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OZET
Yiksek Lisans Tezi

AGIR METALE (Cu, Cr ve Cd) HASSAS ve TOLERANSLI ARPA (Hordeum
wulgare L.) CESITLERININ MOLEKULER MARKOR YONTEM i
KULLANILARAK TARANMASI ve DE GERLENDIRILMESi

Nevra DGGAN

Afyon Kocatepe Universitesi
Fen Bilimleri Enstitusu
Biyoloji Anabilim Dall
Danisman: Dog. Dr. Siileyman CENKIC

Bu calsmada, bakir (CuS£p, kadmiyum (CdG) ve krom (KCr,O;) toksisitesine
hassas ve toleransli argdofdeum vulgard..) ¢ssitlerinin rastgele ¢galmis polimorfik
DNA (RAPD) yontemi kullanilarak belirlenmesi hedsimitir. Arpa kulttrlerinde gir
metal stresi kgullar %2 Hewitt besin ¢ozeltisine farkli konsangraslarda (0, 75, 150,
225uM) CuS04, Cdd, K,CrO; eklenerek sdandi. Kontrol bitki materyali Y2 Hewitt
besi ortaminda yatirildi (0.3 uM CuSO4). Tum arpa sglerinin kok ve govde
uzunluklari ve biomas birikimi artan bakir, kromadmiyum konsantrasyonu (0-225
uM) ile birlikte geneldednemli dizeyde (P<0.05) azakiw. RAPD calgsmalarinda her
Uc &ir metalin de arpa g#lerinin genomlari Gzerine genotoksik etkiye sabidugu
belirlenmgtir. RAPD calgsmalarinda toplamda 6866 adet PCR bangedendirilmistir.
RAPD ve fizyolojik parametrelesig! altinda Aydanhanim, Zeynga ve Bagul arpa
cesitleri genel olarak gir metal stresine toleransli olarak belirlegtini Diger taraftan;
Orza-96, Tarm-92 ve BuUlbul-89 arpasitieri agir metal stresine hassastirlar. Bu
calismada, bitkilerin gir metal stresine ker arpa ceitlerinin taranmasinda ve
siniflandirimasinda RAPD markdr tekmin kullanilabilecgi gosterilmitir.

2013, xi +121 sayfa

Anahtar Kelimeler: Arpa caitleri, Agir metal stresi, Buyume, RAPD, Genotoksisite



ABSTRACT
M. Sc. Thesis
SCREENING AND EVALUATING OF HEAVY METAL (Cu, Crand Cd)
SENSITIVE AND TOLERANT BARLEY ( Hordeum wulgare L.) CULTIVARS BY
USING A MOLECULAR MARKER TECHNIQUE
Nevra DGGAN

Afyon Kocatepe University
Institutes of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Supervisor: Assoc. Prof. DrSileyman CENKEC

In this study, it was aimed to determine toleramd aensitive barleyHordeum vulgare
L.) cultivars to copper (CuS{) cadmium (CdG) and chromium (KCr,O;) toxicity by
using random amplified polymorphic DNA (RAPD) tediue. Heavy metal stress
conditions for barley cultivars was done by addiifferent concentrations of CuS0O4,
CdCh, K,CrOy7into %2 Hewitt culture medium. The control plant eréls were grown
in only ¥2 Hewitt culture medium supplemented witB @M CuSQ,. In general, the
root and stem lengths, and biomass accumulationsllobarley cultivars were
significantly decreased (P<0.05) by an increasiv@45 uM) the copper, chromium
and cadmium concentrations. It was revealed by RARDies that all three heavy
metals have genotoxic affects on the genomes déyawultivars. In total, we had
evaluated 6866 PCR bands in RAPD profiles. Undex light of RAPD and
physiological parameters, Aydanhanim, Zeypaland Bggll barley cultivars were
determined as tolerant to heavy metal stress. @wtier hand, Orza-96, Tarim 92 and
Bulbul-89 barley cultivars were sensitive to heawgtals. In the present study, it was
shown that the RAPD marker technique can be usedreen and classify the plants

against to heavy metal stress.

2013, xi +121 pages

Key Words: Barley cultivars, Heavy metal stress, Growth, RAB2notoxicity.
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1.GIRIS

Bugdaydan sonra, serin iklim tahillar icerisinde @k gkimi yapilan arpaHordeum
vulgare L.) bitkisidir. Turkiye'de buyik cgunlugu (% 90)1 hayvan yemi olarak
tiketilmekte, kalan kismi bira yapiminda malthiarak kullaniimaktadir (TIK 2009).
Gida endustrisinde kullanilan oran ¢oksidki olup, bira sanayinde kullanilan oran her
gecen yil artmaktadir (Baik and Ulrich 2008; Schelt al. 2009; Pourkheirandish and
Komatsuda 2007; Forstet al 2000; Cho and Dreher 2001).

Toprak, su ve havada g#i miktarlarda var olan @r metaller, beklenen
konsantrasyonlari tzerinde kirfie yol agmaktadir. &r metallerin cevrede yaygin bir
sekilde birikmesi, tim canlilar icin boyutlari giddér artan bir tehlike okturmaktadir.
Endustriyel faaliyetler, motorlu gdlarin egzoz gazlari, maden yataklari yletmeleri,
volkanik faaliyetler, tarimda gubreleme ve ilaclamii pek cok etken @r metal
Kirlili ginin nedenleri arasinda yer alir (Kahvegiovd. 2001). Air metallerin bitki
dokularinda yuksek miktarlarda birikmesi bitkilerdeksiteye neden olan Oneml
etmenlerdendir (Brekken and Steinnes 2004). Biglisoni icin kesin-kez gerekli iyon
olsun yahut da olmasin doku ve organlargia metalin airi birikimi bitkilerin vejetatif
ve generatif organlarinda gem olumsuz etkilenmektedir (Gur vd. 2004). Bitkiler
¢esitli dokularinda &ir metal toplanmasinin fazla olmasi durumlarindaz@nidouet
al. 1992), transpirasyon (Poschenried¢ral. 1989), fotosentez (Lidoet al. 1993),
enzim aktivitesi (Nussbaurat al. 1988), nikleik asitsievi (Donchevaet al. 1996),
klorofillerin biyosentezi (Somashekaraiabt al. 1992) ve tohum c¢imlenmesi
(Munzurgslu ve Geckil 2002) gibi cok sayida olay olumsuz ¢géretkilenir. Bunlara
membranlarda hasar (Kennedy and Gonsalves 198fomodengesinin bozulmasi, su
ili skisinin dezsismesi gibi fizyolojik olaylar da eklenebilir.

Genotoksinlerin bitkiler Gzerinde alwrduklari etkiler biyokimyasal, fizyolojik,
kromozomal ve molekiler seviyede takip edilebilneelit (Antonsie-wiez 1990;
Gichner and Plewa 1998; Rank and Nielsen 1994; €Ceintl. 1998; Atienzaret al.
1999; Kovalchuket al. 2001; Yildiz vd. 2009; Cenkci vd. 2009, 2010a, Rastgele
cogaltiimis polimorfik DNA (RAPD) tekngi, 10-mer primer kullanarak DNA’daki
dizilerin rastgele ¢galtiimasinin yapildy PCR temelli bir molektler markor telgmlir



(Williams et al. 1990). Bu teknikte, DNA dizisi hakkinda 6n bilgigerek duyulmaz,
pahali dgildir, uygulamasi kolaydir, radyoaktivite bulunduam ve yiksek
polimorfizme sahiptir (Atienzaet al. 2006). Bitkilerde; genetik tganti haritalarinin
olusturulmasinda (Reiteet al. 1992), kultir cgtlerinin belirlenmesinde, irk, kultar ve
tur temelinde genetik gdimin Olctilimesinde, (Joshi and Nguyen 1993; Fahanal.
1999; Cenkci vd. 2008), turler, alt-tirler ve kuléi arasinda filogenetik gkinin
calisiimasinda (Landret al. 1994; Cenkci vd. 2008) RAPD teknkullaniimaktadir.

Bu calsmada, Arpa Kordeum vulgare L.) c¢ssitlerine (Angora, Avci-2002,
Aydanhanim, Bggul, Bulbul-89, Orza-96, Tarm-92, Zeyngdy farkli
konsantrasyonlarda uygulanan bakir, krom ve kadmiy{CuSQ5H,0, K,Cr,O;,
CdChL.2H,0) air metallerinin kdk ve govde bluytmesi Gzerindekileti belirlenmeye
calisildi. Ayrica bu U¢ gir metalin, arpa ¢gtlerindeki genotoksik etkiler PCR temelli
bir yontem olan RAPD (Rastgele gaitiimis Polimorfik DNA) yontemi kullanilarak
tespit edildi. Boylece bazi arpasgterinin bakir, krom ve kadmiyum toksitesine kar

toleranslik siniflandiriimasi molekuler markor yémi ile analiz edildi.

Sonug olarak fizyolojik parametrelerle yapilan taleslik siniflandirmasi ve genetik
markdrleme tekrgi ile yapilan toleranslik siniflandirmasi arasirma! benzerliklerin

oldugu gorulmitar.



2.LITERATUR BILGILERIi

2.1. Arpa’nin Morfolojisi ve iklim Ko sullari

Arpa, bigdaygiller (Poaceae) familyasindan olup dinyaniresa kaltir bitkilerinden
birisidir. Arpa Hordeum vulgard..) serin iklim tahillari icerisinde l@adaydan sonra en

cok ekimi yapilan bitkidir.

Tek yillik, uzun gun bitkisi olan arpanin tir ya dasitleri farkli fotoperiyodik
davranglar gosterebilir. Bitki boyu ortalama 3010 cm kadardir. Ortalama olarak
basaklar 714 cm boylarinda; 2, 4 ve 6 sirahdirlar. Arpa tarieé 913 protein, %67
kadar @irlikli olarak nkasta bulundurur. Kiltir ve yabani tirleri kapsayapanin
temel kromozom sayisi n=7'dir. Butin kultir arpaldiploid (2n=14) iken yabani
arpalarin ise diploid (2n=14), tetraploid (2n=2&) lekzaploid (2n=42) olanlari vardir
(Kiin 1988).

Arpa, 1hik iklimde ve goreceli nemi yiksek olan géllerde dah iyi yegir. Sicaklgi sifir
derecenin altina gineyen ve yirmi derecenin Uzerine ¢ikmayan, nispirié 80 civari
olan bolgeler arpa icin olduk¢a uygundur. Organi&date bakimindan zengin, milli,
havalanmasi ve nem#gi uygun, nétr (pH 5-8) topraklar arpa icin en uygopraklardir
(Kiin 1988).

Tek yillhik bir bitki olmasi, uzun olmayan gam dongisu ve yedi c¢ift kromozomdan
olusan genom 0Ozelikleri arpa bitkisini molekiler ve dkimyasal cahmalarda énemli
bir model yapmaktadir. Fizyolojik ve morfolojik #emdan geni varyasyon, iyi bir
genetik stoklarin ve genetik haritalarin bulunm&=ndine dollek olmasi, ¢ok farkl
testlerin uygulanabilmesi, bu bitkinin fizyolojikevmolekiler cagmalar icin énemini
kat kat arttirmaktadir (Koornneet al 1997; Rodrigueet al. 2006; Dolezekt al. 2007;
Castiglioneet al 2008).



2.2. Agir Metal Stresi

Bitkiler yasamlarini sardurdikleri alanlarda, gatlerini kisitlayici ¢eitli olumsuz
kosullara maruz kalmaktadirlar. Bitkide metabolizmayiyiime ve gejmeyi etkileyen
olumsuz herhangi bir etmen veya madde stres olembkl edilir (Lichtenhaler 1998).
Stres faktorleri, bitkiler Gzerine etkilerini gonlukla, & zamanh ve kombingekilde
gostermektedirler (Kalefegtu ve Ekmekci 2005). Stres faktoérleri, orijinlerirgdre
biyotik ve abiyotik stres faktorleri olmak Gzere grupta incelenebilmektedir. Bitkiler
bu faktorlere kan kendilerini korumak igin ggtli savunma mekanizmalarina sahiptir
(Fujitaet al 2006).

Virls, bakteri ve funguslari iceren patojenler, ddder ve herbivorlar biyotik stres
faktorleridir (Mahajan and Tuteja 2005). Bitkildou stres faktorlerine kgr direng
olusturmak icin bircok mekanizmaya sahiptir. Bitkilesavunma mekanizmasi biyotik
stres etmeninin hicre ylzeyi reseptorleri tarafmnalgilanmasi, ardindan da bu etkinin

sinyal iletim yolu ile genoma aktariimasi ile akidle gelir (Akta ve Glven 2005).

Bitkilerin maruz kaldgl kuraklik, tuzluluk, yiksek sicaklik veya don, kiasal kirlilik
gibi bircok abiyotik stres faktort Grin miktariniiyalk oOlcide azaltmaktadir. Bu
faktorler bitkiler icin birincil stres faktorlerilarak § gorir ve osmotik stres, oksidatif
stres ve iyonik stres gibi ikincil stres faktorlaritetikler. ikincil stresler hicrede
osmotik ve iyonik dengenin bozulmasina, yapisaligkevsel proteinlerde ve hiicre
zarinda hasara, dolayisiyla hicre zargkdaliginda degisikli ge yol agar. Sonug olarak,
hiicrede olgan bu etkiler bgangic stres sinyalleri olarak da ifade edilirsBagi¢ stres
sinyalleri; hiicrede bozulan dengenin geri kazarsimhlcre zarinda meydana gelen
hasarlarin onarilmasi ve proteinlerin korunmasingéevsel olan stres yanit
mekanizmalarini aktive eden sinyal surecini vedkaipsiyonun kontrolini uyarir. Bu
sekilde bitkide stres toleransi@anms olur (Mahajan and Tujeta 2005; Vinocur and
Altman 2005; Valliyodan and Nguyen 2006).

Yogunlugu 5 g/cnt’iin iizerinde olan ginko, krom, kadmiyum, nikel, bakursun, civa

gibi metaller &ir metal olarak tanimlanir. Bununla beraber, 2./&njyogunluga sahip



hafif metal olan aliminyum da gbr &ir metallere benzer zararl etkileri gosterir
(Petrucci and Harwood 1993). Mn, Fe, Cu, Zn ve MNi @lementler gir metaller
arasinda yer alir ve bunlar bitki bayumesi icinejdir elementlerdir (Nedelkoska and
Doran 2000) ve metabolik 6neme sahip bircok enzimmemli bir bilgenini
olusturmaktadir (Dixitet al 2002). Pb, Cd, Se ve Al gibi @r metaller ise biyolojik
olarak gerekli dgildir ve belirli bir konsantrasyonun lzerinde tdiksi. Mikro besin
elementi olsun ya da olmasingia metallerin, atmosferde, suda ve topraktaki
konsantrasyonunun belli bir seviyenin (zerine ci&maim canlilar icin ciddi

problemlere neden olmaktadir (Benavigesl. 2005).

Bitkiler koklerinden salgiladiklari organik asitlee karbohidratlar iler @r metallerin
binyelerine girmesini engeller. Ayrica, blnyeye ¢ekilde alinmg agir metallerin
aminoasit, ferritin, gir metalotiyanin ve fitokelatin gibi molekullerleokpleks yaparak
hiicre duvarlarn ve vakuol gibi metabolik yollardazak bdlgelerde biriktirilmesi
yapilabilir. Bunlara ilaveten, antioksidan enzim tiakelerinin ve antioksidan
molekdllerinin miktarlarinin artiriimasi, hiicre memlarinin onarilmasi gibi savunma
mekanizmalarina sahiptirler. Tum bunlar bitkileagir metallere kann gelitirdikleri
tolerans mekanizmalaridir (Greger and Lindberg 1986ksoret al 1990; Verklaij and
Schat 1990; Kramegt al. 1996; Sanita di Toppi and Gabrielli 1999; Prastdl 2001;
Hall 2002; Verma and Dubey 2003; Zacclenal. 2003; Benavidest al 2005).

Bazi bitki ve mikroorganizmalar ga metallerin uzaklgtiriimasinda potansiyel
temizleyici olarak kabul edilmektedir ve bu amag#pilms birgcok calsma mevcuttur.
Ornezin, Thlaspi caerulescengilksek Cd konsantrasyonlarinda hayatta kalabiken v
Cd’a kasgl toleransi oldukca yuksek bir organizma olarakrtdanmstir (Magdaet al
2006).

2.2.1 Bakir Genotoksisitesi
Bakir (Cu); atom numarasi 29 ve atofhrlgl 63,546 olan bir | B grubu elementidir.

Cu yerkabgunda ve birgok mineral ygianda bol miktarda bulunan bir elementtir.

Trafik yogunlugu, madencilik faaliyetleri, aritim teknolojileri socunda ekosisteme



girer (Kabata Pendias and Mukherjee 2007). Metaldkir alet, sisleme, heykel,
kuyumculuk, madeni para, yiyecek ve icecekler ikap yapiminda (Wright 2001),
insaat, makine, tama ve ordu donatim malzemesi ile ilgili elektriksgtinlerin
yapiminda, ayrica boya sanayi, petrol rafinerigiasitimi, metal cilasi, odun koruma
gibi endustriyel alanlarda da kullaniimaktadir (Bgdoux 1999a). Bakir sulfat genellikle
fungisit, herbisit, algisit, mollusit olarak, ayachayvan besini ve gubrelere nutrient
destgi olarak kullaniimaktadir (WHO 1998; Barceloux 189€ampanellat al 2000;
Wright 2001).

Bitki bunyesinde enzim aktivasyonu, karbonhidratipel metabolizmasinda yer almasi
gibi durumlar bakir elementini oldukca 6énemli kiktedir (Kacar ve Katkat 2006).
Serbest ve karmgek formlardaki +2 dgerlikli bakir iyonlari d@al sularda, hem bitki
hem de hayvanlar icin gereksinim duyulan temel onktrienttir (U.S. EPA 1980;
Dokmeci 2001; Wright 2001; U.S. EPA 2003; Maal 2003; Bossuyt and Janssen
2004).

Bakirin temel glevi; elektron transferi, oksijen ¢amimi ve substrat oksidasyon ve
rediksiyonu gibi metalloenzim kataliz tepkimeleen#ofaktor olmasidir. Bitkilerde
fotosentetik elektron tama sistemine katilir ve ayni zamanda katalaz, ks&ilaz,
tirozinaz, sitokrom oksidaz (Dokmeci 2001; Bossapd Janssen 2004), ferroksidaz,
superoksit dimustaz ve aminoksidaz gibi enzimlekofaktorii olarak gorev yapar
(Wright 2001; Sofyan 2004).

Metaller besin zinciriyle girdikleri canh yapilamd atilmadiklari icin canlilarda
fizyolojik olarak birikim olayl gerceklgr ve binyede belirli sinirlarin sgmasi
durumunda toksik etki yapar (FargaSostaal 1997; Campanellat al 2000; Wright
2001). Bakirin redoks 6zetinden dolayi, Haber-Weiss ve Fenton reaksiyonliar i
super oksit ve hidroksil radikalleri gibi etkin ojen bilesiklerinin gelisimi ile oksidatif
strese neden olgu, oksidatif stresin dgrudan proteinlere, aminoasitlere, nuikleik
asitlere ve zardaki lipidlere hasar veidvurgulanmaktadir (Perales-Ved al 2007).
Bakir hiicrede ¢ok farklh duzeylerde etkili olabismee kagin, yesil bitkilerde en 6nemli

etki mekanizmasi kloroplastlardaki elektron aktanm engellemesidir. Ayrica



fotosentetik pigmentlerin ofumunu engeller ve hiicre icindeki Ke N& derisimlerini
azaltir (Bossuyt and Janssen 2004). Topraktaki b@®i kuru maddesindeki 15-30
mg/kg'dan fazla bakir stres etmenidir ve bitkileinitoksiktir. Bakirin toksisitesi temel
olarak serbest iyonlarla gkilidir. Bakir redoks metalidir ve hidroksil, perskve
alkoksi radikalleri gibi serbest radikallerin gfoasini katalizler. Bu sebeple, hiicrede
oksidatif strese neden olur (Mazhowdial 1997). Genellikle, bakirin toksk etkisi bitki
koklerinde gozlenir ve bitkide iyon alimi, protesentezi, solunum, fotosentez ve

membran dayaniklgi gibi fizyolojik etkileri ortaya cikar (Sossat al. 2004).

Salatalik bitkisinde bakir toksisitesinin fotosemterani tzerine etkilerinin agarildigi

bir calsmada; fotosentezin, ggfnis yapraklarda kontrol grubuna gére %50 civarinda,
gelismemk yapraklarda ise %30 oranda azgidelirlenmitir. Bunun nedeni olarak da
fotosentez oraninin mature yapraklarda daha fazddmasinin stomal hareketlerle ve
CO, asimilasyonun daha fazla azalmasi ise gerggfiebelirlenmgtir (Dunandet al
2002). Bakirin hiyar bitkisinin karbonhidrat bimki ve iyon icergi tzerine etkilerini
belirlemek amaciyla yapilan bir §§&@ calsmada 0 ve 2Qug/g bakir uygulannstir.
Geng yapraklarin gasta iceginin kontrole gore %155, olgun yapraklarin ise %116
oraninda artf saptanmtir. Nisasta icegindeki bu artgin yiksek dozlardaki bakirin
asimilat tginmasini engellemesinden kaynaklagndiifade edilmgtir. Bitkilerin
potasyum ve magnezyum iceriklerinin hem genc¢ henoldan yapraklarda kontrole
gore %40 azalgh ve bakirin kalsiyumun koklerden yapraklaraienasini azalt@
tespit edilmgtir (Sosséet al 2004). Bakirin hiicre duvarinag@nmasi direkt ya da
kalsiyumu yerinden ¢ikarmak suretiyle gekilde meydana gelmektedir. Bu durumda

hiicre duvar elastikiyeti bozulmakta ve turgor aratadir.

Artan bakir dozlarinin Grin miktari Gzerine etkihem argtinldigl bir calsmada celtik
bitkisi yetistirilmi stir. Calismada toprakta 100 mg/kg bakir bulugdanda verim %10;
300-500 mg/kg %50 ve 1000 mg/kg ofadunda %90 oraninda azatdbildiriimektedir
(Xu et al 2006).

Toprak (kontrol, 1000 ve 2000 ppm) ve yapraktan (@ksiklorid ve metalik bakir)

artan dizeylerde bakir uygulamalarinin domatesidniik Gréin miktari ve kalitesi



tzerine etkilerinin argduirildig! bir calsmada topraktan uygulanan artan bakir dozlarinin
toplam verim, meyve sayisi, kuru kogidigl ve bitki boyunun azalmasina neden

oldugu; yaprak ve topraktan yapilan Cu uygulamalariradese toprak ya da sadece

yapraktan uygulamalara gore daha tehlikeli gldifade edilmgtir (S6nmezet al 2006

a).
2.2.2 Kadmiyum Genotoksisitesi

Kadmiyum (Cd); atom numarasi 48 ve atofirlagi 112,411 g/mol, ygunlugu 8.7
g/cnt olan periyodik cetvelin Il B grubunda bulunan bick elementidir. Yarilanma
omri 10-30 yil arasinda olagiametallerden biridir. Bdica Cd tuzlan CdS, Cdgle
CdsQ'tir. Cd ve bilsikleri oldukca zehirlidir (Kabata pendias and Mukjee 2007) ve
havada hizla kadmiyum oksite (CdO) dgint Trafigin yogun oldwgu alanlardaki yol
kenarlarindaki topraklarda toz cokelmesi ile yild&€'ye 0.2-1.0 mg kadmiyum
ilavesinin oldgu olctlmistir (Haktanir 1987).

Kadmiyum ilk olarak bitki kokleriyle alinir ve toks etkileri ilk bu bdlgede olur.
Dokulara gegcen Cd RNA sentezini gdgirebilir ve ribonikleaz aktivitesini inhibe
edebilir (Shah and Dubey 1998). Cd ayrica surgdelearitrat rediktaz aktivitesinin
inhibisyonuna neden olarak slrginlere azgtntaasinin azalmasina neden olabilir.
Genel anlamda Cd stresi bitkilerde yaprak kivribnala ve kloroza neden olur. Kok ve

surgunlerde biyumeyi engeller.

Koklerde Cd tarafindan Fe (llIl) rediktaz enziminimhibisyonu ciddi bir F&
eksikligine neden olur. Govdede nitrat rediktaz enziminhibe ederek nitrat
absorbsiyonunu kisitlar. Tumgia metaller gibi Cd da hicre zarinin gecirggimi
etkileyerek su aliminin azalmasina neden olur. Geténzarindaki ADPaz aktivitesini
azaltir. Bunun yani sira lipit peroksidasyonunaemedalur. Ayrica Cd fotosentezin
karanlik evresinde karbondioksit fiksasyorsarmasinda gorevli enzimlerin aktivitesini
kisitlar. Benzegekilde klorofil biyosentezini de inhibe eder (Berdeset al. 2005). Cd
toksitesi serbest radikal glumunu arttirarak ya da enzimatik ve enzimatik olamy

antioksidanlarin ogumunu azaltarak oksidatif strese neden olurlar. id2ki$ stres



sonucu ortaya cikan en Onemli fizyolojik olay semesir.Yapilan bazi ¢amalar,
bitkilerde Cd birikimi sonucu klorofil miktarinintiglendigini, peroksidaz aktivitesinde
bir arts g6zlendgini (Ozden ve Baycu 2004); klorozun meydana gglde yapraklarin
kuru gzirliklarinda azalmanin oldw géstermektedir (Baycu ve Onal 1993).

Phaseolus vulgarigfasulye) bitkisine 48 saat siureyleu® Cd uygulanmy ve yaprak
hicrelerinde gegiemenin engellendi, hicre duvari elastikiyetinin  azafl
gorulmistir (Poschenriedeet al 1989). 1uM Cd ile 24 saat muamele edifnmisir
bitkisinin kdk buylumesinde %30 oraninda inhibisymeydana geld bildirilmi stir
(Magdaet al 2006).

Kadmiyum stresi kgullarinda azot metabolizmasinin enzimleri olanatirediktaz ve
nitrit rediktazin aktiviteleri azalmaktadir. Bu dar bitkilerin nitrat asimilasyonunu
azaltmaktadir (Gouiat al 2000). Yapilan bir cajmada 50uM kadmiyum uygulanan
domates yaprak ve koklerinin nitrat igarikontrol bitkilerine gore %24 ve %62
oraninda daha duk bulunurken, toplam aminoasit miktarinin a@rttbelirlenmigtir
(Chaffei et al 2004). Yapilan bircok agarma kadmiyumun fitotoksik oldiu ve
blylumeyi inhibe etfiini ortaya ¢ikarmgtir (Wu et al. 2004; Nyquist and Greger 2007).
Ayrica bitkinin lipid kompozisyonunu g@sgstirdigi ve hatta bitkinin 6limune bile yol

actgini gostermitir (Quariti et al. 1997).

Kadmiyum stresi altinda bitkilerin su ve iyon almm azalmasinin en dnemli nedeni
kok biyume ve gelmesini engellemesidir. Ayrica kadmiyum stresi aéaki bitkilerde
stomalarin kapanmasi nedeniyle transpirasyonla agtbikazaltmakta ve kadmiyum

tasinmasi engellenmektedir (Sakal 1995).

2.2.3 Krom Genotoksisitesi

Krom (Cr), periyodik cetvelin VI B grubunda yer mlebir gecs metalidir. Bitki
metabolizmasinda herhangi bir rol oynamayan krora ¢fcm3), bitkiler icin toksik bir
elementtir (Cervantest al. 2001, Dixit et al. 2002). Krom; paslanmaz celik Uretimi,

¢ssitli lehim ve pas engelleyicilerin Uretimi ile illgimetalurji endistrisinde, boya, cila,



cam ve seramik malzemelerinde, deri endustrisindarkimaktadir (Cervantest al.
2001). Ana materyale gore glgmekle birlikte toprakta 5-100 mg/kg oranlarinda
bulunur. Bitkide ise kuru madde de 100 mg/kg bulaembircok ytksek bitki icin
toksiktir (Ozbek vd. 1995).

Oldukca toksik olan Cr membran zararlarina, ordard# yapisal dgsimlere,
metabolik aktivitede bozulmalara ve blyimede irdybna neden olmaktadir
(Kimbrough et al. 1999). Krom stresine maruz kalan bitkilerdesahu tekli (singlet)
oksijen, siperoksit anyonu, hidroksil radikali vielrbjen peroksit gibi reaktif oksijen
turleri (ROT’lar) lipitler, proteinler ve DNA gibibiyomolekullerde oksidatif zarara
neden olabilmektedir (Vajpayet al 2001).

Bitkide toksik seviyeye ukan Cr'nin etkiledgi ilk fizyolojik olay aslinda tohum
cimlenmesidir. Amilaz aktivitesinin ve embriyoyaker tginmasinin azalmasi, bununla
birlikte proteaz aktivitesinin arttirmasi Crninhiom cimlenmesi Uzerine engelleyici
etkilerdir. Yapilan bir catmada, toprakta 500 ppm civari Cr bulunmasi fasulye
tohumlarinin ¢cimlenmesini yari yariya; 80 ppm Chionmasi isgeker kamgi bitkisinde
¢cimlenmeyi Ugte bir oraninda azaittbelirlenmitir (Jainet al 2000).

Krom kok hicrelerinin bélinme ve uzamasini engeltel kok gekimini engeller. Bu

durum topraktan alinan bitki besin maddesi ve sug@almasina yol acarak bitki
biyime ve ge$mesini azaltir. Dolayisiyla 6nemli dizeyde verim kadite azalmasi
goralur (Khanet al 2000).

2.3 Bitkilerde Agir Metal Alinimi ve Tasinimi

Metal alinimi ve tanimi bitki tird ve metal ggdine gore farkhliklar gostermektedir.
Bitkiler, az miktarda da olsa atmosferde bulungm anetalleri yapraklari aracgh ile
alabildikleri gosterilmesine ganen (Harrison and Chirgawi 1989; Lindbeigal 1992;
Godzik 1993; Lombiet al 2002) &ir metal alinimi buyuk oranda kokler aragilile
olmaktadir Agir metaller topraklarda, kolloidlere tutungpnhalde, organik maddelere

bagli halde ve toprak c¢ozeltisi icinde iyon halindelunurlar. Bitkiler ancak toprak
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cOzeltisinde iyon halinde bulunargia metalleri kokleri aracifiyla alabilirler. pH,
sicaklik, organik madde miktari, gdir metallerin varfii ve mikroorganizmalar gibi
kosullarin  degismesi toprak c¢oOzeltisi icindeki ga metal konsantrasyonunu
desistirecezsinden a@ir metal alinimini da etkileyecektir. Ogie pH'In dismesi
ortamdaki H iyonlarinin artmasina neden olmaktadir. Artahkdtyonlari, &r metal
katyonlari ile rekabete girmekte, kolloidlere tutuesini engellemekte ve boylecara
metallerin toprak ¢ozeltisindeki konsantrasyonuartmasina neden olmaktadir (Greger
1999). Asir metal alinimi, bitki tiriine gh olarak da dgisiklik gostermektedir. Kok
katyon dgisim kapasitesi, kok yuzey alani gibi 0Ozelliklegiia metal alinimini
etkilemektedir (Davies 1995). Ayrica bitkiler riZes pH’sini dgistirerek (Muranyiet
al. 1994), ya da rizosfere malat, sitrat, musilaj giladdeler salgilayarak (Jackseinal
1990) aldiklari gir metal miktarini dgistirebilmektedirler.

Kbklerden alinan @r metaller ksilem aracg ile gévde ve yapraklara iletimektedir.
Kok icine alinan gir metaller apoplastik ve/veya simplastik yollalésie ulairlar.
Endodermal hiicre tabakasi, ksileme apoplastik yolta metal ulaimini engelleyen
bir bariyer gorevi yapmaktadir. Bu nedenle genkdldggir metaller simplastik yoldan bu
tabakay! gip ksileme ulamak zorundadirlar (Tester and Leigh 2001). Bazualtestise
(6rnezin Cd) iyon halinde ksilemde gmir. (Menchet al 1988). Bunun yani sira
organik asitlerin de tanmada rol oynagi bildiriimistir (Greger 1999). Floemin,
muhtemelen @r metalleri bglayabilen iyon ve molekullere sahip protoplazmangesi

agir metallerin tainmasini zorlgtirmaktadir (Greger 1999; Pergal 2006).

2.4 Reaktif Oksijen Turleri (ROT), Antioksidanlar ve Antioksidatif Enzimler

Uzerine Agir Metallerin Etkileri

Serbest radikal, atomik ya da molekuler yapilanfitepmems bir veya daha fazla tek
elektron tarlyan molekullere verilen isimdir. Ba molekdller ile ¢ok kolayca elektron
alisverisine giren bu molekullere oksidan molekiller veyaktd oksijen turleri (ROT)
de denilmektedir (Cavdar vd. 1997). Oksidatif foB&syon, hidroksil ve superoksit
gibi serbest radikallerin ojumuna neden olur. Bu radikaller ise hiicrelerde datgi

hasarlara neden olmaktadirlar.s#m icin gerekli olan serbest radikaller, elektromla
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transfer olmasi gibi enerji Uretimi veger metabolik glevlere temel olgturur. Bununla
birlikte, zincir reaksiyonu kontrol edilemez tawarlsergilerse oksidatif hasarlara neden
olur. Normal kgullarda serbest radikallerin Utretimi ve supurtlmgki hicresinde
dizenlenmektedir. Bununla birliktesia yogun ik, tuzluluk, herbisit, hava Kkirligi,
patojenik saldirlar ve kuraklik gibi cevresel steg sonucunda serbest radikaller ile
antioksidan sistemin aktivitesi arasinda denge Iooaktadir. Bunlar, lipid
peroksidasyonu, protein denatlrasyonu ve DNA maotaayini icine alan oksidatif

hasarlar meydana gelmektedir (Poontadtal. 2003).

Reaktif oksijen turleri (ROT) indirgenme ve oksititee olaylarinda kloroplast ve
mitokondri gibi hiicre organellerinde elektronlataginmasi, bitki hicrelerinde gilk
duzeylerde meydana gelmektedirler. ROT’lar geclarak meydana gelebilirler veya
enzimatik olarak gercekalebilir. ROT’larin enzimatik kaynaklari hem hicreidnem
de htcre ici kaynakhdir (Bolwel 1999). Buyuk RO®&ykaklari hicre duvarlarinda
bulunan peroksidazlar ve aminoksidazlar, plazma bmamnda bulunan NADP
oksidaz, mitokondri, kloroplast, peroksizomlardaluman intraseliller oksidaz ve
peroksidazlardir (Mitler 2002) .

Abiyotik ve biyotik stresler tarafindan ghurulan metabolik dengesigé cevap olarak
hiicresel ROT dretimi artmakta ve surdurilmektelditi{ofer et al. 2004, Molleret al.
2007). Stres kaillarinda ROT’larin artan Uretimi hicreler icin hehdit olabilmekte;
fakat ROT’larin stres cevabi ve savunma yollaraktivasyonunda bir sinyal molekilu
olarak fonksiyon gordgii distintlmektedir (Knight and Knight 2001). Bu nedenle,
ROT’larin hucresel stres indikatorleri ve stresag@winyal iletim yollarinda sekonder

mesajci oldgu belirtilmistir (Mittler 2002).

2.5 Stresten Sorumlu Genlerin Aktivasyonunda Transkipsiyon Faktérlerinin

Roll

Gen anlatiminin dizenlenmesinde goérevli olan pmtgeikromozomu olgturan uzun
ikili sarmal yapida bulunan 6zgin nukleotid diziker tanimakta, cift sarmalin
¢cozlilmesine gereksinim duymaksizin molekilin yapiglliklerine gére DNA'ya
baglanmaktadir. Molekulin taninmasindan sorumlu ol@nn2kleotid ciftinden daha
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kisa 6zgun diziler bir anlamda sistemin anahtaklinde calgmaktadir. Molekuler
dizeyde proteinin DNA'ylI tanimasi, protein yluzegirbelli bdlgesinin ikili sarmalin
0zgun yuzey oOzellikleri ile gegidlcide uyum g#damasinin bir sonucu olarak
gerceklemektedir. DNA moleklliine ganmada ise ikili sarmalin yapisal 6zellikleri
biyluk 6nem tamaktadir.Seker-fosfat omurgasindan eksenemocikinti yapan baz
ciftlerinin tasidigi hidrojen b& alicilari, hidrojen ba vericileri ve hidrofobik bdlgeler
molekilin organizasyonu sirasinda meydana geleikbigy kiicik oluklar Gzerinde yer
alirlar. Buyuk oluk, her baz cifti icin bu t¢ farkbzellikteki bolgeyi farkl dizilim
bicimleri seklinde taidigindan dizenleyici proteinlerin tanidiklari hedeigadolarak
tercih edilmektedir. Ayrica DNA ikili sarmalin komfmasyonunun ve déniumde
meydana gelen @eimlerin de bglanmada etkili oldgu bilinmektedir. Protein-DNA
arasinda meydana gelen bu etfitder zayif olmakla birlikte, DNA ve protein ara
yuzinde olgan 20 ve Uzerindeki gwmnmalar, bu etkilgmi 6zgin ve kuvvetli hale
getirir (Albertset al. 2002).

Stres toleransinda gorevli olan molekullerin sent@nskripsiyon faktorleri aracgiyla
gerceklgtirilmis olur (Meshi and Iwabuchi 1995; Busk and Pages 1L9B8&kilerde
bulunan transkripsiyon faktor ailelerinden bazram (AP2/EREBP ailesi gibi) der
organizmalarda homologlari bulunmaz. AP2/EREBP saifgoteinlerinin en 6nemli
Ozelligi, DNA ile etkilesime giren AP2 bdlgesinin korunmu70 aminoasitten
olusmasidir (Okamuret al. 1997). Bitkilerde bugiine kadar tanimlanan dehigvadan
sorumlu elemente (DRE) planan tum proteinler AP2/EREBP transkripsiyon fakto
ailesine aittir. Ozguin nukleotid dizisine (5'-TACBGAT-3') sahip olan DRE ilk defa
kurakliktan sorumlu rd29A geninin promotérinde tanimlangtir (Yamaguchi-
Shinozaki and Shinozaki 1994). DRE elementi delybia ve yiksek tuzluluk
kosullarindard29A geninin hizli birgsekilde anlatimini sgamaktadir. DRE’ye hdanan
proteinlerden DREB1 ve DREB2 transkripsiyon fakddrl DRE elementini tayan
haberci (“reporter”) genin transkripsiyonunugkse.. Stres etkisiyle aktif hale gelen
transkripsiyon faktérlerine ait mMRNA molekullerras strecinin bdamasindan kisa bir

sure sonra hucrede yuksek seviyede birikir (Ketial. 2001).
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Diger bir transkripsiyon faktor ailesi bZIP (I6sin fewar) ailesidir. Bu transkripsiyon
faktorlerinin dzellgi yedi sirali 16sin tekrarli temel amino asitlemengin bolgeye sahip
olmasidir. Losin tekrarlari, transkripsiyon faktoiin iki DNA bglanma bélgesinin
dimerizasyonu icin gerekli olmakla birlikte, tramgdsiyon faktérinin DNA ile

etkilesimini de sglamaktadir (Vinson 1989).

Bitkilerde bulunan dier énemli transkripsiyon faktor ailesi WRKY ailesidBu aile
dyelerinin WRKY bdlgesi olarak adlandirilan 60 amimsitlik korunmg bdolgesi
DNA'ya baglanmadan sorumludur. Bu proteinler 6zgin DNA dizengentlerine
((M)(T)TGAC(C/T)) balanir (Eulgemet al. 2000). WRKY uyelerini kodlayan genlerin
anlatimi ve/veya bu proteinlerin DNA'ya @lanma aktiviteleri kuraklik, sk, tuz
etkisi, patojen saldirisi ve yaralanma argoila artmaktadir (Fowler and Thomashow
2002; Singlet al. 2002; Seket al. 2002). Ayrica arpada patojenle hutteada, sguk ve
kuraklik stresine yanitta WRKY38 transkripsiyon tiakinin goérevli oldgu
belirlenmitir. Bu proteinisifreleyen, 6H arpa kromozomunun sentromerik bolydesi
bulunan geninWRKY 3§ dizisi de cikarilmygtir. Ayrica bu genirArabidopsis thaliana
ve Oryza sativagenomunda da homologlari olglu belirlenmgtir. Bu bulgular
WRKY38 transkripsiyon faktorinin, bitkilerde abiyjot stres yanitinda gorevli
proteinlerin sentezini diizenleyerek etkili ofgmu gostermektedir (Mat al. 2004).

2.6 Genotoksisite

2.6.1 Genotoksisiteyi Belirleme Teknikleri

Bitkilerde &ir metallerin mutajenisitesinin  belirlenmesinde batestler ileri
surdlmitar. Bunlar; kromozom aberasyon analizleri (Rankd aNielsen 1994),
mikrontkleus testleri (Steinkellnet al. 1998), DNA fingerprint analizleri (Contet al.
1998) ve somatik nokta ve homolog rekombinasyon asyanlarinin tespitidir
(Kovalchuket al.2001).

Kalitim sekilleri morfolojik, biyokimyasal ve DNA diizeyindelenebilen karakterlere
“genetik markir” denir. Genetik markirlar taksongrambriyoloji, fizyoloji ve genetik
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mihendislgi gibi pek cok alanda genetik haritalarin hazirlasm genetik parmak izi
analizi, d@rudan gen etiketlenmesi, gen kopyalanmasi, genosalizgnevrimsel
analizler, genetik varyasyon belirlenmesi ve kroomlarda olgan yapisal désimlerin
belirlenmesi gibi pek ¢cok amaca yonelik olarak &nllmaktadir (Yildirnm ve Kandemir
2001).

Genetik markirlar morfolojik markirlar, protein nkamari ve DNA markirlari olmak

Uzere Uc¢ gruba ayrilarak incelenebilmektedir (¥itdive Kandemir 2001).

2.6.2 Morfolojik Markirlar

Tek bir lokus tarafindan kontrol edilen morfolojikzellikler, ezer bulunduklari ¢cevrede
ekspresyonlari tekrarlaniyorsa bir genetik markitarak kullanilabilmektedir.
Morfolojik markirlar cicek rengi, tohum sekli, piggntasyon gibi gorulebilir fenotipik
karakterleri kapsamaktadir. Dominant 6zellik géstemarkirlardir. Analizlerinin kolay
olmasi en blyuk avantajlari iken, sayilarinin amasi, cevresekartlardan ya da
bitkinin icinde bulundgu gelsme surecinden ve gkr lokuslardan etkilenmeleri,
kullanimlarini ve guvenirliklerini etkileyen dezauajlardir (Winter and Kahl 1995).

2.6.3 Protein Markirlari

Protein markirlari enzimler ve enzim olmayan prmati olmak tzere iki ana gruba
ayrilir. Depo proteinleri, bir jel Gzerinde yurufil boyandiklarinda, farkli genotiplerde
ortaya cikan yapi farkhliklari kolaylikla belirlebilmekte ve bu 6zellik genetik markir
olarak kullanilabilmektedir. Analizleri cabuk, glivkr ve tekrarlanabilir 6zelliktedir;
ancak sayilarinin az olmasi nedeniyle gehir kullanim alani bulamamaktadir.
izozimler, farkl genler ya da ayni genin farkliediiéri tarafindan kodlanan enzimlerdir.
Bu sayede izozimlerin birbirinden ayirt edilebilmel icin elektroforez tekig
kullaniimaktadir. Elektroforez sonrasinda ilgiliopgine ait secici boyama teknikleri
kullanilarak, proteinin jel icinde bulungu pozisyon belirlenebilmekte ve bu pozisyona
gore farkh alleller tanimlanabilmektedir. Enzim rk@arinin temel avantajlari

analizlerinin cabuk, ucuz ve guvenilir olmasidirev@@den ve ger lokuslardan
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etkilenmemektedirler.  Sayilarinin  ¢ok az olmasi v@ost—translasyonel
modifikasyonlardan etkilenmeleri, bazi izozimleancak 6zel dokularda ve belli bir
gelisme doneminde godzlenebilir olmasi, dezavantajlasiada yer almaktadir (Staab
al. 1996).

2.6.4 DNA Markirlari

Farkli genotiplere ait DNA’larin dizi farklihklann cssitli sekillerde ortaya koyan
markirlardir. DNA markirlari, DNA'nin aktif bolgefanden veya herhangi bir genetik
kodlama fonksiyonuna sahip olmayan DNA dizilerindgtistirilebilir. Cevreden, dier
lokuslardan veya bitkinin galine siirecinden etkilenmemeleri, sayilarinin ¢ok sima

guvenirliklerinin yiksek olmasi nedeniyle cok gebir kullanim alanina sahiptir.

DNA markirlari, hibridizasyon ve PCR telgme dayanan markirlar olmak Uzere
siniflandirihr (Gruptaet al 1999).ilk molekuler markir ksagl olan RFLP (restriksiyon
parca uzunluk polimorfizmleri), DNA-DNA hibridizasgiu temeline dayanan, yawae
yuksek maliyetli olan bir tekniktir. DNA parcalarmgogaltmaya yarayan polimeraz
zincir reaksiyonunun ké ile daha hizl ve daha diik maliyetli olan, PCR ydntemine
dayal ikinci kak molekuler markirlarin ofturulmasi sglanmstir. PCR yontemine
dayanan markir tekniklerinde, rasgele oligonukiotprimerlerin kullaniimaya
baslanmasiyla birlikte, daha 0©Onceden karakterize egliig olan genomlarla

calisabilmek kolaylamistir.

2.7 Genotoksisiteyi Belirlemede RAPD Tekrginin Kullanimi

RAPD (Randomly Amplified Polymorphic DNA/ Rastgelgogaltiimis Polimorfik
DNA), rasgele nukleotid dizisine sahip kisa oligkleidtid primerleri kullanilarak,
herhangi bir DNA parcasini, nukleotid dizi bilgisinhtiyag duymadan amplifiye
edebilen, PCR temeline dayali bir DNA markir sistimilk kez Welsh ve McClelland

(1990) tarafindan tanimlangtr.

Standart PCR’da ilk olarak, analiz edilecek olanAbblgesinin dizisi belirlenir. Daha
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sonra hedef DNA dizisi icerisinde yer alan, ona ptementer olarak sentezlenmki
adet spesifik primer (18-25 b¢ uzu@glimda), amplifikasyon reaksiyonunusteimak
tzere kullanilir. Buna kanlik RAPD—PCR metodunda rasgele dizilimde, ortald®@R
reaksiyonlarindan daha gik balanma sicakfiina sahip, tek ve kisa bir primer (6—10
b¢ uzunlgunda) kullanilir.  Primer, DNA'nin karikh zincirleri Uzerinde
komplementer oldgu bdlgelere bganir ve amplifikasyon icin birbirine uygun
mesafede bulunanlar arasindaki (birka¢ bin baz aifilizinda) genom bdolgelerinin
amplifikasyonu gercekigr. Kullanilan rasgele dizilimli primerler, tim gem boyunca
komplementer olduklari bdlgelere ganabildiklerinden, belirli bir DNA bdlgesi ¢d,
genom boyunca bir¢ok lokusun amplifikasyonu geregkis olur. Reaksiyon drtnleri,
agaroz jel elektroforeziyle, radyoaktif izotoplarllenilmasina gerek kalmadan, etidyum
bromur ile boyanarak analiz edilebilir. DNA hasael mutasyonal olaylar yeni bantlarin
olusmasina, mevcut bantlarin kaybolmasina ve bantlagoringinde csitli
degisikliklere (parlaklgin artmasi veya azalmasi) neden olur (Atiengtaal. 1999).
RAPD tekngi kullanilarak genotoksik etkinin gRisi, kontrol ve uygulama
orneklerinden elde edilen DNA profillerin kalastiriimasiyla yapilir Polimorfizm,
ilgili bantlarin bireylerde “var” ya da “yok” olmdurumlarina gére belirlenir. Tekin

en buyuk avantaji, analiz edilecek olan genomik DN dizi bilgisine ihtiyac

duymamasidir.
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3. MATERYAL ve METOT

3.1. Bitki Materyali

Bu argtirmada, Ankara Tarla Bitkileri Merkez Agiarma Enstitiisi’nden temin edilen
arpa Hordeum vulgard..) ¢ssitleri (Angora, Avci-2002, Aydanhanim, Bgul, Bulbal-
89, Orza-96, Tarm-92, Zeyngk) bitki materyali olarak kullaniingtir.

3.2. Tohum Sterilizasyonu ve Bitki Buyume Keulari

Tohumlarin kabuk yluzey sterilizasyonu %10’luk ticesdyum hipoklorirde 10 dakika
sureyle yapildiktan sonra ve U¢ kez distile sudagirterek durulannsgtir. Tohumlar,
distile su ile 1slatiimy iki filtre kagidi bulunan ¢imlendirme kaplarina ¢20L.5<5 cm
boyutlarinda ve kaganda hava gis ¢ikisini sa&layacak delikler bulunageffaf plastik
kaplar) 8*9seklinde dizildikten sonra 3 gin boyunca karanlh#a23+1°C sicaklikta
cimlendiriimeye birakilngtir (Resim 3.1). Bu sure sonunda, yaktaayni koleoptil ve
embriyonal kék uzunlguna sahip secilmgietiyole fideler, kontrol (%2 Hewitt besin
cOzeltisi) ve Y2 Hewitt besin ¢ozeltisine ilaveteq farkli CuSQ CdChk ve KCr,O;,
derisikleri (75, 150 ve 225uM) ile desteklenmy hidroponik kilttr ortamina transfer
edilmistir (Resim 3.2). Transfer edilen bitkiler; kontroliklim kabininde 23+£1°C, % 60
nispi nem ve 16/8 aydinhk/karanlik fotoperiyottagidn buyuttlmétir. Denemelerde
kullanilan kontrol ve uygulama besin ¢ozeltilerinphi’t 0,01 N NaOH ile 6.5 olacak
sekilde ayarlanngi ve besin co6zeltileri gugal yenilenmgtir. Denemeler 6 kez
tekrarlanmgtir.

3.3 Buyume Deneyleri ve &r Metal Toleransinin (Cu, Cd, Cr) Belirlenmesi

Uc-guinliik etiyole fideler, farkli Cu, Cd, Cr konsasyonlarina (75, 150 ve 228/)

maruz birakildiktan sonra gévde ve en uzun embaly&dk uzunluklari élgUimgtir

(cm fideY). Uzunluklari olculen fidelerin toplam gévde ve feniyonal kok taze
agirliklart (TA) belirlendikten sonra, 8Q@'lik etiivde 48 sa sireyle kurutuljwe bu
sure sonunda kurizaliklari (KA) alinmigtir.
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Resim 3.1Kabuk ylizey sterilizasyonu yapilgnarpa tohumlarinin ¢imlendirme kaplarina 8*9
seklinde dizilmesi

Resim 3.23 giin ¢cimlendirme sonunda fidelerin hidroponiktéiibrtamina transferi
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Arpa caitlerinin agir metal (Cu, Cd, Cr) toleransi bakimindan genbtigasitlili gini
belirlemek icin govde ve kok kurugaliginin tolerans indeksi (%)sagidaki formule
gore hesaplanmgtir (Bagci et al.2003):

TOIeranS |ndekS| (%) = [(GOVde ve k0k Kéh’ metal uygu|ann$|/ (GOVde ve kOk KA)OHUOH
x 100

Her bir g&ir metal (Cu, Cr, Cd) konsantrasyonunda 8 arpgdicecin hesaplanan
tolerans indeksi (%) derleri, en dgukten (1 puan) en yikge (8 puan) dgru
puanlandiriimgtir. Daha sonra, her bir arpasg® icin tum konsantrasyonlardaki
puanlar toplanmi ve toplam puanlar dikkate alinarak 8 arpaidieagir metal

toleranslari bakimindan siniflandirir.

3.4 RAPD Teknigi

3.4.1 CTAB DNAizolasyon Prosediirii

Uc-guinliik etiyole fideler farkli Cu, Cd, Cr konseagtyonlari (75, 150 ve 2238V) ile 7
gun sure ile uygulamaya tabii tutulduktan sonraulggna grubu fidelerin kok uclari (
1,5 - 2 cm) bir makas yardimi ile kesiktmi. Her bir uygulama grubuna ait en az 20
fidenin kok uclari (300 mg taze kok dokusu) DNA teliksiyonunda kullaniingtir.
DNA ekstrasksiyonlari hemen hasat sonrasi gergakli@isti. Genomik DNA,
RAPD-PCR cakmalarinda yeterli olan Doyle & Doyle (1990) CTAB-BNzolasyon

prosedurindn laboratuarimiza uyarlanmasi ile iedlenistir.

K6k dokusu, 6nceden gotulmus steril havan icerisine yeg@rilmistir. Sivi azot
eklenerek kok dokusu hizli ve etkin hiekilde @&Gutulmistir. Bu klemi takiben,
onceden sgutulmus steril bir spatula ile havan icerisindekgitdtlmis bitki 6rnesi iki
ayri steril 1.5 ml ependorf icingiemiktarda aktariimgtir. Aktarma gleminin ardindan,
onceden su banyosunda 60°C’de 6n isitmaya tutulBiDAB ekstraksiyon tampon
¢Ozeltisinden (%2 CTAB, %1 PVP- 40.000, 20 mM 2-kag@toetanol, 50mM Tris-HCI
pH 8.0, 10mM EDTA pH 8.0, 1.4 M NaCl) 1 ml her tugldenmitir. Ependorf tlpler
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parmaklar arasinda ters-diz edilerek starimis ve 60°C’deki sicak su banyosuna
alinmstir. Daha sonra tuplere 0.4 ml kloroform eklegtni Her 5 dakikada bir tupler
ters-duz edilerek kagtirilmistir. TUpler, inkilbasyon sonrasi oda sicakida 12000
rom’de 10 dakika santriflj edilgtir. TUplerdeki stpernatant dikkatlice temiz bir
ependorf tupe alingtur. Tuplere 10 pl RNaz (10 mg/ml RNaz A) eklendiktsonra
60°C’de 20 dk bekletilngtir. Daha sonra -20 °C’'de dncedengstulmus izo-propanol
son hacmin %60’ olacagekilde tiplere eklenmgive drnekler sarsiimadan her iki faz
birbirine dikkatlice kamtiriimistir. Bu gamada iplik¢ik halinde ve beyaz renkli bir
kutle toplanmasi gozlenstir (Resim 3.3). Ornekler 4°C’de 30 dk bekletildikt sonra
3000 rpm’de 3 dk santriftij edilgtir. Santrifij sonrasi sipernatant dokikmnie kalan
sivi damlalan tekrar santrifij edildikten sonrakropipetle alinmgtir. 1 ml %70’lik
etanol ile yikanan DNA pelletleri 4-5 dk oda siegkida kurumaya birakilmgtir. Son
olarak, DNA c¢okeltileri 0,2 ml TE (10 mM Tris HCIH 8.0, 1 mM EDTA pH 8.0)
tampon c¢ozelti icinde ¢ozuldikten sonra 24 saatd¥ Gekletilmitir. Genomik DNA,
spektrofotometrik miktar tayini ve agaroz jel eleifbrezde kontroll yapildiktan sonra

alikotlara ayrilarak -20°C’de saklangtir.
3.4.2 DNA Miktar ve Kalitesinin Spektrofotometrik Yontemle Tayini
DNA ornekleri 1 ml kuvars cam kuvetler kullanilaraB0 ve 280 nm dalga boylarinda
Spektrofotometre cihazi (TU-1880 Double Beam UV-VI& okunmuytur. DNA
miktart;

DNA (ng/ml)=2&x Seyreltme Orani x 50
form0la kullanilarak belirlenngtir. DNA safligl, Azeo/Azg0 Orani hesaplanarak tespit

edilmistir. DNA ornekleri TE tamponunda ¢Ozulglii icin calsmada kor olarak TE

tamponu kullaniinytir.
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3.4.3 PCR Karsimi Hazirlama

Her bir PCR reaksiyonu 0,2 ml ince cidarli ependipiftiiplerde 25 pl toplam sollisyon
icerisinde gercekkgirilmistir. PCR reaksiyonu bilenlerine ait son konsantrasyonlar on
denemelerde optimize edilgir. 25 pl PCR kagimi; 1x PCR tampon ¢o6zeltisi (50mM
KCIl, 1ImM Tris-HCI; pH 8.8), 1 UTaq (Thermus aquaticysDNA Polimeraz enzimi
(Fermentase, Vilnius, Litvanya), 2.0 mM MgCP00 uM dNTP (50 uM dATP, dTTP,
dGTP ve dCTP), 10uM 10 baz dizilimli primer, 50 pggenomik DNA ve steril ddbO

ile hazirlanmgtir. Bu calgmada 8 adet 10 mer oligonikleotit primer (QIAGENe@m
GmbH, Cologne, Almanya) kullanilgtir. Kullanilan primerler, sekanslar ve GC

icerikleri Cizelge 3.1'de listelenmtir.

Cizelge 3.1RAPD-PCR reaksiyonlarinda kullanilan primerlekaseslari ve GC igerikleri

No  Primer G+C (%) 5'-3’ sekans Primer G+C(%) 5'-3’ sekans

1 OPAO1 70 CAGGCCCTTC 5 OPA12 60 TCGGCGATAG
2 OPAO02 60 TGCCGAGCTG 6 OPAl6 60 AGCCAGCGAA
3 OPAOQO9 70 GGGTAACGCC 7 OPAl7 60 GACCGCTTGT
4 OPA10 60 GTGATCGCAG 8 OPA19 60 CAAACGTCGG

3.4.4 PCR Donguleri

PCR doénguleri, Uvigene (Uvitech Ltd. UK) marka 48dngu cihazi kullanilarak
gerceklatirilmistir. PCR kargimlari 94°C’de 4 dk bgangi¢c denatlrasyonuna maruz
birakildiktan sonra, toplamda 40 déngu olmak Uz&#,C'de 45 sn denatlrasyon
(DNA zincirlerinin ayrilmasi), 37°C’de 45 sn anneal (primerlerin bglanmasi) ve
72°C’de 60 sn polimerizasyon (zincirlerin uzamasggrami kullanilmgtir. 72°C’de 8
dk son polimerizasyon dongustu gercektddikten sonra PCR  donglleri
tamamlanmgtir. PCR 6rnekleri bekletiimeden veya -20°C saklktath sonra agaroz jel

elektroforezinde yuratGlmr.
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3.4.5 Agaroz Jel Elektroforezi

PCR drunlerine 6X yukleme tamponu (10mM Tris-HCI gt6, %0.03 bromofenol
blue, %0.03 ksilen siyanol FF, %60 gliserol, 60mMTA) karistiriimistir. 1x TBE
[Tris-HCI (10.8 g), Borik asit (5.5 g) ve EDTA (2l)hile hazirlanan %1.8'lik agaroz
jele DNA ornekleri 100 b¢ DNA ladder (Fermentas €Rualer 100 b¢ DNA Ladder
Plus, 10 mM Tris-HCI, pH 7.6, 1 mM EDTA) ile birlié& ytuklenmgtir. DNA 6rnekleri
yuratiict tampon ¢ozeltisi (1XTBE) bulunan jel targarisinde (BIO-RAD Wide Mini
Sub-Cell GT Systenitalya) 100 voltta 195 dk yuriitilngiiir. Agaroz jel daha sonra 10
pl (0.625 mg/ml) etidyum bromur eklergn200 ml saf su icinde 20 dk bekletilerek
boyamaya birakilngtir. Distile su ile durulandiktan sonra ultraviyodek altinda renkli
kamera ile agaroz jeli goruntileryti. PCR drtnleri icin %1.8 agaroz; genomik
DNA'larin analizi igin %0.8 agaroz kullanilgtir. Farkli konsantrasyonlarda (75, 150
ve 225 puM) Cd, Cr ve Cuga metalleri ile muamele edilmive herhangi bir muamele
yapilmams her bir arpa gadine ait bir primer Grini PCR bantlari ayni agajelde

yuzdurdlmigtur (Resim 3.4)

Resim 3.3iplik seklindeli DNA Resim 3.4PCR urunlerinin jele yuklenmesi

23



3.4.6 RAPD Uriinlerinin Rakamsal Analizi

Kontrol grubu RAPD profiline goére, uygulama grubAPRD profillerindeki belirgin
degisiklikler (kontrole gbére yeni bantlarin ortaya ciksnave/veya mevcut bantlarin
kaybolmasi) dgerlendirilmistir. Degerlendirmesi gu¢ olan veya tim o6rnekler igin
monomorfik DNA bantlari Greten primerler gerlendirmeye alinmarstir. Her bir
primer icin ¢galmis olan bantlarin var@ “1” ve yoklugu “0” belirlenmistir. Uygulama
gruplari arasindaki genetik benzerlik katsayilagi {1978)'nin tarafli 6lcim metoduna
gore POPGENE v 1.31 paket programi kullanilaralaplesmstir. Kimeleme analizi
gerceklatiriimis ve genetik benzerlik katsayisi deney ciftlerinigirlaksiz aritmetik
ortalamalari (unweighted pair group method withthanetic means, UPGMA)

kullanilarak POPGENE programinda bir dendogramgtotulmustur.

3.4.7 Genomik Kalip Kararhliginin (GTS, %) Hesaplanmasi

RAPD profillerinde gézlenen her bir gigiklili ge (mevcut bantlarin kaybolmasi ve yeni
bantlarin olgmasi) +1 keyfi sayisi (arbitrary score) vergtim ve test edilen tim
primerler icin her bir deneme grubu igin ortalanesdplanngtir. RAPD profillerinde
degisikli gin belirlenmedgi veya sayillmasi guc¢ skorlar Greten primerler geikdkalip
kararhhgl (GTS, Genomic Template Stability) hesaplanmakatdmamstir. GTS (%),
100-(100a/n) formalu kullanilarak hesaplangtir formaldeki “a” her bir primer igin
DNA profillerindeki desisiklik gosteren ortalama DNA bant sayisinn” ‘ise negatif
kontrol grubu profilinde ayni primer icin belirlemg¢oplam DNA bandi sayisini ifade
etmektedir (Atienzart al. 1999; Luiet al. 2007). Her bir deneme grubu igin tim

primerlerle hesaplanan GTSgglerinin ortalamalari hesaplargtr.

348 GTS (%) ve GB (%) Degerlerinin Toleranslik Siniflandirmasinda

Kullanilmasi
Her bir g&ir metal (Cu, Cr, Cd) konsantrasyonunda 8 argadicegin hesaplanan GTS

(%) ve genetik benzerlik (%, genetik benzerlik kgisi x100) dgerleri, en dgikten (1
puan) en yiksee (8 puan) dgru puanlandirilmgtir. Daha sonra, her bir arpasigh icin
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tum konsantrasyonlardaki puanlar toplagwe toplam puanlar dikkate alinarak 8 arpa
¢cesidi agir metal toleranslart RAPD profillerine goére siarftlinimstir. Boyle bir
deserlendirme ilk defa bu ¢camada kullanilmytir.

3.5istatistiksel Analizler

Verilerin varyans analizi SPSS (v 15.0) paket paogr kullanilarak yapilngtir. Kok
blyumesi, toplam ¢dzunur protein iggrve comet skorlarindaki farkliliklar tek-yonli
varyans analizi (ANOVA) ile gercelgerilmistir. Duncan coklu kaulastirma testi,
negatif kontrol ve her bir uygulama arasindaki oheliazeydeki farkliliklar (P< 0.05)
ile degerlendirilmistir.
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4. BULGULAR

4.1 Arpa Csitlerinin Govde ve Kok Buyumesi Uzerine Bakir ve Kamiyum

Toksitesinin Etkisi

Bu argtirmada, erken fide gglmi evresinde hidroponik olarak kultire edilen baga
(Hordeum vulgarel.) cssitlerinin (Angora, Avci-2002, Aydanhanim, Bgil, Bulbil-
89, Orza-96, Tarm-92, Zeyngkm) govde ve kok buyumesi (gbvde ve kok uzgalu
taze ve kuru @rhk) tGzerine kadmiyum ve bakir toksitesinin etkiscelenmstir. Bu
amacla, dc-gunlik etiyole fideler ¥4 Hewitt besireeltisi (kontrol) ve bu ¢ozeltiye
eklenmi farkli konsantrasyonlardaki (75, 150 ve 2@8) CdCl, veya CuC{ ile 7 giin
sureyle muamele edilgtir. Bu slre sonunda, fidelerin gévde ve kok uzutdu ile
gbvde ve kok taze ve kurgiaiklari belirlenmitir.

Erken fide evresindeki arpa siterinin govde ve kok uzunluklari Cd ve Cu
konsantrasyonundaki agé bali olarak genellikle 6nemli diizeyd®<0.05) azalmytir
(sirasiyla Cizelge 4.1 ve 4.2). Arpasitierinin gévde uzunluklarindaki azalma kontrole
gore tum Cd konsantrasyonlarinda %29.0-62.4 @rala belirlenmgken, tim Cu
konsantrasyonlarinda %17.0-44.9 amada belirlenmgtir. Cd stresinde arpa
cssitlerinin goévde uzunluklar %28.8-37.8 (4BM), %37.2-51.0 (15QuM) ve %44.7-
62.4 (225uM) aralginda (Cizelge 4.1), Cu stresinde %17.0-27.6 (F5, %21.7-38.0
(150uM) ve %31.4-44.9 (22pM) araliginda (Cizelge 4.2) azalgtir. Arpa cagitlerinin
kok uzunluklarindaki azalma kontrole gore tim Cadhdantrasyonlarinda %22.0-67.1
aralginda, tim Cu konsantrasyonlarinda %37.8-70.6 @anala belirlenmgtir. Cd
stresinde arpa g#lerinin kok uzunluklari %22.0-55.9 (7pM), %37.8-63.7 (15QM)

ve %42.4-67.1 (229M) araliginda (Cizelge 4.1), Cu stresinde %37.8-59.6 (K5,
%41.8-65.5 (15QuM) ve %50.6-70.6 (225uM) araliginda (Cizelge 4.2) azalgtir.
Resim 4.1 farkl konsantrasyonlarda kadmiyum vearstkesine maruz birakilgnAvci-
2002 arpa fidelerinde govde buyumesindeki engelemgéstermektedir. Kadmyium
uygulanmg fidelerin kontrole ve bakir uygulangnfidelere gére daha kisa ve yaprak
ayasinin daha genioldusu gozlemlenmitir. Bununla birlikte, Resim 4.2 farkli
konsantrasyonlarda bakira maruz birakglmwvci-2002 ceidinin kontrole gore kok

bliylumesindeki engellemeyi géstermektedir.
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75 UM 150 pM 225 pM
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Resim 4.1Farkli konsantrasyonlardeadmiyum ve bakir uygulamalarina maruz birakylmi
gunlukAvci-2002 arpa ¢gdi fidelerinde govde blylimesi engellenmesi

R AT

Resim 4.2Farkh konsantrasyonlardaakir uygulamalarina maruz birakibmf gunlik Avci-

2002 arpa cadi fidelerinde kdk buylmesi engellenmesi
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Cizelge 4.1Erken fide evresindeki 8 arpasginin govde ve kdk uzunluklarn tzerine Cd

stresinin etkisi

Govde uzunlugu

Kok uzunlugu

Arpa Cesidi Cd (uM) cm bitki* % Azalma  (cm bitki?) % Azalma
Angora 0 227+04a 0,00 11.8+0.3a 0,00
75 148+0.2b 34,80 9.2+0.1b 22,03

150 129+0.2c 43,17 71+0.1c 39,83

225 10.8+0.2d 52,42 58+0.1d 50,85

Avci-2002 0 22.2+02a 0,00 109+0.2a 0,00
75 153+0.2b 31,08 71+0.1b 34,86

150 121+0.2c 45,50 57+0.1c 47,71

225 109+0.1d 50,90 46+0.1d 57,80

Aydanhanim O 209+0.2a 0,00 119+03a 0,00
75 13.8+0.1b 33,97 73+0.2hb 38,66

150 12.0+0.2c 42,58 72+02hb 39,50

225 11.6+0.2d 44,70 6.9+0.1b 42,40

Basgul 0 24.7+0.2a 0,00 10.7+x04 a 0,00
75 16.8+0.3b 31,98 6.8+0.1b 36,45

150 13.1+0.3c 46,96 52+0.1c 51,40

225 11.7+0.3d 52,63 43+0.1d 59,81

Bulbul-89 0 229+0.2a 0,00 12.7+0.3a 0,00
75 152+02b 33,62 56+0.2hb 55,91

150 11.5+0.1c 49,78 46+0.1c 63,78

225 8.6+0.1d 62,45 4.2+0.03c 67.10

Orza-96 0 24.3+0.2a 0,00 13.0+x04 a 0,00
75 151+02b 37,86 79+0.1b 39,23

150 11.9+0.1c 51,03 6.3+0.1c 51,54

225 10.1+0.1d 58,44 5.2+0.1d 60,00

Tarm-92 0 23.3+0.3a 0,00 11.8+0.3a 0,00
75 146+02b 37,34 73+£02b 38,14

150 124+0.2c 46,78 6.2+0.1c 47,46

225 11.2+0.1d 51,93 52+0.1d 55,93

Zeynelaga 0 21.5+02a 0,00 11.1+03a 0,00
75 153+0.2b 28,84 78+0.1b 29,73
150 13.5+0.1c 37,21 6.9+0.1c 37,84

225 10.3+0.1d 52,09 6.1+0.1d 45,05

a-d; Bir kritere ait kolondaki farkh harfler ortahalar arasindaki énemli farkliliklari géstermelkted
(P<0.05). Her bir dger, her tekrarda 12 fidenin drneklegidii¢ tekrarin ortalamasidir. Standart hata
(£SH).
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Cizelge 4.2Erken fide evresindeki 8 arpasginin govde ve kdk uzunluklar tzerine Cu

stresinin etkisi

Govde uzunlysu

Kok uzunlugu

Arpa Cesidi Cu (uM) cm bitki® % Azalma (cm bitki™) % Azalma
Angora 0 22.0x02a 0,00 116+0.2a 0,00
75 16.7£02D 24,09 57+0.1b 50,86

150 143+02c 35,00 47+0.08c 59,48

225 12.7+0.1d 42,27 4.0+0.07d 65,52

Avci-2002 0 21.6+03a 0,00 106+0.2a 0,00
75 179+03D 17,13 56+£02b 47,17

150 169+0.1c 21,76 47+01c 55,66

225 148+0.2d 31,48 4.0+0.04d 62,26

Aydanhanim 0 19.1+0.1a 0,00 122+0.2a 0,00
75 148+0.1b 22,51 5.0+0.07b 59,02

150 129+01c 32,46 46+0.07c 62,30

225 11.6+0.1d 39,27 3.9+0.04d 68,03

Basgll 0 241+02a 0,00 11.3+0.3a 0,00
75 19.8+03D 17,84 6.4+02b 43,36

150 17.7+03c 26,56 57+01c 49,56

225 16.3+0.2d 32,37 50+0.1d 55,75

Bulbiil-89 0 234+02a 0,00 11.2+0.2a 0,00
75 18.4+02D 21,37 6.8+0.1b 39,29

150 16.0x0.2c 31,62 52+01c 53,57

225 149+0.2d 36,32 33+0.1d 70,54

Orza-96 0 241+02a 0,00 9.1+04a 0,00
75 19.7+£02D 18,26 56+0.1b 38,46
150 16.1+0.2c 33,20 46+0.05c 49,45
225 13.5+0.2d 43,98 41+0.08c 54,95

Tarm-92 0 23.0+0.2a 0,00 82+04a 0,00
75 18.0£0.3D 21,74 51+0.07b 37,80
150 156+0.2c 32,17 47+0.08b 42,68
225 13.4+0.1d 41,74 4.0+0.06cC 51,22

Zeynelaga 0 211+01a 0,00 13.0+03a 0,00
75 153+0.1b 27,49 52+01b 60,00
150 13.1+x0.1c 37,91 4.4+0.06cC 66,15

225 11.6+0.1d 45,02 39+0.1d 70,00

a-d; Bir kritere ait kolondaki farkh harfler ortahalar arasindaki énemli farkliliklari géstermelkted
(P<0.05). Her bir dger, her tekrarda 12 fidenin drneklegidii¢ tekrarin ortalamasidir. Standart hata

(+SH).
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Erken fide evresindeki arpa g#erinin govde ve kok taze galiklart Cd ve Cu
konsantrasyonundaki agé bali olarak genellikle 6nemli diizeyd®<0.05) azalmytir
(sirasiyla Cizelge 4.3 ve 4.4). Arpasitlerinin govde taze @rliklarindaki azalma
kontrole gére tim Cd konsantrasyonlarinda %37.6-@Balginda belirlenmgken, tim
Cu konsantrasyonlarinda %36.0-64.2 &abla belirlenmitir. Cd stresinde arpa
cssitlerinin govde taze @rliklarn %37.1-52.5 (7uM), %44.9-59.5 (15@M) ve %47.9-
65.6 (225uM) aralginda (Cizelge 4.3), Cu %36.0-48.4 (W), %45.5-59.6 (15@M)
ve %55.0-64.2 (229uM) araliginda (Cizelge 4.4) azalgtir. Bununla birlikte, arpa
cssitlerinin kok taze girliklarindaki azalma kontrole gore tim Cd konsasyonlarinda
%26.5-63.1 aragmnda, tim Cu konsantrasyonlarinda %33.2-66.3 ganala
belirlenmitir. Cd stresinde arpa g#erinin kok taze girliklari %26.5-55.4 (75uM),
%33.9-61.0 (15QuM) ve %37.0-63.1 (22M) araliginda (Cizelge 4.3), Cu stresinde
%33.2-50.2 (75uM), %39.1-58.7 (150uM) ve % 41.6-66.3 (227uM) aralginda
(Cizelge 4.4) azalmtir.

Erken fide evresindeki arpa gigterinin govde ve kok kuru grliklari Cd ve Cu
konsantrasyonundaki aga bali olarak genellikle 6nemli diizeyd®<0.05) azalmytir
(sirasiyla Cizelge 4.5 ve 4.6). Arpasigerinin govde kuru girhiklarindaki azalma
kontrole gore tim Cd konsantrasyonlarinda %20.Z-88alginda belirlenmgken, tim
Cu konsantrasyonlarinda %23.0-52.9 &abla belirlenmitir. Cd stresinde arpa
cesitlerinin gévde kuru girliklar %20.2-30.3 (7uM), %21.6-42.5 (15QM), %24.0-
53.7 (225uM) aralginda (Cizelge 4.5), Cu stresinde %23.0-36.9(F5, %30.1-46.1
(150 uM), %34.2-52.9 (229uM) aralginda (Cizelge 4.6) azalgtir. Bununla birlikte,
arpa ceitlerinin  kok kuru a&irhklarindaki azalma kontrole goére tim Cd
konsantrasyonlarinda %10.6-54.3 analda, tim Cu konsantrasyonlarinda %7.9-44.2
aralginda belirlenmgtir. Cd stresinde arpa g#erinin kok kuru &irhiklar %10.6-31.4
(75 uM), %11.2-37.2 (15QuM), %20.7-54.3 (225uM) aralginda (Cizelge 4.5), Cu
stresinde %7.9-28.7 (7pM), %18.9-32.0 (15QM), %22.9-44.2 (225.M) araliginda
(Cizelge 4.6) azalmtir.
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Cizelge 4.3Erken fide evresindeki 8 arpasg@nin govde ve kok tazegarliklari Gzerine Cd

stresinin etkisi

Govde taze &irh g1

Kok taze ggirli g1

Arpa Cesidi Cd (uM) Mg % Azalma (mQ) % Azalma
Angora 0 286.3 9.8 a 0,00 1216+7.0a 0,00
75 168.2 +4.8b 41,25 89.4+16D 26,48
150 131.7 4.8 bc 54,00 80.4%+75D 33,88
225 121.8 +2.5¢ 57,46 76.6+3.6D 37,01
Avcl-2002 0 328.7+29a 0,00 105.9+2.7a 0,00
75 189.7+5.1b 42,29 67.3+0.8Db 36,45
150 159.3+4.0c 51,54 60.8+2.0D 42,59
225 1409+49d 57,13 60.8+2.0D 42,59
Aydanhanim 0 308.1+7.4a 0,00 117.8+20a 0,00
75 1914+52b 37,88 73.7+22D 37,44
150 169.9+0.6 ¢ 44,86 67.3+1.4Db 42,87
225 160.6+2.1¢c 47,87 67.0£43b 43,12
Basgll 0 365.2+6.4a 0,00 127.0+x9.2a 0,00
75 2296+3.0b 37,13 71.4+£3.1b 43,78
150 187.4+3.1c 48,69 62.4 £3.1 bc 50,87
225 179.9+9.2¢ 50,74 53.3+1.5¢c 58,03
Bulbul-89 0 371.3+94a 0,00 137.2x44a 0,00
75 208.7+4.8b 43,79 61.2+15D 55,39
150 153.2+83¢c 58,74 53.6 £ 0.9 bc 60,93
225 139.2+36¢C 62,51 50.6 0.4 c 63,12
Orza-96 0 327.1+7.8a 0,00 1232 +09a 0,00
75 167.2+19b 48,88 67.5 £03b 45,21
150 132.6+56¢ 59,46 66.9 £+23b 45,70
225 112.4+0.7d 65,64 61.8 £0.4c 49,84
Tarm-92 0 323.0+95a 0,00 112.7+43a 0,00
75 184.9+49b 42,76 62.1+£24b 44,90
150 151.1+4.2¢c 53,22 58.7+23b 47,91
225 128.6 +4.3¢ 60,19 52.9+2.2b 53,06
Zeynelaga 0 321.1+99a 0,00 127714 a 0,00
75 152.4+88b 52,54 80.2+3.0Db 37,20
150 1454 +6.8b 54,72 66.6 +2.3¢C 47,85
225 126.0+18b 60,76 60.5+15¢c 52,62

a-d; Bir kritere ait kolondaki farkh harfler ortahalar arasindaki énemli farkliliklari géstermelkted
(P<0.05). Her bir dger, her tekrarda 12 fidenin drneklegidii¢ tekrarin ortalamasidir. Standart hata

(+SH).
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Cizelge 4.4Erken fide evresindeki 8 arpasg@dnin govde ve kok tazegarliklari Gzerine Cu

stresinin etkisi

GOvde taze &irli g

Kok taze ggirh g1

Arpa Cesidi Cu (uM) Mg % Azalma (mg) % Azalma
Angora 0 300.1+£9.2a 0,00 115.2+45a 0,00
75 165.8+1.2b 44,75 64.7+36Db 43,84
150 127.0+5.7c 57,68 55.1+59b 52,17
225 107.2+0.6¢C 64,28 51.9+48hb 54,95
Avci-2002 0 2745+*7.4a 0,00 88.5+84a 0,00
75 1755+3.1b 36,07 59.2+4.0b 33,11
150 149.3+2.3cb 45,61 53.9+32b 39,10
225 1185+1.1c 56,83 51.7+1.2hb 41,58
Aydanhanim 0 292.8+t8.1a 0,00 133.7+19a 0,00
75 176.3+7.8b 39,79 66.6+28Db 50,19
150 1485+15¢c 49,28 63.4+39Db 52,58
225 125.7+5.0d 57,07 58.0+15hb 56,62
Basgl 0 368.4+99a 0,00 1185+6.4a 0,00
75 217.3+9.1b 41,02 61.2+15hb 48,35
150 192.1+4.1c 47,86 59.6+£3.0b 49,70
225 165.7+1.2d 55,02 58.7+0.6 b 50,46
Bilbil-89 0 365.4+35a 0,00 127.0+x1.7a 0,00
75 194.4+35hb 46,80 63.2+1.3hb 50,24
150 162.2+6.2¢c 55,61 525+36¢C 58,66
225 149.8+0.5¢c 59,00 428+15d 66,30
Orza-96 0 310.2+9.3a 0,00 99.0+28a 0,00
75 187.1+4.1b 39,68 56.5+26b 42,93
150 136.6 +3.9c 55,96 50.4+0.3cb 49,09
225 1140+7.2c 63,25 472+23cC 52,32
Tarm-92 0 291.5+9.2a 0,00 823+15a 0,00
75 178.2+5.8hb 38,87 519+1.7b 36,94
150 143.0+6.2¢c 50,94 48.7+2.0b 40,83
225 115.8+3.7d 60,27 46.8+0.3b 43,13
Zeynelaga 0 340.7+6.3a 0,00 1349+54a 0,00
75 1755+2.2b 48,49 705+1.1b 47,74
150 137.3+x1.0c 59,70 66.3+2.1b 50,85
225 121.6+20c 64,31 62.2+14Db 53,89

a-d; Bir kritere ait kolondaki farkh harfler ortahalar arasindaki énemli farkliliklari géstermelkted
(P<0.05). Her bir dger, her tekrarda 12 fidenin drneklegidii¢ tekrarin ortalamasidir. Standart hata

(+SH).
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Cizelge 4.5Erken fide evresindeki 8 arpasg@inin govde ve kok kuru @rliklari Gzerine Cd

stresinin etkisi

GOvde kuru agirli gi

Kok kuru agirh g

Arpa Cesidi Cd (uM) Mg % Azalma (mQ) % Azalma
Angora 0 285+22a 0,00 9.1x06a 0,00
75 22.3+2.1b 21,75 7.6+0.3ab 16,48
150 194+1.7b 31,93 7.3£06Db 19,78
225 17.7+0.1b 37,89 7.0+06Db 23,08
Avci-2002 0 30.7+0.3a 0,00 9.8+09a 0,00
75 22.8+0.7b 25,73 7.7+0.1b 21,43
150 20.4+0.4c 33,55 7.3+x0.2b 25,51
225 19.7+04c 35,83 7.2+0.1b 26,53
Aydanhanim 0 316+ 09a 0,00 9.7+0.1a 0,00
75 25.3+0.8b 19,94 87+05b 10,31
150 24.8+0.3b 21,52 8.6 £0.1 bc 11,34
225 24.1+0.7Db 23,73 7.7+0.1c 20,62
Basg(il 0 36.3+0.7a 0,00 9.8+0.3a 0,00
75 26.4+0.7b 27,27 7.7+04Db 21,43
150 23.8+0.7c 34,44 7.2+0.2b 26,53
225 22.8+0.4c 37,19 6.1+0.2c 37,76
Bulbiil-89 0 35.2+0.6 a 0,00 10.0+0.03 a 0,00
75 247+0.40b 29,83 6.9+0.2b 31,00
150 20.3+0.9 bc 42,33 6.3+x0.1c 37,00
225 16.3+2.8¢c 53,69 6.2+0.1c 38,00
Orza-96 0 31.1+09a 0,00 9.1+0.1a 0,00
75 21.7+0.2b 30,23 7.3+£0.02b 19,78
150 18.8+0.6 c 39,55 6.9+04b 24,18
225 16.7+0.2d 46,30 6.9+0.1b 24,18
Tarm-92 0 322+09a 0,00 9.8+0.1a 0,00
75 240+0.6Db 25,47 7.4+15ab 24,49
150 204+0.6¢C 36,65 6.8 £ 0.02 bc 30,61
225 17.8+0.7d 44,72 45+0.7c 54,08
Zeynelaga 0 31.7x13a 0,00 9.9+0.2a 0,00
75 247+0.2b 22,08 82+03Db 17,17
150 21.5+05¢c 32,18 7.9+0.2 bc 20,20
225 185+0.7d 41,64 7.2+03c 27,27

a-d; Bir kritere ait kolondaki farkli harfler ortahalar arasindaki dnemli farkhhklari gostermelted
(P<0.05). Her bir dger, her tekrarda 12 fidenin drneklegidiic tekrarin ortalamasidir. Standart hata

(£SH).
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Cizelge 4.6Erken fide evresindeki 8 arpasg@inin govde ve kok kuru @rliklari Gzerine Cu

stresinin etkisi

Govde kuru agirli gi

Kok kuru agirlh g1

Arpa Cesidi Cu (uM) Mg % Azalma (mg) % Azalma
Angora 0 294+12a 0,00 8.3x0.2a 0,00
75 19.1+0.1b 35,03 6.9+0.1b 16,87
150 158+05¢c 46,26 6.7+£0.2b 19,28

225 13.8+0.1c 53,06 6.3+£0.3b 24,10

Avcl-2002 0 269+14a 0,00 8.0+04a 0,00
75 20.7+0.3b 23,05 73+06hb 8,75
150 18.4+0.3ch 31,60 6.5+0.2b 18,75
225 16.1+0.1c 40,15 6.1+0.02b 23,75

Aydanhanim 0 284+04a 0,00 10.2+0.1a 0,00
75 21.1+0.7b 25,70 73+03b 28,43
150 19.8+0.2¢cb 30,28 6.9+08b 32,35

225 18.7+0.2c 34,15 6.5+£05hb 36,27

Basgdl 0 37.7+x0.7a 0,00 10.7+0.1a 0,00
75 254+110D 32,63 86+05b 19,63

150 244+05b 35,28 83%0.1b 22,43

225 21.9+02c 41,91 76+0.2b 28,97

Bulbul-89 0 344+02a 0,00 10.0+0.1a 0,00
75 21.7+040D 36,92 9.0+0.7 ab 10,00
150 19.8+0.7c 42,44 7.1+1.4bc 29,00

225 19.1+0.1c 44,48 56+0.1c 44,00

Orza-96 0 299+18a 0,00 8.21+0.1a 0,00
75 20.8+04b 30,43 6.0£0.2b 26,92
150 17.0+05¢c 43,14 5.7+0.09b 30,57

225 156+0.7c 47,83 56+0.1b 31,79

Tarm-92 0 284+05a 0,00 76+0.2a 0,00
75 19.9+0.7b 29,93 59+0.1b 22,37

150 17.3+x0.6¢C 39,08 58+06b 23,68

225 155+04c 45,42 55%£0.1b 27,63

Zeynelaga 0 3l2+x15a 0,00 9.7+03a 0,00
75 209+0.20D 33,01 74+0.1b 23,71

150 18.3+0.2c 41,35 72+02b 25,77

225 17.3+0.2c 44,55 71+£02b 26,80

a-d; Bir kritere ait kolondaki farkli harfler ortahalar arasindaki dnemli farkhhlklari gostermelted
(P<0.05). Her bir dger, her tekrarda 12 fidenin drneklegidiic tekrarin ortalamasidir. Standart hata

(£SH).

34



4.2 Kadmiyum ve Bakir Stresine Maruz Kalan Arpa Caitlerinde Tolerans

Siniflandirmasi

Bu argtirmada, Cdve Custresine en toleransli ve en hassas argpilegein fizyolojik
parametreler ve rastgeleggitiimis polimorfik DNA (RAPD) tekngi ile karsilastirmall
olarak belirlenmesi hedeflengtir. Bu amacla, her bir arpa gdine ait
konsantrasyonlardaki govde ve kok kuggrbklari igin tolerans indeksi (%) gerleri
hesaplanngtir. Her bir &ir metalin konsantrasyonu icin hesaplanan toleiadgeksi
degerleri arpa cgtleri arasinda puanlandirilgtir. Buna gore, tolerans indeksigdei en
disUk olan arpa ggdine 1 puan, en yiksek olan arpaigme 8 puan ve der caitlere
de 2 ila 7 arasinda puan verilerelgeendirilmistir. Her bir ¢gidin gévde ve kokiine
ait tum kadmiyum ve bakir konsantrasyonlarindagalduanlar toplanmgtir. Toplam
puanlara gore arpa g#erinin kadmiyum ve bakir toleransindaki gendtifarkliliklar
sirasiyla Cizelge 4.7 ve 4.8'de ortaya konujau Bu b&lamda, fizyolojik temelde
tolerans indeksi temel alinarak yapilan kadmiyurteremsi siniflandiriimasinda en
toleransli arpa g&li Aydanhanim (48 puan), en hassas arpadiése Bulbul-89 (8
puan) olarak belirlenrgiir (Cizelge 4.7). Bununla birlikte, fizyolojik teelde tolerans
indeksi temel alinarak yapilan bakir toleransifandiriimasinda en toleransli arpa
¢esidi Avcl-2002 (46 puan), en hassas arpaidieise Zeynelga (15 puan) olarak
belirlenmitir (Cizelge 4.8).
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Cizelge 4.7 Farkh Cd konsantrasyonlarina maruz birakilan 8aaggidinin kuru &irhk

temelinde belirlenen tolerans indeksi (Yoge®eri ve puanlari

Govde Toleransindeksi (%) Kok Tolerans indeksi (%) :

Arpa cesitleri . Toplam Puan

| . 75pM  150pM  225uM : 75pM  150pM  225uM | :
"Aydanhamm | 798 (@) 784(8) 760(8) 894(8) B@) 793 (8. 48+
| Angora | 782(7) 67.9(7) 62.1(5) 84.1(7) 80.5(7)76.7(7) | 40
 Zeynelga | 77.8(6) 67.8(6) 585(4) 826(6) 79.6(6) TN 32
| Avci-2002 | 742(4) 66.3(5) 640(7) 786(4) 7B 73.4(5) | 29
- Basgl | 728(3) 656(4) 628(6) 77.7(3 733(3) .BO) | 22
| Orza-96 | 69.7(1) 605(2) 53.8(2) 79.9() 760 (575.3(6) 21
| Tarm-92 | 745(5) 633(3) 554(3) 756(2) 69 (245.7 (1) | 16
 Bulbiil-89 | 701() 575(1) 463(1) 686(1) 628 61.7(2)! gk

* Parantez i¢cindeki sayilar tolerans indeksi (%detterine gore verilen puanlartt, en yiksek puan en az

zararl ve** en diglik puan ise en fazla zarari ifade etmektedir.

Cizelge 4.8 Farkli Cu konsantrasyonlarina maruz birakilan 8aaggidinin kuru agirlik

temelinde belirlenen tolerans indeksi (%ogederi ve puanlari

o Govde Toleransindeksi (%) | Kok Toleransindeksi (%) :

Arpa cesitleri : . Toplam Puan

| 1 75uM 150pM  225puM ¢ 75 puM 150puyM  225pM | :
AvC1-2002 T77.0@) 68.7(7) 600(7) 921(8) 8@ 771(8). 46+
| Baggll | 67.5 (4) 64.7 (6) 58.1 (6) 80.0 (5) 778 ( 713 (5)! 32
Aydanhanim | 742(7) 69.8(8) 657(8) 712(2) €29 64.2(3) 30
| Tarm-92 . 701(6) 61.1(5) 546(3) 77.6(4) 75P(572.3(6) 29
 Angora | 649(2) 538(1) 47.0(1) 829(6) 79.8(7)75.1(7) 24
' Blbiil-89 | 63.1(1) 575(3) 554(4) 902(7) 7 55.8(2) 21
 Orza-96 | 69.8(5) 56.8(2) 524(Z) 742(3) T70)(369.0(4) | 19
| Zeynelda | 67.2(3) 588(4) 556(5) 522(1) 49.1(1) 4an: 5%k

* Parantez icindeki sayilar tolerans indeksi (%detterine gore verilen puanlatt, en yiksek puan en az

zararl ve** en diglik puan ise en fazla zarari ifade etmektedir.
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4.3 RAPD Analizleri

4.3.1 Genomik DNA Ekstraksiyonu

Bu argtirmada, erken fide gglmi evresinde hidroponik olarak kultire edilen bampa
(Hordeum vulgarel..) cssitlerinin (Angora, Avci-2002, Aydanhanim, Bgil, Bulbil-
89, Orza-96, Tarm-92, Zeyng Rastgele Ggaltilmis Polimorfik DNA (Random
Amplified Polymorphic DNA) RAPD profilleri tUzerin&kadmiyum, krom ve bakir
toksitesinin etkisi incelenngtir. Bu amagla, tg-gunlik etiyole fideler ¥ Hewligsin
cozeltisi (kontrol) ve bu cozeltiye eklenpiarkli konsantrasyonlardaki (75, 150 ve 225
uM) CdCh, K.Cr,O; veya CuC ile 7 gun sireyle muamele ediktii. Uygulama
suresinin sonunda, yakla 15-20 fideden elde edilen 200 mg taze ko6k dolgesuwomik
DNA ekstraksiyonunda kullanilgtir. Uygulama yapilmangi (kontrol) ve ug¢ farkli
konsantrasyonda (75, 150 ve 3#4) kadmiyum, krom veya bakir ile muamele edgmi
8 arpa cgdinin her birisi icin DNA ekstraksiyonlari yapilgtir. Uygulamalar sonrasi
toplamda 80 ayri DNA ekstraksiyonu gercgkl@mistir. Her bir arpa ¢gdi icin 10
farkli uygulama grubu fideye ait ekstraksiyon senigenomik DNA’larin miktar (Aeg)
ve Kkalite (Asomazsg tayinleri spektrofotmeterik olarak yapilgtir. DNA
ekstraksiyonlarinda 90-300 mdj/arasinda genomik DNA'lar elde edilgtir. Bu DNA
miktarlari  binlerce  PCR reaksiyonu kurabilecek kadgeterlilikte oldgu
hesaplanmstir. Ayrica, ekstraksiyonlar sonunda hesaplanan dfklar ((Aeoazsg)
1.5-1.9 arasinda olngtur. Bu bulgular olduk¢ca etkin ve verimli DNA
ekstraksiyonlarinin gercekkarildi gini  gostermgtir. Genomik DNA’lar 10 ng/ul
konsantrasyon olacakekilde cift-distile suda (ddyD) seyreltildikten sonra PCR
reaksiyonu kurulumunda kullanilgtir. PCR 6ncesi stok ve cgna genomik DNA’lar

aligotlara ayrilarak -20 °C’de derin dondurucudelaamstir.

4.3.2 RAPD Bulgulari

Bu argtirmada, GC orani % 50-70 agahda Operon Teknolojisi tarafindan uretigni
kiti (OPA) serisi 20 adet primer 6n denemelerdeldaulmistir. Bu primerlerden
OPAO01, OPA02, OPAQ9, OPA10, OPA12, OPA16, OPAL1TORALY bilgi verici ve
deserlendirilebilir RAPD profilleri Gretmitir. Bu argtirmada kullanilan her bir arpa
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¢esidi icin; agir metal uygulamasi yapiimagnve uc¢ farkll &r metalin (kadmiyum,
bakir veya krom) ¢ farkli uygulama konsantrasyffiy 150 ve 225 uMg@r metal) ile
uygulamaya maruz birakilg bitkilerden elde edilen genomik DNA’lar RAPD
calismalarinda ayni PCR reaksiyonlarinda kullangtmi Sonucta, 8 farkli primer ile 8
farkhh arpa ceidi icin toplamda 64 farkli RAPD jeli temin edilgtir (Sekil
4.1/3/5/7/9/11/13/15) Her bir jelde ise markor DNI& birlikte 10 farkh genomik
DNA’dan elde edilen RAPD-PCR Urlnleri yurutulghir. Ayni arpa ¢gdine ait kok
dokularindan temin edilmilO farkli genomik DNA'lar: sirasiyla; kontrol, 7850 ve
225uM kadmiyum, krom ve bakir deney gruplarindan eldéngstir. Arastirmada elde
edilmis tum RAPD jeli profillerine ait resimler diizenlektBn sonra, arpa giéerinin

alfabetik sirasina goigekil 4.1 - 4.15 arasinda verilgtir.

4.3.2.1 Angora RAPD profilleri

Angora arpa ¢adi icin 8 farkh primerle elde edilmi RAPD bulgulariSekil 4.1'de
verilmistir. Kontrol grubu Angora ggdi icin 8 farkli primer ile toplamda 86 DNA bandi
elde edilmgtir (Ek Cizelge 1). Tium uygulama gruplarinda elddesn DNA bandi ¢gt
sayisi ise 93 olarak belirlengtir. Toplam RAPD-PCR bantlarinin %250 tim
orneklerde belirlenginden monomorfik DNA bantlari olarak gerlendirilmistir.
%75’inin ise tum o©rneklerde tespiti yapiimgnolmasi nedeni ile polimorfik DNA
bantlar olarak belirlenngiir. 10 farkli genomik DNA ve 8 farkli primerleralelde edilen
toplam DNA bant sayisi ise 793 olarak hesaplanmiTum uygulama gruplarindan
elde edilen bu bantlarin var olmasi “1” veya olmamd&” temelinde bir matriks
olusturulmustur. Angora arpa g&li icin olusturulmus olan “1” ve “0” matriksi PCR
artnlerinin molekuler @rliklari ile birlikte Cizelge Ek-1'de verilmgtir. Bu bantlarin
molekdler &iliklar 47 b¢ (OPAO02) ile 1958 bp (OPA16) apmhda dgismistir. OPA12

primeri elde edilen tim bantlar monomorfik olgtur.

Kontrol grubu RAPD profillerine gore,ga metal ile uygulama yapilmifidelerin
RAPD profillerinde yeni bantlarin vagh veya bazi bantlarda kayiplar belirlestmi
Kontrol grubu ile kagilastinldiginda, krom ve bakir stresine maruz birakslfidelerin

RAPD profillerine bant kayiplari ve yeni bant glunlari oldukca belirgindir. Bununla
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birlikte, kadmiyum stresi altindaki fidelerde Kooltr grubu RAPD profilleri ile
karsilastirildiginda; 150/225uM Cr veya Cu ile maruz birakilsibitkilerin RAPD
profillerinde, OPAO1 (1587, 1200 ve 986 bp), OPA0867), OPA16 (1958, 1730,
1500, 1325 ve 1081 bp), OPA17 (219 bp) ve OPA18312084 ve 700 bp) primerleri
ile yeni veya kayip bantlar tespit ediktii. Ozellikle, krom stresinde
konsantrasyondaki bir agtyeni olisan bantlarin sayisinda kademeli olarak birsart
neden olmstur (Sekil 4.1).

Farkli konsantrasyonlarda (75, 150, 224) Cd, Cr ve Cu stresine maruz birakgmi
veya birakilmany (kontrol) Angoraarpa Hordeum vulgarel.) ¢esidi icin DNA
polimorfizmi temelinde UPGMA kullanilarak ojturulan dendograntekil 4.4’de
verilmistir. Sekil tzerindeki uygulama gruplarinin kisaltmalad75, Cd150, Cd225,
Cr75, Cr150, Cr225, Cu75, Cul50 ve Cu2g#klinde verilmgtir. Dendogramda
uygulama yapilng ve yapilmamy fideler ¢ ana kime ofturmustur. ilkinde,
kadmiyum uygulamasina maruz birakgmifideler kontrol grubu ile birlikte
kiimelenmitir. Ikincisinde, Cul50 ve 225, tgunclsinde ise Cr15@ra25 birlikte
kimelenmgtir. Tim uygulama gruplari arasindaki genetik belilzekatsayilari
FreeTree paket programi kullanilarak hesaplanmiCd75 ve Cd150 gruplarina ait
RAPD profilleri ile kontrol grubu RAPD profilleri ymi ¢ikmstir, yani bu gruplar
arasinda genetik uzaklik belirlenmetii Bununla birlikte, bakir ve krom uygulamalari
RAPD profilleri kontrol grubuna goére ¢ok farkli grasi genetik yakinlik gerlerinde
azalmaya neden olmgtwr. Bu nedenle, krom ve bakir uygulama gruplarntka

grubundan bamsiz olarak kiimelenstir (Sekil 4.2).

Uygulama yapilmy ve yapilmany Angora arpa ggdi RAPD profillerinde belirlenen
degisikliklerin nitel bir olcistunid gosteren genomik kalIDNA kararhlglr (GTS,%)
degerleri test edilen 8 primer i¢in hesaplanarak @eel.9'da verilmgtir. Her bir
uygulama grubundaga metal konsantrasyonundaki bir arggenomik kalijp DNA
kararliiginda bir azalmaya neden olgtur. GTS dgerlerindeki en fazla azalma
(%20,24) Cr225 uygulamasinda belirlegtini RAPD profillerinden elde edilen GTS%
bulgularina gére, Angora arpasignin test edilen gair metallere toleranslik siralamasi
kadmiyum > bakir > kromgeklinde gerceklgmistir. Angora arpa ggdinin kadmiyum,
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bakir (sirasiyla, Cizelge 4.7 ve 4.8) ve kromad@wlive ark. 2010) olan kok toleranslik
indeksi dgerlerinin kasilastirmasinda, bu siralama kadmiyum > bakir > kgaklinde

gerceklgmistir.
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M K Cd {mM} Cr (mM}) Cu (mM) M K Cid (mM) Cr {mM) Cu (mM)
75 150 225 75 150 225 75 150 225 ) 75 150 215 75 150 225 75 iSl]ég

P

L L LLRLnnLL

UL

E 0B RURIHREL g

: (2) - . (h)
Sekil 4.1 Farkli konsantrasyonlarda (75, 150, 2&8) kadmiyum (Cd), krom (Cr) ve bakir (Cu)
stresine maruz birakiljmveya birakilmani (K, kontrol) Angora arpaHordeum vulgarel.)
¢esidi genomik DNA’larindan OPAO1 (a), OPA02 (b), OPAQc), OPA10 (d), OPA12 (e),
OPAL16 (f), OPAL7 (g) ve OPA19 (h) primerleri elddilmis 8 adet RAPD profili. M: markér
DNA (GeneRuler 100 bp, Thermo Scientific).

41



Cd75
| £1.00)

Kontrel

| Cd150
(1.00)

——— Cd225
(0.99)

—_— Cr7%
(0.98)

CuTs
(0.97)

Cri50
(0.92)

Cra25
(0.90)

— Cul50
(0.92)

e——— CuZ25
] (.91

Sekil 4.2 Farkli konsantrasyonlarda (75, 150, 2i8) kadmiyum (Cd), krom (Cr) ve bakir (Cu)
stresine maruz birakilmveya birakilmami(kontrol) Angora arpaHordeum vulgard..) ¢esidi

icin DNA polimorfizmi temelinde UPGMA kullanilaralolusturulan dendogram. Parantez
icindeki rakamlar her bir uygulama grubunun kordrolgore benzerlik mesafesini

gOstermektedir.
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Cizelge 4.9Angora arpa gedi kontrol RAPD profillerinde belirlenen DNA baisayilari (primer adlari yaninda parantez icindelereirakamlar), ve

kontrole gdre farkh konsantrasyonlarda (75, 15@®26 uM) agir metal (Cd, Cr veya Cu) uygulamalarina maruzkoimas gruplarda belirlenen yeni

olusmus (+) ve kaybolmg (-) DNA bantlarindan hesaplargrgenomik kalip kararlihk deerleri (GTS, %). Tabloda, Angora arpasicéne ait kok

toleranslik indeksi GTS derleri ile kagllastirilmasi amaci verilngtir.

OPAO1 (9) OPAO2 (10) OPAO9 (8) OPA10 (8) OPA12 (4) OPA16 (9) OPAl17 (17) OPA19 (10)
Agir ; ; ;
Metal | Kok
M |+ GOTS L. %TS D+ %TS D+ %TS D+ %TS - C;TS b+ - %TS D+ %TS Ortalagna 5 Toleranslik 5
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) GTS % indeksi. %
75 |00 1000 00 1000, O 01000 : O O 100,0 | 0 O 1000 : O O 100,0 | 0 O 1000 : O O 100,0 100,00 | 84,1 <
cd 150 |0 O 1oo,o§ 0 0 100,0 0 0 100,0 0 0 100,0 0 0 100,0 0 0 100,0 0 0 100,0 0 0 100,0 100,00 |g 805 |g
225 |0 0 1000 2 0 800 ' 0O 01000 : 00 1000 ' 0 O 1000 : 0 O 1000 : O O 1000 ! O O 100,0 97,50 76,7
75 [0 0 1000 20 800 :1 0875 :00 1000 : 0 O 1000 : 0 O 1000 : O O 1000 : O O 100, 9594 |, 83,3 o
Cr 150 |3 0 667 ;20 80 ;1 0875 ;00 100000 1000: 3 0 667 ;0 2 882 |2 0 800 8363 |g 798 |9
225 |30 667 30 700 :1 0875 20 750 :0O0 1000 : 3 0 66,7 :0 2 882 :2 0 80,0 79,26 76,5
75 |0 0 1000: 1 0 900 ' 0 1875 :'00 1000 ' 0 O 1000 : 0 O 100,0 : O 1 941 : 0 1 90,0 9520 | 82,9 ~
Cu 150 |3 0 667 110 9,0 {1 1750 00 1000 :0 0 1000 i 3 0 667 0 1 941 ! 1 1 800 84,06 |1~ 798 |o@
225 |30 667 10 90 :1 1750 .00 1000 : 00 1000 : 3 0 667 .0 2 882 ' 1 1 800 83,32 75,1
Not: Krom kok toleranslik indeks derleri Yildiz ve ark. (2010)'dan alingtir.
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4.3.2.2 Avci-2002 RAPD profilleri

Avci-2002 arpa c¢gdi icin 8 farkli primerle elde edilngiolan RAPD bulgularSekil
4.3'de verilmitir. Kontrol grubu Avci-2002 ¢gdi icin 8 farkl primer ile toplamda 76
DNA bandi elde edilngtir. Tum uygulama gruplarinda elde edilen DNA bageiit
sayisi ise 97 olarak hesaplagtm DNA bantlarinin %16’s1 tim 6rneklerde
belirlendginden, bu bantlar monomorfik DNA bantlari olarak gedendirilmistir.
Bununla birlikte, bu DNA banlarinin %84’G tim oOrnedde tespit edilmegdinden
polimorfik DNA bantlari olarak dgerlendirilmistir. 10 farkli genomik DNA ve 8 farkl
primerler ile elde edilen toplam DNA bant sayi® B39 olarak hesaplangtir. Tim
uygulama gruplarindan elde edilen bu bantlarin sanasi “1” veya olmamasi “0”
temelinde bir matriks okurulmustur. Avci-2002 arpa g&li icin olusturulmus olan “1”
ve “0” matriksi molekiler @rhklar ile birlikte Ek Cizelge 2'de verilngtir. Bu
bantlarin molekuler @liklari 47 bg (OPAO02) ile 1958 bp (OPA16) apahda
degismistir. OPA12 primeri elde edilen bantlarin hepsi tiuygulama gruplarinda
cogalmistir. Kontrol grubu RAPD profilleri ile kaulastirildiginda, &ir metal ile
uygulama vyapilng fidelerin RAPD profillerinde yeni bantlarin vatl veya bazi
bantlarda kayiplar belirlenstir. Kontrol grubu ile kagilastirildiginda, krom ve bakir
stresine maruz birakilmifidelerin RAPD profillerine bant kayiplari ve yeiant
olusumlari oldukca belirgindir. Bununla birlikte, kadynm stresi altindaki fidelerde
kontrol grubu RAPD profilleri ile karlastinldiginda; &ir metal stresine maruz
birakilmg bitkilerin RAPD profillerinde; 909, (OPA01), 112840 (OPA02), 532
(OPA09), 1062, 973, 910 (OPA10), 1602, 561, 543346 (OPA16), 219 (OPA17),
573, 526 ve 230 (OPA19) bantlar1 yeni veya kayiptlaa olarak tespit edilngiir (Sekil
4.3).

Kontrol grubuna ait RAPD profilleri ile uygulamaugan kasilastirildiginda, Cd, Cr

ve Cu’'nun farkli konsantrasyonlari ile muamele mdil Avi arpa fidelerinin RAPD
profillerinde bant kayiplari ve yeni bant elumlari gézlemlennstir (bkz Ek Cizelge 2).
Ozellikle, her t¢ gir metalin dgiik konsantrasyonlarinda bant kayiplari daha fazla
olmusken, yiksek konsantrasyonlarda bantlarin sayismdartsa neden olmgtur.
Farkli konsantrasyonlarda (75, 150, 2249) Cd, Cr ve Cu stresine maruz birakgmi
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veya birakilmangi (kontrol) Avci-2002 arpaHordeum vulgarel.) ¢esidi icin DNA
polimorfizmi temelinde UPGMA kullanilarak ofturulan dendogramda uygulama
yapiilms ve yapilmamy fideler ¢ ana kime ofturmuwstur. ilkinde, tc¢ farkl
konsantrasyondaki bakir uygulamasina maruz birakiliieler kontrol grubu ile
birlikte kumelenmitir. ikinci kime kadmiyum ve Uclincisii ise krom uygulama

gruplarindan olgmustur.

Tam uygulama gruplari arasindaki genetik benzeRdétsayilari FreeTree paket
programi kullanilarak hesaplargtw. Cu75 grubu kontrol grubuna en yakin (0,999)
uygulama grubu olmgken, Cr225 grubu en uzak (0,995) grup oftnu Bununla
birlikte, kadmiyum ve krom uygulamalarina ait RARWrifillerinin kontrol grubu
RAPD profillerine gére ¢ok farkli cikmiolmasi genetik yakinlik gerlerinde azalmaya
neden olmstur. Bu nedenle, kadmiyum ve krom uygulama grugfantrol grubundan

bagimsiz olarak kiimelenmtir (Sekil 4.4).

Uygulama vyapilnyg ve yapilmamy Avci-2002 arpa c¢adi RAPD profillerinde
belirlenen dgisikliklerin nitel bir olgisini gosteren genomik kaIDNA kararhlgi
(GTS,%) dgerleri test edilen 8 primer icin hesaplanarak @eed#.10’da verilmtir.
Her bir uygulama grubundag@ metal konsantrasyonundaki bir argenomik kalip
DNA kararlihginda bir azalmaya neden olgtur. GTS dgerlerindeki en fazla azalma
(% 8,6) Cr225 uygulamasinda belirlegtiri RAPD profillerinden elde edilen GTS%
bulgularina gore, Avci-2002 arpa sginin test edilen @r metallere toleranslik
siralamasi krom > kadmiyum > bakeklinde gerceklgmistir. Avci-2002 arpa ggdinin
kadmiyum, bakir (sirasiyla, Cizelge 4.7 ve 4.8)kvema (Yildiz ve ark. 2010) olan
kok toleranslik indeksi d@rlerinin kasllastirmasinda, bu siralama kadmiyum > bakir >

krom seklinde gerceklgmistir.
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Sekil 4.3 Farkli konsantrasyonlarda (75, 150, 2&8) kadmiyum (Cd), krom (Cr) ve bakir (Cu)
stresine maruz birakilgweya birakilmami (K, kontrol) Avci-2002 arpaHordeum vulgard..)
¢esidi genomik DNA’larindan OPAO1 (a), OPA02 (b), OPAQc), OPA10 (d), OPA12 (e),
OPA16 (f), OPAL17 (g) ve OPA19 (h) primerleri eldgilmis 8 adet RAPD profili. M: markor

DNA (GeneRuler 100 bp, Thermo Scientific).

RV
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Sekil 4.4 Farkli konsantrasyonlarda (75, 150, 2i8) kadmiyum (Cd), krom (Cr) ve bakir (Cu)
stresine maruz birakilgiveya birakilmangi (kontrol) Avci-2002 arpaHordeum vulgarel..)

¢esidi icin DNA polimorfizmi temelinde UPGMA kullanilak oluturulan dendogram. Parantez
icindeki rakamlar her bir uygulama grubunun kordrolgore benzerlik mesafesini

gOstermektedir.
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Cizelge 4.10Avci-2002 arpa ggdi kontrol RAPD profillerinde belirlenen DNA bastyilari (primer adlari yaninda parantez igindelermrakamlar),
ve kontrole gore farkli konsantrasyonlarda (75, ¥®@25uM) agir metal (Cd, Cr veya Cu) uygulamalarina maruzKomas gruplarda belirlenen yeni
olusmus (+) ve kaybolmg (-) DNA bantlarindan hesaplargrgenomik kalip kararlilik deerleri (GTS, %). Tabloda, Avci-2002 arpasigine ait kok

toleranslik indeksi GTS derleri ile kagilastirilmasi amaci verilngtir.

OPAO1 (9) OPA02 (10) OPAO09 (8) OPA10 (8) OPA12 (4) OPA16 (9) OPA17 (17) OPA19 (10)
AgIr : : : : : : :
Metal GTs | oTs | oTs | eTs | oTs | oTs | oTs | GTS | Ortalama Kok
MM e T e T T e T T e T T e 1T e 1T e 1T o) | eTsw |Of PRS0
75 |0 0 1000 0 O 10000 0 1 89 01 9,0 00 1000' 11 857 :0 0 1000 O O 100,0 9558 | o 78,6 ~
cd 150 [0 0 1000: 0 O 1000 O 1 89 101 9,0 :00 1000: 11 857 :0 0 1000: 1 0 929 94,68 |5 751 |9
225 |0 0 1000: 1 O 900 : O 1 839 .01 900 00 1000: 1 1 857 : 0 0 1000: 2 0 857 92,54 73,4
75 [0 0 1000: 0 O 1000 0 O 1000 03 70,0 : 0 O 1000' 1 1 857 ' 0 O 100,0' 1 O 92,9 9357 |o 95,2 ©
Cr 150 |01 929 !0 0 1000; 0 0 1000: 03 70,0 10 0 1000: 11 857 0 0 100,0: 1 0O 92,9 92,68 | 89,1 |
225 |01 929 10 1 900 0 0 1000: 03 700 : 00 1000: 11 857 :0 0 1000: 1 0 929 91,43 72,5
75 [0 0 1000 0 1 900 0 0 1000: 0 0 1000: 0 O 1000: 0 1 929 ! 0 O 1000: O O 100,0 97,86 | 92,1 <
Cu 150 {0 0 1000 0 1 9,0 0 1 8900 100000 1000: 01 929 :0 1 909 :0 0 1000 9533 | 8Ll |
225 |0 0 1000 0 1 900! O 1 839 !0 0 1000: 00 1000' 2 1 786 '0 1 90,9 ' 0 O 1000 93,32 77,1
Not: Krom kok toleranslik indeks derleri Yildiz ve ark. (2010)’dan alingtir.

48



4.3.2.3 Aydanhanim RAPD profilleri

Aydanhanim arpa ¢&li icin 8 farkli primerle elde edilgiRAPD bulgulariSekil 4.5'de
gosterilmitir. Kontrol grubu Aydanhanim geli icin 8 farkli primer ile toplamda 94
DNA bandi elde edilmtir (Ek Cizelge 3). Tum uygulama gruplarinda ispléonda 104
farkll RAPD bandi belirlenngtir. Bu bantlardan 89 adedi (%86) tim 6rneklerde
belirlenmg olmasi nedeni ile monomorfik DNA bantlari olarakgdrlendirilmistir.
Geriye kalan DNA bantlarin vagh tim o6rneklerde tespiti yapilamgcdan,
Aydanhanim icin elde edilen polimorfizm gk %14 olmgtur. 10 farkhh genomik
DNA ve 8 farkli primer ile elde edilen toplam DNAamt sayisi ise 904 olarak
hesaplanmgtir. Tum uygulama gruplarindan elde edilen bu lzantl var olmasi “1”
veya olmamasi “0” temelinde bir matriks giurulmustur. Aydanhanim arpa giéli icin
olusturulmus olan “1” ve “0” matriksi molekuler @rliklari ile birlikte Ek Cizelge 3'de
verilmistir. Bu bantlarin molekuler @liklari 144 bg¢ (OPAO02) ile 1879 bp (OPAQ9)
aralginda dgismistir. OPAOL, OPA10 ve OPAL7 primerleri elde edilémt bantlar
monomorfik olmytur. Kontrol grubu RAPD profillerine gérega metal ile uygulama
yapilms fidelerin RAPD profillerinde yeni bantlarin vatliveya bazi bantlarda kayiplar
belirlenmgtir. Kontrol grubu ile kagilastirildiginda, krom ve bakir stresine maruz
birakilmg fidelerin RAPD profillerine bant kayiplari ve yehant olgumlari oldukca
belirgindir. Ozellikle, kadmiyum stresi altindakéélere ait RAPD profilleri ile kontrol
grubu RAPD profilleri arasinda net farklar olgtwr. OPAQ2 ile belirlenen 1198 ve 144
bc; OPAO9 ile belirlenen 533 bp, OPA12 ile belidan1136 bp; OPA16 ile belirlenen
1774, 634, 524 ve 207 bp; OPA19 ile belirlenen 1bgdantlar 6zellikle Cr225 deney
grubu fidelerinden elde edil;mRAPD bantlaridir §ekil 4.5). Buna ilaveten, OPA12 ile
elde edilen 834 bp RAPD bandi ve OPA19 ile eldéeadi295 bp ebath bant sadece Cr
gruplari icin elde edilnstir. Kontrol grubuna ait RAPD profilleri ile uygutaa gruplari
karsilastirildiginda; Cd, Cr ve Cu'nun farkl konsantrasyonlarinieamele edilngi fide
gruplarinin RAPD profillerinde bant kayiplari venydant olgumlari gdzlemlennstir
(Sekil 4.5 ve bkz Ek Cizelge 3). Ozellikle, en yiksansantrasyondaki (228M) krom
stresinde 12 adet fazla DNA bandi elde editmi

Farkli konsantrasyonlarda (75, 150, 229) Cd, Cr ve Cu stresine maruz birakgmi
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veya birakilmangi (kontrol) Aydanhanimarpa Hordeum vulgard..) ¢esidi icin DNA
polimorfizmi temelinde UPGMA kullanilarak ojturulan dendograntekil 4.8'de
verilmistir. Dendogramda uygulama yapiknve yapilmamy fideler altt ana kime
olusturmustur. ilkinde, Cd75 ve Cd150 kontrol ile birlikte kiime gtiurmustur. Cu75 ve
Cul50 ikinci kimeyi, Cr75 ve Cr 150 ise Ug¢uncl kyinmdusturmustur. Tim uygulama
gruplari arasindaki genetik benzerlik katsayillaleeHree paket programi kullanilarak
hesaplanmgtir. Cd75 ve Cd150 gruplarina ait RAPD profillde kontrol grubu RAPD
profilleri ayni ¢ikmstir, yani bu gruplar arasinda genetik uzaklik tefimemstir.
Bununla birlikte, kontrol grubuna genetik olarak erak (0,942) uygulama grubunun
Cr225 oldgu belirlenmitir (Sekil 4.6).

Uygulama yapilnyg ve yapiimamg Aydanhanim arpa e¢iEli RAPD profillerinde
belirlenen dgisikliklerin nitel bir olgisiuni gosteren genomik kaIDNA kararhlgi
(GTS,%) dgerleri test edilen 8 primer icin hesaplanarak @eed.11'da verilmtir.
Her bir &ir metal uygulama grubunda 75 ve 10l konsantrasyonlarinda genomik
kalip DNA kararlilginda ayni oranda azalghr. 225 uM agir metal uygulamalari ise
GTS deerlerinde daha fazla bir azgdi neden olmgtur. GTS dgerlerindeki en fazla
azalma (%13) ile Cr225 uygulamasinda belirlestimi RAPD profillerinden elde edilen
GTS% bulgularina goére, Aydanhanim arpasidiain test edilen @r metallere
toleranslik siralamasi kadmiyum > bakir > krgeklinde gerceklgmistir. Aydanhanim
arpa c¢eidinin kadmiyum, bakir (sirasiyla, Cizelge 4.7 v8)4ve kroma (Yildiz ve ark.
2010) olan  kok toleranslik indeksi ghrlerindeki  siralamada @ ise
krom>bakir>kadmiyungeklinde gerceklgmistir.
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Sekil 4.5 Farkli konsantrasyonlarda (75, 150, 2&8) kadmiyum (Cd), krom (Cr) ve bakir (Cu)
stresine maruz birakilgmveya birakilmamngi (K, kontrol) Aydanhanim arpadprdeum vulgare
L.) ¢esidi genomik DNA'larindan OPAO1 (a), OPAO2 (b), OPA(), OPA10 (d), OPA12 (e),
OPA16 (f), OPAL17 (g) ve OPA19 (h) primerleri elddilmis 8 adet RAPD profili. M: markor
DNA (GeneRuler 100 bp, Thermo Scientific).
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Sekil 4.6 Farkli konsantrasyonlarda (75, 150, 2i8) kadmiyum (Cd), krom (Cr) ve bakir (Cu)
stresine maruz birakilmveya birakilmamngi (kontrol) Aydanhanim arpadprdeum vulgard..)

¢esidi icin DNA polimorfizmi temelinde UPGMA kullanilak oluturulan dendogram. Parantez
icindeki rakamlar her bir uygulama grubunun kordrolgore benzerlik mesafesini

gOstermektedir.
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Cizelge 4.11Aydanhanim arpa geli kontrol RAPD profillerinde belirlenen DNA bargayilari (primer adlari yaninda parantez icindeileer

rakamlar), ve kontrole gore farkli konsantrasyasda(75, 150 ve 225M) agir metal (Cd, Cr veya Cu) uygulamalarina maruzKolmas gruplarda

belirlenen yeni olgmus (+) ve kaybolmsg (-) DNA bantlarindan hesaplangrgenomik kalip kararhlik deerleri (GTS, %). Tabloda, Aydanhanim arpa

¢esidine ait kok toleranslik indeksi GTS gileri ile kagilastirilmasi amaci verilngtir.

OPAO1 (9) OPAO2 (10) OPAO9 (8) OPA10 (8) OPA12 (4) OPA16 (9) OPAl17 (17) OPA19 (10)

AgIr ! ! ! ! ! ! !
Metal ! ! ! ! ! ! ! Kok

M + . GTS E+ GTS E GTS E GTS E+ ) GTS E+ GTS E+ GTS E+ GTS Ortalama 5 Toleranslik 5

(%) 5 (%) 5 (%) | (%) | (%) | (%) | (%) | (%) GTS % indeksi. %

75 |o 0 1000 0 O 10000 0 O 1000 O O 1000 O O 1000 O 0000 ' O O 1000! O O 100( 100,00( 89,8 o
Cd 150 |0 0 1000: 0O O 1000: 0O 0 10006 O O 1000 O O 1000 O 0000 : O O 1000: O O 100 100,00/ 888 |8

225 |0 0 1000 ! O O 1000, 0O O 1000 O O 1000 O O 1000 1 ®.7 : 0 O 100,0: 1 O 900 97,71 79,3

75 |0 0 1000 0 O 10000 0 1 889 0 O 1000 1 O 900 O 000,A:0 O 1000: 1 O 900 96,11 | 82,5 o
Cr 150 |0 0 1000 ! 0 O 10000 0 1 89 0 0 1000 1 0O 900 O 000! 0 O 1000! 1 O 90,0 96,11 (@ 803 | @

225 |0 0 1000: 2 0O 818! 1 0 889 0 0 1000 2 O 800 4 0 .,7660 0 1000: 2 0O 800 87,17 75,2

75 [0 0 1000 0 0 1000i 0 ©0 1000 O O 1000 O O 1080 O BL7 {0 O 1000 0O O 100 98,96 | 71,2 ~
Cu 150 |0 0 1000 ! 0 O 10000 0O O 1000 O O 1000 O O 1000 O D17 |0 O 100,00 O O 1000 98,96 | 1o 67,9 |

225 |0 0 1000 0 O 10000 1 O 89 0 O 1000 O 1 900 2 1507:0 0 1000! O O 100, 94,24 | @ 64,2 |©

Not: Krom kok toleranslik indeks derleri Yildiz ve ark. (2010)’dan alingtir.
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4.3.2.4 Bagul RAPD profilleri

Basgul arpa cgdi icin 8 farkli primerle elde edilgi RAPD bulgulariSekil 4.7'de
gosterilmitir. Kontrol grubu Bagul c¢esidi icin 8 farkli primer ile toplamda 80 DNA
bandi elde edilmngtir (Ek Cizelge 4). Tum uygulama gruplarinda isplasnda 89 farkli
RAPD bandi belirlenngtir. Bu bantlardan 74 adedi tim 6rneklerde belimetir, yani
bantlarin %83’ monomorfik DNA bandidir. Geriye &al15 DNA bandinin vag,
tum orneklerde tespit edilemgtiden, Bagil arpa cgdi icin elde edilen polimorfizm
deseri %17 olmytur. 10 farkh genomik DNA ve 8 farkli primerlereilelde edilen
toplam DNA bant sayisi ise 809 olarak hesaplanmiTum uygulama gruplarindan
elde edilen bu bantlarin var olmasi “1” veya olmamd&” temelinde bir matriks
olusturulmustur. Baggul arpa c¢gdi icin olusturulmwus olan “1” ve “0” matriksi
molekuler &irliklarn ile birlikte Ek Cizelge 4'de verilngtir. Bu bantlarin molekuler
agiliklart 178 bg (OPA19) ile 2138 bp (OPA16) agahda degismistir. OPA10 ve
OPA19 primerleri sadece monomorfik bantlar eldenegtir. Kontrol grubu RAPD
profillerine gore, gir metal ile uygulama yapilmifidelerin RAPD profillerinde yeni
bantlarin varlgl veya bazi bantlarda kayiplar belirlegtmi Kontrol grubu ile
kargilastirildiginda, kadmiyum ve krom stresine maruz birakylrfidelerin RAPD
profillerindeki bant kayiplari ve yeni bant eimlari oldukca belirgindir. Ozellikle,
kadmiyum stresi altindaki fidelere ait RAPD pradiil ile kontrol grubu RAPD profilleri
arasinda net farkliliklar olngtur. Ornggin, OPAOL1 ile elde edilen 213 bg bandi; OPA02
ile elde edilen 962 ve 245 bg¢ bantlari, OPAQ9 i eadilen 1394 bg bandi ve OPA16
ile elde edilen 2138 ve 393 b¢ bantlar tim kadmmyuygulamalarinda yeni ajan
bantlar olmgtur. Bununla birlikte, tim konsantrasyonlarda kraygulamasi ile birlikte
kontrol gruplarinda var olan OPA12 elde ediriD44 bg¢ bant ile OPA16 elde edikni
1440 ve 179 bg ebath bantlarin kaybolmasina nedienstur (Sekil 4.7). Dolayisi ile,
kadmiyum uygulamasi yeni bantlarin ghmu ile krom uygulamasi ise mevcut

bantlarin kaybolmasi ile sonuclarytm.
Farkli konsantrasyonlarda (75, 150, 2249) Cd, Cr ve Cu stresine maruz birakgmi

veya birakilmang (kontrol) Bagil arpa Hordeum vulgareL.) c¢esidi icin DNA
polimorfizmi temelinde UPGMA kullanilarak ajturulan dendogranSekil 4.8'de
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verilmistir. Dendograma gb6re, tum bakir uygulamalar kdntgoubu bir kiime

olusturmustur. Bununla birlikte, Cr75 ve Cr150 bir kiime, tlkkadmiyum uygulamalari

ayri bir kime olgturmustur. Tum uygulama gruplari arasindaki genetik bdikze
katsayilari FreeTree paket programi kullanilarakapé&anmgtir. Kontrol grubuna en

yakin genetik benzerlik katsayisi (0,988) Cu75 igen en uzak (0,946) Cd225 igin
belirlenmitir (Sekil 4.8).

Uygulama yapilny ve yapilmamy Basgul arpa ¢gidi RAPD profillerinde belirlenen
degisikliklerin nitel bir Ol¢cisuniu gosteren genomik kaIDNA kararhlgr (GTS,%)
degerleri test edilen 8 primer icin hesaplanarak @eet.12'da verilmgtir. Her bir &ir
metal uygulama grubunda 75 ve 1pBl konsantrasyonlarinda genomik kalip DNA
kararhiliginda ayni oranda azalghr. 225 uM agir metal uygulamalari ise GTS
degerlerinde daha fazla bir azgdineden olmgtur. GTS dgerlerindeki en fazla azalma
(%89,59) ile Cr225 uygulamasinda belirlegtini RAPD profillerinden elde edilen
GTS% bulgularina gore, Baill arpa cgidinin test edilen gir metallere toleranslik
siralamasi kadmiyum > krom > balgeklinde gerceklgmistir. Basgul arpa cgdinin
kadmiyum, bakir (sirasiyla, Cizelge 4.7 ve 4.8)kvema (Yildiz ve ark. 2010) olan
kok toleranslik indeksi derlerinin kagilastirmasinda, bu siralama kadmiyum > krom >
bakirseklinde gerceklgmistir.
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Sekil 4.7 Farkli konsantrasyonlarda (75, 150, 2&8) kadmiyum (Cd), krom (Cr) ve bakir (Cu)
stresine maruz birakilmiveya birakilmami (K, kontrol) Bagll arpa Hordeum vulgarel..)
¢esidi genomik DNA'larindan OPAOQO1 (a), OPAO2 (b), OFAQc), OPAL10 (d), OPA12 (e),
OPA16 (f), OPAL17 (g) ve OPA19 (h) primerleri elddilmis 8 adet RAPD profili. M: markor
DNA (GeneRuler 100 bp, Thermo Scientific).
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Sekil 4.8 Farkli konsantrasyonlarda (75, 150, 2&8) kadmiyum (Cd), krom (Cr) ve bakir (Cu)
stresine maruz birakilmiveya birakilmami (K, kontrol) Bagll arpa Hordeum vulgarel..)
¢esidi genomik DNA'larindan OPAOQO1 (a), OPAO2 (b), OFAQc), OPAL10 (d), OPA12 (e),
OPAL16 (f), OPAL7 (g) ve OPA19 (h) primerleri elddilmis 8 adet RAPD profili. M: markor
DNA (GeneRuler 100 bp, Thermo Scientific).
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Cizelge 4.12Basgul arpa ¢gidi kontrol RAPD profillerinde belirlenen DNA basayilari (primer adlari yaninda parantez icindelererakamlar), ve
kontrole gore farkh konsantrasyonlarda (75, 15@®26 uM) agir metal (Cd, Cr veya Cu) uygulamalarina maruzkoimas gruplarda belirlenen yeni
olusmus (+) ve kaybolmsg (-) DNA bantlarindan hesaplargrgenomik kalip kararlihk deerleri (GTS, %). Tabloda, Bgul arpa ¢gidine ait kdk

toleranslik indeksi GTS derleri ile kagilastirilmasi amaci verilngtir.

OPAOL1 (9) OPAQ9 (8) OPA10(8) OPA12 (4) OPA16 (9) OPA19 (10)
AgIr E E E E E
Metal | | | : | Kok
um GTS : GTS | GTS | GTS |, _ GTS ; GTS | Ortalama | | 1o o | &
(%) | o6 o6 o6 %) 6) | GTS% O jieksi, %
75 |10 91,7 : 3 0 1 0 900 0 0O 1000 0 0 10060 2 0 6840 0 0 0 1000 89,54 | o 77,7 o
Cd 150 {1 0 91,7 ;2 O ;1 0 90 0 0O 1000 0 O 1060 2 0 6840 0 0 0 1000 9162 |9 733 |
225 |1 0 917 12 0 ' 2 0 800! 0O 0O 1000 O O 1060 2 0 ,6841 0 0 0 1000 89,59 62,1
75 |0 0 1000: 0 O © 0 0 1000 O O 1000 O 1 800 O B46 :0 O 0 0 1000 95,58 | 93,3 «
Cr 150 |0 0 1000 : 0 O i 0 0 1000 0 O 1000 O 1 800 O B46 :0 O 0 0 1000 95,58 | o5 818 g
225 |0 1 917 ‘0 1 , 0 0O 1000 O O 1000 O 1 800 O 2 6840 3 0 0 1000 90,11 |© 65,4
75 [0 0 1000 1 0 L 0 0 1000 O O 1000 O O 1000 1 ®3 !0 O 0 0 1000 96,96 | o 80 o
Cu 150 |0 0 1000 : 1 O ©'0 0 1006 0O O 1000 O O 1060 1 ®23 ' 0 O 0 0 1000 96,96 | © 775 |©
225 |0 0 100,0 . 0 0 1000 O 1000 0 0 1000 1 ®23 :0 O 0 0 1000 94,87 71,3

Not: Krom kok toleranslik indeks derleri Yildiz ve ark. (2010)’dan alingtir.

58




4.3.2.5 Bilbul-89 RAPD profilleri

Bulbul-89 arpa cgdi icin 8 farkl primerle elde edilmiRAPD bulgulariSekil 4.9'de
gosterilmitir. Kontrol grubu Bulbil-89 ¢gdi icin 8 farkli primer ile toplamda 85 DNA
bandi elde edilmngtir (Ek Cizelge 5). Tum uygulama gruplarinda ispléonda 102 farkl
RAPD bandi belirlenngtir. Bu bantlardan 87 adedi tim oOrneklerde meveutyani
bantlarin %85’'i monomorfik DNA bandidir. Geriye &al DNA bantlarinin tim
orneklerde tespit edilememesi nedeni ile, Bulbul-&®a ceidi icin elde edilen
polimorfizm deseri %15 olmytur. 10 farkli genomik DNA ve 8 farkli primerleeilelde
edilen toplam DNA bant sayisi ise 899 olarak hemapktir. Tum uygulama
gruplarindan elde edilen bu bantlarin var olmasivdlya olmamasi “0” temelinde bir
matriks olgturulmuwtur. Bllbul-89 arpa g¢gdi icin olusturulmus olan “1” ve “0”
matriksi molekuler girliklari ile birlikte Ek Cizelge 5'de verilngtir. Bu bantlarin
molekiler giliklan 136 b¢ (OPAO02) ile 2000 bp (OPA16) agahda deismistir.
Sadece OPA17 primeri monomorfik bantlar Urgtmi Kontrol grubu RAPD
profillerine gore, gir metal ile uygulama yapilmifidelerin RAPD profillerinde yeni
bantlarin varlgl veya bazi bantlarda kayiplar belirlegtmi Kontrol grubu ile
kargilastirildiginda, kadmiyum ve krom stresine maruz birakylrfidelerin RAPD
profillerine bant kayiplari ve yeni bant eiumlari oldukca belirgindir. Ozellikle, 225
uM kadmiyum ve krom stresi altindaki fidelere ait RB profilleri ile kontrol grubu
RAPD profilleri arasinda net farkliliklar olmngtur. Ornesin, OPAQ9 ile sadece bu
uygulama gruplarina 6zgu 732, 573 ve 500 b¢ barglde edilmgtir. Bununla birlikte,
OPAOL1 ile elde edilen 729; OPA10 ile elde ediled 5% bandi, OPA16 ile elde edilen
500 bg ebatli bantlar sadece Cr225 grubuna atiki{ 4.9 ve Ek Cizelge 5). Ozellikle,

kadmiyum ve krom uygulamasi yeni bantlarinsalmu ile sonuclanngtir.

Farkli konsantrasyonlarda (75, 150, 2249) Cd, Cr ve Cu stresine maruz birakgmi
veya birakilmamyi (kontrol) Bulbil-89arpa Hordeum vulgarel.) c¢esidi icin DNA
polimorfizmi temelinde UPGMA kullanilarak djturulan dendogranfekil 4.10°'de
verilmistir. Dendograma gore tum bakir uygulamalari kontgyubu bir kime
olusturmustur. Bununla birlikte, Cr75/150 ve Cd75/150 bireinke, Cr225 ve Cd225

ayri birer kime olgturmustur (Sekil 4.10). Tum uygulama gruplari arasindaki géneti
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benzerlik katsayilari FreeTree paket programi kwiaak hesaplanmtir. Kontrol
grubuna en yakin genetik benzerlik katsayisi (0,98975 icin ve en uzak (0,933)
Cd225 icin belirlenngitir (Sekil 4.10).

Uygulama yapilmy ve yapiimamy Bilbiil-89 arpa ¢gdi RAPD profillerinde belirlenen
degisikliklerin nitel bir Olctisunid gosteren genomik kaIDNA kararhlgr (GTS,%)
degerleri test edilen 8 primer icin hesaplanarak @eelfl.13'da verilmitir. Kontrol
grubu ile kagillastirildiginda (%2100), her bir @ metal uygulama grubu
konsantrasyondaki bir agtile birlikte genomik kalip DNA kararlign ayni oranda
azalmstir. GTS dgerlerindeki en az azalma (%2,27) Cr75 uygulamasiedafazla
azalma (%13,18) Cd225 uygulamasinda belirlgtimi RAPD profillerinden elde
edilen GTS% bulgularina gore, Bulbil-89 arpaidiain test edilen @r metallere
toleranslik siralamasi kadmiyum > krom > bajaklinde gerceklgmistir. Basgul arpa
¢esidinin kadmiyum, bakir (sirasiyla, Cizelge 4.7 ve8)dve kroma (Yildiz ve ark.
2010) olan kok toleranslik indeksi gixlerinin kagilastirmasinda yapilan ile siralama

GTS deerlerinin siralamasi ayni (kadmiyum > krom > bakgejceklemistir.
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Sekil 4.9 Farkli konsantrasyonlarda (75, 150, 2&8) kadmiyum (Cd), krom (Cr) ve bakir (Cu)
stresine maruz birakilgwveya birakilmani (K, kontrol) Bilbil-89 arpaH{ordeum vulgard..)
¢esidi genomik DNA’larindan OPAO1 (a), OPA02 (b), OPAQc), OPA10 (d), OPA12 (e),
OPAL16 (f), OPAL7 (g) ve OPA19 (h) primerleri elddilmis 8 adet RAPD profili. M: markér
DNA (GeneRuler 100 bp, Thermo Scientific).
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0.01

Sekil 4.10 Farkli konsantrasyonlarda (75, 150, 228) kadmiyum (Cd), krom (Cr) ve bakir
(Cu) stresine maruz birakilgnveya birakilmami (kontrol) Bilbul-89 arpaHordeum vulgare
L.) ¢esidi icin DNA polimorfizmi temelinde UPGMA kullanikak oluturulan dendogram.

Parantez icindeki rakamlar her bir uygulama grulbukontrole gére benzerlik mesafesini

gOstermektedir.
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(0,989)

Cu225
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Cizelge 4.13Bulbul-89 arpa ¢gdi kontrol RAPD profillerinde belirlenen DNA bastyilari (primer adlari yaninda parantez icindeleemrakamlar),
ve kontrole gore farkli konsantrasyonlarda (75, ¥®@25uM) agir metal (Cd, Cr veya Cu) uygulamalarina maruzKomas gruplarda belirlenen yeni
olusmus (+) ve kaybolms (-) DNA bantlarindan hesaplangrgenomik kalip kararlilik dgerleri (GTS, %). Tabloda, Bulbul-89L arpasigkne ait kok
toleranslik indeksi GTS derleri ile kagilastirilmasi amaci verilngtir.

OPAO1 (9) OPAO2 (10) OPA09 (8) OPA10(8) OPA12 (4) OPA16(9) OPA17 (17) OPA19 (10)
Agir i i i i i i i
Metal : : : : : : : Kok
aM |+ - GTS + GTS + GTS + GTS + _ GTs + GTS + _ GTS + GTS Ortalama 5 Toleranslik 5
(%) (CORN (CONN CONN (COR COR (CORN (%) GTS % indeksi, %
75 [0 0 1000: 3 O 7277 0 0O 1006 O O 1000 1 O 750 1 0339:0 O 1000: O O 1000 92,63 | o 68,6 5
Cd 150 {0 0 1000 ! 3 O 727, 0 0 1006 O O 1000 1 O 80 1 0339:0 0 1000: 1 O 909 92,12 | o 628 |<
225 |0 0 1000 : 3 O 727 3 0 667 0 O 1000 1 O 800 1 0 ,3930 O 1000: 1 1 818 86,82 | © 61,7 | ©
75 |0 0 1000: 1 O 909: 0 0 1006 O O 1000 O O 1060 O @000 : O O 1000: O 1 909 97,73 | o 88 ~
Cr 150 {1 0 923 11 0 909: 1 O 89, 0 O 1000 1 O 800 0 O 000 O 1000. O O 100,0 94,01 | 3 614 |
225 |10 923 11 0 909! 1 0 89 1 0 90 1 0 80 1 0 93D 0 1000! 1 0 909 90,79 |© 479 |©
75 [0 0 10001 0 909 0 0 1006 O O 1000 1 O 800 O 000Q @0 O 1000! O O 1000 96,36 | < 90,2 o
Cu 150 |0 0 1000 : 1 O 909: 0 0 1006 O O 1000 1 O 800 O 000:O0 O 1000: O 1 909 95,23 | 706 | o
225 |0 0 1000 : 1 © 90,9 1 0O 89 0 O 1000 1 O 800 1 0 ,3930 0 1000: O O 1000 9414 | © 558 |

Not: Krom kok toleranslik indeks derleri Yildiz ve ark. (2010)’dan alingtir.
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4.3.2.6 Orza-96 RAPD profilleri

Orza arpa cadi icin 8 farkli primerle elde edilmi RAPD bulgulariSekil 4.11'de
gosterilmitir. Kontrol grubu Orza-96 gali icin 8 farkli primer ile toplamda 81 DNA
bandi elde edilmngtir (Ek Cizelge 6). Tum uygulama gruplarinda isplasnda 97 farkli
RAPD bandi belirlenngtir. Bu bantlardan 70 adedi tim 6rneklerde belimestir, yani
bantlarin %730 monomorfik DNA bandidir. Geriye &al27 DNA bandinin vag,
tum drneklerde tespit edilemgaiden, Orza-96 arpa gdi icin elde edilen polimorfizm
deseri %27 olmytur. 10 farkh genomik DNA ve 8 farkli primerlereilelde edilen
toplam DNA bant sayisi ise 837 olarak hesaplanmiTum uygulama gruplarindan
elde edilen bu bantlarin var olmasi “1” veya olmamd&” temelinde bir matriks
olusturulmustur. Orza-96 arpa emi icin olusturulmus olan “1” ve “0” matriksi
molekuler &irliklarn ile birlikte Ek Cizelge 6'de verilngtir. Bu bantlarin molekuler
agiliklar 163 bg (OPAO02) ile 2243 bp (OPAL6) agahda dgismistir. Sadece OPAO1
primeri monomorfik bantlar Urettir. Kontrol grubu RAPD profillerine goére, ga
metal ile uygulama yapilmifidelerin RAPD profillerinde yeni bantlarin vatiiveya
bazi bantlarda kayiplar belirlengtir. Kontrol grubu ile kagilastirildiginda, bakir ve
kadmiyum stresine maruz birakikfidelerin RAPD profillerine bant kayiplari ve yeni
bant olgumlari oldukca belirgindir. Orrign, OPAOQ2 ile uretilm§ olan 1143, 984 ve
900 bg bantlari, OPAQ9 ile Uretilgnolan 933 bandi kontrol grubundan farkli olarak tim
bakir ve kadmiyum uygulamalarinda belirlegtini Bunlara ilaveten, kontrol grubundan
farkl olarak 225 bakir uygulamasinda OPA10 primieribirlikte 1512, 1253 ve 1111
bc¢ bantlar yeni bantlar olarak gkxlendirilmistir. Ayrica, OPAL17 primeri ile kontrol
grubunda mevcut olan 1855, 1725, 1543, 1439, 10228¥4 bc bantlari Cu225
uygulama grubu RAPD profillerinde belirlenematimi(Sekil 4.11 ve Ek Cizelge 6).

Farkli konsantrasyonlarda (75, 150, 2249) Cd, Cr ve Cu stresine maruz birakgmi
veya birakilmam (kontrol) Orza-96 arpaHordeum vulgarelL.) cesidi icin DNA
polimorfizmi temelinde UPGMA kullanilarak djturulan dendogranfekil 4.12'de
verilmistir. Dendograma gore tim krom uygulamalari bir kiiohasturmustur. ikinci
kiime kontrol grubu ve Cu75 uygulama grubundarolgtur. Ugiincu kiime ise tim

kadmiyum uygulamalarindan glmustur. Son grupta ise Cul50 ve Cu225 uygulamalari
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yer almgtir (Sekil 4.12). Tum uygulama gruplar arasindaki géaetienzerlik

katsayilari FreeTree paket programi kullanilarakapé&anmgtir. Kontrol grubuna en
yakin genetik benzerlik katsayisi (0,975) Cr75 igm en uzak (0,897) Cu225 igin
belirlenmistir (Sekil 4.12).

Uygulama yapilmy ve yapilmanmy Orza-97 arpa geli RAPD profillerinde belirlenen
degisikliklerin nitel bir olcisunid gosteren genomik kalIDNA kararhlglr (GTS,%)
degerleri test edilen 8 primer icin hesaplanarak @eefl.14'de verilmitir. Kontrol
grubu ile kagilastirildiginda (%100), her bir @ metal uygulama grubu
konsantrasyondaki bir agtile birlikte genomik kalip DNA kararlign ayni oranda
azalmstir. GTS dgerlerindeki en az azalma (%4,42) Cr75 uygulamasiedafazla
azalma (%22,,88) Cu225 uygulamasinda belirlgimi RAPD profillerinden elde
edilen GTS% bulgularina gore, Orza-96 arpaidpein test edilen @r metallere
toleranslik siralamasi kadmiyum > bakir > kreeklinde gerceklgmistir. Orza-97 arpa
¢esidinin kadmiyum, bakir (sirasiyla, Cizelge 4.7 ve8)4ve kroma (Yildiz ve ark.
2010) olan kok toleranslik indeksi gilerinin kasllastirmasinda, bu siralamada bakir

> krom > kadmiyungeklinde gerceklgmistir.

65



M K Cd (mM) CrimM) Cu (mM) M K Cd (mM) Cr(mM) Cu(mdy
75 150 225 75 150 25 75 150 225

EER AL

75 150 225 75 150 235 75 IS0 225
: o i s ?

e e

=

—
= =
= =
:- _—
=Ty —-_
— e
— —
: -
== ]
: =
= —
—
— _.
(g) ==

Sekil 4.11 Farkh konsantrasyonlarda (75, 150, 2#4) kadmiyum (Cd), krom (Cr) ve bakir
(Cu) stresine maruz birakilgnveya birakilmami (K, kontrol) Orza-96arpa Hordeum vulgare
L.) ¢esidi genomik DNA’larindan OPAO1 (a), OPA02 (b), OPA(), OPA10 (d), OPA12 (e),
OPAL16 (f), OPAL7 (g) ve OPA19 (h) primerleri elddilmis 8 adet RAPD profili. M: markér
DNA (GeneRuler 100 bp, Thermo Scientific).
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Cr150
(0981)

Cr75
& (0,975)

L cr225
7 (0,959)

Cu75
(0,976)

38

Kontrol

Cd150
- (0,929)

L—————————————— Cd225
100 = (0,923)

Cd75
(0,947)

Cu150
(0,914)

L cu22s
0.01 (0.987)

Sekil 4.12 Farkli konsantrasyonlarda (75, 150, 228) kadmiyum (Cd), krom (Cr) ve bakir
(Cu) stresine maruz birakilgnwveya birakilmangi (kontrol) Orza-96 arpaHordeum vulgard..)

¢esidi icin DNA polimorfizmi temelinde UPGMA kullanilak oluturulan dendogram. Parantez
icindeki rakamlar her bir uygulama grubunun kordrolgore benzerlik mesafesini

gOstermektedir.
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Cizelge 4.140rza-96 arpa geli kontrol RAPD profillerinde belirlenen DNA bastayilar (primer adlari yaninda parantez igindelererakamlar), ve

kontrole gore farkh konsantrasyonlarda (75, 15@®26 uM) agir metal (Cd, Cr veya Cu) uygulamalarina maruzkoimas gruplarda belirlenen yeni

olusmus (+) ve kaybolmg (-) DNA bantlarindan hesaplargrgenomik kalip kararllik deerleri (GTS, %). Tabloda, Orza-96 arpsigame ait kok

toleranslik indeksi GTS derleri ile kagilastirilmasi amaci verilngtir.

OPAO01 (9) OPAO02 (10) OPAO09 (8) OPA10(8) OPA12 (4) OPA16 (9) OPA17 (17) OPA19 (10)
Agir ! ! ! ! ! ! !
Metal : : : : ! ! ! Kok
M + . GTS + GTS GTS GTS + GTS + GTS + GTS + GTS Ortalama 5 Toleranslik 5
(%) (CORN (CONN CONN (COR COR (CORN (%) GTS % indeksi, %
75 [0 0 1000: 2 O 71747 1 1 7500 0 O 1000 2 O 600 1 O ,3920 O 1000: 2 O 846 8542 | o 79,9 5
Cd 150 |0 0 1000 ! 3 O 571, 2 0 7500 0O O 1000 2 O 6000 1 O ,3920 O 1000'! 2 1 769 82,67 | o5 76 | <
225 |0 0 1000 : 3 O 571! 2 0 7500 0 O 1000 2 O 600 1 0 ,3920 1 929 : 2 1 7609 81,78 | © 753 |7
75 |0 0 1000: 0 O 1000: 0O 1 875 0 O 1000 1 O 800 O 1239:0 O 1000: O 1 923 94,01 | o 89,9 M
Cr 150 |0 0 1000 : O O 10000 0 0 1000 O O 1000 1 O 800 O D23 :0 0 1000: O 1 923 95,58 | & 681 |
225 |0 0 1000 0 O 1000/ 1 O 875 O O 1000 1 O 800 1 1468 0 0 1000! 0 1 923 93,05 | @ 59 |~
75 |0 0 1000 2 O 71441 1 0 875 0 O 1000 1 O 800 O 00Q0 0O O 1000: O O 1000 92,37 | o 74,2 o
Cu 150 |0 0 1000 : 4 O 429: 1 0 875 0 O 1000 1 O 800 1 0 ,3920 6 571 : 0 0 1000 82,48 | o 705 | o
225 |0 0 1000 : 4 O 429 1 0 875. 3 0 571 1 0 80,0 1 0 394,0 6 571 : 0 0O 1000 7712 | © 69 ~

Not: Krom kok toleranslik indeks derleri Yildiz ve ark. (2010)’dan alingtir.
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4.3.2.7 Tarm-92 RAPD profilleri

Tarm-92 arpa ¢adi icin 8 farkli primerle elde edilgiRAPD bulgulariSekil 4.13'de
gosterilmitir. Kontrol grubu Tarm-92 ggdi icin 8 farkli primer ile toplamda 75 DNA
bandi elde edilmngtir (Ek Cizelge 6). Tum uygulama gruplarinda ispléaonda 101 farkl
RAPD bandi belirlenngtir. Bu bantlardan 75 adedi tim 6rneklerde belimestir, yani
bantlarin %7440 monomorfik DNA bandidir. Geriye &al26 DNA bandinin vag,
tum Oorneklerde tespit edilemgthden, Tarm-92 arpa géi icin elde edilen
polimorfizm deseri %26 olmytur. 10 farkli genomik DNA ve 8 farkli primerleeilelde
edilen toplam DNA bant sayisi ise 841 olarak hemapktir. Tum uygulama
gruplarindan elde edilen bu bantlarin var olmasivdlya olmamasi “0” temelinde bir
matriks olyturulmustur. Tarm-92 arpa @i icin olusturulmus olan “1” ve “0” matriksi
molekuler &irliklarn ile birlikte Ek Cizelge 7°'de verilngtir. Bu bantlarin molekuler
agiliklar 169 bg (OPA10) ile 2243 bp (OPA16) agahda dgismistir. Sadece OPAO1
primeri monomorfik bantlar Grettir. Kontrol grubu RAPD profillerine gore, ga
metal ile uygulama yapilmifidelerin RAPD profillerinde yeni bantlarin vatiiveya
bazi bantlarda kayiplar belirlengtir. Kontrol grubu ile kagilastirildiginda, kadmiyum
ve krom stresine maruz birakignfidelerin RAPD profillerine yeni bant ojumlari
oldukga belirgindir. Orngin, OPAO2 ile Uretilmj olan 1280, 1173, 1040, 845, 435 ve
379 bg bantlari, OPAL10 ile Uretilmolan 1578 ve 169 bantlari sadece kadmiyum stresi
altindaki bitkilerde Gretilmgitir. Bunlara ilaveten, kontrol grubundan farkl @k 225
uM kadmiyum ve krom uygulamalarinda OPA17 primezibirlikte 1817 bg ebatli bant
sade krom ve kadmiyum uygulamalarindgajmistir (Sekil 4.13 ve Ek Cizelge 7).

Farkli konsantrasyonlarda (75, 150, 224) Cd, Cr ve Cu stresine maruz birakgmi
veya birakilmangi (kontrol) Tarm-96 arpaHordeum vulgareL.) c¢esidi icin DNA
polimorfizmi temelinde UPGMA kullanilarak dfturulan dendogranfekil 4.14'da
verilmistir. Dendograma gore tum Cr75 ve Crl50 kontrol gruie bir kime
olusturmustur. Ikinci kiimede, tiim bakir uygulamalari yer ajtm Uciincl kiimede ise
Cr225 tek bgina kime olgturmustur. Tium kadmiyum uygulamalari gansiz bir
dordinu kiime okturmustur (Sekil 4.14). Tum uygulama gruplar arasindaki gedneti

benzerlik katsayilari FreeTree paket programi kwuiaak hesaplanmtir. Kontrol
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grubuna en yakin genetik benzerlik katsayisi (0,98(¥5 icin ve en uzak (0,888)
Cu225 icin belirlenngitir (Sekil 4.14).

Uygulama yapilny ve yapiimany Tarm-92 arpa ¢&di RAPD profillerinde belirlenen
degisikliklerin nitel bir Olcisunu gosteren genomik kaIDNA kararhlgr (GTS,%)
degerleri test edilen 8 primer icin hesaplanarak @eelfl.15'de verilmitir. Kontrol
grubu ile kagillastirildiginda (%100), her bir @ metal uygulama grubu
konsantrasyondaki bir agtile birlikte genomik kalip DNA kararlign ayni oranda
azalmstir. GTS dgerlerindeki en az azalma (%3,17) Cr75 uygulamasiedafazla
azalma (%30,03) Cd225 uygulamasinda belirlgimi RAPD profillerinden elde
edilen GTS% bulgularina gore, Tarm-92 arpgidigin test edilen @&r metallere
toleranslik siralamasi kadmiyum > krom > baleklinde gerceklgmistir. Tarm-92 arpa
¢esidinin kadmiyum, bakir (sirasiyla, Cizelge 4.7 ve8)dve kroma (Yildiz ve ark.
2010) olan kok toleranshk indeksi ghrlerinin kagilastirmasinda, bu siralama

kadmiyum > bakir > kromngeklinde gerceklgnistir.
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Sekil 4.13 Farkli konsantrasyonlarda (75, 150, 224) kadmiyum (Cd), krom (Cr) ve bakir
(Cu) stresine maruz birakilgnveya birakilmangi (K, kontrol) Tarn-92arpa Hordeum vulgare
L.) ¢esidi genomik DNA’larindan OPAO01 (a), OPA02 (b), OFA(C), OPA10 (d), OPA12 (e),

OPA16 (f), OPAL17 (g) ve OPA19 (h) primerleri eldgilmis 8 adet RAPD profili. M: markor
DNA (GeneRuler 100 bp, Thermo Scientific).
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Cr150
(0,962)
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Cr75

e (0,980)
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Cu150
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Cu75
(0,961)

Cr225
100 (0,915)

Cd150
(0,888)
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———— Cd225
98 (0.888)

Cd75
0.01 (0,904)

Sekil 4.14 Farkli konsantrasyonlarda (75, 150, 228) kadmiyum (Cd), krom (Cr) ve bakir
(Cu) stresine maruz birakilgweya birakilmangi (kontrol) Tarm-92 arpaHordeum vulgard..)

¢esidi icin DNA polimorfizmi temelinde UPGMA kullanilak oluturulan dendogram. Parantez
icindeki rakamlar her bir uygulama grubunun kordrolgore benzerlik mesafesini

gOstermektedir.
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Cizelge 4.15Tarm-92arpa ¢eidi kontrol RAPD profillerinde belirlenen DNA bastyilar (primer adlari yaninda parantez icindéleerakamlar), ve

kontrole gdre farkh konsantrasyonlarda (75, 15@®26 uM) agir metal (Cd, Cr veya Cu) uygulamalarina maruzkoimas gruplarda belirlenen yeni
olusmus (+) ve kaybolms (-) DNA bantlarindan hesaplangrgenomik kalip kararhlik deerleri (GTS, %). Tabloda, Tarm-92 arpssidene ait kok

toleranslik indeksi GTS derleri ile kagilastirilmasi amaci verilngtir.

OPAO01 (9) OPAO02 (10) OPAO09 (8) OPA10(8) OPA12 (4) OPA16 (9) OPA17 (17) OPA19 (10)
Agir ! ! ! ! ! ! !
Metal : : : : ! ! ! Kok
M + . GTS + GTS GTS GTS + GTS + GTS + GTS + GTS Ortalama 5 Toleranslik 5
(%) (CORN (CONN CONN (COR COR (CORN (%) GTS % indeksi, %
75 [0 0 1000: 6 O 43: 3 0 571 1 0O 89 1 0O 875 3 0 7660 O 1000: O O 1000 76,81 | ¢ 75,6 5
Cd 150 |0 0 1000 ! 6 O 143! 4 0 429 2 0o 778 1 0 875 4 0 6530 0 100,0' 1 O 909 7111 | 69,7 | o5
225 |0 0 1000 : 6 O 143: 4 0 429 2 0O 7784 1 0 875 4 0 6581 0O 909 ' 1 O 909 69,97 | ™ 457 |©
75 |0 0 1000: 0 O 1000 1 0 87 0 0O 1000 O O 1060 1 ®89 :0 O 1000: O O 1000 96,83 | 97,2 =
Cr 150 |0 0 1000 : 1 O 857: 1 0 87 0 0O 100D O O 10060 2 0787:1 O 909 . 0O O 1000 9251 | & 815 |o
225 |0 0 1000 3 0 571 2 0 714 2 0 7784 1 0 875 2 0 877,0 0 1000! 1 0O 90,9 82,82 | © 66,1 |
75 |0 0 1000 0 O 0000 1 1 71,4 O0 O 1000 O O 1060 2 @78 | 0 O 1000! O O 1000 93,65 | «© 77,6 ~
Cu 150 |0 0 1000 : O O 1000: 2 1 571 0 O 1000 O O 1000 2 @78 :0 O 100,0: O O 1000 91,87 | o 759 |
225 |0 0 1000 : O O 100,0: 2 1 571, 0 O 1000 O O 1000 2 @78 :0 O 1000: O O 1000 91,87 | © 723 | ™

Not: Krom kok toleranslik indeks derleri Yildiz ve ark. (2010)’dan alingtir.
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4.3.2.8 Zeynelga RAPD profilleri

Zeynelga arpa cgdi icin 8 farkli primerle elde edilniRAPD bulgulariSekil 4.15'de
gosterilmitir. Kontrol grubu Zeynelga caidi icin 8 farkli primer ile toplamda 98 DNA
bandi elde edilmngtir (Ek Cizelge 8). Tum uygulama gruplarinda ispléonda 104 farkl
RAPD bandi belirlenngtir. Bu bantlardan 80 adedi tim 6rneklerde belimestir, yani
bantlarin %77’si monomorfik DNA bandidir. Geriyeld&a 24 DNA bandinin vag,
tum Orneklerde tespit edilemgtiden, &ir metal uygulamalari altindaki Zeyngéa
arpa c¢eidi icin elde edilen polimorfizm d&ri %23 olmytur. 10 farkli genomik DNA
ve 8 farkh primerler ile elde edilen toplam DNA rasayisi ise 944 olarak
hesaplanmgtir. Tum uygulama gruplarindan elde edilen bu lzantl var olmasi “1”
veya olmamasi “0” temelinde bir matriks glurulmustur. Orza-96 arpa eili icin
olusturulmus olan “1” ve “0” matriksi molekuler @rliklari ile birlikte Ek Cizelge 8'de
verilmistir. Bu bantlarin molekuler @liklari 141 bg¢ (OPAO2) ile 1904 bp (OPA9)
aralginda degismistir. Sadece OPA17 primeri monomorfik bantlar Grgtmi Kontrol
grubu RAPD profillerine gore, g metal ile uygulama yapilmifidelerin RAPD
profillerinde yeni bantlarin vag veya bazi bantlarda kayiplar belirlegtini Kontrol
grubu ile kagilastirlldiginda, bakir ve kadmiyum stresine maruz biralglfidelerin
RAPD profillerine bant kayiplari oldukca belirgindiOrnesin, OPAO1 kontrol grubu
RAPD profillerinde dretilmg olan 250 bp bandi kadmiyum uygulamalarinda
belirlenmitir. Bununla birlikte, kontrol grubu RAPD profillerde; OPAO02 ile Uretilngi
350 bg ebath bant, OP10 ile Uretik840 bg ebath bant, OPA16 ile tretikril40 ve
246 bc ebath bantlar ve OP19 ile Uretymill70 bg ebath bant tim bakir
uygulamalarina ait RAPD profillerinde galmamstir (Sekil 4.15 ve Ek Cizelge 8).

Farkli konsantrasyonlarda (75, 150, 2249) Cd, Cr ve Cu stresine maruz birakgmi
veya birakilmanm (kontrol) Orza-96 arpaHordeum vulgarelL.) ¢esidi icin DNA
polimorfizmi temelinde UPGMA kullanilarak djturulan dendogranfekil 4.16'de
verilmistir. Dendograma gore Cr75, Cr150, Cd75 ve Cd22%ulaygalari kontrol grubu

ile bir kime olgturmustur. ikinci kiime ise Cr225 ve Cd225 uygulama gruplarindan
olusmustur. Tum bakir uygulamalari ise giansiz bir kiime olgturmustur (Sekil 4.16).

Tam uygulama gruplari arasindaki genetik benzeR#étsayilari FreeTree paket
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programi kullanilarak hesaplarghr. Kontrol grubuna en yakin genetik benzerlik
katsayisi (0,990) Cr75 ve Crl150 ve en uzak (0,89225 icin belirlennstir (Sekil
4.16).

Uygulama yapilmy ve yapilmamy Zeynelga arpa ¢gdi RAPD profillerinde belirlenen
degisikliklerin nitel bir Ol¢cisuniu gosteren genomik kaIDNA kararhlgr (GTS,%)
degerleri test edilen 8 primer icin hesaplanarak @eelfl.16’de verilmitir. Kontrol
grubu ile kagilastirildiginda (%100), her bir @ metal uygulama grubu
konsantrasyondaki bir agtile birlikte genomik kalip DNA kararlign ayni oranda
azalmstir. GTS dgerlerindeki en az azalma (%2,29) Cd150 uygulamasied fazla
azalma (%19,03) Cu225 uygulamasinda belirlsgimRAPD profillerinden elde edilen
GTS% bulgularina gore, Zeyngk arpa c¢gdinin test edilen gir metallere toleranslik
siralamasi bakir > kadmiyum > krogeklinde gerceklgmistir. Cizelge 4.7 ve 4.8'de
Zeynela&a arpa ¢gdi icin verilen kok toleranslik indeksi gerlerindeki siralamada ise
bakir > krom > kadmiyum siralamasi gerceRiatir (Cizelge 4.16). Zeynef@a arpa
¢esidinin kadmiyum, bakir (sirasiyla, Cizelge 4.7 vé8)4ve kroma (Yildiz ve ark.
2010) olan kok toleranslik indeksi gkxlerinin kasilastirmasinda, bu siralama ayni

sekilde gerceklgmistir.
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Sekil 4.15 Farkl konsantrasyonlarda (75, 150, 224) kadmiyum (Cd), krom (Cr) ve bakir
(Cu) stresine maruz birakilgniveya birakilmangi (K, kontrol) Zeynelga arpa Hordeum
vulgare L.) ¢esidi genomik DNA’larindan OPAO1 (a), OPAO2 (b), OPAQ@c), OPA10 (d),
OPA12 (e), OPA16 (f), OPAL7 (g) ve OPA19 (h) pritegrelde edilmj 8 adet RAPD profili.
M: markdr DNA (GeneRuler 100 bp, Thermo Scientific)
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Cr150
(0.990)

Kontrol
46

b Cr75
13 (0,990)

Cd150
(0.985)

cd75
(0,979)

Cd225
L o (0.969)

71

Cr225
(0.975)

Cu150

100 " (0,952)

Cu75
(0.974)

Cu225
001 (0,899)

Sekil 4.16 Farkli konsantrasyonlarda (75, 150, 228) kadmiyum (Cd), krom (Cr) ve bakir
(Cu) stresine maruz birakilgniveya birakilmami (kontrol) Zeynelga-92 arpa Klordeum
vulgare L.) ¢esidi icin DNA polimorfizmi temelinde UPGMA kullaniiak oluturulan
dendogram. Parantez igindeki rakamlar her bir wymal grubunun kontrole gére benzerlik

mesafesini gbstermektedir.
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Cizelge 4.16Zeynel&a arpa ¢egidi kontrol RAPD profillerinde belirlenen DNA bastyilari (primer adlari yaninda parantez igindeleemrakamlar),
ve kontrole gore farkli konsantrasyonlarda (75, ¥®@25uM) agir metal (Cd, Cr veya Cu) uygulamalarina maruzKomas gruplarda belirlenen yeni
olusmus (+) ve kaybolms (-) DNA bantlarindan hesaplangrgenomik kalip kararllik degerleri (GTS, %). Tabloda, Zeyngta arpa ¢cgdine ait kok
toleranslik indeksi GTS derleri ile kagilastirilmasi amaci verilngtir.

OPAO01 (9) OPAO02 (10) OPAO09 (8) OPA10(8) OPA12 (4) OPA16 (9) OPA17 (17) OPA19 (10)
Agir ! ! ! ! ! ! !
Metal : : : : : ! ! Kok
M + . GTS + GTS + GTS + ) GTS + ) GTS + GTS + GTS + ) GTS Ortalama 5 Toleranslik 5
(%) (CORN (CONN CONN (COR COR (CORN (%) GTS % indeksi, %
75 [0 0 1000: 1 O 97! 0 1 9,9 0 0O 1000 0 0 10060 O 000Q: 0 O 1000: O 1 900 96,57 | © 82,6 B
Cd 150 |0 0 1000 ! 1 O 91,7! 0 0 1000 O O 1000 O O 1000 O @000 ! O O 1000 O 1 900 97,71 | & 79 |w
225 |0 0 1000 : 2 O 833: 0 0 1000 O O 1000 1 O 889 O 1389:'0 0 100,0: O 1 900 94,50 | @ 727 |
75 |0 0 1000: 0 O 1000 0 1 909 0 O 1000 O O 1060 O 0000 : O O 1000: O 1 900 97,61 | ~ 104,6 ™
Cr 150 |0 0 1000 : O O 10000 0 0 1000 1 O 900 O O 1000 O @000 : O O 1000: O 1 90,0 97,50 | 954 | o
225 |0 0 1000 1 0 97! 0 0 1006 1 O 900 0 O 1000 1 17580 0 1000. O 1 90,0 94,90 | © 803 |
75 |0 0o 1000 0 1 91,7 0 O 1008 O 1 90 0 O 10060 O 2758 0 0 1000: O 1 900 94,90 | 1o 52,2 o
Cu 150 |0 0 1000 : O 2 833: 0 1 909 0 1 90 0 1 89 0 2 58,0 0 1000: O 2 800 90,08 | o3 491 | o
225 |0 0 1000 : O 2 833: 0 3 727 0 3 70,0 0 3 66,7 0 4 0750 O 1000: O 2 80,0 80,07 | © 461 |

Not: Krom kok toleranslik indeks derleri Yildiz ve ark. (2010)’dan alingtir.
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4.4 RAPD Yontemi ile Arpa Caitlerinin Cd, Cu ve Cr' a Kar sl Toleranslik

Siniflandirmasi

Arpa caitlerinin agir metal (Cu, Cd, Cr) toleransi bakimindan genbtigasitlili gini
belirlemek icin genomik kalip kararlgh (GTS) ve genetik yakirgin (GY) tolerans
indeksi (%) aagidaki formule gore hesaplangtir :

GTS icin tolerans indeksi (%) = [@ metal uygulanmi yeni veya kaybolan bant
sayisl) / (Kontrol grubu bant sayisi)] x 100

GY icin tolerans indeksi (%) = Kontrole RAPD prddiline gore FreeTree programinda
elde edilm$ UPGMA temelli genetik yakinhk deri x 100

Her bir g&ir metal (Cu, Cr, Cd) konsantrasyonunda 8 argadicegin hesaplanan GTS
ve GY tolerans indeks (%) gerleri, en digikten (1 puan) en yukge (8 puan) dgru
puanlandiriimgtir. Daha sonra, her bir arpasig@ icin tum konsantrasyonlardaki
puanlar toplanngive toplam puanlar dikkate alinarak 8 arpsidieagir metal tolerans
siniflandirmasi molekuler markor temelinde yapgtmi Cd, Cr ve Cu igin olan GTS ve
GY tolerans indeksileri sirasiyla Cizelge 4.17, 48 19'da Ozetlenmgiir. RAPD
bulgularina gére, Angora ve Aydanhanim arpgitigei Cd stresine toleransli, Tarm-92
ve Orza-96 cgtleri Cd stresine hassas olduklari belirlegimi(Cizelge 4.17). RAPD
bulgularina gore, Aydanhanim ve dgél arpa cgtleri Cu stresine toleransli, Orza-96
ve Angora cgitleri Cu stresine hassas olduklari belirlegimi(Cizelge 4.18). Bunlara
ilaveten, Zeynelga ve Bagul arpa cgtleri Cr stresine toleransli, Tarm-92 ve Angora
cesitleri Cr stresine hassas olduklari RAPD bulgutamelinde belirlenmstir (Cizelge
4.19).
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Cizelge 4.17Farkli Cd konsantrasyonlarina maruz birakilangasidinin kontrol gruplarina
gore genomik kalip DNA kararhlik (GTS, %) ve gdkeyakinlik (GY, %) dgerlerindeki
degisim temelinde belirlenen tolerans indeksi (Y%ogeideri ve puanlari

GTS GY
Toleransindeksi (%) Toleranindeksi (%)

Arpa caitleri 75uM  150puM  225uM  75uM  150uM  225uM TSS'AQM
Angora 100,0 (8) 100,0 (8) 97,5(8) 100,0(8) D0AT) 98,5 (7)* 46%*
Avci-2002 959 (5) 94,8(5) 92,4(6) 97.6(5) 9BL 96,0 (5) 31
Aydanhanim 98,2(7) 98,2(7) 959(7) 100,0(7) ,008) 98,9 (8) 44
Basgill 948(4) 90,7(3) 886(4) 951(3) 958(3) ,0H) 21
Bulbil-89 92,6(3) 915(4) 86,2(3) 97,2(4) 987 ( 93,3(4) 21
Orza-96 68,3(1) 66,1(2) 654(2) 947(2) 929 (2 923(2) 11
Tarm-92 69,8(2) 653(1) 61,1(1) 90,4(1) 888 (L 88,7 (1) 7xx
Zeynelaa 96,6 (6) 96,7(6) 92,1(5) 97,9(6) 985(6) 9GP 35

* Parantez icindeki sayilar tolerans indeksi (Ydetéerine gore verilen puanlardir.
** En yiksek puan en az zarari. ersidki puan ise en fazla zarari ifade etmektedir.
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Cizelge 4.18Farkli Cu konsantrasyonlarina maruz birakilangaasidinin kontrol gruplarina
gore genomik kalip DNA kararhlik (GTS, %) ve gdkeyakinlik (GY, %) dgerlerindeki

degisim temelinde belirlenen tolerans indeksi (%geideri ve puanlari

GTS Gy

Toleransideksi (%) Tolerans/ndeksi (%)

Arpa gaitleri 75uM  150uM  225uM  75uM  150uM  225uM TS&QM
Angora 952(3) 84,1(2) 833(3) 969(2) 92,0 (2p1,2 (3)* 15
Avci-2002 97,9(8) 957(6) 940(8) 988(6) 9BEP 96,5(5) 38
Aydanhanim 97,2(7) 97,2(8) 920(5) 99,4(8) 98¢ 97,2 (6) 42%+
Basgll 97,0(6) 97,0(7) 938(6) 988(7) 988(7) ,9@) 41
Builbiil-89 95,7(4) 946(5) 935(7) 989(5) 983 97,8(7) 34
Orza-96 739(1) 66,0(1) 61,7(1) 97,6(4) 91y (1897 (1) el
Tarm-92 872 (2) 854(3) 854(4) 96,1(1) 93b( 95,5 (4) 18
Zeynelda 96,2(5) 90,1(4) 810(2 974(3) 952(3) 4@p 19

* Parantez icindeki sayilar tolerans indeksi (Ydetéerine gore verilen puanlardir.
** En yUksek puan en az zarari. ersidki puan ise en fazla zarari ifade etmektedir.
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Cizelge 4.19Farkl Cr konsantrasyonlarina maruz birakilan@aggidinin kontrol gruplarina
gore genomik kalip DNA kararhlik (GTS, %) ve gdkeyakinlik (GY, %) dgerlerindeki
degisim temelinde belirlenen tolerans indeksi (%geideri ve puanlari

GTS Gy

. [ i (9
Tolerans/ndeksi (%) Toleransindeksi (%)

Arpa cgitleri  754M  150uM  225uM  75uM  150uM  225uM TSSkﬁM
Angora 959(6) 836(3) 793(3) 97.8(5) 92,1(2p0,1 (2)* 21
AvCI-2002 933(3) 924(4) 91,2(7) 959(2) 98B 95.2(5) 24
Aydanhanim 938(4) 938(6) 841(4) 983(7) 988 94.2(3) 32
Basgill 95,6 (5) 956(7) 91,0(6) 98,1(6) 98,1(6) ,PM) 34
Biilbiil-89 97,7(8) 934(5) 90,2(5) 97,1(3) 9®R 96,1 (6) 31
Orza-96 752(2) 765(2 744(2) 975(4) 982(7) 969 ( 24
Tarm-92 69,8(1) 653(1) 641(1) 904(1) 888(1) 8a&AB( 6+
Zeynela@a 97.6(7) 975(8) 949(8) 99,0(8) 975(5) 99(8)  44%

* Parantez icindeki sayilar tolerans indeksi (Ydetéerine gore verilen puanlardir.
** En yUksek puan en az zarari. ersidki puan ise en fazla zarari ifade etmektedir.
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5. TARTISMA ve SONUC

Yaklastk 10000 yil 6nce kitlere edilgli disintlen arpa Hordeum vulgarel.)

bitkisinin guinimuzurisrail-Urdiin bélgesinden tiim dinyaya yaygldleri strilmigtur

(Badr et al. 2000). Son yillarda gercekt&ilen bircok bitki fizyolojisi ve molekiler
biyolojisi calsmasinda, tarimsal 6neme sahip arpa “bitki sistestarak kullaniimgtir

(Chahdiet al. 1998; Reubeet al1996; Lianget al. 2003). Tuz, sicaklik vega metal
stresi gibi biyolojik olmayan olumsuz etmenlerintkider Gzerindeki fizyolojik,
biyokimyasal ve molekiler etkilerini agran ¢@u calsmadaAllium cepa(Fiskesjo
1985), Arabidopsisthalania (Filkowski et al. 2003, Triticum aestivum(Wang and
Zhou 1994)Phaselous vulgaréCenkci vd. 2010, 2011) udordeum vulgaréLiu et al.

2005) gibi bitkiler, deneysel bitki sistemi olarlllaniimaktadir.

Kadmiyum (Cd), bitki blyume ve geiini icin gerekli bir element dgldir.

Kadmiyumun airi endustriyel kullanimi bu gw metali cok zararli cevresel
kirleticilerden birisi yapmaktadir (Satareg al. 2003). Hareketsiz olan bitkiler; toprak,
su ve hava aracg ile kendilerine ulgan Cd ve benzerigar metallerden kagamazlar.
Bitkiler fazla miktarlarda kadmiyuma maruz kaldwkteda biyumeleri durur, fotosentez
mekanizmalari bozulur, oksidatif stressvi edilir, tim molekuler mekanizmalar
isleyisinde dengesizlikler ortaya ¢ikar, DNA hasarlaragé ¢ikar ve hatta bitki 6limu
gerceklgir (Benavideset al. 2005). Benzereklide; yuksek bakir (Cu) kirleticisine
maruz kalmy bitkilerde konsantrasyona §la olarak toksik (Daset al. 1997; Vinit-

Dunandet al. 2001) ve genotoksik (Guechegaal. 2001) sonuclarin ¢ikabieortaya

konmuwtur. Bununla birlikte; bakir, kadmiyumdan farkliaoak, bitki beslenmesi icin

essansiyeldir ve eser miktarda bitki tarafindanrmaéalidir (Yruela 2005).

Mevcut aratirmamizin ilk gamasinda, Ankara Tarla Bitkileri Merkez Anama
Enstitisi’nden temin edilen sekiz argao(deum vulgarel.) ¢esidi (Angora, Avcl-
2002, Aydanhanim, Bgul, Bulbil-89, Orza-96, Tarm-92, Zeyngég kadmiyum ve
bakir toksitesine toleransli ve hassas arpaitleenin fizyolojik ydntemlerle
belirlenmesinde kullanilrgtir. Bolimumuzde yapilan bir ataemada (Yildiz vd. 2010),

krom stresine toleransl ve hassas arpgtlegn belirlenmesinde ayni arpa sgeri
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kullaniimistir. Bu nedenle, krom stresine ki arpa cgtlerinin govde/kok uzunluklari,
govde/gok taze ve kurgaliklari gibi bulgular mevcut calmada tekrarlanmartir.

Mevcut calgmamizda, arpa silerine ait U¢-gunliksik gormems fideler 75, 150 ve
225 uM kadmiyum veya bakir konsantrasyonlarina 7 gumedé@rmaruz birakilngtir.
Uygulama sonrasi, arpa fidelerinin govde ve kdknhzklar ile taze ve kurugrliklar
agir metal konsantrasyonunun artmasiyla birlikte ¢éde dnemli dizeyde B<0.05)
azalmstir. Cd ve Cu stresleri, govde uzugluna gore kok uzunfunu genellikle daha
fazla olumsuz etkilemgtir (Cizelge 4.1 ve 4.2). Cd ve Cu gibgia metal streslerine
bagli olarak bitki biylimesindeki engelleme ve kok delmun daha fazla hassasiyeti
Hordeum vulgare Solanum lycopersicumZea Mays Prunus cerasiferave Brassica
junceadgibi bitki tdrlerinde belirlenmitir (Rooneyet al. 2006; Mocquotet al. 1996;
Shanker and Pathmanabhan 2004, Shagikal. 2004, Arduiniet al. 2006, Gopakt al.
2009; Lombardi 2005; Singh 2003). Kadmiyum, krombakir gibi &ir metal etkisi
altinda kalan bitkilerde kok ve gévde buyimesindgkiglama belirgin bir gir metal
stres cevabidir. Besin ortaminda bulungm metal ile kdklerin dgrudan temas halinde
olmasi, kok buylmesindeki azalmanin govde buylrneegiire daha fazla olmasina
neden oldgu belirtilmistir (Das and Samantaray 1997)z1Ametal ile dgrudan temas,
koke girmg agir metali toprak Usti aksama aktarmamasi gibi nledekoklerin
govdelere gore daha fazla etkilenmesine neden addak(Benavideset al. 2005;
Lombardi 2005).

Kadmiyum ve bakirin; gévde ve kok taze ve kuguldlar: Uzerine olan olumsuz etkisi
aycicesi (Cagnoet al. 1999), nohut (Bavi 2011), hardal (Mohanetdal. 2012), misir
(Liu et al. 2001) ve bgday (Munzurglu ve Geckil 2002) gibi bitkiler Gzerine yapilan
calismalar ile gosterilngtir. Bulgularimiza goére, Cd ve Cu stresi altindakipa
cesitlerinin govde ve kok taze ve kurugidiklari uygulama konsantrasyonunun

artmasiyla genellikle 6nemli dizeyde azahm)
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Toksik gir metal varlginda canligin ve buyumenin surdarulmesi, birgok savunma
mekanizmasini igine alan ga metal toleransi” tanimini ortaya ¢ikarmakta@lemens
2006). Bitki turlerinin veya islah yontemleri ileelgtiriimis ekonomik éneme sahip
bitki ¢esitlerinin stres faktorlerine olan toleranslari bakndan secilmesinde, genellikle
fizyolojik parametreler kullanilngtir. Kok ve gbvde buylimesiga metal toleransinin
siniflandinimasinda 6nemli bir parametre olarakgediendirilmistir (Rout 1997,
Samantaray 2002; Diwaet al. 2010). Dger taraftan, strese maruz kalan bir tire ait
cesitlerin daha uzun govde ve koklere sahip olmalakagin yeteri kadar kurugrlik
uretemedikleri; bazi gélerin ise nispeten daha kisa kok ve govdeye sahpmalarina
ragmen daha iyi kuru @rlik bagladiklari ve bu nedenle toleransli ve hassaglegn
seleksiyonunda kurugaligin kullanilmasinin daha uygun bir kriter olgoa ileri
suralmitor (Bggcl vd. 2003). Bununla birlikte, fizyolojik parameter temelinde
abiyotik faktorlere hassas ve toleransh bitki sggde tam bir kabul edilmiyontem
yoktur. Cd, Cr ve Cu streslerine kar 8 arpa cgdinin 0, 75, 150 ve 22pM agir
konsantrasyonunda 3 tekrarli toleranslik siniflemdi calsmalarinda; 8 (arpa gili) x

4 (konsantrasyon) x 3 ga metal c¢egidi) x 3 (deney tekrari) x 12 (n) = 3456 fide
kullaniimistir. Bu fidelerin kék ve gévde uzunluklari cetvelllanarak teker teker
Olctlmistar. 12 adet fidenin kdk ve govdeleri ayrildiktaonga taze @rliklar ve kuru
agirhklar belirlenmitir. Fizyolojik temelli deneysel sistem ¢ok fazlanék sayisi, si
gucu ve zaman gerektirmektedir. Ayrica, bitkiletmleranslik sisteminde cetvel ile

olcme ve terazide tartma gibi kaba 6lcme yontenkleltaniimaktadir.

Bu nedenle, agirmamizda Cd stresine maruz birakilan 8 argadigen govde ve kok
kuru gairhiklarindaki inhibisyonlar temel alinarak fizygilo temelli tolerans indeksi (%)
degerleri hesaplanngive bu arpa gatleri hem Cd hem de Cuga metal stresine
toleranslari bakimindan siniflandirikir. Bu siniflandirma temelinde, ¢alan mevcut
arpa ceitleri arasinda Cd stresine toleranshlik sirasigdanhanim > Angora >
Zeynelga > Avci-2002 > Bggul > Orza-96 > Tarm-92 > Bulbul-89 olarak
belirlenmitir. Bulgularimiza gore Cd stresine en toleransydé&nhanim, en hassas
Bulbul-89 arpa ¢gdi olmustur. Buna ilaveten, ¢allan mevcut arpa géleri arasinda
Cu stresine toleranslilik; sirasiyla Avci-2002 >sggd > Aydanhanim > Tarm-92 >

Angora > Bulbil-89 > Orza-96 > Zeyngha olarak belirlenmgtir. Bulgularimiza gore
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Cu stresine en toleransli Avci-2002 ve en hassgaelggza arpa ¢gdi olmustur. Ayni
arpa ceitlerinin kullanildigi Cr(V1) toleranslik siniflandirmasinda ise Zeyrg@aen

toleransli ve Orza-96 en hassas arpélee olarak belirlenmytir.

Krom stresinin;Vicia fabdda kromozomal ve mitotik bozukluklara (Chandea al.
2004), A. thaliandda DNA mutasyonuna (Labreet al. 2003), P. sativunda
klastocenetiye ve DNA hasarina (Rodriguez 2018ojanum tuberasuihe tek iplik
DNA kiriklarina neden oldiu gosterilmgtir. Bakir uygulamasinin iseycopersicum
esculentunve Cucumis sativdda mikronikleus frekansi ve tek iplik DNA kirikiaa
(Iseri et al. 2011),Lemna Minotda (Cvjetkoet al. 2010) veZea maysle (Xue-meiet
al. 2006) DNA hasarina neden ofglugosterilmgtir.

Tuzluluk, sicaklik, gir metal gibi abiyotik stres faktorlerinin nihayedie etki etk en
son ve hayati noktalardan birisi de, bitkinin gemwlr, yani genomik kalijp DNA
batinligtindeki bozunmadir (Cenkci vd. 2009, 2010). Molekiitgarkor yontemleri
kullanilarak bu gir metallaerin bitkilerde DNA hasarina ve muatasyoreden oldgu
ispatlanmgtir (Labraet al. 2003; Liuet al. 2005; Enan 2006; Cenkci vd. 2009, 2010).
Bu nedenle biz bu agarmamizda; Cd, Cr ve Ciya metalleri stresi altindaki toleransli
ve hassas arpa gterinin belirlenmesinde blyime parametreleri llielikte rastgele
cogalmis polimorfik DNA tekniginin kullanihp kullanilamayagani hipotezini test
etmeyi hedefledik. Nihai amacimizda; molekuler ndartekniklerinin abiyotik strese
karsin toleransli ve hassas bitki sggerin kullanilabilecgini gostermektir. Ayrica,
molekuler markor yonteminde daha az bitki @ne ihtiyac duyulmasi tekpin
fizyolojik yontemlere gore daha pratik, hizli ve @zgucl gerektirmesi avantajlarina

sahip olmasi anlamina gelecektir.

Eko-genotoksikolojide, biyolojik organizasyona zavarebilecek bir toksik kimyasalin
etkilerini tam olarak anlayabilmek icin biyolojikrganizasyonun farkl seviyelerinde
(molekuler ve populasyon seviyesi) veri toplamaageksisiteyi belirlemede énemlidir.
(Xue-meiet al. 2006). Ekotoksikolojide DNA parmakizi kullaghi bir biyomarkdrdur
(Savva 1998). Uygugekilde optimize edildikten sonra gercekgi, hassagsinetken bir

assay olarak rastgele gtilmis polimorfik DNA (RAPD) yontemi geniaralikta DNA
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hasari (DNA adductlari, DNA kiriklarl) ve ayni zamda mutasyonlari (nokta
mutasyonlari, kromozomal dizenlemeler) belirleyebi# bu nedenle genotoksisite ve
karsinogenez caimalarinda kullanilabilir (Atienzar and Jha 2006)alignamizda,
negatif kontrol RAPD profillerine gore Cd, Cr ve @gar metallleri ile uyarilmg olan
DNA tahribati (DNA hasari ve/veya mutasyonlar) RAPRDfillerinde normal DNA
bantlarinin kaybolmasi ve/veya yeni DNA bantlarinontaya c¢ikmasiseklinde
belirlenmitir. Her G¢ & metal konsantrasyon awima b&li olarak kaybolan ve yeni
ortaya cikan bantlarin sayilarinda goreceli bisagbzlemlenmytir. Toksik miktarlarda
kadmiyum, krom ve bakirin homolog rekombinasyona& @ mutasyonuna, tek iplik
DNA kiriklarina ve gen mutasyonuna neden @ldwnceki raporlarda bildirilngtir
(Kuo et al. 2003; Labraet al. 2003; Gichnert al. 2004; Liuet al. 2005; Panda and
Choudhury 2005; Gichnet al.2006; Cenkci vd. 2009, 2010).

Bantlarin kaybolmasi genomik DNA’'d&ia metal tgvikli DNA hasarlari (6rngin, tek
iplik kiriklar, cift iplik kiriklarl, modifiye bafar, bazsiz yerler, okside bazlar, DNA
koprileri, DNA—protein capraz Bkri), veya nokta velveya buylk kromozomal
dizenlemeleri icine alan mutasyonlardan kaynaklginglatienzar et al. 1999). PCR
reaksiyonu sirasinda, genomik DNA’nin hasarli biégee primer bglanmasi
gerceklsamems veya hasarli kalip DNA boélgesi ile kdasmis Tag DNA polimeraz
enzimi reaksiyonu terk etmesiyle bant kaybi gemsmhkis olabilir (Atienzar and Jha
2006). Yeni PCR bantlarinin ortaya ¢cikmasi genlellifokta mutasyonuyla yeni primer
baglanma yerlerinin olgmasi veya iki primer Qganma yerini yakinlgtiran ya da
uzaklgtiran homolog rekombinasyonlar ve/veya delesyoarsigonlarin varini
gosterir (Atienzaet al. 1999; Atienzar and Jha 2006).

Genotoksisite yargilari uygulama yapignwve yapilmamy gruplarin nitel ve nicel
degerlendiriimesi ile ortaya cikarilabilir. Diyogndstianaliz (¢galmis PCR bant
yogunluklarinin azalmasi veya artmasi, kaybolan ve getaya cikan PCR bantlarin
deserlendirmesi) ve numerik analiz (populasyonun ggmagplsi hakkinda analiz yapma,
ornesin genetik benzerlik analizi) RAPD gibi molekulestematik ¢caymalarinda iki
onemli parametredir. Mevcut cginamizda, genotoksisitenin  RAPD ile shes

edilmesinin yani sira numerik analiz uygulayarakguwlgma gruplarinin negatif

87



kontrolden genetik olarak ne kadar uzakfanin analizi de yapilmtir. RAPD gibi
molekiler markorlerin nimerik analiz yontemi kullanak genomik DNA’lar igin
olusturulan dendogram (genetikskinin agaclandirilarak gdsterilmesi), molekuler bitki
sistematginde (turler arasi, tur ici veya populasyonlar igg arasi) etkin bir
metodolojidir (Zhiyi and Haowen 2004). Bu kapsam&#APD bantlari bir genotip
olarak dgerlendiriimedginden numerik yontem (nimerik analiz) genetik yomien

(diagnostik analiz) ayrilr.

RAPD analizi henuz mutasyonlara d@miéemg gecici DNA hasarlarini  bile
belirleyebilen oldukca hassas bir tekniktir (Sav@98). RAPD veya AFLP (galmis
fragment uzunluk polimorizm) gibi molekuler marktgknikler mikrontkleus veya
comet assay gibi klasik genotoksisite testleri kadassas tekniklerdir (Labrat al.
2003). Ayrica RAPD ve AFLP’de kaybolan veya yeni ®Nantlarinin ileri gamalarda
sekanslanmasi ile lezyonlar hakkinda daha detaglekiiler bilgilerin elde edilmesi
mumkundir. Genotoksinlerin genotoksik etkilerinrdan fazla genotoksisite testi ile
aynl anda ¢cajmak genotoksinlerin etkisini tam olarak belirlemealdukca 6nemlidir
(Depledge 1994). RAPD veya AFLP profillerinde geisinlerin etkisi ile meydana
gelen dgisikler genomik kalip kararligindaki deisimleri yansitir. Buyume, total
¢OzUnur protein icegi, klorofil pigment icergi, bazi 6nemli metabolik enzim aktivitesi
gibi biyolojik parametrelerde genotoksinlerce ulars desisimler genomik kalip
kararhhg ile kasilastirilabilir (Atienzaret al. 1999; Liuet al. 2005, 2007; Xue-meat
al. 2006; Cenkci vd2010). Genomik kalip kararlgh, DNA hasar seviyesi, replikasyon
ve onarim etkinfii ile ilgilidir. DNA’da meydana gelny her hasarin mutasyona
dongmesi beklenemez. Cunkld organizmanin onarim mekasznc@u DNA
lezyonlarini onarir. Bu nedenle, hasar seviyespbgek kalip butinlglini tam olarak

yansitmaz (Atienzar and Jha 2006).

Mevcut calsmada, her bir arpa geinin kontrol grubu RAPD profiline gore; g farkl
konsantrasyonda (75, 150 ve 228) kadmiyum, krom ve bakir uygulama gruplarina
ait RAPD profilleri kasilastiriimistir. Karsilastirrmalar kontrol grubuna goére genomik
kalip kararhlginda azalma ve genetik benzerlik katsayilarindalnezatemelli
yapiimstir. RAPD calsmalarinda, 8 farkh arpa geinin 10 farkl uygulama grubundan
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toplamda 6866 adet PCR bandgeigendirilmistir.

RAPD bulgularimiza gore, sirasiyla Angora ve Aydanm arpa cgilerinin Cd
stresine; Aydanhanim ve Bzl ceitlerinin Cu stresine ve Zeyndgla ve Bagll
¢esitlerinin Cr stresine en toleransli arpasifieri olarak belirlenmgtir. Fizyolojik
temelli bulgulara gore ise; sirasiyla Aydanhanim Amgora arpa cgilerinin Cd
stresine; Avci-2002 ve Bgul csitlerinin Cu stresine ve Zeyngla ve Angora
cssitlerinin Cr stresine (Yildiz vd. 2010) en tolerarapa csitleri olarak belirlenmytir.
Benzersekilde, sirasiyla Tarm-92 ve Orza-96 arpstitgginin Cd stresine; Orza-96 ve
Angora cgitlerinin Cu stresine ve Tarm-92 ve Angorgiterinin Cr stresine en hassas
arpa ceitleri oldugu RAPD bulgular ile belirlenngiir. Fizyolojik temelli bulgulara
gore ise; sirasiyla Bulbll-89 ve Tarm-92 arpatilgginin Cd stresine; Zeyneia ve
Bulbul-89 caitlerinin Cu stresine ve Orza-86 ve Bulbul-89sigerinin Cr stresine
(Yildiz vd. 2010) en hassas arpaieri olarak belirlenmgtir. Molekuler ve fizyolojik
parametrelersigl altinda Aydanhanim, Zeynga ve Bagul arpa cgtleri genel olarak
agir metal stresine toleransli; Orza-96, Tarm-92 \@bBI-89 arpa cgtleri ise &ir

metal stresine genel olarak hassas olduklari s@kemiimkunddr.

Sonug olarak; @r metal stresine kamn arpa cgtlerinin siniflandiriimasinda RAPD

markdr teknginin kullanilabilecgi bu calsma bulgulari ile ispatlanrgtir.
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Ek Cizelge 1.Angora arpaKordeum vulgard..) ¢ssidi icin 8 primerle belirlenen RAPD-PCR
bantlarinin baz ¢ifti (b¢) cinsinden molekuleraklari ve kontrole (K) gore, tg¢ farkh (75, 150
ve 225uM) konsantrasyondaki kadmiyum (Cd), krom (Cr) vekibgCu) uygulamalarinda
belirlenen “1” ve belirlenmeyen “0” bantlar. Bu elgede, bulgular bolimunde sunukgekil

4.3'de verilmg RAPD profillerine ait “0” ve “1” matrisi verilmtir.

Cd (UM) Cr (UM) Cu (UM)
No Primer bg K 75 150 225 75 150 225 75 150 225
1 1587 0 0 0 0 0 1 1 0 1 1
2 1200 0 0 0 0 0 1 1 0 1 1
3 986 0 0 0 0 0 1 1 0 1 1
4 792 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
5 678 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
6 g 589 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
7 E 552 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
8 o 481 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
9 413 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
10 351 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
11 332 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
12 279 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
13 250 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
14 1519 0 0 0 1 1 1 1 0 0 0
15 1113 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0
16 809 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1
17 694 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
18 551 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
19 q 516 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
20 E 414 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0
21 @) 355 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
22 289 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
23 234 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
24 186 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
25 144 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
26 47 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
27 1867 0 0 0 0 1 1 1 0 1 1
28 981 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
29 667 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
30 3 532 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
31 E 462 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
32 @) 417 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0
33 328 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
34 264 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
35 211 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
36 1557 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0
37 1118 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0
38 778 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
39 o 707 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
40 < 575 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
41 % 472 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
42 404 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
43 355 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
44 311 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
45 237 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
46 ~ 396 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
47 b 317 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
48 % 277 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
49 232 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
50 1958 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0
51 1730 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0
52 © 1500 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1
53 b 1325 0 0 0 0 0 1 1 0 1 1
54 % 1081 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1
55 793 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
56 742 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
57 585 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
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Ek Cizelge 2.Avci-2002 arpaKordeum vulgarel.) ¢ssidi icin 8 primerle belirlenen RAPD-
PCR bantlarinin baz cifti (b¢) cinsinden molekidgirliklari (bg) ve kontrole (K) gore, tg farkli
(75, 150 ve 225uM) konsantrasyondaki kadmiyum (Cd), krom (Cr) vekiba(Cu)

uygulamalarinda belirlenen “1” ve belirlenmeyen “@antlar. Bu ¢izelgede, bulgular

bolimunde sunulmuSekil 4.5’de verilmg RAPD profillerine ait “0” ve “1” matrisi verilmytir.

No Primer bg Kontrol Cd (Um) Cr (M) Cu (M)
5 150 225 75 150 22 75 150 225

1 1500 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
2 1301 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
3 1134 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
4 1066 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
5 962 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
6 - 909 1 1 1 1 1 0 0 1 1 1
7 9( 792 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
8 % 752 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
9 678 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
10 665 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
11 414 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
12 351 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
13 330 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
14 279 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
15 1456 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
16 1128 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0
17 840 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0
18 800 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
19 q 740 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
20 E 628 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
21 (e} 551 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
22 433 1 1 1 1 0 0 1 1 1 1
23 289 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
24 234 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
25 47 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
26 1958 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
27 1734 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
28 1675 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
29 1394 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
30 o 1188 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
31 9( 1021 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
32 % 948 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
33 681 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
34 532 1 0 0 0 1 1 1 1 0 0
35 417 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
36 364 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
37 328 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
38 1062 1 0 0 0 0 0 0 1 1 1
39 973 1 1 1 1 0 0 0 1 1 1
40 910 1 1 1 1 0 0 0 1 1 1
41 o 730 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
42 :(' 641 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
43 % 558 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
44 506 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
45 472 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
46 373 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
47 237 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
48 I~ 396 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
49 2 277 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
50 % 200 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
51 141 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
52 1602 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0
53 1222 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
54 9 1069 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
55 E 793 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
56 (@] 688 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
57 590 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
58 561 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1
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Ek Cizelge 2 Devami
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Ek Cizelge 3.Aydanhanim arpaHordeum vulgard..) ¢ssidi icin 8 primerle belirlenen RAPD-

PCR bantlarinin baz cifti (b¢) cinsinden molekidgrliklar (bg) ve kontrole (K) gore, tg¢ farkli

(75, 150 ve 225uM) konsantrasyondaki kadmiyum (Cd), krom (Cr) vekiba(Cu)

uygulamalarinda belirlenen “1" ve belirlenmeyen “@¥antlar.

bolimunde sunulmuSekil 4.7°de verilmg RAPD profillerine ait “0” ve “1” matrisi verilmtir.

Bu cizelgede, bulgular

Cd (UM) Cr (UM) Cu (UM)
No Primer b¢ K 75 150 225 75 150 225 75 150 225
1 1500 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
2 1189 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
3 792 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
4 661 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
5 b3} 678 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
6 E 552 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
7 (@] 473 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
8 413 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
9 351 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
10 279 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
11 250 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
12 1474 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
13 1098 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0
14 800 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
15 740 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
16 S 567 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
17 E 433 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
18 O 377 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
19 283 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
20 242 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
21 173 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
22 144 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0
23 1879 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
24 1022 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
25 928 1 1 1 1 0 0 1 1 1 1
26 3 675 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
27 E 606 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
28 O 533 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1
29 482 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
30 344 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
31 273 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
32 1384 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
33 1062 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
34 980 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
35 910 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
36 848 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
37 o 730 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
38 b 674 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
39 % 641 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
40 558 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
41 506 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
42 457 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
43 373 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
44 304 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
45 224 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
46 1136 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0
47 1061 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0
48 834 0 0 0 0 1 1 1 0 0 0
49 ~ 808 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
50 b 748 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
51 % 714 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
52 642 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
53 396 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
54 296 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
55 276 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
56 © 1774 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0
57 b 1608 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
58 % 1474 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
59 1069 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
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Ek Cizelge 3 Devami
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Ek Cizelge 4.Basgul arpa Hordeum vulgard..) ¢ssidi igin 8 primerle belirlenen RAPD-PCR

bantlarinin baz cifti (b¢) cinsinden molekulenraklar ve kontrole (K) gore, ug farkl (75, 150

ve 225uM) konsantrasyondaki kadmiyum (Cd), krom (Cr) vekibgCu) uygulamalarinda

belirlenen “1” ve belirlenmeyen “0” bantlar. Bu elgede, bulgular bolimunde sunuk§ekil

4.9'de verilmg RAPD profillerine ait “0” ve “1” matrisi verilmtir.

Cd (M) Cr (M) Cu (UM)
No Primer b¢ Kontrol 75 150 225 75 150 225 75 150 225
1 1500 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1
2 1175 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
3 962 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
4 792 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
5 678 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
6 b} 665 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
7 E 589 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
8 (@] 552 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
9 481 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
10 413 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
11 351 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
12 279 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
13 213 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0
14 1419 1 1 1 1 1 1 0 1 1 0
15 1049 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
16 962 0 1 1 1 0 0 0 1 1 1
17 N 793 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
18 < 713 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
19 % 562 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
20 412 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
21 348 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0
22 300 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
23 245 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0
24 1929 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
25 1823 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
26 1394 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0
27 1027 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
28 o 944 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
29 < 852 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
30 % 694 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
31 665 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
32 457 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0
33 420 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
34 364 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
35 330 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
36 1449 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
37 1125 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
38 930 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
39 o 743 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
40 < 671 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
41 % 605 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
42 509 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
43 442 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
44 386 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
45 222 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
46 1044 1 1 1 1 0 0 0 1 1 1
47 9 379 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
48 E 288 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
49 (@] 235 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
50 200 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
51 2138 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0
52 1602 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
53 1440 1 1 1 1 0 0 0 1 1 1
54 9 1222 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
55 E 813 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
56 (@) 735 1 0 0 0 1 1 1 1 1 1
57 707 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
58 635 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
59 501 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
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Ek Cizelge 4 Devami
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Ek Cizelge 4.5Bulbul-89 arpallordeum vulgard..) ¢ssidi icin 8 primerle belirlenen RAPD-

PCR bantlarinin baz cifti (b¢) cinsinden molekid@rliklar (bg) ve kontrole (K) gore, ug¢ farkli

(75, 150 ve 225uM) konsantrasyondaki kadmiyum (Cd), krom (Cr) vekiba(Cu)

uygulamalarinda belirlenen “1" ve belirlenmeyen “@¥antlar.

bolimunde sunulnyu Sekil 4.11'de verilmg RAPD profillerine ait “0” ve “1” matrisi

Bu cizelgede, bulgular

verilmistir.
Cd (UM) Cr (M) Cu (UM)
No | Primer bc | Kontrol 75 150 225 75 150 225 75 150 225
1 1500 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
2 1175 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
3 1066 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
4 962 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
5 858 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
6 o 792 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
7 < 729 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0
8 & 678 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
9 589 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
10 552 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
11 413 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
12 330 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
13 279 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
14 250 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
15 1535 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0
16 1421 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
17 1314 0 1 1 1 0 0 0 1 1 1
18 1128 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
19 1082 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
20 1019 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
21 N 793 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
22 < 689 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
23 o} 487 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
24 400 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
25 367 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
26 332 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0
27 282 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
28 245 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
29 136 0 0 0 0 1 1 1 0 0 0
30 1187 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
31 1031 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
32 948 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
33 807 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
34 732 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0
35 g 664 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
36 < 617 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
37 o 573 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0
38 525 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1
39 500 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0
40 460 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
41 356 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
42 324 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
43 1404 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
44 1050 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
45 892 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
46 730 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
47 ° 679 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
48 b 616 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
49 & 554 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0
50 510 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
51 451 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
52 375 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
53 336 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
54 223 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
55 ~ 1030 0 1 1 1 0 1 1 1 1 1
56 & . 473 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
57 389 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
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Ek Cizelge 5 Devami
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Ek Cizelge 4.60rza-96 arpaHordeum vulgarel.) ¢ssidi igin 8 primerle belirlenen RAPD-

PCR bantlarinin baz cifti (b¢) cinsinden molekidgrliklari (bg) ve kontrole (K) gore, tg¢ farkli

(75, 150 ve 225uM) konsantrasyondaki kadmiyum (Cd), krom (Cr) vekiba(Cu)

uygulamalarinda belirlenen “1" ve belirlenmeyen “@¥antlar.

boliminde sunulnyu Sekil 4.13'de verilmg RAPD profillerine ait “0” ve “1” matrisi

Bu cizelgede, bulgular

verilmistir.
Cd (UM) Cr (M) Cu (UM)
No | Primer bg Kontrol 75 150 225 75 150 225 75 150 225
1 1500 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
2 1175 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
3 1066 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
4 962 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
5 792 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
6 o 678 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
7 < 665 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
8 & 589 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
9 552 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
10 481 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
11 413 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
12 330 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
13 279 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
14 250 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
15 1390 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
16 1143 0 0 1 1 0 0 0 1 1 1
17 984 0 1 1 1 0 0 0 0 1 1
18 900 0 1 1 1 0 0 0 1 1 1
19 N 770 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
20 < 681 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
21 o) 542 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
22 420 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
23 257 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
24 225 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
25 163 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1
26 1872 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
27 1026 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
28 921 0 1 1 1 0 0 0 1 1 1
29 o 817 0 0 1 1 0 0 1 0 0 0
30 < 683 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
31 Q 600 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1
32 466 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
33 426 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
34 369 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1
35 329 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1
36 1512 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1
37 1253 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1
38 1111 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1
39 ° 883 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
40 b 759 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
41 & 705 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
42 482 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
43 438 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
44 365 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
45 217 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1
46 1457 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0
47 1059 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1
48 N 876 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
49 < 595 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
50 o) 406 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
51 310 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
52 265 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
53 2243 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1
54 Q 2028 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0
55 < 1552 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
56 o) 1328 1 1 1 1 0 0 0 1 1 1
57 1211 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
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Ek Cizelge 4.7Tarm-92 arpa Hordeum vulgarel.) ¢ssidi icin 8 primerle belirlenen RAPD-

PCR bantlarinin baz cifti (b¢) cinsinden molekid@irliklar (bg) ve kontrole (K) gore, ug¢ farkli

(75, 150 ve 225uM) konsantrasyondaki kadmiyum (Cd), krom (Cr) vekiba(Cu)

uygulamalarinda belirlenen “1" ve belirlenmeyen “@¥antlar.

bolimunde sunulnyu Sekil 4.15'de verilmg RAPD profillerine ait “0” ve “1” matrisi

Bu cizelgede, bulgular

verilmistir.
Cd (UM) Cr (M) Cu (UM)

No | Primer b¢ | Kontrol 75 150 225 75 150 225 75 150 225
1 1500 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
2 1175 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
3 1066 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
4 962 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
5 900 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
6 4 792 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
7 2 678 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
8 o 665 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
9 589 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
10 552 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
11 481 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
12 413 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
13 351 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1
14 330 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
15 1433 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
16 1280 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0
17 1173 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0
18 1040 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0
19 845 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0
20 800 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
21 N 738 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
22 < 546 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
23 o} 435 0 1 1 1 0 1 1 0 0 0
24 410 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
25 379 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0
26 340 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0
27 284 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
28 245 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
29 183 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0
30 1933 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
31 1049 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
32 954 0 1 1 1 0 0 1 1 1 1
33 817 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0
34 2 743 0 1 1 1 0 0 0 0 1 1
35 < 685 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
36 o) 627 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1
37 532 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
38 472 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0
39 371 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
40 335 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
41 1578 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0
42 1412 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
43 1147 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
44 750 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
45 ° 670 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
46 b 600 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0
47 & 517 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
48 459 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
49 380 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
50 347 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
51 223 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
52 169 0 1 1 1 0 0 1 0 0 0
53 1423 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0
54 N 1173 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0
55 < 1057 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
56 o} 927 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
57 682 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
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Ek Cizelge 4.8Zeynel&a arpa Hordeum vulgard..) ¢esidi igcin 8 primerle belirlenen RAPD-

PCR bantlarinin baz cifti (b¢) cinsinden molekidgrliklar (bg) ve kontrole (K) gore, tg¢ farkli

(75, 150 ve 225uM) konsantrasyondaki kadmiyum (Cd), krom (Cr) vekiba(Cu)

uygulamalarinda belirlenen “1" ve belirlenmeyen “@¥antlar.

bolimunde sunulnyu Sekil 4.17'de verilmg RAPD profillerine ait “0” ve “1” matrisi

Bu cizelgede, bulgular

verilmistir.
Cd (UM) Cr (UM) Cu (M)
No | Primer | bg | Kontrol | 75 150 225 75 150 225 75 150 225
1 1500 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
2 1175 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
3 1066 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
4 962 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
5 o 792 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
6 < 678 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
7 Q 530 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
8 466 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
9 414 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
10 330 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
11 279 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
12 250 1 0 0 0 1 1 1 1 1 1
13 1456 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
14 1352 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0
15 1077 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0
16 843 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
17 708 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
18 ~ 560 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0
19 < 527 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
20 & 453 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
21 400 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
22 355 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0
23 297 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
24 247 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
25 187 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
26 141 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
27 1904 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0
28 1675 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
29 1021 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
30 954 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0
31 3 800 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0
32 < 681 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
33 o 630 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
34 563 1 0 1 1 0 1 1 1 1 1
35 475 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
36 364 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
37 318 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
38 1582 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0
39 1447 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0
40 1080 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0
41 744 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
42 o 650 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
43 b 600 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
44 & 540 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0
45 481 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
46 450 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
47 311 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
48 234 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
49 176 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0
50 1069 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
51 975 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0
52 N 830 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
53 < 688 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0
54 o 618 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0
55 542 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0
56 396 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
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