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OZET

Tiirkiye’de pamuk yetistiriciligi abiyotik streslerden siklikla etkilenen Ege, Giiney Dogu
Anadolu ve Akdeniz bolgelerinde yapilmaktadir. Agir metal kirliligi, sicaklik ve kuraklik gibi
diger abiyotik streslerle birlikte bir yandan iiriin verim ve kalitesini diigiiriirken diger yandan
pamuk gibi ticari 6neme sahip bitkilerin ekilebilecegi tarim alanlarim da kisitlamaktadir. Bu
olumsuz etkiyi azaltmak amaciyla metal stresine dayamikli genotipleri se¢mek igin
Tiirkiye’nin farkli bolgelerinde yetisen 6 pamuk genotipi Cd, ve 5 pamuk genotipi Cu
metallerini farkli konsantrasyonlarda (10, 50, 100, 200 ve 500 puM) igeren ortamlarda
yetistirilerek metal stresine kars: tarandi. Nazilli M503 ve Nazilli 143 genotiplerinin denenen
metallere dayanikli oldugu tespit edildi. Ege boigesinde yaygin olarak yetigtirilen 84S
genotipinin ise bu metallere karsi hassas 6zellikler gosterdigi ve artan metal
konsantrasyonlarindaki bliylime performansimin diger genotiplere gore diisiik oldugu
belirlendi. Daha dayamkli yeni genotipler gelistirebilmek amaciyla, metal stresine karsi
dayamkliliktan sorumlu oldugu bilinen MTI (Metallotiyonin I) genini aktarmada kullamimak
iizere bitki rejenerasyon denemeleri dayanikli genotipler olan Nazilli 143 ve Nazilli M503 ile
yapildi. Dogrudan ve dolayli rejenerasyon sartlarimin optimize edilmesinde kotiledon nodu,
slirgiin ucu, hipokotil ve kotiledon eksplantlari kullamildi. Bu eksplantlar bitki biiylime
diizenleyicilerinin farkhh konsantrasyon ve kombinasyonlarini igeren farkli besiyerlerinde test
edildi. Kotiledon nodu eksplanti %90’dan fazla siirgiin rejenerasyonu ve %50-%70
oranlarinda kok rejenerasyonu gdsterdi. Siirgiin ucu eksplantlar: ise %90°dan fazla siirgiin
rejenerasyonu géstermelerine ragmen kok rejenerasyonu ancak %35 oraninda gerceklesti. Her
iki genotipin siirgiin ucu ve kotiledon nodu eksplantlarindan en iyi siirgiin rejenerasyonu 0.2
mg/l IBA ve 0.1 mg/l NAA + 0.1 mg/l IBA igeren MS besiyerinde goriildii. Nazilli 143
genotipinin kotiledon nodundan k&k rejenerasyonu 0.1 mg/l NAA iceren MS besiyerinde en
yiiksek iken, Nazilli M503 genotipinin en yiiksek kok rejenerasyonu 0.2 mg/l NAA igeren MS
(Murashige ve Skoog) besiyerinde elde edildi. Rejenere bitkiler topraga aktarilarak, bitki
bilyiitme kabinlerinde yetistirildi. 3-4 ay sonunda olgun pamuk kozalar1 goriildi.

Anahtar kelimeler: pamuk, agir metal stresi, in vitro regenerasyon, organogenez.
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ABSTRACT

Most of the cotton growing areas in Turkey are located in the Aegean and Southern regions of
Turkey and these areas are often affected by abiotic stresses. Abiotic stresses such as heavy
metal, heat, and water deficiency can significantly reduce crop yield and quality and restrict
the cultivable areas for commercially important crops like cotton. Therefore, to select heavy
metal resistant cotton genotypes, 6 cotton genotypes from different regions of Turkey were
screened against several concentrations of Cd, and 5 cotton genotypes were screened against
several concentrations of Cu (10, 50, 100, 200 and 500uM). Nazilli M503 and Nazilli 143
were found to be resistant to tested metals. In contrast, the most widely grown genotype in
Aegean region of Turkey, Nazilli 84S, was found to be sensitive to these metal toxicity and its
growth performance both at shoot and root level was very poor when grown at high metal
concentration. To obtain more resistant cotton genotypes via transformation of MTI
(Metallotiyonin I) gene which is known to be responsible for resistance against heavy metal
stress, plant regeneration experiments were performed with resistant genotypes Nazilli 143,
and Nazilli M503 genotypes. Plant regeneration conditions were optimized and regeneration
experiments were carried out with cotyledonary node, shoot apex, hypocotyl, cotyledon and
tissues cultured at different hormonal ratios in the media. Cotyledonary nodes were good in
regenerating both shoots (more than 90%) and roots (around 50% to 70%). Shoot apex also
showed good regeneration for shoots (more than 90%) but their root regeneration efficiencies
were low (maximum regeneration was around 35 % in some media). The highest shoot
regeneration efficiencies from both cotyledonary nodes and shoot apex of Nazilli 143 and
M503 genotypes were obtained on MS media supplemented with 0.2 mg/l IBA and 0.1mg/l
NAA + 0.1 mg/l IBA. High root regeneration efficiencies from the cotyledonary nodes of
Nazilli 143 were obtained when grown on MS media containing 0.1 mg/1 NAA. Nazilli M503
showed good root regeneration when their cotyledonary nodes were supplemented with 0.2
mg/l NAA. Regenerated plants from both cotyledonary node and shoot apex of tolerant
genotypes Nazilli M503 and 143 were transferred to pot culture in growth room and full
mature cotton bolls were obtained in 3-4 month.

Key Words: cotton, heavy metal stress, in vitro regeneration, organogenesis.
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1. GIiRiS

Artan diinya niifusuna paralel olarak insanoglunun karg1 kargiya kaldigi en énemli problem
beslenme olmakla birlikte diger birgok ihtiyaca cevap verebilme kapasitesinden dolay: lif
iiretimine olan ihtiya¢ da beslenme kadar Snemlidir. En 6nemli lif kaynaklarindan biri olan
pamuk bagta tekstil endiistrisi olmak tizere birgok endiistri alanina (kumas, iplik, sicim, barut,
vernik, cila, yapay deri, otomobil lastigi, giibre, margarin, yemeklik yag, kozmetik, deterjan,
sabun, mum vb.) ham madde saglayan bir bitkidir. Pamuk, tohumlarindaki yiiksek yag
orantyla yag sanayi i¢in olduk¢a Gnemli hale gelmistir. Yag: ¢ikarildiktan sonra arta kalan
kiispesi hayvan yemi olarak kullamlmaktadir. Pamuk bitkisinin dallan ve yapraklarn da
islemlerden gegirilerek yem amagh olarak kullamlmaktadir (Gregory vd., 1999; [2]; [5]).

Tarim iirtinlerindeki kabul edilebilir toksik metal seviyeleri halen tam olarak belirlenebilmis
degilse de USA The National Research Council hayvanlar i¢in yem olarak kullamlacak
bitkilerde bulunmasina izin verilebilir kadmiyum (Cd), bakir (Cu), nikel (Ni) ve ¢inko (Zn)
miktarlarim1 her hayvan tiirline gore farkli belirlemistir. Buna gbre, Ornegin koyunun
alabilecegi Cd miktan1 0.5 mg/kg, Cu miktan ise 25 mg/kg’dir (Gardiner vd., 1995; Das vd.,
1997). Pamuk bitkisi de yem olarak kullamlan bitkiler arasinda oldugundan icerdigi agir
metal miktar1 Snemlidir.

Pamugun tarih Oncesi zamanlardan beri Eski Misir, Hindistan ve Cin’de kullamldif
bilinmektedir. Giiney Amerika’da mezar kazilari sirasinda bulunan pamuk kumaglar bunlarin
Inka kiiltiirlerine ait oldugunu géstermektedir [2]. Giiniimiizde pamuk, tekstil endiistrisinde
kullanilan tiim lifin %55’ini kargilamaktadir (De Mastro vd., 1998). Diinyada pamuk tarimi
yapilan 106 lilkede yaklagik 33.911.000 hektar alana pamuk ekilmekte ve 20.856.000 ton
pamuk tiretilmektedir. Diinya ¢apinda hektar bagina diigen lif verimi 615 kg’dir. Pamuk
treticisi lilkeler arasinda Tiirkiye sahip oldugu yaklagik 700.000 hektar ekim alamiyla 7., lif
verimi agisindan ise 1.290 kg/ha lif verimi ile 3. sirada yer alan 6nemli bir pamuk tilkesidir.
Tiirk tekstil sanayi, {ilke gereksinimini kargiladigy gibi Tiirkiye ihracat gelirinin de %38’ini
olusturmaktadir (Anonymous, 2001). Bu biiytik kapasitesi ile pamuk, Tiirk tekstil endiistrisi
ve Tirk tarimi i¢in 6nemli bir iirtindiir. Diinya piyasasi ile rekabet edebilmek i¢in iirettifimiz
pamugun hem miktar hem de kalite yoniinden gelistirilmesi kaginilmazdir.

Tiirkiye’de pamuk yetistiricilifinin yogunlukla yapildigs Ege ve Giiney Anadolu sicaklik,
kuraklik ve metal kirliligi gibi abiyotik streslerle kargi karsiya olan bolgelerdir. Abiyotik
stresler lirtin miktarmi ve kalitesini diglirdiigii gibi ticari 6neme sahip ekim alanlarim da



kisitlamaktadir (Memon vd., 2000). Calismamizda &ncelikle metal kirliliginin yarattiga stres
{izerinde durulmustur.

Hassas bir bitki olan pamuk gesitli biyolojik streslere maruz kalmaktadir. Bu stresi yaratan
zararhlarla miicadele igin kullamlan tarim ilaglar, giibreleme, motorlu tagitlarin eksoz gazlari,
¢evredeki maden yataklar1 ve nehirlere birakilan kontrolsiiz atiklar nedeniyle tanm igin
kullanilan toprak ve sulama sulan metallerle kirlenmektedir. Tim bunlar {ilkemizde pamuk
bitkisinin metal stresi ile karsi karsiya kalmasinin baghica nedenleridir (Gardiner vd., 1995;
Giimgiim vd., 1994).

Metal stresine kars1 yeni pamuk genotiplerinin bulunmas: ve/veya gelistirilmesi ile pamuk
verim ve Kkalitesi arttirilarak ekonomiye Onemli katkilar saglanacaktir. Strese toleransh
genotipler kullamlamaz haldeki tarim arazilerinin ve endistriyel bolgelerin  geri
kazanilmasinda gereklidir. Ayrica pamuk bitkisinin hayvan yemi olarak kullaniliyor olmasi
nedeniyle igerecegi agir metalin besin zincirine girmesi dolayh yoldan insan saghgi i¢in
tehlike tegkil etmektedir. Metal stresini biinyesinden diglayarak tolerans gosteren genotiplerin
bulunmasi ve/veya gelistirilmesi insan saglig1 icin dnemlidir. Metal kirliligi sanayilegmis ve
sanayilesmekte olan tiim {ilkelerin 6nemli problemleri arasinda yer almaktadir. Bu nedenle
ekonomik olarak onemli bitkilerin metal stresine dayamklilifimin incelenmesi ve dayamklh
yeni genotiplerin gelistirilmesi amaciyla gen aktanmina yonelik rejenerasyon sistemlerinin

olusturulmasi giincel ve 6nemli bir konudur.

Bu amagla ¢aligmamizda, llkemizde yetigen 13 pamuk genotipi metal stresine karsi
dayanikliliklar1 bakimindan tarandi ve afir metal stresine kars1 verdikleri tepkiler agisindan
incelendi. Daha dayanikli yeni genotipler gelistirmek iizere gen aktariminda kullanilmak
amaciyla, secgilen dayamkli genotiplerin dogrudan ve dolayll organogenez metoduyla

rejenerasyonu optimize edildi.

Cd, bitki biiylime ve gelisimi i¢in mutlak gerek duyulmayan elementlerin bitkilerde birikimi
ve tolerans mekanizmalarinin arastinldigi birgok ¢aligmada model olarak kullamlmigtir (Salt
vd, 1995; Peijnenburg vd, 2000; Nigam vd., 2001; Vasconcelos ve Leal, 2001; Clemens vd.,
2002). Bu nedenle ¢calismamizda 6ncelikle kadmiyum (Cd) ve bakir (Cu) kirliligi {izerinde
durulmustur.



2. LITERATUR BILGIiSi

2.1 Pamuk Bitkisi

Pamuk, Malvaceae (Ebegiimecigiller) familyasimn Gossypium genusuna ait bir bitkidir. Bu
genusta A, B, C, D, E, F ve G olarak adlandirilan 7 genom bulunmaktadir. Diploid tiirler
(2n=26) tim kitalara yayilmistir ancak bunlarin ¢ok azimin tarimsal 6nemi vardir. En 6nemli
tarimsal pamuk tiirleri G. hirsutum ve G. barbadense’dir. Her iki tiir de tahminen Eski Diinya
A genomu (2n=26) ve Yeni Diinya D genomu (2n=26) arasinda dogal sartlarda gergeklesmis
bir melezleme sonucu ortaya ¢ikmis allotetraploidlerdir (AADD) ve 52 somatik koromozoma
sahiptirler (Cagirgan ve Barut, 2000; [4]).

Pamuk yillik olarak ekilen ve tropikal bir bitki olmasina ragmen, diizenli yagmur alan ilimli
iklimlerde de iyi bir gekilde yetistirilebilmektedir. Dikotiledon bir bitki olan pamugun
yapraklari 3 lobludur, tohumlar kozalar iginde bulunmaktadir [2].

2.2 Bitkilerde Cevresel Stres

Sicak ¢oller, tuzlu topraklar, cok yiiksek dag zirveleri gibi ortamlarda dahi saglikli bir sekilde
varliklarm siirdiirebilen bitkiler i¢in stresi tammlamak zordur. Cevresel sartlardaki devami
ya da gecici olarak meydana gelen olumsuz fakat 6ldiirlicli olmayan degisimler stres olarak
bilinir. 1972°de Jacob Levit ¢evresel stresi, bitki biiyiime ve gelisimini degistiren ya da
engelleyen, ¢evresel sartlardaki herhangi bir degisim olarak tammlamistir (Salisburg ve Ross,
1985).

Gegici siire igin meydana gelen stres faktorlerine kars1 bitki herhangi bir belirti gstermese
bile canlilif1 gerilemeye baslar ve stres devam ettikge geri doniiglimsiiz zararlar ortaya
¢ikabilir. Cevresel stres biyotik ve abiyotik olarak ikiye ayrlir. Biyotik stres, enfeksiyon
olusturan mikroorganizmalar, bocek, nematod gibi zararhilar1 kapsamaktadir. Abiyotik stres
ile kastedilen ise sicaklik, kuraklik, radyasyon, kimyasal, manyetik, elektriksel etkiler, agir
metal kirliligi gibi faktorlerdir. Bitkilerin stres faktorlerine karsi gosterdigi tepkiler yasa,
adaptasyon derecesine, mevsime baglh olarak degisiklik g6sterebilmektedir (Giirel ve Tiirker, 2001).

2.3 Agr Metallerin Genel Ozellikleri

Agir metaller periyodik tabloda bakir ile civa arasinda yer alan, atom agirliklar1 63,546 ile
200,590 arasinda degisen ve 5 gr/cm® den daha fazla 6zgiil agirhiga sahip bir grup element
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olarak tamimlanirlar (Zenk, 1996). Dogal olarak olusan 90 elementin 53’ agir metaldir
(Toppi ve Gabbrielli, 1999). Coziniirliklerine ve fizyolojik durumlarina gére bu metaller
organizmalar ve ekosistem i¢in Onem tagimaktadirlar (Schiitzendiibel ve Polle, 2002).
Cevrede dogal olarak yer alirlar, taslarda, toprakta, bitkilerde ve hayvanlarda
bulunmaktadirlar. Suda ¢dzlinmiis iyonlar seklinde, toz pargaciklari ya da buhar formunda
atmosferde genis Slgiide yayilmuglardir. Ayrica organik ve inorganik molekiillerle bag
yapabilirler ([3]; Zenk, 1996).

2.3.1 Kadmiyum (Cd)

Cd mutlak gerekli olmayan elementlerin bitkilerde birikim ve tolerans mekanizmalarimn
arastirildify birgok ¢aligmada model olarak kullamlmistir (Salt vd, 1995; Peijnenburg vd,
2000; Nigam vd., 2001; Vasconcelos ve Leal, 2001; Clemens vd., 2002).

Hemen hemen her zaman divalent olan kadmiyum kimyasal olarak ¢inko ile yakin benzerlik
gOsterir ve neredeyse tiim ¢inko yataklarinda izomorf yer degistirme ile olusur. Siilfid, kursun
ve bakir gibi madenlerle birlikte bulundufunda ekonomik olarak toplanabilmektedir.
Gegtigimiz ylizyilin ilk donemleri boyunca Cd’a olan talep ¢ok diisiik diizeydeydi ve Zn
cikariimas: sirasinda bu elementin izole edilmesi i¢in herhangi bir girisim yoktu. Bundan
dolayi Cd, Zn driinlerin bir kirleticisi olarak artakalmigtir ya da ¢inkonun iglenmesi boyunca
gevreye yayilmistir. 1930’lardan beri Cd’a olan talep diinya gapinda siirekli olarak artmagtir.
(Schiitzendiibel ve Polle, 2002). Bagil olarak ender bulunan bir element olan kadmiyum
yerkabugunda her yerde dagilmistir, toprak ve sedimentlerdeki ortalama konsantrasyonunun
0,15-1 mg/kg arasinda oldugu bildirilmektedir (Das vd., 1997; hc-sc.gc.ca). Bazi kaynaklarda
ise kirlenmemis topraklarda Cd’un 0,04-0,32 pM arasinda oldugu ve 0,32 pM’dan daha fazla
Cd bulunan topraklann kirlenmis topraklar olarak kabul edildigi bildirilmigtir (Toppi ve
Gabbrielle, 1999). Yapraklarda'l ppm (mg/kg ) iizerinde Cd bulunmasi toksik olarak kabul
edilmektedir (Pence vd., 2000). Cd birgok canhi i¢in toksiktir, bitki ve hayvanlarda birikme
egilimi gostermektedir. Dogrudan sudan alinabildigi gibi hava ve yiyecekler yoluyla
dayayilmaktadir (Wagner, 1993). Cd yiksek ¢6ziiniirliige sahip olmasi, bitkiler tarafindan
hizli ve kolay absorblanabilmesi, yiiksek hareket edebilme yetenegi ve kiigik
konsantrasyonlarda dahi bitkiler lizerinde zararli etkisinden dolay1 toksik metaller arasinda en
tehlikelisi olarak kabul edilmektedir (Das vd., 1997; Nigam vd., 2001).



2.3.2 Bakar (Cu)

-----

Cu’a ihtiyag duyarlar. Topraktaki Cu’in %98’i diisiikk molekiil agirlikli organik bilesiklerle
kompleks olusturmus durumda bulunur. Cu’in ¢oziiniirliigii topragin pH’sina baghidir ve
¢oziintirliik diisik pH ile artmaktadir. Toprak pH’1 5’¢ eristiginde Cu'? toksisitesi. olusur. Cu
koklerdeki katyon degistirme bolgelerine baglanabilir. Topraktaki Cu’'in ¢ogu bitkiierin
kullanabildigi formda degildir. Ciinkii organik maddeler ve diger toprak kolloidleri tarafindan
giiclii bir gekilde tutulmaktadir (Epstein, 1972; Lidon ve Henriques, 1998; Lin vd., 2003).

2.4 Agr Metal Kirliligi

Dogal salimm disinda, endistriyel devrimin sonucu olarak agir metallere olan talebin
biiytimesi ve kullanimimn artmasi, biyosferde agir metalin yiiksek dagilimina neden olmustur
(Zenk, 1996; Schiitzendiibel ve Polle, 2002; [3]).

Agir metal kaynaklarinin baglicalari, aginan kayalar, maden ¢ikarilmasi ve iglenmesi, fosil
yakitlar, sehir trafigi, atik sular, sehir atiklari, giibreler, bocek ilaglari, topragin fizyolojik
sartlarim iyilestirse de igerdigi metallerden dolay: kanalizasyon sularidir ([3]; Gardiner vd.,
1995). Bu gibi nedenlerle artan metal akisi riizgar ve suyla taginabilmekte ve boylece bitki ve
hayvanlan etkilemektedir (Landberg ve Greger, 1996; Hall, 2002).

Bitkiler ve hayvanlanin yasamlan mikroelementler olarak adlandirilan bazi metallere
baghdirlar. Ornegin, birgok enzimin ve diger proteinlerin yapisinda bulunan Zn ve Cu gibi
agir metaller normal bitki biiytimesi ve geligmesi i¢in gereklidir. Bununla birlikte topraktaki
mutlak gerekli ve mutlak gerekli olmayan elementlerin yiiksek konsantrasyonlari ve bunlarin
bazilarimin kii¢tik miktarlari dahi insan, hayvan ve g¢evre igin toksik olabilir (Hall, 2002;
Mejare ve Biilow, 2001). Baz1 tesadiifi olaylar, kadmiyum ve civa gibi metallerin neden
oldugu toksik etkilerin ciddiyetini ortaya koymaktadir. Ornegin, 1950’lerde piringten kronik
kadmiyum zehirlenmesi diyet eksiklikleri ile birlesince, epidemik bobrek hasar1 ve
Japonya’da orta yag kadmnlan arasinda goriilen ve Itai-itai denen iskelet hastaliina neden
olmustur. Yine japbnya’da kirlenmis bir koydan tutulan baliklarin yenmesiyle ortaya ¢ikan
civa zehirlenmesi sonucu Minimata olarak bilinen hastalik goriilmiistiir. 1950 ve 1960’larda
giftcilerin tohumlan kiiflenmekten korumak i¢in metil merkiiri kullanmas1 ¢ok sayida kusun

6limii ile sonuglanmastir [1]; [3].



2.5 Bitkilerde Metal Ahmi

Bitkilerde metal alim1 bitkinin alim sistemleri ve tiire 6zel gereksinimler diginda, topragin bu
elementi bulundurma kapasitesi ve toprak soliisyonundaki kimyasal erisilebilirligi ile kontrol
edilir. Leftuce sativa lizerinde yapilan ¢aligmalarda metal aliminin metale bagimli oldugu
gOsterilmistir (Peijnenburg vd., 2000).

Rizosferin pH’s1, karboksilatlarin salimimi, kéklere yerlesmis mikorizalar ve bakteriler toprak
partikiilleri tarafindan tutulmug metallerin kullanimini kolaylagtiric1 fakt6rlerdendir. Metaller,
toprakta hareketlenmelerini takiben bitkinin k&k hiicreleri tarafindan tutulur. Once hiicre
duvarlarina baglanan metaller, daha sonra tastyici sistemler ve hiicre i¢i baglanma bélgeleri
ile diizenlenerek plazma membrandan geger. Metal iyonlarimin alimmn kanal proteinleri
ve/veya tasiyic1 proteinler tarafindan gerceklestirildigi diistiniilmektedir. Cu'2, Ni*%, Zn™ ve
Cd* gibi divalent katyonlar bitkinin kokleri igine baz tasiyic: proteinler ile tagimr. Toprakta
Fe eksikligi durumunda demir tagyici protein kklerde birikir ve Fe*? bulamayinca Cd*? ve
Zn*? gibi divalent agir metal katyonlarmimn tasinmasim saglar. Plazma membranm i¢ kismmin
(-) yiiklii olmasi katyonlarin ahmi icin gegis giicii saglamaktadir (Briat ve Lebrun, 1998;
Clemens vd., 2002).

K&k epidermisi ve korteksinin apoplast1 ¢6ziiniir maddelere kars: gecirgendir. Apoplast, hiicre
ve dokular arasinda iyon dagilim, tasinmasi ve ¢evresel streslere karsi savunmada 6nemli bir
rol oynamaktadir ve gecis metallerinin depolandig1 bir havuz olarak da hizmet edebilir. Kok
hiicre duvarinin kimyasal 6zelliklerine bagh olarak katyonlarin hiicre duvarina baglanmasinda

secicilikler vardir.

Esas bir element olmamasina ragmen Cd iyonlan bitki kokleri tarafindan alinir ve yapraklara
tagiir. Cd’un yapraklardan ve dogrudan gévdeden alimi da s6z konusudur (Steffans, 1990;
Ouzounidou vd., 1997, Cakmak vd., 2000). Pasif olarak absorblandigi ve serbest tasindigi
bilinmekle birlikte piring, bugday, soya fasulyesi ve misir gibi bitkilerde yapilan galigmalarda
Cd’un kok hiicreleri plazma membranindan gegisinin konsantrasyona bagli bir islem oldugu
ve bunun tastyic bir sistemle diizenlendigi goriisti desteklenmigtir (Das vd., 1997; Hart vd.,
1998).

2.6 Bitkilerde Metal Iyonlarmm Tagmmas:

Coziiniir maddeler ksileme girmeden 6nce kﬁk hiicresi simplasmuna alinmak zorundadir.

Metalin kék simplasmina alimim takiben kokten ksileme gegmesinde 3 asamada gergeklesir;



metallerin k6k hiicreleri iginde birikimi, simplastik taginma ve ksilem igine salinma. fyonlarin
ksileme taginmasi genellikle tagiyict membran proteinleri ile saglamr. Bu metal tagiyic
proteinler tam olarak tamimlanabilmis olmasa da histidin ve nikotinamin gibi ligantlarin
metallerle kompleks olusturarak metalleri ksileme yonlendirdigi bilinmektedir. Fitokelatinler
gibi baz1 ligantlar ise bunun tam tersine metallerin kokte birikimini saglamaktadir (Clemens
vd., 2002).

Ksilem &zsuyuna alinan metaller terleme giicii ile bitkinin tist kistmlarina tagiir. Organik
asitler, 6zellikle sitrat ksilemdeki baglica metal baglayicilardir. Ksilem 6zsuyundaki amino
asitler de Ni ve Cd i¢in potansiyel metal baglayicilardir. Ksilem 6zsuyunda serbest histidinin
artmast Ni’in bitkinin {ist kisimlarina taginmasim arttirmigtir. Bir metiyonin tiirevi olan
nikotinaminin de ksilemde Cu’in taginmasinda rolii vardir (Briat ve Lebrun, 1998). Ksilem
icinde diisik molekiil agirlikli metal baglayicilar, hidratlannmg serbest metal katyonlari,
terleme akis1 ve ksilem kanali hiicre duvarindaki metal baglayic1 bolgeler arasinda pH’ya
bagh bir denge mevcuttur.

Metaller ksilem &zsuyu iginde yaprak apoplastlarina ulastirilir. Tastyicilar simplast i¢ine alimi
saglar ve yaprak i¢ine dagilim apoplast ve simplast yoluyla gergeklesir. Her bitki hiicresi
icinde metal trafigi olusur ve her organele 6zel fizyolojik oranlarda metal konsantrasyonu
meydana gelir. Mutlak gerekli elementlerin fazlasi ve mutlak gerekli olmayan elementler
yaprak hiicresi vakuollerinde biriktirilir. Farkli yaprak tipleri farkli birikim gosterirler
(Clemens vd., 2002).

Her bitki organ1 membran segiciligi ve agir metalleri immobilize etme mekanizmalarindan
dolay: Cd’un topraktan yukar: kisimlara hareketi igin bir bariyer olusturur. Bitki tarafindan
biriktirilen toplam Cd’un yalmzca gok kiiiik bir miktar: yapraklara ulagir ve yine bunun da
bir kismu kloroplastlara girebilir (Siedlecka ve Krupa,.1999). Besleyici solusyondaki metal
baglayicilar da Cd ahmina yardim edebilir. Ortamdaki organik asit konsantrasyonun artig1 ile
Cd alimi da artmaktadir. Organik bilesik yapmig Cd’un aym miktar iyonik formundan daha
kolay ve hizh hareket ettigi bilinmektedir. Sitrik, malik, oksalik, aspartik ve glutamik asit gibi
organik asitlerin potansiyel metal baglayicilar olduklar bildirilmistir (Nigam vd., 2001).

2.7 Bitkilerde Metal Depolanmasi

Bitkilerde metal birikiminin, bitkinin metali alim kapasitesi ve hiicre i¢i baglanma
bolgelerinin bir fonksiyonu oldugu disiintilmektedir. Cok hiicreli organizmalarda doku ve



hiicrelere 6zel farkliliklar ve hiicreler arasi taginimdan dolay:r metal birikim mekanizmas: daha
karmagiktir. Metalin topraktaki hareketliligi, topraktan almmasi, kékte birikim, vakuole
taginma, ksilem tagmmmimn etkinlifi ve toprakiistli kisimlarda metalin dagilimi metal
birikimini etkileyen faktorlerdir.

Bitki hiicrelerinde asir1 ve kullanilmayan metal varliginda bu metallerin toksik etkisinden
korunabilmek amaciyla g¢esitli proteinler, peptidler ve kiiciik organik molekiiller vasitasiyla
gerceklesen bazi depolama yoOntemleri geligsmistir. Ferritinler, metallotiyoninler ve
fitokelatinler metal iyonlarimin depolanmasi ve detoksifikasyonundan sorumliu baslica
proteinlerdir. Ferritinler her molekiilde birka¢ bin demir atomu baglayabilen, her yerde
varolan multimerik demir depolayici proteinlerdir. Bitkilerde bu proteinler kiigiik bir grup gen
tarafindan kodlanir ve plastidlere yerlesmislerdir. Ferritinlerin ekspresyonu gelisimsel olarak
diizenlenir ve demirin asir1 varhig gibi gesitli sinyallerle aktive olur (Briat ve Lebrun, 1998;
Clemens vd., 2002). Metallotiyoninler 2.10.3°de, fitokelatinler 2.10.4°de anlatiimaktadir.

2.8 Bitkilerde Metal Toksisitesi Mekanizmasi
Agir metallerin bitkiler iizerindeki etkisi bitkilerin biiylime dénemlerine baghdir. Geligimin
erken evresindeki bitkilerde toksik etki biiylimenin durmas: ile sonuglanirken, daha yash

bitkilerde senesensin hizlanmas: seklinde kendini gosterir.

Bir elementin agir1 varhigi durumunda bu element,

e diger elementlerle yansa girerek,

o fonksiyonel bélgelerdeki temel elementlerle yer degistirerek,

e proteinlerin siilfidril gruplanna baglanip enzimlerin inaktivasyonuna neden olarak ya da
yapilarim bozarak,

¢ oksidatif strese neden olarak,

e su dengesini degistirerek,

metabolizmay1 engelleyebilmektedir.

Asint miktarda agir metal bulundufunda gorillen toksik belirtiler hiicresel ve molekiiler
diizeyde etkilesimlerden kaynaklanmaktadir. Ayrica afir metallerin asin varhi serbest
radikallerin ve reaktif oksijen tiirevlerinin olugmasim destekleyerek oksidatif strese neden
olmaktadir (Hall, 2002). Oksijen molekiilii dier molekiillerden elektron aldiginda serbest
oksijen radikalleri olusur ve hiicre igindeki birgok reaksiyon oksijeni stiperokside (O;") ve
hidrojen perokside (H,0,) indirger. Bu molekiiller her ne kadar ¢ok fazla reaktif degilse de



biyolojik sistemde birgok oksidatif hasara neden olan hidroksil radikallerini (‘OH)
olusturabilir. Demir ve bakir gibi gecis metalleri genellikle paylagilmamis elektronlara sahip
oldugundan oksijenin indirgenmesinde iyi birer katalizor rolii oynarlar. Hidroksil radikalleri
DNA’nin geker-fosfat omurgasina ya da bazlarina H atomu ekleyerek ya da ¢ikartarak giinde
hiicre bagina 10%-10° DNA baz degisimine neden olabilir. Metal iyonlar1 ayrica, serbest amino
asit ve proteinlerin oksidatif degisimlerinde 6nemli rol oynamaktadir. Histidin, arjinin, lisin,
prolin, metiyonin ve sistein bakiyeleri proteinlerde oksidasyonun yaygin oldugu bolgelerdir.
Bu degisimler, spesifik hedef olan metal baglama bdlgesindeki amino asitler igin spesifiktir
(Briat ve Lebrun, 1998). Cd’un da oksidatif stres olusturdugu bulunmustur (Schiitzendiibel ve
Polle, 2002). Cd’un sogan, fasiilye, bezelye ve arpada kromozomal sapmalara neden oldugu,
piringte RNA sentezini degistirdigi ve ribonilkleaz aktivitesini inhibe ettigi bildirilmistir.
Rosas ve ark. 1984’de Cd’un hiicre bolilnmesini inhibe ettigi ve kromozomlan
degistirdiginden bahsetmislerdir (Das vd., 1997; Toppi ve Gabrielle, 1999).

0,01-0,1 mg/l Cd’un ATP konsantrasyonunu ve klorofil konsantrasyonunu indirgedigi,
oksijen iiretimini diiglirdiigi bilinmektedir. K6k ve gbvdede biiylimenin durmas: ya da
indirgenmesi, yapraklarda kivrilma ve klorosis, fosfor eksikligi, diigiik manganez transportu
problemleri, senesensin hizlanmasi, stoma hareketlerinin zarar gdrmesi (stomalann kapanmasi
ya da siirekli agik durumda bloke olmalari), peroksidaz, riboniikleaz ve deoksiriboniikleaz
aktivitelerinin artmasi, glukoz-6 fosfat dehidrogenaz, glutamat dehidrogenaz, malik enzim,
isositrik dehidrogenaz, rubisco ve karbonik anhidraz gibi enzimlerin inhibisyonu Cd
toksisitesinin en yaygin belirtileridir (Kennedy ve Gonsalves, 1987; Van Assche ve Clijtens,
1990; Das vd., 1997; Siedlecka ve Krupa, 1999; Toppi ve Gabbrielle, 1999).

Cd gibi mutlak gerekli olmayan elementler toksik etkilerini aktif enzim ya da membran
protein bolgeleri i¢in gerekli olan mutlak gerekli elementlerle yangarak gosterirler ve normal
metabolik islemleri engellerler. Bu yanigin hiicre yiizeyinde mi yoksa hiicre i¢i metabolik
bolgelerde mi oldugu bilinmemekle birlikte her iki bolgede de oldugu tahmin edilmektedir.

Ciinkii karboksil, siilfidril ve porfirin gruplar1 gibi metal baglayici fonksiyonel gruplar hem
tagiyict membran proteinierinde hem de hiicre i¢i enzimlerde bulunmaktadirlar (Vaconcelos
ve Leal, 2001). Cd alimi ve taginmasimin Ca, Mg, P ve K gibi elementler ve suyun bitkiler
tarafindan kullamimim engelledigi gosterilmigtir (Das vd., 1997).

Bitki tarafindan Dbiriktirilen toplam Cd’un yalmzca %!1°’lik bir kismu kloroplastlarda
birikmesine karsin yine de Kkloroplast yapt ve fonksiyonlarinda hasara neden olur.
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Kloroplastlar Cd stresine, Fe eksikligi veya asin1 varligina kars1 en hassas organellerdir. Cd’un
kloroplastlara verdigi hasarlar, tilakoid membraninda serbest yag asitlerinin artmasi, grana
yapisinin zarar gdrmesi, plastoglobuli miktar ve biiyiikliiglinde artiy, PS2nin 15181 toplayan
antenasinda, PS2 reksiyon merkezinde hasar, plastokinon ve ferrodoksin miktarinda azalma
olarak gbzlenmigtir (Siedlecka ve Krupa, 1999). Cd’un neden oldugu klorosis Cd’un
kloroplast replikasyonunu ve hiicre bglinmesini engellemesinden dolays kloroplast
yogunlugunda gbze ¢arpan bir diisiistin ve mezofil hiicre biiyiikliigiinde bir artigin ifadesidir.
Klorofil kayb: kloroplast yogunlugundaki azalma nedeniyle ortaya ¢ikmaktadir (Baryla vd.,
2001).

Cu ve Zn gibi baz1 elementlerin agin varh@ durumunda organizmalar bu metalleri
biinyelerine alip, almamakta nasil davranacagi konusunda ikilemde kalirlar. Bu iyonlar birgok
metabolik yol igin gerekli olmakla birlikte potansiyel olarak tehlike tagimaktadir. Zn iyonlan,
DNA baglayici proteinler ve hidrolitik enzimlerde yapisal ve katalitik bir eleman oldugu
halde, kontrolsiiz baglanmas: enzimleri inaktive edebilir. Cu” ve Cu'*? iyonlan gesitli organik
molekiillere yiiksek ilgi gosterir. Fotosentez gibi birgok elektron transfer zincirinde kullanmilan
Cu’m redoks aktivitesi oksijen radikallerinin meydana gelmesine neden olur (Vaconcelos ve
Leal, 2001). Cu asmn miktarda absorblandifinda, toksik bir element gibi hareket eder ve
biiytimeyi durdurur. Toleransh olmayan bir ¢ok bitkide Cu'* toksisitesinin mitozun zarar
gbrmesi, k6k biiyiimesinin durmasi, kok epidermal hiicrelerinin ve kdk hiicre membranlarinin
zarar gbrmesi ile ilgili oldugu bildirilmigtir (Marschenner, 1986; Lin vd., 2003).

2.9 Bitkilerde Agir Metal Tolerans: ve Detoksifikasyonu

Agir metallere toleransh bitkiler, toksik olan topraklarda diger bitkilere gore hayatta kalma
yetenegi olan bitkiler olarak tanimlanabilir. Bu durum ¢evre ve genotiple etkilesim i¢indedir
(Zhu vd., 1999).

Bitkilerde agir metal toleransi evrim biyologlarimin oldugu kadar bitki ekologlarinmm ve
fizyologlarinin da ilgisini ¢eken bir konudur. Metal toleransi, agir metal iyonlarina asin maruz
kalmanin getirdigi zararh etkiyi indirgemenin yolu olarak gelismistir (Das vd., 1997).

Bitkiler agir metal stresine karst detoksifikasyon ve tolerans ile ilgili hiicresel diizeyde
mekanizmalara sahiptir. Bu mekanizmalarin hepsinin Sncelikle hiicrenin hassas bolgelerinde
toksik konsantrasyonun olusmasini onlemekle ilgili oldugu bilinmektedir. Metallerin
detoksifikasyonu igin bitkiler en ¢ok, kimyasal olarak uygun vligantlan kullanarak toksik
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olmayan kararli kompleksler olusturma yolunu izler (Salt vd., 2002).

Metal tolerans: ve detoksifikasyonundan sorumlu birgok mekanizma bulunmaktadir. Plazma
membrani, protoplast i¢indeki 1s1 soku proteinleri ya da metallotiyoninler gibi proteinler,
organik asitler, amino asitler, peptidler, protein olmayan yiiksek sistein (Cys) igerikli tiyoller
gibi baglayic1 molekiiller, metallerin vakuollere taginarak metabolik yollardan uzaklastiriimasi
bu mekanizmalar arasindadir (Zhu vd., 1999; Hall, 2002).

2.9.1 Mikorizalar

Mikorizalar ve ektomikorizalar konake¢1r bitkilerde metallerin  zararli  etkilerinin
diizeltilmesinde etkilidir. Mantarlarda hiicresel diizeyde agir metalleri tolere etme
mekanizmalar1 biiyiikk oranda yiiksek bitkilerdeki stratejilerle benzerdir (hiicre digt
materyallere baglanma ya da vakuollerde biriktirme gibi). Ektomikorizalar gesitli diglama
islemleri ile konake bitkiye yardim ederler (Schiitzendiibel ve Polle, 2002).

2.9.2 Hiicre Duvari ve Kok Salgilan

Hiicre duvarmin baglayici 6zelligi ve bunun metal toleransindaki rolii tartigilan bir konudur.
Her ne kadar kok hiicre duvan toprak soliisyonu i¢inde metallerle dogrudan temas halinde ise
de, hiicre duvarina adsorbsiyon simrhdir. Bitki hiicre duvarlan % 25- 30 seliiloz, % 15-25
hemiseliiloz, % 35 pektin, % 5-10 glikoprotein icerir. Pektin ve glikoproteinlerin anyonik
karboksilat gruplan metal iyonlarim baglama kapasitesine sahiptir. Belli metallerin alimini
artiran metal baglayic1 kdk salgilan bu konuda gesitli rollere sahiptir. Ni-hiperbiriktirici
bitkilerde Ni-baglayici salgilarin incelenmesi sonucu Ni-baglayici histidin ve sitratin
hiperbiriktirici olmayan bitkilerin kok salgilarinda biriktigi ve boylece Ni alimim azaltmaya
yardim ettigi goriilmiistiir (Briat ve Lebrun, 1999; Macfie ve Wellbourn, 2000; Clemens vd.,
2002; Hall, 2002).

2.9.3 Plazma Membram

Plazma membram1 agir metallerin alimim azaltarak ya da sitosole giren metallerin disa
pompalanmasini saglayarak toleransa katkida bulunmaktadir. Bitki plazma membram metal
toksisitesi icin ilk canli hedeftir. Yiiksek konsantrasyonda metal varlifinda plazma membran
cok cabuk etkilenir ve oksidasyon, protein tiyollerinin ¢apraz baglanmasi, H'-ATPaz gibi
membran proteinlerinin  durdurulmasi ya da membran lipidlerinin akigkanhifn ve

kompozisyonunun bozulmasi gibi gesitli zararlar meydana gelir. Membran {izerindeki olaylar
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metal spesifiktir (Hall, 2002; Clemens vd., 2002).

2.9.4 Organik Asitler ve Amino Asitler

Agir metaller icin potansiyel ligantlar olan bazi amino asitler, organik asitler ve fosfat
tiirevleri agir metal toleransi ve detoksifikasyonunda rol oynarlar. Ornegin. Ni-hiperbiriktirici
bitki Alyssum lesbiacum’da Ni muamelesi sonucu ksilemlerin histidin iceriginde 36 kat artig
tespit edilmistir. Sitrat Ni*2 ve Cd*? gibi metallere afinite gostermekle birlikte en ¢ok Fe ile
iligkisi gosterilmistir (Hall, 2002; Salt vd., 2002).

2.10 Metal Stresine Hiicresel Diizeyde Verilen Cevaplar
Bitki hiicreleri metal stresine kars1 bazi savunma sistemleri gelistirmistir

e Durdurma (immobilizasyon)
e Dislama

e Metallotiyonin sentezi (MT)
o Fitokelatin sentezi (FK)

e Stres proteinlerinin sentezi

e Vakuolde biriktirme

2.10.1 Durdurma

Metal stresine karst ilk engel kok dizeyinde, k6k hiicre duvant ve hiicreleraras:
karbonhidratlar sayesinde metal iyonlarmin durdurulmasiyla gergeklesmektedir. Cali
fasulyesinde yapilan deneylerde Cd iyonlarinin hiicre duvarimn pektik bolgelerine ve histidil
gruplarina baglanarak hiicreye aliminin durduruldugu goriilmiistiir (Toppi ve Gabbrielli,
1999; Mejare ve Biilow, 2001).

2.10.2 Dislama

Cd iyonlanmn plazma membran hareketi vasitasiyla sitosol igerisine girigini dnleme yolu
teorik olarak en iyi savunma mekanizmasidir (Memon vd., 2001; Hall, 2002). Ni-
hiperbiriktiricisi olmayan bitkilerde Ni-baglayic1 salgilar olan histidin ve sitratin bitkilerin
kok salgilarinda biriktigi ve bdylece Ni alimim disladig) griilmiistiir (Clemens vd., 2002).

2.10.3 Metallotiyoninler

Tiim organizmalar toksik metallerin hiicredeki konsantrasyonunu dengelemek igin sisteince
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zengin, genellikle aromatik amino asitleri olmayan diisiik molekiil agirlikli metallotiyonin
denilen proteinler sentez ederler (Briat ve Lebrun, 1998; Liu vd., 2000; Hall, 2002). Sisteince
zengin olan MTler, indirgenmis durumda silfiir arayan metalleri diizenleyen mercaptid
baglar i¢in tiyol temin eder (Kagi ve Schaffer, 1988; Rauser, 2000). Metallotiyonin ismi ilk
kez 1957°de at bobrek korteksinden izole edilen ve ¢ok miktarda siilfiir ve Cd igeren bir
proteini tamimlamak {izere kullamlmigtir. Daha sonra farkli organizmalardan bu proteinlere
benzeyen ve Zn"?, Cu*? ve Cd'*? iyonlan ile iligkili oldugu gozlenen proteinler izole edilmistir.
Bitkilerde ise ilk kez 1985 yilinda poli(y-glutamil-sisteinil)glisin yapisinda Cd ligantlan
tanimlanmugtir. Bunlar simf HI MT’lerdir ve “Fitokelatinler” olarak bilinir. Simf ITT MT ler 1
ve II’lerden ¢ok farklhidir, bunlar enzimatik olarak tiirevlenir ve en yaygm sekilleri poli(y-
glutamil-sisteinil)glisin [(y-Glu-Cys),Gly)]’dir. Fitokelatinler bdliim 2.3.9.4°’de ayrintili
olarak anlatilmigtir. Birgok bitkiden izole edilen MT benzeri genler (simuf II MT’leri) Cys
bakiyelerinin yerlesimine gore 2 tipe ayrilmstir. Tip I, N ve C terminalde Cys-Xaa-Cys
motiflerinin korundugu proteﬁﬂer, Tip II ise N terminalde Cys-Cys ve Cys-Xaa-Xaa-Cys
motifleri tagtyan proteinler kodlar (Xaa, Cys amino asidinden farkh bagka bir amino asit). Tip
I genlerinin transkriptleri metal ile kirlenmis bdlgelerde biiyiiyen bitkilerin kdklerinde daha
fazla goriilmektedir. Tip II genleri ise 6ncelikle yapraklarda anlatim yapmaktadir (Robinson
vd., 1993; Hudspeth vd., 1996; Rauser, 2000; Vasak ve Hasler, 2000; Cobbett, 2002).

Bitkilerde karakterize edilen Cd™ komplekslerinin ¢ogu simf III MT’lerinin amino asit
kompozisyonuna sahiptir. Cu kompleksleri ise daha ¢ok MT genlerinin iriinlerine
benzemektedir. Oksidatif stres ile meydana gelmis olan DNA zincir kiriklarinin arttirilmig
MT varhiinda azalmasi MT lerin antioksidant rollerinin oldugunu gostermektedir (Robinson
vd., 1993). MT geninin aktarildif1 transgenik tiitiin bitkilerinde Cd toleransimn arttif
gorilmiistiir (Liu, 2000).

MT sitoplazmik bir protein olmasina ragmen lizozimde de birikebilir ve gelisim boyunca
nukleusta da gbriilmiigttir (Kagi ve Schaffer, 1988). Arabidopsis thaliana’da 4500 ve 8000 D
molekiiler agirlikh (MTI ve MTII), Cu ile indiiklenmis iki metallotiyonin izole edilmistir
(Foley vd., 1997; Toppi ve Gabbrielle, 1999).

MT’lerin yiiksek bitkilerde bulundugu bilinmektedir, ancak literatiitde Cd tarafindan
indiiklenen metallotiyoninin yiiksek bitkilerde varolduguna dair kesin bir bilgi yoktur. Bu
sebepten metallotiyoninlerin Cd detoksifikasyonundaki rolii fitokelatinler ve stres proteinleri
ile karsilastinildiginda ikinci sirada yer almaktadir.
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Her ne kadar Cu uygulamasi ile MT’ler indiiklense ve hayvanlarda ve mantarlarda agir metal
toleransinda rolii olduguna dair kanitlar varsa da bitkilerde agir metal detoksifikasyonunda
MT’lerin rolii tam olarak anlagilamamigtir. MT’ler metal metabolizmasinda ¢ok agik bir rol
oynamaktadir fakat fonksiyonlar1 heniiz tam olarak netlestirilememistir (Briat ve Lebrun,
1998; Vasak ve Hasler, 2000; Hall, 2002; Cobbett, 2002).

MT biyosentezi transkripsiyonel evrede diizenlenir (Mejare ve Biillow, 2001). MT’lerin en
biiyiik 6zelligi indiiklenebilir oluslaridir. Metal stresi MT biyosentezini arttiran en dnemli
faktor olmakla birlikte hormonlar (absisik asit), senesens, sitotoksik ajanlar, fiziksel ve
kimyasal streslerle ilgili gesitli patofizyolojik durumlar da MT sentezini indiikler. Indiikleme
transkripsiyonun baglama agsamasinda olusur ve 1-2 giin i¢inde maksimum MT
konsantrasyonuna erigilir. MT lerin yar1 6mrii 1-4 giindiir (Kagi ve Schaffer, 1988; Cobbett,
2002).

2.10.4 Fitokelatinler

Metallerin yitksek afiniteye sahip ligantlar tarafindan sitosolde baglanmasi afir metal
tolerans1 ve detoksifikasyonu i¢in 6nemli bir mekanizmadir. Fitokelatinler potansiyel ligantlar
arasinda yer almaktadir. Fitokelatinler 6zelikle bitkilerde Cd tolerans: ile ilgilidir (Cobbet,
2000).

1973°de Grill ve arkadaslan tarafindan ilk kez izole edilip saflastinldifinda civa ile muamele
edilmis hiicrelerden elde edilmesi nedeniyle bunlara organo-merkiiri kompleksleri adi
verilmigti. Fitokelatinlerin genel yapisi (y -Glu-Cys),X seklindedir, X, Gly, B-Ala, Ser ya da
Glu’dir ve n, 2-11 arasinda degismektedir (Cobbet, 2000; Mejare ve Biilow, 2001). Agir
metaller arasinda 6zellikle Cd genel yapisi (y -Glu-Cys)n-Gly olan fitokelatin sentezini aktive
etmektedir. Fitokelatinler sisteinin tiyolik gruplan sayesinde Cd ile molekiil agirliklar1 2500-
3600 D arasinda degisen gesitli kompleksler olustururlar. Cd’un baglanmasi sonucu serbest

Cd’un sitosol iginde sirkiilasyonu 6nlenmis olur.

Fitokelatinler 6zel bir y-glutamilsistein dipeptidil transpeptidaz olan fitokelatin sentez enzimi
ile glutatiyondan sentez edilir. Cd igeri girdikten sonra birka¢ dakika i¢inde fitokelatin sentez
edilmeye baglar, Cd baglamir ve reaksiyon Cd girisi bitinceye kadar devam eder. In vivo
deneyler Cd uygulanan bitki hiicresi kiiltiirlerinde serbest glutatiyonun Snemli Slgiide
distiiglinti gdstermistir (Robinson vd., 1993; Toppi ve Gabbrielli, 1999, Cobbett, 2002).

Cd ve Cu uygulanmas: glutatiyon sentezi igin genlerin transkripsiyonunu arttirir. Her ne kadar
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yabani tip lizerinde arttirilmis glutatiyon diizeyi metal dayamkhligini artirmasa da diisiik
glutatiyon diizeyine sahip bitkiler Cd’a kars1i ¢ok hassastir. FK’ler kadmiyum ve arsenat
detoksifikasyonunda onemlidir fakat Zn, Ni ve Se iyonlarimin detoksifikasyonunda rolleri
yoktur. Cu’ kars: toleransh Mimulus guttatus lizerinde yapilan calismalarla FK’lerin Cu
toleransinda rol oynadiklari gosterilmistir ancak Cu toleransinda FK’lerin rolii heniiz
¢oziilmiis degildir (Briat ve Lebrun, 1998; Zhu vd., 1999; Hall, 2002; Cobbett, 2002).

2.10.5 Stres proteinleri

Yiiksek sicaklik, agir metal, kimyasal muameleler, tuz ve kuraklik streslerine maruz kalan
bitki hiicreleri siklikla stres proteinleri olarak bilinen 1s1 goku proteinlerini (hsp-heat shock
protein) sentez etmeye baglarlar. Bitkilerde bircok hsp simfi bulunmaktadir. Bu proteinler
molekiiler biiyiikliiklerine gére smiflandirilirlar; (1) hsp100, hsp90, hsp70, hsp60; (2)
molekiiler agirhiklan 17,000- 30,000 arasinda degisen kiigiik hsp’ler; (3) sadece 76 amino
aside sahip yiiksek derecede korunmus her yerde varolan hspler (Toppi ve Gabbrielli, 1999).

Hsp’ler normal protein katlanmasinda ve toplanmasinda molekiiler saperon olarak hareket
ederler. L. peruvianum hiicre kiiltiirleri ile yapilan ¢aligmalarda hsp70°in metal stresine kars
anlatim yaptig: ve nukleus, sitoplasma ve plasma membranda bulundugu bildirilmistir (Hall,
2002).

2.10.6 Vakuolde Biriktirme

Vakuolde biriktirme Cd detoksifikasyonu ve toleransinda 6nemli bir rol oynamaktadir. Cd
iyonlarimin serbest bir sekilde sitosolde dolagmasimi engeller ve iyonlari sinirh bir bolgede
toplar. S. pombe ‘de Cd-Fitokelatin kompleksini vakuole tagiyan Atml geni bulunmustur. Yine
S. pombe JS237 mutantlarinda cAMP ve Ca iyonlarim igeren sinyal transdiiksiyon olaylarinin
Cd’un vakuollerde birikmesinde dnemli bir rol oynadig1 goériilmiistiir. MgATP varliginda Cd-
Fitokelatin komplekslerinin spesifik tagiyicilarla konsantrasyon gradientine kars: tagindigi ve
tonoplast vesikiilleri i¢inde eksternal soliisyondaki konsantrasyonundan 38 kez daha fazla
bulundugu saptanmistir. Eger serbest Cd iyonu varsa bunlarin Cd**/2H" antiport vasitasiyla
vakuole girdigi goriilmektedir. Vakuol iginde asidik pH’dan dolay: yiiksek molekiiler agirlikli
kompleksler aynigir ve Cd sitrat, oksalat, malat gibi vakuolar organik asitlerle ve amino
asitlerle kompleks olusturabilir (Toppi ve Gabbrielli, 1999; Hall, 2002; Cobbett, 2002).
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2.11 Organogenez

Dollenme disi ve erkek gametlerin fiizyonla bir araya gelerek zigot denilen tek hiicreli bir
yaptyl meydana getirmesidir. Dollenmeyi takiben, lzli bir mitotik déngiiye giren zigot,
yitksek yapih bir bitkinin doku ve organlarimi meydana getirir. Bitkilerde tamamen farklilagan
hiicreler yeniden meristematik Ozellik kazanarak mitotik boliinme gosterebilirler. Bu
bollinmeler sonucunda ya dogrudan adventif slirgiin veya k8k (dogrudan organogenez) ya
da 6nce farkhilagmamis hiicre yigim olarak tanimlanan kallus ve daha sonra da bu kallustan
siirglin veya kok (dolayh organogenez) meydana gelir. Bitkiyi meydana getiren ve
farklilagmasin1 tamamlayan canli hiicrelerden herhangi birisi tekrar boliinerek ve farkhilagarak
yeni bir bitki meydana getirebilme kapasitesine sahiptir. Hayvansal organizmalardan farkh
olarak bitkilerin sahip oldufu bu &zellife totipotensi adi verilmektedir. In vifro olarak
yetistirilen bitki dokularimn bu 6zelliginden ¢esitli amaglarla yararlanilmaktadar.

Tipik kallus hiicresi ¢ok sayida vakuol igeren ve ¢ok ince gevresel bir sitoplazma katmanu ile
hiicre duvarina kars1 baskilanmig bir nukleusu olan parenkima hiicresidir. Kallus herhangi bir
organizasyon gostermemis hiicreler yigim olarak da tanimlanabilir.

Ayn bitki tiirlinden alinan eksplantlarin organogenez kapasiteleri biiyiik farkliliklar gosterir.
Bitki biiyiime diizenleyicileri de etkili bir organogenez metodu olusturmakta 6nemlidir. Oksin
ve sitokinin in vitro kiiltiirde en ¢ok ihtiya¢ duyulan bitki biiylime diizenleyicileridir. Ortamda
bulunan oksin ve sitokinin konsantrasyonu ve birbirlerine orani, in vitro biliylimeyi kontrol
eder. Bitki bilylime diizenleyicileri dogal ya da sentetik olarak elde edilebilir. En sik
kullamlan oksinler 2,4- diklorofenoksiasetik asit (2,4- D), naftelin asetik asit (NAA), indol
asetik asit (IAA) ve indol biitirik asittir (IBA). Kinetin ve N6-benziladenin/ benzil amino
piirin (BA/BAP) en ¢ok kullanilan sitokininlerdir. Bitkilerin ¢ogu oksin ve sitokinin oranina
uygun olarak siirgiin ya da kok olustururlar. Bazi1 durumlarda iki farkli oksin veya sitokinin
kansmmimn tek oksin veya sitokinin karigimindan daha iyi sonuglar verdigi bilinmektedir.
Bazi durumlarda ise oksin veya sitokininden sadece biri organogenez i¢in yeterli olabilir.
Organogenez igin sitokinin yerine ¢esitli piirin, pirimidin ve tirealar olduk¢a yaygin olarak
kullamimaktadir.

Organogenezdeki anahtar morfolojik 6zellik meristematik merkezlerin olusumudur. Dogrudan
ve dolayli organogenezin her ikisinde de meristematik merkezler vakuollii parenkimatik
hiicrelerden olugmustur. Bu hiicreler yap1 olarak kiiciik, izodiyametrik, ince duvarli
hiicrelerdir ve yogun bir sekilde boyanan belirgin nukleuslara sahiptir.
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Eksplantin ortama konulmasindan belirgin bir organ ortaya ¢ikana kadar gecen siire i¢inde
yeterlilik, kararlilik ve morfolojik farkhilagma olmak tizere ii¢ ayn asamada bir dizi olay
gerceklesir.

Organogenez hiicre veya dokulardan yeni bir bitki meydana getirmeye imkan tamdig: igin,
generatif yollardan iiremesi zor olan bitki tiirlerinin {iretiminde ve bitki transformasyon
sistmelerinin kurulmasinda 6nemli bir yoldur (Dodds ve Roberts, 1995; Hatipoglu, 1997;
Giirel vd., 2001).

2.12 Pamuk Doku Kiiltiirii

Pamukla ilgili ilk genetik caligmalar Sikka ve Joshi tarafindan 1960 yilinda yapilmustir (Basu,
1996). Genetik miihendisligi pamuk lifi, yem ve yag miktari arttirmada ve bu {irlinlerin
kalitelerinin gelistirilmesinde 6nemli bir role sahiptir. Pamukta ilk bagarili transformasyon
Firoozabady (1987) ve Umbeck (1987) tarafindan bildirilmigtir (Umbeck vd., 1987; Hemphill
vd., 1998). Transgenik pamuk {iretiminin rejenerasyon ve uygun doku transformasyonu
gerektirmesinden dolayr pamuk transformasyonu {iizerine fazla bilgi yoktur. Ik apikal
meristem Kkiiltliri 1967°de Chappell ve Mauney tarafindan yapilmistir, ancak basarili bir
rejenerasyon sistemi elde edilememistir. 1991°de Gould vd., pamuk apikal meristem kiiltiirti
sartlarin1 optimize ederek, normal bitkiler elde etmeyi bagarmugtir (Morre vd., 1998).

Pamuk rejenerasyonunda, rejenerasyon meydana gelmeden nce uzun bir doku kiiltiirii siiresi
gerekmesi, rejenerasyonun yiiksek derecede genotipe bagimhi olusu ve pamugun doku
kiltirinde verdigi tepkilerin tahmin edilemeyisi gibi oldukg¢a fazla zorlukla
kargilagilmaktadir. Pamuk transformasyon prosediirlerinde en iyi rejenere olan genotiplerde
bile siire 10-12 aydir. Bu uzun siire de somaklonal varyasyonun yliksek oranda olugmasina
neden olur. Ekonomik ©neminden dolayr yiiksek etkili rejenerasyon ve transformasyon
sistemi kurulabilmesi pamuk bitkisi igin Snemli oldugu halde (Hemphill vd., 1998; Zapata
vd., 1999) pamuk rejenerasyonu ve transformasyonu i¢in kurulabilmis standart bir prosediir
yoktur (Saeed vd., 1997; Sunilkumar ve Rothore, 2001; Zhang vd., 2001).

Bitkiler basit bir MS besiyerinde inokiile edilmis siirgiinlerden dogrudan olusabilir. Siirgiin
uclar, diger ekspantlardan rejenerasyonun zor oldugu pamuk gibi bitkilerde genetik
transformasyon i¢in kullanilan en yararh eksplanttir (Morre vd., 1998). Siirgiin ucundan
rejenere olan bitkilerde mutasyon ve somaklonal varyasyon oram disiiktiir. Bunun nedeni

kallus ve somatik embriyogenez kiiltiirlerinde yaygin olan doku farklilagma agamalarimn
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dogrudan siirglin organogenezi igin programlanmis meristematik dokularda olmayisidir.
Stirglin ucu mustr, piring, muz ve pamuk gibi birgok bitkide transformasyon amaciyla basar
ile kullamilmistir (Gould ve Cedeno, 1998; Zapata vd., 1999). Hemphill vd., (1998) kotiledon
nodunu kullanarak. siirglin olugturmay1 basarmistir. Kok olusumu genotipe baghdir. Kok
olusturamayan siirglinler bir siire sonra 8lmektedir (Zapata vd., 1999). Pamuk kallus tiretimi
farkli bitki bliytime diizenleyicilerini iceren bir¢ok besiyerinde gergeklestirilmistir ancak bu
ortamlarda bitki elde edilememistir. Hipokotil eksplantlar1 kallus olusumu igin kullanmilan en
yaygin kisimdir (Kumar vd., 1998). Kallus olusumunda kullanilan yaprak ve hipokotil
eksplantlarindan hipikotil ¢ok daha iyi sonuglar vermistir (Zhang vd., 2000). Kotiledon
eksplant1 da pamuk doku kiiltiirtinde kallus olugumu i¢in killlamlmlstlr Zhang vd., 2001).
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3. MATERYAL ve METOD

3.1 Materyal

3.1.1 Bitki Materyali

Caligilan pamuk bitkilerinin tohumlart Cukurova Universitesi Pamuk Arastirma ve Uygulma
Merkezi (Paum-2, Paum-4, Selection-5, C-1518, Stv-453, Lachata, Ersan-92, Crema-111,
Aydm) ve TC Tanm ve Koyisleri Bakanhg: Nazilli Pamuk Arastirma Enstitiisii’den (143,
M503, 84S, Giza-45 ) sagland.

3.1.2 Besiyerleri

3.1.2.1 Agir Metal Dayamikliigy Tarama Deneylerinde Kullanilan Besiyeri

Agir metal dayamkhlif1 tarama deneyleri i¢in 6 (500 uM, 200 uM, 100 uM, 50 uM, 10 uM
ve 0 pM) farkli konsantrasyonda agir metal (Cd ve Cu) igeren MS besiyerleri hazirlandi.
Hemphill (1998)’de ¢imlendirme besiyeri (MSGerm) olarak bahsedilen B.B.D. (bitki biiylime
diizenleyicisi) igermeyen %2 MS besiyeri kullanildi. Bu deneylerde kullanilan MS besiyeri
laboratuvarda stok sollisyonlar halinde sivi olarak hazirlandi (Murashige ve Skoog, 1962;
Giirel vd., 2001). 50 ml makro element stok soliisyonu, 5 ml mikro element stok soliisyonu,
12,5 ml Fe-EDTA stok soliisyonu ve 10 g sukroz 900 ml ¢ift distile su iginde ¢6ziildii ve
hacim 1 litreye tamamlandi. pH 0.1 ve 1 N HCI ve NaOH ile 7’ye ayarlandi. Uygulanacak
farkli metal konsantrasyonlari besiyerlerine otoklavdan once, stok soliisyondan uygun
miktarda alinarak ilave edildi. Katilastiric1 olarak 3g/1 fitajel kullanildi. Besiyerleri 121°C’de
1,5 atmosfer basingta 20 dakika otoklavlandi. Otoklavdan sonra besiyeri elle dokunulabilir
sicakliga geldiginde, filtre ile steril edilerek 1 ml’lik stoklar halinde +4°C’de saklanan
vitamin soliisyonu besiyerlerine eklendi. Hazirlanan besiyerleri 121°C’de 1,5 atmosfer
basingta 30 dakika otoklavlanarak steril sterilize edilmig 1 litrelik cam kavanozlara 125’er ml
olacak gekilde dokiildii.

3.1.2.2 In Vitro Rejenerasyon Deneylerinde Kullanilan Besiyerleri
In vitro rejenerasyon deneylerinde kullanilan MS (Sigma - M5524) ticari olarak satin alindi.
Cimlendirme besiyeri:

In vitro rejenerasyon deneyleri igin eksplant almak tiizere bitkiler bir hafta siireyle
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¢imlendirme besiyerinde (MSGerm = %2 MS) yetistirildi (Hemphill, 1998).

2.16 g toz MS preperat1 ve 10 g sukroz 900 ml ¢ift distile su i¢inde ¢6ziildii ve hacim 1
litreye tamamlandi. pH 0.1 ve 1 N HCI ve NaOH ile 7°ye ayarlandi. Katilagtiric1 olarak 3g/1
fitajel eklendi. Hazirlanan besiyerleri 121°C’de 1,5 atmosfer basingta 20 dakika
otoklavlanarak sterilize edildi ve aym sartlarda 30 dakika otoklavlamarak sterilize edilmis
magenta (Sigma- V-8505) kutularina ~ 35 ml olacak sekilde dokiildi. Filtre ile steril edilerek
1 mI’lik stoklar halinde +4°C’de saklanan vitamin soliisyonu besiyerleri magenta kutularina
dokiilmeden 6nce besiyeri elle dokunulabilir sicakhga geldiginde eklendi.

Rejenerasyon besiyeri:

Cimlendirme besiyerinde yetigtirilen bir haftalik bitkilerden alinan eksplantlar rejenerasyon
kapasitelerinin 6lglilmesi amaciyla farkl: kompozisyonda bitki biiylime diizenleyicisi igeren
rejenerasyon besiyerlerinde kiltiire alinda.

4.33 g toz MS preperat1 ve 20g sukroz 900 ml ¢ift distile su icinde ¢6ziildii ve hacim 1 litreye
tamamland:. pH 0.1 ve 1 N HCl] ve NaOH ile 5.6-5.8’¢ ayarlandi. Katilagtiric1 olarak 3g/1
fitajel eklendi (Agrawal vd., 1997; Hemphill, 1998; Morre vd., 1998). Hazirlanan besiyerleri
121°C’de 1,5 atmosfer basingta 20 dakika steril edildi ve herbirine 25 ml olacak sekilde steril
Petri kutularma dokiildii. Filtre ile steril edilerek 1 ml’lik stoklar halinde +4°C’de saklanan
vitamin soliisyonu besiyerleri Petri kutularina dokiilmeden Once, besiyeri elle dokunulabilir
sicakhiga geldiginde eklendi. Kullanilan bitki biiytime diizenleyicileri ticari olarak Sigma’dan
temin edildi ve otoklavlanabilme 6zelliginde olduklarindan dolay: otoklavdan hemen once

besiyerlerine eklendi.
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Cizelge 3.1 Dogrudan rejenerasyon i¢in denenen bitki biiylime diizenleyicileri ve

konsantrasyonlari
Besiyerleri B-BD. tmg)
NAA IBA BAP GA
1 0.1 - - -
2 0.2 - - -
3 0.5 - - -
4 1 - - -
5 2 - - -
6 - 0.2 - -
7 0.1 0.2 - -
8 0.1 0.1 - -
9 0.1 - 0.1 -
10 0.2 - - 1

Cizelge 3.2 Dolayl rejenerasyon igin denenen bitki bityiime diizenleyicileri ve

konsantrasyonlarn
Besiyerleri ' B-BD. (me/h
Zeatin NAA 2,4-D
1 2 - -
2 1 - -
3 0.5 - -
4 0.1 - -
5 0.01 - -
6 - 2 -
7 - 1 -
8 - 0.5 -
9 - 0.1 0.2
10 2 2 -
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3.1.3 Kimyasallar

3.1.3.1 Yas Yakma Yénteminde Kullanmilan Kimyasallar

e Nitrik Asit (HNO3), %65 Extra Pure Ms= 63,01 g/mol, 1litre=1,40 kg (Merck)
e Perklorik Asit (HCIO4), %70 Analytical Reagent, Ms=100,46 gr/mol, 1litre=1,67 kg
(Reidel-de Haen)

3.1.3.2 Karbamik Asit Muamelesinde ( Cu Boyama) Kullamlan Kimyasallar
o Dietilditiyo-karbamik asit (CsH;oNS;Na, Ma=171.3- SIGMA D-3506)

3.1.4 Tamponlar

3.1.4.1 Protein Deneylerinde Kullamilan Tamponlar
Protein dziitleme tamponu icerigi ve hazirlamgi:

Protein 6ziitleme tamponu igin gereken maddeler stok sollisyonlardan gereken miktarlarda
alimip istenilen konsantrasyona getirildi. 500 ml tampon igin, 2 M sukroz stogundan 250 ml,
0.1 M HEPES (Sigma) stok soliisyonunda 50 mi, 1 M MgCl, (Fluka) soliisyonundan 2.5 ml
almarak ¢ift distile su ile 500 ml’ye tamamlandi. Benzamidin (Sigma), DTT (Fermentas) ve
pmsf (Sigma) tampon kullanilmadan hemen 6nce eklendi. Bezamidin 0.5 mM, DTT 5 mM ve
pmsf 0.1 mM olacak sekilde ilave edildi. Pmsf 2 saat i¢inde etkinligini kaybettiginden her 2
saatte bir 6ziitleme tamponuna yeniden pmsf eklendi (Memon vd., 1993).

Elektroforezde Kullamilan Tamponlar:

Cizelge 3.3 Dogal jel elektroforezinde kullanilan elektroforez tamponu ve drnek yiikleme

tamponu igerigi
Tampon fcerik
1 litre elektroforez tamponu 3.02 g Tris BASE (Sigma)
(pH 8.3) 14.4 g Glisin
% 30 sukroz
Ormnek yiikleme tamponu % 0.01 bromofenol mavisi
125 mM Tris (pH 8.8)
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3.1.5 Stok Soliisyonlar

MS besiyeri makro element stok soliisyonu:

Elementier 11’deki miktan
NH4NO; (SIGMA) 165¢g
KNO; (SIGMA) 19¢g

CaCl,. 2H,0 (PANREAC) 332g
MgS0,. TH,O (Fluka) 34¢g
KH,PO4 (Merck) 1.7¢g
MS besiyeri mikro element stok soliisyonu:

Elementler 11’deki miktan

MnS04.4H;0 (Fluka) 1.69 g
ZnS0,.7H,0 (PANREAC) 0.6¢
H3;BO; (CARLO ERBA) 062¢g
KI (SIGMA) 0.083¢g
Na;Mo04.2H,0 (SIGMA)  0.025 g
CuS04.5H;0 (SIGMA) 0.0025 g
CoCl,.6H,0 (SIGMA) 0.0025 g
Fe-EDTA stok soliisyonu:
Elementler 11’deki miktar
FeS0O4.7H,0 (BAKER) 0.556 g
Na,EDTA (Fluka) 0.744 g

Makro element stok soliisyonundan 50 ml, mikro element stok soliisyonundan 5 ml ve Fe-
EDTA stok soliisyonundan 12.5 ml alinip, hacim ¢ift distile su ile 1 litreye tamamlanarak %2
MS besiyeri hazirlandi.

2 M Sukroz: 342.3 g sukroz son hacim 500 ml olacak sekilde ¢ift distile su i¢inde ¢oziildii,
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kaba filtreden gegirilerek gerektiginde kullamilmak {izere -20 °C’de muhafaza edildi.
(SIGMA-C12H2011, MA=342.3g)

0.1 M HEPES: 11.915 g HEPES son hacim 500 ml olacak sekilde ¢ift distile su i¢inde
¢oziilerek otoklavlandi ve oda sicakhfinda muhafaza edildi. (SIGMA- N-[2-
hidroksietil]piperazin- N’- [2-etanstilfonik asit], CsH1sN,O4S, M= 238.3)

1 M MgCh: 10.1655 g tartilip, 50 ml ¢ift distile su iginde ¢6ziilerek otoklavlandi ve oda
sicaklifinda muhafaza edildi. (Fluka-M=203.31g)

0.1 M Benzamidin: 0.1566 g tartilip 10 ml ¢ift distile su iginde ¢oziildi. 1 ml’lik tiiplere
boliinerek -20 °C’de muhafaza edildi. (SIGMA-M»=156.60g)

1 M DTT: 1.542 g tarttlip 10 ml ¢ift distile su iginde ¢6ziildii. 1 ml’lik tiiplere boliinerek -20
°C’de muhafaza edildi. (Fermentas-dithiothreitol-C4H;00,S,, Ms=154.2g)

0.1 M PMSF: 0.1742 g tartilip 10 ml EtOH i¢inde ¢dziildii. 1 ml’lik tiiplere boliinerek -20
°C’de muhafaza edildi. (SIGMA-Fenilmetansiilfonilflorid- Ma=174.2¢)

Akrilamid-Bisakrilamid %30: 58.34.g akrilamid, 0.83 g bisakrilamid tartilip son hacim 200
ml olacak gekilde ¢ift distile su iginde ¢dziildii ve gece boyu karistirildi. Hazirlanan soliisyon
+4°C’de muhafaza edildi. (SIGMA)

1.5 M Tris-HCI pH 8.8 : 18.16 g tartilip son hacim 100 ml olacak sekilde ¢ift distile su ile
¢oziildii ve pH 8.8’c ayarlandi. Hazirlanan soliisyon +4°C’de muhafaza edildi. (SIGMA-
Ma=121.1g)

1 M Tris-HCI pH 6.8: 12.11 g tartilip son hacim 100 ml olacak sekilde cift distile su ile
¢oziildii ve pH 6.8’¢ ayarlandi. Hazirlanan soliisyon +4°C’de muhafaza edildi. (SIGMA-
Ma=121.1g)

%10 APS: 0.1 gr APS 1 ml ¢ift distile su icinde ¢oziilerek hazirlandi ve taze olarak
hazirlamp, kullanildi. (MERCK- amonyum perstilfat %98+)

Stok Bitki Biiyiime Diizenleyicileri: 1 mg/ml stok sollisyon hazirlamak icin 100 mg bitki
biiyiime diizenleyicisi 2-5 ml ¢6ziiciisii i¢inde ¢oziildli ve tamamen ¢6zlindiikten sonra hacim
gift distile su ile 100 ml’ye tamamlandi. Hazirlanan soliisyon +4°C’de muhafaza edildi. Toz
B.B.D.’ler Sigma’dan temin edildi.
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Cizelge 3.4 Kullanilan B.B.D’lerin katalog no ve ¢oziiciileri

B.B.D. Katalog No B.B.D.’nin ¢dziicisii
NAA N0640 Su
IBA 15386 EtOH, 1IN NaOH
BAP B3274 IN NaOH
Zeatin Z0164 IN NaOH
2,4-D D8407 EtOH, 1IN NaOH
GA G7645 EtOH
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3.2 Metod

3.2.1 Tohum Sterilizasyonu

Cok sayida pamuk lifinin etrafim sarmasi nedeniyle pamuk tohumlar1 bakteri, mantar ya da bu
organizmalarin sporlar1 ile kontamine olmus durumdadir. Bu nedenle pamuk tohumlari
Oncelikle derisik H>SOy ile 15 dakika muamele edildi. Bu iglemin ardindan tohumlan asitten
arindirmak amaciyla her biri ticer dakika olmak lizere ii¢ kez distile su ile calkalandi.
Tohumlar gece boyu distile su i¢inde calkalanarak havalandirildi. Tween 20 iceren (2
damla/100 ml) %70 EtOH ile 1-2 dakika muamele edildi. Daha sonra Tween 20 iceren (2
damla/100 ml) %20°’lik camagir suyu ile 30 dakika boyunca galkalandi. En son olarak
tohumlar ¢amagir suyunun temizlenmesi amaciyla her biri ticer dakika olmak tizere {i¢ kez
steril distile su ile galkalanarak yikandi. (Saeed vd., 1997; Hemphill, 1998; Zapata, 1999;
Zhang vd., 2001,). Sterilize edilen tohumlarin testalar1 steril sartlar altinda ¢ikarildi ve
besiyerine ekildi.

3.2.2 Bitkilerin Yetistirilmesi

3.2.2.1 Agir Metal Dayamikhih$ Tarama Deneyleri Bitkileri

Sterilizasyon igleminden sonra gece boyu distile su i¢inde ¢alkalanarak havalandirma sonucu
cimlenmeye baglamug olan iri tohumlar secilerek, testalan c¢ikanldi ve 6 farkh
konsantrasyonda agir metal (Cd, Cu) igeren MS besiyerlerine ekildi. Bitkiler 21 giin boyunca
16 / 8 saat aydinhk / karanlik fotoperiyodunda 25°C / 23°C’de, % 60-70 nem ve 96,385
pmolm™?s™ 151k yogunluguna ayarlanms bitki bliylitme kabinlerinde yetistirildi.

Agir metal stresine toleransli ve hassas pamuk genotiplerinin belirlenmesi amaciyla 21 glinliik
" biiylime siiresi sonunda bitkilerin gosterdigi morfolojik tepkiler kaydedildi, gévde ve kok
boylan 6l¢iildii.

3.2.2.2 In Vitro Rejenerasyon Deneyleri Bitkileri

Tohum Cimlendirilmesi ve Eksplant Hazirhg:

Yiizey sterilizasyonunun hemen ardindan steril kabinde steril sartlar altinda testalar1 ¢ikarilan
steril pamuk tohumlar1 ¢imlendirme ortamina aktarildi. 3.2.2.1°de belirtildigi gibi ayarlanan
bitki biiyiitme kabinlerinde 1 hafta siireyle biiytitiildii. 7 giinliik biiylime siiresinden sonra
besiyerinden alinan pamuk bitkilerinden kotiledon nodu, siirgiin ucu, kotiledon ve hipokotil
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eksplantlan alinanarak ZT, 2,4-D, BAP, GA, IBA, NAA bitki biiyiime diizenleyicilerinin
farkh konsantrasyonlar1 ve kombinasyonlarini igeren farkls MS besiyerlerinde kiiltiire alindi.

323 Bitkilerin Afar Metal Analizi

6 farkl: konsantrasyonda metal verilerek 21 giin boyunca yetistirilmis pamuk bitkiciklerinde
agir metal birikiminin olup olmadifini kontrol etmek ve eger olduysa organ spesifik birikimi
tespit etmek amaciyla Atomik Absorbsiyon Spektrofotometre (AAS) dl¢iimii yapildi.

3.2.3.1 Bitkilerin AAS Analizi icin Hazirlanis:

Biiylime ortamindan zarar vermeden ¢ikanlan pamuk bitkicikleri ko6klerine bulasan
besiyerinden arndinlmak igin distile su ile yikandi ve kagit havlu iizerinde kurumaya
birakildi. Daha sonra temiz bir makas ile kok ve gdvde olarak aynidi. Her bir kisim yas
agirhf olgiildiikten sonra kagit zarflar icine yerlestirildi ve etiketlendi. Hasat islemi
bitirildikten sonra eksplantlar 72°C’de 2 giin boyunca ya da 60°C’de 3 giin boyunca
kurutuldu. Kurutulmus bitki pargalarinin kuru agirliklan Slgiildii ve elde edilen kuru bitki
Ornekleri yag yakma metodu ile AAS Sl¢limiine hazirland1 (Kagar, 1972; Memon vd., 1979).

3.2.3.2 Yas Yakma (Nitrik Asit — Perklorik Asit Yontemi)

Kurutulmus bitki eksplantlar ufalanarak 100 mi’lik erlenlere konuldu ve her bir erlen igine 5-
6 cam boncuk atidi. Nitrik asidin ortamdan kolaylikla uzaklagip, gitmesini 6nlemek ve
organik maddelerin oksitlenmesinin diizenli bir sekilde olmasim saglamak icin erlenlerin
agizlarina huni yerlestirildi ve lizerleri etiketlendi. Ornekler 1 g’dan az oldugu i¢in miktarna
bakilmaksizin her birine 5 ml Nitrik Asit ilave edildi ve 60-80°C’ye ayarlanan 1sitic1 tabla
tizerinde yakma islemi baglatildi. Kahverengi duman ¢ikis1 bitinceye kadar bu isleme devam
edildi (~1-1,5 saat). Kahverengi duman ¢ikis1 bittikten sonra her bir érnege 2 ml Perklorik
Asit ilave edilerek sicaklik 250-300°C’ye ¢ikarildi ve yakma iglemine devam edildi. Erlenler
i¢lerini kesif beyaz dumanlar kapladiktan sonra yaklasik 30 dk daha isitic1 tabla {izerinde
birakildi. Kuruma halinde kiikiirt ve fosfor kayb: olabilecegi gibi patlama da olabileceginden
yakma isleminin sonunda perklorik asidin tamamen ugup gitmemesine dikkat edildi. I¢lerinde
yaklastk 1ml &rnek kalan erlenler isitici tabla iizerinden indirilerek sogumaya birakildi.
Soguduktan sonra ek hacmi ¢ift distile su ile 10 mI’ye tamamlandi. Onceden ¢ift distile su
ile 1slatilmus siizgeg kagitlar1 kullamlarak Srnekler siiziildii. Boylece ¢oken silisyum kismi
ayrilmis oldu. Hazirlanan Orpekler 15 ml’lik Falcon tiiplerinde etiketlenerek atomik
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absorbsiyon dl¢limiine hazirlandi.

3.2.3.3 Atomik Absorbsiyon Spektrofotometre Ol¢iimii

Cd analizi i¢in hazirlanan standartlar: 0.1 ppm Cd, 0.2 ppm Cd, 0.4 ppm Cd.
Cu analizi i¢in hazirlanan standartlar: 1 ppm Cu, 2 ppm Cu, 4 ppm Cu.

Standartlar ve bitki drnekleri Alev Atomik Absorbsiyon Spektrofotometre (SHIMADZU 6100
and UNICAM 929) cihazinda hava ve asetilen karisim kullamlarak analiz edildi.

Bitkilerin metal icerikleri yas agirhiklan esas alinarak hesaplandi.
Metal igerigi (mg/g)=AxH/K

A= AAS 6l¢timii sonucu (mg/1)

H= Yakilms bitki materyalinin ¢6ziildiigti hacim (lt)

K= Bitkinin yas agirhif1

3.2.4 Invitro Rejenerasyon Metodlar:

Agir metal stresine daha toleransh yeni genotipler gelistirebilmek amaciyla gen aktariminda
kullamlmak tizere, dayamkli olarak segilen pamuk genotiplerinin in vifro rejenerasyon
deneyleri yapildi. Dogrudan ve dolayli organogenez metodu kullanilda.

3.2.4.1 Dogrudan Organogenez

Dogrudan organogenez yontemi ile rejenerasyon igin denenecek olan eksplantlar (kotiledon
nodu ve siirgiin ucu) 3.2.2.2°de anlatildig gibi yetistirilen 7 giinliik bitkilerden alind1. Siirgiin
uglar1 Gould vd. (1998)’de oldugu gibi 2-3 mm olacak sekilde ¢ikarild: ve kotiledon nodlar
9-16 mm® boyutlarinda kesildi. Elde edilen eksplantlar Cizelge 3.1°de belirtilen 10 farkli
kiiltiir ortamuna dik pozisyonda yerlestirildi. Eksplantlarin bu ortamlardaki rejenerasyonu bir
ay silireyle izlendi ve kaydedildi. Bir ay sonunda kotiledon nodu ve siirgiin ucu
eksplantlarindan rejenere olan pamuk bitkicikleri B.B.D igermeyen MS besiyerine aktarildi.
B.B.D icermeyen besiyerinde de bir ay boyunca gelisimini siirdiiren bitkiler daha sonra
otoklavianmis toprak ve kum kansimi (1:1) igeren saksilara aktarildi. Saksilara aktarilmug
bitkiciklerin in vitro ortamdaki nem kosullarimin korunmasi amaciyla saksilarin {izerleri
plastik torba ile kaplandi. Ug hafta sonra bitkiler plastik torbalar c¢ikarilarak, 3.2.2.1°de
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belirtilen dzelliklere sahip bitki biiyiitme kabinlerinde biyiitiilmeye baglandi. 5-6 ay sonunda
pamuk bitkileri koza verdi ve agilan kozalardan pamuk lifleri ve tohumlar toplanda.

3.2.4.2 Dolayh Organogenez

Dolayl: organogenez ydntemi ile rejenerasyon sistemi sartlarim olugturabilmek i¢in 3.2.2.2°de
anlatildify gibi yetistirilen bir haftalik bitkilerden alinan hipokotil ve kotiledon dokulan
kullamld:. Kotildon eksplantlar1 0.25-0.5 cm® boyutlarinda kesilerek, alt yiizeyleri besiyerine
degecek pozisyonda Cizelge 3.2°de belirtilen kiltir ortamlarina yerlestirildi. Hipkotil
eksplantlan 0.5-1 cm uvzunlugunda kesildi ve yaralanms uglar besiyerine degecek sekilde
hafifce bastirilarak kiiltiir ortamlarina yerlestirildi. Her ay sonunda olusan kalluslarnn alt
kiilttirleri yapildi, gézlemlerin kayitlar: tutuldu.

3.2.5 Protein Deneyleri

Bakir uygulanarak 21 giin boyunca yetistirilen farkli pamuk genotipi bitkilerinin agir metal
stresine karsi gosterdikleri tepkiler arasinda farklar olup olmadig: belirleyebilmek amaciyla
protein deneyleri yapildi. Agir metal verilerek yetigtirilen bitkilerin k6k dokularindan izole
edilen proteinier dogal jel iizerinde elektroforez yontemi ile ayrildi ve jeller, boyanan bakirin,
baglanmis oldugu metal baglayici proteinin varligim gosterecegi diisiiniilerek Cu boyama
szelligi bilinen karbamik asit ile boyandi.

3.2.5.1 Protein Oziitlemesi
Bitki materyalinin hazriams::

Bitkiler 6 farkh konsantrasyonda Cu (0, 10, 50, 100, 200 ve 500 uM) iceren MS basal
besiyerinde 21 giin boyunca 3.2.2.1°de belirtilen oOzelliklere ayarlanmug bitki biiyiitme
kabinlerinde yetistirildi. 21 giin sonund