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Shapour GHABELNEZAM

Ankara Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisu
Biyoloji Anabilim Dali
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Bitkilerin gelisip biiylimelerini etkileyen birgok stres faktorii bulunmaktadir. Agir metal
kirliligi bu faktorlerden biridir. Giintimiizde agir metal kirliligi 6nemli ¢evresel
problemlerden birisidir. Yiikesek konsantrasyonlardaki bazi agir metaller bitkileri ve
bitkilerle beslenen insan ve hayvanlari olumsuz yonde etkileyebilmektedirler. Hatta bu
agir metallerin bir kismi diigiik konsantrasyonda bile hiicre ve dokularda toksik
hasarlara neden olabilirler.

Bu ¢alismada, ¢inko (Zn) konsantrasyonuna maruz kalan patlican (Solanum melongena
L.) tohumlarinda ¢imlenme asamasinda meydana gelen etkilerin molekiiler diizeyde ve
populasyon diizeyinde belirlenmesi amaglanmistir. Artan Zn konsantrasyonuyla patlican
tohumlarmin kokiinde biiylimenin, kuru agirlik ve toplam ¢oziiniir protein igeriginin
arttig1 belirlenmistir. Ancak toksik sinirlara ulasildiginda ¢imlenmenin gergeklesmedigi
gozlemlenmistir. Ekotoksikolojide, RAPD analizi bitkiler i¢cin uygun bir biobelirteg
olarak kabul edilmektedir. RAPD analizi i¢in, 8 RAPD primerinin 6zgiin polimorfik
bant paterni gosterdigi bulunmustur ve bunu takiben patlican tohumlarmin kontrol
orneklerinde belirlenen toplam 129 bant kullanilmistir. Zn kontaminasyonundan sonar
kontrol tohumlarina gére RAPD profilindeki degisiklikler gesitli bant kazanci ve/veya
kayb1 i¢cermistir. Bu sonuglar géstermistir Ki ¢esitli ¢inko konsantrasyonlarinda RAPD
profiline gore genomik kalip stabilitesi degismistir.

Ocak 2015, 31 sayfa
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ABSTRACT

Master Thesis

IDENTIFICATION OF DNA CHANGES IN EGGPLANT (AUBERGINE)
(Solanum melongena L.) SEEDLINGS INDUCED BY ZINC STRESS
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Ankara University
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Department of Biology

Supervisor: Prof. Dr. E. Siimer ARAS

There are many stress factors affecting the development and growth of plants .heavy
metal pollution is one of these factors. Recently, heavy metal pollution of major
environmental problems. High concentrations of some heavy metals adversely affect
plants and animals and human beings that are fed from plants and can cause toxic
damage in cells and tissues.

The purpose of this study is to determine the effects occurred in the seeds of eggplant
seeds (solanum melongena L.) during germination stage that are exposed to zinc (ZN)
concentration exposed at a molecular level and population level. With increasing
concentration of Zn in the growth of the roots of eggplant seeds, it has been determined
that dry weight and total soluble protein content was increased. However, when toxic
limits are reached it has been observed that germination did not occur. In Ecotoxicology
RAPD analysis is considered as a suitable biomarker for plants. For RAPD analysis, 8
of the original RAPD primers were determined in control samples of eggplant seeds.
After ZN contamination 129 tape was used that were determined in control seeds
changes have contained various band gain and/or loss. These results showed that in
various zinc concentration genomic mold stability has been changed according to
RAPD profile.

January 2015, 31 pages
Key Words: Eggplant, heavy metal, zinc, RAPD, genomic mold stability
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1. GIRIS

Cevrenin toksik metaller ile kirlenmesi endiistriyel devrimin baslangicindan bu yana
hizlanmistir (Nriogo 1979). Bu kirlenmenin esas kaynaklar1 atik yakitlarin yakilmast,
madencilik, maden cevheri dokiimii, belediye atiklari, giibreler, bocek zehirleri ve
kanalizasyondur (Kabata ve Pendias 1989). Toprak kirliligi agisindan bakildiginda, agir

metallerin en 6nemli kirletici kaynaklar arasinda oldugu goriilmektedir.

ABD Cevre Koruma Ajansi (EPA)’nin hazirladigi 129 tane oncelikli ¢evre kirleticileri
arasinda yer alan agir metaller, en Onemli ¢evre Kkirletici gruplardan birini
olusturmaktadir. Kaynagi ne olursa olsun, ¢evre kirliligi bitkilerde strese yol agar. Bu
durum bitkilerin fizyolojisini etkiler, onlar1 genetik potansiyellerinden alikoyar,
verimliliklerini kisitlar ve Oliimlerine yol acarak biiyiik miktarlarda iirin kayiplarina
neden olur. Tiim bitkiler, toprak ve sudan biiyiime ve gelismeleri i¢in gerekli olan agir
metalleri biriktirme yetenegine sahiptirler. Bu metaller Mg, Fe, Mn, Zn, Cu, Mo ve Ni
igerir (Langille ve Maclean 1976). Bunlar bitkiler i¢in esansiyel elementlerdir. Ornegin
bakir ve ¢inko gibi agirmetallerin normal konsantrasyonlari, bitkilerin biiyiime ve
gelismesinde 6nemli rol oynayan protein ve enzimlerin yapisinda kofaktor olarak gérev
alirlar (Steffens 1990, Moustakas vd. 1994). Mikrobesin elementi olsun veya olmasin
agir metallerin bitkide asir1 birikimi strese, biiyiime ve gelismede azalmaya sebep olur
(Van Assche ve Clijters 1990, Ouzounidou 1994).

Bazi bitkiler bilinmeyen biyolojik fonksiyonlart olan agir metalleri biriktirme
yetenegine de sahiptir. Bunlar Cd, Cr, Pb, Co, Ag, Se ve Hg dir (Hanna ve Grant 1962,
Baker ve Brooks 1989). Bununla birlikte, bu agir metallerin asir1 birikimi birgok bitki
icin toksik olabilir. Bitkilerde agir metal fazlaligi kok hiicrelerine zarar verdiginden
kokiin hayati faaliyeti azalir ve inorganik malzemelerin emilimini Onler ve sonugta

klorozise neden olur (Shu vd. 1997).

Agir metallerin bitkilerde hiicre boliinmesi {lizerinde etkileri vardir. Ancak bu etkiler
farklilik gdsterir ve agir metallerin oranina ve tiiriine baglidir (Mo ve Li 1992). Duan ve

Wang ve Wu (1995) tarafindan gergeklestirilen ¢alismada fasiilye bitkisi iizerinde



kadmiyum, kursun ve ¢inko agir metallerinin etkisi incelenmis ve bunun sonucunda
artan agir metal konsantrasyonu ile hiicre dongii siiresinin uzadigi ve hiicre

boliinmesinde azalma meydana geldigi kaydedilmistir.

Bitkilerde yiiksek agir metal konsantrasyonlart hiicre membraninin gegirgenligini
degistirir (Patra vd. 2004). Agir metaller, bitkilerde reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu
stres cevabi olarak tesvik etmektedir (Dietz vd. 1999). Agir metaller, serbest radikal
olusumuna neden olarak da toksik etkilerini gorstermektedir (Mallick 2004). Siiperoksit
(O2) iceren oksijenden bagimsiz radikaller, hidroksil radikaller (OH), ve hidrojen
peroksit (H,0;) radikaller , agir metal stresi boyunca zar lipidlerinin peroksidasyonu,
iyon kaybi, protein boliinmesi, inaktivasyon ve hatta DNA boéliinmesi gibi ¢coklu etkilere
sebep olabilir (Reeves 1980, Aravind ve Prasad 2003 ). Hidroksil radikal hiicredeki en
reaktif oksidantlardandir ve tiim biyolojik molekiiller ile reaksiyona girebilir ve fazla
miktarda iiretildiginde hiicrelerin 6liimiine sebep olur, hidrojen peroksit ise Oksitleyici
ozelligi var ve metal iyonlarinin varliginda hidroksil radikalinin 6nciilii olarak davranir
ve proteinlerdeki hem grubunda bulunan demir ile reaksiyona girerek reaktif demir
formlarini olusturur ve hiicre zarlarinda lipid peroksidasyonuna sebeb olur (Haber vd.
1934, Asada vd. 1974).

Agir metal iyonlarmin DNA {izerinde etkileri vardir. Pozitif yiiklii metal iyonlari,
DNA’nin negatif yiiklii fosfat gruplari ve azot, oksijen gibi bazlarin elektron vericisi
olan atomlar1 ile baglanir. Boylece, DNA’daki bazlar arasindaki zayif H baglar
kopmakta ve DNA’nin tek veya ¢ift zincirinin hasarlanmasina neden olmaktadir

(Anastassopoulou 2003).

Bitkilerin normal bir sekilde biiylimeleri i¢in ihtiya¢ duyduklari ¢inko (Zn) miktari
olduk¢a azdir. Bitkilerde Zn konsantrasyonu normalde 27-150 mg kg™ iken toksik
seviye 100-400 mg kg* arasindadir (Stevenson ve Cole 1999). Ancak, bitkiler i¢in
topraktaki Zn toksisitesinin kritik seviyesi, iklim faktorleri, toprak cesitleri ve bitki
genotipine bagl olarak degisir. Diger agir metaller gibi fazla miktardaki Zn, elektron
taginmasi, zar gecirgenligi ve besleyici 6gelerin yer degistirmesinde dnemli degisiklikler

gosterir (Wang vd. 2009). Cinkonun fazlaliginda bitkilerde k6k ve siirgiin biiylimesi



azalir, kokler incelir, gen¢ yapraklar kivrilir, agik yesilden sartya doner
(kloroz), hiicre genislemesini ve biiyiimesi engellenir, hiicre organelleri pargalanir ve

klorofil sentezi azalir (Rout ve Das 2003).

Diger bir ¢alismada ¢inko fazlaliginin fasulye bitkisinin iizerine etkisi incelenmis, artan
cinko kontrasyonlartyla iliskili olarak kok, gévde ve yaprak biiylimesinin azaldig tespit

edilmistir (Zengin ve Munzuroglu 2005).

Tez kapsaminda model bitki olarak secilen patlican (Solanum melongena L.)
Solanaceae familyasinin, Solanum L. cinsine dahil olup 1ilik iklimlerde yillik, tropik
iklimlerde ise ufak bir agac¢ seklinde biiyiiyen birkag¢ yillik bir kiiltiir bitkisidir. Patlican,
sicak iklim sebzesidir, soguklardan cok etkilenir. Yetistirilme devresinde optimum

sicaklik istegi 25-30°C’dir. Hatta 35-40°C’de bile gelisme zararlanmadan devam eder.

Tiirkiye’de yillik patlican iiretimi 800-850 bin ton arasinda degismektedir. Uretim
ozellikle Ege, Akdeniz, Gilineydogu Anadolu ve Marmara bolgelerine dagilmis olup bu
bolgelerin Tiirkiye toplam iiretimindeki paylar sirasiyla %30, %25, %15, %10’dur.
Yetistirilen {liriiniin biiyiik bir boliimii i¢ pazarda taze olarak tiiketilmekte, az bir kismi1
thra¢ edilmektedir. Sera yetistiriciliginde domates, hiyar ve biberden sonra yaklasik

%10’luk bir oranla patlican dordiincii sirada yer almaktadir (Abak 1993).



2. KURAMSAL TEMELLER ve KAYNAK OZETLERI

2.1 Molekiiler Belirtecler

Bitki 1slahinda kullanilacak belirte¢ tipleri; morfolojik belirtegler, biyokimyasal
belirtecler ve molekiiler belirtecler olarak tige ayrilirlar ki bunlar iginde en giivenilir ve

en ¢ok kullanilan1 molekiiler belirteclerdir.

Molekiiler belirtegler, genomda herhangi bir gen bolgesi ya da gen bolgesi ile iliskili
DNA pargasidir. Molekiiler belirtegler, polimeraz zincir reaksiyonuna bagli olmayanlar
(RFLP) ve bagl olanlar (RAPD, AFLP, SSR) olarak adlandirilmaktadir (Staub vd.
1996, Ridout ve Donini 1999).

Molekiiler belirtecler, morfolojik ve biyokimyasal belirteclere gore bir ¢ok avantajlara

sahiptirler (Botstein vd. 1980, Helentjaris vd. 1985, Williams vd. 1991).

Bunlar;

e Genoma bagli olduklarindan giivenilirdirler,

e Tekrarlanabilir ve laboratuvarlar arasinda standardize edilebilirler,
e Genomda ¢ok bdlgeyi belirleme imkanina sahiptirler,

e (evresel ve genetik (epistasis) faktorlerden etkilenmezler,

e Dominat ve kodominat 6zellik gostermektedirler,

¢ Biitiin dokularda tanimlanabilmektedirler,

Molekiiler belirtegler, hibridizasyona dayali ve PZR’ye dayali belirtecler olmak iizere
ikiye ayrilabilir.



2.1.1 Hibridizasyona dayali DNA belirtecleri

2.1.1.1 RFLP (Restriction Fragment Lenght Polymorphism — Restriksiyon Parca
Uzunluk Farklhihgi)

RFLP tekniginde genomik DNA restriksiyon enzimleri ile kesilir ve degisik uzunlukta
DNA pargalar1 elde edilir. Bu pargalarin tanimlanmasi igin DNA parcalar1 agaroz jel
elektroforezi ile ayrilir sonra nitroseliiloz veya naylon membran iizerine gegirildigi
Southern blot islemi (Southern 1975) yapilir. Naylon membrana sabitlenen DNA,
radyoaktif isaretlenmis bir prob ile hibridize edilir. Problar genellikle kii¢lik (500-3000
baz c¢ifti) klonlanmis DNA (genomik ve ya cDNA) parcalaridir. Radyoaktif DNA
hibritleri otoradyografi ile bantlar halinde gbzlenebilir. Bu bantlar RFLPnin gorsel hale
gecmesidir ve kodominant belirteglerdir (Staub vd. 1996). RFLP teknigi, PCR
metoduyla birlikte, nDNA veya mtDNA iizerindeki bolgelerde kullanilabilmektedir.

RFLP yonteminin avantajlari:

 Giivenilirligi fazla ve Sonuglar farkli laboratuvar arasi, aynidir.
e Kodominant belirteclerdir dolaysiyla heterozigotlarin  belirlenmesinde  ve

karakterizasyonunda kullanilir.

RFLP yonteminin dezavantajlari:

e Isciligi fazla ve uzun zaman alir ve analizleri pahalidir.
e Fazla miktarda DNA’ya ihtiya¢ vardir.

e Radyoaktif etiketleme yontemi kullanilmaktadir.
2.1.2 PZR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu)’a dayali DNA belirtecleri
Polimeraz zincirleme reaksiyonu (PZR), bir¢cok biiyiikliik dizimi boyunca bir DNA

parcasinin tek veya birkac¢ kopyasini artirmak i¢in kullanilan, belli bir DNA sekansinin

binlerce, milyonlarca kopyasini {iireten, molekiiler biyolojide kullanilan bilimsel bir



tekniktir. PZR artik tibbi ve biyolojik aragtirma laboratuvarlarinda bir¢ok uygulamada
kullanilan yaygin ve vazgecilmez bir tekniktir. PZR teknigi, genetik yapis1 degistirilen
bitki veya mikroorganizmalarin tespiti, molekiiler klonlama, DNA baz dizilislerinin
belirlenmesi, genetik akrabalik ve adli tip vakalarinin tespitinde kullanilmaktadir. PZR
tekniginde bulunan ii¢ temel adim vardir: denatiirasyon, yeniden birlestirme ve

genisletme (Mohini Joshi 2011).

PZR, Kary Mullis tarafindan gelistirilmis olup, molekiiler biyolojinin hizli bir sekilde
gelismesine biiyiik katki saglamisir (Mullis ve Faloona 1987, Steffan ve Atlas 1991).

2.1.2.1 AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism — Cogaltilmis Parca
Uzunluk Farklihgr)

AFLP tekniginde genomic DNA iki restriksiyon enzimiyle (4 baz ve 6 baz) kesilmekte
ve DNA’nin kesilmesi sonucu olusan DNA pargaciklarina adaptorlerle birlestirme
(ligasyon) yapilmaktadir. Birlestirilen bu adaptoérlere uygun primerler ile restriksiyon
fragmentlerin pre-amplifikasyonu yapilir. Olusturulan fragmentlerin radyoaktif igaretli
0zel primerlerle selektif amplifikasyonlar1 saglanir. Elde edilen PCR firiinleri
poliakrilamid  jelde  yiriitilerek  olusan  polimorfizme  gbre  sonuglar
degerlendirilmektedir (Vos vd. 1995, Ergiil 2000).

AFLP yonteminin avantajlar:

e Farkli laboratuvarlarda cihaz farklilig1 sonucu etkilemez.

AFLP yonteminin dezavantajlari:

e Radyoaktif isaretleme yapilir.

e Dominant belirteclerdir.



2.1.2.2 SSR (Simple Sequence Repeat — Basit Dizi Tekrarlari)

SSR, tekrarlanan ve Okaryotik genomlarda rastgele yayilan 1-6 niikleotid birimin
uzantisidir. SSR, tekrarlanan birimlerin sayisin1 etkileyen yiiksek mutasyon orani
nedeniyle olduk¢a polimorfiktir. Bu tlir uzunluk polimorfizmler, tekrarlanmayi
destekleyen 0zgiin bir ¢ift primer kullanarak elde edilen PZR (polimeraz zincirleme
reaksiyonu) ile saglamlastirilmis pargalar ile yliksek ¢oziiniirlii jellerde (sekanslama jeli)
kolaylikla belirlenebilir (Weber ve May 1989). Tekrarlanan bolgelere 6zgii spesifik
primerler gelistirilmekte ve bu primerler ile PZR yapilmaktadir. PZR iiriinleri,
elektroforez yapildiktan sonra EtBr veya glimiis nitrat kullanilarak boyandiktan sonra
polimorfizim aranmaktadir. SSR’nin diger molekiiler isaretleyicilere gore bircok
avantaji vardir. Ornegin, (i) mikro-uydular tek bir lokustaki birgok allelin
tanimlanmasii saglar, (i) genomun heryerine esit olarak dagilmiglardir, (iii)
kodominanttlardir, (iv) kiigiik bir DNA gerekir ve (v) analiz yar1 otomatik ve
radyoaktiviteye ihtiyag duymadan gergeklestirilmis olabilir. SSR  tekniginin
dezavantajlart ise fazla ig giicii gerektirir ve maliyeti yiiksektir (Guilford vd. 1997,
Gianfranceschi vd. 1998, Maliepaard vd. 1998).

2.1.2.3 SCAR (Sequence Characterized Amplified Region — Dizin Karakterli
Cogaltilmis Bolge)

Bu yontemde, RAPD neticesi elde edilen DNA bandlar1 klonlanmakta ve DNA baz
diziligleri belirlenmektedir. Bu degisiklik gosteren DNA parcaciginin bir kismina 18-24
baz uzunlugunda spesifik primerler dizayn edilmekte ve PCR c¢alismasinda
faydalanilmaktadir. SCAR yoOntemi genom kiitiiphanelerinin taranmasinda ve gen

haritalama c¢alismalarinda, degerlendirilmektedir (Weising vd. 1995).

SCAR, RAPD’e gore daha ¢ok tekrarlanabilir ve elektroforeze eksikliginin olmadigi
var/yok dagilimlarina dontistiiriilebilirler. SCAR’lar genelde dominant belirteglerdir
ama kodominant belirteglere doniistiiriilmesi i¢in 4 baz ¢ifti restriksiyon enzimleri ile
kesilir ve DGGE (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis) ve ya SSCP (Single Strand
Comformation Polymorphism) yontemleri ile tanimlanarak donistiiriilebilirler (Rafalski

ve Tingey 1993).



SCAR yonteminin avantajlari:

e RAPD belirteglerde istenmeyen amplifikasyon iiriinleri elde edilirken SCAR
belirtegler spesifiklik gosterir.

e Kodominant belirteglerdir.

SCAR yonteminin dezavantajlart:

e Fazla zaman alir ve is giicii gerektirmektedir.

2.1.2.4 RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA — Rastgele Cogaltilmis DNA
Farkhihgr)

RAPD yonteminin temel prensibi ilgili olan tiire ait genomik DNA iizerinde, bir primer
kullanilir. Bu primerler rastgele hazirlanmis 6-10 baz uzunlugundaki oligoniikleotid
primerleridir. Primer genomic DNA {izerinde komplementeri olan, birbirine yakin iki
bolgeye baglanarak arada kalan DNA boélgesinin amplifikasyonunu saglar. Bu sekilde
cogaltilan DNA dizileri agaroz jelde yiiriitiiliip ethidium bromide ile boyanir.
Karsilastirilan 6rnekler arasinda goriinen ayni (monomorfik) ve farkli (polimorfik)

DNA bantlari sayilarak sonuglar degerlendirilmektedir (Welsh 1990, Williams 1990).
RAPD yonteminin avantajlart:

e Az miktarda DNA gerektirir.

o Radyoaktif degildir.

e Analizleri ucuzdur ve az is giicii gerektirir ve hizli bir tekniktir.

RAPD yonteminin dezavantajlart:

e Giivenilirligi sinirlidir, farkli laboratuvarlarda cihaz farkliligr farkli sonug verebilir.

e Dominant belirteglerdir.



2.2 Kaynak Ozeti

Domates ve patlican bitkileri ile gergeklestirilen ¢alismada farkli konsantrasyonlarda
kursun (Pb) ve kadmiyum (Cd) streslerinin etkileri incelenmis ve patlican bitkisinde 150
ppm kursun stresinin ve 3 ppm kadmiyum stresinin toksik etki yaratmak icin yeterli

oldugu gosterilmistir (Khan ve Khan 1983).

Atik su ile sulamanin patlican bitkisi lizerine etkilerinin arastirildigi ¢alismada normal
su ile sulandiginda elde edilen {iriin miktarinin, atik su ile yapilan sulama sonucunda iki
kat arttig1 gbzlemlenmistir. Bunun sebebi atik suyun azot, fosfor ve potasyum gibi besin
maddeleri agisindan zengin olmast seklinde aciklanmistir. Ancak, patojeni
mikroorganizmalarca da zengin olan bu sularin saglik agisindan riskli oldugu
bildirilmistir (Al-Nakshabandi vd. 1997). Bunun yani sira Bletsos vd. (1999) atik su ile
patlican bitkisi tizerinde gerceklestirdikleri ¢calismada bitkide biriken metal seviyesinin
smirin  altinda oldugunu ve atik suyun iriin yetistirmede kullanilabilirligini

belirtmisglerdir.

Patlican tohumlarmin civa (Hg) ve kadmiyum (Cd) stresi altinda cimlendirildigi
calismada yiiksek konsantrasyonlarin toksisiteye neden oldugu belirtilmistir (Neelima

ve Reddy 2003).

Sierra vd. (2008) gergeklestirdikleri ¢alismada, toprakta civa birikimine (14.16 ppm)
sebep olan madencilik endiistrisinin bulundugu bolgede (Almaden) patlican bitkisinin
kok ve govde uzunlugu, yas ve kuru agirlik degerleri ve organlardaki metal seviyesi

6l¢iimleri sonucunda bitkide herhangi bir toksisitenin olusmadigini tespit etmislerdir.

Bir¢ok arastirmaci agir metallerin genotoksik etkilerini belirlemek i¢in RAPD teknigini
uygulamistir (Mengoni vd. 2000, Atienzar vd. 2000). Yapilan ¢aligsmalara gore agir
metallerin konsantrasyon artis1 ile dogru orantili olarak PZR {iriinlerindeki polimorfizm

oranin arttig1 tespit edilmistir.



Bu tez ¢alismasinda, giiniimiizde 6nemli bir ¢evresel problem olan agir metal kirliliginin
neden oldugu agir metal stresine karsi patlican (Solanum melongena L.) tohumlarinda
meydana gelen etkilerin popiilasyon parametreleri (kok uzunlugu, kuru agirlik ve
toplam ¢Ozlniir protein seviyeleri) ve siklikla kullanilan molekiiler belirteg
tekniklerinden RAPD analizi ile incelenmesi amacglanmigtir. Boylelikle bu
biyobelirteglerin ~ (poplilasyon ve molekiiller parametreler)  kullanilabilirligi,
biyoindikator olarak kullanilan organizma ile kirliligin biyolojik etkisi ve ortamin

kirlilik seviyesi hakkinda bilgi edinilebilir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

Bu ¢alismada, Biotek Tohumculuk’tan temin edilen Pala69 ¢esidi patlican (Solanum

melongena L.) tohumlar1 kullanilmustir.

3.2 Yontem

3.2.1 Tohum yiizey sterilizasyonu

Deney oncesinde belirlenen tohum ¢esidinden belli bir miktar alinarak yiizey
sterilizasyonunu saglamak amaciyla %30’luk teknik sodyum hipoklorit (NaOCI)

¢ozeltisi ile 20 dakika muamele edilmis ve daha sonra distile su ile 3 kere yikanmastir.

3.2.2 Cimlendirme yontemi

Plastik viyollere esit miktarda streril perlit konulmus ve her viyol kuyucuguna esit
sayida patlican tohumu ekilmistir. Kontrol 6rnegi yalnizca distile su ile sulanirken, diger
ornekler 20, 40, 80 ve 160 ppm Zn ¢ozeltisi ile sulanmistir. Tohumlar dogrudan farkl
¢inko ¢ozeltilerine maruz  birakilarak 21 giin  boyunca oda kosullarinda

¢imlendirilmeleri saglanmistir.

3.2.3 Ol¢iim ve analizler

3.2.3.1 Bitki kok boyu ve kuru agirhk tayini

Agir metal stresinin bitkiler lizerine etkilerini belirlemek amaciyla ii¢ haftanin sonunda
bazi biiyiime parametrelerinden kok uzunlugu (mm/tohum) milimetrik cetvel ile
Olciilmiis ve kuru agirlik 6l¢iimleri (g/tohum) 6rnekler 70°C’ye ayarlanmis etiivde 48

saat kurutularak ve hassas terazide tartilarak belirlenmistir.
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3.2.3.2 Toplam ¢oziiniir protein iceriginin belirlenmesi

0.08g tartilan kontrol ve muamele 6rnekleri sivi azotla havanda ezilerek 700 pl fosfat
tamponu (0.2 M, pH 7.0) ile homojenize edilmis, 27000 g’de 20 dk. santrifiij edilerek
siipernatantlar yeni tiiplere almmistir (Omran 1980). Orneklerin toplam ¢dziiniir protein
konsantrasyonlari, Bradford metoduna (Bradford 1976) gore belirlenmistir. Bu yonteme
gore; 100 pl ornek ¢ozeltisi ile 400 pl deiyonize su karistirildiktan sonra 5 ml 1X
Bradford cozeltisine eklenmistir. Kor olarak 500 pl deiyonize ve 5 ml 1X Bradford
karisimi kullanilmigtir. Bu karisimlar ~10 saniye vortekslenerek karigtirildiktan sonra 10
dakika oda sicakliginda bekletilmis ve absorbans degerleri 595 nm dalga boyunda
spektrofotometrede (Hitachi U-1800) paralelli olarak kore karsi okunmustur. Standart

BSA (Bovin Serum Albumin) ile hazirlanmastir.

Orneklerin Toplam Coziiniir Protein Konsantrasyonunun Hesaplanmasi:

Spektrofotometrede okunan deger X Diliisyon faktorii

Standart egrinin egimi

Bradford ¢ozeltisi; 0.5 g Coomassie Blue G’nin 50 ml suda ¢oziilmesi, 250 ml %95°1lik
etanol ve 500 ml %85’lik fosforik asit eklenip karistirilarak 1 L’ye tamamlanmasi ile

5X’lik soliisyon elde edilmistir. Cozelti +4°C’de karanlikta tutulmustur.

3.2.3.3 DNA izolasyonu

21 glin boyunca ¢imlendirilen patlican bitkisi drnekleri hasat edilerek RAPD analizlerini
gerceklestirmek i¢in ihtiya¢ duyulacak DNA Aras ve Cansaran (2006) tarafindan
optimize edilmis DNA izolasyon protokoliine gore elde edilmistir. Izolasyon sonucunda
130-420 ng/pl araliginda degisen miktarlarda ve 1.78—1.97 araliginda saflik gosteren
DNA elde edilmistir(A260/280  absorpsiyon  orani)(NanoDrop ~ ND-1000
Spectrophotometer) (Cizelge 3.1).
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Cizelge 3.1 Patlican bitkisine ait DNA’larin nanodrop 6l¢iimleri

Ornek ng/ul 260/280

Kontrol 267 1.82
20 ppm Zn 420 1.78
40 ppm Zn 178 1.91
80 ppm Zn 130 1.97

DNA izolasyonu asagidaki protokolle gergeklestirilmistir;

Bitki materyali (0.1 g) toz haline gelinceye kadar siv1 azotta ezilir.

Onceden 1s1tilmis DNA ekstraksiyon tamponundan [50 mM Tris-HCI (pH 8), 50mM
EDTA, 10 ml LiCl (4 M), %1 CTAB, %2 PVPP] her 6rnege 1 ml eklenerek 6rnekler
kisa bir siire tamponda ezilir.

Omekler 1.5 ml Eppendorf tiiplerine alinir ve iizerlerine %0.2 [-merkapto etanol
eklenir.

Tiiplerdeki soliisyonlar 65°C’da 15 dakika inkiibe edilir.

Inkiibasyon siiresinin sonunda 6rneklerin oda sicakligina sogumasi beklenir, tiiplere
0.5 ml kloroform/izoamil alkol (24:1 [v/v]) eklenir ve vorteks kullanilmadan iyice
karigtirilir.

Daha sonra ornekler 17,000 x g’de (14,000 rpm) 2 dakika santrifiij edilir ve
stipernatant (~0.8 ml) yeni tiiplere aktarilir.

Stipernatanta esit hacimde izopropanol eklenir ve karisim birkag¢ defa hafifce ters diiz
edilerek karistirilir. DNA eldesinin etkinligini arttirmak i¢in 6rnekler buz iizerinde 15
dakika inkiibe edilebilir.

Daha sonra o6rnekler 17,000 x g’de (14,000 rpm) 2 dakika santrifiij edilir.

Stipernatant atilir ve iizerine 1 ml %70’lik etanol eklenir.

Ornekler tekrar 17,000 x g’de (14,000 rpm) 1 dakika santrifiij edilir.

Elde edilen pellet etanol tamamen ugana kadar oda sicakliginda kurutulur.

Daha sonra pellet iizerine uygun miktarda (30-60 ul) TE tamponu [10 mM Tris-HCI
(pH: 8), 1 mM EDTA] eklenerek ¢ozdiiriiliir.

Cozeltinin lizerine 1 pl riboniikleaz (RNaz, 10 mg/ml) eklenir, 6rnekler kullanilana

kadar —20 °C’da saklanir.
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3.2.3.4 RAPD-PCR uygulamalari

Sekiz farkli primer kullanilan (Cizelge 3.2) RAPD-PCR uygulamalarinda, tiim iglemler
Williams vd. (1990)’a gore optimize edilmis sartlar altinda gergeklestirilmistir.

Kontaminasyondan korunmak i¢in steril ekipmanlar kullanilmis ve her RAPD-PCR

islemi icin DNA Ornegi icermeyen negatif kontrol kullanilmigtir.

Cizelge 3.2 RAPD-PCR uygulamasinda kullanilan primerler ve dizileri

Primer Niikleotid Dizisi (5" 2 3°)
OPC 02 GTGAGGCGTC
OPC 03 GGGGGTCTTT
OPC 04 CCGCATCTAC
OPC 05 GATGACCGCC
OPC 06 GAACGGACTC
OPC 07 GTCCCGACGA
OPC 08 TGGACCGGTG
OPC 09 CTCACCGTCC

3.2.3.4.1 RAPD bilesenleri ve kosullar:

RAPD-PCR reaksiyonlarinda her 6rnek i¢in toplam 25ul’lik reaksiyon gerceklestirilmis,

asagidaki bilesenlere standart hacme ulasacak sekilde ultra distile su eklenmistir.

e 200 ng genomik DNA,
e 10X reaksiyon tamponu,
e 25mM MgCI2,

e 20 uM dNTPs,

e 0.2 uM primer,

e (.5 iinite Taq polimeraz
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PCR dongii sartlari,
» 94°C de 2 dakika 6n denatiirasyon
94°C de 30 saniye (denatiirasyon)
36°C de 1 dakika (baglanma) 35 Dongii
72°C de 1,45 dakika (uzama)
72°C de 8 dakika (son uzama)

Y V V V

3.2.3.4.2 Agaroz jel elektroforezi

PCR firiinleri ve DNA belirtecleri (marker) (DNA Ladder Plus, Promega, 100 bp) % 1.6
agaroz konsantrasyonu ve 0,5 pl/ml etidyum bromiir igeren jellerde, IxTBE (Tris Borat
EDTA) tamponu varliginda 5 V/em olacak sekilde yaklasik 4 saat ayrima tabii

tutulmustur.

Jel goriintiileme sisteminde goriintiilenmis (Gene Genius, Syngene) ve fotograflar

cekilmistir (GyneSnap Software, Synoptics Ltd.).

3.2.3.5 Veri analizleri

3.2.3.5.1 istatistiksel analizler

Populasyon parametrelerinden elde edilen verilere SPSS (Statistic Program for Social

Sciences 15.0) paket programi kullanilarak varyans analizi (ANOVA) yapilmistir.

3.2.3.5.2 Genomik kalip stabilitesi (GKS)

RAPD profilindeki polimorfizm ortalamalarindan belirlenir.

GKS = (1- a/n) x 100

a : her drnekteki ortalama polimorfik bant sayisi

n : kontroldeki toplam bant sayisi
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4. BULGULAR

4.1 Pathican Bitkisinin Kok Biiyiimesi Uzerine Cinko Stresinin Etkisi

Farkli konsantrasyonlarda uygulanan ¢inko stresinin 21 giinliik patlican bitkisinin kok
uzunluguna etkisi incelendiginde; cinko konsantrasyonunun 80 ppm’e kadar kok

uzunlugu iizerinde olumlu yonde etki gosterdigi saptanmistir (Sekil 4.1).

w
o

N
wv

N
o

K6k Uzunlugu (mm/tohum)
=
(93]

10
5
0
Kontrol 20 ppm Zn 40 ppm Zn 80 ppm Zn
Ornekler

Sekil 4.1 Farkli ¢cinko konsantrasyonlarinda yetigen patlican bitkisine ait kok
uzunluklari

4.2 Pathican Bitkisinin Kok Kuru Agirhig Uzerine Cinko Stresinin Etkisi

Farkli konsantrasyonlarda uygulanan ¢inko ¢ozeltisinin kok kuru agirligi iizerine etkisi
incelendiginde artan ¢inko konsantrasyonuna bagl olarak kok kuru agirliginda kontrole

gore artig gozlemlenmistir (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2 Farkli ¢inko konsantrasyonlarinda yetisen patlican bitkisine ait kok kuru
agirliklar

4.3 Pathcan Bitkisinin Toplam Céziiniir Protein Miktar1 Uzerine Cinko Stresinin
Etkisi

Farkli konsantrasyonlarda uygulanan ¢inko ¢ozeltisinin toplam ¢6ziiniir protein miktari
tizerine etkisi incelendiginde artan ¢inko konsantrasyonuna bagli olarak toplam ¢oziiniir

protein miktari artig gostermektedir (Sekil 4.3).
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Kontrol 20 ppm Zn 40 ppm Zn 80 ppm Zn
Ornekler

Sekil 4.3 Farkli ¢cinko konsantrasyonlarinda yetisen patlican bitkisine ait toplam ¢oziiniir
protein miktarlar
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4.4 Cinko Stresinin Pathcan Bitkisinde RAPD Sonuclarina Etkisi

Deneyde kullanilan sekiz primer net ve tekrar edilebilir sonug vermistir. Her primer igin
polimorfizm hesaplamalar1 6rneklerin bant paternleri kontroliin bant paternleriyle
karsilastirilarak yapilmistir. Kontrolde bulunup 6rneklerde bulunmayan ve kontrole gore

yeni olusan bantlar polimorfik olarak degerlendirilmistir.

Polimorfizm yiizdeleri polimorfik bant sayisina toplam bant sayilar1 oranlanarak
hesaplanmistir (Sekil 4.7). Cizelge 4.1 de a; kontrole gore yeni ortaya ¢ikan bantlari
belirtmek i¢in, b; kaybolan kontrol bantlarini belirtmek i¢in kullanilmistir. Artan metal

konsantrasyonuna bagli olarak polimorfizm oraninin arttig1 gorilmustiir.

Cizelge 4.1 RAPD-PCR analizi sonunda 6rneklere ait bant farkliliklar

20 ppm 40 ppm 80 ppm

Primer Kontrol Zn Zn Zn
alb alb alb

OPC 02 20 0/0 0/0 0/0
OPC 03 16 0/1 0/1 0/2
OPC 04 18 1/0 0/1 11
OPC 05 15 0/0 0/0 1/0
OPC 06 18 0/0 1/0 1/0
OPC 07 12 0/0 1/0 0/0
OPC 08 19 0/1 0/0 0/5
OPC 09 11 0/0 0/0 0/0
Total 129 3 4 11

a: Kontrole gore yeni olusan bant
b: Kontrole gore kaybolan bant
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Sekil 4.4 OPC 02 ve OPC 03 primerlerine ait agarozjel elektroforez goriintiiler
M: Marker, K: Kontrol, N: Negatif Kontrol

N K 20 40 80 N K 20 40 80 M

Sekil 4.5 OPC 04 ve OPC 05 primerlerine ait agaroz jel elektroforez goriintiileri
M: Marker, K: Kontrol, N: Negatif Kontrol
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Sekil 4.6 OPC 06 ve OPC 07 primerlerine ait agaroz jel elektroforez goriintiileri
M: Marker, K: Kontrol, N: Negatif Kontrol

N K 20 40 80 N K 20 40 80 WM™

Sekil 4.7 OPC 08 ve OPC 09 primerlerine ait agaroz jel elektroforez goriintiileri
M: Marker, K: Kontrol, N: Negatif Kontrol
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45 Cinko Stresine Maruz Kalmis Pathcan Orneklerinin Popiilasyon
Parametrelerinin Istatistiksel Analizi

Istatiksel analizler igin SPSS paket programi kulamlmustir. Her bir popiilasyon
parametresi (kok uzunlugu, kuru agirlik, toplam ¢oziiniir protein miktar1) i¢in farklh
konsantrasyonlarda ve sartlarda cinko stresine maruz birakilan ornekler arasindaki

farkliliklar1 degerlendirmek i¢in Duncan testi yapilmistir.

Cizelge 4.2 Populasyon parametrelerinin istatistiksel analizi

Toplam
Ornek Kok uzunlugu Kuru Agirhk Coziiniir
rne Mean + SE Mean + SE Protein
Mean + SE
K 7,80+4,14729 ,00017667+,000007638 5,7447+,01361
(@) (a) (a)
20 ppm 19,00+7,83422 ,00029267+,000039171 7,6440+,36528
Zn (b) (b) (b)
40 ppm 16,60+6,55172 ,00029900+,000003000 9,4877+,01361
Zn (b) (b) (©
80 ppm 24,30+8,63568 ,00040700+,000061490 10,4833+,53201
Zn (b) (©) (d)

Ayni siitunda farkli harfi alan degerler arasindaki farkliliklar dnemlidir. (P < 0.05)
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5. TARTISMA ve SONUC

Sanayilesme ve kentlesmenin dogada meydana getirdigi en 6nemli sorunlardan birisi

cevre kirliligi olarak kabul edilmektedir (Baycu 1997).

Gliniimiizde agir metaller tarim endiistrisinde, yabanci otlar ve tarim zararlilarina karsi
koymak i¢in gelistirilmis tarim ilaglarinda kullanilmaktadir. Agir metaller fiziksel
ozellik acgisindan yogunlugu 5 g/cm3’ten daha yiiksek olan metaller icin kullanilir. Bu
grubun i¢ine kursun, kadmiyum, krom, demir, kobalt, bakir, nikel, civa ve ¢inko olmak
tizere 60’tan fazla metal girmektedir. Bu agir metallerden bakir, mangan ve ¢inko
fungisitlere kars1 gelistirilen tarim ilaglarinda siklikla kullanilmaktadir. Agir metaller
yiiksek konsantrasyonlarda enzim 06zgiilliigiinii degistirirler, hiicre membranina zarar
verirler, hiicre fonksiyonlariile girisim yaparak da gelismelerini durdurabilirler ve
DNA'nin yapisinda hasara sebep olabilirler. Agir metalin yarattig1 toksisite agir metalin
tiirine, konsantrasyonuna, pH’mma ya da metal iyonlarinin ¢oziiniirliigiine baglidir

(Volesky 1990).

Yiiksek yogunluklarda toksik olmalarina ragmen, bakir (Cu) ve ¢inko (Zn), toksik ancak
gerekli olmayan elementlerden olan civa (Hg) ve kursundan (Pb) ayri olarak
fotosentetik elektron naklinde anahtar rol oynayan molekiillerin pargasi ve ¢ogu enzim

aktivitesi i¢in gerekli mikro besin elementleridir (Raven vd. 1999).

Agir metallerin toksik etkilerini molekiiler diizeyde ve populasyon diizeyinde tespit
etmek miimkiindiir. Molekiiler diizeyinde SSR, AFLP, RFLP ve RAPD gibi molekiiler
belirte¢ analizleri kullanilabilmektedir. Populasyon diizeyinde ise bitki boyu, biyokiitle,
toplam ¢0Oziiniir protein, prolin ve anti-oksidatif enzimlerin miktar degisimleri ile

belirlemek miimkiindiir.
Tez kapsaminda farkli konsantrasyonlarda uygulanan ¢inko metalinin, patlican

tohumlar1 tizerine etkileri populasyon diizeyinde kok uzunlugu, kuru agirlik ve toplam

¢Oziiniir protein; molekiiler diizeyde RAPD-PCR ile incelenmistir.
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Birgok canlida genotoksisitenin belirlenmesi icin RAPD profili kullanilmaktadir (Liu
vd. 2005, 2009).DNA hasarmin belirlenmesinde RAPD yo6nteminin kullanilmasinin pek
cok avantaj1 vardir; Az miktarda DNA’ya ihtiyag¢ vardir, Evrensel primer seti kullanilir,

ayni anda birgok 6rnekle ¢alismak miimkiindiir ve hizli sonug alinir.

Zn konsantrasyonu normalde bitkilerde 27-150 mg kg™ iken toksik seviye 100-400 mg
kg' arasindadir (Stevenson ve Cole 1999). Metal stresine karst bitkilerin gelistirdigi
diren¢ mekanizmalarindan birinin, metallerin koklerde tutulmasi ve govdeye
dagilimmin engellenmesi oldugu bilinmektedir (Fernandes ve Henriques 1991). Bu

sebepten dolay1 metal stresinden kokler diger organlara gore daha fazla etkilenmektedir.

Toksinlerin kokte yaptigi etkilerden bir tanesi biiylimesini engellemektedir. Cinko
diisiik miktarlarda bitkiler i¢in gerekli bir besin elementi oldugundan ve tez kapsaminda
uygulanan ¢inko konsantrasyonlari toksik sinirlar i¢inde olmadigindan kok uzamasini
artiran bir etki gostermistir. 20, 40 ve 80 ppm ¢inko uygulamalarinda kontrol 6rnegine
gore kok uzamasinda istatistiksel olarak anlamli artig goriilmiistiir (P<0.05). Cinko
uygulamasinin (30-70 ppm) Phaseolus vulgaris L. bitkisinde kok uzunlugunu artirdigi
tespit edilmistir (Cavusoglu vd. 2009).

Kuru agirlik ve toplam ¢6ziiniir protein icerikleriklerinin de kontrol 6rnegine gore arttig1
goriilmistir. Bu artiglar istatistiksel analizler sonucunda anlamli bulunmustur (P<0.05).
Ozcan vd. (2013) farkli ¢eltik cesitleriyle gerceklestirdikleri ¢alismada c¢inko
uygulamasi ile kuru madde miktar1 ve tohum agirhginda yiiksek oranda artis

gordiiklerini bildirmislerdir.

Tez calismas1 kapsaminda 20, 40, 80 ve 160 ppm ¢inko uygulamasi1 gergeklestirilmis,
ancak 160 ppm c¢inko uygulamasinda patlican tohumlarinda ¢imlenme olmadigi
gozlemlenmistir. Bu da gostermektedir ki, maruz birakilan ¢inko stresinin
konsantrasyonlar1 toksik degerler i¢inde yer aldiginda populasyon parametreleri

tizerinde negatif etki yaratmaktadir.
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Genotoksik ajanlarin DNA {izerinde olusturdugu hasarlar1 yine DNA iizerinden
parmakizi metodlariyla inceleyen pek ¢ok sayida calisma ortaya koyulmustur. Cogu
parmakizi yontemleri bakterilerden g¢igekli bitkilere kadar nerdeyse tiim organizma
sinifi igin kullanilabilir ve s6z konusu bu yontemler ile es zamanli olarak ¢ok miktarda
ornek incelenebilir. Bu 6zelligiyle parmakizi yontemleri, konsantrasyon ve maruz kalma
stiresi gibi, genotoksik ajanin farkli faktorlerle olan etkilesimini birden fazla 6rnek
lizerinde incelemeye imkan tanir. RAPD gibi parmak izi yontemlerinde ileri donanimli
biyolojik laboratuvarlara ihtiyag duyulmamasi da onemli bir avantaj saglar (Savva

2000, Theodorakis vd. 2001, Atienzar vd. 2002).

Bircok calismada RAPD yonteminden faydalanilarak degisik organizmalarda cesitli
genotoksik ajanlarin etkileri incelenmistir. Bu c¢alismalarin bir béliimiinde genotoksik
ajanlar laboratuvar sartlarinda kontrollii olarak uygulanmis, bir boliimiinde genotoksik

ajanlara dogal yasam alanlarinda maruz kalan organizmalar incelenmistir.

Piring (Oryza sativa L.) ile yapilan ¢alismada, tohumlara degisik konsantrasyonlarda
kadmiyum (Cd) stresi uygulanmig ve yiiksek konsantrasyonlara maruz kalan 6rneklerin
kontrol 6rnegine gore RAPD bant paternlerinin degisiklik gosterdigi tespit edilmistir
(Liu vd. 2007). Diger kosullar sabit tutuldugunda kontroliin sahip oldugu bant
paterninin agir metale maruz kalmis Orneklerde degismekte oldugu, bu degisimin

genotoksik ajanin (Cd) mutasyonel etkisiyle olustugu fikrini ortaya koymustur.

RAPD analizinde kontrole gore farkli bant profillerinin gozlenmesinin nedenleri kalip
DNA liizerinde, primerlerin baglanma bdlgelerinde meydana gelmis mutasyonlardir.
Mutasyonlar primerlerin bu bolgeler ile eslesmesini engelleyecek ve bu fragmanlar
cogaltilamayacaktir. Ayrica; primer baglanma bdlgeleri arasinda olusmus tek ya da ¢ift
zincirdeki kiriklar bu fragmanin ¢ogaltilmasini engelleyecektir. Kalip DNA {izerinde
meydana gelen baz mutasyonlari primerler i¢in yeni baglanma bolgeleri de olusturabilir.
Tez kapsaminda patlican (Solanum melongena L.) drneklerinde agir metal kirliliginin
neden olabilecegi etkiler populasyon ve molekiiler parametrelerden RAPD ile
incelenmistir. RAPD analizlerinde kullanilan rastgele primerlerin 6rneklere ait kalip

DNA’lar iizerinde baglanma bolgelerinde degisimler (yeni baglanma bdlgelerinin
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olusmasi, varolan baglanma bolgelerinin yok olmasi) meydana getirmesi 6rneklerin bant

profillerinde polimorfizme sebep olmustur.

Bant paternlerindeki farkliliklar en fazla OPCOS8 primerinde goriilmektedir. Polimorfizm
oranlar1 ¢inko konsantrasyonunun artigina paralel olarak artmaktadir. Bu polimorfizm
oranlarina bakildiginda 80 ppm ¢inko stresi uygulanan Ornekte meydana gelen

polimorfizmin en fazla oldugu goriilmektedir.
Bu tez calismasinda elde edilen sonuglara gore, toksik degerlere ulasmayan ¢inko

uygulamasinin populasyon parametrelerinde pozitif etki gosterebildigi ancak DNA’da

mutasyonel etki gosterdigi tespit edilmistir.
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