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Bu calismada, 2, 4, 8, 16, 32, 64 ve 128 ppm B konsantrasyonuna sahip
sulara maruz birakilan Lemna minor L. ve Lemna gibba L. (Lemnaceae) bitkilerinin
biiylime parametreleri, antioksidan enzim aktiviteleri ve biyoremediasyon
potansiyelleri laboratuvar kosullar1 altinda arastirilmistir. Bu amagla L. gibba ve L.
minor, 7 giinlik deney periyodu boyunca OECD, 2002 test protokoliine gore
kiiltiire alinmis ve c¢esitli B konsantrasyonlarinda biiyiitiilmiistiir. Elde edilen
sonuglara gore, her iki bitki tiirliniin B birikimlerinin baslangi¢ konsantrasyonuna
gore kademeli olarak arttigin1 gostermektedir. Bitkilerin kuru agirhiginin B
konsantrasyonu L. minor ve L. gibba i¢in en az (kontrol grubu) sirasiyla 700,6 ve
859,6 mg kg? iken en yiiksek degerler 128 ppm B deney setinde sirasiyla 4007,5
ve 5091,7 mg kg olarak bulunmustur. Ancak, nisbi biiyiime oranlar1 bu artisin
tersine 16 ppm’den itibaren azalis gdstermistir. Bor’un remediasyon sonuglarina
gore su kaplarindaki en fazla azalis 16 ppm ve lizeri konsantrasyonlarda
goriilmiistiir. Bu nedenle, sonuglar 16 ppm B konsantrasyonlarindaki B ile
kirletilmis sularda bu bitkilerin kritik biyoindikator seviyesinde hassas bir nokta
olarak kullanilabilecegini gostermektedir. Son olarak, ozellikle B kirliliginin
bulundugu alanlarda, B diizeylerinin biyolojik olarak izlenmesi veya temizlenmesi
icin yerel halkinda kullanabilecegi basit, etkili ve ¢evre dostu bir model ortaya
koymustur.

Anahtar Kelimeler: Fitoremediasyon, toksisite, Lemna gibba, Lemna minor,

ekolojik indikator, ekolojik monitor
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In this study, growth parameters, antioxidant enzyme activities and
bioremediation potentials of Lemna minor L. and Lemna gibba L. (Lemnaceae)
exposed to waters with 2, 4, 8, 16, 32, 64 and 128 ppm boron (B) concentrations
were investigated under laboratory conditions. To reach this aim, both the plant
species were cultured and grown in various B concentrations according to OECD,
2002 test protocol during 7-day test period. Results showed that B accumulation of
both plants gradually increased when compared with their B concentration before
starting the experiments. Minimum B concentration in dry weight of L. gibba and
L. minor were determined in control group as 700.6 and 859.6 mg kg* respectively
and maximum values were 4007.5 and 5091.7 mg kg in the experiment set with
128 ppm B concentration respectively. However, relative growth rates decreased
since the experiment set with 16 ppm B concentration. Results demonstrated that
16 ppm B concentration in water seemed to be a suspectibal endpoint for both plant
species that could be used as a critical bioindicator level of B contaminated water.
As a result, this study demonstrated an effective and environmentally friendly
model for the areas with B pollution to monitor useful B levels in the environment.

Keywords: Phtyoremediation, toxicity, Lemna gibba, Lemna minor, ecological

indicator, ecological monitor
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1. GIRIS

Sanayi devrimiyle birlikte, diinya genelinde hayat standartlarinin bati
tilkelerinden baslayarak yiikselmesi beraberinde kentlerde yogun bir niifus artist
ve kaynak talebini meydana getirmis, bunun sonucunda ekolojik bilesenler
igerisinde kirlilik etmenleri olusmaya baslamistir (Wei ve Yang 2010; Capello ve
ark. 2013; Wakelin ve ark. 2014; Li ve ark. 2014; Katircioglu 2014). Fabrikasyon
faaliyetleri sonucunda olusan atik Ozellikli yan {riinler, birakildiklar
ekosistemlerde bir takim dengesizlikler meydana getirerek dogal habitatlarin
ekolojik dengesinin bozulmasina, ayn1 zamanda bu dengeyi olusturan biyotik ve
abiyotik unsurlarda olumsuzluklara yol agmistir (Mkandawire ve Dudel 2005;
Yilmaz ve Parlak 2011; Pan ve Zhou 2013; Pinedo ve ark. 2013; Rodrigez ve ark.
2014; Al-Ghanim ve ark. 2015; Dai ve ark. 2015; Maier ve ark. 2015). Ozellikle
20. ylizyildan itibaren ekosistemlerdeki konsantrasyonlar1 giin gectikce artan
organik ve inorganik bilesikler hem ckosistemin kendi sagligini hem de bu
sistemden beslenen ekolojik bilesenleri tehdit eder duruma gelmis ve gevresel
kirliligin olusturdugu olumsuz kiimiilatif etkiler tartisilmaya baslanmistir (Latu ve
ark. 2014; Skevas ve ark. 2014; De Dominicis ve ark. 2015; Vallner ve ark. 2015;
Voelker ve ark. 2015). Bu nedenle, diinya genelinde cevre kirliligi siirecinin
yonetilmesi amaciyla gevre ve dogal kaynaklarin kirlenmeye karsi korunmasi fikri
ortaya konulmus ayni zamanda kirlenmis alanlarin temizlenmesi ve mevcut
Kirlilik zincirinin 6nlenmesi biiyiik 6neme sahip politik konular arasina girmistir
(Bergek ve Berggren 2014; Bilotta ve ark. 2014; Criscuolo ve Menon 2015).

Potansiyel kirlilik etmenlerinden biri olarak goriilen madencilik faaliyetleri
sonucunda olusan atiklarin ¢evresel etkileri kiiresel toplumda endise uyandirmakta
ve sucul ekosistemlerin bu atiklardan olumsuz etkilenecegi tizerine gliniimiizde
yaygin bir kani bulunmaktadir (Lesley ve ark. 2008; Antunes ve ark. 2011; Frouz
ve ark. 2011; Kapusta ve ark. 2011; Cerqueira ve ark. 2012; Ribeiro ve ark. 2013).
Ciinkii madencilik faaliyetleri ile uzun vadede ¢evrede tehlikeli unsurlarin
kalicilig1 artarak cevresel bozulmalara sebep olmakta ve bunun yani sira, Su ve
topragin  kirlenmesine yol acarak biyolojik c¢esitliligin azalmasina neden
olabilmektedir (Bhattacharya ve ark. 2006; Luptakova ve ark. 2012; Coller-
Myburgh ve ark. 2014; Garcia-Gomez ve ark. 2014). Bu nedenle, maden ekolojik



sistemlerinde su, toprak ya da sediment, hava ve biyolojik ¢esitlilik gibi abiyotik
ve biyotik kaynaklarin maden faaliyetleri sonucu nasil etkilenebilecegine dayali
daha etkin maden yonetim stratejileri belirlenmesi gerekmektedir (Rasilainen ve
ark. 2010).

Doga ve insanoglu arasindaki iligkilerin siirdiiriilebilirliginin arttirilmasi
odakli faydalanilan sucul ekosistemlerde, gevresel olgularin izlenmesi ve su
kalitesinin iyilestirilmesi gibi konular kritik 6nem tasimaktadir (Costanza ve ark.
1997; Tang ve ark. 2009; Barot ve ark. 2011; Radic ve ark. 2011). Bu ekosistem
hizmetleri arasinda, su mercimegi odakli olanlar diinya capinda kirleticilerin
fitotoksitesini  6lgmek i¢in ekolojik ve erken wuyar1 gostergeleri olarak
kullanilmaktadir (Demirezen ve ark. 2007; Appenroth ve ark. 2010; Henke ve ark.
2011). Lemna gibba L., Lemna minor L. ve Spirodela polyrriza L. (Lemnaceae)
gibi bazi su mercimegi tiirleri; ¢ok hizli iireme oranlari, kolay yayilma ve sudan
agir metaller ve metaloidler gibi belirli kirleticileri temizleme potansiyelleri
nedeniyle sucul ekosistemlerde ¢ok onemli bir yere sahiptirler (Davis ve ark.
2002; Megateli ve ark. 2009; Sasmaz ve Obek 2009; Stout ve ark. 2010; Dirilgen
2011).

Fitoremediasyon teknikleri yerli, ticari, madencilik ve endiistriyel atik su
kirleticileri uzaklastirmak i¢in kullanilan ucuz, ¢evre dostu ve alternatif bir teknik
olarak karsimiza c¢ikmaktadir (Doran 2009; Sarma 2011; Tatar ve Obek 2014).
Fitoremediasyon, cevreden kirleticilerin birikimi ve kaldirilmast i¢in bitkilerin
kullanilmasidir (Doran 2009; Sarma 2011; Ramila ve ark. 2015). Bu yontem,
kirletilmis toprak, su ve sedimentteki kirliligin indirgenmesi ya da bitkiler
araciligr ile kirliligin azaltilmasi, transferi ve stabilitesini kapsamaktadir. Sucul,
yiiksek ve batik bitkiler olmak tizere ti¢ farkli bitki grubu, fitoremediasyon aritma
sistemi tesislerinde kullanilmaktadir (Misbahuddin ve Farduddin 2002; Mohan ve
ark. 2006; Dana 2014; Alade ve Ojoawo 2009; Aremu ve ark. 2012; Ojoawo ve
ark. 2015). Bu tiir sistemlerde kirleticiyi tutma siiresi, atik uzaklastirma
mekanizmas1 dikkate alinarak ayarlanmali ve hasat bitkiyi canli ve taze tutmak
icin periyodik olarak yapilmaktadir (Zimmo 2003; Tatar ve Obek 2014). Sucul
ekosistemlerin fitoremediasyon siirecinin orant ve etkinligi; bitkilerin dogal

biyoakiimiilasyon yetenekleri ve belirli bir toksinin kimyasal tiirlesmesi, pH,



organik selatlar, metaller ve ametaller, diger organik maddeler, tuzluluk, iyonik
kuvvet, sicaklik, 1s1tk yogunlugu ve oksijen seviyeleri gibi cesitli g¢evresel
faktorlere baglidir (Prasad 2007; Holtra ve ark. 2010). Son zamanlarda, bazi su
makrofitlerin ve koklerinin biyokiitleleri ile yapilan ¢alismalarda, atik sulardaki
organik ve inorganik kirleticileri biinyelerinde biriktirdikleri ve atik su kalitesinin
iyilestirilmesinde kullanilabilir olduklart bildirilmistir (Reddy ve De Busk 1987;
Vajpayee ve ark. 1995; Sinha ve ark. 1996; Matagi ve ark. 1998; Rahmani ve
Sternberrg 1999; Korner ve Vermaat 1998; Zayed ve ark. 1998; Korner ve ark.
1998; Hasar ve Obek 2001; Wang ve ark. 2002; Misbahuddin ve Farduddin 2002;
Rai ve ark. 2002; Axtell ve ark. 2003; Kamal ve ark. 2004; Miretzky ve ark. 2004;
Brix ve Arias 2005; Oporto ve ark. 2006; Mohan ve ark. 2006; Upadhyay ve ark.
2007; Sasmaz ve Obek 2009; Khan ve ark. 2009; Alade ve Ojoawo 2009; Obek
2009; Dordio ve ark. 2010; Aremu ve ark. 2012; Dana 2014; Ojoawo ve ark.
2015). Bununla birlikte bazi su mercimegi tiirlerinin de iyi Bor (B)
aklimiilatorlerinden oldugu bilinmektedir (Glandon and McNabb 1978; Frick
1985).

B bir metaloid olup genellikle deniz suyunda 4,5 mg I tatli sularda 0,1
mg I ve toprakta 2-200 mg kg gibi miktarlarda diisiik konsantrasyonlarda
bulunur, ancak madencilik gibi antropojenik faaliyetler dogada B
konsantrasyonlar yiikseltebilir (Nable ve ark. 1997; Wyness ve ark. 2003; Tiire
ve Bell 2004; Camacho-Cristobal ve ark. 2008; Bociik 2010; Dilla ve ark. 2015 ).
Tiirkiye 803 milyon ton ile Diinyadaki toplam B rezervlerinin yaklasik %70’ine
sahiptir ve B madenciligi konusunda 6nde gelen iilkelerden biridir (Tiirker ve ark.
2011; Bociik ve ark. 2013). Tirkiye'nin bilinen B rezervleri kuzeybati Anadolu'da
bulunur ve ana rezervleri Kirka (Eskisehir), Kestelek (Bursa), Emet (Kiitahya),
Sultangayir1 ve Bigadi¢ (Balikesir)’te yer almaktadir (Kistler ve Helvaci 1994;
Bociik 2010, Tirker ve ark. 2013). Dogada B; boraks, boroksit, borat, borik asit,
kolemanit, kernit gibi ¢ok sayida bilesikler halinde bulunur. Boraks (Na:BsO7),
maden sisteminde B madeninin baskin formu olup suda ¢6ziindiigiinde Borik asit
(H3BO3) ve Borat (BOs3) iyonlart formundadir ve boraksin ¢oziinmiis formlari
cevreye kolayca niifus edebilir (Kistler ve Helvaci 1994; Goncti 1998; Tanaka ve
Fujiwara 2008).



Ekosistem bilesenleri igerisinde potansiyel risk olusturan B’un sulardan
arindirilmasi i¢in konvansiyel aritma teknolojilerinin kullanildigi birgok aritma
metodu bulunmaktadir. Ters osmoz, iyon degisimi, c¢okelti-koagiilasyon,
membran filtrasyon ve adsorpsiyon gibi ¢esitli teknikler sulardan B'un
armdirilmasi i¢in kullanilan en yaygim tekniklerdir (Simonnot ve ark. 2000;
Ferreira ve ark. 2006; Dionisiou ve ark. 2006; Oztiirk ve Kose 2008; Onderkova
ve ark. 2009; Dominguez-Tagle ve ark. 2011). Bu gibi teknolojiler desarj atik su
standartlarin1 karsilamasina ragmen, genellikle pahali ve ikincil atik {iretmelerine
ilaveten yliksek bakim ve onarim maliyetlerini ve kimyasallarin kullanimim
gerektirmektedir (Marin ve Oron 2007; Allende ve ark. 2011, Tatar ve Obek
2014). Ote yandan, bazi giincel caligmalar sucul ortamdan kirleticilerin
uzaklastirilmast i¢in bu kimyasal teknolojilerin genellikle etkili olmadigin
gostermistir (Allende ve ark. 2012). Bunun bir sonucu olarak, hem B’un atik
sulardan uzaklastirilmast hem de ekolojik bilesenlerde B’un olumsuz etkilerinin
izlenmesi i¢in uygun maliyetli, siirdiiriilebilir ve ¢evre dostu alternatif stratejiler
ihtiya¢ haline gelmistir (Sasmaz ve Obek 2009; Tiirker ve ark. 2013; Bociik ve
Tiire 2014; Ramila ve ark. 2015).

Bu yiizden, bu tez ¢alismasinin temel amacini: (I) laboratuvar ortaminda
farkli B konsantrasyonlarina maruz birakilan L. minor ve L. gibba bitkilerinin B'a
kars1 olusturduklar1 morfolojik ve enzimatik cevaplarmn belirlenmesi, (1) bu
bitkilerden hangisinin, hangi konsantrasyonda atik su igerisinde bulunan B’u,
biyolojik olarak daha iyi temizledigi karsilastirmali olarak arastirilmasi ve (111) bu
bitkilerin B i¢in biyoremediasyon potansiyelleri belirlenmesi konulari
olusturmaktadir. Bagka bir ifadeyle, bu tez ¢alismasi kapsaminda birgok konu
basliginin tek ¢at1 altinda, birbirleriyle iliskili sekilde calisilmasi
hedeflenmektedir. Amaglarimiz 6zetlenecek olursa:

e L. minor ve L. gibba bitkilerinin laboratuvar ortaminda kiiltiirlerini
kurmak,

e B’un L. minor ve L. gibba bitkileri iizerindeki morfolojik ve enzimatik
etkilerini saptamak,

e 7 farkli B konsantrasyonuna [2 ppm (kontrol grubu), 4 ppm, 8 ppm, 16
ppm, 32 ppm, 64 ppm, 128 ppm] maruz birakilacak L. minor ve L. gibba



bitkilerinin, B’a kars1 olusturduklari morfolojik cevaplari, toksisite
parametrelerini (nekrotik, klorotik ve olii bitki) belirlemek; enzimatik
cevaplar i¢in ise antioksidan enzimlerin (Katalaz, Siiperoksit dismutaz,
Glutatyon rediiktaz, Askorbat Peroksidaz, Guaikol peroksidaz)
aktivitelerini tespit etmek,

L. minor ve L. gibba bitkilerinin B i¢in biyoremediasyonda kullanilabilir
olup olmadigini arastirmak,

L. minor ve L. gibba bitkilerinin 7 farkli B konsantrasyonu ig¢in
biyoremediasyon kapasitelerini belirlemek,

B icin L. minor ve L. gibba bitkilerinin biyoremediasyon kapasitelerini
karsilastirmak,

7 farkli B konsantrasyonu ig¢in L. minor ve L. gibba bitkilerinin klorofil

miktarlarini tayin etmek.



2. MATERYAL VE METOT
Bu calisma; toksisite deneyi ile morfolojik degisimlerinin incelenmesi,
enzimatik tepkilerin belirlenmesi ve biyoremediasyon deneyi olmak iizere 3

asamada ger¢eklesmistir.

2.1. Arastirma Yeri ve Biyoiklimsel Sentez
2.1.1. Arastirma yeri

Bu c¢alisma, Mayis 2014-Mayis 2015 tarihleri arasinda Anadolu
Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimii Bitki Ekolojisi Laboratuvarinda
gerceklestirilmistir. Aragtirmanin yapildig1 Eskisehir iline ait iklimsel veriler, T.C.
Meteoroloji Genel Miudiirliigii (Ankara)’nden temin edilerek iklim diyagrami
hazirlanmistir (Sekil 2.1). Eskisehir’in 22 yillik rasat verilerine gore yillik
ortalama sicakligr 13.5 °C’dir. Ortalama sicakligin en yiiksek oldugu dénem 24 °C
ile Temmuz ayidir. Ortalama sicakligin en diisiik oldugu donem -4,3 °C ile Subat
ayina aittir. Ortalama yiiksek sicaklik en yiiksek degerine 28.6 °C ile Temmuz
ayinda, en diisiik degerine ise 3 °C ile Subat ayinda ulasmaktadir. Y1llik ortalama
yiiksek sicaklik 11,2 °C’dir. Eskisehir ilinin yillik ortalama toplam yagis miktar:
361,1 mm olup, en fazla aylik ortalama yagis miktar1 74,6 mm ile Aralik ayinda,

en diisiik ise 4,2 mm ile Temmuz ayinda gerceklesmistir.
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a: Istasyonun adi, b: Istasyonun denizden yiiksekligi (m), ¢: Yillik toplam yagis miktar1 (mm), d: Yillik ortalama sicaklik
(°C), e: En soguk ayin minimum sicaklik ortalamasi (°C), f: En sicak aym maksimum sicaklik ortalamasi (°C), h: Yagish
Periyot, g: Aylik ortalama sicaklik egrisi, i: Kurak periyot, k: Ortalama minimum sicakligin 0°C” nin altinda olan aylar, I:

Mutlak minimum sicakligin 0°C’nin altinda olan aylar.

Sekil 2.1. Calisma Alanina (Eskisehir) ait iklim diyagrami



2.2.2. Biyoiklimsel sentez
Emberger (1952), Akdeniz iklim katlariin ve genel kuraklik derecesinin
tayini i¢in su denklemi (2.1) Onermistir.
2000. P
© (MEm+546,4) (V-m)

(2.1)

(Q: Yagis-Sicaklik emsali, P: Yillik yagis miktari, M: En sicak ayin maksimum sicaklik

ortalamasi (°C), m: En soguk ayin minimum sicaklik ortalamasi (°C)).

Iklimsel verilere dayanarak yapilan hesaplamalar sonucunda ortaya ¢ikan
Q degeri,
Q <20; P <300 mm ise; Cok Kurak Akdeniz Iklimi
Q = 20-32; P = 300-400 mm ise; Kurak Akdeniz iklimi
Q = 32-63; P = 400-600 mm ise; Yar1 Kurak Akdeniz Iklimi
Q =63-98; P = 600-800 mm ise; Az Yagish Akdeniz Iklimi
Q > 98; P > 1000 mm ise; Yagish Akdeniz iklimi’ni ifade
etmektedir. Bu iklim katlarinin her biri 6zel bir vejetasyon tipine karsiliktir.
“m” donlu doénemlerin siiresinin ifadesidir ve m degeri kiicilildiik¢e soguk
dénem o kadar uzun olur. “m” degerinin 0’dan biiyilik veya kii¢iik olmasina gore
Akdeniz biyoiklim tipleri;
m >0 °C ise;
m > 10 °C ise; Cok Sicak Akdeniz iklimi
10 °C < m < 7 °C ise; Sicak Akdeniz Iklimi

459C <m<30Cise; Yumusak Akdeniz Iklimi
3°9C <m < 0°C ise; Serin Akdeniz Iklimi

m < 0 °C ise;
m > -10 °C ise; Kis1 Buzlu
-10 °C < m < -7 °C ise; Kis1 Son Derece Soguk
-79C <m < -3°C ise; Kis1 Cok Soguk
-3°C <m < 0°C ise; Kis1 Soguk’tur.

Kurak devre ise Emberger’e gore S: PE / M formili ile

belirlenebilmektedir. S degerine gore istasyon S < 5 ise Akdenizli, 5 < S <7 ise



Yar1 Akdenizli, S > 7 ise Akdenizli degildir (PE: Yaz yagist ortalamasi, M: En
sicak aym maksimum sicaklik ortalamasi), (Akman 1990).
Arastirma bolgesinin  Emberger (1952) yoOntemine gore hesaplanmis

biyoiklim kat1 Cizelge 2.1°de verilmektedir.

Cizelge 2.1. Arastirma alaninin biyoiklim kat1

Istasyon Yiikseklik P PE M m S Q Biyoiklim kat1

Eskisehir 788 361,1 1501 314 -43 0,47 3527  Yar Kurak Akdeniz Tklimi

Yukaridaki verilere gore, Eskisehir (Q=35,27) ile Yar1 Kurak Akdeniz
Iklimi biyoiklim katinda yer almaktadir. En soguk ayin minimum sicaklik
ortalamasi olan m degeri dikkate alindiginda ise, Eskisehir -4.3 °C degeri ile kist
cok soguk Akdeniz iklimini, karakterize etmektedir (Cizelge 2.1).

2.2. Kiiltiir Sartlar:
2.2.1. On kiiltiire alma islemi

L. gibba ve L. minor’ {in kiiltiir sartlar1t OECD prosediiriine uygun olarak
hazirlanmistir (Anonim 2002). Su mercimekleri, Porsuk Cayindan her birinden
yaklasik 50 gr toplanmis ve Anadolu Universitesi Fen Fakiiltesi Ekoloji
Laboratuvarinda kiiltiire alinmistir. Laboratuvara getirilen su mercimekleri
oncelikle icerisindeki alg, gastropod ve diger istenmeyen organizmalar
uzaklastirilmistir.  Alglerin uzaklastirilmas: i¢in bitkiler % 0,5°lik sodyum
hipoklorit (NaClO) ¢ozeltisi ile yikanmustir.

On Kkiiltiire alma islemi yar1 kontrollii olarak gerceklestirilmistir. Bu islem
icin SIS soltisyonu Cizelge 2.2’deki gibi hazirlanip otoklavda steril edilmistir.
Nitrik asitle steril edilmis olan 5 L’lik plastik kap igerisine SIS sollisyonu
koyulmustur. Belirli iiretim kosullarinda elde edilmis su mercimeklerinden 27
adet L. minor ve L. gibba yaprag: her bir kolonisi 2 ya da 3 yaprakli olmasina
dikkat edilerek deney i¢in segilmistir. Bir yapraklilarin ¢ogu, cevresel stresin,
besin limitinin bir gostergesi oldugundan ve test i¢in kullanimi uygun
olmadigindan tercih edilmemistir (Anonymous 2002). Deney siiresince bitkilerin
dis etkenli herhangi bir organizma ile kontamine olmasi engellenmistir. 5 W
aydinlatma giicii olan masa lambalar kiiltiir kaplarinin aydinlatilmasi igin

kullanmilmistir. Isi@in etrafa yayilmamasi icin kap ve masa lambasinin etrafi



aliminyum folyo ile kapatilmistir. Bu deney diizenegi, iklim kabinindeki deney
diizenegi ile birlikte es zamanli olarak laboratuvar ortaminda gergeklestirilmistir.

Kiiltiir ortami soliisyonii OECD (2002) standartlarina uygun hazirlanmastir.
Kiiltiir igin 5 kg’lik steril plastik kaplar kullanilmistir. L. gibba ve L. minor
bitkileri 8 haftalik bir periyot ile kiiltlir soliisyonuna alismasi saglanmigtir. Bu
periyot boyunca bitkilerin kok gelisimi ile yaprak sayilarinin degerlendirilmesi
yapilmis ve deney asamasinda saglanacak kosullarda bitki 6rneklerinin ne kadar
zamanda ¢ogalabilecegi tespit edilmistir. Deney diizenegi 151k kaynagi ve dogal 1s1
degisimi altinda hazirlanmis ve sicaklik degeri 15-30 °C arasinda degiskenlik
gostermistir.

Bu islemler her iki Lemnaceae tiirli i¢inde ayn1 sekilde kullanilmistir (Sekil
2.2). Kiiltiire alma islemlerinde yosunlanmayi onlemek amaciyla 4 giinde bir
bitkiler % 0,5’lik sodyum hipoklorit (NaClO) c¢ozeltsi ile yikanmis ve taze

hazirlanmig SIS soliisyonuna alinmistir.

Sekil 2.2. On kiiltiire alma periyodu ve bitkilerin yetistirilmesi

2.2.2. Kiiltiire alma islemi

Deney periyodu 6ncesinde su mercimekleri 7 giin boyunca deney sartlarina
alistirlmak i¢in kiltliire alinmistir. Bu islem, aseptik sartlarda gerceklestirilmis
olup su mercimekleri deney soliisyonu igeren steril 250 ml* lik plastik kaplara
alimustir.

Her bir beher i¢in daha 6nceden kiiltiir ortamina alistirilan bitkilerden en az
2 yada 3 yaprakl, saglikli ve yesil su mercimegi kolonilerinden 27 yaprak olacak

sekilde aseptik sartlarda eklenmistir. Beherlerin iizeri kontaminasyonu engellemek



amaciyla steril cam petrilerle kapatilmistir. Kiiltiir setleri 22 + 2 °C, full 151k
(6000- 10000 liix) ayarli iklim kabininde 7 giin takip edilmistir.
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Sekil 2.3. Kiiltiir periyoduna alinan Lemna minor (a) ve Lemna gibba (b) tiirleri

2.3. Kiiltiir Soliisyonu ve Kullanilan Malzemeler

Test ortaminda diger tepkimeye girmeyen plastik ya da cam ekipmanlar
kullanilmistir. Ekipmanlar deney sonunda yapraklar birbiri {izerine ¢ikmayacak
genislikte ve derinligi bitkilerin gelisimini engellemeyecek sekilde seg¢ilmistir.
Ayni zamanda ¢oOzelti hacmi ile kap hacmi oranmin 2:5 olmasi tavsiye
edilmektedir (Anonymous 1996). Bu nedenle deneyde; her birinin iginde 100 ml
test ¢ozeltisi olacak sekilde 250 ml’lik plastik beherler kullanilmigtir. Test
kaplarinin {istii ise, evoporasyonu (buharlasma) ve kazara kontaminasyonlari
onlemek i¢in kapatilmistir (Anonymous 2002). Cam petri kaplar1 giines 151811
gegirebildikleri i¢in kapak olarak kullanmilmigtir. Hacim oOl¢timii ve bitkilerin
tasinimi i¢in kullanilan malzemeler 6nce NaClO ile iyice temizlenmistir. Sonra en
az li¢ kez saf su ile durulandiktan sonra otoklavda steril edilmistir. Test ortaminda
su mercimeklerinin koyuldugu plastik kaplar % 65’lik nitrik asitte 1 gece
bekletilip saf su ile durulandiktan sonra kullanilmistir. Analitik safliktaki
reaktiflerin bilinen miktarlari, saf suda c¢Oziinmiistiir. Hazirlanan seyreltme
suyunun pH’sinin 6.0+ 0.2 olmasina dikkat edilmistir (Anonymous 2002). Kiiltiir
soliisyonu olarak SIS Cozeltisi kullanilmistir. SIS soliisyonu pH 6.0 ‘da
hazirlanmstir (Cizelge 2.2).
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Cizelge 2.2. SIS soliisyonu

Stok Soliisyon  Kimyasal Stok soliisyon Konsantrasyonu  Alimacak Miktar
No Madde (g1 (ml)
| NaNO3 8.50 10

KH2PO, 1.34
T MgSOs . 7H,0 15 5
I CaCl, . 2H,0 7.2 5
vV Na,COs 4.00 5
HsBOs 1.0
MnCl, . 4H,0 0.20
v Na,MoO, . 2H,0 0.010 1
ZnS04 .7TH,0 0.050
CuSO; . 5H;0 0.0050
Co(NO3); .6H20 0.010
FeCls . 6H,0 0.17
Vi 3. 6H2 0.28 5

Na,-EDTA.2H.0

2.4. Toksisite Deneyi

Toksisite deneyi L. minor ve L. gibba i¢in ayr1 ayr1 gergeklestirilmistir.
Biyodeneyde toksik madde olarak borik asit (H3BO3) kullanilmistir. Daha 6nce
Kirka Bor rezerv alani igerisinde yapilan ¢aligmalarda rezerv alani etrafindaki
sulak alanlarda B konsantrasyonunun 2 ile 150 mg I* arasinda degistigi tespit
edilmistir (Bociikk ve ark. 2013). Bu nedenle ¢alisilan B konsantrasyonlari
literatiirdeki calismalara uygun secilmistir.

Toksisite deneyinde 250 ml’lik plastik beherler, cam petri kaplari, 1000
ml’lik balon jojeler ve 1000 ml hacimli erlenmayerler kullanilmistir. Bor
konsantrasyonlarinin hazirliginda kullanilan cam malzemeler deterjanli su ile
yikanip saf su ile 3 kez durulandiktan sonra otoklavda steril edilmistir. Plastik
malzemeler ise konsantre nitrik asitle 1 gece muamele edilip bol saf su ile 3 kez
yikanmuistir.

Test konsantrasyonlari olarak 2 (Kontrol grubu), 4, 8, 16, 32, 64 ve 128 ppm
B konsantrasyonu kullanilmistir. Deneyde dogal ortami simule etmek igin SIS
sollisyonuna borik asit eklenerek test konsantrasyonlart hazirlanmistir. 1 L SIS
soliisyonuna 5,749 gr HsBOs eklenerek 1000 ppm Bor konsantrasyonu elde

edilmis ve bu stok olarak kullanilmistir. 2 ppm B konsantrasyonunu hazirlamak
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icin 1000 ppm Bor stogundan 2 ml almip tizeri 1 litreye steril edilmis SIS
sollisyonuyla tamamlanmistir. Diger konsantrasyonlar da buna benzer sekilde
hazirlanmustir.

Hem L. minor hem de L. gibba i¢in belirtilen 7 farkli konsantrasyon, her bir
konsantrasyon 3 tekrarli olacak sekilde hazirlanmistir. B konsantrasyonlari
hazirlandiktan sonra deney setleri olusturulmustur. Oncelikle beherler
isimlendirilmis ve tarih atilmistir. 2 ppm konsantrasyonundan 3 adet plastik
behere aseptik sartlarda 100 ml aktarilmistir. Sonra 7 giin kiiltiirde kalan L. minor
populasyonundan koloniler segilip 3 behere de eklenmistir. Beherlerin tizerileri
steril petri kaplartyla kapatilip kontaminasyonu Onlemek amaciyla etrafi
parafilmlenmistir. Ayn1 islem her iki bitki tiiriiniin tiim konsantrasyonlar1 i¢in

gerceklestirilmistir. Test siiresi 7 giin olup her giin rapor tutulmustur.

2.5. Deney Rapor Diizeni ve Deneyin Gézlemlenmesi

Deney raporu; test no, test materyali, test tarihi, test durumu, test siiresi, test
sollisyonu, test organizmasi, kullanilan yaprak sayisi, tekrar sayisi, sicaklik, pH,
151k kaynagi, 151k siddeti ve deney siiresi boyunca her tekrar grubu igin toplam
yaprak sayisi, klorozise ugramis yaprak sayisi, nekrozise ugramis yaprak sayisi,
ayrilan yaprak sayisi, pH, iletkenlik, nisbi toplam biiylime orani, kdk uzunlugu,
yas biyomas agirligi, kuru biyomas agirlii, doubling zamani parametrelerini
igcermektedir.

Gozlemleme asamasinda, Oncelikle her giin ayni saatte bitkilerin toplam
yaprak sayisi, klorozise ugramis yaprak sayisi, nekrozise ugramis yaprak sayisi ve
ayrilan yaprak sayisi biiyiitegle sayilip rapora not edilmistir. Ikinci olarak
biyoremediasyon deneyi i¢in 10 ml’lik cam pipetlerle tiim konsantrasyonlarin
tekrar gruplarindan 10 ml su 6rnegi alinip 50 ml’lik plastik falkon tiiplerine 6rnek
alinmustir. Orneklerin pH ve iletkenlik degerleri dlgiiliip rapora not edilmistir.
Falkonlara alinan 6rneklerin ICP okutulmasi 6ncesi bozulmamasi i¢in 1-2 damla
% 50’lik nitrik asit damlatilmistir. Yas biyomas agirliklart analitik terazi ile
tartilmis ve 65 °C’de 1 gece bekletilip kuru biyomas agirliklar 6l¢iilmiistiir.

Biyoremediasyon deneyi i¢in alinan su orneklerinin ve toksisite deneyi igin

kurutulmus bitkilerin B analizi ICP (Inductively Coupled Plasma) cihazinda

12



yaptlmistir. Su Ornekleri % 50°lik nitrik asitle muamele edilerek analiz igin
hazirlanmistir. Toksisite deneyi i¢in kurutulmus bitkilere 10 ml konsantre nitrik
asit eklenerek 150 °C’de, 1200 w giicte, 100 ramp basingta 10 dakika mikrodalga
firminda ¢6ziinmeleri saglanmistir. Coziinen bitkiler plastik balon jojelere

alinarak 25 ml ultrasaf su ile tamamlanip ICP cihazinda okutulmustur.

2.6. Klorofil Analizi

Farkli Bor konsantrasyonlarina maruz birakilan L. minor ve L. gibba
bitkilerinin klorofil analizleri yapilmistir. Analiz i¢in 0,25 gr fazla suyu alinmisg
yas ve saglikli bitki 6rnegi sivi azotla toz haline getirilmistir. 5 ml % 80°lik aseton
cozeltisiyle muamele edilmistir. 2 ml hacimli santrifiij tlipline konulan ekstrakt
1500 g’ de 5 dakika santrifiij edilmistir. Ekstraktin siipernatant kismi klorofil
analizi i¢in kullanilmistir (Yang ve ark. 1998). Klorofil a igin 663.6 nm ve klorofil
b i¢in 646.6 nm dalga boylarinda UV spektrofotometrede siipernatant kisim
okutulmustur. Klorofil a, klorofil b ve klorofil a+b miktarlar1 Porra ve ark. (1989)

ve Holm (1954) tarafindan hazirlanan formiille (2.2) hesaplanmstir:

Chl a = 12.25A663.6 — 2.55A¢46.6 (Lg/ml)
Chl b =20.31A646.6 — 4.91Ae63.6 (Lg/ml)
Chl a+b =17.76Aes6.6 + 7.34As63.6 (Lg/ml) (2.2)

2.7. Enzim Deneyleri
L. minor ve L. gibba bitkilerinin Askorbat peroksidaz (APX), Katalaz
(CAT), Guaiakol peroksidaz (GPX), Siirepoksit dismutaz (SOD) ve Glutatyon

rediiktaz (GR) enzim aktiviteleri l¢iilmiistiir.

2.7.1. L. minor ve L. gibba bitkilerinin enzim deneylerine hazirlanma asamasi

Yedi giinliik deney siiresi sonunda deney konsantrasyonlarindan fazla suyu
alinan 0,5 gr orek tartilmistir. Ornekler enzim aktivitesinin belirlenmesi
siiresince enzimlerinin bozulmamasi i¢in tartildiktan hemen sonra sivi azota
batirtlip — 80 °C’de muhafaza edilmistir. Deney uygulanirken Ornekler buz

igerisinde muhafaza edilmistir.
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2.7.2. Askorbat peroksidaz enzim aktivitesinin belirlenmesi (APX)
Askorbat peroksidaz enzim aktivitesinin belirlenmesinde potasyum fosfat

tamponu ve ekstraksiyon tamponu olmak {izere iki tampon kullanilmistir.

2.7.2.1. Potasyum fosfat tamponu

Potasyum fosfat tamponu 50 mM ve pH 7.0 olarak hazirlanmistir. Tampon
icin 0.1 M KH2PO4 ve 0.1 M KyHPO4 kullanilmigtir. 100 ml potasyum fosfat
tamponu icerisinde 1 mM EDTA olacak sekilde hazirlanir (Razingen ve ark.
2006) (Cizelge 2.3).

Cizelge 2.3. Potasyum fosfat tamponu

pH 0.1 M KH2PO4 0.1 M KzHPO4
7.0 39 ml 61 ml
7.8 8.5 ml 91.5ml

Bu tampon katalaz, siiperoksit dismutaz, glutatyon rediiktaz ve guaiakol
peroksidaz enzimlerinin aktivitelerinin belirlenmesinde de kullanilmistir.

Ekstraksiyon tamponu i¢in ImM EDTA igeren 50 mM potasyum fosfat
tamponundan 5 ml almmustir. Uzerine 5 mM askorbik asit ve %1’lik PVP ilave
edilmistir (Babic ve ark. 2009). Havan igerisinde 0.5 gr dondurulmus taze bitki
ornegi sivi azotla toz haline getirildikten sonra 5ml ekstraksiyon tamponu ilave
edilerek homojenize edilmistir. 20000 g’de 20 dakika +4 °C’de santrifiij
edilmistir. Siipernatant kismi1 enzim aktivitesi i¢in kullanilmis olup — 20 °C’de

maksimum 1 hafta saklanmstir.

2.7.3. APX enzim aktivitesi

1 ml reaksiyon karisiminda 50 mM potasyum fosfat tamponu, 250 uM
askorbik asit, 5 mM H202 ve enzim ekstresi olacak sekilde hazirlanmigtir.
Reaksiyon 290 nm’de 3 dakikada boyunca absorbansta azalis prensibine uygun
olarak takip edilmistir (Nakano and Asada 1981). Spektrofotometre enzim

icermeyen kor ile sifirlanmistir. Enzim ekstresi iceren karigim konarak reaksiyon
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takip edilmistir. Reaksiyon basladigi anda ilk absorbans degeri ve bittigi andaki

absorbans degeri not edilmistir (E=2.8 mM cm'Y).

2.7.4. Katalaz enzim aktivitesi (CAT)

1 ml reaksiyon karigimi 50 mM potasyum fosfat tamponu (pH 7.0), 10 mM
H20:> icerir (Aebi 1984). Enzim ekstrakti, kuru bitki Ornekleri sivi azotla toz
haline getirildikten sonra 1 mM EDTA ve %1’lik PVP iceren 5 ml 50 mM
potasyum fosfat tamponuyla homojenize edilip 20000 g’de 20 dakika + 4 °C’de
santrifiij sonrasinda siipernatant kisimdan elde edilmistit. Enzim ekstrakti
icermeyen kor ile spektrofotometre sifirlandiktan sonra 6rnek spektrofotometrede
okutulmustur. Reaksiyonun baslamasi i¢in kuvarsa en son H2O; eklenmistir. 240
nm dalga boyunda 3 dakika boyunca absorbansta azalis kaydedilmistir (E=39,4

mM cm™).

2.7.5. Guaiakol peroksidaz aktivitesi (GPX)

GPX aktivitesinin belirlenmesi igin sodyum asetat-HCI tamponu ve
ekstraksiyon tamponu olmak iizere iki tampon kullanilmistir.

100 ml 50 mM potasyum fosfat tamponu (pH 7.0) 1 mM EDTA ve %1’lik
PVP igerecek sekilde GPX ekstraksiyon tamponu hazirlanmistir. Yas bitki
ornekleri havanda sivi azotla toz haline getirilip 5 ml ekstraksiyon tamponuyla
homojenize edilmistir. 20000 g’de 20 dakika + 4 °C’de santrifiij sonrasinda
siipernatant kisim enzim ekstrakti olarak kullanilmistir.

25 mM sodyum asetat tamponu 25 mM HCI tamponuyla pH 5.0 olacak
sekilde hazirlanmistir. 10 mM H202 ve 10 mM guaiakol stoklar1 sodyum asetat
tamponuyla hazirlanir. 1 ml reaksiyon karisimi 25 mM sodyum asetat-HCI
tamponu, 10 mM H2O; ve 10 mM guaiakol igermektedir (Razinger ve ark., 2006).

Enzim ekstrakti bulunmayan kor ile spekrofotometre sifirlandiktan sonra
ornek, en son guaiakol ve H202 ‘nin eklenmesiyle reaksiyon baslatilmistir. 470

nm’de 3 dakika absorbansta artis takip edilmistir (E=26.6 mM cm™).
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2.7.6. Siiperoksit dismutaz enzim aktivitesi (SOD)

SOD aktivitesinin belirlenmesinde GPX ve CAT enzim aktivitelerinde
oldugu gibi ayn islemlerle enzim ekstrakti hazirlanmistir. Reaksiyon tamponu
olarak 50 mM potasyum fosfat tamponu (pH 7.8) kullanilmistr.

3 ml reaksiyon ortami1 50 mM potasyum fosfat tamponu (pH 7.8), 13 mM
metiyonin, 75 uM NBT (Nitroblue tetrazolium), 0,1 mM EDTA ve 2 uM
riboflavin igermektedir. Riboflavin disindaki tim malzemeler tamponla birlikte
hazirlanirken riboflavin ayrica saf su ile hazirlanmistir. Reaksiyonun baslamasi
icin karisima en son riboflavin eklenmistir. Reaksiyon i¢in numuneler, igerisine
25 watt 151k veren aliiminyum folyo ile kapl kutuya yerlestirilmis ve 10 dakika
bekletilmistir. 560 nm’de Orneklerin absorbanslar1 dl¢lilmistiir (Beauchamp and
Fridovich 1971).

2.7.7. Glutatyon rediiktaz enzim aktivitesi (GR)

1 ml reaksiyon ortami 50 mM Tris-HCI (pH 6.0), 1 mM GSSG, 0.25 mM
NADPH, 0.5 mM EDTA igerecek sekilde hazirlanmistir. Ekstraksiyon tamponu
olarak SOD, CAT ve GPX enzim aktivitelerinde kullanilan potasyum fostat
tamponuyla bitki ekstrakti elde edilmistir. Kor ile sifirladiktan sonra
spektrofotometrede 340 nm’de 3 dakika boyunca absorbansta azalis takip
edilmistir (Sgherri 1994).

2.8. Protein Miktarinin Belirlenmesi

Protein miktar tayininde Bradford yontemi kullanilmistir (Bradford, 1976).
Bu yontem i¢in gerekli kalibrasyon egrisinin ¢izilmesi i¢in standart olarak saf
BSA (Bovine Serum Albumin) kullanilmistir (Koldemir ve Tiikel, 2012). 50 ml
protein ekstrakti, 450 ml saf su ve 500 ml Bradford Coomassie Brilliant Blue
Protein karistirilmis ve 10 dakika oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Orneklerin
595 nm dalga boyunda absorbansi oOlgiilerek BSA standart egrisinden

yararlanilarak protein miktar1 belirlenmistir.
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2.9. Istatistiksel Analiz
Calisma sonucunda elde edilen veriler, SPSS 20.0 programi kullanilarak
istatistiksel agidan degerlendirilmistir. One-way ANOVA testi (Tukey testi)

uygulanmustir.

2.10. Kullanilan Cihazlar

Deneyde kullanilan kimyasal malzemelerin tarttiminda OHAUS Analytical
Plus terazi, kiiltiir ortami olarak Sanyo Growth Cabinet iklim kabini, pH
Ol¢timlerinde Hach- HQd Field Case pHmetre, sterilizasyon i¢in Niive Inciibator
EN 120 ve Hirayama- Hiclave HV-50 otoklav, ¢alisma ortami olarak Clanlaf VFR
1206 steril kabin, enzim deneyleri i¢in Beckman Coulter Tm Microfuge 22 R
Centrifuge ve Shimadzu UV- 2101 PC UV-VIS spektrofotometre, 6rneklerin
saklanmasi i¢in Thermo elektron corporation Forma -86 ULT Freezer ve Ariston
Nofrost buzdolabi, drneklerin bor analizleri i¢in Perkin Elmer Optical Emission

Spectrometer Optima 4300 DV cihazlar kullanilmistir.
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3. BULGULAR

Aragtirmalarin ilk agamasini olusturan on kiiltiir periyodu sonunda saglikli
Lemna bitkileri secilerek ikincil kiiltliir periyodu asamasina gecilmistir. Kiiltiir
periyodu igerisinde bazi haftalarda bitki kdklerinde yosun olusumuna rastlanmastir.
Bu durumun engellenmesi i¢in dort giinde bir bitkiler yeni kiiltiir soliisyonuna
alimmistir. Bu sayede kiiltlirlerde olusan yosun olusumunun engellendigi tespit

edilmistir. Yosun olusumunun 6nlenmesi ile birlikte tez ¢aligmamizin ilk basamagi

olan toksisite caligmalarina gecilmistir (Sekil 3.1).

Sekil 3.1. On kiiltiir periyodu sonunda Lemna tiirlerinde olusan yosunlasma (a) ve ortamdaki

yosunlanmanin giderilmesi i¢in yetistirildigi yeni ortam (b)

3.1. Toksisite Deneyleri

Toksisite deneyleri kapsaminda ¢alisilan B konsantrasyona maruz birakilan
L. minor ve L. gibba bitkilerinin yaprak sayilart (Sekil 3.2 ve Sekil 3.4), nispi
gelisme oranlar1 (Sekil 3.6 ve Sekil 3.7), klorofil miktarlar: (Sekil 3.8 ve Sekil 3.9)
ve biyomas miktarlar1 (Sekil 3.10) 6l¢iilmiistiir. Ayrica bitki tiirlerinin B’a kars1
olusturduklart morfolojik tepkiler ve semptomlar izlenerek bitkilerde gozlemlenen
klorozis, nekrosis ve ayrilan yaprak sayilar1 toksisite deneyleri siiresince
kaydedilmistir (Cizelge 3.1, Sekil 3.3 ve Sekil 3.5). Yapilan toksisite deneylerinin
gegerli oldugunu kontrol edebilmek i¢in de, OECD test protokoliinde Onerilen
formiil kullanilmistir. Elde edilen sonuglara gore, kontrol grubu olarak belirlenen
test konsantrasyonunda kullanilan bitkilerin 48 saat sonunda gelisimini 2 katina
cikardig: silire (doubling time) 2,5’in altinda tespit edildigi i¢in yapilan toksisite
testlerinin gecerli oldugu tespit edilmistir.
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3.1.1. Yaprak sayisi
Arastirma periyodu boyunca calisilan farkli B konsantrasyonuna maruz

birakilan L. minor bitkisine ait toplam yaprak sayilar1 Sekil 3.2°de gosterilmektedir.

4 600 A
—O— 2 ppm (Kontrol
grubu)
500 ——4 ppm
»n 400 —A— 8 ppm
3
< 300 —>=16 ppm
<<
&
—0—32
< 200 ppm
—e— 64 ppm
100
128 ppm
0
0 1 2 3 4 5 6 7
_ GUNLER )

Sekil 3.2. Lemna minor bitkisinin 7 giinliik toksisite deneyi boyunca yaprak sayisinin degisimi

Elde edilen sonuglara gore, 7 glin boyunca B'a maruz birakilan bitkilerden
7. glin sonunda en yliksek toplam yaprak sayis1 437 ile 2 ppm (kontrol grubu) B'a
maruz birakilan bitkilerde tespit edilmistir. En diisiik toplam yaprak sayis1 ise 128
ppm B konsantrasyonuna maruz birakilan bitkilerde bulunmustur. 2 ppm (kontrol
grubu) B konsantrasyonuna maruz birakilan bitkilerde, deney siiresince yaprak
sayisindaki artig miktart bir 6nceki giine nispeten daha yiiksek oranda olmustur. 4,
8 ve 16 ppm B setlerindeki yaprak sayisinin artigi kontrol grubuna paralel bir egri
gostermis olup B miktar1 arttikga yaprak sayisi artis oraninda bir azalma oldugu
goriilmektedir (Sekil 3.3). Bununla birlikte calisilan konsantrasyon setlerinde 4.
giinden itibaren 32 ppm B'a maruz birakilan bitkilerde toplam yaprak sayilarinin
artiginda ani bir azalma tespit edilmistir. Bunun yani sira 64 ve 128 ppm B
konsantrasyonlarina maruz birakilan bitkilerde 4. giinden itibaren yaprak
sayilarindaki artig miktarinin 32 ppm B setindeki azaligtan daha fazla oldugu tespit
edilmistir. Bu sonug, atik su igerisindeki B konsantrasyonunun artmasi ile toplam
yaprak sayilarinin da diistiiglinii gostermektedir. Yapilan One-Way ANOVA
istatistiksel analizlerinde, 2 ppm (kontrol grubu) B’a maruz birakilan bitkiler ile 16,

32, 64 ve 128 ppm B’a maruz birakilan bitkilerde arasinda istatistiksel bir farklilik
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bulunmustur (p<0.05). Ancak 4 ve 8 ppm B’a maruz birakilan bitkiler ile kontrol
grubu bitkileri yaprak sayilar1 arasinda ise istatistiksel bir farklilik tespit
edilememistir. Bu durum, 4 ppm ve 8 ppm igerisinde bulunan bitkilere, ortamda

bulunan B konsantrasyonunun herhangi bir etkisinin olmadigin1 gostermektedir.

g

Sekil 3.3. Toksisite deney siiresi igerisinde 4 giin boyunca 2 ppm-kontrol (a), 4 ppm (b), 8 ppm
(c), 16 ppm (d), 32 ppm (e), 64 ppm (f) ve 128 ppm (g) bor konsantrasyonlarina maruz birakilan
Lemna minor bitkilerinin genel durumlar

20



L. gibba bitkisi i¢in 7 giinliik ¢alisma siiresi boyunca toplam yaprak sayisi
degisimi Sekil 3.4’te verilmistir. 7 giin sonunda en yiiksek miktarda yaprak sayist
8 ppm B’a maruz birakilan bitkilerde gézlenmis ve toplam yaprak sayis1 278 olarak
belirlenmistir. 128 ppm B’a maruz birakilan bitkilerde ise toplam 86 yaprak sayisi
ile en az miktarda yaprak sayisi tespit edilmistir. 4 ve 8 ppm B konsantrasyonuna
maruz birakilan bitkilerde 7 giin boyunca yaprak sayisindaki degisimin, kontrol
grubuna yakin oldugu goriilmistiir. 4. giinden itibaren 64 ve 128 ppm B
konsantrasyonlarina maruz kalan bitkilerin yaprak sayisinda, ortamdaki fazla B
nedeniyle ani disiisler gozlenmistir (Sekil 3.5). Yapilan One-Way ANOVA
istatistiksel analizlerinde L. minor tiiriinde de tespit edildigi gibi, 2 ppm (kontrol
grubu) B’a maruz birakilan bitkiler ile 16, 32, 64 ve 128 ppm B’a maruz birakilan
bitkiler arasinda istatistiksel bir farklilik belirlenmistir (p<0.05). Ancak 4 ve 8 ppm
B’a maruz birakilan bitkiler ile kontrol grubu bitkilerinin yaprak sayilari arasinda
ise istatistiksel bir farklilik tespit edilememistir (p>0.05). Bu durum, 4 ppm ve 8
ppm igerisinde bulunan bitkilerin ortamda bulunan B konsantrasyonunun herhangi

bir etkisinin olmadigini géstermektedir.

4 )
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Sekil 3.4. Lemna gibba’nin 7 giinliik toksisite deneyi boyunca yaprak sayist degisimi

Toksisite deneyleri boyunca yapilan 6lgiimlerde farkli izlenme giinlerinde
ve farkli konsantrasyonlarda B’a maruz birakilan bitkilerden L. minor tiiriiniin L.
gibba tiiriine gore daha yiliksek miktarda yaprak iirettigi tespit edilmistir. Bununla
birlikte, her iki bitki tiirliniin de 64 ppm B’a maruz birakilmasi ile birlikte, yaprak

sayilarinin aniden 100 civarina diistiigii tespit edilmistir.
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Sekil 3.5. Toksisite deney siiresi igerisinde 4 giin boyunca 2 ppm-kontrol (a), 4 ppm (b), 8 ppm
(c), 16 ppm (d), 32 ppm (e), 64 ppm (f) ve 128 ppm (g) bor konsantrasyonlarina maruz birakilan
Lemna gibba bitkilerinin genel durumlart
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3.1.2. Nispi Gelisme Oranlar: (Relative Growth Rate)

Toksisite deneyleri boyunca L. minor ve L. gibba bitkilerinin maruz

birakildigi B konsantrasyonuna bagli olarak giinliik nispi biiyiime oranlar1t OECD

(2002) test protokoliine gore (3.1) hesaplanmustir:

Formiilde,

. In(Nj)-In(NiD)

i_
K tj—ti

(3.1)

ui — j:ivejzaman araliginda ortalama nispi bilyiime oram

Ni
Nj

ti
4

: deneyin baglama zamani (giin)

: deneyin bitis zamani (giin)

: i zamaninda kontrol yada test grubunda gozlenen yaprak sayisi

: j zamaninda kontrol yada test grubunda goézlenen yaprak sayisi

Arastirma siiresince 7 farkli B konsantrasyonuna maruz birakilan L. minor

bitkisinin nispi gelisme oranlarina (relative growth rate - RGR) ait sonuglar Sekil

3.6’da gosterilmektedir. Gorildiigi gibi bitkilerin en yiiksek nispi gelismeyi ilk 3

giinliik test periyodunda gosterdigi ve sonrasinda nispi gelismenin hizli bir sekilde

azaldig1 tespit edilmistir.

4 N
Lemna minor
1
0,9
g’j H 2 ppm (Kontrol grubu)
06 B4 ppm
e Y
G 0,5 8 ppm
<
0,4 B 16 ppm
0,3
! W32 ppm
0,2
01 . ‘ l II M 64 ppm
0 W A Ban h 128 ppm
1 2 3 4 5 6 7
Giinler
o %

Sekil 3.6. Lemna minor bitkisinin toksisite deneyi siiresince RGR sonuglar1

Bununla birlikte, beklendigi gibi en yiiksek nispi gelisme orani1 2 ppm B’a

maruz birakilan bitkilerde tespit edilmisken, en diisiik nispi gelismenin ise 128 ppm

B’a maruz birakilan bitkilerde oldugu belirlenmistir. Bu kapsamda, deney bitiminde
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en biiylik bliylime oraninin (0,23494) 2 ppm (kontrol grubu) B’a maruz birakilan
bitkilerde oldugu hesaplanmistir. 4 ve 8 ppm B konsantrasyonuna maruz birakilan
bitkilerin nispi biiyiime oranlarinin da, kontrol grubunda oldugu gibi ilk giin en
yiiksek degere ulastigi belirlenmistir. Sonraki 2 giin boyunca nisbi biiyiime oranlari
azalmis ve 4. glin artig gozlenmistir. 4. giinden sonra bu deney setlerinin nispi
bliylime oranlarinda azalis gozlenmistir. Bu degisimler, B’un bitkilerde stres
olusturmasi1 kadar B’u biinyelerinde biriktirmeleri ve stres aninda gelisimlerini
yavaslatmalari ile a¢iklanabilir. 128 ppm B konsantrasyonu L. minor deney bitkileri
icin asir1 toksisite olusturdugundan 2. giinden sonra yapraklar gelisme gostermemis
ve bu ylizden RGR orani1 0 olarak sonuglanmustir.

Toksisite deneyi boyunca L. gibba’nin nispi gelisme oranlarina (RGR) ait
sonuclar Sekil 3.7°de gosterilmektedir. Buna gore en yiiksek biiyiime oran1 0,23795
RGR ile 2 ppm (kontrol grubu) B’a maruz birakilan bitkilerde gbzlenirken, en
diistik biliylime oran1 0,02359 RGR ile 128 ppm B’a maruz birakilan bitkilerde
gbzlenmistir. Tiim deney setlerinde en az nisbi biiyiime orani 7. glin gdzlenmistir.
B konsantrasyonu artttkca RGR oranlarmin azaldigr goézlenmistir. Her test
konsantrasyonunda B stresine bagli olarak deney siiresince RGR oranlarinda
dalgalanmalar tespit edilmistir.

4 I

Lemna gibba
0,45
0,4
0,35 M 2 ppm (Kontrol grubu)
03 B4 pmm
g 0,25 8 ppm
e 0,2
0,15 B 16 ppm
a2 111Y Lh
0,05
0 l M 64 ppm
1 2 3 4 5 6 7 128 ppm
Giinler
- J

Sekil 3.6. Lemna gibba bitkisinin toksisite deneyi siiresince RGR sonuglari
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3.1.3. Klorofil miktar

Toksisite deneyi bitiminde farkli B konsantrasyonlarina maruz birakilan
deney bitkilerinin klorofil a, klorofil b ve klorofil a+b miktarlar1 l¢iilmistiir. L.
minor bitkisinin toksisite sonucu klorofil miktarlar1 Sekil 3.8’de gosterilmistir.
Buna goére L. minor’iin klorofil a miktari, en yiiksek 9,35825 pg/ml ile 16 ppm B
konsantrayonunda iken, en disik 1,7224 pug/ml ile 64 ppm B
konsantrasyonundadir. Klorofil b miktarlar1 en yiiksek 3,48203 ug/ml ile 16 ppm B
konsantrasyonunda, en diisiik 1,35366 pg/ml ile 32 ppm B konsantrasyonunda
belirlenmistir. En yiiksek ve en diisiik klorofil a+b miktarlar1 sirastyla 32 ppm B
konsantrasyonunda 12,84028 ug/ml ve 64 ppm B konsantrasyonunda 3,38516
ug/ml olarak 6l¢iilmiistiir. 2, 4 ve 8 ppm B konsantrasyonlar1 i¢in L. minor klorofil
miktarlar1 birbirine ¢ok yakin degerlerde ¢ikmistir. Bunun sebebinin 8 ppm B
konsantrasyonuna kadar bitkinin strese girmedigi, dolayisiyla gelisiminde B’un
olumsuz etkisinin az oldugu sdylenilebilir. 32 ppm B konsantrasyonuna kadar
klorofil miktarlar1 artis gosterirken daha sonra keskin bir azalis egrisi
goriilmektedir. Bu sonuglar dogrultusunda L. minor’iin klorofil a miktari, klorofil b

miktarina paralel bir egri gostermis olup, klorofil b miktarindan daha fazla

bulunmaktadir.
4 _ )
Lemna minor
14
‘_E\ 12 Klorofil a
g 10
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Sekil 3.8. Lemna minor’iin klorofil a, klorofil b ve klorofil a+b analiz sonuglar1

Aragtirma sonunda elde edilen L. gibba’nin klorofil miktarlar1 Sekil 3.9°da

verilmistir. 8 ppm B konsantrasyonuna kadar klorofil a, klorofil b ve klorofil a+b
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miktarlar1 artig gosterirken, 8 ppm B konsantrasyonunda L. gibba maksimum
gelisim gosterdigi i¢in klorofil miktarlar1 da buna paralel olarak en yiiksek seviyeye
ulagmistir. 16 ppm B konsantrsayonundan sonra klorofil miktarlar1 azalma egilimi
gostermistir. En diigiik klorofil miktarlar1 ise 128 ppm B’a maruz birakilan
bitkilerde gozlenmistir. Buna gore, en yiikksek ve en diislik klorofil miktarlari;
klorofil a i¢in 8 ppm B konsantrasyonunda 22,2472 pg/ml ve 128 ppm B
konsantrasyonunda 4,50225 ug/ml, klorofil b i¢in 4 ppm B konsantrasyonunda
8,05407 ng/ml ve 128 ppm B konsantrasyonunda 1,66725 pg/ml, klorofil a+b i¢in
ise 8 ppm B konsantrasyonunda 29,16554 ug/ml ve 128 ppm B konsantrasyonunda
6,1695 pg/ml olarak 6l¢iilmiistiir.
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Sekil 3.9. Lemna gibba’nin klorofil a, klorofil b ve klorofil a+b analiz sonuglari

L. minor bitkisinde 16 ppm B konsantrasyonuna kadar klorofil miktarlar
artig gosterirken L. gibba’da 8 ppm B konsantrasyonuna kadar artis gdstermistir. L.
gibba i¢in toksisite deneyi sonrasi klorofil b miktar1 L. minor’iin aksine klorofil a

miktarina gore yiiksek oldugu goriilmektedir.

3.1.4. Biyomas sonuglari
Toksisite deneyi sonrasinda tiim B konsantrasyonlarindaki L. minor ve L.
gibba bitkileri kurutulup tartilarak kuru biyomaslar: tespit edilmistir (Sekil 3.10).

L. minor tiirliniin kuru biyomas agirliklarina bakildiginda artan B konsantrasyonu
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ile birlikte biyomas iiretiminin de diistiigii tespit edilmistir. Bununla birlikte en
yiiksek biyomas degeri 2 ppm (Kontrol grubu) B konsantrasyonunda biiyiitiilen
bitkilerden 0,02498 g degeri ile elde edilmistir. En diisiik biyomas ise (0,0014566
gr )128 ppm B’a maruz birakilan bitkilerden elde edilmistir. L. gibba tiiriinden elde
edilen kuru biyomas agirliklar: L. minor’e gore daha yiiksek olup, bu tiir i¢in de en
yiiksek biyomas agirliginin 0,043123 gr ile 2 ppm B’a maruz birakilan bitkilerden
elde edilmistir. En diisiik biyomas eldesi ise 128 ppm B igeren deney setlerinde

bulunan bitkilerden elde edilmistir.
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Sekil 3.10. Arastirma sonunda galisilan konsantrasyon setlerinden toplanan L. minor ve L. gibba

tiirlerinin biyomas agirliklart

3.2. Biyoremediasyon Deneyleri

Bu tez ¢aligmasi kapsamindaki arastirmalarin ikinci asamasini L. minor ve
L. gibba bitkilerinin kullanildigt B iizerinde biyoremediasyon asamasi
olusturmustur. Bu kapsamda 7 giinliikk biyoremediasyon deneyi boyunca ¢aligilan
konsantrasyon setlerinden giinliik olarak su 6rnekleri alinmis ve bu 6rneklerin pH,
EC, sicaklik gibi fiziko-kimyasal analizleri ve igerisinde bulunan B miktarlari
belirlenmistir. Ayrica, 7 giinlik arastirma periyodu sonunda konsantrasyon
setlerindeki bitkiler toplanarak bu bitkilerin biinyesine biriktirdikleri B miktarlar

tespit edilmistir.
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3.2.1. Su analiz sonuglari

Biyoremediasyon deneyi boyunca, bitkilerin biinyelerine B alimina bagh
olarak kiiltiir soliisyonundaki B miktarinin deney siiresince degisiklik gosterdigi
belirlenmistir. L. minor tiiriiniin olusturdugu B konsantrasyon setlerinden
orneklenen ¢ikis sularina ait sonuglar Sekil 3.11°de gosterilmektedir. Elde edilen
sonuclara gore, 7 giinliik biyoremediasyon deneyi boyunca setlerdeki B
konsantrasyonu azalis degerinin sabit olmayip daha c¢ok dalgali bir egilim
gosterdigi tespit edilmistir. Ayrica, yiiksek B konsantrasyon setlerinde azalis
miktarinin diisiik B konsantrasyon setlerine gore daha yiiksek oldugu tespit
edilmistir. Ayrica 7 gilinliik ¢alisma periyodu igerisinde ilk 3 giinliik siirede B azalig
miktarmin en yliksek oldugu bulunmustur.

L. minor bitkisinin 2 ppm B konsantrasyon (kontrol grubu) seti su analizi
sonuglarina gore, en az B miktar1 0,5545 ml/L olup, bu deger 3. giinde belirlenmis,
en yiksek 2,326 ml/L olup, 5. giinde tespit edilmistir. Giinden giline B
miktarlarindaki degisimin kontrol grubuna gore artmaya basladig1 deney seti 16
ppm B konsantrasyon setidir. ilk giin bu konsantrasyonda 19,953 ml/L B
bulunurken, bu deger, 3. giin 17,49 ml/L’ye diismistiir. Sonuglar, en fazla B
miktarindaki  degisimin 128 ppm B konsantrasyonunda gerceklestigini
gostermektedir. Ilk giin 132,6 ml/L B 6lgiilmiis olup bu deger 4. giin 109,496 ml/L
olarak Ol¢ilmiistir.

Biyoremediasyon deneyi boyunca, L. gibba tiriiniin olusturdugu B
konsantrasyon setlerinden Orneklenen c¢ikis sularma ait sonuglar Sekil 3.12°de
gosterilmektedir. Elde edilen sonuglara gore L. minor bitkisinin bulundugu
bitkilerde oldugu gibi 7 giinliik biyoremediasyon deneyi boyunca setlerdeki B
konsantrasyonu azalis degerinin sabit olmayip daha cok dalgali bir egilim
gosterdigi tespit edilmistir. Ayrica, yiiksek B konsantrasyon setlerinde azalis
miktarinin diisiik B konsantrasyon setlerine gore daha yiiksek oldugu tespit
edilmistir. Ayrica 7 giinliik ¢alisma periyodu igerisinde ilk 3 giinliik siirede B azalig

miktarinin en yiiksek oldugu belirlenmistir.
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Sekil 3.11. Lemna minor bitkisinin bulundugu deney setlerinden elde edilen su &rneklerindeki B

konsantrasyonlarinin giinlere gore degisimleri [Hata ¢ubuklari, standart sapma ( n=3)’y1 temsil

etmektedir].

30

(" 140 f———ippm{l&gmrgl%fff\ (140 4ppm
120 120
100 100
%’\80 E,, 80
E 60 = 60
0 40 40
20 20
0 ——P—I———N—A 0 b
0 1 2 3 4 5 6 7 0 1 2 3 4 5 6 7
\_ Gunler AN Gunler
(140 ———8ppm N ( 140 16 ppm
120 120 -
100 100 1
gso ?80 R
€ 60 60
= m
m |
40 40
20 20 zlﬁ\ﬂ—ﬁ"_hw—ﬁl
ZS -ﬂ:_zﬁﬁr_' zs zs !5 0 T T T T T T 1
O T T T T T T T 1
0 2 3 4 5 6 7
0o 1 2 3 4 5 6 7
Giinler AN Glinler
140 32 ppm N\( 64 ppm )
14
120 12g
100 ~100
é, 80 E” %0 |
E 60 £ VU e
D 20 A—p——teh A @ T NS
20 R e ) 40
20
0
0o 1 2 3 4 5 6 7 0 . s s 4 s e 5
\_ Giinler VAN Giinler )
4 140 128 ppm )
N 120 \‘ZJY \X//zx\'ék—_'z&
S, 100
E 80
0 g
40
20
0
0 1 2 3 4 5 6 7
\_ Giinler Y,




Biyoremediasyon deneyleri siiresince, L. gibba’nin L. minor’e gére B’dan
daha az etkilendigi goriilmiistiir. Kontrol grubunda B degisimi en fazla yaklasik 0,9
ml/L kadar olmustur. Kontrol grubuna gore en fazla B miktarindaki degisim 64 ppm
B konsantrasyonunda goriilmiistiir. Bu deger devam eden giinlerde azalmis ve 5.
giin 53,43 ml/L olarak 6l¢iilmistiir. L. gibba i¢in en fazla degisim 128 ppm B
konsantrasyonunda goriilmiistiir. Deney baslangicindaki B miktar1 116,3 ppm iken
5. gline kadar azalip artan bir e8ilim gostermis ve 5. giin B miktar1 98,5 ppm ile en
diisiik seviyeye inmistir. Deneyin takip eden son iki giiniinde de B miktarinda
degisim gozlenmis ve son giin B miktar1 111,06 ppm olarak dl¢iilmiistiir. L. gibba
setlerinin su analizlerinde 4 ppm ve 8§ ppm B konsantrasyonlarindaki B miktar
degisimleri kontrol grubuna yakin miktarlarda olup fazla bir degisim
goriilmemektedir. En az B degisimi 8 ppm B konsantrasyonunda gézlenmistir.
Deneyin ilk giinii kiiltlir soliisyonunda 7,13 ppm B Ol¢iilmiistiir. 5. giine kadar
kiiltiir soliisyonundaki B miktarinda ¢ok az degisiklikler olmus ve 5. gilin en diigiik

seviyeye inmistir.
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Sekil 3.12. Lemna gibba bitkisinin bulundugu deney setlerinden elde edilen su &rneklerindeki B
konsantrasyonlarinin giinlere gore degisimleri [Hata ¢ubuklari, standart sapma (n=3)’y1 temsil

etmektedir].
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Sekil 3.12. (Devami) Lemna gibba bitkisinin bulundugu deney setlerinden elde edilen su
orneklerindeki B konsantrasyonlarmin giinlere gore degisimleri [Hata ¢ubuklari, standart sapma

(n=3)’y1 temsil etmektedir].

3.2.2. Biyoremediasyon deneyi pH ve iletkenlik

7 giinliikk biyoremediasyon deneyi siiresince deney setlerinden alinan su
numunelerinin fiziko-kimyasal parametrelerinden olan pH ve elekriksel iletkenlik
degerleri Cizelge 3.2°de gosterilmektedir.

Elde edilen sonuclara gore sulardaki B konsantrasyon orani arttikca pH ve
elektriksel iletkenlik degerlerinin arttig1 belirlenmistir. Ayrica, arastirma periyodu
boyunca pH ve elektriksel iletkenlik degerlerinde dalgalanmalar oldugu goriilmekte
ve pH artisina bagl olarak iletkenligin azaldigi tespit edilmistir. Arastirma sonunda,
L. minor bitki tiiriiniin bulundugu deney setlerinin iletkenlik ortalamalart su sekilde
bulmustur: 2 ppm B 994,8 uS/cm, 4 ppm B 982,7 uS/cm, 8 ppm B 915 uS/cm, 16
ppm B 1146 puS/cm, 32 ppm B 1186,2 uS/cm, 64 ppm B 1096,2 uS/cm ve 128 ppm
B 1114,4 pS/cm’dir. Iletkenlikle ayni anda dlgiilen pH degerleri ortalamalari ise 2
ppm B 6,96; 4 ppm B 6,96; 8 ppm B 6,80; 16 ppm 6,62; 32 ppm B 6,54, 64 ppm B
6,56 ve 128 ppm B 6,37 dir.
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L. gibba bitkilerinin bulundugu konsantrasyon setlerinden elde edilen
sulardaki pH ve elektriksel iletkenlik ortalamalari ise su sekilde bulunmustur: 2
ppm B 7,05 ve 1016,1 uS/cm, 4 ppm B 6,95 ve 1010,2 uS/cm, 8 ppm B 6,93 ve
1062,5 uS/cm, 16 ppm B 6,88 ve 1046,7 uS/cm, 32 ppm B 6,85 ve 1065 uS/cm, 64
ppm B 6,72 ve 993,9 uS/cm ve 128 ppm B 6,63 ve 946,1 uS/cm’dir.

3.2.3. Bitkilerin B akiimiilasyonu
Biyoremediasyon deneyi boyunca bitkilerin biinyelerinde biriktirdikleri B

miktarlart Sekil 3.13’te gosterilmistir.
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Sekil 3.13. L. minor ve L. gibba’nin 7 giinliik deney periyodu sonrasinda i¢erdikleri B miktarlar

7 glinliik deney periyodu sonrasinda L. minor bitkisi 4 ve 8 ppm B’a maruz
kaldiginda, kontrol grubuna gore biinyesinde daha yiiksek miktarlarda B
biriktirmistir. Elde edilen sonuglara gore, 4 ppm B deney setindeki bitkilerde
1999,1 mg/kg B ve 8 ppm’de ise 1889,7 mg/kg B Ol¢lilmistir. Artan B
konsantrasyonuyla bitkilerdeki B miktarinda dalgalanmalar goriilse de, kontrol
grubuna gore bir artis s6z konusudur ve en yliksek miktar 4007,5 mg/kg B ile 128
ppm’lik sette gorilmiistir. L. gibba kontrol grubu bitkilerinin bu deneyde B
aklimiilasyonu 859,6 mg/kg B olarak dl¢iilmiistiir. L. minor’de oldugu gibi bu tiirde
de artan B konsantrasyonuyla B akiimiilasyonunda artis goriilmiis ve en yliksek
deger 5091,7 mg/kg B ile 128 ppm’de dl¢iilmiistiir. Sonug olarak L. minor diisiik
konsantrasyonlarda nispeten daha yiiksek B biriktirme egilimi gosterirken L. gibba

yiiksek konsantrasyonlarda nispeten daha yiiksek B ¢ekebildigi goriilmiistiir.
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3.3. Enzim Deneyleri

Arastirma kapsaminda farkli B konsantrasyonlarina maruz birakilan L. minor
ve L. gibba bitkilerindeki antioksidan enzimlerden olan APX, GPX, CAT, SOD ve
GR aktiviteleri belirlenmistir (Sekil 3.14).

Elde edilen sonuglara gore, APX enzim aktivitesi L. gibba’da L. minor’e gore
daha yiiksek ¢ikmustir. L. gibba 32 ppm B’a maruz kaldiginda en yiiksek aktivite
gostermis ve APX aktivitesi 10,4 mg ™ protein mint, 128 ppm B’a maruz kaldiginda
ise en diisiik aktivite gdstermis ve 1,6 mg™ protein min™ olarak hesaplanmistir. L.
gibba’nin aksine L. minor en yiiksek APX aktivitesi 8 ppm B’a maruz kaldiginda
gdstermistir. En diisiik APX aktivitesi ise 4 ppm B konsantrasyonunda 0,7 mg™
protein min’dir.

L. gibba nin enzim aktivitesinin belirlenmesi deneyinde 16 ppm B’a maruz
kaldiginda 3,5 mg protein min™ile en yiiksek GPX aktivitesi oldugu gdzlenmistir.
Kontrol grubuna gére en az GPX aktivitesi ise, 0,65 mg™ protein minile 128 ppm
B konsantrasyonuna maruz kaldiginda gostermistir. L. minor igin, en yiikksek GPX
aktivitesi 32 ppm B’a maruz birakildiginda 1,55 mg? protein min olarak ve en
diisiik deger ise 4 ppm B’a maruz birakildiginda 1,09 mg* protein min~olarak
Olciilmistiir.

SOD enzim aktivitesi L. minor bitkisinde daha yiiksek ¢ikmustir. L. gibba’nin
en yiiksek ve en diisiik SOD aktiviteleri sirasiyla 16 ppm B konsantrasyonunda 0,26
mg? protein mint ve 128 ppm B konsantrasyonunda 0,11 mg* protein min
degerleri Ol¢lilmiistiir. L. minor igin en yiiksek SOD aktivitesi 32 ppm B
konsantrasyonunda 0,92 mg protein min™ olarak belirlenmistir. En diisik SOD
aktivitesi ise 128 ppm B konsantrasyonunda 0,23 mg? protein min? oldugu
gbzlenmistir.

L. gibba’nin CAT enzim miktar1 8 ppm B konsantrasyonunda 0,25 mg*
protein min! maksimum degerde iken 4 ppm B konsantrasyonunda 0,02 mg?
protein min™ minumum degerdedir. L. minor’iin CAT miktar1 L. gibba’ya oranla
daha diisiik oldugu goriilmiistiir. 128 ppm B’a maruz birakildiginda L. minor’de en
yiiksek miktarda 0,131 mg™ protein min™, 4 ppm B’a maruz birakildiginda en diisiik
miktarda 0,035 mg protein min"t CAT aktivitesi 6l¢iilmiistiir.
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Sekil 3.14. B’a maruz birakilan L. minor ve L. gibba bitkilerinin APX, GPX, CAT, SOD ve GR

antioksidan enzimlerinin aktiviteleri. [Hata ¢ubuklari, standart sapma (n=3)’y1 temsil etmektedir]
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Son olarak GR enzim aktivitesine bakilmistir. Buna gore, L. gibba 128 ppm
B konsantrasyonunda 5,11 mg* protein min ile maksimum aktivite gdstermistir.
16 ppm B konsantrasyonunda 0,27 mg™ protein min™ 6l¢iilmiistiir ve minimum
aktivite bu konsantrasyonda goriilmistiir. L. minor’iin GR aktivitesi 64 ppm B
konsantrasyonunda 3,92 mg™? protein min"t miktar1 ile en yiiksek seviyededir. 64
ppm B konsantrasyonuna kadar kontrol grubuna gére GR enzim aktivitesinde azalis
gozlenirken 64 ppm’de tekrar artig gostermistir. 128 ppm B konsantrasyonunda
0,69 mg? protein min miktar1 6l¢iilmiis ve GR aktivitesi minimum seviyeye
inmistir.

Lemna cinsine ait tirlerin antioksidan enzim  aktivitelerindeki
dalgalanmalarin, B’a kars1 bitkilerin olusturdugu stresle paralellik gosterdigi
diistiniilmektedir. Bitkinin B stresine girdigi durumlarda biinyesine B almay1
yavaslattig1 ya da durdurdugu i¢in antioksidan enzim miktarlar1 da azalmis ya da

sabit kalmistir.
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4. TARTISMA, SONUC VE ONERILER

Bitki biiyiimesini ve gelismesini merkeze alan parametre yaklasimlari,
bitkilerde hem B’un hemde diger elementlerin inhibitor etkilerini degerlendirmek
i¢in siklikla kullanilan teknikler arasinda gosterilmektedir (Appenroth ve ark. 2010;
Henke ve ark 2011). Bununla birlikte, bitkilerin bir stres faktoriine karsi tolerans
tepkisi bitkilerin hayatta kalabilme yetenegi olarak tanimlanabilmektedir. Bu
calismada; 4, 8, 16, 32, 64 ve 128 ppm B konsantrasyonlarina maruz birakilan L.
minor ve L. gibba bitkilerinin 7 giinliilk test periyodu boyunca biiyiime
parametreleri izlenmistir. Bu sayede B elementinin bu bitkilerde olusturabilecegi
morfolojik ve enzimatik degisimler incelenmistir. Elde edilen sonuglara ve yapilan
One-way ANOVA istatistiksel analizlerine gore 16, 32, 64 ve 128 ppm B’a maruz
birakilan bitkilerin RGR ve biyomaslari ile kontrol grubu bitkilerinin sahip oldugu
RGR ve biyomaslar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli farklar tespit edilmistir
(p<0,05), (Sekil 3.6, Sekil 3.7 ve Sekil 3.10). Bu durum B’un bu
konsantrasyonlarda bitkiler {izerinde bir inhibitor etkisi olusturdugunu
gostermektedir. Dahas1 L. gibba i¢in 32 ppm, L. minor igin de 16 ppm B
konsantrasyonundan itibaren bitkilerin biyomaslarinda azalma goriilmiistiir (Sekil
3.2 ve Sekil 3.4). Ancak 4 ve 8 ppm B konsantrasyonuna maruz birakilan bitki
tiirlerinin biliylime parametreleri ile kontrol grubunun degerleri arasinda herhangi
bir istatistiksel fark bulunamamistir (p>0,05). Bu sonug ise, 4 ve 8 ppm B
konsantrasyonuna maruz kalan bitkiler ile kontrol grubunda bulunan bitkiler
arasinda biiylime parametreleri agisinda bir farkliligin bulunmadigimi ve bu
konsantrasyona maruz birakilan bitkilerin detoksifikasyon mekanizmalarinin,
deney siiresi igerisinde B toksisitesinin iistesinden gelmeyi basardigini
belirtmektedir. Ancak elde edilen sonuglara gore yiiksek B konsantrasyonlarina (16,
32, 64 ve 128 ppm) maruz birakilan bitkilerde ise bu tolerans stratejisinin gegerli
olmadig1 bulunmustur. Calisma icin kullanilan Lemna tiirlerinin B’a kars1 hayatta
kalma stratejileri koklerin ¢evresindeki serbest B’u azaltan rizosferde bulunan B-
selatlayict bilesiklerin salgilanmasiyla (Mkandawire ve Dudel 2007) ve bakteriyel
aktivite (Stout ve ark. 2010) ile iliskili olabilecegi diisiiniilmektedir. Tim bu
sonuglar degerlendirildiginde, bitkilerin tolerans ve tepki mekanizmalar1 ortamda

bulunan ya da kurulan deney setlerine yiiklenen B konsantrasyonuna bagli
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oldugunu ve biiyiime parametrelerinin de ortamda bulunan B konsantrasyonlarina
gore degisiklik gosterebilecegini bulunmustur. Literatiir incelendiginde, benzer
sonuglarin ¢esitli arastirmacilar tarafindan, oncii ¢alismalar ¢ercevesinde rapor
edildigi goriilmektedir. Ornegin Bociik ve ark. (2013), yaptiklar1 galismada yedi
giinliik deney periyodu igerisinde ¢esitli B konsantrasyonlarina maruz birakilan
bitkilerin uygulanan B dozajlarina gore farkli biiyiime Ozelligi gosterdigi
belirlenmistir. Ayn1 c¢alismada 50, 100 ve 150 mg I' gibi yiiksek B
konsantrasyonlarina maruz birakilan L. gibba bitkilerinin detoksifikasyon
mekanizmas1 lizerinde inhibe edici ve toksik etkisi oldugunu bulmuslardir.
Bununla birlikte, Marin ve Oron (2007) yaptiklart calismada ortamdaki B
konsantrasyonunun 10 mg I"Vin iizerine ¢ikmasiyla birlikte bitkide B toksisite
etkilerinin gozlenmeye basladig tespit edilmistir.

Bu ¢alisma kapsaminda elde edilen sonuglara gore, L. gibba ve L. minor’in
RGR degerlerinin birbirine ¢ok yakin oldugu bulunmustur (Sekil 3.6 ve Sekil 3.7).
Bu kapsamda L. minor tiiriiniin 16 ppm B konsantrasyonuna maruz birakilmasiyla
2. glinden itibaren RGR degerinde ani bir diisiis goriilmiistiir. Bununla birlikte ayni
tiirtin en yiiksek B konsantrasyon olan 128 ppm B’a maruz birakilan bireylerinde
ise deneyin 2. giiniinden itibaren higbir artis gézlenmemistir. L. gibba tiiriine
bakildiginda ise bitkilerin ortamda artan B konsantrasyonlar: ile birlikte RGR
degerlerinde de kademeli olarak diisiis trendi belirlenmistir. Bu sonuglar, ayni
familyaya ait bitki tiirlerinin bu ¢aligmada kullanildigi diisiintildiigiinde beklenen
bir sonuctur.

Biyomonitor tiir, arastirmacilarin spektrometre ve fotometre araciliiyla
kimyasal maddeler, enzim aktiviteleri ya da diger ekosistem ile ilgili parametreleri
izledigi, ¢evre kalitesinin niceliksel yonleri hakkinda bilgi igerir (Horvat ve ark.
2007; Naumann ve ark. 2007; Appenroth ve ark. 2010; Henke ve ark. 2011). Ote
yandan, biyoindikatdr tiir ise arastirmacilara ekosistemin bozuldugunu ya da cevre
kalitesinin diigiisii hakkinda bilgi vermektedir (Turnhout ve ark. 2007; Chang ve
ark. 2009; Peresa ve ark. 2011; Bociik ve ark. 2013). Bu ¢alismanin sonuglarina
gore, L. gibba ve L. minor’iin RGR degisimleri 4 ve 8 ppm B konsantrasyonlarinda
nispeten degismeden kalmis ve sudaki 8 ppm ve altindaki B konsantrasyonlarini bu

bitkiler tolere edebilmislerdir. Bu durum, L. gibba ve L. minor’iin belirlenen RGR
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degerleriyle sulak biyota da bulunan B'nin varligini izleyebilmek i¢in biyomonitor
tir olarak kullanilabilecegini gostermektedir. Bununla birlikte, tespit edilen
istatiksel bulgular sayesinde L. gibba ve L. minor’in 16, 32, 64 ve 128 ppm B
konsantrasyonlarinda RGR’lerinin kontrol grubuna gore anlamli olarak diismesi ve
bu konsantrasyonlarda biiylime inhibisyonunun maksimum seviyeye ulagmasi, bu
bitkilerin belirtilen B konsantrasyonlar1 i¢in uygun biyoindikatdr tiir oldugunu
ortaya koymaktadir. Sonug olarak, bu ¢alismada elde edilen sonuglara gore L. gibba
ve L. minor tiirleri B ile kirlenmis sucul ekosistemlerin ekotoksikolojik risk
degerlendirmesi i¢in uygun tiirler oldugunu gostermektedir.

Bitkilerin asir1 ¢ogalmasi ve tiir i¢i rekabet, dogal biliylime ortamlarinda su
mercimeklerinin biiylimelerinin sinirlandirilmasina neden olan 6nemli faktorlerin
basinda gelmektedir (Driever ve ark. 2005; Frederic ve ark. 2006). Ayrica ortamda
bitki yogunlugunun artmasiyla bitkilerin RGR’sinde diisiisler goriilebilir
(Demirezen ve ark. 2007). Normal ekolojik kosullar altinda ve ¢evre sartlarinda, L.
minor ve L. gibba bitkileri hizli bir sekilde kolonilesip bulundugu alan1 isgal edip
hizlica dominant hale gelebilir (Kadlec ve Bevis 2009). Ancak fiziksel alanlari
simirlandiginda, sayica asirt artist ve tiir i¢i rekabet, tiirlerin bireyleri arasinda
olusabilir (Njambuya ve ark. 2011). Bu ylizden bu tiirlere ait bireyler arasindaki
rekabet 6zellikle goletler, hendekler ve kanallar gibi dogal sucul ortamlarda daha
yaygindir (Szabo et al. 2003; Njambuya et al. 2011). Tiim bu nedenlerden dolay,
arastirmacilarin  kendi deney setlerini kurarlarken bitkilerin asir1 ¢ogalma
mekanizmasinda goz 6niinde bulundurmalar1 gerekmektedir.

Bu calisma kapsaminda tespit edilen klorofil miktarlarina bakildiginda, L.
minor bitkisinin klorofil a, b ve a+b degerlerinin 16 ppm B konsantrasyonuna kadar
nispeten ylikselis trendine sahip oldugu ancak bu konsantrasyon degerinden sonra
ani bir diisiis oldugu goriilmektedir. Bununla birlikte, L. gibba tiirii ig¢in dlgiilen
klorofil miktar1 incelendiginde ise 8 ppm B konsantrasyonuna kadar bir yiikselis
degeri, sonrasinda ise kademeli bir azalis tespit edilmistir. Elde edilen sonugclar,
ortamdaki B konsantrasyonunun artmasi ile bitki dokularindaki fotosentetik
pigmentlerinde belirli bir B dozuna kadar attigin1 belirtmektedir. Bu durum ise,
klorofil a ve b gibi fotosentetik pigmentlerin bitkilerin ortamda bulunan B’a kars1

olusturduklar1 bir adaptasyon mekanizmasinin bir sonucu oldugu diisiiniilmektedir.
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Ayrica Sekil 3.7 ve Sekil 3.8’de gosterildigi gibi L. minor tiirii i¢in 32, 64 ve 128
ppm ve L. gibba tiirlerinin 16, 32, 64 ve 128 ppm B konsantrasyonuna maruz
birakilan bireylerinde fotosentetik pigmentlerin ani bir sekilde azaldigi tespit
edilmistir. Bu da muhtemelen ortamda bulunan B’un tetiklemesiyle, dokuda yayilan
reaktif oksijen tiirleri ile kloroplast yapisinda 6zellikle de tilakoit zarda meydana
gelen zararlar ile iliskilidir (Landi ve ark. 2013). Bununla birlikte, bitkilerde
meydana gelen bu azalista B’un fotosentetik pigmentlerin biyosentezine katilan
enzimler iizerindeki inhibitor etkisi ve yaslanmadan kaynakli faktorlerinde etkisi
oldugu diisiiniilmektedir (Qian et al. 2009; Singh ve Prasad 2014). Sonug olarak,
B’un klorofil miktarlarinda azaltic etkisi oldugunu gdsteren diger ¢aligmalarda bu
calismanin sonuglarini destekler niteliktedir (Papadakis ve ark. 2004 a, b; Eraslan
ve ark. 2007; Han ve ark. 2009; Wang ve ark. 2011; Singh ve Prasad 2014 ).

Bitkilerde stres, biliylime ve gelismeyi negatif yonde etkilemekte ve ¢ok
sayida makromolekiil ve hiicresel yapilarin zarar gormesine neden olan reaktif
oksijen tiirlerinin (ROS) iretimini tesvik etmektedir (Blasco ve ark. 2015). Bu
kapsamda; kuraklik, agir metal, tuz stresi, hava kirliligi, UV 1sinlari, ozon ve SO2
gibi cevresel stres altindayken ROS iiretimi artmaktadir. Daha fazla ROS
temizlemek ve detoksifikasyonda rol oynamak i¢in de antioksidan enzimler aktive
edilir (Parlak ve Y1lmaz 2012). Siiperoksit radikalleri, hidroksil radikalleri, singlet
oksijen ve hidrojen peroksit gibi reaktif oksijen tiirlerinin olusumunun sonucu
olarak oksidatif stres olugsmaktadir (Bouzai ve ark. 2010). ROS; bitkilerin membran
yaglarina, proteinlerine, pigmentlerine ve niikleik asitlerine zarar verebilir.
Hiicrelerin oksidatif streslerinin yan etkilerini 6nlemek i¢in antioksidan savunma
sistemleri bulunmaktadir (Briat 2002). Bitkilerdeki antioksidan seviyeleri
enzimatik (stiperoksit dismutaz, katalaz ve glutatyon rediiktaz) ve enzimatik
olmayan (glutatyon, askorbik asit, prolin, karotenoidler, tokofenoller vb.) diisiik
molekiil agirlikli antioksidanlarin olusturdugu antioksidan sistemi tarafindan
kontrol edilir.

Bir metaloenzim olan siiperoksit diismutaz (SOD), detoksifikasyon siirecinde
ilk enzim olup siiperoksit radikallerini H2O2’ye ¢ok hizli oranda katalizleyen
antioksidan enzim savunma sisteminin bir pargasidir (Hou ve ark. 2007; Babic ve

ark. 2009). Dolayisiyla yapilan ¢alismada B toksisitesi karsisinda ilk savunucu
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enzim olan SOD aktivitesine bagli olarak hiicre igerisindeki H202 artmasi
beklenmistir. Sharma and Dubey (2007) yaptiklari ¢alismada su mercimeklerini Al
ve Zn’ye maruz biraktiklarinda SOD aktivitesinden dolay1 hiicre igerisinde H202’
in biriktigini savunmuslardir. SOD aktivitesi arttik¢a hiicrelerde H2O2 birikimi artar
ve bu katalaz-glutatyon rediiktaz enzim aktiviteleriyle 6nlenir. Bu ylizden SOD
bitkilerin oksidatif stresle savasmasinda 6nemli bir rol oynamaktadir (Fridovich
1986; Shalini ve Dubey 2003; Sharma ve Dubey 2007; Gill ve Tuteja 2010).

Bu c¢alismada SOD aktivitesi, L. minor deney organizmasi i¢in artan B
konsantrasyonu ile kontrol grubuna gore artis gostermis ve en yiiksek deger 0,92
EU mg™ protein mintile 32 ppm B konsantrasyonunda belirlenmistir. Daha énceki
calismalarda artan metal konsantrasyonuyla SOD enzim aktivitesininde paralel bir
sekilde arttig1 belirtilmistir. Saygideger ve Parlak (2012), yaptiklari ¢aligmada
Lemnaceae familyasina ait olan L. gibba, L. minor ve S. polyrrhiza tiirlerini 0.01,
0.05, 0.1, 0.5 ve 1.5 mg L™ konsantrasyonlarinda Cinko (Zn)’ya dért giin maruz
birakmislar ve APX, GPX, SOD ve CAT enzim aktivitelerini 6l¢miislerdir. Deney
bitiminde artan Zn konsantrasyonuyla birlikte SOD aktivitesinin de arttigini
bulmuslardir. Giines ve ark. (2006), 20 ve 30 mg kg™ B’a maruz biraktiklar1 Vitis
vinifera L. bitkisinin SOD aktivitesinin kontrole gore arttigini tartismiglardir. Hou
ve ark. (2007), L. minor’i yiksek Cu ve Cd konsantrasyonlarina maruz
biraktiklarinda kontrol grubuna gére SOD aktivitesinin daha yiiksek oldugunu
gostermiglerdir. SOD aktivitesindeki bu artis muhtemelen hem dogrudan B
iyonlarmin etkisinden hem de siiperoksit radikal seviyelerinde bir artisin dolayli
etkisinden kaynaklanabilir (Prasad ve ark. 1999).

Sekil 3.12°de goriildiigii gibi, L. gibba tiirii igin 16 ppm B konsantrasyonuna
kadar SOD aktivitesi artmis ve 128 ppm’e kadar diisiik oranda azalma goriilmistiir.
En yiiksek SOD aktivitesi ise 16 ppm B konsantrasyonuna maruz kalmais bitkilerde
Olclilmiistiir. Literatlir incelendiginde, SOD enziminin diger antioksidan
enzimlerden farkli olarak tipik iki fazli tepki gosterdigi goriilmektedir (Babic ve
ark. 2009). Bu gore, ilk fazda enzimler, genellikle kendi aktivitelerini artirirlar ve
artan ROS Konsantrasyonu ile basa ¢ikan yeni bitki hiicreleri iiretirler. Ikinci
asamada ise, antioksidan enzim kapasitesi azalir ve bitkilerdeki biyomolekiillerin,

yapilarin ve siireglerin geri doniisiimii olmayacak sekilde bozulmalariyla sonuglanir

42


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0147651312004459#bib20
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0147651312004459#bib20
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0147651312004459#bib21

(Babic ve ark. 2009). Bu nedenle L. gibba 16 ppm B konsantrasyonuna kadar SOD
enzim aktivitesi agisindan birinci fazda oldugu disiiniilmektedir. 16 ppm B
konsantrasyonunda bitki maksimum strese girerek yasamsal fonksiyonlarini devam
ettirebilmek icin SOD enzim aktivitesini azaltma egilimine girmistir. Ayni zamanda
kiiltiir ortamimin deney siiresince giinliikk alinan Orneklerinin B analizleri
sonuclarina dayanarak biinyelerinde biriken fazla B’u birakarak ve B alimini
azaltarak sozii edilen bu durumu sagladiklar1 diistiniilmektedir. Sonug olarak, bu
calismanin SOD aktivite sonuglarina gore; L. minor’iin enzim aktivitesinin L.
gibba’ya oranla daha yiiksek oldugu goriilmektedir. Bu da L. minor’iin yiiksek B
stresiyle L. gibba tiirii ile karsilagtirildiginda daha iyi basa ¢ikabilecegi ile ilgili
giiclii kanitlar sunmaktadir.

Antioksidan enzimler arasinda bulunan CAT enzimi, H202’i su ve oksijene
parcalayarak hiicreleri oksidatif strese karsi korumada hayati bir 6neme sahiptir.
CAT sadece peroksizomlarda bulunur, ancak asir1 seviyede ROS {iretildigi zaman
stres esnasinda ROS detoksifikasyonu igin gereklidir (Parlak ve Yilmaz 2012).
CAT bitkilerde bulunan asil H.O2 temizleyici enzimdir ve H2O2i¢in hiicresel lavabo
olarak diisiniilmektedir. Ancak diisiik substrat afinitesinden dolayr CAT sadece
yiiksek oksidatif stres altindayken harekete geger (Mittler 2002). Bu ¢alismada,
uygulanan B dosajlar1 arasinda CAT aktivitelerinde onemli bir artisin oldugunu
gostermektedir. Elde edilen sonuglara gore, bitkilerdeki CAT aktivitesinin 7 giin
boyunca B’a maruz birakilmasiyla bir birlikte arttigi gozlenmistir. L. minor
bitkisinde CAT enzim aktivitesi calisma siiresi boyunca dalgali bir trend izlemistir.
En yiiksek CAT aktivitesi 128 ppm B konsantrasyonuna maruz birakilan bitki
bireylerinde belirlenmis olup, aktivite de kontrol grubuna goére yaklasik olarak
%129 oraninda artisin oldugu gozlenmistir. Bu durumda, 128 ppm B
konsantrasyonuna kadar L. minor’iin B toksisitesine karsi maksimum savunma
gosterdigini daha sonra artan B konsantrasyonuyla antioksidan enzim sistemde
cokiisten kaynakli olarak CAT aktivitesinin azaldigi diisiintilmektedir. CAT
aktivitesindeki bu azalisa H2O birikimi ve buna miiteakip lipitler, proteinler ve

DNA’da olusan oksidatif hasar eslik etmistir.
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L. gibba’da ise; artan B konsantrasyonuyla deney setlerinde CAT aktivite
miktarlarinda c¢esitli dalgalanmalar goriilmiistiir. Sunulan galismanin en yiiksek
CAT aktivitesi 8 ppm B konsantrasyonunda 6l¢iilmiistiir. L. gibba bitkisinde 8 ppm
deney setinden sonra azalan trend gézlenmistir. Bu durumun, antioksidan enzim
sisteminde bozulmadan kaynaklanabilecegi gibi enzim sentez inhibisyonundan
yada B toksisitesi altinda enzim alt {initelerinin birlesiminde olan degisikliklerden
kaynaklanabiliyor oldugu diistiniilmektedir (Hou et al. 2007). CAT aktivitesinin
benzer bir inhibisyonu agir metale maruz birakilmis Lemnaceae familyasina ait
cesitli tiirlerinde de bildirilmistir (Mohan and Hosetti 1997; Hou et al. 2007).
Ayrica, sunulan ¢alismada B toksisitesine karst CAT aktivitesi agisindan L. gibba
maksimum 8 ppm B konsantrasyonuna kadar dayanabilirken L. minor’tin 128 ppm
B konsantrasyonuna dayanabildigi gériilmistiir. Fakat CAT enzim aktivite degeri
L. gibba’da L. minor’iin yaklasik 3 kat1 kadardir. Bu fark ise, yiiksek B toksisitesine
karst olusan H20O., L. gibba tarafindan daha yiiksek oranda pargalandiginin
gostergesi olabilir. Literatiir incelendiginde, Shanker ve ark. (2005), artan Cd
konsantrasyonuyla CAT seviyelerinin azaldigini rapor etmislerdir. Willekens ve
ark. (1997), asir1 ROS iiretiminin CAT’1n inaktive edebilecegini tartigmislardir.
Boscolo ve ark. (2003), ayrica musir bitkisinde Al toksisitesi altinda CAT
aktivitesinde herhangi bir degisimin olmadigini fasulye ve piring bitkileriyle yaptigi
calismalarda CAT aktivitesinde diisiis yada artisin oldugunu bulmuslardir. CAT
aktivitesindeki bu uyumsuz sonugclar; calisilan bitki organlarindaki farkliliklar,
kullanilan metalin yada metallerin konsantrasyonu ve uygulanma siiresi ile
aragtirilan bitki tiirlerinden kaynaklaniyor olabilmektedir (Radic ve ark. 2010).
Cesitli caligmalar, ¢evresel stres durumlarinda yiiksek APX aktivitesine genellikle
SOD ve CAT aktivitelerinde bir artisin eslik ettigini gostermistir (Rioset ve ark.
2009). APX; hiicre duvart (Mehlhorn ve ark. 1996), sitosol, kloroplast, mitokondri
ve peroksizomlarda bulunur (Foyer ve Noctor 2003). Genellikle APX aktivitesi
askorbik asitin kaybolma hiziyla degerlendirilir (Doorn ve Ketsa 2014). Hiicrelerin
antioksidan kapasiteleri, APX aktivitelerinin o6lgiilmesiyle tahmin edilebilir
(Chaoui ve ark. 2004). Erarslan ve ark. (2007), B toksisitesi ile artan H2O>’nin
detoksifikasyonunda APX’in CAT’tan daha Onemli bir roli oldugunu
bildirmislerdir. Ayrica, L. gibba ve L. minor’iin artan SOD ve CAT aktivitesiyle bu
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bitkilerin antioksidan savunma sistemini gelistirerek B toksisitesine uyum
kapasitesine sahip oldugunu gostermektedir. Stres toleranst iyilestirilmesi
genellikle antioksidan enzimlerin aktivitesinde bir artisa baghdir (Murgia ve ark.
2004; Lee ve ark.2007).

Bu c¢alismanin sonuclarina gore; L. minor’ iin APX aktivitesi artan B
konsantrasyonuyla artmis ve maksimum degeri 8 ppm B konsantrasyonuna maruz
birakilan bitkilerde goriilmiistiir. 8 ppm ve tlizeri B’a maruz birakilan bitkilerde
APX aktivitelerinde azalma tespit edilmistir. CAT enzimin aksine APX, daha &zel
yerlerde H2O: kiigiik miktarlarda temizlenmesine izin veren H,O> i¢in daha yiiksek
bir afiniteye sahiptir (Asada 1992). L. gibba i¢in ise kontrol grubuna gore en yiiksek
APX aktivitesi 32 ppm deney setinde gbzlenmistir. Artan B konsantrasyonuyla
APX aktivitesinde dogrusal bir artis oldugu gosterilmistir. Bu sonuglar, B
toksisitesi altinda asir1 peroksidaz aktivitesinin H2O2’in siirekli detoksifikasyonuyla
iligkili olduguna isaret etmektedir.

Glutatyon ile askorbat, bitki hiicre antioksidatif savunma ag i¢inde en 6nemli
bilesenlerden biridir (Razinger ve ark. 2008). GSH, ¢ok sayida radikal proseslerini
sondiiriicii olarak bilinen 6nemli bir antioksidan metabolitidir (Allen ve ark. 1997;
Dixon ve ark. 1998; May ve ark. 1998; Asada 1999). Glutatyon, ¢evresel stres ve
adaptasyon tepkisi arasinda bir baglanti gorevi goren bir ¢cok onemli bir sinyal
molekiilii olarak kabul edilir ve bu GR aktivitesi ile GSH'den rejenere edilir
(Navari-1zzo et al. 1997). GR, okside glutatyonu GSH formuna doniistiiriir. Bitki
GSH’lar, indirgenmis glutatyon ile farkl elektrofilik substratlarin konjugasyonunu
katalizleyen ve bu sekilde ksenobiyotik ajanlarin detoksifikasyonunda rol oynayan
anahtar bir enzimdir (Sing ve Prasad 2014). P. vittata, As maruz birakildiginda
yapraklarinda GSH konsantrasyonunun arttirdigi rapor edilmistir (Cao ve ark.
2004; Singh ve ark. 2006; Wei ve ark. 2010). Bu ¢alisma sonuglarina gore L.
gibba’da B konsantrasyonu arttikca GR aktiviteside kontrol grubuna gore artmistir.
B artis1 ile GR aktivitesinin artmas1 makromolekiillerin daha fazla oksidatif hasari
ile iligkili olabilir. Lipitler ve proteinlerin biriken zehirli ve reaktif yikim {irtinleri
daha da serbest radikal zincir reaksiyonunu baglatabilir (Marrs 1996). Bu durumu
belli 6l¢iide onlemek i¢in, GR aktivitesi artarak bu reaktif yikim iirtinlerinin ve GSH

arasindaki konjugasyon reaksiyonu muhtemelen hizlandirmis ve bu nedenle
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deksenobiyotik etkileri zayiflatilmistir (Sing ve Prasad 2014). Bu g¢aligmanin
sonuglari, artan antioksidan enzim aktiviteleri ve ardindan ROS temizleme
islemlerinin B toksisitesini hafifletici etkisi diger ¢alismalarla desteklenmistir ( Al-
Hakimi 2007; Gangwar veark. 2010; Hayat ve ark. 2012; Ahammed ve ark. 2013).
L. gibba’nin aksine L. minor bitkisinde artan B konsantrasyonuna karsin GR
aktivitisinde azalig goriilmiistiir. 32 ppm deney setinden sonra ise GR aktivitesinde
dalgalanmalar goriilmiistiir. Bu azalisin B miktari arttikca ROS tiirevlerinin zehirli
etkisi ya da H202’nin asir1 {iretiminin zararli etkisinden kaynaklandigi
distiniilmektedir.

GR ile birlikte diger 6nemli H20; temizleyici GPX’tir. Artan GPX aktivitesi
oksidatif strese kars1 koruma saglar (Roxas ve ark. 2000). Sunulan ¢alismada, L.
gibba bitkisinde GPX aktivitesi 16 ppm ve L. minor’da ise 32 ppm B
konsantrasyonuna kadar artmis sonrasinda azalma goriilmiistiir. Bizim ¢alismamiza
gore SOD aktivitesi ile koordineli GPX aktivitesi, sliperoksit radikali ve H202 nin
temizlenmesinde merkezi bir koruyucu rol oynar.

Bu tez calismasinda, L. minor ve L. gibba tiirlerinin B igeren sularin
fitoremediyasyonu i¢in kullaniminin uygun olup olmadigi da arastirilmistir. Uygun
fitoremediatorleriniin bulunmasi B ile kontamine ekosistemlerdeki tiirler ve
bunlarin yasam ortamlarinin ekosistem yoOnetimi i¢in degerli imkanlar
saglamaktadir (Chang ve ark. 2009; Peresa ve ark. 2011). Sekil 3.11 incelendiginde
L. minor’iin deney periyodu boyunca giinliik alinan su drneklerinin B miktarlar
verilmistir. One Way Anova Analizi, kontrol grubu ile 8, 16, 32, 64 ve 128 ppm B
konsantrasyonlar1 arasinda 6nemli derecede B azalis1 goriilmiis olup anlamli bir
fark oldugunu gostermektedir (p < 0.05). Bunun aksine, bu azalis 4 ppm B
konsantrasyonu igin anlamli degildir. 8, 16, 32, 64 ve 128 ppm B kaplarinda ilk 3
giin boyunca B iceriginde diislik konsantrasyon setlerine gore hizl bir sekilde azalig
goriilmistiir. Sekil 3.12°de ise L. gibba’nin fitoremediyasyon potansiyellerini
beliten B alim miktarlar1 goriilmektedir. Bu sonuglara gore; disiik
konsantrasyonlarda (4 ve 8 ppm B) istatistiksel olarak oOnemli bir fark
bulunmamakla birlikte 16, 32, 64 ve 128 ppm B kaplarinda ilk 4 giin ciddi B azalis1
anlamli bir fark oldugu goriilmiistiir (p<<0.05). Bu sonuglara gére, L. minor’in

deney kaplarindaki B miktarlarinin L. gibba’ninkinden yiiksek oldugu
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goriilmektedir. Bu da L. gibba’nin B’u biinyesinde daha fazla biriktirebildigini ve
buna bagl olarak fitoremediasyon seviyesinin L. minor’e oranla daha yiiksek
oldugunu gostermektedir.

Eser element ¢ikarilmasi i¢cin uygun sulak alan bitki tiirlerinin se¢imi, farkl
tiirlerin bilinen birikim kapasitelerine dayanmaktadir (Marin ve Oron 2007). Bu
calismanin sonuglari, L. gibba ve L. minor 6nceki ¢alismalarda rapor edilen sulak
alan bitkileri ile karsilagtirildiklarinda iyi birer B akiimiilatorii olduklarini
gostermektedir. Sekil 3.13’te goriildiigii gibi, L. gibba’nin kiiltiivasyon sonrasinda
B akiimiilasyon degerleri 860-5090 mg B kg™ arasinda, L. minor’iin ise 700-4010
mg B kg! arasinda degismektedir. Frick (1985) yaptigi calismada, 7 giinliik
kiiltivasyon periyodu sonrasinda 10 mg 1! B igeren soliisyonda periyod sonrasi L.
minor’iin 1132 mg B kg akiimiile ettigini rapor etmislerdir. Quian ve ark. (1999),
sulak alan bitkileri ile yaptiklari ¢alismada Mimulus guttatus L. (Phrymaceae) ve
Marsilea drummondii L. (Marsileaceae) bitkilerinin yaklasik 700-1000 mg B kg*,
Spartina alterniflora L. (Poaceae), Juncus xiphioides L. (Juncaceae), Myriophyllum
brasiliense L. (Saxifragales) ve Pistia stratiotes L. (Araceae) 500 mg B kg*’dan
daha az B akiimiile ettigini sOylemislerdir. Baska bir ¢alismada ise Marin ve Oron
(2007), deney periyodu sonras1 10 mg 1"'B iceren soliisyondan L. gibba’nm 900-
1900 mg B kg akiimiile ettigini sdylemislerdir. Calismanin sonuglarina gére, artan
B konsantrasyonu ile bitkilerin B akiimiilasyonlariin arttig1 goériilmiistiir. Ancak
bu artig, hem L. gibba hem de L. minor igin 4 ve 8 ppm deney setlerinde nispeten
daha diisiik oranla gizlenirken, 64 ppm B setinden sonra maksimum degere ulastigi
goriilmektedir. Bu durumda, bu iki bitki tiirii B ile kirletilmis sularda biinyelerine
B ile doyurulasiya kadar B’un bitki kiitlesine B gogii yolu ile katildigini
gostermektedir. Bu da aktif ya da pasif difiizyonun oldugu apoplastik veya
simplastik yollarla B girisi oldugu diisiiniilmektedir (Bocuk ve ark. 2013). Ote
yandan, c¢alismanin sonuglarmin artan B konsantrasyonuyla bitkilerin B
akiimiilasyonlarinin artmast bu durumu kanitlar niteliktedir. Aslinda, B
konsantrasyonunun artmasiyla birlikte bitki B konsantrasyonlarinda ani bir artis
goriilmektedir. Bu akiimiilasyonla ilgili olarak, ozellikle 64 ve 128 ppm B
konsantrasyonlarinda bitkileri B alim kontrol mekanizmasiin bozuldugu ileri

stirilmektedir. Bu da bitkilerin diizenleyici mekanizmalarinda olusan asir1 yiikten
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kaynaklandig1 diisiiniilmektedir. Boylece, B canli veya 0lii yaprak dokularina
kolaylikla girerek biriktigi diisiniilmektedir. Bitki bu durumda, toksisite
semptomlar1 gostermekte ve biyomas tretimini azaltmaktadir. Allende ve ark.
(2012) yilinda yaptiklar1 ¢alismada B’un dokularda depo edilmesinin muhtemelen
B ve organik maddeler arasinda olusan bagdan kaynaklandigini rapor etmislerdir.

Sonuglar B ile kirletilmis sulak alanlarda L. gibba ve L. minor’iin iyi birer B
aktimiilatorii olarak kullanilabilecegini gosteriyor. Ancak, L. gibba ve L. minor ile
kirletilmis sulak alanlarda, B birikimini dnlemek igin L. gibba ve L. minor biiyiime
yada uygulama periyodu bitiminde 6zellikle 4 giin sonrasinda ortamdan kaldirilmali
veya hasat edilmelidir. Hasat edilen Lemnalar, hem Tiirkiye hem de diger iilkelerde
agir metal kirliligi belirlendikten sonra B eksikligi bulunan topraklarda yesil giibre
olarak kullanilabilir.

Bir ekolojik sistemin izlenmesi i¢in bilimsel olarak degerli bir aracin
gelistirilmesi kolay degildir, clinkii ekolojik sistemlerin karmasik yapida olmasi ve
ekolojik gostergelerinin  smnirli  sayida olmasindan dolayr bu kompleks
ekosistemlerin yapisin1 tamamen temsil etmeyebilmektedir (Lin ve ark. 2012).
Kirlenmis sucul ortamlarin yonetimi igin etkili ve stratejik biyomonitor ve
biyoindikator tiirlerin secilmesi gerekir. Ancak, ¢ok sayida indikator varligr karar
verme siirecini zorlagtirmaktadir. Bu nedenle, segilen indikatdr sayisinin en aza
indirilmesi ve tiim sistemi temsil eden tiirlerin se¢ilimi kritik bir 6nem tasimaktadir
(Linve ark. 2012). Bu ¢alismanin sonuglari, B ile kirlenmis ekosistemlerde L. gibba
ve L. minor’iin ekolojik birer indikatdr oldugu ve bu tiir alanlarda bu indikatorlerin
kullanilmasimin risk degerlendirme acgisindan c¢evresel stratejilere yardimei
olabilecegi diisiincesini ortaya cikarmistir. Ayrica bu c¢alismada elde edilen
sonuglar ve kullanilan metotlar dzellikle B kirliliginin bulundugu alanlarda, B
diizeylerinin biyolojik olarak izlenmesi veya temizlenmesi igin yerel halkinda
kullanabilecegi basit, etkili ve ¢evre dostu bir model ortaya koymustur. Son olarak,
gelecek calismalarla bu g¢evre dostu modelin yeni indikator bitki tiirleri ile
desteklenmesi ya da B ile kirletilmis sular i¢in daha etkili ¢evre dostu yonetim
stratejileri ile gelistirilmesi gerekmektedir.
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