trifasciata bitkisi i¢in referans
olabilecek primer ¢esitlerinin saptanmast ve sonraki donemlerde yapilacak

uygulamalarda kolaylik saglayabilecektir.

Tablo 3.5.1 Calismamizda kullandigimiz ISSR primerlerine ait 5'-3' dizi bilgileri

1 |UBC-808 AGA GAG AGA GAG AGA GC
2 |UBC-810 GAG AGA GAG AGA GAG AT
3 |UBC-811 GAG AGA GAG AGA GAG AAC
4 |UBC-812 GAG AGA GAG AGA GAG AA
5 |UBC-814 CTCTCTCTCTCTCTCTA

6 |UBC-815 CTCTCT CTCTCT CTCTG

7 |UBC-822 TCTCTCTCT CTC TCT CA

8 |UBC-825 ACA CACACACACACACT

9 |UBC-826 ACA CACACACACACACC

10| UBC-827 ACA CAC ACA CAC ACA CG
11|UBC-833 GAG AGA GAG AGA GAG AT
12 | UBC-834 AGA GAG AGA GAG AGA GYT
13| UBC-835 AGA GAG AGA GAG AGA GYC
14| UBC-840 CTCTCTCTCTCTCTCTTT

15| UBC-841 GAG AGA GAG AGA GAG AYC
16 | UBC-842 GAG AGA GAG AGA GAG AYG
17| UBC-868 GAA GAA GAA GAA GAA GAA
18| UBC-872 GAT AGA TAG ATA GAT A

19| UBC-876 GAT AGA TAG ACAGAC A

20| UBC-881 GGG TGG GGT GGG GTG

PZR kosullari; 95C 5dk; (95C 1 dk; 44C 1dk;72C 1 dk)x38 dongii; 72C 1 dk; 72C 7 dk

olarak uygulanmistir. Kullanilan PZR protokolii; Kalip DNA (50 ng/ul) 2 pl, 10X
reaksiyon tamponu 3 pl, 25mM MgCI2 3 pl, 20mM dNTP karigim 0.2 pl, SU/ pl Taq
polimeraz 0.2 pl, 10mM Primer 1.5 pl, ddH20 10.1 pl olacak sekilde 20 pl’de

gerceklestirilmistir.
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3.6. PZR Uriinlerinin Agaroz Jel Elektroforezi ile Goriintiilenmesi

Agaroz jel elektroforezi goriintiilemelerinde kullanilmak tizere, 100 ml TBE (Tris Borik
asit EDTA) ¢ozeltisi hazirlanirken 1.6 gram, 250 ml TBE ¢ozeltisi (Fisher Scientific,
Massachusetts, ABD) i¢in ise 4 gram [%]1.6 (m/v)] oraninda agaroz (peqGOLD
Universal Agarose, VWR International, Darmstadt, Almanya) ilave edilmistir.
Hazirlanan soliisyona, 100 ml i¢in 2 pl veya 250 ml i¢in 5 pl olacak sekilde Etidyum
Bromiir (10 mg/ml, MP Biomedicals, Kaliforniya, ABD) ilave edilmistir. Jelin
hazirlanmasinin ardindan, elektroforez islemi sirasinda Power Supply CS-300V
omniPAC MIDI (Cleaver Scientific Ltd., Warwickshire, Birlesik Krallik) marka gii¢
kaynagi kullanilmistir. PCR sonrasi elde edilen {iriinlerin jelde ilerletilmesi islemi,
elektroforez tanki igerisinde gergeklestirilmis olup, elektroforez sonrasi elde edilen

bantlar analiz edilmek lizere goriintiilenmistir.

Bu ¢alismada kullanilan ISSR primerleri, diger yontemlerde tercih edilen primerlere
kiyasla daha uzun yapida olmalar1 nedeniyle giivenilirliklerini artirir. Ayn1 zamanda, bu
primerlerin tasarimi sirasinda genomik bilgiye ihtiyag duyulmamasi, ISSR yontemini
ozellikle pratik ve erisilebilir kilar. Bu durum, genetik analizlerde kolaylik ve esneklik

saglayarak, ¢aligmanin etkinligini yiikseltir (Bornet ve Branchard, 2001).
3.7 Kadmiyum Stresi Kaynakh Genotoksisitenin Ol¢iimii

Genotoksisite analizinde, uygulama ve kontrol gruplarindan saglanan bitki
orneklerinden izole edilen total DNA, ISSR primerlerinin kullanimiyla PZR cihazinda
amplifiye edilmis; sonrasinda ise agaroz jel elektroforezi yoOntemiyle titizlikle
incelenmistir. Elektroforez isleminin tamamlanmasmin ardindan, jel {zerinde
gorlintiilenen DNA bant profilleri analiz edilerek, genetik degisiklikler ve
polimorfizmler degerlendirilmistir. Bu veriler, genotoksisitenin belirlenmesi ve genetik

etkilerin incelenmesi i¢in temel olusturmustur.

Genotoksisite tayininde Syngene firmasina ait “Gene Tools” programi kullanilmustir.
Agaroz jel goriintiilerine ait Tiff. formatindaki dosyalar programa aktarildiktan sonra
DNA ladder’a gore nisbi bant uzunluklari program tarafindan otomatik olarak

hesaplanmistir. Gel Analyzer programinda bant yogunluklart hesaplanmstir.
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4. BULGULAR ve TARTISMA

Bu tez calismasinda kadmiyum, bodur pasa kilict bitkisinde olusturdugu stres
biyokimyasal ve molekiiler markér diizeyinde arastirilmistir. Biyokimyasal agidan
element analizleri basta kadmiyum, B, Ca, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na ve Zn olmak tiizere
yaslt yaprak, geng yaprak, indirgenmis govde ve kok kisimlarinda karsilastirmali olarak
Tablo 4.1.1, Tablo 4.1.2, Tablo 4.1.3 ve Tablo 4.1.4’de ppm cinsinden gosterilmistir.
Ug biyolojik tekrara ait sonuglardan elde edilen veriler istatistiksel olarak SPSS 20.0°da
hesaplanmistir. Molekiiler analizler 20 adet ISSR markoriiniin bodur pasa kilici
genomunda PZR ile c¢ogaltildigi bolgelerin agaroz jel goriintiilemeleri ile
gergeklestirilmistir. PZR’den elde edilen fragmentlerin polimorfik veya monomorfik
yapilart ve fragment yogunluklar1 genotoksisitenin arastirilmasinda kullanilmistir.
Calismamizda kullandigimiz ISSR primerleri farkli bitki gruplarinda genotipler arasi
genetik varyasyonlarin belirlenmesinde test edilmislerdir (Noor ve ark., 2022;
Anastasiadi ve ark., 2024; Michelle ve ark., 2025; Chirinos-Arias ve Spampinato, 2025).

4.1. Agir Metal (Cd) ve Mineral Element Degerleri

Kadmiyum birikiminin bitkilerde genellikle kdk ve yaprak dokularinda arastirildigi
caligmalar bulunmaktadir (Xu ve ark., 2017; Wang ve ark., 2022; Ozturk ve ark., 2023).
Astolfi ve ark., (2014) arpa bitkisinin fidelerinde 20 uM kadmiyumun demir EDTA’l1
ve demir EDTA’s1z ortamlardaki etkisinin demir alim mekanizmasindan bagimsiz
olarak demir eksikligine benzer cevaplar tetikledigini gostermislerdir. Calismamizda
200 uM Cd uygulamasi sonrast bodur pasa kilict bitkisinin yash yapraklari, geng
yapraklari, indirgenmis yapraklar1 ve kok dokusunda demir konsantrasyonunu %25
oraninda dislirdigii gozlenmistir. Bu durum Arabidopsis bitkisine ait demir
mutantlarinda disaridan verilen demirin kadmiyum alimmi koklerde azaltarak
kadmiyumla demir arasinda antogonistik bir iliskinin olmasi ile agiklanabilir. Xu ve
ark., (2017) kadmiyumun bitkilerde demir alimmin yani sira ¢inko alimini da
siirlandirdigini gostermislerdir. Bodur pasa kilicina ait yaprak indirgenmis gévde ve
koklerde demirin yan1 sira kadmiyum stresine maruz kalan dokular i¢inde demir en fazla
yasl yapraklarda diislis gostermis olup, bunun yani sira ¢inko degerleri i¢inde ayni

azaliglar ortaya ¢ikmustir.
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Tablo 4.1.1 Farkh konsantrasyonlarda (0-50-100-200 uM) CdCl; igeren Hoagland
¢ozeltisinde yetistirilen Sansevieria trifasciata Hahnii bitkisinin vejetatif klonlarinin

yasli yapraklarinda gézlemlenen Kadmiyum ve Mineral Element degerleri (ppm).

Yash Yaprak (D1s Yaprak)

Gruplar Cd B Ca Cu Fe K Mg Mn Na Zn

Kontrol 0,668 | 7,168 | 3471,180 | 76,650 | 195,991 | 1994331 | 761,509 | 106,254 | 647,949 | 49,878

std sapma £ 0,017 | 0,192 87,381 1,935 4,933 50,212 19,174 2,670 16,306 1,254

50 pnM CdClz | 10,823 | 6,712 | 3241980 | 71,625 | 183,076 | 1862,643 | 711,246 | 99,277 | 605,194 | 46,608

std sapma + 0,283 | 0,169 81,603 1,797 4,612 46,886 17,903 2,493 15,243 1,164

100 pM CdCl2 | 19,871 | 6,291 | 3027,928 | 66,940 | 171,015 | 1739,680 | 664,300 | 92,751 | 565,256 | 43,577

std sapma + 0,501 | 0,158 76,235 1,674 4,316 43,796 16,726 2,335 14,219 1,089

200 pM CdCl2 | 34,041 | 5,413 | 2590,236 | 57,295 | 146,310 | 1488,216 | 568,313 | 79,370 | 483,581 | 37,312

std sapma + 0,861 | 0,142 65,207 1,447 3,682 37,466 14,303 1,995 12,172 0,932

Yasli yapraklarda 50 uM CdClz uygulamasi sonucu kadmiyum birikimi kontrole gore
yaklagik 15 kat, 100 uM CdClz uygulamasi sonucu 30 kat, 200 uM CdCl, uygulamasi
sonucu kontrole gore 50 kat artis gostermistir. Diger tiim elementlerinde CdCl»

konsantrasyonu arttik¢a yash yaprak dokusunda azalig gosterdigi gézlenmistir.
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Tablo 4.1.2 Farkli konsantrasyonlarda (0-50-100-200 uM) CdCl; igeren Hoagland

¢ozeltisinde yetistirilen Sansevieria trifasciata Hahnii bitkisinin vejetatif klonlarinin

geng yapraklarinda gézlemlenen Kadmiyum ve Mineral Element degerleri (ppm).

Geng¢ Yaprak dc Yaprak)

Gruplar Cd B Ca Cu Fe K Mg Mn Na Zn
Kontrol 0,593 | 6,152 | 3171,975 | 63,122 | 172,278 | 1777,076 | 715,464 | 95,701 | 613,680 | 42,000
std sapma + 0,024 | 0,149 79,853 1,589 4,337 44,729 18,019 2,409 15,443 1,057
50 pM CdClz 7,216 | 5,774 | 2962,532 | 58,982 | 160,928 | 1659,759 | 668,247 | 89,409 | 573,192 | 39,253
std sapma + 0,192 | 0,150 74,584 1,485 4,053 41,775 16,820 2,251 14,424 0,976
100 pM CdCl2 | 16,398 | 5,426 | 2766,928 | 55,116 | 150,331 | 1550,190 | 624,157 | 83,524 | 535,384 | 36,710
std sapma =+ 0,421 | 0,143 69,653 1,389 3,784 39,032 15,710 2,097 13,473 0,923
200 pM CdCl2 | 25,950 | 4,666 | 2366,977 | 47,171 | 128,632 | 1326,113 | 533,962 | 71,476 | 458,010 | 31,442
std sapma + 0,646 | 0,114 59,580 1,186 3,243 33,377 13,442 1,803 11,535 0,800

Geng yapraklarda 50 uM CdClz uygulamasi sonucu kadmiyum birikimi kontrole goére
yaklasik 10 kat, 100 uM CdClz uygulamasi sonucu 25 kat, 200 uM CdCl. uygulamasi

sonucu kontrole gore yaklasik 40 kat artis gostermistir.

Tablo 4.1.3 Farkhh konsantrasyonlarda (0-50-100-200 uM) CdCl. igeren Hoagland

¢ozeltisinde yetistirilen Sansevieria trifasciata Hahnii bitkisinin vejetatif klonlarinin

indirgenmis govdelerinde gozlemlenen Kadmiyum ve Mineral Element degerleri (ppm).

Indirgenmis Govde

Gruplar Cd B Ca Cu Fe K Mg Mn Na Zn
Kontrol 0,955 | 4,484 | 2765,316 | 96,752 | 155,970 | 1331,991 | 428,730 | 51,511 | 430,522 | 28,277
std sapma + 0,020 | 0,118 69,619 2,435 3,931 33,524 10,799 1,307 10,838 0,715
50 pM CdCl. | 18,558 | 4,216 | 2582,744 | 90,393 | 145,694 | 1244,074 | 400,443 | 48,128 | 402,138 | 26,444
std sapma + 0,477 | 0,107 65,023 2,274 3,671 31,316 10,086 1,217 10,125 0,662
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100 pM CdCl2 | 25,796 | 3,974 | 2412227 | 84,462 | 136,108 | 1161,959 | 374,013 | 44,990 | 375,618 | 24,726
std sapma + 0,640 | 0,091 60,722 2,129 3,425 29,255 9,421 1,136 9,455 0,630
200 uM CdCl2 | 45,590 | 3,427 | 2063,550 | 72,290 | 116,459 994,023 319,980 | 38,528 | 321,361 | 21,182
std sapma + 1,136 | 0,089 51,953 1,818 2,932 25,023 8,060 0,969 8,100 0,533

Indirgenmis gévdede 50 uM CdCl, uygulamast sonucu kadmiyum birikimi kontrole
gore yaklasik 20 kat, 100 uM CdCl; uygulamasi sonucu 25 kat, 200 uM CdCl;

uygulamasi sonucu kontrole gore yaklasik 48 kat artis gostermistir.

Tablo 4.1.4 Farkh konsantrasyonlarda (0-50-100-200 uM) CdCl: igeren Hoagland

¢ozeltilerine maruz birakilan Sansevieria trifasciata Hahnii bitkisinin vejetatif

klonlarinin koklerinde gozlemlenen Kadmiyum ve Mineral Element degerleri (ppm).

Kok

Gruplar Cd B Ca Cu Fe K Mg Mn Na Zn
Kontrol 1,226 15,307 | 3854,699 | 110,321 | 224,453 | 2351,631 | 968,416 | 142,702 | 858,405 | 62,703
std sapma + 0,016 0,386 57,248 2,786 8,038 59,205 10,843 3,581 21,606 1,586
50 pM CdCl2 | 37,898 | 14,337 | 3625,079 | 103,052 | 203,442 | 2196,360 | 907,604 | 133,316 | 801,773 | 58,593
std sapma =+ 0,945 0,365 91,255 2,604 5,126 55,298 22,857 3,352 20,182 1,463
100 pM CdClz | 144,374 | 13,407 | 3385,717 96,253 190,020 | 2051,353 | 847,683 | 124,545 | 748,874 | 54,760
std sapma =+ 3,641 0,334 85,222 2,425 4,784 51,641 21,346 3,142 18,859 1,386
200 pM CdCl2 | 211,133 | 11,508 | 2896,329 | 82,377 | 162,569 | 1754,856 | 725,150 | 106,573 | 640,658 | 46,857
std sapma + 5,308 0,297 72,907 2,071 4,094 44,179 18,249 2,671 16,123 1,178

Geng yapraklarda kadmiyum disindaki elementlerde birikim yerine azalma gdzlenmis
olup, kontrol gruplarina gore dortte bir oraninda diisiisler gozlenmistir. Diger elementler
icerisinde indirgenmis gévde i¢in potasyum birikimi yaklasik %30 ile en fazla azalis
gosteren element olmustur. Potasyumun disindaki elementlerdeki azalis %25 (dortte bir)

seviyesinde kalmigtir. Kok dokusunda kadmiyum tiim stres uygulamalarinda belirgin
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bir sekilde artis egiliminde iken, kalsiyum elementi yaklasik %30 bir azalis gostermis,
geri kalan elemenler % 25 (dortte bir) oraninda azalis gostermislerdir. En belirgin
birikimin kadmiyumda olmasi stres kosullarindaki bitkinin koklerinden baslayarak
cesitli proton pompalarina ait genlerin aktivasyonlari, hiicre i¢i elementlerin
metabolizmada gerekli bitki besleme faaliyetlerinden kaynakli olarak gerekli olmasina
ragmen kadmiyumun alimi ile yaris halinde alimlari, degisen su alimina ilave olarak
hiicre i¢i turgorun degismesi ve kadmiyum disindaki mikro makro element alimlarini
etkilenmesi sayilabilir (Haider ve ark., 2021; Usman ve ark., 2022). Bu durum farkli
bitki gruplarinda azalan fotosentez, bitkinin yesil aksaminda stres uygulanmis gruplarda
kontrole gore azalma, ¢imlenmenin gecikmesi veya olmamasi, bitki boyunun kisaligi,
cesitli ROS aktivitelerinde degisimlere baglanmistir (Nazar ve ark., 2012; Li ve ark.,
2013; Lata ve ark., 2019).

4.2. ISSR Analizleri ve Genotoksisite Ol¢iimleri

ISSR teknigi kullanilarak Bodur pasa kilict bitkisinin Cd stresine maruz birakilmasi
sonrast meydana gelebilecek genotoksik etkiler PZR {iriinlerinin agaroz jellerdeki
gorlintiilemeleri degisen bant yogunluklarinin karsilastirilmast ile analiz edilmistir.
Kontrol grubunda gézlemlenen DNA bant profilleri uygulama grubu &rneklerinde
saptanamamis, bazi durumlarda ise kontrol Orneklerinin  DNA bant profili
gbzlemlenmeyen bolgelerinde uygulama grubu 6rneklerde yeni bant profilleri ortaya
ciktigr gozlemlenmistir. Bunun yani sira hem kontrol grubunda hem de deney
gruplarinda ortak olan bantlara ait bant yogunluklarinda artis ya da azalislar
gergeklestigi gézlemlenmistir. Bu tez ¢alismasinda 20 ISSR primeri test edilmis olup,
Bodur pasa kilicinda en anlamli sonuglar1 veren 5 ISSR primeri (UBC808, UBC826,
UBC827, UBC841 ve UBC868) saptanmustir. Orneklerde bu 5 primerin kullanilmast ile
yapilan PZR islemleri sonucu ¢ogaltilan DNA bolgelerinin jel goriintiileri Sekil 4.2.1,
Sekil 4.2.2, Sekil 4.2.3, Sekil 4.2.4 ve Sekil 4.2.5°da, DNA bant profillerinin analizi
sonras1 ortaya ¢ikan sonuglar ise Tablo 4.2.1 - Tablo 4.2.10 arasindaki tablolarda
sunulmustur. Toplamda alt1 adet UBC primerinden sayilari en az 6, en ¢ok 10 bant elde
edilmistir. Cogaltilan fragmentlerin biiyiikliikleri 179 bg ile 1116 bg arasinda degisiklik

gostermistir.

ISSR primerlerinin yardimiyla gerceklesen molekiiler degerlendirme calismalari

sayesinde deneysel islemlerin canlinin morfo-fizyolojisi lizerindeki etkisini ortaya
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koymaktadir (EI-Mahdy ve ark., 2021). Molekiiler markorler kullanilarak bitkilerde
farkli agirmetallerin genotoksik etkileri ISSR’lar kullanilarak arastirilmistir. Buna 6rnek
olarak Akdeniz tipi beslenmede siklikla kullanilan atom salata olarak bilinen Eurica
sativa bitkisinde 20 ISSR markérii ile genotoksisite analizleri yapilmistir. Elde edilen
bulgulara gore, 4 ISSR’1n herhangi bir PZR {iriinii olusturmadigi, 3 markoriin tek bant
olarak ¢ogaltim iirlinii meydana getirdigi, 13 ISSR’1n ise primer basina ortalama 4 bant
olacak sekilde sayilar1 6’ya ¢ikan bant desenleri sergiledigi tespit edilmistir (Al-
Qurainy, 2010). Diger bir ¢alismada, bir ¢esit su kabagi bitkisi olan Pistia stratiotes 'de
kursun kirliliginin olusturdugu genotoksik etkiler DNA diizeyinde ISSR markorleri
kullanilarak analiz edilmistir (Neeratanaphan, 2014). Su kabag: bitkisinde kullanilan 10
adet ISSR markdriinden toplamda 577 adet bant edilmis bu bantlarin agaroz jellerdeki
yogunluklarin analizi sonucunda genotoksisite agisindan kullanilabilir parametre
olusturma potansiyelleri oldugu tespiti yapilmistir. Bu tez ¢alismasinda Bodur pasa
kilic1 bitkisinde kullanilan 5 ISSR primerine ait bantlar tespit edilmis olup monomorfik
yap1 gosteren agaroz jeller incelendiginde fragment yogunluklarinin kadmiyum stresi

artisina bagl olarak kontrol grubuna gore artis gosterdigi saptanmistir.

UBC 808
Ladder Kontrol 50 uM 100 uM 200 pM

Sekil 4.2.1 Bodur pasa kilici bitkisinde UBC 808 primeri ile g¢ogaltilan DNA
bolgelerinin  agaroz jel goriintiisii. (a) bant yogunlugundaki artisi, (b) bant
yogunlugundaki azalisi.
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Tablo 4.2.1 Bodur pasa kilic1 bitkisinin kontrol ve uygulama gruplarinda UBC 808

primeri kullanilarak elde edilen bantlarin biiyiikliikleri ve yogunluklari.

Primer Adi| Bant Biiyiikliigii (bg) | Kontrol |50 uM Cd|100 uM Cd|200 uM Cd
880 11,435| 12,192 11,962 17,547
779 11,611 12 11,845 16,471
650 11,877 | 16,372 15,897 18,483
573 42,708 | 33,498 33,146 37,31
UBC 808 498 11,2 | 11,312 11,296 14,181
425 11,739 11,85 12,064 14,218
237 11,147 | 11,248 11,296 11,115
179 11,157 | 11,189 11,243 11,307

Tablo 4.2.1 degerlendirildiginde 365 bg¢ bant disindaki tiim alleller agisindan
monomorfik bant profili olusmustur. UBC 808 primeri g¢alismamizda 9 locus
cogaltirken, dos Santos Aratjo ve ark., (2016) Mimosa bitkisinde 5 locus, musir
bitkisinde Erum ve ark., (2022) herhangi bir allelik locus ¢ogalmadigini rapor
etmislerdir. Mukherejee ve ark., (2013) Allium bitkisinde boyutlar1 313-892 bg arasinda
degisen toplam 32 adet locus tespit ederken, Naveen ve ark., (2020) 20 farkli ¢eltik
genotipinde UBC 808 pirmeri ile sayilar1 2-8 arasinda polimorfik yapida bant profili
gozlemlemislerdir. Bu sonuglara gére UBC 808 primer genetik cesitlilik caligmalarinda

farkl1 bitki tiirlerinde etkili bir sekilde kullanilan bir ISSR primeridir.

Bizim ¢aligmamizda da kadmiyum stresine bagh olarak bodur pasa kilic1 bitkisinde 8
monomorfik yapida bant profili elde edilmistir. Kadmiyum stresinin artan
konsantrasyonlarina bagl olarak herhangi bir belirgin fark elde edilmemistir. Kontrol
grubu bitkileri 200 uM CdCl; arasinda fragment profili degiskenlik gostermemistir.
Dolayisi ile bodur pasa kilici genomunda strese 6zgii bir ISSR bolgesinin varligindan
soz edilemez. Bu durumun sebeplerinden biri olarak kadmiyum stresinin bodur pasa
kilict genomunda artan konsantrasyonlarda epigenetik degisimlere sebep olmasi
gosterilebilir. Yapilan arastirmalar epigenetik degisimlerin bitkilerde farkli bant

profillerinin ortaya ¢ikabilecegini gostermistir (Alfalahi ve ark., 2022).
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Tablo 4.2.2 Bodur pasa kilic1 bitkisinde, UBC 808 primerine ait bant yogunluklarinin

artis ve azalis ylizdeleri.

Primer Adi| Bant Biiyiikliigii (bg) |50 pM Cd|100 uM Cd|200 uM Cd

880 6,62% 4,61% 53,45%
779 3,35% 2,02% 41,86%
650 37,85% | 33,85% 55,62%
573 -2157% | -22,39% | -12,64%

UBC 808 498 1,00% 0,86% 26,62%
425 0,95% 2,77% 21,12%
237 0,91% 1,34% -0,29%
179 0,29% 0,77% 1,34%

Bodur pasa kilic1 bitkisinde UBC 808 primerine ait PZR sonrasi gézlemlenen bantlar
tim gruplarda benzer sonuglar sergilemistir. Kontrol grubunun bant yogunluklar1 ile
uygulama gruplarinin bant yogunluklar1 karsilastirildiginda, en yiiksek artis %55,62 ile
200 uM Cd uygulanan kontrol grubunun 650 bg’lik bolgesinde gdzlemlenmis olup, en
yiiksek azalma ise %-22,39 ile 100 uM Cd uygulanan kontrol grubunun 573 bg¢’lik
bolgesinde gozlemlenmistir (Tablo 4.2.2).

UBC 826

Ladder Kontrol 50 uM 100 uM

Sekil 4.2.2 Bodur pasa kilici bitkisinde UBC 826 primeri ile g¢ogaltilan DNA
bolgelerinin agaroz jel gorlintiisii. (a) bant yogunlugundaki artig;, (b) bant
yogunlugundaki azalisi.
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UBC 826 primeri ile gerceklestirilen PZR sonucunda elde edilen tiim bantlar
monomorfik bir bant deseni gostermislerdir. Ayn1 primer tibbi orkide olarak bilinen
Dendrobium officinale bitkisine ait genotiplerde %100 polimorfik bantlarin elde

edilmesini saglamistir (Yang ve ark., 2023).

Tablo 4.2.3 Bodur pasa kilic1 bitkisinin kontrol ve uygulama gruplarinda UBC 826

primeri kullanilarak elde edilen bantlarin biiyiikliikleri ve yogunluklari.

Primer Adi| Bant Biiyiikliigii (bg) | Kontrol | 50 uM Cd| 100 uM Cd|200 uM Cd
961 25,036 | 32,177 50,19 53,841
904 17,769 | 17,815 18,23 18,967
801 18,126 | 17,435 30,058 39,202
UBC 826 745 21,477 | 29,171 67,258 91,064
628 22,468 | 25,796 42,462 42,45
566 17,78 | 18,633 21,282 22,215

Tablo 4.2.4 Bodur pasa kilict bitkisinde, UBC 826 primerine ait bant yogunluklarinin

artig ve azalis yiizdeleri.

Primer Adi| Bant Biiyiikliigii (bg) |50 uM Cd| 100 uM Cd|200 uM Cd
961 28,52% | 100,47% | 115,05%
904 0,26% 2,59% 6,74%
801 -3,81% 65,83% | 116,27%
UBC 826 745 35,82% | 213,16% | 324,01%
628 14,81% | 88,99% 88,94%
566 4,80% 19,70% 24,94%

Bodur pasa kilic1 bitkisinde Primer UBC 826 kullanilmasi sonucu ortaya ¢ikan bantlar
arastirildiginda tiim gruplarda benzer sonuglar gézlemlenmektedir. Kontrol grubunun
bant biyiikliklerinin yogunluklart ile uygulama gruplarmin bant biiyiikliklerinin
yogunluklar1 mukayese edildiginde en yiiksek artis oranin1 %324,01 ile 200 uM Cd
uygulanan kontrol grubunun 745 b¢’lik bolgesinde gézlemlenmis olup, en yiiksek
azalma orani ise %-3,81 ile 50 uM Cd uygulanan kontrol grubunun 801 bg’lik
bolgesinde gézlemlenmistir (Tablo 4.2.3 ve Tablo 4.2.4).
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UBC 827

Kontrol 50 uM 100 pM 200 uM

Sekil 4.2.3 Bodur pasa kilici1 bitkisinde UBC 827 primeri ile ¢ogaltilan DNA
bolgelerinin agaroz jel gorintiisii. (a) bant yogunlugundaki artigi, (b) bant

yogunlugundaki azaligi.

Tablo 4.2.5 Bodur pasa kilic1 bitkisinin kontrol ve uygulama gruplarinda UBC 827

primeri kullanilarak elde edilen bantlarin biiyiikliikleri ve yogunluklari.

Primer Adi| Bant Biyiikligi (bg) | Kontrol |50 uM Cd| 100 uM Cd|200 uM Cd
1116 17,154 | 16,985 16,628 16,339
1022 16,703 | 17,206 17,473 17,921
961 18,012 | 17,32 16,553 16,57
841 18,06 | 20,882 23,76 30,482

UBC 827 777 16,466 | 17,839 17,076 18,119
636 17,544 | 19,882 19,882 27,426
524 18,645 | 21,314 25,536 41,513
425 20,587 | 23,289 21,665 30,248

UBC 827 primerine ait bantlar icerisinde 524 bg¢’lik ve 1022 bg¢’lik bantlarin
yogunluklarinda linear bir artisin kadmiyum konsantrasyon artis1 ile benzerlik

gosterdigi tespit edilmistir. Diger bantlar i¢in bdyle bir dogrusallik bulunmamaktadir.
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Tablo 4.2.6 Bodur pasa kilic1 bitkisinde, UBC 827 primerine ait bant yogunluklarinin

artis ve azalis ylizdeleri.

Primer Adi| Bant Biiyiikliigii (b¢) |50 uM Cd|100 uM Cd|200 uM Cd
1116 -0,99% -3,07% -4,75%
1022 3,01% 4,61% 7,29%
961 -3,84% -8,10% -8,01%
841 15,63% | 31,56% 68,78%

UBC 827 777 8,34% 3,70% 10,04%
636 13,33% | 13,33% 56,33%
524 1431% | 36,96% | 122,65%
425 13,12% 5,24% 46,93%

Bodur pasa kilic1 bitkisinde UBC 827 primeri elde edilen bantlar kontrol ve uygulama
gruplarinin bant yogunluklar1 karsilastirildiginda en ytiksek artigin %122,65 ile 200 uM
Cd uygulanan kontrol grubunun 524 b¢’lik bant igin gozlemlenmis olup, en yiiksek
azalma orani ise %-8,10 ile 100 uM Cd uygulanan kontrol grubunun 961 bg¢’lik bantta
gozlemlenmistir (Tablo 4.2.5 ve Tablo 4.2.6).

UBC 841
Kontrol 100 M 200 uM

0 oo OO 0 TO

b a
a a
d b
a a
a a
- a
a a
a a
a a

T
o
o

Sekil 4.2.4 Bodur pasa kilici bitkisinde UBC 841 primeri ile ¢ogaltilan DNA
bolgelerinin agaroz jel gorlintiisii. (a) bant yogunlugundaki artig;, (b) bant
yogunlugundaki azalisi, (d) bant kaybi.
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Tablo 4.2.7 Bodur pasa kilic1 bitkisinin kontrol ve uygulama gruplarinda UBC 841

primeri kullanilarak elde edilen bantlarin biiyiikliikleri ve yogunluklari.

Primer Adi| Bant Biiyiikliigii (bg) | Kontrol | 50 uM Cd | 100 uM Cd | 200 uM Cd
719 26,242 | 24,904 31,34 31,831
641 26,533 | 29,548 44,749 45,891
596 16,799 X 16,764 16,137
502 26,824 | 29,536 37,893 34,045
437 30,235 | 41,525 40,605 40,803
UBC 841 419 24,846 | 30,083 35,6 33,732
378 24,915 | 29,047 32,954 31,212
357 25,206 | 25,253 27,997 24,429
328 25,323 | 25,441 27,614 26,603
274 24,717 | 23,671 24,962 23,601

UBC 841 primeri diger ISSR primerleri arasinda en fazla lokusun ¢ogaltildig: primer
olurken, bant yogunluk 6l¢iimlerine gore 719 bg’lik fragmentin yogunlugunun 50, 100

ve 200 uM Cd uygulamasinda kademeli olarak artis gosterdigi saptanmistir.

Tablo 4.2.8 Bodur pasa kilic1 bitkisinde, UBC 841 primerine ait bant yogunluklarinin

artis ve azalis yiizdeleri.

Primer Adi| Bant Biiyiikliigii (bg) | 50 uM Cd | 100 uM Cd | 200 uM Cd
719 -5,10% 19,43% 21,30%
641 11,36% 68,65% 72,96%
596 Bant kayb1| -0,21% -3,94%
502 10,11% 41,27% 26,92%
437 37,34% 34,30% 34,95%
UBC 841 419 21,08% 43,28% 35,76%
378 16,58% 32,27% 25,27%
357 0,19% 11,07% -3,08%
328 0,47% 9,05% 5,05%
274 -4,23% 0,99% -4,52%

Bodur pasa kilici bitkisinde Primer UBC 841 kullanilmasi sonucu ortaya ¢ikan bantlar
arastirildiginda tiim gruplarda benzer sonuglar gozlemlenmektedir. Kontrol grubunda
(596 be) gozlemlenen bant yapisinin 100 ve 200 uM kadmiyum uygulanmis gruplarda
goriilmesine karsin, 50 pM CdClz uygulanmis grupta (596 bg) bolgesinde bant yapisinin
gelismedigi tespit edilmistir. Kontrol grubunun bant biiyiikliiklerinin yogunluklar ile
deney gruplarinin bant biiyiikliiklerinin yogunluklar1t mukayese edildiginde en ytiksek
artig oranin1 %72,96 ile 200 uM Cd uygulanan kontrol grubunun 641 bg’lik bolgesinde
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gozlemlenmis olup, en yiiksek azalma orani ise %-5,10 ile 50 uM Cd uygulanan kontrol
grubunun 719 b¢’lik bolgesinde gozlemlenmistir (Tablo 4.2.7 Tablo 4.2.8).

UBC 868

Kontrol

Sekil 4.2.5 Bodur pasa kilici bitkisinde UBC 868 primeri ile ¢ogaltilan DNA
bolgelerinin agaroz jel goriintiisii. (a) bant yogunlugundaki artigi, (b) bant

yogunlugundaki azaligi.

Tablo 4.2.9 Bodur pasa kilici bitkisinin kontrol ve deney gruplarinda ISSR (UBC 868)

primeri kullanilarak elde edilen bantlarin biiytikliikleri ve yogunluklari.

Primer Adi| Bant Biyiikliigi (bg) | Kontrol | 50 uM Cd | 100 uM Cd | 200 uM Cd
731 29,646 | 31,106 36,618 42,049
648 25,014 | 25,979 34,205 25,211
439 15,784 | 16,07 16,88 16,259

UBC 868 358 15197 | 15,121 15,111 15,455
300 17,464 | 19,091 16,451 16,882
254 15,097 | 15,808 15,111 15,207
205 15,211 | 15,125 12,292 12,285
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Tablo 4.2.10 Bodur pasa kilic1 bitkisinde, ISSR (UBC 868) primeri kullanilmasi sonrasi
kontrol grubunda goézlemlenen bant profilleri ile deney grubunda gézlemlenen bant

profillerinin yogunluklarindaki artis ve azalig ylizdeleri.

Primer Adi| Bant Biiyiikliigii (bg) | 50 uM Cd | 100 uM Cd | 200 uM Cd

731 4,92% 23,52% 41,84%
648 3,86% 36,74% 0,79%
439 1,81% 6,94% 3,01%

UBC 868 358 -0,50% -0,57% 1,70%
300 9,32% -5,80% -3,33%
254 4,71% 0,09% 0,73%
205 -0,57% -19,19% -19,24%

Bodur pasa kilict bitkisinde Primer UBC 868 kullanilmasi sonucu ortaya ¢ikan bantlar
arastirildiginda tiim deney gruplarinda benzer sonuglar gézlemlenmektedir. Kontrol
grubunun bant biiyiikliiklerinin yogunluklar1 ile deney gruplarinin bant biiytikliiklerinin
yogunluklart mukayese edildiginde en yiiksek artig oranini %41,84 ile 200 uM Cd
uygulanan kontrol grubunun 731 bg’lik bolgesinde gozlemlenmis olup, en yiiksek
azalma orani ise %-19,24 ile 200 uM Cd uygulanan kontrol grubunun 205 bg’lik
bolgesinde gozlemlenmistir (Tablo 4.2.9 ve Tablo 4.2.10).
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5.SONUC

Cevresel toksisite tiim canlilar i¢in hayatta kalmay1 ¢cogu zaman zorlastirict bir etkendir. Bu
yonii ile bazi bitki gruplarmin bu tip toksik dis cevrede canliliklarini siirdiirdiikleri
gozlemlenmektedir. Ozellikle abiyotik stres kosulu olarak kabul edilen agir metallerin
bulundugu ortamlar “hiperakiimiilatér” olarak adlandirilan bazi bitki gruplarinin yasam
ortamlar1 haline gelmistir. Bu bitkiler 6zel biyolojik sistemlere sahip olmalar1 sebebi ile agir
metallerin etkilerine karsi hiicresel anlamda dayaniklilik gelistirmislerdir. Su ve toprak
acisindan disiiniildiigiinde giinlimiizde en fazla agir metal kirliliine sebep olan
elementlerden biri kadmiyumdur. Bitkilerde kadmiyum, kadmiyum nitrat, kadmiyum siilfat
veya CdCl> seklinde toksisite gostermektedir. Kadmiyumun pM seviyelerden mM
seviyelere kadar bitkide sebep oldugu toksisite tohum ¢imlenmesinden, bitkinin gelisimine,
fotosentezden, bitki bilylime ve gelisimi i¢in gerekli mineral alimina kadar pek ¢ok siireci
olumsuz yonde etkiledigi yapilan ¢alismalar sonucunda degisik bitki gruplarinda

arastirilmistir.

Bazi bitki tiirleri agir metalleri yiiksek seviyelerde biriktirebilme ve detoksifiye edebilme
ozelligine sahiptir. Kiiresel Hiperakiimiilator veritabanlarinda (Global Hyperaccumulator
Database) 759 adet kayith bitki bulunmaktadir. Bu bitkilerin bir kisminin birden fazla agir
metal biriktirebildikleri gosterilmistir. Bu veri tabaninda bir bitkinin kadmiyum hiper
akiimiilatorii olarak yer alabilmesi i¢in her 1 kg kuru agirlik basina 100 mg kadmiyum
depolamis olmasi gerekmektedir (Reeves ve ark., 2018). Giiniimiizde kadmiyum biriktiren
16 farkli bitki familyas1 bulunmaktadir. Bunlarin i¢inde Brassicaceae familyasi en fazla
bitki ile temsil edilirken, Asteraceae Noccaea caerulescens, Thlaspi praecox, Sedum
alfredii, Prosopis laevigata and Viola baoshanensis bitkileri gévdelerinde yaklasik kg
basina kuru agirliklarinda 2 g Cd biriktirebilmektedirler (Peng ve ark., 2021).

Kadmiyumun agir metal grubu bir element olmasi sebebi ile caligmalar bugday, arpa, misir
gibi bitkilerden bu elementi daha kolay metabolize eden bitki gruplarina dogru kaymustir.
Kadmiyum birikimi hiicrede vakuoller olmak iizere farkli elemental formlara ¢evrilerek
dokularda biriktirilmesi veya hiicreden digsar1 atilmasi veya farkli bitki kisimlarinda
biriktirilmesi ile adaptasyon mekanizmasina sahip akiimiilator bitki gruplari aragtirmalarin

merkezine oturmustur (Haider ve ark., 2021; Ozyigit ve ark., 2021a). Bu tez ¢alismasinda
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kullandigimiz bodur pasa kilic1 bitkisi de bu akiimiilator bitkilerden biri olma potansiyeli
tasimaktadir. Bu 6zelliginden dolay1 artan kadmiyum konsantrasyonlarinda bodur pasa
kilic1 bitkisinde ne kadar kadmiyum biriktirilebildiginin analiz edilmesi, ileride topraklarin
veya sularin remediasyonu calismalarinda kullanilabilir bir aday olma durumunun

arastirilmasi agisindan 6nem tagimaktadir.

Calismamizda biyokimyasal yontem olarak agir metal tespiti ICP-OES cihaz1 ile
spektrofotometrik olarak dort farkli dokudan alinan 6rnekler iizerinden elde edilen element
analizleri ile gerceklestirilmistir. Ozellikle bitkinin toprak alt1 organ1 olan kék dokusundan
elde edilen veriler 200 uM konsantrasyondaki CdCl» stresinin bitkide en fazla birikime
sebep oldugunu gostermistir. Kontrol grubuna gére uygulama gruplarindaki koéklerde 50,
100 ve 200 uM CdCl; stresi altinda sirasi ile yaklasik 30 kat, 120 kat ve 175 kat artis tespit
edilmistir. Bu degerler bitkinin gen¢ ve yash yapraklari ile indirgenmis gdvdesinde
gerceklesen kadmiyum birikiminden ¢ok daha fazla bir birikimin koklerde oldugunu
gostermistir. Bu durum koklere alinacak suyun ve diger besin elementlerin etkisi ile
degiskenlik gostermektedir. Bitki kokleri kadmiyumu topraktan hiicre i¢ine ya dogrudan ya
da bitkiye ait hiicre duvarlarinda bulunan 6zel kanallar veya reseptorler vasitasi ile
alabilmektedir. Her iki durumda kadmiyum bitki tarafindan alindiginda metabolize edilmesi
halinde bitkiye toksik olmaktan uzaklasir ve hiicre i¢inde farkli formlarda depolanabildigi

stirece bitkiye toksik 6zellik gostermez (Ma ve ark., 2021).

Sansevieria trifasciata bitkisinde kok dokusunun yapraklara gore daha fazla kadmiyum
biriktirme egiliminde oldugu kanitlanmistir. Caligmamizda 50 pM CdCl; iin iki katina
cikarildiginda koklerdeki kadmiyum birikiminin 4 kat daha arttigi ve 100 uM kadmiyum
uygulamasi sonucu kontrole gore 120 katlik bir artisin meydana geldigi goriilmistiir. 100
uM esik degerinden sonra kadmiyum birikimi koklerde azalarak artmis ve 200 uM CdCl»
uygulamasi sonrasi kontrole gore koklerde kadmiyum birikimi 175 kat artis sergilemistir.
Ayni kosullar altinda gen¢ ve yash yapraklar agisindan 200 pM kadmiyum uygulamasi
sonrast yaprak dokusundaki kadmiyum artiginin azalarak arttig1 tespit edilmistir. Bu yoni
ile bodur pasa kilici bitkisi hem toprak hem de sudaki kadmiyumun temizlenmesinde g¢ift

yonlii olarak kullanilabilme potansiyeli tagimaktadir.

Bu tez ¢alismasinin molekiiler markorler kisminda Sansevieria trifasciata bitkisine ait

yapraklarda ISSR bolgelerine ait 20 adet primer kullanilmis ve 5 tanesinden toplamda her
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bir grup i¢in ortalama 39 adet bant elde edilmistir. Polimorfizm orani ¢ok diisiik olmasina
ragmen monomorfik yapida elde edilen bantlar arasinda agaroz jellerde farkli yogunluklarin
ortaya c¢ikmast kadmiyum dozuna bagli bir farklilasmanin gerceklesmis oldugunu
gostermistir. Agir metallerin DNA’da meydana getirecegi kalici veya gecici degisimler
primerlerin ¢ogaltim gdsterdigi bolgelerin sayisinda bir degisim meydana getirmis olabilir.
Tekrar sayilarindaki bu artis ve azalislar kontrol gruplar ile ayn1 bant profili vermis olan
primerlere ait cogaltilmis bolgelerdeki fiziksel degisimler sonucu gergeklesmis olabilir. Bu
durum DNA’da agir metallere bagli farklilasma egiliminde olan bolgeler i¢cin ISSR
primelerinin ayirt edici olduklarinin da bir gostergesidir. Agir metallerin bitki genomunda
toksisiteye sebep olmasi ISSR markorleri i¢in farkli bitkilerde gdsterilmis olup, bodur pasa
kilicina ait literatiirde simdiye kadar herhangi bir veri bulunamamistir. Bu yonii ile elde
edilen molekiiler veriler ileriki ¢alismalar i¢in uygulanabilir referans veri olusturmasi

ac¢isindan onemlidir.

Sonu¢ olarak agir metal stresinin bitkilerde meydana getirdigi etkilerin ¢ok yonlii
yaklagimlar ile arastirilmasi ve yeni bitki tiirlerinde elde edilecek bulgular biyokimyasal,
molekiiler ve fizyolojik acidan dayanikl tiirlerin seleksiyon ¢aligmalarina 1s1k tutacaktir. Bu
tez caligmasinda, bodur pasa kilic1 bitkisinde gerceklestirilmis olan biyokimyasal analizler
ve ISSR taramalar1 bu bitkiye ait farkli yaklasimlarin gelistirilebilmesi ve kadmiyum

stresinin biyokimyasal ve molekiiler temellerinin arastirilmasi agisindan 6nem tagimaktadir.
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