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OZET

Bu ¢alismada Kursun (Pb), Kadmiyum (Cd), Arsenik (As) Krom (Cr), Nikel (Ni) ve
Bakir (Cu) agir metallerinin Salvinia natans (L) All. (su egreltisi) tiirtindeki toksik
etkileri, fizyolojik, biyokimyasal ve molekiiler parametreler yardimiyla tespit edilmistir.
Laboratuvar ortaminda uygun sartlar altinda kiiltiire alinan Salvinia natans’a farkli
konsantrasyonlarda (Ni;1- 5- 10- 20 mg L™, Cd; 0.5- 1- 4- 8 mg L, Pb;5- 10- 25- 50
mg L?, Cu;1- 5- 10- 20 mg L™, Cr;1- 5- 10- 20 mg L™ ve As;1-5-10-50 mg L) agir
metal uygulamas1 yapilmistir. Bitki 6rnekleri mikrodalga numune hazirlama cihazinda
¢Oziilmiig, orneklerdeki element konsantrasyonlart ICP-OES cihazinda belirlenmistir.
Bitkilerin biiylime oranlar1 (RGR), fotosentetik pigment miktarlart (kl a, kl b ve
karotenoid), elektrik iletkenlikleri (EC) ve lipid peroksidasyonu tayin edilmistir.
Molekiiler parametrelerden biri olan PCR tabanli ISSR (Basit Tekrarli Diziler Arasi
Polimorfizm), agir metal streslerinin bitki Ornekleri {izerinde genotoksik etkisinin

belirlenmesinde kullanilmistir.

Caligmamizda bitki 6rneklerinin maruz birakildig1 agir metal konsantrasyonlarinin artis
ile birlikte, bitkinin akiimiile ettigi metal konsantrasyonlarinin da arttig1 gézlenmistir.
Agir metallerin bitki Ornegindeki biiylime oranina etkisine bakildiginda, bitkiye
uygulanan agir metal konsantrasyonlari arttik¢a biiyliime oraninda belirgin bir diizeyde
diisiis oldugu gozlenmistir. Fotosentetik pigment miktarma etkisine bakildiginda
uygulama konsantrasyonu arttik¢a kI a, kl b ve karotenoid miktarlarinda Onemli
derecede diisiis oldugu tayin edilmistir. Lipid peroksidasyonu i¢in ise maruziyet

konsantrasyonunun artisi ile birlikte bitkide belirlenen MDA miktari strese bagli olarak
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artis gostermistir. Genetik iliski dendogrami incelendiginde Salvinia natans bitkisinin
agir metal akiimiilasyonu sonucunda genomik degisikligin en fazla Cr da oldugu
goriliirken, en az genomik degisimin ise As akiimiile eden bitki o6rneklerinde oldugu

gozlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Agir Metal, Salvinia natans, Stres, Fotosentez, Genotoksisite,
RAPD

Tez Damismani: Dog. Dr. Zeliha LEBLEBICI

Sayfa Adedi: 97
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ABSTRACT

In this study, Lead (Pb), cadmium (Cd), arsenic (As) chromium (Cr), nickel (Ni) and
copper (Cu) toxic effects have been determined of Salvinia natans (L) All. (water fern)

species, with the help of physiological, biochemical and molecular parameters.

Salvinia natans, cultured under appropriate conditions in a laboratory environment,
heavy metal application was applied in different concentrations (Ni; 1- 5-10- 20 mg L™,
Cd; 0.5-1- 4-8 mg L™, Pb; 5-10- 25- 50 mg L™, Cu;1- 5- 10- 20 mg L™, Cr;1- 5- 10- 20
mg L™* and As; 1-5-10-50 mg L™). Plant samples were dissolved in the microwave
sample preparation device, and the concentration of elements on the samples were
determined by using the ICP-OES instrument. Growth rates (RGR), photosynthetic
pigment quantities (kl a, kI b and carotenoid), electrical conductivities (EC) and lipid
peroxidation of plants were determined. A PCR-based ISSR (Inter Simple Sequence
Repeat) , one of the molecular parameters, was used to determine the genotoxic effect of

heavy metal stress on plant samples.

It was observed that the accumulation of the heavy metals in the plant increased as the
concentration of heavy metals increased. When the effects of heavy metals on the
growth rate of the plant were examined, it was observed that there was a significant
decrease with increasing heavy metal concentrations. When the amount of
photosynthetic pigment was examined, it was determined that there was a significant
decrease in the amounts of kl a, kl b and carotenoid as concentrations increased. In
terms of lipid peroxidation, the amount of MDA increased as the concentration levels
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increased, depending on the stress. When the genetic relationship dendrograms were
examined, it was observed that the genomic variation of Salvinia natans was highest in
Cr as a result of heavy metal accumulation, while at least genomic variation was

observed in As samples.

Keywords: Heavy metal, Salvinia natans, Stress, Photosynthesis, Genotoxicity,
RAPD

Thesis Supervisor: Assoc Prof. Dr. Zeliha LEBLEBICI

Page Number: 97
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1.BOLUM
GIRIS

Diinya yiizeyinin yaklasik %71’ini kaplayan su, biitiin canlilar i¢in hayati bir 6neme
sahiptir. Son yillarda diinyada ki hizli niifus artigina baglh olarak artan endiistriyel ve
tarimsal faaliyetlerin sonucunda da; toprak hava, ve su gibi dogal kaynaklar kirlenmis,
temiz su kaynaklarinda ciddi bir azalma meydana gelmistir. Gilinimiizde sanayi ve
teknolojinin geliserek insanoglunun daha iyi yasam kosullarina kavugmasi ile birlikte,
yapilan arastirmalara gore bugiin ki kosullarin degismeden devam etmesi durumunda,

diinyadaki temiz ve kullanilabilir su kaynaklarinin tiikenecegini gostermistir.[1-2]

Ozellikle agir metal endiistri faaliyetlerinin artmasi sonucunda, dogal dongii ile birlikte
atmosfer, toprak ve suyun kirlenmesi, evrensel atik sularin dogaya karismasi, denize
dokiilen kati atitk ve petrollerin tiirevlerinin artmasi gibi bir¢ok ornek, ekosistem
dengesinin bozuldugunun kanitidir. Gelecekte su yoklugunun, toprak ve c¢evre
kirliliginin oniine ge¢mek, doganin dengesini korumak i¢in gerekli aritimlarin verimli

bir sekilde yapilmasi gerekmektedir.

Agir metal iyonlarim1 iceren atik sularin etkili bir sekilde aritimi; isletmenin
kapasitesine, atik suyun debisi ve 6zelliklerine, isletmedeki aritma tesisi ve kullanilan
yontemlere baglidir. Ekonomik ve pratik olmayan geleneksel artim yontemleri birgok
canlt i¢in toksik olan metal kirliligini kabul edilebilir sevilerde azaltmak igin
kullanilmaktadir [3]. Agir metallerle kirlenmis sularin iyilestirilmesinde (remediasyon)
kullanilan ¢oktiirme, buharlastirma, iyon degisimi ve membran yardimi ile ayirma gibi
yontemlerin pahali olmasi1 bu alanda kullanilacak alternatif ¢oziim arayisina neden

olmaktadir [4].

Geleneksel miihendislik yontemlerinin pahali olmasi nedeniyle mevcut remediasyon
yontemleri yerine diisiik maliyetli ve ¢evre dostu olan fitoremediasyon teknigi iizerine
caligmalar artis gOstermistir [5-6]. Toprak {istii organlarinda topraktaki agir metal
konsantrasyonundan 50 ila 500 kat daha fazla metal biriktirebilen bitkiler
hiperakiimiilator bitkiler olarak isimlendirilmektedirler [7]. Hiperakiimiilator bitkiler
agir metalleri herhangi bir toksisite semptomu gostermeden toprak {istii organlarinda

diger bitki tiirlerine gore 100 ila 1000 kat daha fazla biriktirebilmektedirler[8].
1



Bu alanda yapilan galismalara gore bazi bitki tiirleri, baz1 agir metalleri daha yiiksek
konsantrasyonlarda biriktirebilme 6zelligine sahiptirler. Ornegin; hidrofitlerden Salvinia
natans (L.) ALL. civa i¢in, Spirodella polyrhiza ¢inko igin iyi birer indikator bitki
ozelligindedirler.[9]. Bunun yani sira, Ceratophyllum demersum L. gibi baz tiirlerin Cu,
Cr, Fe, Mn, Cd ve Pb gibi agir metalleri biriktirebildikleri arastirmalarla belirlenmistir
[10]. Arastirmalar sonunuda, bir ¢ok hiperakiimiilator bitki tiriiniin fitoremediasyon
yetenegi diisiik biyokiitle, yavas biiylime hiz1 ve genellikle belirli bir habitatla siki bir
iliski nedeniyle smirlanmaktadir [11]. Yapilan arastirmalar nedeniyle agir metal
toleransi, hizli biiyiime orani ve derin kok sistemi vb fitoremediasyon igin gerekli
ozellikleri biinyelerinde barindiran bitki tiirlerinin  gelistirilmesi  gerekmektedir.
Gelismis biiylime karakteristikleri ve yiiksek seviyede metal biriktirme kapasitesinin
birlestirilmesi ile agir metal alinimi, toleransinin ve translokasyonun gelistirilmesi i¢in
yapilan genetik diizenlemelerdeki ilerlemeler transjenik yaklagimlarin bir¢ok bitki
tiirlinde gergeklestirilmesine olanak saglamistir [12]. Mobilizasyon ve topraktan metal
iyonlarinin  alinimi, metal-ligand komplekslerinin  olusumu ve vakuollerde
detoksifikasyon, simplastik veya apoplastik yol ile gdévde dokusuna translokasyon,
hiicrelerde alikonma ve agir metallerin metabolik agidan daha az aktif hiicrelere

aktarilmasi ile iligkili islevler genetik degisikliklerin hedefini olusturmaktadir [13].

Bu calisma, bitkilerde hiperakiimiilasyonu saglayan molekiiler ve genetik
mekanizmalarin belirlenmesi, fitoremediasyon potansiyeline sahip bitki tiirlerinin
gelistirilmesine olanak saglayacaktir. Bu c¢alismada kullanilacak olan Salvinia natans
bitkisi agir metal akiimiilasyon yetenegine sahip olmasi nedeni ile, fitoremediasyon i¢in
aday genlerin genomik teknolojileri ile arastirilmasi sonucunda elde edilecek veriler
sayesinde, bitki tiirlerindekii agir metal metabolizmasi ve metallerle kirlenmis olan
bolgelerin iyilestirilmesi i¢in yeni bitki tiirlerinin gelistirilmesi ¢alismalar1 agisindan,

onemli olacaktir.



2.BOLUM
GENEL BIiLGILER

2.1.Agir Metaller Hakkinda Genel Bilgi

“Agir metal” terimi yaklasik olarak 60 yildir bilim adamlari tarafindan kullanilmakta ve
farkli tanimlari yapilmaktadir. 1964 yilinda 7 g/em® ten fazla element yogunlugu
gosteren, 1987 yillarinda 4 g/em®ten fazla yogunlugu olan, 1992°de yillarinda
yogunlugu 5 g/cm3’ten fazla olan ve metalik 6zellik gosteren, 1995°de ise yogunlugu 6
glem®ten bliylik olan ve metalik Ozellik gosteren elementler agir metal olarak
siniflandirmiglardir. Bazi bilim adamlar1 ise agir metalleri atom agirliklarina, atomik
numaralarina, diger kimyasal ve toksik Ozelliklerine gore siniflandirmiglardir. Kimya
tizerine yetkili kurumlardan biri olan ve periyodik cetvel sistemini elinde bulunduran
Uluslararasi Saf ve Uygulamali Kimya Birligi (IUPAC) raporlarinda agir metal ile ilgili
bir bilgi bulunmamaktadir (Duffus,2002). Biyoloji literatiiriinde, farkli arastiricilar
arasinda tam bir goriis birligi yoktur. Baz1 biyologlar agir metaller i¢in; iz element,

semi-metalik element (metalloid) bazilar1 ise “hafif metal” terimlerini kullanmislardir.

Agir metal elementlerinin bulundugu grubun igerisine krom, kobalt, civa, kadminyum,
bakir, demir, nikel, arsenik, kursun, ¢inko vs. metaller bulunmaktadir. Bu elementler
yapilar1 nedeniyle dogada genellikle silikat, siilfiir ve karbonat halinde stabil bilesik

olarak veya silikatlar icinde bagl olarak bulunurlar.

Ekosistemde bulunan As, Hg, Pb, Cu, Cr vb agir metal olarak isimlendirilen bu
elementlerin belli bir doza kadar canli yasami i¢in bulunmasi gerekmektedir. Agir metal
elementlerinin deniz sularindaki konsantrasyonlari1 1 ppm’den diisiiktir [14]. Yer
kabugunun dogal bilesenlerini olusturan bu metallerin, maden yataklarinin tasinmasi,
erozyon, riizgar, jeolojik faaliyetler ve orman yanginlar1 gibi dogal olaylar sonucu ile
endiistriyel desarjlar ve ¢Op depo alanlarindaki sizintilar gibi gesitli aktiviteler
sonucunda ekosistemdeki derisimlerinde artiglar meydana gelmistir. Dogada bulunan
agir metallerin kaynaklar1 genel olarak maden isletmeleri (demir, ¢inko, bakir, glimiis,
kursun, krom, altin ve uranyum elementlerinin elde edilmesine yonelik siiregler

sonucunda), metal endiistrileri (¢inko, bakir, demir-gelik, krom vb) ve diger metal



kaplama, matbaacilik, tekstil, kursun batarya, seramik, fotografcilik, elektrik-

elektronik, deri, boya ve otomotiv endiistrilerinin atiklarindan kaynaklanmaktadir [16].

Dogada bulunan bu metaller endiistride yaygin olarak kullanilmaktadir ve endiistriyel
atiklardan dolay1 belli bir miktar: besin zincirine aktarilmaktadir. Agir metallerin toksik
ozellikleri nedeniyle ekosistemi kirletme etkileri, insan ve hayvan sagligi ve iiriin

tiretimi tizerinde onemli bir tehdid unsurudur [17].
2.1.1.Cinko (Zn)

Cinko, mavimsi agik gri renkte, kirilgan bir yapida olan dogada yer alan metaller
arasinda 23. Sirada yer almaktadir. Endiistride kagit, ilag ve boya sanayilerinde, dis
tedavi dolgu ham maddesi olarak, otomotiv endiistrisinde dokiim kaliplarinda

kullanilmaktadir. Diger agir metallere oranla daha az zehirlidir [8].

Insanlar, bitkiler ve hayvanlar icin mutlak gerekli bir mikro elementtir. Toprak
igeriginde fazla miktarda bulunan ¢inko elementi, bitkilerde ve mikroorganizmalarda
zehir etkisi yapmaktadir. Insanlarda, besin maddeleri ve diger yollarla (dis dolgusu vb. )
cok miktarda ¢inko alinmasi durumunda kronik ¢inko zehirlenmesi olayma

rastlanmigtir.

Cinko, bitki metabolizmasi i¢in gerekli olup, protein, karbonhidrat, RNA olusumu,
fosfat, membran gec¢irimliliginde rol oynamaktadir. Ayrica bakteri ve mantarlarin yol
actiklar1 bazi hastaliklara karsi koruyucu etkileri vardir [20]. Kirlenmemis topraklarin
cinko icerigi 10-80 mg/kg degerleri arasinda degismektedir. Cesitli yollarla ¢inko ile
zenginlesmis topraklarda bu deger 5000 mg/kg a kadar c¢ikmaktadir. Cinko (Zn)
genellikle bitkiler tarafindan Zn*?, olasilikla ZnOH' ve ¢Ozlinmiis organik Zn-

kompleksleri seklinde biinyelerine alinmaktadirlar [21].

Cinko toksisitesi bitkilerde hiicre bdliinmesine zarar verir. Bunu sonucunda ise
meristematik kok hiicrelerinin ¢ekirdeginin hasarli olmasina sebep olur [18]. Yiiksek
konsantrasyonda ¢inko bitkilerde, k6k uzunlugunda ve klorofil miktarlarida azalmalara
sebep olur [22]. Ayrica bitki gelisimini engelleyerek boyca kiiciikk kalmasini, tohum
sayisint Ve tohum agirligini etkiler bunun yani sira aygiceginde ¢oziilebilir proteinleri

azaltir [20].



2.1.2. Kursun (Pb)

Ozel bir kokusu ve tadi olmayan mavimsi gri renkli bir metaldir. Insan faaliyetleri ile
ekolojik sistemde Onemli kontaminasyonlara neden olmaktadir. Kursun elementi
atmosfere bilesik ve metal olarak yayildigi her durumda zehir etkisi tasimasindan dolay:
cevresel kirlilige sebep olamaktadir. Diinya Saglik Orgiitii siralamasina goére Pb

elementi 2.sin1f kanserojen grupta yer almaktadir [16].

Kursun elementinin kullanim1 M.O. 3000 yillarinda Siimerler’in ilk kursundan heykel
yapimlarina kadar eski tarihlere uzanmaktadir. Romalilar ise kursunu su borularinin
yapiminda ve saraplarin lezzetlenmesi i¢in kursun kaplarin yapiminda kullanmislardir.
Kursunun kullanim yerlerinin sonucunda ise insanlarsa kronik kursun zehirlenmeleri
gorilmiistiir [23-27]. Su dagitim borularinda kullanilan kursun metali suya karigarak

tiim canlilar igin bir ¢ok saglik problemlerinin ortaya ¢ikmasina sebep olmustur.

Gilinitimiizde endiistriyel faaliyetlerin artmasi sonucunda ¢evreye onemli oranda yayilan
Pb ekolojik sisteme 6nemli derecede zarar vermektedir. Pil, lehim, boya, mermi, insaat
sektorti, akii, elektrik ve petrol sanayine ait atiklar, endiistri kuruluglarinin bacalarindan
ve tasitlarin egzozlarindan ¢ikan dumanlar ile pestisit kullanimi gibi faaliyetler ile
atmosfer ve toprak ekosistemine kontamine olabilmektedir [28]. Ekosisteme dahil olan
Pb, Cu, Zn gibi agir metaller bulunduklar1 ortamda birikerek yiiksek konsantrasyonlara

ulagmakta, ayrica besin zinciri ile taginarak canli yasamini tehdit etmektedirler.

Kursun, bitkiler igin mutlak gerekli olmayip, toprakta 15-40 ppm dozunda
bulunmaktadir. Topraktaki kursun konsantrasyonunun 150 ppm’i asmadig: siirece bitki,
hayvan ve insan sagligi acisindan bir tehlikesi olmamaktadir. 300 ppm’i astiginda ise

potansiyel olarak insan saglig1 agisindan tehlike olusturmaktadir [29].
2.1.3. Nikel (Ni)

Nikel sert, parlak giimiisiimsii renkte olan, yer kabugunda dogal olarak bulunan 24.
elementtir. Klor, kiikiirt ve oksijenle yapmis oldugu bilesiklerde genellikle suda kolay
¢oziiniir ve karakteristik olarak yesil renktedir. Sulu ortamlarda Ni*? halinde

bulunmaktadir [31].



Nikel (Ni), giiniimiizde bazi hayvanlar i¢in mutlak gerekli elementlerden biri olarak
goriliirken, bitkiler ve mikroorganizmalar igin diisiik konsantrasyonda bulunmasi

durumunda olumlu bir etkisi oldugu diisiiniilmektedir [21].

Nikel elementinin tarim topraklarindaki konsantrasyonu genellikle ¢ok azdir. Fakat,
serpantin gibi ultra bazik piiskiiriik kayaglarin oldugu topraklarda Ni konsantrasyonlari
100-5000 mg Ni/kg arasinda degisim gostermektedir [32]. Nikelin kullanim alanlari ise;
petrol, komiir, ¢elik, alagim tiretiminde, elektronik endiistrisi, ugak ve gemi endiistrisi,
motorlu araglar ve parcalaridir. Toprakta nikel elementinin kritik toksik diizeyi 100
mg/kg, duyarl bitkilerde >10 pg/ g, kuru madde ve orta diizeyde duyarl olan bitkilerde
ise >50 pg/ g kuru maddedir [33].

Nikel elementinin bitki tiirleri i¢in diisiikk konsantrasyonda yararli oldugu diistiniiliirken,
yilksek konsantrasyonlarda toksisteye neden oldugu arastirmalar sonucunda
belirlenmistir. Ni, bitki tiirlerinin kokleri tarafindan kolaylikla absorbe edilebildiginden
dolay1 belirli bir konsantrasyondan sonra bitkilerin biiyiimelerinde toksisteye neden
olmaktadir. Nikel elementinin yliksek konsantrasyonu bitkilerde, ¢imlenme
asamasindan baslayarak, bitkilerin biliylime ve gelismesi asamalarinda toksik etkilere

neden olur [34].
2.1.4. Bakir (Cu)

Dogada genis bir yayilis gosteren temel bir element olan bakir, glinlimiizde endiistriyel
bir oneme sahiptir. Elektrik ve elektronik sanayi, boya sanayi, otomotiv sanayi ve ¢esitli
alasimlarda, ¢esitli siis esya yapiminda ve dekoratif kaplamada, altin alasimlarda
kullanilmaktadir. Canlilardaki fizyolojik etkinliklerin devam etmesi i¢in mutlaka gerekli
olan bakir elementi, proteinlerin gérevlerinde rol oynamakta ve viicuttaki tiim kimyasal
tepkimelerde katalizor gorevi yapmaktadir [30]. Yerkabugunun karasal kisminda

ortalama bakir igerigi 35 mg/kg diizeyindedir.

Bakir fazlaliginda bitkilerde ve hayvanlarda (daha ¢ok koyunlarda) bakir toksisitesi
ortaya ¢ikmaktadir [21]. Insanlarda normal beslenme disinda bulasma ve baska yollar
ile alinan bakir elementi viicutta toksik etkilere neden olmaktadir. Viicutta gereginden
fazla bulunan bakir Wilson hastaligina neden olmaktadir. Daha ¢ok 6 ila 20 yaslar

arasinda goriilen bu hastaligin belirtileri arasinda, sinir sistemi bozuklugu, gézlerde renk
6



halkast olugumu, karaciger sirozu sayilabilir. Bunun yani sira ince bagirsakta bakir
absorpsiyonuyla birlikte karaciger, bobrek be beyinde birikim yaparak viicutta bir takim
bozukluklara neden olmaktadir [30].

Bakir elementinin bitki fizyolojisine etkileri ile ilgili oldukga fazla arastirma yapilmistir.
Bitkilerde DNA’nin hasar gormesi sonucunda fotosentez isleminde bozulmalar,
yapraklarin renginde koyulasmalar, dokularda hasar, koklerde kisalma ve incelme gibi

bozulmalar goriilmiistiir [35].
2.1.5. Kadmiyum (Cd)

Kadmiyum elementinin dogada tek basina yer aldigi bir minerali yoktur ve Cd metali
dogada bulunan en tehlikeli agir metallerdendir. Canli organizmalar igin toksik
ozelliktedir. Cevreye endiistriye kullanimlar, kat1 atiklar ve insan faaliyetleri sonucu
salinmaktadir [36]. Kadmiyum metalinin bitki-toprak sisteminde yiiksek hareket
edebilme 6zelligine sahip olmasi nedeniyle besin zincirine kolaylikla dahil olabilmesini
saglar. Bu nedenle kadmiyum bitki, hayvan ve insan sagligi agisindan tehlike

olusturmaktadir [37].

Kadmiyum elementinin dogaya girisi genellikle miirekkep ve boyalarda pigment
maddesi olarak (%21), PVC olmak iizere plastik maddelerin stabilize edilmesinde
(%15), alasimlarda (%?7,5), Ni-Cd pillerinde (%3), fungisitlerde ve cesitli elektrik
malzemelerinde (%8,5 oraninda) kullanilmasidir [36]. Kadmiyum metalinin tarim
topraklarina girisi ve yayilmasin da ise fosforlu giibreler, endiistriyel faaliyetler ve
lagim atiklar1 etkilidir [37]. Toprakta 3 mg/kg kadmiyum toksik etkiye neden olurken,
bitki kuru maddesinde 1 mg/kg kadmiyum toksik etkiye neden olur [33].

Bitkilerde kadmiyum stresi su ve iyon alinimini azaltmaktadir. Bunun en 6nemli nedeni
kadmiyumun bitkilerde kok biiylime ve gelisimini engellemesidir. Bunun yani sira
kadmiyum stresi altinda bulunan bitkilerde stomalarin kapanmasi1 nedeniyle

transpirasyonla su kayb1 azalmakta ve kadmiyum tasinmasi engellenmektedir [38].

Insanlarda kadmiyum toksisitesinde en ¢ok etkilenen organ bdbrekler olup,
kardiyovaskiiler hastaliklar, hipertansiyon ve en dnemlisi kansere yol acabilmektedirler.

Kadmiyumun sebep oldugu en iyi bilinen hastalik Japonya’da goriilen ve endemik olan
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Itai-itai hastaligidir. Kadinlarda sik gozlenen bu hastalik, kemiklerde anormalliklere
sebep olmaktadir [36].

2.1.6. Krom (Cr)

Krom diinyada en ¢ok bulunan yedinci elementtir [39]. Bitkiler i¢in mutlak gerekli
olmayan ancak insan ve hayvanlar i¢in mutlak gerekli olan elementtir. Cr (III) (ii¢
degerlikli krom) ozellikle glikoz metabolizmasinda insiilin etkisini tesvik ederek
“Glikoz tolerans faktorii” olarak gorev almaktadir. Bunun yani sira krom, protein ve
niikleik asit yapisini stabilize etmekte ve bazi enzimleri aktive etmektedir [21].
Insanlarda Cr (IV), deride alerjik dermatit etkilere neden olabilmektedir. Ayrica
solunum yolu ile alinan krom tozlari, farenjit ve bronsite neden olurlar. Yiiksek
konsantrasyonda Cr (IV)’ya maruz kalindiginda ise kansere sebep olabilmektedirler
(34). Krom elementinin kanserojen etkisi Diinya Saglik Orgiitii ve EPA tarafindan

saptanmistir.

Krom, fotografcilik, paslanmaz celik iiretiminde, boya sanayinde, metaliirji

endiistrisinde, dericilik islemelerinde, cam ve seramik malzemelerde kullanilmaktadir.

Bitkiler i¢in toksik etkilere neden olan krom metali, membran zarlarinda, organellerde
yapisal degisikliklere, metabolik aktivitede bozulmalara ve biiyiimede inhibisyona
neden olmaktadir [39]. Bitkilerin gen¢ yapraklarinda klorosis ve kok gelisiminde

dengesizliklere yol agmaktadir [40].
2.1.7. Arsenik (As)

Arsenik, metal ve ametal arsinda bir 6zellige sahip olan elementtir. Hizli niifus artigina
bagl olarak, igme ve yeralt1 sularinda arsenik kirlenmesi diinya ¢apinda 6nemli bir

sorun olarak ¢evre ve insan sagligini ciddi bir sekilde tehdit etmektedir.

Arsenik diisiik konsantrasyonlarda dahi maruz kalindiginda sistein iceren proteinlerce
zengin olan tirnak, sa¢ ve ciltte birikim saglamaktadir. Kronik olarak birikme ise
akcigerde olmaktadir. Ayrica plasentay1 kolayca gecerek fetusta birikebilir. Arsenik
canllar igin toksik 6zelliktedir. Diinya Saglik Orgiitii tarafindan toksik etkiye neden
olan arsenik i¢in igme sularinda izin verilen maksimum limit 10 pg/L olarak

belirlenmistir. Arsenige maruz kalinmasi sonucunda sinir sistemi bozuklugu, ciltte
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timor gelisimi gosterebilen pullanma ve renk degisikligi, yag dokusunda bozulma,
kansizlik, tirnaklarda tipik ¢izgi belirmesi gibi hastaliklar ortaya ¢ikmaktadir. Bunu yan1
sira uzun siire maruz kalinmasi durumunda potansiyel olarak deri, mesane, akciger ve

bobrek kanserleri gibi ciddi hastaliklar ortaya ¢ikmaktadir.

Sonug olarak, arsenik elementine maruziyet glindelik yagsamda 6nemli bir ¢evre sorunu
olmakla, siirekli bir etkilesim s6z konusudur. Arsenige fazlaca maruz kalindiginda akut
etkilesimi rahatlikla fark edilebilir ve kaynagi ortadan kaldirilabilir. Fakat 6nemli olan
sorun ise diisilk dozda arsenige maruz kalinma, is isten gegmeden kanser gibi 6nemli

saglik sorunlarinin ortaya ¢ikmadan fark edilebilmesidir.

Arsenik, yer yiiziinde dogal olarak bulunmasinin yaninda, erozyon araciligiyla su
kaynaklarinm1 kirletebilen, boya, metal, sabun, ilag gibi endiistriyel iirlinlerin {iretim

proseslerinin yan tiriinii olarak dogaya karisan bir agir metaldir [41].
2.1.8. Agir Metallerin Cesitli Etkileri

Agir metaller, metabolik reaksiyonlar1 yavaglatmakla birlikte canli organizmalarda agir1
derecede zehir etkisi yaparlar. Diinyada, endiistriyel gelismelere bagl olarak zehirli agir

metaller ve boyar maddelerle ¢evre kirliligi artmaktadir [9].

Yasam sagladigimiz ortama su, hava ve insan faaliyetleri sonucunda iiretilen bir¢ok
kimyasal madde ve iiretilen iiriinler araciligiyla ekosisteme gecen agir metaller solunum
yolu, yutma, ciltten emilme yollar1 ile viicudumuza girerler. Agir metallerin
viicudumuza giris hizi, agir metalleri viicudumuzdan disar1 atma hizindan yiiksekse,
zaman iginde viicudumuzda birikim yaparlar. Agir metallere maruz kalma konusu yeni
konu degildir. Roma imparatorlugunun ¢okiisiine, kursun kaplarin i¢inde saklana sarap

ve diger liziim igeceklerinin biiyiik katkilarinin oldugu tarihgiler tarafindan belirtilmistir.

Hizli niifus artisina bagl olarak artan endiistriyel iretimde agir metallerin genis
alanlardaki kullanimi sebebiyle, insanlarin agir metallere maruz kalma oranmi son 50
yilda ciddi bir artig gostermistir [10]. Agir metaller giiniimiizde diinyadaki hizli artis
endistriyel gelisimden dolay1 ekosisteme bir¢cok kaynaktan dahil olmaktadir (Tablo
2.1).



Tablo 2. 1. Agir metallerin ekosisteme dahil olma kaynaklari [43]

A-Metal isletmeciligi ve Eritmeden Gelenler

Maden islemlerinden ¢evreye riizgarla yayilan (Cd, Hg, Pb, As)

Metallerin eritilmesinden (As, Cd, Hg, Pb, Sh, Se)

Demir ve ¢elik endiistrisinden (Zn, Cu, Ni, Cr, Cd)

Metal isletmeciliginden (Zn, Cu, Ni, Cr, Cd)

B- Endiistri

Plastikler (Co, Cr, Cd, Hg)

Tekstil (Zn, Al, Ti, Sn)

Ev aletleri yapimindan (Cu, Ni, Cd, Zn, Sb)

Agag isletmeciligi (Cu, Cr, As)

Rafineri (Pb, Ni, Cr)

C-Havadaki Partikiil ve Dumanlar

Sehir, fabrika vs. (Cd, Cu, Pb, Sn, Hg, V)

Metal isletmeciligi (As, Cd, Cr, Cu, Mn, Ni, Pb, Sb, Ti, Zn)

Tasitlardan (No, Pb, V, Cd)

Fosil yakitlardan (As, Pb, Sb, Se, U, V, Zn, Cd)

D- Tarim

Giibreler (As, Cd, Mn, U, V, Zn)

Hayvansal Giibreler (As, Cu, Mn, Zn)

Kirecler (As, Pb)

Pestisidler (Cu, Mn, Zn)

Sulama (Cd, Pb, Zn)

Metal asinmasi (Fe, Pb, Zn)

E- Atiklar

Lagim (Cd, Cr, Cu, Hg, Mn, Mo, Ni, Pb, V, Zn)

Kazma ve delmeler (As, Cd, Fe, Pb)

Kiiller (Cu, Pb)
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2.1.9. Agir Metallerin Bitkilerdeki Islevi ve Etkileri

Besin zinciri ve biyolojik dongiiniin temel basamagi konumunda olan bitkilerin
yasamlar1 i¢in biinyelerinde mutlak bulunmasi gereken elementlere, “bitki besin
elementleri” denilmektedir. Bitki dokularmin analizlerine bakildiginda ekosistemde
bulunan bir¢ok elementi yapisinda gérmek miimkiindiir. Bitkilerin yetisme ortaminda
yarayisli formlarda bulunan besin elementlerinin konsantrasyonlarinda artislar meydana
geldikge, bitkilerin biinyelerine pasif yollarla gegen bazi agir metaller, bitki tiirleri
tarafindan biinyelerine alinarak besin zincirine dahil olmaktadirlar. Bitki yasamlar igin
gerekli olsun ya da olmasin diisiik konsantrasyonda da olsa bilinyelerine aldiklar1 agir
metaller belirli oranlarda konsantrasyonlara ulastiklari zaman toksik etkiye neden
olmaktadirlar [10].

Bitkiler agir metal toksisitesinin {istlinden gelebilmek i¢in fizyolojik ve biyokimyasal
islevler, gen ekspresyonu, protein modifikasyonu ve metabolit igeriklerindeki
degisimlerin bir koordinasyonuna gerek duymaktadirlar [11]. Bitki hiicrelerinin en

onemli ozelligi, kendi savunmasi i¢in agir metal stresine karsi cevap olusturmasidir

[12].

Agir metal olarak adlandirilan elementlerin olusturduklar kirliligin belirtileri metalden
metale degisiklik gosterirken, bu metallerin etkileri bitki tiirleri arasinda da degisiklik
gostermektedir. Bitki tiirleri igerisinde genel olarak meydana gelen toksisite
semptomlar1 Kklorosis, negrosiz, govde, yaprak ve kok kisimlarida deformasyonlar,
tohumun ¢imlenmesi, cikis, fide biiyiime ve gelisim, bitkide biiylime ve gelismede
gerilikleri biyomas tiretiminin diismesi, ¢icek ve meyve tutumunda azalma, verimde
diisme ve iriin kalitesinde bozulmalardir. Bunun yan1 sira, agir metallerin fotosentetik
aktiviteleri sekteye ugratmasi, azot dongilisii ve baglanmasinda bozulma, klorofil
miktarinda azalma, enzim sistemlerinde bozulmalar ve bitkilere mutlak gerekli olana
diger elementlerin alinimini engellemesi gibi hiicre mekanizmalarinda olumsuz etkileri

bulunmaktadir. [13,44]
2.1.10. Agir Metallerin Biyosorbisyonu

Diinyada agir metallerle kirlenmis olan alanlarin iyilestirilmesinde (remediasyon)

kullanilan geleneksel miihendislik teknikleri pahali olmaktadir [45,46]. Agir metallerin
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akut toksik etkileri nedeniyle, hem ekonomik hem de etkili ve pratik metotlarla
cevreden wuzaklastirilmalar1 veya daha az toksik formlara doniistiiriilmeleri
gerekmektedir [47]. Bu nedenle bulunan iyilestirme teknikleri yerine diisiik maliyetli ve
cevre dostu olan fitoremediasyon teknigi iizerine yapilan calismalar artis gostermistir
[48,6]. Fitoremediasyon, Kirleticileri biriktirmek veya daha az toksik hale getirmek ve
cevrenin temizlenmesi i¢in bitki kullaniminmi kapsayan onemli bir tekniktir. Diisiik
maliyetli, kendi kendini yenileyebilme, birgok agir metale uygulanabilme, ¢evreye karsi
zararsiz olmasit gibi bir¢ok avantaji vardir. Bitkiler, toprak ve kirli sularin artimi igin,

benzersiz genetik, biyokimyasal ve fizyolojik 6zellikleri nedeniyle ideal aractir [47].

Toprak tstii organlarinda toprakta bulunan metal konsantrasyonundan 50 ila 500 kat
daha fazla metal Dbiriktirebilen bitkiler, hiperakiimiilator bitkiler olarak
isimlendirilmektedir [7]. Hiperakiimiilator bitkiler agir metalleri herhangi bir toksisite
belirtisi gdstermeksizin toprak iistii organlarinda diger bitki tiirlerine gore 100 ile 1000

kat daha fazla biriktirebilmektedir [49]
Bitkisel giderim (fitoremediasyon) temelde iki kisimdir;

a) Fitoekstraksiyon; Metali akiimiile eden bitkiler kullanilir ve metalin hasat edilebilen

bitki kisimlarinda biriktirilerek alinmasi saglanmaktadir.

b) Fitostabilizasyon, Bu yontemde ise metala toleransi yiiksek olan bitkiler
kullanilmaktadir. Metale toleranst yiiksek olan bitkiler agir metallerin mobilitesini
diistirtirler. Boylece zemin sularindan veya diger dis kaynakli metallerin g¢evreye

dagilma riskleri azaltilir.

Agir metallerce zengin ortamlarda yasayabilme 6zelligi gosteren bitkiler 2 ana grupta

toplanabilir.

1. Pseudometallofitler: Hem kirlenmis hem de kirlenmemis ortamlarda yasayan
bitkilerdir.

2. Metallofitler: Yalnizca kirletilmis alanlarda yasayabilen bitkilerdir. Bitkilerin agir

metallere toleransi temelde iki temel stratejinin sonucudur.
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a) Metal Dislama: Bitkilerde metal dislamadaki olay, metal alinnmindan kagma ve
govdeye metal tasmmmasini  engelleme seklindedir. Bu olay genellikle

Pseudometallofitlerde goriiliir.

b) Metal Akiimiile Etme: Bulundugu substrattan daha yiiksek konsantrasyonlarda

element igeren bitkiler akiimiilator olarak isimlendirilirler [50].

Biyoalinabilirlik, metalin topraktaki oranina, mobilitesine ve fraksiyonun gore
degerlendirilebilmektedir. Metal aliniminin miktari, bitki icinde agir metal dagiliminin
nasil oldugu ve bitkide metallerin kalma siireleri 6nemlidir. Agir metallerin bulundugu
farkli formlardan dolay1 alinabilirlikleri de farklilik gostermektedir. Sularda ¢oziinebilen
ve degisebilir metallerin alinabilirlik orani yiiksektir. Bitki tiirleri sularda ¢oziinebilen
kimyasal maddelerin taginimlarini degistirebilirler, bunun sonucunda metal iyonlarinin
emilimi rizosferde ve kok cevresinde gergeklesir. Rizosferdeki pH’in, topragin
pH’indan yiikksek olmasi, metallerin ¢ozilirligini artirmakta ve bdylece kok
cevresinden metal alinimi saglanmaktadir. Bitki kokleri ayrica rizosfere ¢oziiniir
organik bilesikler salarak  metalleri komplekslestirmekte ve alinim yetenegini

artirmaktadir [47].
2.2. Molekiiler Markorler
2.2.1. Molekiiler Markor Tanimi

Molekiiler markorler, genomda bulunan herhangi bir gen bolgesi veya gen bolgesi ile
iliskili olan DNA parcalaridir. Molekiiler markorler; genetik markdrlerin, DNA tabanli
tipini olusturduklarin’dan, DNA markdrleri olarak da bilinirler. DNA markorleri farkl
genotiplere ait DNA’larin dizilis farkliligini gesitli sekillerde ortaya koyan markorlerdir.
Niikleik asit temeline dayali genetik markorlerin genom analizlerinde kullanimi birgok
arastirmact icin ihtiyag¢ duyulan bir alandir. Bu markérler kullanilarak birbirine

morfolojik olarak ¢ok benzer olan kiiltiir ¢esitleri ayrilabilir ve tanimlanabilir.

Molekiiler markor yontemi, DNA molekiiliindeki polimorfik bolgelerin belirlenmesi
prensibine dayanir. Popiilasyonda her hangi bir genin yada 6zelligin birden fazla formu

bulunuyorsa o gen veya fenotipik oOzellik polimorfik olarak kabul edilmektedir.
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Polimorfizm, amino asit dizisi, DNA dizisi, kromozomal yap1 ya da fenotipik 6zellik

varyantlar1 gibi birkag¢ diizeyde goriilebilir.

Biitiin bir genomun analiz edilebilecegi DNA’y1 elde etmek i¢in, herhangi bir kisimdan
aliman az miktardaki doku pargasi yeterli olmaktadir [51]. Bunun yani sira; DNA
markorleri  stabil olup, tim dokularda ortaya ¢ikabilirler, ¢evre kosullardan
etkilenmezler, kodominant ya da dominant 6zellikte olabilirler ve kalitimi basit ilkelere

sahiptirler [52].

Molekiiler markorler, DNA bazlarin’da olusan nokta mutasyonlari, silme (delesyonlar)
araya girme (insersiyonlar) yada tekrarlanan DNA’nin replikasyonunda olusan
hatalardan meydana gelirler ayrica noétraldirler. Cogunlukla DNA’nin kodlanmayan
kisimlarinda olusurlar. Molekiiler markdrler teorik olarak sinirsiz sayida kabul edilir,
morfolojik ve biyokimyasal markoérlerin aksine, ¢evresel faktorlerden ve bitki gelisim

evrelerinden etkilenmezler.
2.2.2. Molekiiler Markor Teknolojisinin Kullanim Alanlar:

Molekiiler markoérler; QTL (Quantitative Trait Loci) analizlerinde, genetik haritalamada
[53], Kiiltiir gesitlerinin tanimlanmasinda, genetik akrabaliklarin belirlenmesinde, yeni
gelistirilen ¢esitlerin koruma altina alinmasinda [54], tohumculukta safiyet analizlerinde,
genetik kaynagin yapisini anlamada, gen kaynaklarinin karakterizasyonunda, genetik
kaynagin tekrar organizasyonunda, duplike olan genotiplerin belirlenmesinde ve 1slah
programinda kullanilacak ebeveynlerin belirlenmelerinde kullanilirlar. Bunun yan1 sira
molekiiler markor teknolojisi, g¢esitli stres etmenleri ile iliskili genom bdlgelerinin
belirlendigi ve genom yapist hakkinda bilgi edinildigi c¢alismalarda genellikle

kullanilmaktadir.
2.2.3. Molekiiler Markorlerde Bulunmasi Gereken Ozellikler

Molekiiler markorlerde bulunmasit gereken 6zellikler asagida verilen sekilde

siralanabilir;

e Yiiksek derecede polimorfik davranis gostermeli ve farkli genotipleri ayirt

edebilmelidir.

e Biitiin dokularda gézlemlenebilmelidir.
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e Kodominant (esbaskinlik) kalitim gostermeli ve heterozigot bireyleri, homozigot
dominant bireylerden ayirt edilebilmelidir.

¢ Genomda sik¢a bulunmalidir.

e Genomda diizgiin dagilim gostermelidir.

e Segici, notr davranig gostermelidir.

e Kolay ulagim saglanmali ve uygulama maliyeti diisiik olmalidir.

e Yiiksek oranda tekrarlanabilirlik gostermelidir.

e Otomasyona uygun kolay ve hizli degerlendirme saglamalidir.

e Ayni genetik materyal iizerinde yapilan bir markor analizi her zaman ayni1

sonuglart vermelidir.
2.2.4.Molekiiler Markor Tipleri

Kullanilan teknikler bakimindan molekiiler markdrler, Hibridizasyona Dayali Markdrler
ve Polimeraz Zincir Reaksiyonuna (PCR) dayali markorler olarak iki ana gruba

ayrilabilir. Hibridizasyona dayali markorlere 6rnek olarak; RFLP (Restriction Fragment

Length Polymorphism/Sinirli  Par¢a Uzunluklar1 Polimorfizmi), PCR tabanh
markorlereérnek olarak; RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA/Rastgele
Cogaltilmis DNA  Polimorfizmi), AFLP  (Amplified Fragment Length
Polymorphism/Cogaltilmis Parca Uzunlugu Polimorfizmi), SSR (Simple Sequence
Repeat/Basit Tekrarli Diziler veya Mikrosatelitler), ISSR (Inter Simple Sequence

Repeat/Basit Tekrarli Diziler ArasiPolimorfizm) verilebilir.

Bu markor sistemlerinin disinda; SRAP (Sequence Related Amplified Polymorphism),
STS (Sequence Tagged Site), SCAR (Sequence Characterized Amplified Regions),
CAPS (Cleaved Amplified Polymorphic), ALP (Amplicon Length Polymorphism) ve
bunlara ilaveten DNA sekanslamasina dayalt SNP (Single Nucleotide Polymorphism)
markdrleri ve MP-PCR (Microsatellite Primed Polymerase Chain Reaction), AP-PCR
(Arbitrarily Primed Polymerase Chain Reaction), AS-PCR (Allele Specific Polymerase
Chain Reaction), DAF (DNA Amplification Fingerprinting) stratejileri de

polimorfizmin belirlenmesinde kullanilmaktadir.

15



Genotipler arasinda bir farklililk gostermeyen markorler, monomorfik markdrler
olarakadlandirilirlar. Ayn1 veya farkli tiirlerin bireyleri arasinda farklilik gosteren
markdrleri ise polimorfik markorler olarak adlandirilirlar ve bunlar, farkliliklart

belirledigi i¢in monomorfik olanlardan daha kullanislidirlar.

Polimorfik markdrler, homozigot ve heterozigotlar arasinda ayrimlanabilmelerine gore
kodominant veya dominant 6zellik gosterirler. Dominant markorler var ve/veya yok
olarak belirlenirken, kodominant markdrler boyut olarak farklilik gosterirler. Kurallara
bakilirsa, bir DNA markdriiniin farkli formlar1 (6rnegin jel lizerindeki farkli boyuttaki
bantlar) markor allelleri olarak isimlendirilirler. Bu durumda kodominant markdrler
farkli bir¢ok allele sahip olabilirken dominant bir markor sadece 2 allele sahip olabilir.
Sekil 2.1.’de kodominant markdorlerle homozigot ve heterozigotlar arasindaki farklilik

net olarak goriilebilmektedir. Fakat dominant markdrler bu ayrimi1 yapamamaktadir.

Codominant Dominant
PP,F 12345678 9101112 PPFE 12345678 9101112

AAaaAa AAAaAa aa Aa aa AaAA AaAA Aa aa BBEbbBb B B bbB BB bhB BB bb B

Sekil 2. 1. Kodominant Markorler ve Dominant Markdrlerin karsilastirilmasi
2.2.5. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) Tabanh Molekiiler Markorler

1980’li yillarin ortalarinda arastirmacilar tarafindan gelistirilen klonlama teknigi, dizi
analizi ve DNA haritalamas: gibi temel molekiiler biyoloji arastirmalarinda
kullanilmaya baglanmistir. PCR (polimeraz zincir reaksiyonu), DNA’nin in vitro
kosullarda enzimatik olarak sentezletilmesidir. PCR yOnteminin gelistirilmesinde
anahtar rolii Thermus aquaticus’dan elde edilen sicakliga dayanikli polimeraz enziminin
(Taq DNA polymerase) kesfi rol oynamistir. Bu enzim sayesinde hiicrede normal sartlar
altinda gergeklesebilen dogal DNA replikasyonu laboratuvar sartlar1 altinda

‘termocycler’ ad1 verilen 6zel cihazlar yardimi ile gergeklestirilmistir.
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Teknik, kiigiik miktardaki spesifik bir DNA parcasinin, bir dizi enzimatik reaksiyon
sonucu milyonlarca kez c¢ogaltilmas: esasina dayanmaktadir. Fakat gogaltilabilen
unsurlar DNA’nin tamami degil, DNA’nin istenilen veya rastgele sentezlenen bazi

bolgeleridir.

PCR yontemi, ¢ift iplikli DNA molekiiliiniin tek zincire ayristirilmasi, hedef DNA
dizilerine oligoniikleotid primerin baglanmasi ve uzamas: temeline dayanmaktadir.
Primerler, kalip DNA molekiillerini yliksek sicaklik derecelerinde denatiire ettikten
sonra, tek iplikli DNA molekiilleri iizerinde kendilerine tamamlayict olan bdlgelere
baglanirlar. Primerlerin hedef bolgelere baglanmasi, diisiik sicakliklarda gergeklesir.
Bunun yani sira reaksiyon ortaminda pH’y1 ve tuz konsantrasyonunu optimum hale
getiren tampon ¢ozelti, polimeraz enzimi, polimeraz enziminin ihtiya¢ duydugu MgCl,
ve DNA iiretiminde kullanilacak Adenin (A), Timin (T), Guanin (G), Sitozin (C)
(ANTP) niikleotidlerinden her biri yeterli miktarda bulunur. Polimeraz enzimi sayesinde
baslatict DNA, bir kalip DNA {izerine baglandiktan sonra, onu 3’ ucundan 5’ yoniine

dogru uzatmaya baslar ve kalip DNA nin aynisini iiretir.
Bir PCR’1n dongiisii 3 kisimda gerceklesir. Bunlar su sekilde siralanir;

e DNA ipliklerinin birbirinden ayrilarak ac¢ilma (Denatiirasyon),
e Primerin baglanmasi (Annealing),

e Uzama (Extention)

Once 95 °C civarmda bir sicaklik kullanimiyla kalip DNA’nm ¢ift sarmal yapisi agilir
ve DNA iplikleri birbirinde ayrilarak tek iplik haline getirilir (denatiirasyon). Sonra
primerin niikleotid igerigine bagli olarak 30-60 °C arasinda bir sicaklikta baglatici
DNA’nin kalip DNA’ya baglanmasi saglanir (baglanma). Son islem olarak 72 °C’de
Taq DNA polimeraz enzimi ortamdaki niikleik asitleri (A-G-C-T) kullanarak uygun
DNA bolgesini ¢ogaltir (uzama). Bu adimlarimn her birinde sadece 1-2 dakika kullanilir

(Sekil 2.2). Bu ii¢ adim istege bagl olarak defalarca (yaklasik 30-45 defa) tekrarlanir ve
DNA amplifikasyonu, her DNA molekiilii {stiinde istenilen bolgenin iki katina

¢ikmarilmasi islemi ile tamamlanmis olur.
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Sekil 2. 2. PCR’1n (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) Calisma Mekanizmast

PCR yontemi giiniimiizde farkli bir¢ok alanda yaygin olarak kullanilmaktadir. PCR

yonteminin baglica kullanim alanlar1 sunlardir;

e Tani ve teshis islemlerinde,

e Genetik yapisi degistirilen mikroorganizmalarin veya bitki tiirlerinin tespitinde,
e Molekiiler klonlama (DNA klonlamasi),

e DNA baz dizilimlerininin belirlenmesinde,

e Adli tip vakalari ve genetik akrabaliklerin belirlenmesinde kullanilmaktadir.

DNA dizilisi her genotipte farklilik gdsterdigi icin, ayni1 primerler kullanilsa dahi her
genotipte farkli DNA iirlinleri elde edilir ve buda farkl: iiretimler genetik markor olarak
kullanilmaktadir. Bu amacla ¢ok fazla de§isik DNA markor tipleri kullanilmakla ve
gelistirilmeyede devam edilmektedir. RAPD, AFLP, SSR ve ISSR gibi DNA markérleri

caligmalarda yaygin olarak kullanilan PCR kullanimina dayali markdrlerdir.
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2.2.6. ISSR (Inter Simple Sequence Repeat/ Basit Tekrarh Diziler Arasi

Polimorfizm)

ISSR yontemi, oOkaryotik genomlarda tekrar eden ikili, tglii, dortlii ve besli
tekrarlanabilir niikleotid birimlerinin lokustan bagimsiz bir bigimde genomda
gelisiglizel dagilimlarini temel alan fakat RAPD teknigine gore daha ¢ok duyarli ve
tekrarlanabilirligi yiiksek olan bir teknik olarak karsimiza gelmektedir [55,56].

ISSR  markoérleri  genetik  spektrumun  belirlenmesinde, genom haritalarinin
olusturulmasinda, filogenetik aragtirmalarda ve evrim biyolojisinde bir¢ok tarla

bitkisine uygulanabilen etkili bir yontemdir [57].

ISSR markdrlerinin uygulanmasi kolay, kullanimi hizli ve primerleri diger tekniklere
gore daha uzun oldugu i¢in dolayr giivenilirligi yiiksektir [58]. Calismalarda, gerekli
olan bilgileri sunan ISSR primerlerini kullanmak ekonomik agidan ucuzluk, genetik

analizlerde kolaylik ve zamandan tasarruf saglamaktadir.

ISSR markoérleri Mendel kalitimina uygun olarak dominant markdrler vermektedir [59].
Bunun yani sira kimi durumlarda homozigot ve heterozigotlugun tanimlanmasinda

kodominant markor de vermektedirler.

RAPD markérlerinin diisiik iiretkenligi, AFLP markoérlerinin yliksek maliyeti ve primer
sentezlenebilmesi i¢gin sekans bilgisinin gerekliligi ve SSR markdrleri birgok calismada
onemli kisitlamalar olusturmaktadir. ISSR markérleri bu kisitlamalarin bir ¢ogunun

istesinden gelinmesinde 6nemli bir yontemdir [55].

ISSR yontemi genetik c¢alismalarin artifi bu son zamanlarda diinya ¢apindaki bir¢ok
molekiiler genetik laboratuvarinda farkli bitki tiirleri {izeinde basarili bir sekilde
uygulanmaktadir. Ornegin; bugday [60], ¢eltik [61], arpa [62], musir [63], nohut [64],
cavdar [65] ve patates [66] gibi bitkilerde ISSR tekniginin kullanim1 artmaktadir.

2.3. Sucul Bitkilerle Yapilan Diger Agir Metal Arastirmalari

Gilinimiizde artan talep ve degisen iklim kosullarina bagli olarak, bitki
biyoteknolojisinde kuraklik, donma, tuzluluk ve agir metal kirlenmesi gibi etkenlere

karsi daha dayanikli tarim bitkilerinin yetistirilmesi {izerine ¢ok sayida c¢alisma
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yapilmaktadir. Yapilan bu ¢aligmalarin temelinde ilk olarak farkli stres faktorlerinin
farkli bitki tiirleri iizerinde olusturduklar1 genotoksisite diizeylerinin saptanmasi
yatmaktadir. Yakin zamana kadar yapilan caligmalar da stres faktorlerinin bitkiler

tizerindeki etkilerinin incelenmesi hiicresel ve fizyolojik diizeyde kalmistir.

Upadhyay ve ark. 4 farkli sucul bitkiyi 2. dereceden atik sularda yetistirmis ve agir
metal alinimlarint karsilagtirmiglardir. Caligma sonucunda da atik sulardan agir metal
uzaklastirilmasinda sucul bitkilerden yararlanilmasi gerektigi ve bu islemde sirasiyla P.
stratiotes L., A. pinnata R. Br., E. crassipes, L. minor ve S. Polyrrhiza bitiklerinin etkili

oldugu belirtilmistir.

Korner ve ark. [67] farkli amonyum ve amonyak konsantrasyonundaki evsel atik
sularda, pH'a bagh olarak L. gibba bitkisi tizerindeki toksisitesini incelemislerdir. L.
gibba'nin goéreceli biiyiime oraninda (RGR) belirli bir diizeyden sonra, yani NH3
konsantrasyonu yiikseldik¢e azaldigi, maksimum diizeye ulastiginda ise (8 mg N L-1)

bitkilerin ¢ogunun 6ldigi belirtilmistir.

Cu ve Cd ile kirlenmis sulari temizlemek i¢in yapilan baska bir calismada,
kadmiyum’'un bakir’a gore daha toksik oldugunu ve L. minor’iin bakir ve kadmiyum ile

kirlenmis sularda bitkisel giderim i¢in uygun oldugu belirtilmistir [68].

Seth ve ark. [69] S. polyrrhiza'da arsenat ve kadmiyumun toksik etkisine ve
akiimiilasyon oranina bakmislardir, sonug olarak her iki element i¢inde bitkinin yiiksek
akiimiilasyon oranma sahip oldugunu ve bitkisel giderim i¢in uygun tiir oldugunu

belirlemislerdir.

Duman ve ark. [70] S. polyrrhiza ve L. gibba'da nikel, bakir ve kadmiyumun
biyoakiimiilasyonunu incelemisler ve sonug¢ olarak metal konsantrasyonu yiikseldikce
akiimiilasyon miktarinin arttigini, her iki bitkininde Cd i¢in hiperakiimiilatér oldugunu
ve L. gibba'nin S. polyrrhiza’ya gore metal akiimiilasyonun da daha etkili oldugunu

belirlemislerdir.

Dhir ve ark. [71] Salvinia natans’da krom bakimindan zengin atik sulara maruz
birakilmas: sonucunda bitkideki fizyolojik etkinlik ve savunma potansiyelini

degerlendirmislerdir. Salvinia’nin, Cr bakimindan zengin atik suyun neden oldugu
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oksidatif stresleri azaltan fotosentetik mekanizmalarin hasar gérmesini onleyen etkili

antioksidan mekanizmalara sahip oldugu belirtilmistir.

Mohan ve ark. [72] Salvinia natans’in ckotoksikolojik arastirmalarda kadminyum
toksisitesi i¢in fito- tahlilinde kullanilabilecek potansiyel yetenegini incelemislerdir. S.
natans'in biyokimyasal degisiklikleri ve enzim aktiviteleri agisindan Cd*? 'ye duyarliligs
belirgin sekilde gozlenmistir. Bitkilerde protein, karbonhidrat ve klorofil seviyesi

azalirken ve prolin iceriginde artis belirlenmistir.

Srivastav ve ark. [73] Salvinia sp., Spirodela sp. ve Brassica juncea bitki tiirlerini
kullanarak krom ve nikel bakimindan zengin atik sularda metal iyonlarinin
aktimiilasyonlarini incelemisler ve ¢alismanin sonunda elde edilen verilere gore
akiimiilasyom oraninin kullanilan bitki tiiriine ve agir metal ¢esidine gore %56 ila 96

arasinda degistigi gozlemislerdir.

Soudek ve ark.[74], kursun (Pb), bakir (Cu), nikel (N1), kadmiyum (Cd), ¢inko (Zn),
kobalt (Co), arsenik (As) ve krom (Cr) agir metallerinin 0,01 , 0,05, 0,1, 0,5 ve 1 mM.
konsantrasyonlarinit keten (Linum usitatissimum L.) tohumlarina uygulamiglardir ve agir
metal konsantrasyon artigina paralel olarak c¢imlenen tohum sayisinda ve kok

uzunlugunda azalmalar oldugunu belirlemislerdir.

Zengin ve ark. [75], 1,5, 2, 2,5 mM konsantrasyonda kursun (Pb) ve bakir (Cu)
stresine maruz biraktiklar1 fasulye (Phaseolus vulgaris L.) fidelerinde kok, govde ve
yaprak dokularindaki gelisimleri takip etmislerdir. Her ii¢ konsantrasyonda da kursun ve
bakir stresinin fideler de kok, gévde ve yaprak biiylimesini 6nemli Olgiide azalttigi

belirlemislerdir.

Genotoksik etkilerin bitkiler tlizerindeki etkilerinin incelenmesi icin yapilan bazi
caligmalarda tek hiicre jel elektroforez yontemi, mikroniikleus analizi veya sitogenetik

analizlere dayali yontemler kullanilmastir.

Menke ve ark. [76], Arabidopsis thaliana (L.) bitkisinin kok bolgesini farkli siniflardaki
genotoksin etkisine maruz birakmiglar ve bitkide genotoksik hasar sonuzu meydana
gelen hasari tek hiicre jel elektroforez teknigi ile incelemislerdir. Sonucunda ise basarili

bir sekilde kok hiicre ¢ekirdeklerinde meydana gelen mutajenik etkiyi gostemislerdir.
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Son yillarda agir metallerin DNA {izerindeki genotoksik etkilerini belirlemek igin
molekiiler belirteclerden olan ISSR (Inter Simple Sequence Repeat/ Basit Tekrarli

Diziler Arasi Polimorfizm) yonteminden yararlanilmaktadir.

Birgok arastirmact agr metallerin DNA iizerindeki etkilerini belirlemek amaciyla RAPD
yontemi ile ¢aligmalar yapmistir [69,72]. Yapilmis olan ¢alismalar sonucuna gore agir
metal konsantrasyonlarinin artisina paralel olarak PCR iriinlerindeki polimorfizm

oranlarinin da artig gosterdirgi belirlenmistir.

Korpe ve Aras [77], pathican (Solanum melongena L.) tohumlarini farkli
konsantrasyonlar da bakir (Cu) stresine maruz birakmiglardir. RAPD analizleri
sonucunda, agir metal stresine bagli olarak meydana gelen genotoksik etkiden dolay1

bitkilerin genom profili kontrol grubuna gore farklilik gosterdigini gdzlemlemislerdir.

Ayrica artan agir metal konsantrasyonuyla birlikte kok uzunlugunda, kok kuru
agirhginda ve toplam c¢Oziinlir protein seviyelerinde azalmalar oldugunu
belirlemislerdir. Bu arastirmayla, biyoindikator olarak kullanilan organizma ile kirliligin

biyolojik etkisini kantitatif olarak belirlemislerdir.
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3.BOLUM
MATERYAL VE METOD
3.1. Materyalin Temini

Bu ¢alismada kullanilan bitkiler kiiltiir ortaminda yetistirilmistir. Kiiltiire alinan bitkiler
Istanbul Universitesi Fen Fakiiltesi laboratuvarindan temin edilmis olan Salvinia natans
(L.) (Su egreltisi) bitkisidir. Temin edilen bitkiler Nevsehir Haci Bektas Veli
Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimii laboratuvarinda bulunan
akvaryumlara koyularak su sirkiilasyonu ve gerekli havalandirma saglanarak

yetistirilmistir

3.1.1. Salvinia natans’in (L.) (Su Egreltisi) Sistematigi

Alem: Plantae

Boliim: Pteridophyta

Simnif: Polypodiopsida

Takim: Salvinales

Familya: Salvinaceae

Tiir: Salvinia natans (L.) All.

3.1.2. Salvinia natans (L.) All. ( Su Egreltisi) Bitkisinin Genel Ozellikleri

Su yiizeyinde veya su i¢inde yasayan kiiciik sucul bitkilerdir. Salviniales takiminin
Salviniaceae familyasina ait bir tyedir.. Kii¢iik su egreltilerin Salvinia natans (L.)
akarsu, gol ve batakliklarda su derinliginin fazla olamadig1 yerlerde yasarlar, ayrica
sucul peyzaj alanlar1 basta olmak iizere akvaryumlarda yaygin olarak kullanilmaktadir.
Bitkinin t¢lii yapraklarindan ikisi su ylizeyinde kalis1 saglarken lgiincii yaprak ise
degisime ugrayarak kok gorevini goriir [74]. Su disindaki yapraklarin iizerinde su
birikmesini onleyen tiiyler bulunur. Sporokarplar ¢ok kii¢lik olup iiziim salkimi seklinde

sarkarlar (Sekil 3.1).
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Sekil 3. 1. Salvinia natans (L.) (Su egreltisi)

3.2. Yontem
3.2.1. Bitki Yetistirme ve Agir Metal Uygulamasi

Calismalar i¢in laboratuvara aliman Salvinia natans bitki ornekleri, deney ortamina
hazirlamak maksadiyla, gerekli olan havaladirma ve su sirkiilasyonunun saglamak
amact nedeniyle genis akvaryumlara alinmistir. Yapilan c¢alismada her bir deney
diizenegi li¢ tekrar olacak bicimde 400 ml’lik beherlere 5’er gram bitki ornekleri
kullanilacak sekilde diizenlenmistir. 400 ml’lik beherlere hazirlanan bitkilerin biiyiitme
islemleri bitki biiyiime ¢emberi cihazi ile kontrollii sartlar altinda (23°C ve 14-saat
fotoperiyot) gergeklestirilmistir (Sekil 3.2). Bu ¢alismada nikel kloriir (NiCI,6H,0) (1-
5- 10- 20 mg L), kadmiyum kloriir (CdCly) (0.5- 1- 4- 8 mg L™), kursun kloriir (PbCl,)
(5- 10- 25- 50 mg L™), bakir kloriir (CuCl,2H,0) (1- 5- 10- 20 mg L™), krom kloriir
(CrCly) (1- 5- 10- 20 mg L) ve arsenat (As*®) ( 1-5-10-50 mg L™) tuzlar belirlenen
konsantrasyonlarda kullanilmistir. 7 glinlik agir metal maruziyetleri siiresi sonunda
biiylime ¢emberindeki bitki 6rnekleri tarim igin hassas teraziye koyulmadan once 5
dakika stiresince kurutma kagidi iizerine konulmus ve suyunu ¢ekmesi beklenmistir. Su
cekmesi islemi sonunda hassas teraziye alinan bitki orneklerinin tartimlar1 yapilmigtir.
Bu islem sonrasinda bitki orneklerindeki goreceli biiyiime oranlar1 asagida verilen

formiile gore hesaplanmistir.
RGR=[In(W2)-In(W1)]/(t2-t1)

(W1 ve W2= bitkinin ilk ve son yas agirligi (g), t1 ve t2= ilk ve son zaman) [75].
24



Sekil 3. 2. Biiyiime ¢emberindeki Salvinia natans (L.) 6rnekleri

3.2.2. Klorofil ve Karotenoid Tayini

Klorofil a, klorofil b, toplam klorofil ve karotenoid miktarlar1 Criado ve ark [78]
araciligiyla belirtilen teknige gore yapilmistir. Witham ve ark [79] araciligiyla belirlenen
teknikde segenek olarak kullanilabilir. Kullanilan bu yontemle bitkiden 0.1 gr taze
yaprak Ornegi alinarak 100 mlI’de % 80’lik aseton igerisinde Ogiitiilmesinin ardindan
filtre kagid1 yardimiyla siiziilmiistiir. Siizlintii 6rnekleri de UV spektrofotometre cihazi
ile 663 nm, 645 nm ve 480 nm klorofil absorbanslar1 6l¢iilmiistiir. Bu islemin ardindan
UV spektrofotomere ile olgiilen klorofil absorbans degerleri Witham ve ark. [79]
araciligryla belirlenen formiilde yerine koyularak agir metal uygulanan Dbitki
ornelerindeki yaprak dokularinin 0,1 grinda bulunan klorofil a, klorofil b ve toplam

klorofil miktarlar1 mg olarak hesaplanmistir. Formiiller asagida verilmistir.

25



mg kl.a/g doku= [12.7 (D663)-2.69 (D645)]. (V/1000.A)
mg kI.b/g doku= [22.9 (D645)-4.68 (D663)]. (V/1000.A)
mg KI.t/g doku= [20.2 (D480)-8.02 (D663)]. (V/1000.A)

(D: bitki ekstraktinin belirtilen dalga boyundaki optik yogunlugu, yani absorbans
degeri, V: % 80’lik asetonun son hacmi, A: ekstre edilen yaprak dokusunun g olarak

taze agirlig).

Bitki orneklerindeki karotenoid miktarlarinin tayininde, klorofil tayini i¢in hazirlanan
ekstraktin 480 nm dalga boyundaki absorbans degeri UV spektrofotometrede
Olciildiikten sonra asagida verilen formiilde yerine konularak hesaplanmistir. Netice

olarak yaprak yas agirliginin 0,1 gr’indaki karotenoid miktar1 mg olarak hesaplanmistir.
Toplam karotenoid =[4,07 x D480 - (0,0435 x kl a miktar1 + 0,367 x kl b miktar1)]

3.2.3. Lipid Peroksidasyonu Analizi (MDA)

Deney diizeneklerindeki bitki 6rneklerinden 0,5 gr alinarak, % 20°lik triklor asetik asit
(TCA) ve % 5’lik tiobarbitiirikasit (TBA) (toplam 3 ml) igerisinde homojenize
edilmistir. Homojenat, su banyosu cihaz1 yardimi ile 30 dKk siiresince 95°C’de inkiibe
edildikten sonra reaksiyonu durdurmak amaci ile buz igerisine alinmigtir. Bitki 6rnekleri
10000 rpm’de 10 dk boyunca santrifiij edilmis ve siipernatant kismi alinarak UV
spektrofotomere cihazi yardimi ile 532 nm absorbans degeri ve 600 nm deki non-

spesifik absorbans degerleri 6l¢iilmiistiir [80].

Bitki orneklerindeki lipid peroksidasyonu’nun (MDA) hesaplanmasi i¢in; 532 nm’de
Olciilen absorbans degerinden 600 nm’ de Olgiilen non spesifik absorbsiyon degeri
cikarilacak ve 1 ml ¢ozeltideki lipid peroksidasyonu miktari belirlenmistir. MDA orani
asagida verilen formiilde yerine konularak hesaplanmistir. Cikan sonuglar MDA

(nmol/gram doku) seklinde verilmistir.

MDA (nmol/g): [(A532-A600)/155X (seyreltme faktorii)] X 1000
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3.2.4. Bitkideki Agir Metal Seviyelerinin Belirlenmesi

Arastirmada kullanilacak olan malzemeler; cam, plastik ve porselen vb. diriinler
deterjanli su icerisinde 24 saat bekletildikten sonra ¢esme suyuyla yikanmistir. Daha
sonra % 20’lik HNOj igerisinde bir gece bekletilmis sonrasinda ¢ift dH,O (distile su) ile
yikanarak 60 °C’de etliiv de kurutulmasi saglanmistir. Bu arastirmada kullanilan
standartlarin ve c¢ozeltilerin hazirlanmasinda, % 65°lik (Merck reagent) Nitrik asit
kullanilmistir. Bitki kisimlariin ¢oziilmesinde HNO3 kullanilmasi olduk¢a yaygin bir
tekniktir. Bunun yani sira standartlarin ve orneklerin hazirlanmasinda ve seyreltme

isleminde ¢ift dH,O (distile su) kullanilmistir.

Bitki dokularindaki agir metal igeriklerini belirlemek amaciyla hasat edilen bitki
dokular1 dH,O (distile su) ile yikanarak ornekler 105 °C’de kurutulmustur [81]. Daha
sonra her bir denemeden elde edilen o6rnekler 0.05 g tartilip, tizerine 8 ml HNO,
eklenerek mikrodalga numune hazirlama cihazinda uygun kosullarda ¢6ziilmesi
saglandiktan sonra (Sekil 3.3) , ICP-MS cihazinda kullanilan agir metallerin miktarlar

belirlenmistir (Sekil 3.4) [81].

\ i

Sekil 3.3. Mikrodalga numune hazirlama cihazi
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Sekil 3.4. Bitki 6rneklerindeki agir metal igeriklerini belirlemede kullanilan ICP-MS
cihaz1

3.2.5. DNA analizleri

DNA izolasyonu CTAB protokoliine [82], gore yapilmistir. Her genotipten izole edilen
DNA’nin miktari; izole edilen DNA’lar ile gesitli DNA agirlik standartlarinin % 0.8
konsantrasyondaki agaroz jelde karsilagtirilmasi ile tahmini olarak belirlenmistir. PCR
analizleri i¢in her genotipin DNA’s1 seyreltme yontemiyle Sng/ul konsantrasyona
getirilmistir. Caligmada kullanilacak olan ISSR primerlerinin sentezi hizmet alimi ile

yapilmustir.

25 ul’lik PCR reaksiyon bilesenleri;

10,5 uL dH20

2,5 uL 10X PCR tamponu
2 uL dNTP (40 mM)

4 uL MgCI; (4 mM)

1 uL primer (10 pmol)
4 uL Taq DNA Polimeraz (5 U/uL)
1 uL kalip DNA

PCR sartlar biitiin ISSR primerleri i¢in ayn1 olacaktir.

PCR amplifikasyonu i¢in PCR makine programi;

28



1 dongii 94°C de 2 dakika 6n denatiirasyon
45 dongii 94°C de 1 dakika (denatiirasyon)

X°C (primer baglanma sicaklig1) 1 dakika
72°C’de 2 dakika (uzama)
1 dongii 72°C de 10 dakika (son uzama)

3.2.6. Elektroforez

PCR firiinleri %2’lik agaroz iceren jel lizerinde 80 mA elektrik uygulanarak, marker
varliginda elektroforez uygulamalari ile 2 saat yiiriitiilerek goriintiilenmistir. Goriintiiler
tiff uzantil formatta kaydedilerek analiz edilmistir. Analizler i¢in Gel] programi
kullanilmistir. Programa yiiklenen fotograf dosyalar1 iizerinde marker ve PCR
tirlinlerinin bant profilleri otomatik olarak belirlenmistir ve bantlar kontrol edilerek
diizenlenmigtir. Her primerden her genotip icin elde edilecek DNA bantlari, 1/0 seklinde
skorlanacak ve NTSYS-pc v.2.1, paket programi kullanilarak UPGMA (Unweighted

Pair Group Method with Arithmetic Mean) tabanli bir dendrogram olusturulmustur.
3.2.7. Istatiksel Analizler

Caligmalar sonucunda agir metal akiimiilasyonunun istatiksel analizlerini yapmak i¢in
SPSS ( Statistical Package for Social Sciences) 15.0 programi kullanilmistir. Deneyler
3’er tekrarli olarak yapilmistir. Elde edilen verilerin analizleri uygun tanimlayict
istatistiklerle (ortalama, standart hata minimum ve maksimum degerler) sunulmustur.
Ortalamalarin istatistiksel karsilagtirmalarinda One Way ANOVA testi ve Post Hoc.
Duncan testi kullanilmistir. Verilerin istatistiki yonden anlamliligi p<0,05 ve p<0,01

diizeyinde degerlendirilmistir.

Genotipler arasindaki genetik benzerlik katsayilari;; “R” programinin 3.4.1 siiriimi
kullanilarak, Jaccard benzerlik katsayisina gore saptanmistir. Elde edilen genetik
benzerlik katsayilarindan, “MEGA7” programinda Neighbor joining metoduna gore bir
soyagaci elde edilmistir. Elde edilen soyagacinda kok olarak kontrol genotipi

secilmistir.
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4.BOLUM
BULGULAR
4.1. Salvinia natans (L.) All. (Su Egreltisi)
4.1.1. Kursun (Pb) Akiimiilasyonu

Salvinia natans (L.) All. bitki drneklerine 7 gilinlik maruziyet siiresi boyunca farkli
konsantrasyonlarda (5, 10, 25, 50 mg L™) Pb elementi uygulanmistir. 7 giinliik
maruziyet siireci sonunda bitki 6rneklerindeki Pb miktarlar1 Tablo 4.1°de gosterilmistir.
Tablo 4.1 incelendiginde bitkilerin maruz birakildigi Pb konsantrasyonlarinin artisi ile
birlikte bitki rafindan alinan Pb konsantrasyonunun da artigt goézlenmistir.
Konsantrasyonlara bagl olarak agir metal akiimiilasyonlar1 birbirinden farklidir ve bu

farklilik istatiksel agidan anlamlidir (p<0,05).

Tablo 4. 1. Salvinia natans (L.) 6rneklerindeki Pb miktar1 ve standart hata degerleri (ug
g™ kuru agirlik, n=5, + Standart hata).

Pb Konsantrasyonu (mg L™) | Ort/Std hata (ug g™) | Min Maks
Kontrol 1150,43%+1,65 1148,78 1152,08
5 ppm 18448,835°+7,635 18441,2 18456,4
10 ppm 30560,11°+8,122 30521,99 30598,23
25 ppm 38362,045°48,735 | 38354,21 | 38371,68
50 ppm 47522,41°+26,27 47496,14 47548,68

Ay siitiindaki farkli harfler gruplar arasindaki farkliliklarin istatistiksel anlamliligini ifade etmektedir.

4.1.1.1. Kursun (Pb) Uygulanmus Salvinia natans (L.) All. Orneklerindeki Biiyiime
Oram (RGR)

Salvinia natans (L.) All. bitkisindeki yedi giinlik periyotta Pb agir metal uygulamasi
sonucunda biiyime oran1 (RGR) Sekil 4.1°de verilmistir. Pb  maruziyet

konsantrasyonlarinin artisi ile birlikte biiylime oraninin (RGR) azaldig1 goriilmektedir.
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Kursun (Pb) elementinin bitki 6érneklerinde géreceli biiylime orani iizerinde gergeklesen

en fazla etkinin 50 mg L™ konsantrasyonunda oldugu gozlenmistir (p<0,05).
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Sekil 4. 1. Yedi giinliik periyot sonunda Pb (5-50 mg L-1) uygulamasinin Salvinia
natans’in biiylime orani (RGR) etkisi ve standart hata degerleri (n=5)

4.1.1.2. Kursun (Pb) Uygulanms Salvinia natans (L.) Bitki Orneklerindeki Klorofil
a Miktarlan

Salvinia natans (L.) bitki 6rneklerine farkli konsantrasyonlarda kursun (Pb) uygulamasi
yapilmis ve klorofil a igeriginin 1.giin ve 7.glin miktarlar1 Sekil 4.2°de verilmistir.
Klorofil a miktarlari uygulanan Pb konsantrasyonlarina bagli olarak farkli degisimler
gostermistir. Artan Pb konsantrasyonlart kl a miktarlarin1 6nemli diizeyde azaltmistir.
Uygulanan kursun konsantrasyonlarma bagli olarak kl a miktarlart birbirlerinden

farklidir. Bu farklilik ise istatiksel agidan anlamlidir (p<0,05)
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Sekil 4. 2. Pb (5-50 mg L-1) uygulanmis Salvinia natans 6rneklerindeki klorofil a 1. ve
7. giin mikyarlar1 ve standart hata degerleri (mg g-1 yas agirlik, n=5)

4.1.1.3. Kursun (Pb) Uygulanms Salvinia natans (L.) Bitki Orneklerindeki Klorofil
b Miktarlar:

Salvinia natans (L.) bitki orneklerine farkli konsantrasyonlarda Pb uygulamasi
yapilmistir ve Klorofil b igeriklerinin 1. ve 7. giin miktarlar1 Sekil 4.3.’de verilmistir.
Klorofil b miktarlart uygulama gruplarinda artan Pb maruziyeti ile birlikte kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak oOnemli degisimler gostermistir. Artan kursun
konsantrasyonlar1 klorofil b miktarlarin1 6nemli diizeyde azaltmistir. Uygulanan kursun
konsantrasyonlarina bagli olarak klorofil b miktarlar1 birbirlerinden farklidir. Bu

farklilik istatiksel agidan anlamlidir (p<0,05).
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Sekil 4. 3.Pb (5-50 mg L-1) uygulanmis Salvinia natans (L.) 6rneklerindeki klorofil b 1.
ve 7. glin miktarlar1 ve standart hata degerleri (mg g-1 yas agirlik, n=5)

4.1.1.4. Kursun (Pb) Uygulanmus Salvinia natans (L.) Bitki Orneklerindeki Toplam
Klorofil Miktarlar

Salvinia natans (L.) bitki Orneklerine farkli konsantrasyonlarda Pb uygulamasi
yapilmustir ve toplam klorofil igeriginin 1. ve 7. glin miktarlar1 Sekil 4.4.’de verilmistir.
Uygulanan Pb konsantrasyonlarina bagl olarak toplam klorofil miktarlarinda ¢esitli
degisimler gézlenmistir. Artan Pb konsantrasyonlari toplam klorofil miktarlarini 6nemli
diizeyde azaltmistir. Uygulanan kursun konsantrasyonlarina bagh olarak toplam klorofil

miktarlarinda belirlene fark istatistiksel agidan anlamli bulunmustur (p<0,05).
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Sekil 4. 4. Pb (5-50 mg L-1) uygulanmis Salvinia natans (L.) 6rneklerindeki toplam
klorofil 1. ve 7. glin miktarlar1 ve standart hata degerleri (mg g-1 yas agirlik,
n=5)

4.1.1.5. Kursun (Pb) Uygulanms Salvinia natans (L.) Bitki Orneklerindeki

Karotenoid Miktarlari

Salvinia natans (L.) bitki orneklerine farkli konsantrasyonlarda Pb uygulamasi
yapilmigtir ve karotenoid igeriginin 1. ve 7. giin miktarlar1 Sekil 4.5.’de verilmistir.
Uygulanan Pb konsantrasyonlarina bagli olarak karotenoid oranlarinda kontrol grubuna

gore onemli diizeyde azalma gorilmiistiir (p<0,05).
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Sekil 4. 5. Pb (5-50 mg L-1) uygulanmig Salvinia natans (L.)drneklerindeki karotenoid
ve 7. glin miktarlar1 ve standart hata degerleri (mg g-1 yas agirlik, n=5)

4.1.1.6. Kursun (Pb) Uygulanmus Salvinia natans (L.) Bitki Orneklerindeki Lipid
Peroksidasyonu (MDA) Miktarlar

Salvinia natans (L.) bitki orneklerine farkli konsantrasyonlarda Pb uygulamasi
yapilmistir ve lipid peroksidasyonu (MDA) 1. ve 7. giin miktarlar1 Sekil 4.6.’da
verilmigtir. Pb stresi MDA igeriginde artis sebep olmustur. Uygulanan kursun
konsantrasyonlarina bagli olarak lipid peroksidasyonu miktarlar1 birbirlerinden farklidir.

Bu farklilik ise istatiksel agidan anlamlidir (p<0,05).

35



mlgun m7.gun

_. 05 J
045 d 1
£ 04 _— —
£ 0,35 T —
Z 03 5 L tI’ —
S, 0,25 I b 1 E b -
wn
S 02 - [
Z 015 - —
S 01 - [
& 005 - |
% 0 T T T T T 1
N Kontrol 5 10 25 50

Pb Konsantrasyonu (mg L)

Sekil 4. 6. Pb (5-50 mg L-1) uygulanmig Salvinia natans (L.) 6rneklerindeki lipid
peroksidasyonu (MDA) 1. ve 7. giin miktarlar1 ve standart hata degerleri

(nmol/g yas agirlik, n=5)
4.1.2. Arsenik (As) Akiimiilasyonu

Salvinia natans (L.) AIll. o6rneklerine 7 giinliik periyot siiresince farkli
konsantrasyonlarda (1, 5, 10, 50 mg L™) arsenik (As) metali uygulanmistir. Maruziyet
stiresi sonunda Orneklerde belirlenen As miktarlar1 Tablo 4.2°de gosterilmistir. Tablo
4.2 incelendiginde maruz birakilan As konsantrasyonlarinin arttitkca As aliminin da
artifi gozlenmistir. Uygulanan As konsantrasyonlarmma bagli olarak agir metal
akiimiilasyonlar1 birbirinden farklidir ve bu farklilik istatiksel agidan anlamlidir

(p<0,05).
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Tablo 4. 2.Salvinia natans (L.) orneklerindeki As (arsenik) miktar1 ve standart hata
degerleri (ng g™ kuru agirlik, n=5).

As Konsantrasyonu (mg L™) Ort/Std hata (ug g™) Min Maks
Kontrol 1150,43%1,65 1148,78 1152,08
1 ppm 459,72"°+1,58 441,14 4783

5 ppm 526,125 °+5,295 500,83 551,42
10 ppm 1676,875 °+8,735 1672,14 1681,61
50 ppm 46102,24°£12,03 46090,21 46114,27

Aynut stitiindaki farkli harfler gruplar arasindaki farkliliklari istatistiksel anlamlilig1 ifade etmektedir.

4.1.2.1. Arsenik (As) Uygulanms Salvinia natans (L.) Bitki Orneklerindeki
Biiyiime Oram (RGR)

Salvinia natans (L.) All. bitkisindeki 7 giinliik periyotta As metali uygulamasi
sonucunda biiylime oran1 (RGR) Sekil 4.7’de verilmistir. As elementinin
konsantrasyonlar1 arttikca biiyiime oraninin (RGR) azaldigi goriilmektedir. As
elementinin bitki 6rneklerinde biiylime orani iizerine olan en biiyiik etkisinin ise 50 mg

L konsantrasyonunda oldugu gézlenmistir (p<0,05).
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Sekil 4. 7.Yedi giinliik periyot sonunda As (1-50 mg L-1) uygulamasinin Salvinia
natans’in biiylime orani (RGR) etkisi ve standart hata degerleri (n=5)

4.1.2.2. Arsenik (As) Uygulanms Salvinia natans (L.) Bitki Orneklerindeki Klorofil
a Miktarlar:

1 ve 7 giin siire ile farkli konsantrasyonlarda As iyonlarina maruz birakilan Salvinia
natans (L.) drneklerinin maruziyet siireleri sonunda belirlenen klorofil a igerikleri Sekil
4.8’de  gosterilmistir.  Klorofil a  miktarlart  uygulama  gruplarinda  As
konsantrasyonlarinda ¢esitli degisiklikler gostermistir. Artan As konsantrasyonlari
klorofil a miktarlarin1 6nemli derecede azaltmistir. Konsantrasyonlara bagli olarak

klorofil a miktarlar1 birbirlerinden istatistiksel olarak farklidir (p<0,05).
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Sekil 4. 8.As (1-50 mg L-1) uygulanmig Salvinia natans 6rneklerindeki klorofil a 1. ve
7. giin miktarlar1 ve standart hata degerleri (mg g-1 yas agirlik, n=5)

4.1.2.3. Arsenik (As) Uygulanmis Salvinia natans (L.) Bitki Orneklerindeki Klorofil
b Miktarlar

Salvinia natans (L.) bitki Orneklerinde farkli konsantrasyonlarda arsenik (As)
uygulamasi yapilmistir ve 1.ve 7. giin maruziyeti sonunda tespit edilen klorofil b
miktarlart Sekil 4.9.’da verilmistir. Klorofil b miktarlar1 artan As konsantrasyonlari
uygulama gruplarinda c¢esitli farkliliklar gostermistir. Artan As konsantrasyonlart kl b
miktarlarint 6nemli oranda azaltmigtir. Uygulana arsenik konsantrasyonlarina bagli
olarak kl b miktarlar1 birbirlerinden farklidir. Bu farklilik istatiksel agidan anlamlidir

(p<0,05).

39



mlgln 7.gUn
0,08 3
0,07 +
A° 0,06 - ;
5 0,05 - 2 b b b
g o004 | I b
I b c
=}
= 0,03 I C
e 0,02+ T —
=]
= 0,01 + —
M
0 1 T T T T 1
Kontrol 1 5 10 50
As Konsantrasyonu (ing L)

Sekil 4. 7.As (1-50 mg L-1) uygulanmis Salvinia natans (L.) 6rneklerindeki klorofil b 1.
ve 7. glin miktarlar1 ve standart hata degerleri (mg g-1 yas agirlik, n=5)

4.1.2.4. Arsenik (As) Uygulanmis Salvinia natans (L.) Bitki Orneklerindeki Toplam
Klorofil Miktarlari

Salvinia natans (L.) bitki Orneklerinde farkli konsantrasyonlarda As uygulamasi
yaptlmistir ve 1. ve 7. giin sonda tespit edilen toplam klorofil miktarlar1 Sekil 4.10.’da
verilmistir. Uygulanan As konsantrasyonlarina bagli olarak toplam klorofil
miktarlarinda ¢esitli degisiklikler gozlenmistir. As konsantrasyonlarinin artis1 toplam
klorofil miktarlarinin 6nemli diizeyde azalmasina neden olmustur. Toplam klorofil
miktarlarinda Konsantrasyonlara bagli olarak belirlenen farkliliklar istatistiksel agidan

anlamli bulunmustur (p<0,05).
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Sekil 4. 8.As (1-50 mg L-1) uygulanmig Salvinia natans (L.) 6rneklerindeki toplam
klorofil 1. ve 7. glin miktarlar1 ve standart hata degerleri (mg g-1 yas agirlik,
n=5)

4.1.2.5. Arsenik (As) Uygulanms Salvinia natans (L.) Bitki Orneklerindeki

Karotenoid Miktarlari

Salvinia natans (L.) bitik Orneklerinde farkli konsantrasyonlarda As uygulamasi
yapilmistir ve 1. ve 7. giin sonunda belirlenen karotenoid miktarlart Sekil 4.11.’de
verilmistir. Uygulanan As konsantrasyonlarina bagli olarak karotenoid miktarlarinda
kontrol grubuna gore 6nemli diizeyde azalma goriilmiistiir (p<0,05). Azalma miktar1 50

mg L™ uygulanan arsenik konsantrasyonunda en iist diizeye ulagmustir.
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Sekil 4. 9.As (1-50 mg L-1) uygulanmis Salvinia natans (L.) 6rneklerindeki karotenoid
1. ve 7. glin miktarlar1 ve standart hata degerleri (mg g-1 yas agirlik, n=5)

4.1.2.6. Arsenik (As) Uygulanms Salvinia natans (L.) Bitki Orneklerindeki Lipid
Peroksidasyonu (MDA) Miktarlar

Salvinia natans (L.) bitki orneklerindeki farkli konsantrasyonlarda As uygulamasi
yapilmistir ve 1. ve 7. Giin sonunda belirlenen lipid peroksidasyon miktarlar1 Sekil
4.12.°de verilmistir. As stresi MDA igeriginde artisa sebep olmustur. Uygulanan
arsenik konsantrasyonlarina bagli olarak lipid peroksidasyonu miktarlar1 birbirlerinden

farklidir. Bu farklilik ise istatiksel agidan anlamlidir (p<0,05).
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Sekil 4. 10.As (1-50 mg L-1) uygulanmig Salvinia natans (L.) 6rneklerindeki lipid
peroksidasyonu (MDA) 1. ve 7. glin miktarlar1 ve standart hata degerleri
(nmol/g yas agirlik, n=5).

4.1.3. Kadmiyum (Cd) Akiimiilasyonu

Salvinia natans (L.) All. bitki Orneklerine 7 giinliik periyot siiresince farkl
konsantrasyonlarda (0,5-1-4-8 mg L) Cd metali uygulanmustir. 7 giinliik maruziyet
stireci sonunda orneklerdeki kadmiyum miktarlar1 Tablo 4.3’de verilmistir. Tablo 4.3
incelendiginde bitkinin maruz birakildigi kadmiyum konsantrasyonlar1 arttikca
kadmiyum alimiminda da artis gozlenmistir. Uygulanan kadmiyum konsantrasyonlarina
bagli olarak agir metal akiimiilasyonlar1 birbirinden farklidir ve bu farklilik istatiksel

acidan anlamlhidir (p<0,05).
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Tablo 4. 3.Salvinia natans (L.) oérneklerindeki Cd Kadmiyum) miktar1 ve standart hata
degerleri (ng g™ kuru agirlik, n=5).

Cd Konsantrasyonu (mg L™) Ort/Std hata (g g™) Min Maks
Kontrol 1150,43%1,65 1148,78 1152,08
0,5 ppm 4330,09"+ 2,76 4307,33 4352,85
1 ppm 10346,715+12,225 10314,49 10378,94
4 ppm 54922,625°+18,355 54894,27 54950,98
8 ppm 89329,065 °+20,595 89298,47 89359,66

Aymni siitiindaki farkli harfler gruplar arasindaki farkliliklari istatistiksel anlamliligi ifade etmektedir.

4.1.3.1. Kadmiyum (Cd) Uygulanmus Salvinia natans (L.) Bitki Orneklerindeki
Biiyiime Oram (RGR)

Salvinia natans (L.) bitkisindeki 7 giinlik maruziyet siireside Cd metali uygulamasi
sonucunda biiyiime oran1 (RGR) Sekil 4.13’de verilmistir. Cd konsantrasyonlari arttik¢a
biiylime oraninin (RGR) azaldigi goriilmektedir. Cd elementinin bitki drneklerindeki
bityiime oran1 (RGR) iizerine olan en biiyiik etkisinin 8 mg L™ konsantrasyonunda

oldugu gozlenmistir (p<0,05).
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Sekil 4. 11.Yedi giinliik periyot sonunda Cd (0,5-8 mg L-1) uygulamasinin Salvinia
natans’in biiylime oran1 (RGR) etkisi ve standart hata degerleri (n=5)

4.1.3.2. Kadmiyum (Cd) Uygulanmus Salvinia natans (L.) Bitki Orneklerindeki
Klorofil a Miktarlar:

Salvinia natans (L.) bitki orneklerinde farkli konsantrasyonlarda kadmiyum metali
uygulamasi yapilmistir ve 1. ve 7.giin sonunda belirlenen klorofil a miktarlar1 Sekil
4.14°de verilmistir. KI a miktarlar1 kadmiyum konsantrasyonlar1 uygulama gruplarinda
cesitli farkliliklar gostermistir. Artan kadmiyum konsantrasyonlarinda kl a miktarlarini
onemli diizeyde azaltmigtir. Uygulanan kadmiyum konsantrasyonlarina bagl olarak kl a

miktarlar1 birbirlerinden farklidir ve bu farklilik ise istatiksel agidan anlamlidir (p<0,05)
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Sekil 4. 12.Cd(0,5-8 mg L-1) uygulanmis Salvinia natans érneklerindeki klorofil a 1.
ve 7. giin miktarlar1 ve standart hata degerleri (mg g-1 yas agirlik, n=5)

4.1.3.3. Kadmiyum (Cd) Uygulanmus Salvinia natans (L.) Bitki Orneklerindeki
Klorofil b Miktarlar:

Salvinia natans (L.) bitki o6rneklerindeki farkli konsantrasyonlarda Cd metali
uygulamasi yapilmistir ve 1. ve 7. giin sonunda belirlenen klorofil b miktarlar1 Sekil
4.15.°de verilmistir. KI b miktarlar1 artan Cd konsantrasyonlar1 uygulama gruplarinda
cesitli farkliliklar gostermistir. Artan Cd konsantrasyonlari kl b miktarlarini 6nemli
diizeyde azaltmistir. Uygulanan kadmiyum konsantrasyonlarina bagli olarak kl b

miktarlar1 birbirlerinden farklidir ve bu farklilik istatiksel agidan anlamlidir (p<0,05).
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Sekil 4. 13.Cd (0,5-8 mg L-1) uygulanmig Salvinia natans (L.) 6rneklerindeki klorofil b

1. ve 7. giin miktarlar1 ve standart hata degerleri (mg g-1 yas agirlik, n=5)
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4.1.3.4. Kadmiyum (Cd) Uygulanmus Salvinia natans (L.) Bitki Orneklerindeki
Toplam Klorofil Miktarlari

Salvinia natans (L.) bitki 6rneklerinde farkli konsantrasyonlarda Cd metali uygulamasi
yapilmistir ve 1. ve 7. giin sonunda belirlenen toplam klorofil miktarlari Sekil 4.16.’da
verilmistir. Uygulanan Cd konsantrasyonlarina bagli olarak toplam klorofil
miktarlarinda ¢esitli degisiklikler gozlenmistir. Artan Cd konsantrasyonlar1 toplam
klorofil  miktarlarin1  6nemli  diizeyde azaltmistir.  Uygulanan  kadmiyum
konsantrasyonlarina bagl olarak toplam klorofil miktarlarinda belirlenen farkliliklar

istatiksel agidan anlamli bulunmustur (p<0,05).
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Sekil 4. 16.Cd (0,5-8 mg L-1) uygulanmig Salvinia natans (L.) érneklerindeki toplam
klorofil 1. ve 7. giin miktarlar1 ve standart hata degerleri (mg g-1 yas agirlik,
n=>5)

4.1.3.5. Kadmiyum (Cd) Uygulanmus Salvinia natans (L.) Bitki Orneklerindeki

Karotenoid Miktarlari

Salvinia natans (L.) bitki 6rneklerinde farkli konsantrasyonlarda Cd metali uygulamasi
yapilmistir ve 1. ve 7. giin sonunda belirlenen karotenoid miktarlar1 Sekil 4.17°de
verilmistir. Uygulanan kadmiyum konsantrasyonlarina bagli olarak karotenoid
miktarlarinda kontrol grubuna goére Onemli diizeyde azalma goriilmiistir (p<0,05).

Azalma miktar1 8 mg L™ kadmiyum metali uygulanan grupta en iist diizeye ulagmustir.
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Sekil 4. 14.Cd (0,5-8 mg L-1) uygulanmis Salvinia natans (L.) érneklerindeki

karotenoid 1. ve 7. giin miktarlar1 ve standart hata degerleri (mg g-1 yas
agirlik, n=5)

4.1.3.6. Kadmiyum (Cd) Uygulanmus Salvinia natans (L.) Bitki Orneklerindeki
Lipid Peroksidasyonu (MDA) Miktarlari

Salvinia natans (L.) bitki 6rneklerinde farkli konsantrasyonlarda Cd metali uygulamasi
yapilmigtir ve 1. ve 7. giin sonunda belirlenen lipid peroksidasyon miktarlari Sekil
4.18’de verilmistir. Cd stresi MDA igeriginde artis sebep olmustur. Uygulanan
kadmiyum konsantrasyonlarma bagli olarak lipid peroksidasyonu miktarlari

birbirlerinden farklidir ve bu farklilik ise istatiksel agidan anlamlidir (p<0,05).
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Sekil 4. 15.Cd (0,5-8 mg L-1) uygulanmis Salvinia natans (L.) 6rneklerindeki lipid
yg
peroksidasyonu (MDA) 1. ve 7. glin miktarlar1 ve standart hata degerleri
(nmol/g yas agirlik, n=5)

4.1.4. Nikel (Ni) Akiimiilasyonu

Salvinia natans (L.) bitki Orneklerine 7 giinlik maruziyet siiresince farkli
konsantrasyonlarda (1-5-10-20 mg L) nikel (Ni) agir metali uygulanmistir. 7 giinlitk
maruziyet siiresi sonunda 6rneklerdeki Ni miktarlar1 Tablo 4.4°de verilmistir. Tablo 4.4
incelendiginde uygulanan Ni konsantrasyonlari arttik¢a nikel alniminda da artis oldugu
gozlenmistir. Uygulanan nikel konsantrasyonlarma bagli olarak agir metal

akiimiilasyonlar1 birbirinden farklidir. Bu farklilik istatiksel agidan anlamlidir (p<0,05).
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Tablo 4. 4.Salvinia natans (L.) 6rneklerindeki Ni (Nikel) miktar1 ve standart hata
degerleri (ng g™ kuru agirlik, n=5).

Ni Konsantrasyonu (mg L™) Ort/Std hata (ug g™) Min Maks
Kontrol 1150,43%1,65 1148,78 1152,08

1 ppm 33951,005°+7,725 33903,28 33998,73
5 ppm 90328,585 °+8,805 90319,78 90337,39
10 ppm 119876,455 °+8,945 119838,2 119914,7
20 ppm 170436,71°+18,422 170378,29 170495,13

Aymni siitiindaki farkli harfler gruplar arasindaki farkliliklari istatistiksel anlamliligi ifade etmektedir.

4.1.4.1. Nikel (Ni) Uygulanms Salvinia natans (L.) Bitki Orneklerindeki Biiyiime

Orani (RGR)

Salvinia natans (L.) All. bitkisindeki 7 giinliik Ni metali uygulamasi sonucunda biiyiime
orani (RGR) Sekil 4.19°da verilmistir. Artan Ni konsantrasyonlari ile biiyiime oraninin

azaldig1 goriilmektedir. Ni elementinin bitki 6rneklerinde biiylime orani tizerine olan en

biiyiik etkisinin 20 mg L™ konsantrasyonunda oldugu gézlenmistir (p<0,05).
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Sekil 4. 19 .Yedi giinliik periyot sonunda Ni (1-20 mg L-1) uygulamasinin Salvinia
natans’in biiylime oran1 (RGR) etkisi ve standart hata degerleri (n=5)

4.1.4.2. Nikel (Ni) Uygulanms Salvinia natans (L.) Bitki Orneklerindeki Klorofil a
Miktarlar

Salvinia natans (L.) bitki 6rneklerinde farkli konsantrasyonlarda Ni metali uygulamasi
yapilmistir ve 1. ve 7. giinliilk maruziyetten sonra belirlenen klorofil a miktarlar1 Sekil
4.20’de verilmigstir. Kl a miktarlar1t Ni konsantrasyonlar1 uygulama gruplarinda cesitli
farkliliklar gostermistir. Artan nikel konsantrasyonlari kl a miktarlarin1 6nemli diizeyde
azaltmistir. Uygulanan nikel konsantrasyonlarina bagli olarak kl a miktarlar

birbirlerinden farklidir ve bu farklilik ise istatiksel agidan anlamlidir (p<0,05)

51



0,25

W 1gin

7.egun

=
[

o

=]
=

Klorofila (mg g!)
o
7

=]

Kontrol

2 b
b
0,15 - i
J } |

1

5

10

Ni Konsantrasyonu (mg L)

20

Sekil 4. 16. Ni (1-20 mg L-1) uygulanmis Salvinia natans érneklerindeki klorofil a 1.
ve 7. glin miktarlar1 ve standart hata degerleri (mg g-1 yas agirlik, n=5)

4.1.4.3. Nikel (Ni) Uygulanms Salvinia natans (L.) Bitki Orneklerindeki Klorofil b

Miktarlar:

Salvinia natans (L.) bitki 6rneklerine farkli konsantrasyonlarda Ni metali maruziyetine
birakilmistir ve 1.ve 7. giin maruziyet sonunda belirlenen klorofil b miktarlar1 Sekil
4.21.’de verilmistir. Uygulama gruplarinda artan Ni konsantrasyonlari bitkinin klorofil
b miktarlar1 agisindan degisimlere sebep olmustur. Artan nikel konsantrasyonlart kl b
miktarlarin1 6nemli diizeyde azaltmistir. Uygulanan nikel konsantrasyonlarina baglh

olarak kI b miktarlar1 birbirlerinden farklidir ve bu farklilik istatiksel agidan anlamlidir

(p<0,05).
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Sekil 4. 17. Ni (1-20 mg L-1) uygulanmis Salvinia natans (L.) 6rneklerindeki klorofil b
1. ve 7. giin miktarlar1 ve standart hata degerleri (mg g-1 yas agirlik, n=5)

4.1.4.4. Nikel (Ni) Uygulanms Salvinia natans (L.) Bitki Orneklerindeki Toplam
Klorofil Miktarlar

Salvinia natans (L.) bitki 6rneklerine farkli konsantrasyonlarda Ni metali uygulamasi
yapilmustir ve 1. ve 7. gilin maruziyet sonunda belirlenen toplam klorofil miktarlar1 Sekil
4.22.°de verilmistir. Uygulanan Ni konsantrasyonlarina bagli olarak toplam klorofil
miktarlarinda ¢esitli degisiklikler gozlenmistir. Artan Ni konsantrasyonlari toplam
klorofil miktarlarinin 6nemli diizeyde azalmasina sebep olmustur. Konsantrasyon
artislarinin neden oldugu toplam klorofil miktarlarindaki farkhiliklar istatiksel ag¢idan

anlamlidir (p<0,05).
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Sekil 4. 18. Ni (1-20 mg L-1) uygulanmis Salvinia natans (L.) 6rneklerindeki toplam
klorofil 1. ve 7. giin miktarlar ve standart hata degerleri (mg g-1 yas

agirlik, n=5)
4.1.45. Nikel (Ni) Uygulanmus Salvinia natans (L.) Bitki Orneklerindeki
Karotenoid Miktarlar

Salvinia natans (L.) bitki 6rneklerinde farkli konsantrasyonlarda Ni metali uygulamasi
yaptlmistir ve 1. ve 7. glin maruziyeti sonunda belirlenen karotenoid igeriginin
miktarlart Sekil 4.23°de verilmistir. Uygulanan nikel konsantrasyonlarina bagli olarak
karotenoid igeriginde kontrol grubuna gore Onemli diizeyde azalma goriilmistiir

(p<0,05). Azalma miktar1 20 mg L™ nikel uygulanan grupta en iist diizeye ulasmustir.
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Sekil 4. 19. Ni (1-20 mg L-1) uygulanmis Salvinia natans (L.) 6rneklerindeki

karotenoid 1. ve 7. giin miktarlar1 ve standart hata degerleri (mg g-1 yas

agirlik, n=5)

4.1.4.6. Nikel (Ni) Uygulanmms Salvinia natans (L.) Bitki Orneklerindeki Lipid

Peroksidasyonu (MDA) Miktarlar

Salvinia natans (L.) bitki orneklerine farkli konsantrasyonlarda Ni metali uygulamasi
yaptlmistir ve 1. ve 7. giin sonunda belirlenen lipid peroksidasyonu miktarlari Sekil
4.24°de verilmistir. Nikel stresi MDA igeriginde artisa sebep olmustur. Uygulanan nikel

konsantrasyonlarina bagli olarak lipid peroksidasyonu miktarlar1 birbirlerinden farklidir

ve bu farklilik ise istatiksel agidan anlamlidir (p<0,05).
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Sekil 4. 20. Ni (1-20 mg L-1) uygulanmis Salvinia natans (L.) 6rneklerindeki lipid
peroksidasyonu (MDA) 1. ve 7. giin miktarlar1 ve standart hata degerleri
(nmol/g yas agirlik, n=5)

4.1.5. Bakir (Cu) Akiimiilasyonu

Salvinia natans (L.) All. orneklerine 7 giinlik maruziyet siiresince farkli
konsantrasyonlarda (1-5-10-20 mg L™) bakir (Cu) metali uygulanmustir. 7 giinlik
maruziyet sonunda orneklerdeki Cu miktarlar1 Tablo 4.5’de verilmistir. Tablo 4.5
incelendiginde uygulanan Cu konsantrasyonlarinin artig1 ile birlikte Cu metalinin
alimminin da artig1 gézlenmistir. Konsantrasyon artigsina bagli olarak bitkide belirlenen
agir metal akiimiilasyonlarinin istatistiksel olarak birbirinden farkli oldugu

belirlenmistir. (p<0,05).
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Tablo 4. 5.Salvinia natans (L.) 6rneklerindeki Cu (bakir) miktari ve standart hata
degerleri (ng g™ kuru agirlik, n=5).

Cu Konsantrasyonu (mg L™) Ort/Std hata (pg g™) Min Maks
Kontrol 1150,43%1,65 1148,78 1152,08

1 ppm 5033,6 1,18 5014,42 5052,78

5 ppm 22663,33 421,917 22641,42 22685,25
10 ppm 43355,75%+65,37 43190,38 43521,12
20 ppm 59980,44 °+71,151 59973,29 59987,593

Aynu siitiindaki farkli harfler gruplar arasindaki farkliliklari istatistiksel anlamlilig ifade

etmektedir.

4.1.5.1. Bakar (Cu) Uygulanmus Salvinia natans (L.) Bitki Orneklerindeki Goreceli
Biiyiime Oram (RGR)

Salvinia natans (L.) All. bitkisindeki 7 giinlik Cu agir metali maruziyeti sonucunda
goreceli bliyiime oran1 Sekil 4.25°de verilmistir. Cu elementi konsantrasyonlarinin
artisina bagh olarak goreceli biiylime oraninin azaldigi gériilmektedir. Cu elementinin
bitki 6rneklerindeki goreceli biiylime orani iizerine olan en biiyiik etkisinin ise 20 mg L~

! nikel konsantrasyonunda oldugu gozlenmistir (p<0,05).
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Sekil 4. 21.Yedi giinliik periyot sonunda Cu (1-20 mg L-1) uygulamasinin Salvinia
natans’in goreceli biiyiime oran1 (RGR) etkisi ve standart hata degerleri (n=5)

4.1.5.2. Bakir (Cu) Uygulanmus Salvinia natans (L.) Bitki Orneklerindeki Klorofil
a Miktarlar:

Salvinia natans (L.) bitki 6rneklerinde farkli konsantrasyonlarda Cu metali uygulamasi
yaptlmistir ve 1. ve 7.giin maruziyeti sonunda belirlenen klorofil a miktarlar1 Sekil
4.26’da verilmistir. Artan Cu konsantrasyonlar1 klorofil a miktarlarin1  6nemli
sayilabilecek oranda azaltmistir. Konsantrasyonlara bagli olarak klorofil a miktarlar

birbirlerinden farklidir. Bu farklilik ise istatiksel agidan anlamlidir (p<0,05)
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Sekil 4. 26. Cu (1-20 mg L-1) uygulanmis Salvinia natans érneklerindeki klorofil a 1.
ve 7. giin miktarlar1 ve standart hata degerleri (mg g-1 yas agirlik, n=5)
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4.1.5.3. Cu Uygulanmus Salvinia natans (L.) Orneklerindeki Klorofil b Miktarlar

Salvinia natans (L.) orneklerinin farkli konsantrasyonlarda Cu iyonuna 1. ve 7. giin
siireyle maruziyetinin ardindan belirlenen klorofil b miktarlar sekil 4.27.’de verilmistir.
Uygulama gruplarinda artan Cu konsantrasyonlar1 bitkilerin Klorofil b miktarlarinda
degisime sebep olmustur. Artan Cu konsantrasyonlar1 klorofil b miktarlarin1 6nemli
diizeyde azaltmistir. Konsantrasyonlara bagli olarak klorofil b miktarlar1 birbirlerinden

farklidir. Bu farklilik istatiksel agidan anlamlidir (p<0,05).
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Sekil 4. 27. Cu (1-20 mg L-1) uygulanmis Salvinia natans (L.) 6rneklerindeki klorofil b
1. ve 7. giin miktarlar1 ve standart hata degerleri (mg g-1 yas agirlik, n=5)

4.1.5.4. Cu Uygulanmus Salvinia natans (L.) Orneklerindeki Toplam Klorofil
Miktarlar

1. ve 7. giin siire ile farkli konsantrasyonlarda Cu uygulamasi yapilmis Salvinia natans
(L.) orneklerindeki toplam klorofil miktarlar1 Sekil 4.28.de gosterilmistir. Uygulanan
Cu konsantrasyonlarina bagl olarak toplam klorofil miktarlarinda cesitli degisiklikler
gbzlenmistir. Artan Cu konsantrasyonlar1 toplam klorofil miktarlarini 6nemli diizeyde
azaltmistir. Konsantrasyonlara bagli olarak toplam klorofil miktarlarinda belirlenen

farkliliklar istatistiksel agidan anlamli bulunmustur. (p<0,05).
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Sekil 4. 28. Cu (1-20 mg L-1) uygulanmis Salvinia natans (L.) 6rneklerindeki toplam
klorofil 1. ve 7. glin miktarlar1 ve standart hata degerleri (mg g-1 yas
agirlik, n=5)

4.1.5.5. Cu Uygulanmus Salvinia natans (L.) Orneklerindeki Karotenoid Miktarlari

Salvinia natans (L.) bitki 6rneklerine farkli konsantrasyonlarda Cu metali uygulamasi
yapilmistir ve 1. ve 7. giin maruziyeti sonunda belirlenen karotenoid miktarlar1 Sekil
4.29°da  gosterilmistir.  Uygulanan Cu  konsantrasyonlarina bagli olarak Cu
miktarlarindaki karotenoid igerikleri kontrol grubuna goére 6nemli diizeyde azaldigi
goriilmiistiir (p<0,05). Azalma miktar1 8 mg L™ uygulanan grupta en iist diizeye

ulagmustir.
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Sekil 4. 29. Cu (1-20 mg L-1) uygulanmis Salvinia natans (L.) érneklerindeki
karotenoid 1. ve 7. giin miktarlar1 ve standart hata degerleri (mg g-1 yas
agirlik, n=5)

4.1.5.6. Cu Uygulanmus Salvinia natans (L.) Orneklerindeki Lipid Peroksidasyonu
(MDA) Miktarlar

Salvinia natans (L.) bitki orneklerine farkli konsantrasyonlarda Cu metali uygulamasi
yapilmistir ve 1. ve 7. giin maruziyeti sonunda belirlenen lipid peroksidasyonunda
belirlenen degisimler Sekil 4.30°da gosterilmistir. Cu stresi MDA igeriginde artis sebep
olmustur. Konsantrasyonlara bagli olarak lipid peroksidasyonu (MDA) miktarlar

birbirlerinden farklidir. Bu farklilik ise istatiksel agidan anlamlidir (p<0,05).
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Sekil 4. 22.Cu (1-20 mg L-1) uygulanmig Salvinia natans (L.) 6rneklerindeki lipid
peroksidasyonu (MDA) 1. ve 7. glin miktarlar1 ve standart hata degerleri
(nmol/g yas agirlik, n=5)

4.1.6. Cr Akiimiilasyonu

Salvinia natans (L.) bitki Orneklerine 7 gilinlik maruziyet siiresince farkli
konsantrasyonlarda (1-5-10-20 mg L™) Cr (Krom) uygulanmustir. Maruziyet siiresi
sonunda oOrneklerde belirlenen Cr miktarlar1 Tablo 4.6’da gosterilmistir. Tablo 4.6
incelendiginde bitki Orneklerinin maruz bitkildigt Cr konsantrasyonlarinin artisi ile
birlikte Cr konsantrasyonunun da artig1 gozlenmistir. Konsantrasyonlara bagl olarak
agir metal akiimiilasyonlart birbirinden farklidir ve bu farklilik istatiksel acgidan

anlamlidir (p<0,05).

62



Tablo 4. 6.Salvinia natans (L.) 6rneklerindeki Cr (Krom) miktar1 ve standart hata
degerleri (ng g™ kuru agirlik, n=5).

Cr Konsantrasyonu (mg L™) Ort/Std hata (pg g™) Min Maks
Kontrol 1150,43%1,65 1148,78 1152,08
1 ppm 2250,43°19,04 202139 | 227947
5 ppm 4556,485 °+29,825 4516,66 4596,31
10 ppm 5555,15 %+29,922 5528,93 5581,37
20 ppm 10531,095 °+33,885 10497,21 10564,98

Ay siitiindaki farkli harfler gruplar arasindaki farkliliklari istatistiksel anlamliligi ifade etmektedir.
4.1.6.1. Cr Uygulanmus Salvinia natans (L.) Orneklerindeki Biiyiime Orami (RGR)

7 giinliik Cr maruziyeti sonucunda Salvinia natans (L.) bitkisindeki goreceli biiyiime
oran1 Sekil 4.31’de gosterilmistir. Bitki Orneklerinin  maruz birakildigi  Cr
konsantrasyonlarinin artisi ile birlikte goreceli biiylime oraninin azaldig goriilmektedir.
Cr bitkideki biiyiime orami iizerine olan en biiyiik etkisinin ise 20 mg L*

konsantrasyonunda oldugu gozlenmistir (p<0,05).
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Sekil 4. 23.Yedi giinliik periyot sonunda Cr (1-20 mg L-1) uygulamasinin Salvinia
natans’in biiylime orani (RGR) etkisi ve standart hata degerleri (n=5)

4.1.6.2. Cr Uygulanmus Salvinia natans (L.) Orneklerindeki Klorofil a Miktarlari

Salvinia natans (L.) bitki orneklerine farkli konsantrasyonlarda Cr uygulamasi
yaptlmistir ve 1. ve 7. giin maruziyeti sonunda belirlenen klorofil a miktarlar1 Sekil
4.32’de  gosterilmistir.  Klorofil a  miktarlart  uygulama  gruplarinda Cr
konsantrasyonlarina bagli olarak ¢esitli degisiklikler gostermistir. Artan Cr
konsantrasyonlar1 klorofil a miktarlarin1 6nemli diizeyde azaltmigtir. Konsantrasyonlara

bagli olarak klorofil a miktarlar birbirlerinden farklidir. Bu farklilik ise istatiksel agidan
anlamlidir (p<0,05)
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Sekil 4. 24.Cr (1-20 mg L-1) uygulanmis Salvinia natans 6rneklerindeki klorofil a 1. ve
7. giin miktarlar1 ve standart hata degerleri (mg g-1 yas agirlik, n=5)

4.1.6.3. Cr Uygulanmus Salvinia natans (L.) Orneklerindeki Klorofil b Miktarlari

Salvinia natans (L.) bitki orneklerine farkli konsantrasyonlarda Cr uygulamasi
yapilmigtir ve 1.ve 7. glin maruziyeti sonunda belirlenen klorofil b miktarlar1 Sekil
4.33.de gosterilmistir. Klorofil b miktarlar1 uygulama gruplarinda artan Cr
konsantrasyonlarina bagli oalrak ¢esitli degisimler gostermistir. Artan Cr
konsantrasyonlar1 klorofil b miktarlarin1 6nemli sayilabilecek diizeyde azaltmistir.
Konsantrasyonlara bagl olarak klorofil b miktarlari birbirlerinden farklidir. Bu farklilik

istatiksel agidan anlamlidir (p<0,05).
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Sekil 4. 25.Cr (1-20 mg L-1) uygulanmis Salvinia natans (L.) 6rneklerindeki klorofil b
1. ve 7. glin miktarlar1 ve standart hata degerleri (mg g-1 yas agirlik, n=5)

4.1.6.4. Cr Uygulanmus Salvinia natans (L.) Orneklerindeki Toplam Klorofil
Miktarlan

Salvinia natans (L.) bitki orneklerine farkli konsantrasyonlarda Cr uygulamasi
yapilmigtir ve 1. ve 7. giin maruziyet siiresi sonunda toplam Klorofil igerigi Sekil
4.34.°de gosterilmistir. Uygulanan Cr konsantrasyonlarina bagli olarak toplam klorofil
iceriginde cesitli degisimler gozlenmistir. Artan Cr konsantrasyonlar1 toplam klorofil
miktarlarii 6nemli diizeyde azaltmistir. Konsantrasyonlara bagli olarak toplam klorofil
miktarlar1 birbirlerinden farklidir. Bu farkliliklar ise istatiksel a¢idan anlamlidir

(p<0,05).
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Sekil 4. 26. Cr (1-20 mg L-1) uygulanmis Salvinia natans (L.) 6rneklerindeki toplam
klorofil 1. ve 7. glin miktarlar1 ve standart hata degerleri (mg g-1 yas agirlik,
n=5)

4.1.6.5. Cr Uygulanmus Salvinia natans (L.) Orneklerindeki Karotenoid Miktarlar

Salvinia natans (L.) bitki orneklerine farkli konsantrasyonlarda Cr uygulamasi
yapilmistir ve 1. ve 7. giin maruziyeti sonunda belirlenen karotenoid igerikleri Sekil
4.35’de gosterilmistir. Uygulanan Cr konsantrasyonlarina bagli olarak Cr
miktarlarindaki karotenoid oranlarinda kontrole gore oOnemli dilizeyde azalma

goriilmiistiir (p<0,05). Azalma miktar1 20 mg L™ uygulanan grupta en ist diizeye

ulagmustir.
mlgun m7.gun
0,4

4 a
o~ 0,35 T I
o 03

i h b .

5 0,25 1 b b b p c
= 02 - I I <
T 015 - -
z i |
*5 0,1
‘E 0,05 - —
.;d 0 | T T T T 1

Kontrol 1 5 10 20

Cr Konsantrasyonu (g L!)

Sekil 4. 35.Cr (1-20 mg L-1) uygulanmig Salvinia natans (L.) 6rneklerindeki karotenoid
1. ve 7. glin miktarlar1 ve standart hata degerleri (mg g-1 yas agirlik, n=5)
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4.1.6.6. Cr Uygulanmus Salvinia natans (L.) Orneklerindeki Lipid Peroksidasyonu
(MDA) Miktarlar:

Salvinia natans (L.) bitki orneklerine farkli konsantrasyonlarda Cr uygulamasi
yapilmistir ve 1. ve 7. giin maruziyeti sonunda belirlenen MDA miktarlar1 Sekil 4.36°da
verilmistir. Krom metali stresi lipid peroksidayonu igeriginde artisa sebep olmustur.
Konsantrasyonlara bagli olarak lipid peroksidasyonu miktarlar1 birbirlerinden farklidir.

Bu farklilik ise istatiksel agidan anlamlidir (p<0,05).

mlgun m7.gun
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Kontrol 1 5 10 20

Cr Konsantrasyonu (ing L)

Sekil 4. 36. Cr (1-20 mg L-1) uygulanmis Salvinia natans (L.) 6rneklerindeki
karotenoid 1. ve 7. giin miktarlar1 ve standart hata degerleri (mg g-1 yas
agirlik, n=5)

4.2. Agir Metal Stresinin Salvinia natans (L.) Bitkisinde ISSR Profili

Calismada farkli konsantrasyonlardaki agir metallerin Salvinia natans (L.) bitkisindeki
etkisinin incelenmesi amaciyla, bitkinin yaprak bolgelerinden elde edilen DNA’lar
toplam 15 farkli ISSR primeri ile ¢alisilmistir. Kullanilan primerler ve bunlara ait baz
dizilimleri Tablo 4.7.’de verilmistir. Kullanilan primerlerin 10°’nunda polimorfik bant
olusumu goézlenmistir. 5 ( ISSR B, ISSR D, UBC818, UBC820, UBC824) primer
acisindan bir degisim gerceklesmemis ve monomorfik bant paterni gozlemlenmistir.
Her  primer icin  gozlemlenen  polimorfizmlerin  hesaplanmasi,  farkh
konsantrasyonlardaki agir metal stresine maruz birakilan bitki 6rnekleri ISSR

profillerinin kontrol orneklerinin ISSR profillerine gore karsilastirmasi yapilmistir.
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Kontrol grubuna ait ISSR profilinde bulunup 6rneklerde bulunmayan ve/veya kontrol
ISSR profiline goére yeni olusan bantlar polimorfik olarak degerlendirilmislerdir.
Polimorfik bant gozlenen 10 primerde (ISSR A, ISSR C, ISSR E, UBC807, UBCS808,
UBC809, UBC811, UBC815, UBC834, UBC840) 27 tane polimorfik bant gézlenmistir.
Ortalama polimorfik bant sayist primer basina 2,7 olarak hesaplanmistir. Arastirmada
kullanilan agir metal konsantrasyonlariin Salvinia natans’ a ait DNA’larin miktar (ng
DNA/ul) ve saflik (A260/A280) degerleri Tablo 4.8.’de gosterilmistir. Agir metal
konsantrasyonlarinin Salvinia natans’ a ait DNA’larin miktar (ng DNA/ul) ve saflik
(A260/A280) degerlerinin grafik olarak degerlendirme sonucu ise Sekil 4.37.°de

gosterilmistir.

Tablo 4. 7.ISSR analizlerinde kullanilan primerler ve baz dizileri

GAGAGAGAGAGAGAAC
| 545 |
|48 |
ACACACACACACACACAG
CACACACACACACACCG
TCTCTCTCTCTCTCTG
ACACACACACACACAG
CTCTCTCTCTCTCTCG
GAGAGAGAGAGAGAGYT

GAGAGAGAGAGAGAGAYT

ISSR D

UBC807
UBC208
UBC80S
UBC3811
UBC315
UBC818
UBC820
UBC824
UBC834
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Tablo 4. 8.Arastirmada kullanilan agir metal konsantrasyonlarmin Salvinia natans’ a ait
DNA’larin miktar (ng DNA/ul) ve saflik (A260/A280) degerleri

Konsatrasyonlar Toplam Conc. (ng/uL) Toplam A260/A280

Cd0,5 350 1,55
Crb 95 1,3
Cr 10 147 14
Cr20 136 1,5
Cul 36 1,5
Cub 24 1,7
Cu 10 159 1,7
Cu 20 159 1,6
Pb5 182 1,5
Pb 10 162 1,6
Cd1 307 1,49
Pb 25 274 1,6
Pb 50 223 1,7
Kont 190 1,7
Kont 240 1,6
Asl 190 1,7
As 10 203 1,5
As 20 200 1,7
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As 50 271 1,7

Cd4 326 1,56
Cd8 241 1,3
Ni 1 289 1,2
Ni 5 404 1,2
Nil0 291 1,33
Ni 20 276 1,3
Crl 229 1,4
Genel Toplam 5604 39,33
1,8 450
16 N7 A\ 400
14 1/ + 350
1,2 300
1 250
0,8 200 I Toplam Conc. (ng/ul)
0,6 150 Toplam A260/A280
0,4 100
0,2 50
0 I 0

B 0 N O 5 DN DO &0 0B Y A0
d}o‘ & 0;» R Qg—; & vf;\' vf:o RN \&3’

Sekil 4. 37.Arastirmada kullanilan agir metal konsantrasyonlarinin Salvinia natans’ a ait
DNA’larin miktar (ng DNA/ul) ve saflik (A260/A280) degerlerinin
gostergesi
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Agaroz jel tlizerinde PCR amplifikasyon iiriinlerinin olusturduklart bantlar
gorlntiilendikten sonra bu bantlarin okunmasinda sadece kuvvetli bantlar

degerlendirmeye alinmiglardir. Olusan bantlar ¢esitlerde ortak (monomortfik) veya farkli

(polimorfik) olma durumlarina gore degerlendirilmis; ¢esitlerde var olma ya da olmama
durumuna gore bantlar "1" veya "0" seklinde degerlendirilmis ve benzerlik indeksleri
olusturulmustur. Polimorfik bantlarin kullanilan primerlerde olma yada olmama
durumlart Tablo 4.9.°da gosterilmistir. Genotipler arasindaki genetik benzerlik
katsayilar; “R” programinin 3.4.1 siirlimii kullanilarak, Jaccard benzerlik katsayisina
gore saptanmistir. Elde edilen genetik benzerlik katsayilarindan, “MEGA7”
programinda Neighbor joining metoduna gore bir soyagaci elde edilmistir. Elde edilen
soyagacinda kok olarak kontrol genotipi secilmistir. Arastirma sonucunda elde edilen
genetik benzerlik katsayilari indeksi Tablo 4.10.’da gésterilmistir. Genetik benzerlik
katsay1 ¢izelgesi incelendiginde benzerlik diizeyi en diisiik olan agir metal Cr (krom)

goriiliirken benzerlik oran1 en ytliksek olan agir metal As (arsenik) olarak gozlenmistir.
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Tablo 4. 9.Polimorfik bantlarin kullanilan primerlerde olma ya da olmama durumuna

gore bantlarin var "1" yok "0" seklinde degerlendirilmesi (1-5 ISSR A, 6
ISSR E, 8 ISSR C, 9 UBC 807, 10-13 UBC 808, 14 UBC 809, 15 UBC 811,
16-18 UBC 815, 19-23 UBC 834, 24-27 UBC 840)

1 2 3 4 5 & 7 8 9 w n 0 w5 u 15 6 v v W A A B B A B N I
s | ol ol o o ol O o o ol o A o o ol ol o o o o of o o o 6 o o 0
s | ool al ol o ol A o o ol o A o o ol ol o o o of o o o o o o 0
TEEEEEERERE IR R EEEEREE
hs1 BRI R
THIEE IR EEE 1 1 o 1 1 o o of o o of o o
s | o o of of 1 2 1 1 1 1 1 o 1 of of o o o] of o of o o of o o
o | o 1 o 1 1 1 ol o ol o o o o of of o al o] of o of d o of o 9
Pb5 o o o o 1 A 1 o o o o o] o 4 4 0 1 1 o o of of o of o o
kool | o) ol 1 o 1 1 1 0 1 1 o 1 1 o ol o of o o o 1 o o
T HEEERERE o 1 4 o A qf o of o] o o o] o o o o 1 1
o | ool o] o o o o o 1 o of o o o of o 1 1 1 1 o o o 1 1 1 1
(s | 1 | 1 1 o o 1 o o o 1 1 o 1 1] o 1
oM | 1 1 U o ol o o o A ol ol o o of o of o o] o o 1
T HEEEERE 1 o 1 o o 1 1 o 1 1 1 1 0 o o 1 1
THEEENREEREEEERENR 1 o 1 of o 1 1 of o of 1 o of 1 1
o5 o o o 1 o 1 o o of o ol o o of of of o] of of o o o o 1 1
1 1 1 1 o 1 o 1 o o o 1 1 1 ol of o o] 1 of o of o o of 1 1
THEE | 1 4 1 4l o A a A o o of o o ol of of of of o of 4 1
W [ ol o] of of A o A 1 1 1 1 of of o of 1f of o of o 0 of 1 1
INis o 1 o o 1 o 1 o 1 1 1 1 ol of o o] 1 of o of o o of 1 1
Nid o 1l o o 1 o 1 o] o o o ol ol o of of o of of of o of of 0 of 1 1
c ) of 0 o 1 o ] 1 1 1 1 of of o of of of o of of 0 of 1 1
n ) ol 0 o 1 4 1 o o o o o o] of of o o of of o of of o of 1 1
cH o al o o 1 o 1 ol of o o ol o o of of o o] of of o of of 0 of 1 1
chos | ol o o o 1 o 1 o of o o o 1 of of o o o of o of of o 0
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Tablo 4. 10.Farkli agir metal konsantrasyonlar1 uygulanan Salvinia natans bitki tiiriine
ait genetik benzerlik katsay indeksi

A5 A0 (A0 [l oS0 b5 JPb-10 PS5 [Komtrol [CwD [Cwl0 [CuS (Gl [CRM0 G0 fCRS ol NN N0 NSO NEL (G [Cdd (G [CA0S

As-10 098 0938 |
sl 0833 083 08 |
Pb-50 0688 0688 0647 0667 1
pb-25 0509 059 050 0% 0769 1
pb-10 053] 0363 059 036 083 09 1
Pb-5 0688 0688 OM7 0667 O%6[ 0769 083 1
Kontrol | 0750 0750 0706 0722 063 050 0533 0667 1
(-0 0610 0611 0579 0600 044 038 033 044 038 1
(10 05500 0350] 054 0345 040 030 030 040 056 087 1
(-5 0333 033 036 030 040 0429 042 040 0375 0438 0389 1
(-1 04500 0450 0490 0S4 038 0389 04 038 o4 073 020 033 1
(-0 04500 0450 0429 0455 038 047 Q41| 044 041 04 05 0718 027 1
(10 0333 033 038 034 039 030 048 047 030 030 040 024 Ol 030 1
(-5 0400 00| 031 0409 0471 0300 048 047 030 04:m) 056 0294 014 080 08 1
(-1 04500 0450 049 0455 0590 0363 050 0529 O30 04 059 033 07 0750 080 099 1
Ni-20 Q440 04l 041 0381 048 047 040 033 0333 0389 05000 033 010 047 0500 080 0667 1
‘Ni-lﬂ 0368 0368 O30 0381 053] 06% 06m5[ 0533 0333 0389 0500 0428 050 067 074 074 07e[ 06 1
‘Ni-S 0368 0368 030 0381 053] 06%) 065[ 053 033 036 04 033 0B0[ 0667 074 074 066 057 083 1
Ni-1 474 047 0400 0476 0563[ 0600 053] 0470 030 030 040 0294 030 050 059 065 6% 074 074 074 1
(48 0333 033 036 028 040 053 042 040 03[ 078 039 0286 010 0438 Od6r 047 033 0667 0667 0667 0571 1
(04 033 033 033 030 049 042 050 0429 040 0220 033 0308 018 035 0] 040 Od6r 058 038 0583 050 08 1
(¢-1 0440 04l 041 040 OM3 069 0,750| 0643 0412) 0316 041 0,429| 03160 0563 0,600| 0,600| 0667 0571 0833 083 074 0867 07 1
(605 | 040 040 035 033 050 0% 0,600| 0500 042 033 024 0,500| 0176 033 0,357| 0,357| 0439 03| 05 0417 037 030 056 034 1

Genetik iligki dendogrami (soy agaci) Sekil 4.38.’de verilmistir. Genetik iligki
dendogrami incelendiginde Salvinia natans bitkisinin agir metal akiimiilasyonu
sonucunda genomik degisikligin en fazla Cr da oldugu goriiliirken, en az genomik

degisimin ise As konsantrasyonlarini igeren bitki 6rneklerinde oldugu goézlenmistir.
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Sekil 4. 38.Genetik iliski dendogrami (soy agac1)

Primerler itibariyle degerlendimer yapildiginda en yiiksek bant sayisi (5 bant) ISSR A
ve UBC 834 verirken, en diisiik bant sayisi (1 bant) ile ISSR C, UBC 807, UBC 809,

UBC 811 primmerlerinde gozlenmistir.

Amplifikasyon iiriinlerinin jel goriintiileri ise Sekil 4.39- 4.48.’de verilmistir.

As50 As20 Asl0 Asl Kont Pb50 Pb25 Pbl0 Pb5S Kont Cu20 Cul0 Cu5 Cul Cr20 Crl0 Cr5 Crl Ni20 Nil0 Ni5 Nil Cd8 Cd4 Cdl Cdo.,5

5

N e
L

T ILLiLLl] | EBECTET

le

Sekil 4. 39. Arastirmada kullanilan Salvinia natans bitkisine ait DNA’larin ISSR A
primerinin agaroz jel lizerindeki goriintiileri
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As50 As20 Asl0 Asl Kont Pb50 Pb25 Pbl0 PbS Kont Cu20 Cul0 Cu5 Cul Cr20 Crl0 Cr5 Crl Ni20 Nil0 Ni5 Nil Cd$ Cd4 Cdl ('dO,S-

- —

.-

-——
—-— e Lad
--u».—--’

Sekil 4. 27. Arastirmada kullanilan Salvinia natans bitkisine ait DNA’larin ISSR C
primerinin agaroz jel lizerindeki goriintiileri

J
As50 As20 Asl0 Asl Kont Pb50 Pb25 Pbl0 PbS Kont Cu20 Cul0 Cu5 Cul Cr20 Crl0 Cr5 Crl Ni20 Nil0 Ni5 Nil Cd8 Cd4 Cdl Cdo,5

Sekil 4. 28. Arastirmada kullanilan Salvinia natans bitkisine ait DNA’larin ISSR E

As50 As20 Asl0 Asl Kont Pb50 Pb25 Pbl0 PbS Kont Cu20 Cul0 CuS Cul Cr20 Crl0 Cr5 Crl Ni20 Nil0 Ni5 Nil Cd8 Cd4 Cdl Cd0s

]

.t"' =

----------..-...!

- 1 |

Sekil 4. 29. Arastirmada kullanilan Salvinia natans bitkisine ait DNA’larin UBC 807
primerinin agaroz jel {izerindeki goriintiileri
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As50 As20 Asl0 Asl Kont PbS0 Pb25 Pbl0 PbS Kont Cu20 Cul0CuS Cul Cr20 Crl0Cr5 Crl Ni20 Nil0 NiS Nil Cd8 Cd4 Cdl Cdo,5

Sekil 4. 30. Arastirmada kullanilan Salvinia natans bitkisine ait DNA’larin UBC 808
primerinin agaroz jel tizerindeki goriintiileri

As50 As20 Asl0 Asl Kont Pb50 Pb25 Pbl0 Pb5S Kont Cu20 Cul0d CuS Cul Cr20 Crl0 Cr5 Crl Ni20 Nil0 Ni5 Nil Cd8 Cd4 Cdl Cdo5

Sekil 4. 44. Arastirmada kullanilan Salvinia natans bitkisine ait DNA’larin UBC 809
primerinin agaroz jel iizerindeki goriintiileri

As50 As20 Asl0 Asl Kont Pb50 Pb25 Pbl0 PbS Kont Cu20Cul0 CuS Cul Cr20 Crl0 Cr5Crl Ni20 Nil0 NiS Nil Cd8 Cd4 Cdl Cdo,5

. -

- — . — —

b

Sekil 4. 45. Arastirmada kullanilan Salvinia natans bitkisine ait DNA’larin UBC 811
primerinin agaroz jel tizerindeki goriintiileri
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As50 As20 Asl0 Asl Kont PbS0 Pb25 Pbl0 PbS Kont Cu20Cul0 CuS Cul Cr20 Crl0Cr5 Crl Ni20 Nil0 Ni5 Nil Cd8 Cd4 Cdl Cdo,5

1 -~ o
-----------a.-------------.-

Sekil 4. 46. Arastirmada kullanilan Salvinia natans bitkisine ait DNA’larin UBC 815
primerinin agaroz jel lizerindeki goriintiileri

As50 As20 Asl0 Asl Kont PbS0 Pb25 Pbl0 Pb5S Kont Cu20Cul0 CuS Cul Cr20 Crl0 Cr5 Crl Ni20 Nil0 NiS Nil Cd8 Cd4 Cdl Cd0,5

Sekil 4. 47. Arastirmada kullanilan Salvinia natans bitkisine ait DNA’larin UBC 834
primerinin agaroz jel iizerindeki goriintiileri

As50 As20 Asl0 Asl Kont Pb50 Ph25 Pbl0 PbS Kont Cu20 Cul0 CuS Cul Cr20 Crl0 Cr5 Crl Ni20 Nil0 NiS Nil Cd8 Cd4 Cdl Cd05

e 2

B B e e b " <

-

Sekil 4. 48. Arastirmada kullanilan Salvinia natans bitkisine ait DNA’larin UBC 840
primerinin agaroz jel iizerindeki goriintiileri
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5.BOLUM
TARTISMA VE SONUC

Bu ¢alismada Pb, Cd, As, Cr, Ni ve Cu agir metallerinin Salvinia natans (L) All. (su
egreltisi) tirindeki toksik etkileri, fizyolojik, biyokimyasal ve molekiiler parametreler
yardimiyla tespit edilmis, diger arastirmacilarin sonuglariyla karsilastirilmig ve

tartisilmastur.

Yapmis oldugumuz arastirmada, yiiksek miktarda iireme yetegine sahip olmasi,
kiiltiriiniin olmasi, yiiksek oranlarda agir metalleri akiimiile etme yetenegi, serbest
yiizer bir bitki olmasi gibi bir¢ok 6zelliginden dolay1 Salvinia natans su bitkisi tercih

edilmistir.

Yapmis oldugumuz deneysel calismalar sonunda farkli agir metal konsantrasyonlarina
maruz birakilan Salvinia natans bitki 6rneklerinin morfolojik ve fizyolojik degisimleri
gozlemlenmistir. Yaptigimiz calismaya benzer olarak Leblebici ve arkadaslari [83]
tarafindan Spirodela polyrhiza bitki o6rneklerinde nikel ve kadmiyum metallerinin
aklimiilasyon miktarlar1 incelenmistir. Yapilan arastirma sonuglarina goére nikel ve
kadmiyum metalerinin  oldiiriicii  etkisinin  Spirodela polyrhiza’da kadmiyum
konsantrasyonu i¢in 8 mg L™, nikel konsantrasyonu icinse 20 mg L™ oldugu tespit
edilmistir. Yapmis oldugumuz deneysel ¢alisma sonucunda da benzer bir sonug tespit
edilmistir. Salvinia natans bitki orneklerindeki kursun ve nikel konsantrasyonlari artig
gosterdikge bitki biinyesinde bulunan nikel ve kursun oranlarinda artiglarin oldugu
gbzlenmistir. Sonu¢ olarak konsantrasyonlarda artis oldukga bitkilerdeki agir metal
aklimiilasyonlarinda da artislar olmustur ve yapmis oldugumuz deneysel calisma

Leblebici ve arkadaslari‘nin [83] yapmis oldugu ¢alismay1 desteklemektedir.

Yal¢in, [47] kursun, kadmiyum ve nikel agir metallerinin Lemna minor ve Salvinia
natans su bitkileri tizerindeki biyolojik yanitlar ve stresi {izerine yaptigi ¢alismada;
kursun konsantrasyonlart 5 mg L den 50 mg LYe dogru arttikca akiimiilasyon
miktarlart sirastyla Lemna minor’de (657,9-9006,2 mg g™), Salvinia natans’ta (2530,0-
8570,2 mg g'l) oraninda oldugu tespit edilmis, S. natans’in kursun akiimiilasyon
yeteneginin L. minor su bitkisine gore daha fazla oldugu tespit edilmistir. Yapmis

oldugumuz c¢alismada Salvinia natans su bitkisi tizerine altt farkli agir metal
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konsantrasyonlar1 uygulamasi ile yapilan belirlemeler de S. natans bitkisinin yiiksek
oranlarda agir metal akiimiilasyon yetenegine sahip oldugu ve yiiksek

konsantrasyonlardaki agir metallerin bitkide strese sebep oldugu tespit edilmistir.

Megateli ve arkadaslar1 [84] Lemna gibba bitkisinde Cd, Cu ve Zn toksisitesi ve
akiimiilasyonu lizerine ¢alismalar yapmislardir. Yapilan ¢alismada bitki 6rneklerinin Cu
ve Zn agir metallerinin akiimiilasyon oranlart maruziyetinin ilk iki giinii i¢inde % 60
gibi hizl1 bir miktardayken bu degerler son maruziyet giinlerinde % 10 ila 20 oranlarina
diismiistiir. Bitki orneklerine uygulanan Cd agir metalinde ise bu deger son maruziyet
giinlerinde % 90 gibi oranlara ulagmustir. 10 giinliik agir mtel maruziyeti sonucunda elde
edilen sonuglar degerlendirildiginde Lemna gibba bitkisinin Zn metalini % 100, Cd
metalinin % 90 ve Cd metalini ise %77 oraninda agir metalleri akiimiile ettigi tespit
edilmistir [85]. Yapmis oldugumuz ¢alismada 7 giinliikk maruziyet siiresince Cd, Ni ve
Pb konsantrasyonlarinda artis olduk¢a Salvinia natans bitkisinin agir metal
akiimiilasyonunda da artis oldugu goézlemlenmistir. Sonu¢ olarak yapmis oldugumuz
caliyma Megateli ve calisma arkadaslari’nin [84] yapmis oldugu bu saptamayi

dogrulamaktadir.

Sternberg ve Rahmani [86] Lemna minor su bitkisinde Pb agir metalinin
akiimiilasyonunu irerine ¢alismalar yapmislardir. Calismada 21 giinlik maruziyet
siireci sonunda 5 mg L™’lik Pb metal konsantrasyonunda % 85 ila 90 oraminda Pb
akiimiilasyonu oldugu gozlemlenmistir. Yaptigimiz oldugumuz deneysel ¢alisma
sonucunda da Salvinia natans bitkisi 7 giinliik maruziyet siiresi boyunca artan
konsantrayonlarda 5-10-25-50 mg L™’lik Pb konsantrasyonlarina maruz birakilmustir.
Yapilan deny sonucunda ise bitki 6rneklerindeki kursun konsantastonlarida artis oldukca

bitki 6rneklerindeki kursun akiimiilasyonlarinda da artiglar oldugu tespit edilmistir.

Duman ve galisma arkadaslar1 [87] Nasturtium officinale bitkisinin bitkisel giderim ve
biomonitor amaciyla kullanimini iizerine arastirmalar yapmislardir. Yapmis oldular
calimalar sonunda Cr, Cd ve Co’nun en fazla akiimiilasyonlar1 sirasiyla 10, 0.5 ve 0.5
MM konsantrasyonlar1 oldugu tespit edilmistir. Yapilan ¢calisma sonucundan anlasildig:
tizere N. officinale Cd’ye karsi hassastir. Yapmis oldugumuz c¢alimada ise Salvinia
natans’da 89329 ug g™ kadmiyum metal akiimiilasyonu oldugu, Cd konsantrasyonu nda

artis oldukga bitkideki akiimiilasyon miktarinda da artis oldugu belirlenmistir.
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Yapilan bagka bir ¢alismada kadmiyum ve kursun igerigine sahip olan sulardaki Lemna
minor (L.) bitkisinin metal akiimiilasyonu ve goreceli bliylime hizi {izerine arastrima
yapilmustir. Yapilacak olan c¢alisma i¢in bitki 6rnekleri kiiltiir ortamina her bir deney
diizenegi icin esit olmak sartiyla saglikli ve canli 40 frond asilanmistir. Bitki
orneklerinin 168 haftalik maruziyet siireci sonunda biiyiime hizlarindaki farkliliklar
belirlenmistir. Frond sayisinin zamana bagl olarak degisimine dayanarak biiyiime hiz
kinetiginin 1.derece reaksiyon kinetigine uydugu belirlenmistir. Bunun yani sira kursun
ve kadmiyum metallerini igeren kiiltiir ortaminda bitki Orneklerinin kursun ve
kadmiyum metallerini mak. oranda akiimiilasyon yeteneginin oldugunu tespit edilmistir.
Calisma sonucunda da Cd ve Pb metallerinin konsantrasyonlar1 arttikga bitki
orneklerinin  biinyelerinde barindirdiklart agir metal konsantrasyonlarinda da artig

oldugu tespit edilmistir [88].

Lemna minor birki orneklerinde on farkli agir metal konsantrasyonlarinin goreceli
bliylime orani etkisi lizerine ¢alisma yiiriitilmiistiir[89]. Agir metallerin bitkiye toksik
etkileri sirasiyla Ag> Cd**> Hg?*> TI*> Cu?*> Ni?*> Zn*"> Co?*> Cr(VI)> As(lIl)>
As(V) seklinde tespit edilmistir. Yapmis oldugumuz calismada, Salvinia natans’ta
kadmiyum metal konsantrasyonlart 5 mg L den 8 mg L%e dogru arttikga goreceli
biiyiime oranida siras1 ile (-0,1314)-(-0,1614) oraninda belirgin bir disiisiin oldugu ve
kadmiyum konsantrasyonlarinda artis olduk¢a goreceli biiyliime oraninin azaldig tespit

edilmis olup bu durum sonucunda bitkinin olumsuz etkilendigi sonucuna varilmistir.

Drost ve galisma arkadaslar1 [90] laboratuvar orataminda farkli konsantrasyonlardaki
Ni, Cd, Zn ve Cu metallerini ekleyerek Lemna minor (su mercimegi) su bitkisinin
goreceli biiylime oranini (RGR) ve biyokonsantrasyon faktoriinii (BCF) arastirmiglardir.
Yapilmis olunan bu ¢alisma sonunda Zn ve Ni metalleri igin diisiik toksisiste, Cu ve Cd
metalleri igin ise yiiksek toksisite tespit edilmistir. En fazla biyokonsantrasyon faktorii
kadmiyum metalinde tespit edilmistir [91]. Yapmis oldugumuz deneysel ¢alisma
sonucunda ise Salvinia natans bitki orneklerinde Ni ve Cd metallerinin toksisitesine
bakildiginda Ni ve Cu i¢in 1 mg L™ den sonra goreceli bilyiime oranlarimin negatif

degere diistiigli belirlenmistir.

Leblebici ve Aksoy [92] Spirodela polyrhiza bitki 6rneklerine farkli konsantrasyonlarda
nikel metaline (1, 5, 10, 20 mg L) maruz birakmus ve 1, 3, 5 ve 7. giinlerdeki bitki
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orneklerinde goreceli biliylime oranint (RGR) belirlemislerdir. Yapilan arastirma
sonucuna gore agir metal konsantrasyonlarinda artis oldukg¢a bitkinin agir metal
akiimiilasyonlarinda da artis oldugunu belirlenmistir. Bunun yanmi sira goreceli biiyiime
oraninin agir metal konsantrasyonuyla ters bir iliskisi oldugu sonucuna varmistir. Sonug
olarak agir metal konsantrasyonlari arttikga goreceli biiylime oranlarinda diisiis
oldugunu belirtmislerdir. Yapilan bu c¢alisma sonucu yapmis oldugumuz deneysel
calisma sonuglarmi desteklemektedir. Artan nikel metal stresi altindaki Salvinia
natans’ta, agir metal akiimiilasyonu artis gosterirken goreceli biiylime orani lizerinde de
olumsuz etki yaptigr belirlenmistir. Yapmis oldugumuz bu ¢alisma sonuglar1 Leblebici

ve Aksoy [92]’un yapmis oldugu ¢alismalarin sonucu ile uyum saglamaktadir [92].

Uysal ve Taner’in [93] yaptiklar1 deneyde kadmiyum (Cd) metalinin 0.005-20.5 ppm
konsantrasyonlarindaki Lemna minor bitki orneklerindeki biiyiime hizina olan etkisi
lizerine ¢aligmalar yapmislardir. Yapilan ¢alisma sonuglarina gore kadmiyum metalinin
L. minor bitki ornekleri igin toksisiteye neden oldugu ve bitkideki goéreceli biiylime
hizin1  azalttigini tespit etmiglerdir. Yapmis oldugumuz  bu deneysel arastirma
sonuclarida bu bulgularn desteklemektedir. 0,5-8 mg Lt konsantrasyonlarinda
kullandigimiz kadmiyum metali Salvinia natans bitki tiiriinde toksisiteye neden olarak

bitkilerde goreceli biiyiime oranlari lizerinde olumsuz sonuglara neden olmaktadir.

Appenroth ve arkadaslar1 [94] Lemna minor ve Spirodela polyrhiza ile yapmis olduklari
deneyde nikel metalinin bitkilerin tilakoid sistemini yiiksek derecede etkiledigini,
fotosentetik pigmentlerden klorafi a ve klorafil b miktarlariinda azalma tespit edilirken,
karotenoid miktarlarinda ¢ok bir degisiklik olmadigi belirlenmistir [94]. Nikelin
toksisitesinin reaktif oksijen tiirlerini degistirdigi tespit edilmistir. Yapmis oldugumuz
calismda da , 7 gilinlik maruziyet siiresince Salvinia natans bitki 6rneklerinin nikel
metali stresi altinda kl a, kl b ve karotenoid miktarlarunda azalmalarin oldugu

belirlenmistir.

Bagka bir ¢alismada ise Lemna trisulca’da artan kadmiyum (10 pM’a kadar) ve bakir
(50 uM’a kadar) konsantrasyonlarinin etkisinde olusan cesitli fizyolojik sonuglar
arastirtlmistir. Lemna trisulca bitki 6rneklerindeki artan kadmiyum konsantrasyonlarina
kars1 fotosentetik pigment miktarlarinda ©nemli degisiklikler olmadan tolere

edebilirken, 25 ve 50 uM bakir konsantrasyonlarinda bitkide pigment degredasyonu
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tespit edilmistir. Kadmiyum metalinin esas etkiledigi prosesler ise , net fotosentez ve
toplam gaz degisimi iken bakir metalii, klorofil a ve karotenoid miktarlarinin diismesine
ve fotosistemll’nin bozulmasina bagh olarak net fotosentezi ve toplam gaz degisimi
inhibe etmistir. Kadmiyum etkisinde 7 ve 8 kda agirliginda iki polipeptit sentezi
belirlenmis, bakir etkisinde herhangi bir ekstra protein sentezi olmadig: tespit edilmistir
[95].

Mangan ve nikel agir metallerinin Lemna gibba bitki 6rneklerindeki fizyolojik etkileri
ve akiimiilasyon oranlar1 {izerine yapilan arastirma da; mangan ve nikel
konsantrasyonlarinin artiglarina  paralel olarak bitki dokularinda biriken agir
metallerinde atrig gostertigi tespit edilmistir. Ayrica nikel metaline maruz birakilan bitki
orneklerindeki  toplam klorofil ve karotenoid miktarlar1 mangan metaline maruz
birakilan bitki Orneklerine gore daha fazla azalmaya neden oldugu belirlenmistir.
Yapmis oldugumuz arastirmada da benzer bir sonug tespit edilmistir. Nikel stresi
altindaki Salvinia natans bitkisinin konsantrasyonlari arttik¢a akiimiilasyonun da arttigi
tespit edilmistir. Bunun yani sira nikel metali stresi toplam klorofil ve karotenoid
mikralarinda azalmalara sebep oldugu gozlenmistir. Yapmis oldugumuz calisma bu

arastirmay1 desteklemektedir [96].

Pandey ve Sharma [97] yiiksek dozda nikelin (500 uM) klorofil miktarlarinin
azaltiklarini tespit etmiglerdir. Yapmis oldugumuz arastirmada da nikel metalinin

klorofil igeriklerini dnemli oranda diislirdiigli belirlenmistir.

Phaseolus vulgaris L. fidelerinin farkli konsantrasyonlardaki Pb ve Hg metallerine
maruziyeti stiresince toplam Klorofil igerklerinde diistislerin oldugu ve bu disiislerin
sebebinin de enzimlerin inaktive olmast ile iliskili oldugu tespit edilmistir [98]. Yapmus
oldugumuz ¢alismada da Pb konsantrasyonlari 5°den 50 mg L™’ dogru arttik¢a toplam
klorofil miktarlarinda azalma tespit edilmistir. Pb konsantrasyonlar1 yiikseldikge
fotosentetik pigment miktarlarinda azalma oldugu tespit edilmistir. Yapmis oldugumuz
bu caligmada azalmanin enzimlerin inaktive olmasiyla iligkili olabilecegi sonucunu

dogrulamaktadir.
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Toksik miktarda bulunan kadmiyum (Cd) metali, klorofil biyosentezinde gorev yapan
protoklorofil rediiktaz ile aminolevulinik asit sentezini engelleyerek klorofil sentezinin

azalmasina sebep olmaktadir [99].

Yu ve arkadaglari [100] araciligiyla yapilan arastirmada artan kadmiyum metalinin
uygulanmasinin Kkl a, kl b, ve toplam kl miktarlarinda azalmalara neden oldugu tespit
edilmistir. Ozellikle bu durum 20 mg kg™’ den fazla olan kadmiyum konsantrasyonun da
onemli diizeyde etkili oldugunu belirlenmistir. Yapmis oldugumuz c¢alisma
sonuglarindan da elde etmis oldugumuz veriler bu belirtileri dogrulamaktadir. Salvinia
natans 8 mg L™ konsantrasyonundaki kadmiyum agir metalin stresinden oldukga fazla

etkilemistir.

Ceratophyllum, Wolffia ve Hydrilla bitkilerini Cd’a maruz birakarak bitkilerdeki metal
stresini, lipid peroksidasyonunu ve prolin akiimiilasyonlarin1 degerlendirildigi
calismada; Hidrofitlerden higbiri kadmiyum (Cd) stresine karsi prolin akiimiilasyonu
gostermemistir. Cd stresi altindaki sucul makrofitlerde meydana gelen lipid
peroksidasyonu diisiik bulunmustur. Bitkilerde klorofil a ve klorofil b miktarlart da Cd
etkisine bagl olarak azalmistir. Benzer bir durum arastirmamizda da taspit edilmistir.
Artan Cd konsantrasyonu kl a ve kl b miktarim1 azaltirken, lipid peroksidasyonu
miktarini artirmig, bitkiler bu durumdan olumsuz etkilenmislerdir [101]. Arastirmamiz

bu caligmayla uyum saglamaktadir.

Yapilan bagka bir arastirmada domates fidelerinin kadmiyum metali maruziyeti sonunda
antioksidan enzimler ve MDA etkisine bakilmistir. Yapilan arastirma sonunda domates
fidelerindeki kadmiyum toksistesinin, oksidatif strese neden oldugu belirlenmistir. Artan
kadmiyum konsantrasyonlarina bagli olarak peroksidaz aktivitesinin hem koklerde hem
de yapraklarda arttig1 tespit edilmistir. Dogada bulunan agir metallerin bitkilerde
oksidatif strese sebep oldugu lipid peroksidasyon konsantrasyonuyla da
gosterilebilmektedir.  Bitkilerdeki  kadniyum  toksistesinin  MDA’y1r  artirdig
belirlenmistir. Bitkilerdeki agir metallerdogrudan yada aktif oksijen tiirlerini {ireterek
dolayli yoldan molekiiler zararlara neden olabilirler. O, artig1 yag asitlerini toksik lipid
peroksidazlara doniistiiren hidroperoksil radikallerini iiretir ve bdylece biyolojik
membrana zarar verir [102]. Calismamizda Salvinia natans su bitkisi i¢in lipid

peroksidayon miktar1 kontrol grubunda 0,2967 nmol/g, 8 mg L' kadmiyum
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konsantrasyonunda ise 0,5483 nmol/g olarak tespit edilmistir. Domates fideleri iizerine

yapilmis olan bu ¢alisma yapmis oldugumuz arastirmayi desteklemektedir.

Bitkilerde agir metal toksisitesi niikleik asit biyosentezi [103] ve DNA yapisinin
bozulmast [104] gibi ¢esitli gelisme islevlerinde hasarlara sebep olmaktadir.
Glintimiizde, molekiiler biyolojide meydana gelen dikkate deger ilerlemeler ve
gelismeler, DNA {izerinde meydana gelen hasarlarin tespitine imkan kilmistir [64].
Molekiiler biyolojideki bu gelismelerden biri olan belirte¢ sistemleri i¢inde yer alan
RAPD, ISSR ve AFLP gibi parmak izi tarama yontemleri, agir metal stresi gibi ¢evresel
etkilerin DNA iizerinde meydana getirdigi degisimlerin belirlenmesinde siirekli
kullanilmaktadir [105, 106]. DNA hasarmin tespitinde ISSR belirteclerinin
kullanilmasinin pek ¢ok avantaji vardir; radyoaktif degildir, az miktarda DNA yeterlidir,

ayni anda bir¢ok ornekle ¢alismak miimkiindiir, ekonomiktir ve hizli bir tekniktir.

Farkli agir metal stresi uygulanan Orneklere ISSR profillerinde bulunan bant
panternlerindeki farkliliklar en fazla ISSR A ve UBC 834 primerlerinde goriilmiistiir.
ISSR profillerinde meydana gelen bant modifikasyonlar1 yani var olan bant kaybi
ve/veya yeni bant olusumu bir yada daha fazla durumlarin bir araya gelmesinden

kaynaklana bilir. Bu durumlar asagida sirasiyla verilmistir.

1. Agir metal stresine bagli olarak fidelerde oksidatif DNA hasar1 sonucu primerlerin
kalip DNA iizerindeki baglanma bdlgelerinde meydana gelebilecek degisimler
sonucunda eski baglanma bolgeleri yok olabilir. Bunun yani sira, daha biiyiik ya da

kiiciik bir amplifiye iiriin verecek yeni bir baglanma bolgesi olusabilir.

2. Oksidatif DNA hasar1 sonucu tek ya da cift iplik kiriklarina bagl olarak primer

baglanma bolgeleri yok olabilir ve bant kayiplar1 yasanabilir.

3. Hiicre i¢i artan metal yogunlugu; niikleik asitlerin metal iyonlar1 ile reaksiyonu
sonucu oligomer veya monomerlerin bozulmasina ve yanlis baz eslesmeleri gibi etkilere

neden olarak bant kayiplarina neden olabilir.

Agir metallerle kontamine olmus alanlarin fitoremediasyonu ic¢in uygun tiir veya
cesitlerin gelistirilmesinde metal toleransi ile ilgili molekiiler mekanizmalarin ve

genetik temellerin  aydinlatilmasin  6nemli oldugu vurgulanmistir [104, 107]. Bu
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temellerin aydinlatilmasinda siiphesiz ilk olarak agir metal stresinin farkli bitki tiirleri
tizerinde olusturduklar1 genotoksisite diizeylerinin tespit edilmesi yatmaktadir. Stres
faktorlerinin tolerans diizeylerinin genomik diizeyde tespit edilmisi gelecekte yapilacak

olan biyoteknolojik ¢aligmalar agisindan 6nemlidir [108].

Sonug olarak gerceklestirilen bu ¢calismada; Kursun (Pb), Kadmiyum (Cd), Arsenik (As),
Krom (Cr), Nikel (Ni) ve Bakir (Cu) agir metallerinin Salvinia natans (L.) All. (su
egreltisi) lizerinde strese neden oldugu ve olusan genotoksisite sonucunda bitkilerin
biliylime oraninsa fotosentetik pigment miktarinda diislis meydana geldigi gozlenmistir.
Salvinia natans bitkisine ait ISSR profillerindeki bant modifikasyonlarinin, agir metal
stresinden kaynaklandig belirlenmistir. Bu durum, ¢alismada segilen, 6zellikle ISSR A
ve UBC 834, ISSR primerlerinin genotoksik degerlendirmede uygun kullanima sahip

primerler oldugunu ortaya koymaktadir.
Yaptigimiz caligmadan elde ettigimiz sonuclara gore;

e Agir metallerin yiiksek konsantrasyonlarimin Salvinia natans bitkisinin
biiylimesine, fotosentetik pigment miktarlarina ve lipid peroksidasyonu iizerine
olumsuz yonde etki ettigi, bitkide strese sebep oldugu,

e Agir metallerin Salvinia natans tarafindan aliniminin ve bu bitki {izerinde
olusturduklart etkinin farklilik gosterdigi,

e Agir metalleri blinyelerinde tutabilme 6zelligine sahip oldugu i¢in bu bitkinin iy1
bir biyolojik indikator oldugu,

e Agir metallerle kirlenmis alanlarda Salvinia natans bitkisinin bitkisel artim
(fitoremediasyon) amagcli olarak kullanilabilecegi belirlenmistir.

e Agir metal etkisinin bitkiler ilizerinde meydana getirdigi genotoksik hasarin
belirlenmesinde ISSR yoOntemi giiclii metotlardan biri oldugu i¢in, bu sayede
ISSR yontemi ile Salvinia natans tiirtinde Pb, Cd, As, Cr, Ni ve Cu agir
metallerinin genotoksik etkisi hassas bir sekilde incelenebilmistir. Agir metallere
maruz kalan farkli bitkilere ait genomik c¢alismalara az rastlanilmaktadir.
Gelecekte yapilacak olan farkli arastirmalarda, agir metal uzaklastirilmas: ve
tolerans1  mekanizmalarin  aydinlatilmasinda,  hiperakiimiilator ~ bitki,
fitoremediasyon ve metal stres toleransli bitkilerin belirlenmesi kapsaminda

genomik calismalarin yapilmasi dnemli veriler saglayacagi diistiniillmektedir.
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