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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

KADMIYUM (CdCl,.H,0), DEMIR (FeSO,) VE KADMIYUM-DEMIR
KARISIMININ Lemna Minor UZERINE AKUT TOKSIK ETKILERININ
ARASTIRILMASI

Emrah ACAROZ

Ankara Universitesi
Fen Bilimleri Enstittisi

Biyoloji Anabilim Dal1

Danisman: Prof. Dr. Ahmet ALTINDAG

Bu calismada, demir(ll) siilfat (FeSO,), kadmiyum kloriir (CdCl,.H20) ve bu metallerin
karisimlarinin farkli konsantrasyonlarinin 7 giin siiresince Lemna minor iizerine akut
toksik etkisi arastirilmistir. Calisma sonunda elde edilen veriler probit analizi (SSPS
17.0) ile degerlendirilmis ve Lemna minor tizerine demir, kadmiyum ve kadmiyum-
demir karisiminin 7 giinliik siire¢ sonunda ECsy degerleri sirasiyla 3873,4 mg/L, 190,4
ug/L, 144,3 ug/L hesaplanmistir. Elde edilen sonuglarda kadmiyumun demire gére daha
toksik oldugu ortaya konmus ve toskisite siralamasi Fe<Cd<Cd+Fe seklinde
olusmustur. 7 giin sonunda Cd ve Cd+Fe, Fe maruziyetine birakilmis Lemna minor
bitkisinin biyokiitle inhibisyon oranlari da sirasiyla % 53,73; % 41,85; % 19,43 olarak
tespit edilmistir. Bu silirecte demir ve kadmiyum sinerjistik bir etki olusturdugu
gozlemlenmistir.
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ABSTRACT

Master Thesis

INVESTIGATION OF ACUTE TOXICITY OF CADMIUM (CdCl,.H,0) —
IRON(FeSQO,4) INDIVIDUALLY AND MIXTURES TO Lemna minor

Emrah ACAROZ

Ankara University
Graduate School of Natural and Applied Sciences

Department of Biology

Supervisor: Prof. Dr. Ahmet ALTINDAG

In this study, acute toxic effects of different concentrations of iron (11) sulfate (FeSQOy,),
cadmium chloride (CdCl,.H,0) and mixtures of these metals on Lemna minor have been
investigated during seven days. Data, obtained by our experiments were analysed with
Probit test (SPSS 17). After seven-day exposure, ECsy values were determined as
3873,4 ugl™, 190,4 pgl™, 144,3 pgL™ for iron, cadmium and cadmium-iron mixtures,
respectively. The results show that toxic effect of cadmium is more than iron. The
toxicity of these metals and mixtures of them is determined as follows: Fe<Cd<Cd+Fe.
After seven-day Cd, Cd+Fe and Fe exposure on Lemna minor, biomass inhibition rates
of this plant were determined as 53,73 %; 41,85 %; 19,43 %, respectively. Moreover, it
was observed that iron and cadmium show synergistic effect throughout the process.

April 2016, 51 pages
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1. GIRIS

Onlarca yili askin bir siiredir tatli sularin ¢ok cesitli kirleticiler tarafindan kirlenmesi
endise verici bir konu olmustur (Canli vd. 1998, Voegborlo vd. 1999, Dirilgen 2001,
Vutukuru 2005). Genellikle potansiyel toksisite, ekotoksisite ve Kirlilik ile
iliskilendirilen metal ve yart metal gruplari i¢in kullanilan bir terim olan agir metallerin

de cevresel kirleticiler oldugu uzun bir siiredir bilinmektedir (Duffus 2002).

Agir metaller, yer kabugunda dogal olarak bulunan elementlerdir. Bu elementler
kimyasal ve jeokimyasal siiregler sonucunda su ve besin dongiisiine girmektedirler
(Tinsley 1979). Atmosferde, toprakta ve suda iz miktarda bulunmasi bile
organizmalarda ciddi problemlere yol acabilmektedir (Li vd. 2004). Agir metaller, tatl
su sistemlerinde diisiik konsantrasyonlarda dogal olarak bulunurlar (Le Faucheur vd.
2006). Fakat dogal su sistemleri, evsel, endiistriyel ve diger antropojenik faaliyetler
sonucu yayilan agir metaller ile yogun bir sekilde kirlenmektedir (Conacher vd. 1993,
Velez ve Montoro 1998). Agir metal kirliligi sucul organizmalardaki ¢esitlilik ve alici
ortamin ekolojik dengesi iizerinde yikici etkilere neden olmaktadir (Vosyliene ve
Jankaite 2006, Farombi vd. 2007) Buna ek olarak, sucul ortama giren metal iyonlari

insan sagligi i¢in ciddi sorunlara yol agmaktadir (Waisberg vd. 2003).

Agir metaller, toprakta, sedimentte, suda veya organizmalarda birikme 0&zelligine
sahiptir. Esansiyel veya esansiyel olmayan tiim metallerin biyolojik sistemlerde
birikmeleri belli bir esik degerden sonra zehirleyici etkiye sahiptir (Anton vd. 2000).
Bitkilerde belirli bir miktara ulagan agir metallerin, bitkinin biyokimyasal dongiilerini
ve bazi fizyolojik fonksiyonlarini dolayli ya da dogrudan etkiledigi bilinmektedir. Bitki
dokularinda esik degerin tizerinde agir metal birikimi oldugunda ¢imlenme, terleme,
fotosentez, mineral madde alimi, g¢ekirdek yapisi, klorofil sentezi, enzim aktivitesi,
zarlarda hasar, hormonel dengesinin bozulmasi ve su ile iliskisinin degismesi gibi bazi
fizyolojik olaylar gozlenmektedir (Kennedy 1988, Nussbaum 1988, Poschenrieder
1989, Ouzounidou, 1992, Somashekaraiah 1992, Lidon 1993, Doncheva 1996,
Munzuroglu 2002).



Bazi metaller organik molekiillere geri doniisiimsiiz olarak baglandigi igin toksik 6zellik
gostermektedir. Ornegin civa neredeyse tiim proteinlerin siilfidril (-SH) gruplarma
baglanarak, proteinleri ve onlarin hiicre igerisindeki fonksiyonlarini inaktive eder

(Urug 2008).

Bu tez ¢alismasinda, kadmiyum ve demirin hem tek basina hem de karisimlarinin
biyoindikator bir tiir olan Lemna minor (su mercimegi) ilizerindeki toksik etkilerini
anlamak ve canlinin blylimesi {izerine etkisini degerlendirmek amaclanmistir.
Calismada esansiyel bir metal olan demir ile esansiyel olmayan kadmiyum metali tercih
edilmis ve bu metallerin canli tizerindeki etkilerinde farklilik yaratacak bulgularin elde
edilip edilemeyecegini anlamak hedeflenmistir. Su mercimeginin secilmesinde, sucul
ortamlarda bulunan metal igeriginin, ilk baglantisinin sucul bitkiler ile olmasi
(Singh vd. 2006), agir metalleri biinyelerinde biriktirebilmelerinin bilinmesi
(Rahmani ve Sternberg 1999, Singh vd. 2000, Axtell vd. 2003, Miretzky vd. 2004),
metal kirliliginin izlenmesi ve belirlenmesinde ekolojik biyoindikator olmasi
(Garnczarska ve Ratajczak 2000), susuz ¢6ller ve tunduralar harig, her iklimde ¢ok
genis alanlarda yaygm bir sekilde bulunmasidir (Hillman ve Culley 1978). Ayrica
Duckweed olarak bilinen Lemna minor (Kuhn 1969) uygun kosullarinda ¢ok ¢abuk
bliyiimesi ve bir hafta igerisinde kiitlesini iki katina ¢ikarabilmesi, laboratuvar
kosullarina uygun ve hasatinin kolay olmasi bu canlinin se¢ilmesinde 6nemli etkenlerdir

(Axtell vd. 2003).

Agir metaller ile kirlenmis ekosistemlerde, agir metaller karisim halinde bulunmaktadir.
Bu metaller, sinerjistik (biribirlerinin etkilerini artirici), antagonistik (birbirlerinin
etkilerini azaltic1) veya basit etkilesim gosterebilmektedirler (Paustenbach 2000).
Yapilan g¢alismalarda kadmiyumun farkli metaller ile karisimlari denenmistir. Fakat
demirin diger metaller ile karisimmin Lemna minor tizerindeki etkisi ile ilgili yapilan
calismalar olduk¢a kisitlidir. Bu nedenle yapilan bu tez ¢alismasinda, segilen 2

elementin farkli konsantrasyonlar1 ve karisimlar1 denenmistir.

ECso; deneyde kullanilan organizmalarin % 50’sinde anormallikler, yapraklarda

sararma, beyazlama ve ayrilma gibi morfolojisinde bozulmalar seklinde etki olusturan



konsantrasyondur. Bu tez c¢alismasinda, 7 gin boyunca Fe ve Cd’nin farkli

konsantrasyonlarina maruz birakilan Lemna minor’in ECsy, degerleri de tespit

edilmistir.

1.1 Kadmiyum ile ilgili Genel Bilgiler

Yer kabugununda ortalama 0,15-2 ppm igerigi bulunan ve homojen olarak dagilmis

kadmiyum nadir toprak elementlerindendir (Fleischer vd. 1974).

Cizelge 1.1 Kadmiyum ile ilgili genel bilgiler (Anonim 2015a)

Sembol Cd
Atom agirhigi 112.4 g.mol *
Atom numarasi 48
Buharlagma noktas1 767 °C

Elektron kabugu [ Kr] 4d' 55
Elektronegatiflik 1.7
Erime noktasi 321 °C
[k iyonlasma enerjisi 866 kJ.mol ™

Iyonik yarigap 0.097 nm (+2)
Izotoplar1 15
Kesfi 1817
Madde hali Kati
Vanderwaals yari¢api 0.154 nm

Yogunluk

20 °C’de 8.7 g.cm™




Kadmiyum tuzlarin toprakta nispeten yiiksek devinirliligi, suda yiiksek ¢oziiniirliigii
ve diisiik dozlarda dahi ¢ok yiiksek toksisite gostermesi bakimindan son derece tehlikeli
cevresel kirleticiler oldugu bilinmektedir (Das vd. 1997). Sucul ve Kkarasal
ekosistemlerde kadmiyum seviyesi, metal endiistrisi, madencilik, batarya kullanimi, atik
su aritimi, pestisit ve giibre kullanim1 gibi antropojenik faaliyetler sonucu artmaktadir
(Sanita di Toppi ve Gabbrielli 1999). Sucul organizmalar, kadmiyumu dogrudan
kirlenmis sulardan ya da besin zinciri yoluyla alabilirler (Hart ve Scaife 1977). Sucul
ortamlar1 kirlilikten korumak amaciyla, biitiin uluslararasi anlasmalarda kadmiyum;
stireklilik, biyobirikim ve tokisisite gibi olumsuz 6zelliklerinden dolay:1 kara listeye
alinmigtir (Tylor 1983).

Kadmiyumun sucul ortamlara verdigi zararlarin yanisira insan ve diger canlilarin
sagligima da ciddi zararlar verdigi yapilan calismalar sonucunda ortaya konmustur.
Diinya Saglhk Orgiitii’niin bildirdigi verilere gére 60 kg’lik kiitleye sahip bir insanin
haftada ancak 0,4-0,5 mg kadmiyumu tolere edebildigi belirtilmistir. insan biinyesine
karigan kadmiyumun yaklasik % 50’si bobrek ve cigerlerde birikir. Kadmiyumun
biyolojik yarilanma omriiniin 19-38 y1l olmasi nedeniyle, yas ile dogru orantili olarak
ciger ve bobreklerde birikimi artar ve bunun sonucunda kadmiyum nedenli bobrek
hastaliklar1 genelde 50 yasini asan insanlarda rastlanmaktadir (Ozbek vd. 1995). Ayrica
diisiik dozlarda uzun miiddet kadmiyum ile temas halinde bulunmak kemik kaybina yol
agmaktadir. Dogum Oncesi siiregte meydana gelen kadmiyum temasi sonucunda,
hayvanlarda yavru kaybi, normal olmayan iskelet yapilari, davranis ve kavrama

sorunlar1 gozlemlenmistir (Petering vd 1979, Baranski 1985).

1.2 Demir ile Ilgili Genel Bigiler

Yer kabugunda en ¢ok bulunan ikinci metal, en ¢ok bulunan dordiincii element olan
demir, hemen hemen yasayan biitiin canlilar i¢in temel elementtir (Taylor 1964, Xing ve
Liu 2011).



Cizelge 1.2 Demir ile ilgili genel bilgiler (Anonim 2015b)

Sembol Fe
Atom agirhigt 55.85 g.mol *
Atom numarasi 26
Birinci iyonlasma enerjisi 761 kJ.mol *

Elektron kabugu

[ Ar]3d° 4s°

Erime noktasi

1536 °C

elektronegatifligi

Iyonik yarigap 0.076 nm (+2) ; 0.064 nm (+3)
Izotoplar1 8

Kaynama noktasi 2861 °C

Pauling’e gore 18

Standart potansiyel

-0.44V (Fe*'/Fe);0.77V
(Fe**/ Fe*")

Vanderwaals yarigcapi

0.126 nm

Yogunluk

20 °C’de 7.8 g.cm™

Tatli su sistemlerine demir girisi birgok kaynaktan olabilmektedir. Demir dogal
kosullarda ilk olarak, yagis, sicaklik, toprak kompozisyonu ve jeolojik siire¢ gibi birgok
faktor tarafindan kontrol edilen pargalanmis kaya ve c¢evredeki toprak {irtinleri
tarafindan sisteme giris yapmaktadir (Harris 1992). Havanin getirdigi tortu da 6nemli
bir demir kaynagidir. Ayrica azot, fosfor ve demir gibi besin elementleri, yagmur ve toz

ile ya da dogrudan basitge yer c¢ekimi ile gol sistemlerine girer. En 6nemli demir

kaynag ise antropojenik etkilerle olusan atik sulardir (Xing 2006).




Demir suda 2 farkli degerlikte bulunabilir. Bunlar; +2 veya +3 degerlikli olabilir, +2
degerlikli ferro-demir kararli bir yapida olmadigindan oksijenle tepkimeye girerek
demir (I11) hidroksit olarak suda ¢okebildigi gibi, bu reaksiyonun terside gerceklesip
suda bolca ferro-demir bulunabilir. Genellikle alkali sularda +3 degerlikli ferri-demir
kolloidal yapida olup havanin veya klorun etkisi ile demir, ferri (+3)’e yiikseltgenir ve
hidrolize olup ¢oziinmeyen demir (I11) hidroksit (Fe(OH)s) haline gelir (Giiler 1997).
Sucul bitkiler i¢in uzun siireli demir birikimi ve toksisitesi, bitkilerin morfolojisi,
anatomisi, yasama Ozellikleri, tiir kompozisyonu, komiinite dinamikleri ve ekolojileri

gibi sebeplere bagl olarak degisebilir (Xing, 2011).

Demir insan kanindaki hemoglobinin yapi tagidir. Oksidasyonun hareketi igin gerekli ve
viicut dokularmin % 10-12’sinde bulunmaktadir. Dalak, karaciger, kemik iliginde
hemosiderin ve ferritin biciminde demir bulunmaktadir. Insan viicudundaki demir
seviyesinin kontrolii ve devami ndrohumoral mekanizma tarafindan yapilir. Askorbik
asitin varliginda ise demirin emilimi artar. Esansiyel bir element olan demir, oksijen
tasinmasi ve hiicresel oksidasyon sistemleri ile iliskilidir. Ayrica insan viicudu farkl
sebeplerden dolayr demir takviyesine ihtiyag duyar. Bu sebepler; gebelik, laktasyon,
menstrual dongii, asir1 biiylime ve gelisme sirasinda meydana gelen demir kayiplaridir
(Morse vd. 1997, Bosnir ve Culig 2005). Demirin giinliik almimi 14-30 mg olarak
tavsiye edilmektedir (Bosnir ve Culig 2005). Morse vd. (1997) yaptig1 uzun siireli
aragtirmada, 6 yas ve 6 yas alt1 20.000 ¢ocuga tedavi amaglh demir takviyesi yapilmis ve
bunun sonugunda ne yazik ki birgok zehirlenme hatta 6liimlerin meydana geldigi rapor
edilmistir. Bu nedenle, regete yazimi ve demir takviyeleri giinimiizde hala tartismali bir

konudur.

1.3 Lemnaceae

Kozmopolit bir yapida olan Lemnaceae familyas1 Lemna, Landoltia, Spirodela, Wolffia,
Wolffiopsis ve Wolffiella olmak {izere biinyesinde 6 cins ve 43 tiirii barindirmaktadir.
Arales takimina ait Lemnaceae familyasinmin Tirkiye’de 2 cins ve 5 tiirii oldugu
bilinmektedir. Bu tiirler; Lemna minor, Lemna gibba, Lemna triscula, Lemna

turionifera, Spirodela polyrhiza’dir (Anonymous. 2015a).



Neredeyse tiim diinyaya yayilmis olan, ¢ok kiiciik ve serbestge ylizen bu su
yabanciotlari, gollerde, kanallarda, durgun su yiizeylerinde veya su yiizeyinin hemen
altinda, tathh ya da tuzlu sularda gelisebilirler (Altinyar 1988). Su mercimekleri; su
kuslari, kiigiik memeli hayvanlar ve suyun hareketleriyle farkli bolgelere tasinabilirler
(Hutchinson 1975). Serbest yiizen bitkilerin dogal yasam alanlart durgun veya az
hareketli ortamlardir. Su mercimekleri de riizgar ve akintiya karst hassastirlar. Bu
nedenle, riizgarli ve akintili alanlarda siirliklenerek kiyilarda yigilir ve sonrasinda
oliirler (Igbal 1999). Siirekli akintilar ya da taskinlar olan su kiitlelerinde bu bitkiler,
kanallara tasinabilir ve bunun sonucunda hizli ¢ogalma gosterirler. Yogun olarak
gelistiklerinde ise tiim su yiizeyini kaplayabilirler. Monoik olan bu bitkiler genellikle
yapraks1 govdelerin iirettigi tomurcuklar veya tohumla {irerler. Kis1 tomurcuk veya
tohum olarak su tabanindaki ¢amur igerisinde gecirir ve bir sonraki yil yeniden su

yiizeyine ulasirlar (Altinyar 1988).

Temiz yiizeyli su Kkiitleleri ile su mercimekleriyle kapli kiiciik su kiitleleri
karsilastirildiginda, su mercimegi ile kapli alanlarda buharlasmanin daha az oldugu
goriilmiistiir. Suyun muhafaza edilmesinde onemli bir rol oynayabilirler. Bu kiiciik
bitkiler, bir¢ok sucul tiiriin tizerini 6rterek, golge bir alan olusturmakta ve onlar1 yogun
giines 1s18indan korumaktadir. Bu bitkiler, siis havuzlarinda bulunan boga kurbagasi ve
ay balig1 gibi sucul canlilar i¢in siginak vazifesi goriir. Su mercimeginin diisiik lif orani,
yiiksek besin degeri ve soya fasulyesinden daha fazla protein igeriginin olmasi onu
insanlar ve hayvanlar icin kaliteli bir besin veya besin bileseni yapar (Gijzen ve
Khondker 1997).

Ayrica yliksek nem ve azot igeriginden dolay1 tarim alanlarinda organik giibre olarak
kullanilabilmektedir. Su mercimeginin balik, 6rdek, at, yenilebilir salyangoz, tatli su
karidesi, domuz, tavuk ve gevis getirenler i¢in bir gida maddesi oldugu bilinmektedir.
Fakat atik su alanlarinda yetisen su mercimeklerinin yiiksek miktarda agir metal ve
toksik madde bilesenlerini biinyelerinde biriktirmeleri, yiiksek oranda (yaklasik % 95)
nem igermesinden dolay1 tasima ve kurutma maliyetlerinin artirmasi, yiiksek miktarda
kalsiyum oksalat i¢ermesi, beslenme ve giibrelemede kullanilmasini kisitlamaktadir

(Gijzen ve Khondker 1997).



Su mecimekleri kolay biiylidiikleri, 6zellikle fosfat ve azot gibi mineral maddeleri
bilinyelerinde biriktirebildikleri i¢in biyoremediasyon g¢aligmalarinda onemli bir yere
sahiptirler (Anonymous. 2015b). Domuz ve sigir giibrelerinin, septik atiklarin, ham
veya seyreltilmis atik sularin  arntiminda  kullanilmaktadir. Ayrica bu  bitkiler
tireyebilmek igin yeterli besin igerigi bulunduran, gida, gilibre isleme fabrikalar1 ve
cesitli endiistriyel atiksularn aritimimda kullanilir (Igbal 1999). Tiirlerine bagh olarak
optimum gelisme sicakligi 25-31 °C arasinda degisen bu bitkilerin atik sularin
antiminda kullanilabilmesi i¢in su sicakliginin minumum 7 °C olmasi gerekmektedir
(Reed vd. 1988, Anonymous. 1990a). Banglades’deki bir ¢alismada Spirodela ve
Lemna cinslerine ait tiirlerde 17 °C’nin altindaki sicakliklarda {ireme ve bunun yaninda
arttim etkinligi ciddi bir azalis gostermis, 35 °C’nin iizerinde siddetli sicaklik stresine

girdigi gorilmistiir (Anonymous 1990b).

1.4 Lemna minor (Linneaus, 1753)

Sekil 1.1 Su mercimeginin (Lemna minor) goriintiisii (Foto orijinal 2016)

Akuatik sistemlerde sucul bitkiler, elementlerin biyojeokimyasal dongiisiinde 6nemli rol
oynamakla birlikte oksijen seviyesinin ayarlanmasinda gorev aldiklar1 ve primer
ireticiler olduklart igin besin zincirinde 6nemli bir yere sahiptir (Sinha vd. 2005). Su
mercimegi de bu bitkilerden biridir.



Cizelge 1.3 Lemna minor’iin sistematigi (Anonymous 2015a).

Alem Plante

Alt Alem Tracheobionta
Sube Magnoliophyta
Sif Liliopsida

Alt simf Arecidae
Takim Arales

Familya Lemnaceae
Cins Lemna

Tiir Lemna minor

1.4.1 Lemna minor’iin morfolojik yapisi

Lemna minor’in yapraklari 1,5-5 mm uzunlukta, oval eliptik bir sekle sahiptir.
Yapraklarmin herbiri veya birkag tanesi seffafimsi bir kok ile bir arada tutulur.
Yapraklarin rengi yesil veya mordur. Kamburlugun bulunmadigi, simetrik bir yapiya
sahiptir. Monoik yapidadir ve ¢igek, bir disi iki erkek cicekten olusur ve torba benzeri
bir kilifin i¢indedir. Meyveleri bir tohum bulundurur ve torba seklindedir. Tohumu 10-
16 damarl1 ve kok uzunluklar1 14 cm’ye kadar ulagabilir. Kloroplast igerir ve fotosentez

yaparlar. Yaprak tizerinde kokiin ¢iktigi bolge igbiikkey durumdadir (Saygideger 1996).

1.4.2 Lemna minor’iin anatomik yapisi

Bu bitkinin su iizerinde durmasi, yaprakg¢iklarin hiicre arasi bosluklar ile ayrilmis
kollenkima hiicrelerinden olusmasi sayesindedir. Ust bolgede bulunan epiderma
kiitinlesmis ve gecirimsiz durumdadir. Besin maddelerinin alimi ise yaprakgiklarin alt

yiizeyi ile saglanir. Yaprakgiklarin {ist ylizeyinde stoma bulunur ve iki komsu hiicresi



vardir (Saygideger 1996). Bol kloroplasta sahip kollenkima hiicreleri arasinda bosluklar
olduk¢a fazladir. Elips seklinde olan kloroplastlart biiyiilk nisasta taneleri igerir
(Simard vd. 1990).

1.4.3 Lemna minor’iin ekolojisi

Avrupa’nin neredeyse tamaminda, Afrika’nin giiney ve kuzey kisimlarina, Avusturalya
ve Yeni Zelanda’ya kadar yayilis gosteren bu tiir, gol, golet, kanal, bataklik, piring
tarlalar1 ve tatli su kaynaklarinda bulunurlar. Ortam sartlar1 Lemna tiirleri i¢in uygun
olmadigi, disiik sicaklik ve kuraklik gibi durumlarda bile uyku (dormansi) durumuna
gecerek yasama olanagina sahiptirler. Dormans ortam sartlar1 tekrar uygun hale gelene
kadar su altina ¢ekilir ve orada tohum ya da tomurcuk durumunda kalirlar (Simard vd.

1990).

Lemna tiirlerinin en iyi gelisebildigi ortam sartlart pH’nin 4,5-7,5, sicakligin 20-30 °C
oldugu yerlerdir. Lemna tiirleri 1s18a kars1 genis tolerans sahibi olmasina karsin 1s1k
siddetinin yiiksek oldugu durumlar bitkide fotosentetik inaktivasyona neden olmaktadir

(Orencik 1983).

Sicakligin artmasi ve su bilesiminde degisiklikler meydana gelmesiyle ¢icek ve meyve
gelisimi artmaktadir. Suda nitrat durumundaki azot ve fosfatin diisiik seviyelerde olmasi
klorofil oranini, ¢ogalisini, yaprak yiizeyini ve solunumunu azaltmaktadir. CO;
miktarinin yiiksek oldugu 6trofik gollerde ¢ok iyi gelisim gostermesi ve bunun yaninda
hizli bir sekilde biiyiime potansiyeli ve kolay bulunabilir olmasindan dolay: indikator

bitki durumundadir.

1.4.4 Lemna minor’iin fizyolojisi

Hizli biiylime yetenegine sahip olan Lemna tiirleri ¢ok yillik bitkilerdir. Az bir
miktariyla kisa bir siirede populasyonda énemli miktarda artis elde edilebilmektedir. Bu

ozelligi ile laboratuvarda ¢aligmaya uygun bir bitkidir.
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Geoffroy vd. (2004) algler ve Lemna minor’e flumioxazin (herbisit) uygulayarak
yaptiklart bir ¢aligmada biiylime oranlari, pigment icerigi ve klorofil a iginimi gibi
fizyolojik yanitlarma bakilmistir. Flumioxazin uygulandiktan 24 saat sonra sirasiyla
Lemna minor’de klorofil a, Klorofil b ve karotenoid miktarlarinda % 27,16 ve 29 ve
toplam pigment miktarinda % 40 oraninda azalma oldugu ve biiyiime oranlarinda

onemli bir diisiis oldugu gozlemlenmistir.
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2. KAYNAK OZETLERI

Diinya’da agir metallerin Lemna minor’iin iizerinde akut toksik etkisine dair ¢aligmalar
uzun bir siiredir mevcuttur. Nasu vd. (1984) yaptiklar1 bir ¢alismada, M siikroz ortamina
eklenen bakir iyonunun Lemna paucicostata’nin yaprak g¢ogalmasi ve biiylimesini
baskiladigi fakat Cd iyonunun yalnizca yaprak cogalmasini etkiledigi, biiylimeyi
etkilemedigini gozlemlemislerdir. Es zamanli Cd uygulanmasi ile Cu iyonunun bu

bitkideki ¢i¢ek indiikleme aktivitesinin gecerliligini bitirdigini ortaya koymuslardir.

Devi vd. (1996) yaptiklar1 bir ¢alismada, steril kiiltiirde yetistirilen Lemna gibba’nin
vejetatif iremesiyle ilgili olarak Cd’nin toksik etkisi belirlenmis ve ECsp degeri 800 ppb
olarak bulunmustur. Kiiltlir ortaminda 2,24 ppm Cd bulunan Lemna gibba’nin, 7 giinde
ortamda bulunan kadmiyum miktarmin % 98,5’ini biinyesinde biriktirmis oldugu

bulunmustur.

Stankovi¢ vd. (2000) yaptiklar1 ¢alismada, Provala Golii'nde yaygin olarak bulunan
sualt1 ve yiiziicii sucul bitkilerde (Ceratophyllum demersum, Myriophyllum spicatum ve
Nymphoides flava) demir igerigini degerlendirmislerdir. Sualti tiirlerinin demir igerigi
yiizen sucul bitkilere oranla 6nemli derecede yiiksek bulunmustur. Bu durumun, sualti
makrofitlerinin bozunmasinin bir nedeni olabilecegini 6ne siirmiislerdir. Van der Welle
vd. (2007), sulak alan bitki tiirlerinin kompozisyonu ve dagiliminin demir tarafindan

ciddi bir sekilde etkilendigini kanitlamiglardir.

Sucul damarl1 bir bitki olan Lemna trisulca tizerinde 2001 yilinda yapilan bir ¢alismada,
10 mM’a kadar Cd ve 50 pM’a kadar Cu konsantrasyonlar1 uygulanmig, bu bitkinin
fizyolojik tepkileri degerlendirlmistir. Lemna yapraklarinin Cd ve Cu biriktirme
yetenegi oldugu bulunmus fakat bakir uygulanmis bitkinin  kadmiyum ile
karsilastirildiginda 1000 kat daha az toksik oldugu ortaya konulmustur. Lemna trisulca
10 mM’a kadar olan yiiksek seviyedeki kadmiyumu, fotosentetik pigment
konsantrasyonunda 6nemli bir degisiklik olmadan tolere ettigi bulunmustur. Buna
karsilik 25 ve 50 uM bakir konsantrasyonlarinda 6nemli derecede pigment bozulmasi

gozlenmistir. Lemna yapraklarinda toplam gaz degisimi ve net fotosentez aktivitesi, Cd
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ile iliskili olan klorofil a ve karotenoid miktarinin azalmasina ek olarak ¢igeklerin

clirlimesi sonucu inhibe olduklari gériilmiistiir (Prasad vd. 2001).

Singh vd. (2006) yaptiklar1 ¢alismada, Bocapa monnieri sucul bitkisini 10, 50, 100 ve
200 uM gibi farkli konsantrasyolardaki Cd’ye maruz birakmiglardir. 48. 96. ve 144.
saatlardeki metal birikimine iligkin, enzimatik veya enzimatik olmayan antioksidanlari,
TBARS, fotosentetik pigment ve protein miktarlar1 iizerindeki gesitli etkilerini analiz
etmiglerdir. Cd birikimi, siire ve konsantrasyon artisina bagli olarak bitki koklerinde de
Cd miktarinin paralel olarak arttifini gozlemislerdir. Artan konsantrasyon ve siire ile
metale maruz birakilmig kok ve yapraklarin TBARS igeriginin arttig1 gdzlenmis bu da
oksidatif stres varligin1 gostermistir. Bocapa monnieri bitkisinin, Cd’nin artan
konsantrasyonlarinda ve maruz kalma siiresinde toplam klorofil ve protein igeriginin
azaldigmi rapor etmislerdir. Kadmiyumun toksik konsantrasyonlari, lipid
peroksidasyonunda artisa neden olmasi ile oksidatif hasar, toplam klorofil ve protein

iceriginde azalmaya yol a¢tig1 sonug olarak belirtilmistir.

Hou vd. (2007) yaptiklar1 ¢alismada, Lemna minor’iin bakir siilfat ve kadmiyum klorid
metal tuzlarina maruz birakilmasi ile ¢6ziinebilir protein ve fotosentetik pigmentlere ek
olarak  antioksidan enzimlerin aktivitesinde meydana gelen degisiklikleri
arastirmiglardir. Sonuglar gostermistir ki yliksek miktarda metal konsantrasyonlari
(Cu>10 mg L?, Cd > 0,5 mgL™) Lemna minor’iin antioksidan sisteminin dagilmasia
neden olmustur. Ayrica yiiksek seviyede metal stresinde fotosentetik pigment ve
¢oziilebilir protein igeriginde 6nemli bir diisiis oldugu gozlenmistir. Buna ek olarak

Cd’nin Cu’ya gore bitkilerde daha toksik oldugu bulunmustur.

Lin vd. (2007), Triticum aestivum {izerinde yaptiklari c¢alismada farkli
konstanstrasyonlarda (0-33 mg/kg) Cd’ye maruz birakarak biiyiime, oksidatif stres ve
antioksidan  tepkilerini  arastirmislardir.  Ozellikle diisiik  konsantrasyonlarda
(3,3 mg/kg’den kiigiik) fidelerin biiyiimesinde hafif uyarici etki gosterdigi gozlenmis,
artan Cd konsantrasyonlarinda ise yapraklardaki serbest radikallerde onemli derecede
azalig oldugu saptanmistir. John vd. (2008), Lemna polyrrhiza bitkisini Pb ve Cd’nin

farkli konsantrasyonlarina maruz birakarak cesitli fizyo-biyokimyasal parametreleri (yas
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agirlik, klorofil ve prolin igerigi, metal emilimi, ¢Ozilinebilir protein ve sekerler)
calismislardir. Diisiik metal konsantrasyonlarinda, prolin, seker ve protein igeriginde
artis gozlemlenmis fakat yiiksek konsantrasyonlarda (>30mg/L) bu degerlerde diisiis
oldugu fark edilmistir. Metallerin alimi yogunluga ve zamana bagimhdir. 1, 10, 20
mg/L Cd ve Pb sinerjistik etki gosterirken 30 ve 40 mg/L uygulandiginda metal alimi

sirasinda antagonistik etki gostermistir.

Bekcan vd. (2009) yaptiklar1 calismada igerigi % 3 N, % 6 P»,Os, % 6 K,0, % 0,01 B, %
0,02 Cu, % 0,02 Fe, % 0,01 Mg olan s1v1 giibrenin farkli konsantrasyonlarinin 28 giin
boyunca su mecimeginin biiylimesi iizerine etkisinini goriintiileme analaniz metodu ile
gerceklestirmistir.  Baglangicta 1,2 mg olan agirhk deney sonunda artan
konsantrasyonlarda sirasiyla, 16,9; 45,2; 83,88; 48,9 olarak tespit etmislerdir. Ayrica
haftalik biliylime oranlarini sirasiyla, 0,30; 0,18; 0,15; 0,13 olarak goriintiileme analiz

teknigi ile tespit etmislerdir.

Xing ve Lui (2011) yaptiklari ¢alismada, asir1 demir fazlaliginin klorofil, protein,
karbonhidrat sentezini ayrica fosfat ve azot tutunmasini ciddi bir sekilde inhibe ettigini

gbzlemlemislerdir.

Ucgiincii vd. (2013) Lemna minor’iin Cu, Pb ve Cr karisimlarinin dogal cevreden
uzaklastirma kapasitesini ve bu metal karigimlarinin bitkinin biliylime oranina ve
biyokiitle inhisyon oranina etkisini anlamak i¢in bir calisma ger¢eklestirmislerdir.
Lemna minor’in artan konsantrasyonlarda kromu ve kursunu, bakira oranla
biinyelerinde daha fazla biriktirebildikleri gézlemlemislerdir. Cu’nun Lemna minor’iin
biliylimesini diisiik dozlarda dahi engelledigini gozlemlemislerdir. 7 giinliik deney
sonucunda Cu+Cr ve Cu+Pb karigimlarinin L. minor biyokiitle inhibisyon oralarini
% 82,89 ve bliylime oranlarim1 da 0,03 olarak bulunmasina ragmen Cu+Cr+Pb
karigininin  biyokiitle inhibisyon oranmi % 68,42 ve biiylime oranini 0,06 olarak
hesaplamiglardir. Horemans vd. (2015). Lemna minor’i uranyum ve kadmiyumun farkli
konsantrasyonlarina maruz birakarak 7 giinliik biiylime inhibisyon deneyi yapmislardir.
7 giin sonunda Cd ve U’nun ECsy degerleri sirasiyla, 24,1 uM ve 29,5 pM olarak
bulunmustur. 10 uM’a kadar Cd ve U varliginda klorofil a, b ve karotenoid seviyesinin
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arttigin1 gézlemlemislerdir. Gopalapillai ve Hale (2015) Lemna minor iizerinde Ni, Cu,
Cd metallerin tek tek ve karisimlarminin toksik etkilerini arastirmislardir. Ni, Cu ve
Cd’nin ECsg degerlerini sirastyla, 26 ng/L, 66 ug/L ve 34 pg/L olarak tespit etmislerdir.
Verma vd. (2015) yaptiklar bir calismada, Pb ve Cd’nin pH 5, pH 7 ve pH 9’da Lemna
gibba tarafindan giderim potansiyelini aragtirmiglar ve pH 7’de optimumum giderimin
yapildigini gozlemlemislerdir. Fakat doz-pH iliskisinde, 5-10 mg/L aralaginda pH 5 ile
optimum giderim saglandigin1 belirmisler ve Lemna gibba’nin kirlenmis su kiitleleri

i¢in uygun bir aday olabilecegini belirtmislerdir.
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3. MATERYAL VE METOD

Bu calisma, Ankara Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimii Sucul Canlilart
Arastirma Labarotuvarinda ve yine Ankara Universitesine ait Tandogan yerleskesinde

bulunan serada gerceklestirilmistir.

3.1 Kiiltiir Sartlar:

Daha once yapilmis bir c¢alisma i¢in gol ortamindan alinan test organizmasi Lemna
minor Ankara Universitesi Fen Fakiiltesi serasinda bulunan havuzlara ekilmis ve burada
yetistirilmistir. Lemna minor’in kiltiri OECD standartlarina gére hazirlanmistir
(Anonymous 2002). Test organizmasini deney ortamina alistirmak igin, ornekler
deneyden 7 gilin Once, hijyenik aletlerle yeni steril kiiltiir kaplarina alinarak, test

kosullarina alistirilmistir.

Serada dogal kosullar, dogal aydinlatma ve 1s1 degisimi altinda yar1 kontrollii olarak bir
deney gerceklestirilmistir. Seradaki sicaklik degeri 15-32 °C arasinda degiskenlik

gOstermistir.

3.2 Kullanilan Malzemeler

Deney sirasinda test ortamiyla temas halinde olan biitiin malzemeler, kimyasal maddeler
ile reaksiyona girmemesi adina cam malzeme ve tepkimeye girmeyen diger malzemeler
kullanilmistir. Test sirasinda kullanilan kaplar, test edilen organizmalarin yapraklarinin
iist liste gelmesini engellemek ic¢in yeterince genis olmasi gerekmektedir, her bir test
icin derinligin en az 20 mm, hacmin ise en az 100 mL olmasina 6zen gosterilerek
secilmigtir (Anonymous 2002). Ayrica ¢dzeltinin hacmi ile kullanilan kabin oraninin
2:5 olmasi 6nerilmektedir (Anonymous 1996). Bu sebeplerden dolayi, her bir test i¢in
kullanilan kabin igerisinde 100 mL ¢ozelti olacak bigimde, 250 mL’lik cam beherler
kullanilmistir. Deney kaplarinin {istii, istenmeyen kontaminasyonlari, buharlagsmayi

onlemek ve fotosentezi engellememek adina cam kapaklar ile kapatilmigtir.
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Test sirasinda kullanilan su, organizmanin yeni ortamina uyum sorunu yagamamasi
adma dogal olarak bulundugu Ankara Universitesi Fen Fakiiltesi serasinda bulunan

havuzdan alinmistir. pH 6l¢iimii i¢in Consort C535 marka pH metre kullanilmistir.

3.3 Deney Yontemi

3.3.1 Lemna minor’iin deneye hazirlanmasi

Deneye baslarken, herbirinin 3 yaprakli ve kok yapisinin tam olmasina dikkat edilerek,
daha 6ncesinde bir deney i¢in Ankara Universitesi Fen Fakiiltesi’ne ait olan serada
yetistirilmis su mercimeklerinden 7 adet secilerek 21 adet Lemna minor yapragi
toplanmistir. Deney sirasinda, disaridan gelebilecek bir organizma tarafindan kontamine

olmas1 engellenmistir.

Bu deneyde toksik madde olarak kadmiyum kloriir (CdCl,.H,0), demir siilfat (FeSO4)
ve bu metallerin karisimi kullanilmustir. Cozeltilerin hazirlanmasinda, kullanilan cam
malzemeler biiytikliik olarak yeterli ve kimyasal olarak aktif degildir. Tiim malzemeler

% 30’luk HCI ve aseton ile temizlemis ve saf su ile durulanmustir.

3.3.2 Stok cozeltilerin hazirlanmasi

Kadmiyum kloriir bir sulu (CdCl,.H,0) ve demir siilfat (FeSO4) metalleri litrede 1 gram
demir ve kadmiyum olacak sekilde tartilip cam siselerde distile su ile ¢oziiliip ve deney
cozeltileri ise seyreltme suyuna belirlenen miktarlarda stoklardan ilave edilerek
hazirlanmistir. 5 farkli konsantrasyon olusturulmus ve Lemna minor yapraklar1 bu
cozeltilerde 7 giin siiresince izlenmistir. pH’nin Lemna tiirlerinde metal alimlarinda
belirleyici bir oyanamasi dolayisiyla deneyde kullanilacak ¢ozletilerin pH’lerinin 7

olmasina 6zen gosterilmistir (Verma vd. 2015).
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3.4 ECsy Degerlerinin Hesaplanmasi

ECso degerinin hesaplamasi igin, kiiltiirden yaklagik ayni Olciilerde, her biri 3 yaprak
iceren 7 bitki (toplamda 21 yaprak) segilerek, sterilize edilmis 250 mL’lik cam
beherlere 1 hafta siiresince alistirilmistir. Test ortamina alistirilan su mercimekleri,
EPA’nin 6nerdigi prosediir goz Oniine alinarak ilk olarak 0.1, 1.0, 10, 100 ve 1.000
mg/L’lik konsantrasyonlara maruz birakilmistir. Ayni deney kosullarinda bir de kontrol
grubu kullanilmistir (Anonymous 1996). Daha sonra bu araliklarda her bir metal igin 5
farkli konsantrasyon belirlenerek deneye devam edilmis ve su mercimegi ilizerinde bu

metallerin 7. giin sonunda ECsq degerleri tespit edilmistir
3.5 Deney Sonuglarimin Degerlendirilmesi
3.5.1 Ortalama spesifik biiyiime oram

Her bir kontrol grubu ve her bir konsantrasyondaki ortalama biiyiime oranlarim
hesaplamak i¢in kontrol, Fe ve Cd’un farkli konsantrasyonuna maruz kalmis
orneklerdeki yapraklarin her bir gozlem zamanindaki sayisi, zamana gore yari

logaritmik grafikte yerine konulmus ve biiyiime egrisi olusturulmustur.

Belirli zamandaki ortalama biiylime orani denklemlerden gelen logaritmik biiyiime

egrisinin egimi olarak hesaplanir. Bu denklem asagida gosterilmistir:
Mi-j = In(Nj) — In(Ni) / tj - ti

» Wij.j: i zamanindan j zamanina kadar ortlama spesifik biiyiime orani.

» N;j : i zamaninda kontrol ya da test kaplarinda gozlenen yaprak sayis.

> N j - ] zamaninda kontrol ya da test kaplarinda gdzlenen yaprak sayisi.

> 1 : Periyodun basladig1 zaman.

> tj . Periyodun sonlandig1 zaman.
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3.5.2 Biyokiitle inhibisyon Hesab1

Asagidaki formiil yardimu ile biyokditle inhibisyon hesabi yapilir.
% Ib = (bc - bt) /bc x 100
» % Ib: Biyokiitle azalma yiizdesi
» bc : Kontrol grubu i¢in; In (son biyokiitle) - In(baslangi¢ biyokiitlesi)

» bt: Metale maruz birakilan grup i¢in; In(son biyokiitle) -In(baslangi¢ biyokiitlesi)

Deney sonuglart SPSS 17.0 programinda probit testi yapilarak analiz edilmistir.
Degisimler, herbir metal ve karisimlarinin farkli konsantrasyonlari igin karsilastirmali

olarak grafikler diizeyinde verilmis ve yorumlar gorsel olarak desteklenmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Kadmiyum, demir ve kadmiyum-demir karisimininin 5 farkli konsantrasyonu Lemna
mindr bitkisine uygulanmis ve 7 gilinliik biiylime oranlari, biyokiitle inhibisyon oranlari

ve probit regresyon analizi ile ECso degerleri hesaplanmustir.

Yapilan bu biyodeneyde, deneyin yapildigi sekil ve sartlarda kontrol grubu
kullanilmistir. Her bir kontrol grubunda, metal konsantrasyonlarina maruz birakilan
deney gruplarinda oldugu gibi 7 adet 3 yaprakli Lemna minor sucul bitkisi
kullamilmistir.  Kontrol grubu ile Fe, Cd ve Cd+Fe karisiminin farkh
konsantrasyonlarina maruz birakilan gruplar arasindaki degisimler deney siiresince

karsilastirilmistir.

Deney boyunca kontrol gruplarinda, dogal siireclerde gézlendigi gibi Lemna minor’iin
yaprak sayilarinda artis ve sararmalar gézlenmis ve yiiksek konsantrasyonda metale
maruz birakilan gruplarda sararan yaprak sayisinda artma ve yaprak sayisindaki artig
miktarmin azaldigr gorilmistiir. Metal maruziyetine birakilan her grupta olusan yeni

yapraklarin ¢ogunun renginin sar1 oldugu gozlenmistir.

On deney galismasinin ardindan ara konsantrasyonlar belirlenerek asil deney asamasina
gecilmistir. Ana deney de On deney gibi 3 tekrarli sekilde gerceklestirilmis ve her
konsantrasyonda, yaprak sayilarindaki artis, ortalama biiylime oranlar1 ve biyokiitle

inhibisyon oranlar1 hesaplanmistir (Cizelge 4.1-4.9).
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4.1 Biiyiime Oram ve Biyokiitle Inhibisyon Hesab1

7 giin boyunca 50 uL ile 250 pL arasinda Cd’nin degisen konsantrasyonlarinda yaprak
artisindaki miktarlar ve biiylime oranlar1 sirasiyla asagida cizelge 4.1-4.2°de tablolar
halinde Ozetlenmis ve sekil 4.1’de biiylime oranlar1 grafik halinde gosterilmistir.
Canlilar i¢in toksik etkiye sahip kadmiyumun konsantrasyonu arttik¢a yaprak sayisinda
diisiis gozlenmis ve buna paralel olarak kontrol grubunda 0,112 olan biiyiime oraninin

250 uL’de 0,054’¢ kadar diizenli olarak azaldig1 gbzlemlenmistir.

Cizelge 4.1 Cd maruziyetindeki Lemna minor yapraklarinin artig miktari (7 giin)

Yaprak Artisi
Konsantrasyon | I. Giin | Il. Giin | Hll. Giin | IV. Giin | V. Giin | VI. Giin | VIL Giin
Kontrol 0 2 3 9 10 18 20
50ulL 0 2 3 6 9 11 15
100uL 0 2 2 5 6 7 12
150uL 0 2 2 6 7 9 11
200uL 0 2 2 5 6 8 9
250uL 0 1 1 4 5 6 8

Cizelge 4.2 Cd maruziyetindeki su mercimeklerinin 7. giin sonundaki biiyiime oranlari

Konsantrasyon Biiylime oranlari
Kontrol Grubu 0,112
50 uL 0,089
100 uL 0,075
150 uL 0,070
200 pL 0,059
250 uL 0,054
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Sekil 4.1 Cd etkisinde su mercimeklerinin 7. giin sonundaki biiyiime oranlari

Biyokiitle inhibisyon oranlarinin, biiyiime oranlarina paralel olarak Cd konsantrasyonu
arttitkga azaldigi hesaplanmig ve elde edilen veriler ¢izelge 4.3’de tablo halinde

Ozetlenmistir. Sekil 4.2’de biyokiitle inhibisyon oranlari grafik halinde gosterilmistir.

Cizelge 4.3 Cd etkisinde su mercimeklerinin 7. giin sonundaki biyokiitle inhibisyon

oranlari
Konsantrasyon Biyokiitle inhibisyon oranlari
50 pLL % 22,89
100 pL % 35,34
150 uLL % 39,77
200 L % 48,93
250 uLL % 53,79
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Sekil 4.2 Cd etkisinde su mercimeklerinin 7. giin sonundaki biyokiitle inhibisyon
oranlari

7 giin boyunca demirin artan konsantrasyonlarina (0,5 mL-2,5 mL) maruz birakilan
Lemna minor sucul bitkisinin yaprak sayisindaki degisimler ve biiyiime oranlar
sirastyla Cizelge 4.4-4.5’de Ozetlenmis ve biiylime oranlar1 grafik olarak sekil 4.3’de
verilmistir. Canlilar igin esansiyel bir metal olan demirin yaprak sayisindaki artis ve

biiyiime oranlarinda konrol grubuna gore ciddi derecede azalma gézlenmemistir (Xing
ve Liu 2011).

Cizelge 4.4 Fe maruziyetindeki Lemna minor yapraklarinin artig miktar (7 giin)

Yaprak Artist
Konsantrasyon | Lgiin | ILgiin | Ill.giin | IV.giin | V.giin | VL Giin | VIL Giin
Kontrol 0 2 3 9 10 18 20
0,5mL 0 2 3 5 12 16 18
1mL 0 1 3 5 9 11 18
1,5mL 0 1 2 4 9 13 16
2mL 0 0 3 5 10 14 16
2,5mL 0 1 2 5 8 10 15
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Cizelge 4.5 Fe maruziyetindeki su mercimeklerinin 7. giin sonundaki biiyliime oranlar1

Konsantrasyon Biiylime oranlar1
Kontrol Grubu 0,112
0,5mL 0,103
ImL 0,103
1,5mL 0,094
2mL 0,094
2,5mL 0,090
0,12
0,10 -
$ 0,08
2
= 0,06 4
9
5
2 004 -
0,02 -
0,00 ! 1 | ] 1 L
Kontrol Grubu 0,5 mi Tmil 1.5ml 2mi 25ml

Sekil 4.3 Fe etkisinde su mercimeklerinin 7. giin sonundaki biiylime oranlari

Demirin farkli konsantrasyonlarina (0,5 mL-2,5 mL) maruz kalan L. minor’iin biyokiitle
inhibisyon oranlar ¢izelge 4.6’da 6zetlenmistir. Artan konsantrasyonlarda biyokiitle
inhibisyon oranlart % 7,47’den (0,5 mL) %19,43’°e (2,5 mL) kademeli bir artis

gostermistir.
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Cizelge 4.6 Fe etkisinde su mercimeklerinin 7. giin sonundaki biyokiitle inhibisyon

oranlari
Konsantrasyon Biyokiitle inhibisyon oranlar1
0,5mL % 7,47
1mL % 7,47
1,5mL % 15,40
2mL % 15,40
2,5mL % 19,43
25

20 4

L

3

S 15 A

g

2

E 10 -

2

=

<

& 5

0 T T 1} L} T
0,5mL TmL 1,5mL 2mL 2,5mL

Sekil 4.4 Fe etkisinde su mercimeklerinin 7. giin sonundaki biyokiitle inhibisyon
oranlari

Cd+Fe karsiminin kademeli olarak artan konsantrasyonlarma (40 uL-200 uL) maruz
kalan Lemna minor’iin yaprak sayilarindaki degisim cizelge 4.7°de Ozetlenmis ve
bliyiime oranlari ¢izelge 4.8’de verilmistir. Yaprak sayist 40 pl’de ani bir diisiis
gostermistir. Diger konsantrasyonlarda yaprak sayilarinda kademeli bir azalig

gozlenmistir.
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Cizelge 4.7 Cd+Fe maruziyetindeki Lemna minor yapraklarinin artis miktari (7 giin)

Yaprak Artis1
Konsantrasyon | I. Giin | Il. Giin | Il. Giin | IV. Giin | V. Gilin | VI. Giin | VIL Giin
Kontrol 0 2 3 9 10 18 20
40uL 0 0 1 3 7 8 11
80uL 0 0 2 4 9 10 15
120uL 0 0 1 5 8 10 13
160uL 0 0 1 4 8 10 12
200uL 0 0 1 4 8 9 10

Cizelge 4.8 Cd+Fe maruziyetindeki Lemna. minor’iin 7. giin sonundaki biiyiime oranlari

Konsantrasyon Biiyiime oranlari
Kontrol Grubu 0,112
40uL 0,070
80uL 0,090
120uL 0,080
160uL 0,075
200uL 0,065
0,12
0,10 4
=2 0,08 4
-3
= 0,06 -
o
=
3
2
Q2 0,04 4
0,02 4
0,00 T T T T T T

Kontrol Grubu 40l 80uL 120uL 160pL 200pL

Sekil 4.5 Cd+Fe etkisinde Lemna minor’iin 7. giin sonundaki biiyiime oranlari
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Cd+Fe karigimmin artan konsantrasyonlarina maruz kalan Lemna minor bitkisinin
biyokiitle inhibisyon oranlari ¢izelge 4.9’da 6zetlemis olup, sekil 4.6’da grafik olarak
gosterilmistir. Elde edilen bulgularda 40 uL Cd+Fe karisimima maruz kalan bitkinin

biyokiitle inhibisyon oraninin ani bir yiikselme gosterdigi gézlemlenmistir.

Cizelge 4.9 Cd+Fe etkisinde Lemna minor’iin 7. giin sonundaki biyokiitle inhibisyon

oranlar1

Konsantrasyon Biyokiitle inhibisyon oranlar1
40 uL % 37,07
80 uL % 19,43
120 uL % 27,95
160 uL % 32,44
200 uL % 41,85

50
40
= 30 -
2
=
2 20 -
2
m

10

0 L | L] 1 ]
40 pL 80 pL 120 pL 160 pL 200 pL

Sekil 4.6 Cd+Fe etkisinde Lemna minor’iin 7. giin sonundaki biyokiitle inhibisyon
oranlari
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Sekil 4.7 7 giin sonunda Lemna minor tizerine Cd, Fe ve Cd+Fe karigimlarin

60
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Sekil 4.8 7 giin sonunda Lemna minor tizerine Cd, Fe ve Cd+Fe karisimlarin artan

konstransyonlardaki karsilastirmali biyokiitle inhibisyon oranlar
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4.2 ECsyo Cahismasi ve Sonuclari

Kadmiyum, demir (I1) ve kadmiyum-demir karisimlarinin farkli konsantrasyonlariin 7
giin sonunda Lemna minor bitkisi tizerinde ECsy degeri probit analizi ile hesaplanmustir.
Yapilan probit analizi sonucunda Cd’nin, Fe’nin ve Cd+Fe karisimimin ECsy degerleri
sirastyla 190,429 ug/L, 3873,419 mg/L, 144,329 ug/L olarak bulunmus ve Cizelge

(4.13-4.15)’de tablo olarak gosterilmistir.

Cizelge 4.10 Cd’nin farkli konsantrasyonlariin Lemna minor bitkisi iizerine etkileri

Konsantrasyon pg/L Yaprak Sayisi Sararan Yaprak Sayisi
Kontrol Grubu 50 16
50 50 18
100 50 24
150 50 26
200 50 25
250 50 25

Cizelge 4.11 Fe’nin farkli konsantrasyonlarin Lemna minor bitkisi tizerine etkileri

Konsantrasyon pg/L Yaprak Sayisi Sararan Yaprak Sayisi
Kontrol Grubu 50 16
80 50 19
160 50 17
240 50 17
320 50 18
400 50 17

Cizelge 4.12 Cd+Fe karigimimin farkli konsantrasyonlarmin L. minor bitkisi lizerine

etkileri
Konsantrasyon pg/L Yaprak Sayisi Sararan Yaprak Sayisi
Kontrol Grubu 50 16
40 50 22
80 50 23
120 50 24
160 50 26
200 50 27
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Cizelge 4.13 Cd’nin Lemna minor bitkisi tizerine etkisinin ECsy degerleri

95% Cd icin giiven araligi
Nokta EC degerleri Alt sinir Ust smir
,010 -931,32 -5524,2 -454,16
,050 -602,71 -3771,4 -271,63
,100 -427,53 -2837,5 -173,72
,250 -134,81 -1280,8 -6,411
,500 190,429 121,28 506,972
,750 515,663 333,834 2209,91
,900 808,384 498,532 3769,21
,990 1312,18 778,284 6456,58
0,10
o
0,000 o o
Q
-0,
£
° 02
o
0,3
O
0,44
0,5 ©
,ulu sn!un 1 DDl,DD 1 sul,uu 20!::,00 250‘,00

Sekil 4.9 Lemna minor iizerinde Cd metali i¢in hesaplanan 7 giinliik probit degerleri
ve regresyon grafigi
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Cizelge 4.14 Fe’nin Lemna minor bitkisi tizerine etkisinin ECsq degerleri

95% Fe i¢in giiven arali81
Nokta EC degerleri Alt sinir Ust smir
,010 -17501,1
,050 -11239,6
0,10 -7901,52
,250 -2323,82
,500 3873,419
,750 10070,65
,900 15648,36
,990 25247,98
0,307
o
0,35+
o
= (s}
L
o 0,40 o
o
o)
0,45
o]
-0,505
00 100,00 200,00 300,00 400,00

Sekil 4.10 Lemna minor iizerinde Fe metali i¢in hesaplanan 7 giinliik probit degerleri ve
regresyon grafigi
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Cizelge 4.15 Cd+Fe karigimimin Lemna minor bitkisi izerine etkisinin ECso degerleri

95% Kadmiyum-demir karigimi igin giiven araligi
Nokta EC degerleri Alt sinir Ust siir
,010 -795,535 -5853,52 -381,564
,050 -520,206 -4026,61 -231,719
,100 -373,429 -3053,14 -151,38
,250 -128,171 -1429,28 -14,387
,500 144,329 85,023 427,749
,750 416,828 265,613 2203,6
,900 662,086 400,928 3829,14
;990 1084,193 630,669 6629,958
0,10 o
Q
0,0000
o]
0,1 o
o
E
o .02
o
-0,3
0,41
0,54 ©
,nln 50 :DD 100 oo 1 snl,nu znnl,un

Sekil 4.11 Lemna minor iizerinde Cd+Fe karigimi igin hesaplanan 7 giinliik probit
degerleri ve regresyon grafigi

Hesaplanan Fe’nin, Cd’nin ve Cd+Fe karisimmin ECsp degerleri ¢izelge 4.16°da

Ozetlenmistir. Fe, Cd ve Cd+Fe karisimlarinin 7 giin sonunda ECsy degerleri sirasiyla,
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3873,4 pg/L, 190,4 pg/L, 144,3 pg/L olarak bulunmus ve toksisite siralamasi
Fe<Cd<Cd+Fe seklinde olusmustur.

Cizelge 4.16 Fe, Cd ve Cd+Fe karisimlarinin 7 giin sonundaki ECs degerleri

Agir Metaller Fe Cd Cd+Fe
ECso 3873,4 ng/L 190,4 ng/L 144,3 pg/L

Cd, Avrupa Komisyonuna gore sucul ekosistemleri tehdit eden tehlikeli bir agir
metaldir (Anonymous 2007). Suda ¢ozintrligi ¢ok yiiksek olan Cd, canli yapisina
kolay bir sekilde girer. Ilk olarak sudaki mikroorganizmalara ardindan besinler
araciligiyla hayvan ve insanlara gegmektedir. Cd hiicre dejenerasyonu, hiicre dengesinin
bozulmas1 (Pinto vd. 2003), DNA yapisinda bozulmalar (Badisa vd. 2007) gibi canli
yasami ic¢in hayati Oneme sahip fizyolojik yapilarda ciddi etkilere sahiptir. Bu
sebeplerden dolay1, Cd’nin esansiyel bir metal olan Fe’ye oranla ¢ok daha toksik oldugu
beklenildigi sonuglar dahilinde bulunmustur. Esansiyel bir metal olan Fe ve esansiyel

olmayan Cd’nin sinerjistik bir etki gostermis oldugu saptanmuistir.

Gergeklestirilen cesitli deneyler sonucunda farkli veya ayni tiir ilizerinde yapilan
calismalarda ECsp degeri, ortam sicakligi, deneyde kullanilan canlinin biytikligi,
ortamin pH’1 gibi faktorler nedeniyle farklilik gosterebilmektedir. Huebert ve Shay
(1991) Lemna trisulca tizerinde 13 giin boyunca Cd’nin toksik etkilerini arastirmis ve
ECso degerini 76 ppm olarak bulmuslardir. Devi vd. (1996) tarafindan Cd’nin Lemna
gibba tizerine 7 giinliik ECsy degerini 800 ppb olarak tespit etmislerdir. Muyssen ve
Janssen (2004) indikator bir tiir olan Daphnia tizerinde Cd’nin ECsp degerini 615 pg/L
olarak tespit etmiglerdir. Boonyapookana vd. (2002) Wolffia globosa iizerinde Cr ve Cd
agir metallerinin toksik etkileri degerlendirilmis, 3, 6 ve 9. giinlerdeki Cd’nin ECsg
degerlerini sirastyla, 48,9 mg/L, 3,3 mg/L, and 1,5 mg/L olarak bulmuslardir. Mohan ve
Hosetti (2006) Salvia natans iizerinde Cd’nin 4 giin sonunda toksik etkisini
degerlendirmis ve 48 saatlik Cd’nin ECsy degerini 0,476 mg/L olarak bulmuslardir.
Drost vd. (2007) Lemna minor fizerinde yaptiklari calismada Cd icin ECsy degeri
1.9 uM olarak bulunmustur. Ferreira vd. (2008) yaptiklar1 bir caligmada D. magna
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tizerinde Cd’nin farkli konsantrasyonlarini denemis ve 24 saatlik ECso degerini 35 pg/L
olarak tespit etmislerdir. Gopalapillai ve Hale (2015) Lemna minor iizerinde yaptiklar
calismada Cd’nin ECsgdegerini 34 ug/L olarak tespit etmislerdir. Horemans vd. (2015)
Lemna minor tizerinde yaptiklar1 7 giinliik biiyiime inhibisyon deneyi sonucunda Cd’nin
ECso degerini 24,1 uM olarak tespit etmislerdir. Yapilan bu tez ¢aligmasinda Cd i¢in
hesaplanan 7 giinlik ECsp degeri 190,426 pg/L hesaplanmistir, Drost’un (2007)

caligmasi ile uyumlu bir sonug gostermistir.

Haghiri (1974) Bitkilerin yasam alanlarinda yiiksek miktarda Cd bulunmasi
organizmaya Fe alimimini azalttigini belirtmistir. Fe eksikligi de yapraklarda kloroza
neden olabildigi bilinmektedir (Das vd. 1997). Yapilan bu tez c¢alismasinda
Lemna minor iizeride Fe’nin farkli konsantrasyonlari1 denenmis ve ECsy degeri

3873,4 mg/L olarak tespit edilmistir.

Su mercimegi ile yapilan toksisite ¢alismalarinda (ECsp) metallerin genellikle tek tek
etkileri aragtirllmigtir. Oysaki agir metaller tarafindan kirletilmis sucul ekosistemlerde
genellikle metaller karisim halindedirler. Bu g¢alismada metallerin tek tek etkileri
yaninda karigimlarinin farkli konsantrasyonlarinin etkisi de incelenmistir. Dogal tatlisu
ekosistemlerinde metaller birbiri ile etkilesim igindedirler ve birbirleri {izerinde
antagonistik veya sinerjistik etki gdsterebilmektedirler. Ornegin civa-nikel, bakir-nikel
karisimlar1 birgok sucul tiir {izerinde sinerjistik etki gosterirken, nikel-kadmiyum-civa,
cinko-nikel ve nikel-kadmiyum karisimlarinda genellikle antagonistik etki gosterirler
(Moore 2012). Huebert ve Shay (1992) Lemna trisulca iizerinde Zn ve Cd’nin toksik
etikilerini arastirmis ve ¢inkonun artan konsantrasyonlarinda Cd’nin bitkinin iiremesi
tizerindeki inhibe etme Ozelligini azalttigin1 saptamiglardir. John. vd. (2008) Lemna
polyrrhiza bitkisini Pb ve Cd’nin farkli konsantrasyonlarina maruz birakmiglardir. 1, 10,
20 mg/L’de Cd ve Pb sinerjistik bir etki gosterirken 30 ve 40 mg/L’de antagonistik bir
etki gostermistir. Metallerin birbirleriyle ve etki ettikleri organizmalar iizerinde
yaptiklar1 etki birbirinden farkli sonuclar gosterebilir. Yapilan bu biyodeney sonucunda
kadmiyum demir karisiminin sinerjistik bir etki gostererek kadmiyum ve demirden daha

toksik oldugu ECsy (144,3 pg/L ) ¢alismasi sonucu ortaya konmustur. Bu durum
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ekosistemde tek bagina bulunmayan agir metallerin toksisite c¢aligmalarinda

karigimlarinin galisilmasinin daha saglikli sonuglar verebilecegi sdylenebilir.

Deney sonununda biiyiime oranlar1 ve biyokiitle hesaplamalar1 sonucunda elde edilen
veriler birbiri ile uyumlu sonuglar gostermistir. Taklec vd. (2008) ise CdCl,’i
Lemna minor iizerinde denemis ve her iki giinde bir biiyiime oranlarini hesaplayip
deney soncunda biiyiime oranmin % 54 oraninda azaldigini ortaya koymuslardir.
Megateli vd. (2009) Cd, Cu, ve Zn agir metallerinin Lemna gibba’nin biiyiimesi iizerine
etkilerini arastirmiglardir. 4 giin sonunda 103-10* mg/L. Cd konsantrasyonlarinda
biiylimeyi % 25-100 arasinda inhibe ettigini gozlemlemislerdir. Yapilan bu tez
calismasinda, 250 pL. Cd maruziyetinde biyokiitle inhibisyon oran1 7. giliniin sonunda
% 53,79 bulunmus olup bu c¢alismalar birbirleriyle parelellik gostermektedir.
2,5 mL Fe maruziyetinde 7 giin sonunda biyokiitle inhibisyon oran1 % 19,43, 200 pL
Cd+Fe karisiminda % 41,85 olarak bulunmustur. 40 pL Cd+Fe maruziyetinde biyokiitle
inhibsyon oran1 (% 37,07) daha yiliksek konsantrasyonlardaki oranlara gore ¢ok yiiksek
bulunmustur. Bu durum John vd. (2008) yaptiklar1 ¢alismada Lemna polyrrhiza’da
diisiik dozlarda Cd’nin ve Pb’nin daha ¢ok sinerjistik bir etki gosterdigini belirttigi

calisma ile benzerlik gostermektedir.
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6.SONUC

Gliniimiizde insan etkisi ile ortaya ¢ikan agir metal kirliligi ekosistemlerde bulunan agir
metal konsantrasyonunun giinden giine artmasma neden olmaktadir. Diisiik
konsantrasyonlarda dahi canlilara ciddi derecede olumsuz etkilere sahip agir metallerin,
ozellikle sucul ekosistemlere kolayca karisabilmesi nedeniyle canlilar icin oldukca
tehdit edicidir. Sucul bitkiler de ekosistemlerinde agir metallerle ilk olarak temasta
bulunan canlilardir (Singh 2006).

Yapilan bu ¢alismada, metal biriktirme yetenegine sahip oldugu bilinen Lemna minor
sucul bitkisinin esansiyel ve esansiyel olmayan elementlerle (Fe, Cd) ve bunlarin
karigimi ile nasil bir etkilesime girdigini ve nasil etkilendigi ortaya konmustur. Yapilan
caligma sonunda kadmiyumun toksik etkisinin demire oranla ¢ok daha yiiksek oldugu

bulunmustur.

Ekonomik bir 6neme sahip olma potansiyeli ve biinyelerinde metalleri biriktirebildigi
bilinen Lemna minor giintimiiz toksikoloji ¢alismalarinda 6n plana ¢ikmistir. Agir
metalleri biinyesinde biriktirme yetenegi olan bu canlinin bu metallerden nasil
etkilendigi de ayrica merak konusudur. Dogada metaller tek tek degil karisim halinde
bulunmaktadir. Bu caligmada arastirilan Fe ve Cd metallerinin ayni sulak alanda bir
arada bulunmasi durumunda Lemna minor bitkisi iizerinde toksik etkisini arttirdig

(sinerjistik) tespit edilmistir.
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EKLER

EK 1 Toksikolojik Tanimlar

EK 2 Lemna minor’iin metal maruziyetine kalmadan onceki hali

EK 3 Kadmiyumun 0,25 mg/L konsantrasyonunda Lemna minor’iin goriintiisii
EK 4 Demirin 0,4 g/L konsantrasyonunda Lemna minor’iin goriintiisii

EK 5 Kadmiyum-Demir karisimimin 0,2 mg/L konsantrasyonunda

Lemna minor’iin goriintiisii
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EK 1 Toksikolojik Tanimlar

Akut Zehirlilik Deneyleri: Deney organizmalarinda kisa siirede olumsuz degisiklige

sebep olan deney konsantrasyonlarini belirleme islemidir (Anonim 1998).

Ortalama Etkili Konsantrasyon (ECsp): Deney organizmalarinin % 50’sinde denge
kaybi, felg, anormallikler veya viicut bozukluklar1 gibi etki meydana getiren
konsantrasyondur (Anonim 1998).

Ortalama Oldiiriici Doz (LDs): Uygulandifinda organizmalarin yarisini dldiiren

dozdur (Anonim 1998).

Ortalama Oliim Zamam (LTs, ): Zehir etkisini gosteren bir maddenin &ldiiriicii
dozunun organizmaya girdikten sonra, organizmalarin yarisinin Slimi igin gegen

stiredir (Anonim 1998).

Oldiiriicii Doz: Oliim meydana getiren dozlarm en kiiciigiidiir (Anonim 1998).

Toksikoloji:  Kimyasal maddelerin  biyolojik dokulara kantitatif tesirlerinin
mekanizmalariyla birlikte arastirilmasini inceleyen ve elde edilen bilgilerden insan

populasyonuna ve c¢evreye zararlar1 ve etkileri hakkinda tahmin eden bir bilim dalidir

(Anonim 1998).

Zehirlilik Deneyleri: Zehirli maddeye belirli bir maruz kalma siiresinden sonra 6liim,
hareketsizlik, iiremenin engellenmesi gibi zehir etkilerini belirleyen konsantrasyonu

tespit etmek i¢in yapilan deneylerdir (Anonim 1998).

Zehirlilik Dozu (Toksik Doz): Oliim meydana getirmemekle beraber, zehirlenme

belirtilerine sebep olan dozdur (Anonim 1998).
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EK 2 Lemna minor’iin metal maruziyetine kalmadan 6nceki hali
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EK 3 Kadmiyumun 0,25 mg/L konsantrasyonunda Lemna minor’iin goriintiisii

48



EK 4 Demirin 0,4g/L konsantrasyonunda Lemna minor’iin goriintiisii
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EK 5 Kadmiyum-Demir karisimin 0,2 mg/L konsantrasyonunda Lemna minor’iin
goriintiisii
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