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OZET

SU MERCIMEGININ FITOREMEDIASYON SUYUNUN VE BAKIRLA
KiRLENMIS SUYUN SU MERCIMEGININ
(Lemna minor L.) PEROKSIDAZ AKTIVITESi VE SOGAN (Allium cepa L.) KOK
UCU MITOTIK AKTIiVITESI UZERINE ETKILERI

Gizem Bahar ATAR
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi
Lisansiistii Egitim Enstitiisti
Biyoloji Anabilim Dali Yiiksek Lisans Tezi
Danigsman: Prof. Dr. Okan ACAR
31/01/2024, 38

Sucul ortamda ¢ok sayidaki endiistriyel prosesler sirasinda salinan agir metallerin
asirt birikimi, buna bagli metal stresini olusturarak bitkilerin biiyiime ve gelismelerini
stnirlamaktadir. Bu arastirmada 10 mg L CuSOQjy iceren suyun, fitoremediasyon kapasitesi
iyi bilinen Lemna minor L.” un pigment igeriklerine, peroksidaz (POX) aktivitesine ve lipit
peroksidasyona etkisi ile CuSO4 igeren suyun ve fitoremediasyon suyunun Allium cepa L.
kok ucu hiicrelerinde mitotik indekse etkisi arastirilmistir. Sonuglar, 10 mg L™ CuSOa
varliginda L. minor’un pigment iceriklerinin dramatik sekilde azaldigini, POX aktivitesinin
hafifce diistiigiin, lipit peroksidasyonun ise 2 kat arttigin1 gostermistir. Mitotik aktivite ise
Cu toksisitesi ile %12 azalirken, fitoremediasyon suyunda Cu miktarinin %90 azalmasina
bagli olarak mitotik indeks kontrol bitkiler seviyesine yiikselmistir. Sonug olarak, L. minor
L. ile gerceklestirilen biyoremediasyon ile Cu toksisitesi azalmis ve Cu iceren sudaki

sitotoksik kosullar iyilestirilmistir.

Anahtar Kelimeler: Su Mercimegi, Fitoremediasyon, Bakir, Su Kirliligi, Mitotik

indeks, Peroksidaz



ABSTRACT

THE EFFECTS OF PHYTOREMEDIATION WATER OF DUCKWEED AND
COPPER POLLUTED WATER ON PEROXIDASE ACTIVITY OF DUCKWEED
(Lemna minor L.) AND ROOT TIP MITOTIC ACTIVITY OF ONION (Allium cepa

L.)

Gizem Bahar ATAR
Canakkale Onsekiz Mart University
School of Graduate Studies
Master of Science Thesis in Biology
Advisor: Prof. Dr. Okan ACAR
31/01/2024, 38

Excessive accumulation of heavy metals released during many industrial processes in
the aquatic environment creates metal stress, limiting the growth and development of plants.
In this research, the effect of water containing 10 mg L™ CuSO4 on the pigment contents,
peroxidase (POX) activity and lipid peroxidation of Lemna minor L., whose
phytoremediation capacity is well known, and the effect of water containing CuSO4 and
phytoremediation water on the mitotic index of root tip cells of Allium cepa L. were
investigated. The results showed that in the presence of 10 mg L CuSOa, the pigment
contents of L. minor decreased dramatically, POX activity decreased slightly, and lipid
peroxidation increased 2-fold. While mitotic activity decreased by 12% due to Cu toxicity,
the mitotic index increased to the level of control plants due to the 90% decrease in the
amount of Cu in the phytoremediation water. As a result, bioremediation with L. minor L.

reduced Cu toxicity and improved cytotoxic conditions in Cu-containing water.

Keywords: Duckweed, Phytoremediation, Copper, Water Pollution, Mitotic Index,

Peroxidase
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BIRINCIi BOLUM
GIRIS

Agir metal kirliligi, insan sagligin1 olumsuz etkileyen ve tarimsal verimde kayiplara
neden olan 6nemli bir ¢evre sorunudur. Agir metallerle kirlenmis alanlarin iyilestirilmesinde
remediasyon teknikleri kullanilmaktadir. Pahali ve ugras gerektiren geleneksel miihendislik
yontemleri yerine son yillarda maliyeti daha diisilk c¢evre dostu bir uygulama olan
fitoremediasyon teknolojisi kullanilmaktadir (Aybar vd., 2015). Agir metaller yer
kabugunda dogal olarak bulunmakla birlikte bunlarin yiiksek konsantrasyonlari bitkiler i¢in
toksik olabilirler ve zehirlenmelere yol agabilirler. Diger yandan, bitkiler ¢evrede bulunan
kirleticilerin ve ksenobiyotiklerin potansiyel fitotoksik etkilerini tolere edebilirler, ¢ilinkii
bitkiler metalleri dokular1 igerisine tasiyabilme 6zelligine sahiptirler. Fitoremediasyon i¢in
kullanilacak bitki tiirlerinin se¢imi bitki toleransin1 ve ksenobiyotiklerin detoksifikasyonu
igeren siireglerin anlagilmasi i¢in yapilan ¢alismalar son derece 6nemlidir. Bitkiler olumsuz
cevre kosullar1 nedeniyle artan reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) neden oldugu oksidasyona
kars1t bir antioksidan savunma sistemine sahiptirler. Bu durum bitkilerin agir metal
toleransinda oksidatif strese karsi korunmada antioksidan savunma sisteminin roliine de
isaret eder (Hasanuzzaman vd., 2018; Yerli vd., 2020). Bitkiler tarafindan aktif olarak
alinan, toprakta ve suda biriken bakir (Cu) ve ¢inko (Zn) gibi besin elementlerine ek olarak
kadmiyum (Cd), kursun (Pb), nikel (Ni) gibi besin elementi olmayan agir metallerin
uzaklagtirllmasinda fitoremediasyon yontemi kullanilmaktadir (Daud vd., 2018;
Muthukumaran, 2022). Sucul ortamda Cu birikimi, sanayi atiklarinin ve tarim i¢in kullanilan
bazi pestisitlerin sucul ortama karigsmasi ile gerceklesir (Ustaoglu vd., 2015). Agir metallerle
kontamine olmus sularin temizlenmesinde sucul bir makrofit olan su mercimegi (Lemna
minor L.) kullanilmakta ve yiiksek metal tutma kapasitesine sahip bir biyoindikator tiir
olarak 6ne ¢ikmaktadir (Ustaoglu vd., 2015; Torok vd., 2015).

Biyoremediasyon (herhangi bir biyolojik organizma), fitoremediasyon (bitkiler) ve
fikoremediasyon (algler) uygun maliyetli ve g¢evre dostu yesil teknolojilerdir
(Muthukumaran, 2022). Fitoremediasyon, kirleticilerin bozunmasi, oziitlenmesi veya
hareketsizlestirilmesi yoluyla c¢evresel kirleticilerle kirlenmis topragi, suyu ve havayi
temizlemek i¢in bitkilerin kullanilan bir teknolojidir. Bitkisel 6ziimleme (fitoekstraksiyon),

koklerde sabitleme (fitostabilizasyon), bitkisel bozunum (fitodegradasyon), bitkisel

1



buharlagtirma (fitovolatilizasyon), koklerde bozunum (rizofiltrasyon) olmak {iizere bes
sekilde siniflandirilmaktadir (Aybar vd., 2015; Upcraft ve Guo, 2020). Bitkiler ¢evrede
bulunan kirleticilerin ve ksenobiyotiklerin potansiyel fitotoksik etkilerini tolere edebilirler.
Bitkiler metalleri dokular1 igerisinde tasityabilme oOzelligine sahiptirler. Bitkilerde ROT
iiretimine yol agan ksenobiyotikler biyokimyasal degisikliklere neden olur. Bu kimyasal
tiirler, indirgenmis atmosferik oksijen (O2) formlaridir. Tekli oksijen (1O2) olusturmak iizere
O sirastyla siiperoksit radikalleri (O2™), hidrojen peroksit (H202) olusturmak iizere bir, iki
veya li¢ elektronun oksijene transferinden kaynaklanir. Bunun sonucunda H->O, H20, ve
hidroksil radikali (OH") olusur. Bunlar genellikle bitkiler tarafindan farkli hiicresel
bolmelerde (kloroplastlar, mitokondri ve peroksizomlarda) lokalize olan, fotosentez ve
solunum yan iriinleri olarak iretilirler. Radikal ve radikal olmayan ROT’lar, antioksidan
savunma sistemi tarafindan temizlenirler (Apel ve Hirt, 2004). Karotenoidler, tokoferoller
ve askorbik asit (C vitamini) bitkilerde enzimatik olmayan antioksidanlardir. Enzimatik
antioksidanlardan; siiperoksit dismutaz (SOD); O2" radikalinin detoksifikasyonunda,
katalaz (CAT), askorbat peroksidaz (APX) ve glutatyon rediiktaz (GR) ise H20>
detoksifikasyonunda rol oynamaktadir. ROT asir1 tiretimleri, ksenobiyotiklere maruz kalma
gibi stres faktdrleri tarafindan tetiklenebilir. Bitkiler, ksenobiyotiklere maruz kaldiklarinda
ROT iiretimi ile temizlenmesi arasindaki normal denge bozulur. Artan ROT konsantrasyonu;
lipit peroksidasyona, proteinlerin oksidasyonuna, enzim inhibisyonuna, DNA ve RNA
hasarina neden olarak hiicrede oksidatif zarara yol agar (Mittler, 2002; Masella vd., 2005).
Bitkilerin stres toleransi, asir1t ROT iiretimi ile basa ¢ikma kapasiteleriyle ilgilidir. Sonucta
antioksidan savunma sistemi, agir metaller ve diger olumsuz cevre kosullari ile olusan
oksidatif strese karsi bitkileri korumaktadir (Yadav, 2010). Kirli sularin aritilmasinda,
sivrisinek larvalarinin azaltilmasinda, yesil bitkilerin toksisite testlerinde biyoindikator bitki
olarak, akvaryum ve kii¢iik havuzlarda siis bitkisi olarak kullanimlar1 mevcuttur. Ayrica yem
bitkisi olarak gida, enerji eldesi ve ¢evre kirliliginin engellenmesinde kullanimlar1 da 6ne

¢ikmaktadir (Tekogul, 2020).



1.1. Su Kirliliginde Kirlenme Kaynagi Olarak Agir Metaller

Su kirliligi, su kaynagmin fiziksel, kimyasal, biyolojik olarak bakteri kaynakli,
radyoaktif ve ekolojik yonlerinin negatif yonde degismesi seklinde meydana gelir. Su
kirliligi insan kaynakl etkiler sonucunda olusan, kullanimi kisitlayan ve ekonomik dengeleri
degistiren bir faktordiir. Su kirliligini; biyotik kaynaklara zararli, insan sagligi igin olumsuz,
calismalar1 kisitlayict ve su kalitesini bozan etkiler gosterebilen maddelerin suya atilmasi
seklinde tanimlamaktadir. (Yanik ve Atamanalp, 2001; Sonmez vd., 2008). Bu y6nden
bakildiginda su kirliligini artiric1 birgok unsur vardir. Bu etkenler gesitlerine ve bu gesitlilige
sebep olan etkenlere gore birgok sinifa ayrilmakla birlikte, en 6nemlisi kimyasal kaynakli
kirlenme olugmasidir. Son yillarda endiistrilesmenin ve sanayinin gelismesiyle beraber
tarimsal miicadelede pestisit ve kimyasal ilag kullanimindan dolay1 bdyle kirlenmelere sik¢a
rastlanmaktadir (Sonmez vd., 2008). Arastirmalar, kimyasal su kirliliginin en biiyiik
nedeninin agir metal birikimi olduguna isaret etmektedir. Iz metalle es anlamli olarak
kullanilan agir metal terimi temel olan ve olmayan biitiin iz metalleri kapsar (Rainbow,
1995).

Agir metaller biyolojik proseslere katilma bigimlerine gore yasamsal ve yagamsal
olmayan seklinde ayrilirlar. Yasamsal agir metallerin canli yapisinda belirli bir degerde
bulunmalar1 gereklidir. Bu nedenle, bu metallerin diizenli olarak disardan alinmalari

zorunludur. (Bigersson, 1988).

Agir metaller biyolojik olarak pargalanmadiklar1 i¢in ¢evrede birikir ve besin
zincirini  kirletirler (FAO, 2017).Bu kirlilik ¢evre ve insan saghg ig¢in risk
olusturmaktadir. Kirlenmeye sebep olan metaller kursun (Pb), kadmiyum (Cd), krom (Cr),
demir (Fe), kobalt (Co), Cu, Ni, civa (Hg) ve Zn olmak iizere 60' tan fazla metal
bulunmaktadir. Her gegen giin su kirliligi yliksek dozlardaki agir metaller nedeniyle
artmaktadir. Bunun nedenleri toksik maddeler, tarimsal giibre ve ilaglar (pestisitler) ve
hayvansal atiklar, hizli niifus artisi, plansiz kentlesme, dogal kaynaklarin olgiisiiz

kullanilmasi sayilabilir (Kahvecioglu vd., 2007).



Bu sebeplerden dolay1 agir metal kirlenmesi bilimsel ve ¢evresel anlamda bir¢ok
calismanin konusu olmaktadir. Insan faaliyetlerinin sonucu olarak yiizeysel sularda 6zellikle
agir metal derisimleri her gegen giin artmaktadir. Agir metaller su habitatlarinda yiiksek
miktarda biriken ¢ok toksik ve zararli kirleticilerdendir ve derisimleri biyolojik birikim
sonucunda artmaktadir (Sin vd., 2001; Kishe vd., 2003; Ahmed vd., 2005)

1.2. Agir Metallerin Fitoremediasyonunda Bitkilerin Rolii

Dogal kaynaklarin kirliligi ve yok olma ihtimali giin gectik¢e daha da artan bir sorun
haline gelmektedir. Remediasyon (iyilestirme) yontemleri yasam formlari ve ekosistemde
olusan kimyasal Kirleticilerin azalmasi i¢in kullanilmaktadir (Dindar vd., 2010). Toprak,
hava, su gibi kaynaklarda volkan patlamasi, deprem, petrol sizintilarinin suya karigmasi,
maden alanlarindaki kirlenme gibi pek ¢ok faktor nedeniyle olusan kirliligin temizlenmesi
uzun ve maliyetli bir siirectir. Bu nedenle son yillarda mikroorganizmalar ve uygun bitki
tirleri  kullanilarak  gergeklestirilen bioremediasyon arastirmalar1  Kirlilik  tutma
kapasitelerine gore kirliligin bertaraf edilmesinde boyle organizmalarin kullanish
olabilecegini gostermistir. Hiperakiimiilator bitkilerde yiiksek oranda agir metal tutma ve
bunlar1 antioksidan sistemleriyle etkisiz hale getirebilme kapasiteleri nedeniyle pestisit,
glibre ve diger kimyasallarla kirlenmis sularda iiretim yapilan bolgelerde fito-1slah

calismalarina yon verebilmektedir (Sevgi ve Leblebici, 2022).

Son zamanlarda ekolojik anlamda 6nemi olan bazi tekniklerin gelistirilmesi igin
uygun bitki tiirlerinin kullanimiyla fitoremediasyon caligmalari yapilmaktadir. Bu tip
teknikler diger alisilmis yontemlere gore daha uygun bulunmaktadir. Dogal bitki ortiistiniin
iiyesi olan hiperakiimiilator bitkiler, metal derisimi fazla olan habitatlarda yetistirildigi
zaman, normal bitkilere gére 100 — 1000 kat daha fazla miktarda metali dokularinda
biriktirdiklerinden ve antioksidan sistemleri daha gelismis oldugundan fitoekstraksiyon igin

daha uygundur (Rascio ve Navari, 2011).



Bitkilerde tiim canlilarin maruz kaldig1 biyotik ve abiyotik faktorlere karsi stres
altinda yasabilirler. Abiyotik bir stres faktorii olarak agir metal kirliligi dogal veya
antropojenik nedenler 6zellikle su kirliligine neden olmakta, boylece besin agi yoluyla biitiin
canlilarin sagligini tehdit edebilecek bir seviyeye gelebilir. Agir metal kirliligi sonucunda
ozellikle ekonomik olarak 6nemli bitkilerde verimliligin ve tiriin kalitesinin azalmasi gibi

ciddi sorunlarla kars1 karsiya kalinmaktadir (Hou vd., 2007).

Bir bitkinin fitoremediasyonda kullanilmasi i¢in 6nemli olan; gelismis kok sistemi,
hizl1 biiylime oran1 ve agir metal tolerans araliginin genisligi gibi 6zelliklere sahip bitkilerin
gelistirilmesi gerekmektedir. Gelismis biiyiime 6zellikleri ile yiiksek konsantrasyonda metal
biriktirme kapasitesinin birlestirilmesi Sonucu agir metal alinimi, bunlarin translokasyonu ve
agir metal toleransinin gelistirilmesi i¢in yapilan transgenik yaklagimlar ile genetik
diizenlemelerde saglanan ilerlemeler birgok bitki tiiriiniin fitoremediasyonda kullanilmasina

olanak saglamistir (Meyers vd., 2010).

Bitkiler metalleri dokular1 igerisinde tasiyabilme ozelligine sahiptirler. Sucul
makrofitler, Kkirleticilerle kirlenmis sulardan metalleri biinyelerine alarak akiimiile
etmektedirler. Fitoremediasyon, ortamlardaki kirleticilerin konsantrasyonlarini veya toksik

etkilerini azaltmak igin bitkilerin kullanilmasidir (Ali vd., 2013).

1.3. Bakir Agir Metalinin Bitki Biiyiime ve Gelismesine Etkileri

Bakir (Cu), dogada dogrudan kullanilabilir metalik formda olusabilen ve tiim canlilar
icin gerekli birka¢ dogal metalden biridir. Bitkilerde, bir¢ok metalo-protein i¢in gerekli
enzim yapisina yardimci kofaktor olarak kullanilip biyokimyasal tepkimelere katilir. Fakat
yiiksek konsantrasyonlarda toksik etki olusturabilir(Kishe ve Machwa, 2003). Bitkiler genel
olarak Cu toksisitesine fazlasiyla duyarhdirlar. Bitki dokularinda normal seviyesinin
tistiindeki Cu konsantrasyonu metabolik bozulmalara neden olur ve bitki gelisimini engeller.
Cu; fotosentezde, bazi enzimlerin (SOD, APX vb.) yapisinda, hiicre duvarinin
ligninlesmesinde gorev alir (Marschner, 1995; Kacar, 2012). Yiiksek konsantrasyondaki Cu,

bir¢ok enzimin aktivasyonuna neden olur ve hiicre alti kisimlarda fotosentez, pigment



sentezi ve zar biitlinliglinii etkiler. Hiicrede biriken Cu, membran lipitlerini igeren
peroksidasyon zincir reaksiyonunu baglatan serbest radikallerin iiretimine yol agar ve
elektron tasima sisteminin engellenmesine neden olur (Yerli vd.,2020). Asir1 bakir birikimi,
ROT konsantrasyonunu artirarak bitkilerde oksidatif strese yol agabilir. Yiiksek
konsantrasyondaki Cu, bitki morfolojisi, anatomisi ve biyokimyasi yani sira biiylime ve
gelisimine etkileri bitkilerde kromozom aberasyonlarina sebep oldugu goriilmiistiir (Meyers

vd., 2010)

1.4. Mitoz Béliinme Uzerine Agir Metallerin EtKisi

Mitoz, kromozom sayisinin sabit kalmasini ve genetik Ozelliklerin korunmasini
saglayan bir boliinme seklidir. Tek hiicrelilerde ata bireye benzer bireylerin olusumunu, gok

hiicrelilerde ise biiylime, gelisme, hasar goéren kisimlarin onarimini saglamaktadir.

1.4.1. Hiicre Dongiisii

Okaryotik hiicrelerde DNA replikasyonu hiicre boliinmesinden 6nce gerceklesir.
Hiicre Siklusu G (ilk aralik), S (sentez), G2 (ikinci aralik) ve M (mitoz) olmak tizere dort
evreden olusur (Sekil 1). Gi, S ve G2 evrelerinin toplami mitoza hazirlik evresi olan
interfazdir. G: evresinde; hiicre igin gerekli RNA ve proteinler sentezlenir metabolik aktivite
artar. S evresinde; RNA sentezi devam ederken protein sentezi de en yiiksek diizeye ulasir.

DNA replikasyonu gergeklesir. Gz evresinde; DNA replikasyonu tamamlanir (Giines, 2006).



Sekil 1. Hiicre Dongiisii (MEB, 2023).

1.4.2. M Evresi

M evresi mitotik dongii olarak bilinir ve 5 evreye ayrilir. ilk 4 evre; profaz, metafaz,
anafaz,telofaz, 5.evre ise telofazin devaminda gergeklesen sitokinezdir. Sitokinez aslinda

anafazda baslar ve mitotik siklusunun sonuna kadar devam eder.

1.4.3. Profaz

Bu evrede nukleusun igerisindeki kromatin ag1 kisalip kalinlasarak kromozomlar
halini alirr. Iki kromatit birbirine yakinlasarak sentromer bdlgelerini olustururlar.
Kromozomlar profazin baginda nukleusun i¢inde esit bir dagilim gosterirler. Evrenin sonuna
dogru ise nukleusun zarma yaklasirlar ve nukleusun merkezi bos kalir. Profaz esnasinda
kromozomlarin hiicre i¢indeki yonelimleri degismeye baglar. Kromozomlarin sentromer
bolgelerinin etrafinda kinetekorlart belirir. Profazin sonunda ise nukleolus zari erir ve

nukleus kaybolur (Topaktas vd., 2010).



1.4.4. Metafaz

Metafaz iki alt evrede ele alinabilir:

a) Prometafaz: Prometafaz ¢ekirdek lamina proteinlerinin fosforile olmasi sonucunda
¢ekirdek zarmin yikilip ortadan kalkmasi ile baslar. Bu evre sirasinda kromozomlar
sitoplazmada gelisiglizel dagilmistir. Kinetokorlara baglanan mikrotiibiiller, mitotik ig
mikrotiibiilleri olarak; kinetokorlara tutunmayan mikrotiibiiller ise polar (kutupsal)
mikrotiibiiller olarak adlandirilir. Polar mikrotiibiiller, mitoz sirasinda iki kutup arasinda

kromozomlarin gégiine yardimer olurlar.

b) Metafaz: Bu evrede kromozomlar ekvatoral diizleme tek sira halinde dizilim

gosterirler. Mikroskop altinda en rahat gézlenen evre olmaktadir (Kagar vd., 2010).

1.4.5. Anafaz

Bu evrede duplike kromozomun kromatidleri ig ipliklerinin kisalmasiyla sentromer
bolgerinden ayrilarak zit kutba dogru ¢ekilirler. Kromatid gruplar1 kutuplara ¢ekilmesiyle

anafaz sona erer ve telofaz baslar (Inaltun, 2024).

1.4.6. Telofaz

Telofazda kromozomlar kutuplara ilerlemis, ¢ekirdek laminalar1 defosforile olmustur
ve ¢ekirdek zar1 yeniden olusmustur. Kromozomlar gevser ve interfaz evresindeki hiicreler
gibi heterokromatin ve 6kromatin seklinde goriiniirler. Yogunlagmis haldeki kromatin agi

yayginlasir, nukleolus olusur ve mitoz sonlanir (Inaltun, 2024).

1.4.7. Sitokinez

Sitoplazma boliinmesi olarak bilinen bu aslinda anafaz evresi ile baslar. Bitki
hiicrelerinde ¢eper yapist oldugu icin bu evrede ara lamel olusumuyla iki hiicre meydana

gelir (Inaltun, 2024).



IKiNCi BOLUM
ONCEKIi CALISMALAR

2.1. Onceki Calismalar

Su mercimekleri (Lemna spp.), Lemnaceae familyasina ait sucul makrofitlerdir.
Birgok caligmada Lemna spp. tiirlerinin agir metallerin sudan uzaklastirilmasinda basarilt
sonuclar verdigi gosterilmistir (Axtell vd., 2003; Alvarado vd., 2008; Ugiincii vd., 2013;
Daud vd., 2018) (Tablo 1). Ugiincii vd., (2013) agir metallerce kirletilmis sularda Cu, Pb ve
Cr’nin L. minor kullanilarak bitkinin bu elementler agisindan fitoremediasyon potansiyelinin
sirastyla %99, %92 ve %46 oraninda tolere ettigini ortaya koymuslardir. Daud vd. (2018),
L. minor Cu, Zn, Pb, Fe, Ni igeren karisima 6 giin siireyle maruz birakmis ve en yiiksek
birikim oranin1 %91 Cu bulmuslardir. Su mercimeginin agir metal i¢in farkli sartlarda
uzaklagtirma kapasitesi saptanmis olup sucul ortamlardaki Cu fitoremediasyonunda Lemna
gibba bitkisinin artan dozlarda (104, 103, 102, 10"'ve 4 mg Cu L) Cu uygulamalar1 klorofil
miktarlarinda azalma oldugunu (Megateli vd., 2009), L. minor’un yiiksek
konsantrasyonlarda bulunan Cu elementinin protein igerigini azalttigini bildirmislerdir
(Ustaoglu, 2015). L. minor, 4 giin boyunca farkli Cu ve Cd (0,05-20 mg L%)
konsantrasyonlarinin uygulamasinin karsi alim kinetigini, biilyiime ve antioksidan tepkisini
arastirildigi bir ¢alismada, yiiksek konsantrasyonlu agir metallere (Cu> 10 mg L, Cd > 0,5
mg L) maruz kalmanin su mercimeginin antioksidan sistemini baskilayarak oksidatif stresi
indiikledigi gdstermistir. Ayrica, yiiksek diizeyde metal stresinde protein ve fotosentetik

pigmentlerin igeriklerinde 6nemli bir azalma gézlenmistir (Hou vd., 2007) (Tablo 1).

A. cepa, cevresel kirleticiler ya da ksenobiyotiklerin laboratuvar ortaminda kok
biiylimesi, mitotik indeks ve hiicre dongiisii boyunca meydana gelen degisimlerin
incelenmesinde kullanilan bir test sistemidir (Giiltekin ve Aki, 2021). Endistriyel atik
sularin A. cepa, iizerine genotoksik etkileri iizerine yapilan bir calismada biyolojik ve
kimyasal atik su aritma tesisinde hem giris hem de ¢ikis suyunun A. cepa, kok meristemleri
lizerindeki etkilerini incelenmistir. Atik su uygulamasiin mitotik boliinme hizini azalttig1
ve mitotik anomalileri arttirdig1 belirlenmistir. Aritilmis suda diisiik bir anomali orani

gozlenirken, farkli konsantrasyonlardaki (%10, %25, %50 ve %100) aritilmamis atik suda



lagging (kalgin) kromozom durumu, diizensiz dagilim, polar kaymalar, yatay boliinme ve

yapiskan kromozom gibi kromozomal aberasyonlar gozlenmistir (Sik vd., 2009).
Tablo 1

L. minor’da Cu kirliligini kapsayan bazi agir metal arastirmalari

Bitki Lemna Maruz birakilan agir metal % giderim veya bitki dokusunda Kaynak
minor L. (konsantrasyon) birikim miktari
Cu (10,4 ppm) %99.97 Ugiincii vd., 2013
Pb (0,2 ppm) 9%92.35
Cr (3ppm) %46.18
7 giin Cu (1,47) %91 Daud vd., 2018
Zn (0,83) %83
Pb (0,69) %78
Fe (1,17) %77
Ni (1,21) %76
4 giin Cu ve Cd (0,05-20 mg LY) Cu>10mgl?, Cd>05mgl? Hou vd., 2007
Antioksidan savunma
4 giin Cu (5, 10, 20 uM) B, Mn, Fe, Co ve Zn alimini Hu vd., 2018
artirdi, P alimim azaltti.
10 giin Cr(lll)ve Cu(0,25ve 1 mg L™V | Cr (1) (%75-100) Wahaab vd., 1995
Cu'dan (%35-40)
1 mg L™ Cu toksik etki

Hou vd. (2007) konsantrasyona bagli maruz kalma (0,05-20mg™?) sirasinda su
mercimeginde sirasiyla CuSO4 ve CdCl2’nin neden oldugu ¢6ziiniir protein ve fotosentetik
pigmentlerin igerigindeki degisiklikleri ve ayrica antioksidan enzimlerin aktivitesi
aragtirmuslardir. Sonuglar, yiiksek konsantrasyonlu agir metallere (Cu>10 mg L™, Cd>0,5
mg L) su mercimegindeki antioksidan sistemin pargalanmasina neden olabilir. Ayrica,
yliksek seviyeli metal stresine bagli olarak ¢Oziiniir protein ve fotosentetik pigment
iceriklerinde dnemli azalma gdzlenmistir. Ayrica kadmiyumun bitkiler iizerinde bakirdan
daha zehirli oldugu bulunmustur. Bu galismanin sonucu, Lemna minor'un diisiik seviyeli Cu
ve Cd ile kirlenmis su kiitlesinin bitkisel 1slah1 i¢in uygun bir aday oldugunu gostermistir.
Artan agir metallerin yapraklarin MDA aktivitesi iizerindeki uyarici etkileri oldugu ve
bitkilerin gelismis lipit peroksidasyonu ile karsilastigin1 gosterdi. Sonuglar, ayni
konsantrasyonlar altinda, Cd ile muamele edilen yapraklarin, Cu ile muamele edilenlere gore
daha yiiksek oksidatif stres ile karst karsiya kaldigini gosterdi. Artan agir metal
konsantrasyonlar1 ile antioksidan enzimler POD, CAT ve SOD aktivitelerinin karmagik
oldugu; yiiksek metal stresi altinda, POD ve CAT aktiviteleri inhibe olurken, SOD aktivitesi
yiiksek strese dayanabilir. Bu enzimler, agir metallere kars1 farkli direng gosteren farkli

hiicresel bolgelerde yer aldigindan, yiiksek metal stresi ile hiicresel sistem fonksiyonlarmin
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bozulmasi, enzim aktivitesinin inaktivasyonuna neden olabilir. Bununla birlikte, antioksidan
enzim inaktivasyonunun mekanizmasi net degildir ve daha fazla arastirmaya ihtiyag¢ duyar.
Bu enzimler, agir metallere karsi farkli direng gosteren farkli hiicresel bolgelerde yer
aldigindan, yiliksek metal stresi ile hiicresel sistem fonksiyonlarinin bozulmasi, enzim
aktivitesinin inaktivasyonuna neden olabilir. Bununla birlikte, antioksidan enzim
inaktivasyonunun mekanizmasi net degildir ve daha fazla arastirmaya ihtiya¢ duyar. En
diistik konsantrasyonda (0,05 mg ), Cu su mercimeklerine ¢ok az zarar verdi. Konsantrasyon
10 mg 11'e ulastiginda bitkilerin antioksidan sistemi bozulmaya baslamistir. Deneylerimiz,
Lemna minor'un diisiik seviyeli agir metal stresini (Cuz"<10 mg L Cd,* < 0,5 mg L) tolere
edebildigini gosterdi. Su mercimegi tarafindan sulu ¢ozeltiden diisiik seviyeli toksik
metallerin uzaklastirilmas1 da olduk¢a etkiliydi. Bu nedenle, tavsiye edilen hasatla

birlestiginde, diisiik seviyeli kirli su kiitlesinin Cu ve Cd mevcuttur.

Iki yiizen bitki tiirii olan Azolla filiculoides ve L. minor tarafindan kirli sudan Cu
uzaklagtirilmasi gozlemlenerek kaydedildigi bir caligmada, farkli Cu (II) konsantrasyonuna
(0,25-1,00 mg/L) ve 6rnekleme zamanma (0, 1, 2, 5 ve 7. glinler) maruz birakilmigtir. Her
iki bitki de 1,00 mg Cu/L suda maruziyetin besinci giiniinde A. filiculoides ve L. minor i¢in
Cu maruziyeti %74 iken yiiksek giderim oranlariyla maruz kalma siiresinin sonunda (7.
Giin), A. filiculoides'in i¢ hiicrelerinin yapist ilk uygulama dénemine kiyasla iyi durumda
bulunmustu. L. minor ile ilgili olarak , 1,00 mg/L'deki Cu, bu bitkinin hem biiylimesini hem
de morfolojisini olumsuz etkilemistir. Bunun nedeni, L. minor’de (2,86 mg/g) A.
filiculoides'e (1,49 mg/g) gore daha yiiksek Cu birikimi olarak agiklanmistir. Ek olarak, kuru
bitki kiitlesi bagina Cu uzaklastirma orani, her iki bitki i¢in de yalanci ikinci dereceden bir
modele uymustur, oysa adsorpsiyon denge verileri, Cu adsorpsiyonunun birden ¢ok
katmanda meydana geldigini gosteren Freundlich izotermine uydu. Sonuglara gore, her iki
tiir de Cu ile kirlenmis suyun fitoremediasyonunda uygulanabilir bulunmustur. L. minor ile
ilgili olarak , 0,25 ve 0,5 mg/L'ye maruz kalan bitkiler i¢cin maksimum uzaklagtirma
etkinlikleri 5 glin sonra %34 ve %52 iken, 5 giin maruz kaldiktan sonra 1,00 mg/L Cu
cozeltisi i¢in %74 elde edildi. Ek olarak, Cu wuzaklastirma verimliligi, tiim Cu
konsantrasyonlari i¢in 5. Giine kadar kademeli olarak artt1, ardindan 7. Giine kadar bir diisiis

izledi (Al-Baldawi vd., 2022).
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Cu, bir gegis metalidir ve tiim yasam formlar i¢cin hayati 6neme sahiptir. Bitki
bliyiimesi ve metabolizmas1 i¢in gerekli olan ortalama 10 pg/g kuru agirhik doku
konsantrasyonunu saglar. Ancak, daha yiiksek konsantrasyonlarda (20-30 pg/g kuru agirlik),
bitkiler i¢in son derece toksiktir. Cu fitotoksisitesi, ROT {iretimi, kloroplast ve tilakoid
diizensizligi sonucu antioksidan sistemlerinin uyarilmasi, pigmentlerde azalma, biyokiitle
azalmasi, kloroz ve diisiik fotosentetik etkinlik gibi etkilerle ortaya ¢ikar. Bakir kaynaklari,
atik sular, galvanik kaplama, cam imalati, elektrikli ve elektronik cihazlar, metal endiistrisi,
seramik iretimi, boru altyapist ve sihhi tesisat gibi faaliyetlerle iligkilendirilebilir. Su
mercimegi, Cu'yu bir besin olarak kullanmanin yan1 sira, yapraklarinda ve koklerinde makul
miktarda biriktirir. L. minor'un 20, 50 ve 100 uM'lik Cu konsantrasyonlara maruz kalmasi
yapraklara kiyasla L. minor koklerinde daha yiiksek bir Cu birikimine neden olmustur. Sulu
ortamdaki Cu konsantrasyonu ne kadar yiiksekse, yaprak (7,30, 9,33 ve 13,27 ug/g kuru
agirlik) ve koklerdeki (13,47, 19,37 ve 24,60 pg/g) Cu konsantrasyonunun o kadar ytliksek
oldugunu gosterilmistir. 100 uM'de L. minor'un biyokimyasal ve fizyolojik siiregleri nemli
Olgiide etkilenmistir. 0,3 mg/L'nin iizerindeki konsantrasyonlar, Cu seviyeleri daha da
yiikseldik¢e 6nce inhibe edici ve ardindan toksik etkilere sahiptir. L. gibba 0,1 - 0,3 mg/L
Cu ¢ozeltisinden Cu uzaklastirma yiizdesi sirastyla %60 ve %80 idi. L. gibba tarafindan >0,3
mg/L'de gosterilen Cu toleransi, toksik sonuglart kismen onleyen organik asitlerle (yani
sitrik asit ve malik asit) Cu selasyonundan kaynaklanabilir. Sulu ortamda 0,25 mg/L Cu
konsantrasyonunda L. gibba i¢in benzer biiyiime 6nleme sonuglari gosterilmistir. Ayrica L.
minor'un 0,5 mg/L Cu konsantrasyonunda biiyiimeyi bozdugu bildirilmistir. Bu bulgulara
dayanarak, Lemna tiirleri, diisik Cu seviyelerine sahip atik su fitoremediasyonu igin
onerilmistir (Ali vd. 2016).

Test organizmasi olarak su mercimegi (Lemna minor L.) kullanilarak endiistriyel
atiklarin ekotoksikolojik degerlendirmesinin yapildigi bir ¢alismada; L. minor kullanilan
endiistriyel atik sularin toksik etkilerini degerlendirilmistir. Bir test sistemi olarak su
mercimegine Standartlastirilmis protokole (ISO 20079) goére biliylime inhibisyon testi
yapilmustir. Buna gore; Comet testinin uygunlugu (DNA hasarini gosterir) ve ¢evresel izleme
icin biyobelirte¢ler olarak POX aktivitesi ve lipit peroksidasyon seviyesi gibi belirli
parametreler degerlendirilmistir. Su 6rnekleri, Hirvatistan'in Savski Marof sanayi bolgesi

yakinlarindaki dereden 3 aylik bir siire boyunca aylik olarak toplanmistir. Tiim ornekler,
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yaprak sayis1 ve biyokiitle bazinda biiylime hizlarinin inhibisyonunun yan sira klorofil
igeriginin azalmasina neden olmustur. Buna karsilik, POX aktivitesi, MDA igerigi ve kuyruk
uzatma momenti (DNA sarmal kirilmalarinin 6l¢iisii) belirgin sekilde artmistir. Sonuglar, 3
aylik bir siire boyunca toplanan %5 seyreltilmis su numunelerinde bile dGnemli DNA hasarina
neden oldugunu (medyan kuyruk uzatma momenti ile temsil edilir) gostermistir. %5'ten
yiiksek seri diliisyonlar ve seyreltilmemis su numuneleri, L. minor toplam DNA hasarina

neden olmustur (Radic vd., 2010).

Cevre kirliligi kontrolii igin akuatik bir makrofit olarak L. minor kullanimiyla gol
suyundan ve tarimsal geri doniis atik suyundan agir metal giderimi {izerine yapilan bir
caligmada gol florasinda yaygin olarak bulunan su mercimegi ile bu alanda gerceklestirilen
tarimsal faaliyet doniis sular1 ve g6l sularindaki agir metal kirliliginin giderim etkinligi bir
vaka ¢aligsmasi kapsaminda degerlendirilmistir (Demirci ve Dursun, 2015). Bu ¢alismadan
elde edilen sonuglara gore, su mercimeginin  yilizey sularindan agir metallerin
uzaklagtirllmasinda bu bolge igin etkili ve diisiik maliyetli bir su makrofiti oldugu tespit

edilmigtir (Tore vd. 2022).

Agir metallerin (HM'ler) kimyasal reaksiyonlarda ve siire¢lerde yogun kullanimi,
sonunda ¢evresel segmentleri kirletir ve su anda 6nemli bir ¢evresel sorundur. Cd, Cu, Pb,
Cr ve Ni gibi HM'ler, yeterli biyobirikim potansiyeline sahip olduklar1 i¢in en zararh
kirleticiler olarak kabul edilir. Kirlenmis endiistriyel atik suyun L. minor L. ile
fitoremediasyonunda asetik asit uygulamasi altinda biiyiime ve fizyolojik tepkinin
arastirildigr bir ¢alismada, tekstil ve tabakhane atik sularinin HM toksisitesini ve asetik
asidin (AA) HM'lerin su mercimegi tarafindan hidroponik ortamda fitoekstraksiyonu
iizerindeki etkisini degerlendirilmistir. Bitkiler, farkli hidroponik AA konsantrasyonlarina
(5 ve 10 mM) ve tekstil ve tabakhane atiklarina sahip farkli islemlerle muamele edilerek,
burada bu iki atik su esit olarak karistirilmistir ve daha sonra farkli oranlarda (25, 50, 75 ve
100%) iyi kalitede suyla seyreltilmislerdir. Bitkilerde biiyiime ozellikleri, klorofiller,
antioksidan enzimler, elektrolitik sizint1 , reaktif oksijen tiirleri ve HM birikimi i¢in sonuglar
kaydedilmistir. HMs birikimi, katalazlar gibi antioksidan enzimlerin artan aktiviteleri ile
birlikte biiyiime parametrelerini, klorofil iceriklerini ve karotenoid iceriklerini bozar. AA'nin

hidroponik deney sistemine eklenmesi, antioksidan savunma mekanizmasimi (CAT, SOD,
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POX ve APX aktiviteleri) 6nemli olgiide gelistirmis ve bitkilerde HM kaynakli toksisiteyi
hafifletimistir. AA (10 mM) uygulamasinda Cr, Cd, Pb, Cu ve Ni konsantrasyonlari sirasiyla
%116-422, %106-416, %72-351, %76-346 ve %41-328'c kadar maksimum artis
gostermistir. Sonuglar, su mercimeginin endiistriyel atik suyu aritmak i¢in potansiyel fito-

care olarak uygulanabilecegini ortaya koymustur (Farid vd 2022).

Pestisitler ve iz elementler, agroekosistemlerde karmasik karigimlar halinde meydana
gelir ve toprak sagligini ve gida giivenligini etkiler. Bu nedenle, tarla kosullarinda
toksisitelerinin belirlenmesi ve konvansiyonel ve organik tarimin degerlendirilmesi icin
izleme yaklagimlarinin gelistirilmesi gerekmektedir. Kolombiya'nin yogun bir tarim
bolgesinde konvansiyonel, doniisiim ve organik mahsullerin topraklarinda bulunan gergekgi
pestisit ve eser element karisimi arasindaki iliskileri degerlendirmede A. cepa bitkisini
sitogenetik biyobelirte¢ olarak kullanildig: bir arastirmada pestisit taramasi, GC-MS/MS ve
LC-MS/MS yontemleri kullanilarak gergeklestirilmistir. As, Cd, Pb ve Zn ICP-MS ile analiz
edilmistir. Cr, Cu, Ni, Se ve Hg ise ICP-OES ile analiz edilmiglerdir. A. cepa L.nin
koklerindeki meristematik hiicreler, sitogenetik etkileri Olgmek i¢in mikroskobik
gozlemlerle analiz edilmistir. Geleneksel mahsullerde, toprak numunelerinde 26 pestisit
tespit edildi ve bunlar organik mahsullerde miktar tayini sinirinin altindaydi. As, Cd, Cr, Ni,
Pb ve Se'nin ortalama seviyeleri de geleneksel mahsullerin topraklarinda organiklere kiyasla
daha yiksekti. Ek olarak, sitotoksisite ve genotoksisite biyobelirtecleri, geleneksel
numunelerde artmis gibi goriindii ve bunlar pestisit ve iz element konsantrasyonlari, kirlilik
indeksleri ve tehlike katsayilar ile iligkilendirildi. Daha sonra, mitotik indekse, kromozomal
anormalliklere ve niikleer anormalliklere dayali bir ayirt edici fonksiyon, numuneleri iiriin
tipine gore siniflandirmak i¢in uygun oldu. Bu sonuglar, A. cepa L.'nin tarla mahsullerindeki
karmagik karigimlarin toksisitesine duyarlilifini ve organik ve geleneksel mahsul
sistemlerinde toprak sagligi izleme icin yerinde bir yaklagim olarak potansiyelini

gostermektedir (Gallego vd., 2021).

Aritma endiistrisi, yiiksek mukavemetli organik ve inorganik yiik igeren biiyiik
miktarda atik su {dretir. Damitma tesisi atitk suyundan kaynaklanan tehlikeli organik
kirleticilerin GC-MS analizi ile tespiti ve tanimlanmasi ve A. cepa Ve Cicer arietinum L

kullanilarak fitotoksisite ve genotoksisite degerlendirildigi bir ¢alismada, fiziko-kimyasal
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kirlilik parametreleri ve atiksudaki fitotoksik, sitotoksik ve genotoksik kirleticilerin olusumu
analiz edilmistir. Sonuglar, atik su parametrelerinin degerlerinin 13268 mg 1"! (BOD), 25144
mg 1! (COD), 25144 mg I"! (TS), and 6634 mg I"! (fosfat) oldugunu ve pH'm ise alkali
oldugunu gostermistir. GC-MS tarafindan tespit edilen organik bilesikler, quercetin 7,3",4'-
trimetoksi, oktadekadienoik acid, propanoik asit, glikolik asit, metil ester, santaksantin vs.
idi. A. cepa , farkli konsantrasyonlarda atik su ile toksisite testi i¢in kullanildi ve maruz
kaldiktan sonra kok biiyiimesinde ve uzunlugunda 6nemli bir azalma gosterdi ve maksimum
azalma %20-25 araligindaydi. C. arietinum . kullanilarak farkli konsantrasyonlarda atik su
ile fitotoksisite galigmalarinda ise tohum g¢imlenmesi ve kok uzunlugu tizerinde olumsuz
etkiler belirlendi ve etki, artan atik su konsantrasyonu ile iliskilendirildi. A. cepa kok uglari,
mitotik indeks (MI), niikleer anormallikler (NA) ve kromozomal anormalliklerin (CA)
analizi i¢in kullanildi. M1, %5, %10, %15, %20 ve %25 atik su konsantrasyonunda sirastyla
%72'den (kontrol) %33, %22, %23, %21 ve %18'e dnemli Ol¢iide azaliyordu. A. cepa kok
ucu hiicreleri, kromozomal anormallikleri arasinda yapiskanlik, kromozomal kayip, c-mitoz,
cift gekirdek, mikroniikleus ve anormal hiicre gibi niikleer anormallikler bulunmustur. Bu
calisma, atik su aritma siirecinin yetersiz oldugu ve desarj edilen atiin ilgili saglik riskini

bilmek i¢in uygun bir degerlendirmeye ihtiyag¢ duydugu sonucuna varmistir (Chowdhary vd.,
2022).

Sulak alan ekosistemlerinde agir metal kontaminasyonu ciddi bir ¢evre ve saglik
sorunudur. Kirli bir kentsel sulak alanda tespit edilen bir agir metal karigimmin
sitogenotoksisite degerlendirmesinin A. cepa L ile izlendigi bir ¢alismada caligsma, Sri
Lanka'daki kirli bir kentsel sulak alan olan Bellanwila-Attidiya kutsal alaninda (BAS) daha
once kanitlanmig bir agir metal kontaminasyonu (Cd, Cr, Cu, Pb and Zn ~5 ppm each)'in
sitogenotoksisitesi, bir dizi sitogenotoksik deney kullailnarak degerlendirilmistir. A. cepa L
biyo-tahlilinde saha kontrolleri sonuglarina gére 6nemli etkiler goriilmezken, agir metallere
bireysel maruz kalma, laboratuvar kosullar1 altinda bunlarin birlesik maruziyetinden daha
diisiik etkiler gdstemistir; Pb?*, en yiiksek mitotik inhibisyona sahip en toksik metaldi
(Pb**>Cd?*>Zn?">Crs >Cu?"), kromozomal anormalliklerin yiizdesi olarak degerlendirilen
mutajenik potansiyel (Pb?*> Zn?*> Cu?*> Cr*> Cd?*) ve hiicre apoptozu ve nekroz insidans1
ile degerlendirilen sitotoksisite (Pb2*>Cr8*>Cu?">Cd?*>Zn?*) belirlenmnistir. Bu nedenle,

sitogenotoksisitenin farkli yonlerini ortaya koyan bu arastirmada A. cepa L testinin,
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oncelikle ekolojik saglig1 etkileyebilecek agir metallerin karmasik c¢evresel karigimlarini
taramak icin cevresel izlemede degerli bir ara¢ olarak hizmet edebilecegi bildirilmistir

(Jayawerdena vd., 2021).

Asir1 Cu maruziyeti, sonugta tlim organizmalarda toksikoz ile sonuglanir. Resveratrol
bilesiginin CuCl; toksisitesine kars1 koruyucu potansiyeli A. cepa L kok ucu hiicrelerinde
degerlendirildigi bir ¢alismada; A. cepa L soganlar1 alt1 gruba ayrilmis ve gruplara sirastyla
72 saat musluk suyu, 400 mg/L resveratrol, 800 mg/L resveratrol, 20 uM CuCl», 400 mg/L
resveratrol +20 pM CuClz, and 800 mg/L resveratrol + 20 uM CuClz ¢ozeltileri
uygulanmigtir. Sebeke suyu ile irrige edilen 1. grup kontrol olarak kabul edilerek, tiim
gruplar ¢imlenme ylizdesi, kok uzamasi, toplam sogan agirlig1 artisi, mikroniikleus (MN)
frekansi, mitotik indeks (MI), kromozomal anormallikler ve anatomik degisiklikler
acisindan tarandi. Ayrica lipit peroksidasyonunun bir gostergesi olarak SOD ve CAT
aktiviteleri ile MDA diizeyi arastirildi. Bu arastirmada CuClz maruziyetinin tek basina
incelenen tiim parametreler tizerinde kesin bir olumsuz etkiyi tetikledigi bulunmustur. Diger
yandan, resveratrol uygulanan gruplar kontrol grubuna gore istatistiksel olarak farkli
degerlere sahip olmamustir. Resveratrol dozlari, CuClz ile uygulandiginda ¢imlenme yiizdesi,
kok uzamasi ve toplam sogan agirlig1 artis1 gibi biiyiime parametrelerinde dikkate deger bir
tyilesme saglamistir. Bu gruplarda, MN siklig1, kromozomal aberasyonlar ve anatomik
anormallikler hafiflerken, MI seviyeleri 6nemli dlgiide artti. Ayrica, resveratrol ve CuClz
birlikte uygulandiginda lipit peroksidasyon seviyesi ve antioksidan enzim aktiviteleri
belirgin bir iyilesme gostermistir. Bakir bilesikleri, tarimsal alanlarda dogrudan pestisit
olarak kullanilmalar1 ve endiistriyel alanlardan dogal alanlara yayilmalar1 nedeniyle yaygin
kirleticiler haline gelmistir. Calisma, resveratroliin Allium koklerinde CuCl> maruziyetinin
zararl etkilerine kars1 terapotik potansiyelini agikg¢a gdstermistir. Bu nedenle resveratrol,
diger bakir bilesiklerinden kaynaklanan risklerin azaltilmasi i¢in bitki kaynakli bir restoratif

ajan olarak distiniilebilecegi 6nerilmistir (Macar vd., 2020).

Benzer bir bagka ¢alismada, 20 uM bakir (IT) kloriiriin (CuCl2) A. cepa L iizerinde
olusturdugu toksisiteye kars1 50 mg/L ve 100 mg/L dozlarinda antosiyanince zengin yaban
mersini Oziitlerinin (ABE) koruyucu etkileri aragtirilmistir. Agirlik artisi, ¢cimlenme yiizdesi

ve kok uzamasindaki degisimler fizyolojik parametreler olarak degerlendirilirken,
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sitogenetik parametreler olarak mikroniikleus (MN), mitotik indeks (MI) ve kromozomal
anormallik (CA) siklig1 incelenmistir. MDA miktari, SOD aktivitesi ve CAT aktivitesi gibi
oksidatif stres gostergeleri analiz edilmis ve ayrica kok ucu meristem hiicrelerinde meydana
gelen hasarlar kesitlerle belirlenmistir. Sonug olarak, CuCl, uygulamasi ile ¢imlenme
ylizdesi, agirlik artisi, kok uzunlugu ve MI'nin azaldigi, MN ve CA sikliginin arttig1 tespit
edilmistir. CuCl2 maruziyeti, SOD ve CAT aktivitelerinde ve MDA seviyelerinde 6nemli bir
artisa neden olmustur. CuClz uygulanmig koklerin enine kesitlerinde bir dizi anatomik
anormallik ve hasar tespit edilmistir. Ote yandan, ABE uygulamalari, 6zellikle tim Cu
kaynakli hasarlar1 doza baglh bir sekilde iyilestirmistir. Bu nedenle, ABE'nin Cu kaynakl
toksisiteye kars1 giiclii koruyucu potansiyeli bir ¢caligsmayla kanitlanmistir (Macar vd. 2020).

Jaboticaba Plinia peruviana (Poir.) Govaerts, zararli ajanlarin sitotoksik ve
genotoksik etkilerini 6nlemede 6nemli bir rol oynayabilecek yiiksek diizeyde polifenoller
iceren bir Brezilya meyvesidir. Bakir, organizmalarda énemli bir rol oynayan temel bir
mikro besin olmasina ragmen, yiiksek bakir konsantrasyonlar1 hayvanlar ve bitkiler igin
toksisiteyi tetikleyebilir. Plinia peruviana hidroalkolik 6ziitiiniin A. cepa L kok hiicrelerinde
Cu kaynakli sitotoksisiteyi onleyip 6nlemedigininin aragtirdirildigi ¢alismada P. peruviana
ekstraktinda bes farkli antosiyanin ve fenolik bilesik tanimlanmistir. Daha da 6nemlisi, 24
saat boyunca 1,53 mg/L bakira maruz kalma mitotik indeksi bozmus, ayrica mitoz
bozukluklarini artirmis ve DNA hasarini tetiklemistir. P. peruviana ekstresi (0,25 g/L ve
0,75 g/L) ile 3 saat 6n inkiibasyon, mitotik indekste bakir kaynakli degisiklikleri nledi ve
anormal hiicre sayisini azaltmistir. Sonug olarak, P. peruviana kabugu ekstraktinin, bakirin
neden oldugu hiicresel ve genetik bozukluklara karsi koruyucu etkileri oldugu gosterilmistir

(Francescon vd., 2018).

Cevre kirliligi canli organizmalar ve ¢evre icin endise verici bir konu oldugundan,
kimyasallarin zararli etkilerini tespit etmek i¢in biyoindikatdrler kullanilmaktadir. Bu
caligmada A. cepa L bitkisi, meristematik hiicrelerin biiyiime noktalarinda kromozomal
anormalliklere neden olan agir metallerin (Cd, Zn, Cu, Pb), kirli suyun ve bir koruyucunun
(sodyum benzoat) toksisitesini saptamak icin biyoindikatoér olarak kullanilmistir. Agir
metallerin ve koruyucunun, kromozomal dagilimi, yapigkan kromozom, halka kromozomu,

kromozomal fragmanlar, gecikmeli kromozom, multipolar kromozom ve c-mitozu,
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kromozom kopriisii ve sentromer kirilmasi gibi ¢esitli kromozomal anormalliklere neden
oldugu gozlemlenmistir. Mitotik indeksin azalmasi, buna bagli olarak bdliinme
ortalamasinda bir diisiisiin gostergesidir ve hiicre boliinmesi yolunda en etkiliden en az
etkiliye dogru bir bozukluga isaret eder: sodyum benzoat > Cu > Pb > kirli su > Zn >Cd
(Nafaea ve Khalil, 2022).

Bu tez caligmasinin amaci agir metallerden arindirilmis sularin kullanilabilirligi ve
canlilar lizerindeki etkisinin arastirilma tezin Onemini ortaya koymaktadir. Bu tez
caligmasinda L. minor’un agir metal toleransi ile ilgili tolerans mekanizmanin anlagilmasina
ve fitoremediasyon teknigi ile agir metalden arinmis sularin kullanilabilirligi hakkinda bilgi
saglayacaktir. Literatiirde fitoremediasyon ile Cu’dan arindirilmis suyun biyolojik olarak
mitozu nasil etkiledigine dair karsilagtirmali bir ¢alisma bulunmayisi tezin 6nemine isaret

etmektedir.
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UCUNCU BOLUM
MATERYAL VE YONTEM

3.1. Bitki Materyali

Arastirmanin materyallerinden L. minor (su mercimegi) Ozel bir firmadan
12.08.2022°de satin alinmistir. Satin alinana su mercimekleri hemen Hoagland (Arnon ve
Hoagland, 1940) besin soliisyonu igeren 1 litre hacimli cam fanuslarda uzun giin
kosullarinda 10 giinliikk alisma siirecine alindilar. Mitotik indeks i¢in kullanilacak olan
mutfak soganlar1 (A. cepa L.) ise marketten satin alinmislardir. Uygulamada ayn1 boyuttaki

soganlarin dis kabuklar1 ve eski kok uglar temizlenerek kullanilmislardir.

L. minor su tizerinde serbest yilizen bir makrofit olup tomurcuklanma ile iirerler,
dairesel yapraklidirlar ve her yapraginda kokleri bulunur. Govde yapilar1 kiigiik ve yaprakst
yapidan olusan, suya yar1 batik olarak veya su yiizeyinde serbest olarak
bulunabilmektedirler. Cigek, torba seklinde bir hazne igerisinde bulunup bir disi ve iki erkek
cicekten olugsmaktadir. Meyve torbacik seklindedir ve bir tohum tagimaktadir. K6k uzunlugu
14 cm’ye kadar ulagabilmektedir. Cogalma hiz1 ¢ok yiiksektir (Saygideger 1996; Akel, 2006;
Yetik, 2008). Biiylimesi ve gelismesi durgun sularda olur. Bulunduklar1 bélgede hizli iireyen
ve baskin duruma gegen bir bitkidir (Akel, 2006). L.minor bitkisi daha ¢ok oksijen seviyesi
yiiksek olan yerlerde yasamay1 severler. Nisan-Ekim aylarinda gelisim gosterirler. Sicak
mevsimler en hizli gelisme zamanlaridir. Temmuz-Agustos aylarinda tiim bir g6liin tizerini

yesil bir tabaka ile kaplayabilirler (Sagmaz, 2014).

L. minor uygun ortam olmayan sartlarda uyku haline geger ve su altina ¢ekilir. Uygun
sartlar saglanana kadar tomurcuk veya tohum halinde kalir (Topal vd., 2011). Su

mercimeginin ve mutfak soganinin taksonomik durumu Tablo 2’de verilmistir.
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Tablo 2

Su mercimeginin ve mutfak soganinin taksonomisi (INPN, 2023)

Su Mercimegi Mutfak Sogani
Domaine Eucarya Eucarya
Alem Plantae Plantae
Sinif Equisetopsida Equisetopsida
Alt simif Magnoliidae Magnoliidae
Takim Alismatales Asparagales
Familya Araceae Amaryllidaceae
Alt familya Lemnoideae Allioideae
Cins Lemna Allium
Tiir L. minor A. cepa

3.2. Agir Metal Uygulamasi

Ticari bir firmadan satin alinan L. minor su kiltiiri yontemiyle ile su kiiltiiri
kaplarinda uzun giin fotoperiyodunda (gilindiiz/gece; 16/8 saat) bitki biiyiitme odasinda Sekil
2’de verilen deneme desenine uygun sekilde ti¢ tekrarli olarak yetistirilmislerdir. L. minor
yetistirilen su kiiltiirli kabinda gergeklestirilen Cu uygulamas: literatiirde Onerilen
konsantrasyonlar dikkate alinarak én deneme ile belirlenmistir. Buna gére 10 mg L™ CuSO4

uygulama konsantrasyonu olarak kullanilmistir (Hou vd., 2007).

A)

Lemna minorL.

Su Kalturd Kabi
@
R S S
Kontrol (Lemna minorL.) Agir Metal (Cu) Cu + Lemna minor L.

0 | | l

Allium cepa L.

Cu + Lemna minorlL.

Negatif Kontrol (dH,0)  Kontrol (Lemna minorL.) Agir Metal (Cu)

Sekil 2. Agir metal uygulamasinin deneme deseni (A: Su mercimegi bitkilerinin kontrol ve
Cu uygulanmis suda yetistirilmesi B: Bakir toksisitesi fitoremediasyonu oncesi ve

sonrasindaki suyun sogan kok ucu hiicrelerinde mitotik aktivitenin belirlenmesi).
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Sekil 3. Denem deseni A ve B’nin uygulanisi.

3.3. Biyokimyasal Parametreler

Analizlerde yapilan spektrofotometrik Ol¢limlerde Thermo Scientific Genesys
10SUV-Vis Spektrofotometre cihazi kullanilmistir. Sogan kok ucu hiicrelerinin mitotik

incelenmesinde ZEISS Primo Star Isik mikroskobu ile inceleme yapilmastir.

3.3.1. Pigment Analizi

Bitki dokularmin pigment analizi Arnon (1949) yontemine gore belirlenmistir.
1gr’lik bitki materyali 10 ml aseton (%80 ) ile birlikte porselen havan igerisinde homojenize
edilmistir. Elde edilen 06ziit filtre kagidi yardimiyla siiziilmiistiir. Son hacim basta ilave
edilen aseton miktarina tamamlanmistir. Bitki 6ziitleri spektrofotometrede 663, 645 ve 480

nm’de okunarak mg g pigment miktarlar1 denklem (3.1) ile hesaplanmustir.
Klorofil-a (Kl-a) = (A663 x 12.70) — (A645 x 2.69) x 10/mg (3.1)
Klorofil-b (KI-b) = (A645 x 22.90) — (A663 x 4.68) x 10/mg

Karotenoid (Kar) = ((A480 + (A663 x 0.114) — (A645 x 0.638))/112.5 x 10/mg
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3.3.2. Protein Analizi

Toplam protein miktarini belirlemeden 6nce, 0,01— 0,10 mg mL™ araliginda protein
standart1 hazirlanmistir (Bradford, 1976). Bu islem i¢in ig¢erisinde Bovine Serum Albumin
(BSA), sodyum fosfat tamponu (pH 7,8), Cossmasie Brillant Blue G 250 (CBS), etanol,
ortofosforik asit reaktif hazirlanmigtir. Spektrofotometrede 595 nm’de kore karst

absorbanslar1 kaydedildikten sonra protein standart grafigi egrisi olustrulmustur (Sekil 4).

1,00 -
y = 0,155x - 0,0669
® R2=0,9716
3
S 050 -
4
<
— ABS
Dogrusal (ABS
0,00 : : : : grusal (ABS)
1 2 3 4 5
Protein degeri (mg mL1)

Sekil 4. BSA standart protein egrisi (mg mL™)

Bitki dokularinin toplam protein igerigi ise Bradford (1976) yontemine gore
belirlenmistir. Dokular 1 mM EDTA igeren 3ml 0,05 M sodyum fosfat tamponunda (pH 7,8)
homojenize edilmistir. Oziitler +4°C” de 13000 rpm’ de 30 dk santrifiij edildikten sonra
siipernatant kismi1 protein analizinde kullanilmistir. 100 pl slipernatant ve 5 mL reaktif
vortekste karistirildiktan sonra 5 - 60 dk iginde 595 nm’de spekrofotometrede kore karsi

okunmustur.

3.3.3. Peroksidaz Aktivitesi Tayini (POX; EC 1.11.1.7)

Kanner ve Kinsella (1983)’nin metoduna gére 2mL 0,05 M (pH 6,5) sodyum asetat
tamponu ile doku 6rnekleri homejinize edilmistir. 0,05 M (pH 6,5) sodyum asetat tamponu,
0,1M pyrogallol, 0,09M H20: ¢ozeltileri kullanilarak 6rneklerin POX enzim aktivitesi 300

nm’de 120 sn siireyle spektrofotometrede 6lgiim yapilarak belirlenmistir.
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3.3.4. Lipit Peroksidasyon Miktari (TBARS)

%0,1’lik trikloroasetik asit (TCA) ¢ozeltisi ile homojenize edilip santrifiijlenen bitki
orneklerinden elde edilen siipernatanta TCA ve tiobarbitiirik asit (TBA) iceren reaksiyon
karisimi eklenmistir. Bu 6rnekler sicak su banyosunda bekletildikten sonra buz banyosunda
sogutulmus ve ornekler ependorf tliplerine aktarilip tekrar santrifiijlenmistir. Stipernatantlar

532 — 660 nm araliginda oOlgiilerek hesaplanmistir (Madhava Rao ve Stresty, 2000).

3.4. Mitotik indeks

Bakar toksisitesinin tespiti i¢in A. cepa L. (Mutfak sogani) kok ucu testi kullanilmistir
(Sekil 5). Bu amagla, Sekil 2’deki deneme desenine uygun olarak, 4 grubun deneme sonunda
elde edilen sularinda (dH20, L. minor, Cu ve L. minor+Cu) mutfak soganlar1 10 giin boyunca
4 tekrarli olarak koklenmeye birakilmiglardir (Sekil 3). Kok uglart 10.giin sonunda Farmer
coOzeltisi igeren siselere alinarak fikse edilmislerdir. Kok uglarindan mitoz preparatinin
hazirlanmasi i¢in hidroliz yontemi kullanilmistir. Bu amagcla, fikse edilmis kok uclari 1N
HCI igeren kap igerisine alinarak 60°C’de 10 dk boyunca su banyosunda bekletilmislerdir.
Siire sonunda saf su ile yikanan kok uglar1 asetokarmin ile boyanarak preparat hazirlanmigtir.
Mitotik indeks bu preparatlarda, her tekrarda, 1000 hiicre olmak tizere 3 tekrarli sayim

yapilarak hesaplanmistir. Sonuglar mitotik indeks tablosuna iglenmistir (Sik vd., 2009).

Mitotik indeks (%) = (Bdliinen hiicre sayis1 / Toplam hiicre sayis1) x 100
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Allium cepa L.

Sekil 5. Allium cepa kok ucundaki mitoz boliinme indekslerinin kontrol, kontrol+L.minor,

Cu, Cu+L.minor sulardaki geligimi.

3.5. Cu Tayini

Denemeden elde edilen su 6rneklerindeki Cu miktarinin analizi Canakkale Onsekiz
Mart Universitesi Kimya Béliimii Elektroanalitik Arastirma Laboratuvari’nda Bruttel ve
Seifert (2007)’ye gore gerceklestirilmistir. Cu miktar, kalibrasyon egrisinden
hesaplanmistir (Sekil 6).

' ' ' ' . ' |
-0.1 0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6

Sekil 6. Cu kalibrasyon egrisi.
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Buna gore, Cu analizinde altin ¢alisma elektrotlu, Ag/AgCl referans elektrotlu ve Pt
kars1 elektrotlu Metrohm 757 VA Computrace cihazi kullanilmistir. Destekleyici elektrolit;
ultra saf suda CKCI = 0,3 mol L* + CHCI = 0,1 mol L™ ’dir. Kalibrasyon standart ¢dziimii
CuSOy ile gergeklestirilmistir. Ol¢iim kabina 10 mL numune ve 2 mL destek elektroliti

eklenmistir. Karisim asagidaki kosullara uygun voltamogramda incelenmistir (Tablo 3).

Tablo 3

Cu orneklerinin analizinde kullanilan voltamogram.

Calisma Elektrodu scTRACE Altin
Mod DP — Diferansiyel Titresim
Biriktirme stiresi 30s
Biriktirme potansiyeli 0.3V
Baslangi¢ potansiyeli 0.1V
Son potansiyel 0.6V
Tepe potansiyeli yaklasik Cu 0.33V

*Numunedeki konsantrasyon, iki standart ilave yoluyla belirlendi.

3.6. istatistiksel Analiz

Bu caligma, tesadiifi parsellere boliinmiis deneme desenine gore 3 tekrar olacak
sekilde gerceklestirilmistir. Tez kapsaminda biyokimyasal analiz verileri SPSS (Statistical
Package for the Social Sciences) 27 istatistik paket programinda T-testi (Independent
Sample T-Test) ile yapilmistir. Anlamlilik diizeyi P<0.05 standart sapma hesaplanarak

grafiklere eklenmistir.
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DORDUNCU BOLUM
ARASTIRMA BULGULARI

Bu ¢aligmada Cu kirliligine sahip ortamdan ve L. minor’un kullanilmasiyla Cu’in
tiketildigi ortamdan elde edilen sularin kontrole (dH20) kiyasla durumu fizyolojik
parametreler gergevesinde incelenmistir. Ayrica, L. minor’un tolerans mekanizmasinin
anlasilmasinda antioksidan aktivitenin durumu da kismen arastirilmistir. Ek olarak, elde
edilen fitoremediasyon suyunun mitotik aktiviteye etkisi karsilastirmali olarak

belirlenmistir.

4.1. Pigment Analizi

Kontrol grubuna kiyasla 10 mg L Cu igeren ortamda tiim pigment igerikleri anlamli

sekilde azalmistir. Bu azamalar Kl-a, Kl-b ve Karotenoid i¢in sirasiyla %40, %49 ve %50
olarak belirlenmistir (Sekil 7,8,9).

0,25

J

0,20 -

0,15
®m L. minor

010 - E L. minor+ Cu

KIl-a miktar1 (mg g1)

0,05 -

0,00 -
L. minor L. minor+ Cu

Sekil 7. L. minor’ da bakir uygulamasiin Kl-a miktarina etkisi.

26



0,25 -

0,20 -

0,15 -
m L. minor

0.10 - m L. minor+ Cu

KI-b miktar1 (mg g1)

0,05 -

0,00 -

L. minor L. minor+ Cu

Sekil 8. L. minor’ da bakir uygulamasinin Kl-b miktarina etkisi.
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Sekil 9. L. minor’ da bakir uygulamasinin karotenoid miktarina etkisi.

4.2. Protein Analizi

Kontrol grubuna kiyasla 10 mg L™ Cu igeren ortamda protein igerigi anlamli sekilde
%24 azalmistir (Sekil 10).
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Sekil 10. L. minor’ da bakir uygulamasinin protein miktarina etkisi.

4.3. POX Aktivitesi

Kontrol grubuna kiyasla 10 mg L™ Cu igeren ortamda L. minor’'un POX aktivitesi
anlamli sekilde %13 azalmistir (Sekil 11).
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L. minor L. minor+Cu

Sekil 11. L. minor’ da bakir uygulamasinin POX aktivitesine etkisi.
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4.4, Lipit Peroksidasyon Miktari

Kontrol grubuna kiyasla 10 mg L™ Cu iceren ortamda L. minor’da lipit peroksidasyon
(TBARS) miktar1 anlamli sekilde %95 artmistir (Sekil 12).

1,0 -

0,6 -
® L. minor

0,4 - E L. minor+Cu

TBARS (nmol g1)

0,0 -
L. minor L. minor+Cu

Sekil 12. L. minor’ da bakir uygulamasinin lipit peroksidasyona (TBARS) etkisi.

4.5. Mitotik indeks

Mitotik indekste (Tablo 4) profaz safhasinda Cu+L.minor %60 ile en yiiksek orana
sahip bulunmustur, kontrole kiyasla %4 fazladir. Metafaz sathasinda ise en yiiksek aktivite
hem Cu+L.minor hem de Lemna kontrol grubunda %2,8 olarak belirlenmistir. Benzer sekilde
anafazda en yiiksek indeks kontrolde %2,69 iken en diisiikk %0,9 ile Cu igeren ortamda
bulunmustur. Bununla birlikte Cu+L.minor ve Lemna kontrol grubunda anafaz %1,98 olarak
belirlenmistir. Telofaz sathast mitotik indekste en yiiksek L.minor kontrol grubunda
bulunurken Cu+L.minor de kontrole kiyasla %30 daha fazla telofaz gergeklestigi
saptanmigtir. Sonug olarak, mitotik indeks kontrol, L.minor, Cu ve L.minor+Cu igeren
ortamlarda sirasiyla% 85, %88, %73 ve %86 olarak belirlenmistir.Buna gore, kontrole
kiyasla Cu igeren ortamda mitotik indeks %12 azalirken, L.minor+Cu i¢eren ortamda tekrar

kontrol seviyesine geldigi belirlenmistir.
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Mitotik indeksin belirlenmesi sirasinda ¢esitli mitotik anomaliler gézlenmistir
(Tablo 5). Ozellikle metafaz safhasinda Cu igeren ortamda anomali gdsteren hiicrelerin
toplam hiicrelere oran1 %0,66 iken Cu + L.minor’da %0,18 bulunmustur. Anafaz safthasinda
ise Cu iceren ortamda %1,15 olarak artarken Cu + L.minor grubunda %0,72 azalmstir (Sekil
13).

Tablo 4

Mitotik indeks sonuglari

Hiicre Boliinme Kontrol Kontrol
) Cu Cu+Lemna
Evreleri Hoagland Lemna
Interfaz 36,04 48,01 30,32 40,32
Profaz 56,63 44,49 49,68 60,65
Metafaz 2,34 2,8 2,16 2,79
Anafaz 2,69 1,98 0,90 1,98
Telofaz 5,53 7,22 6,93 6,71
TOPLAM (%) 85 88 73 86
Tablo 5
Anomali goriilen hiicre boliinme evreleri
Anomali Goriilen Hiicre Boliinme Evreleri Cu Cu+Lemna
Metafaz % 0,66 % 0,18
Anafaz % 1,15 % 0,72
' ~—
| - '.‘ “ ’ “' = ’

B

-l

Sekil 13. Cu igeren suda gelisen sogan kok ucu mitozunda belirlenen bazi anomaliler (a:

Mikronukleus, b: Anafazda koprii ve kalgin kromozom).
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Sekil 13’ {in devami

Sekil 13. Cu igeren suda gelisen sogan kok ucu mitozunda belirlenen bazi anomaliler (c-h :
Anafazda koprii ve kalgin kromozom d: Kalgin kromozom e: Anafazda koprii f: Metafazda
diizensiz dagilim g: Anafazda yanlhs kutuplagsma 1: Metafazda tabla kaymas1 j: Anafazda
diizensiz dagilim k: Anafazda kalgin kromozom m: Metafazda yapisiklik).
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4.6. Su Orneklerinde Cu Metal Miktar1

Deneme desenine uygun olarak elde edilen dort grubun Cu igerigine ait sonuglar
Tablo 6’da verilmistir. Buna gore sadece Hoagland besin soliisyonu igeren kontrol
gurubunda Cu miktar1 0.08 mg L olarak belirlenmistir. L. minor iceren kontrol ortaminda
ise Cu miktar1 azalmis ve 0.06 mg L olarak saptanmistir. Bakir igeren ortam 10,00 mg L
ile en yiiksek miktara sahip bulunmustur. Cu igeren ortama eklenen L. minor’un ise bu
miktar1 0.09 mg L™V’ye indirdigi ve bakir iceren ortamdaki bakir miktarin1 %99,5 azalttig

belirlenmistir.

Tablo 6

Deneme sonunda elde edilen 6rnek sularindaki Cu miktarlari.

Ornek: Ccu £ 0,005" (mg L?)
Kontrol 0,08
Kontrol+ L. minor 0,06
Cu+ L. minor 0,09
Cu 10,00

*Standard sapma
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BESINCI BOLUM
SONUC VE ONERILER

Agir metaller bitkilerin ekosistemlerinde metal stresine neden olurlar. Diger yandan,
agir metallerin varhigi sucul ortamda kirlilige de yol agmaktadir (Ustaoglu vd., 2016). Cu bir
gecis metalidir. Galvaniz kaplama, cam imalati, elektrikli ve elektronik cihazlar, metal
endiistrisi, seramik, boru alt yapisi, sihhi tesisat faaliyetleri (Ali vd., 2016), tekstil ve deri
endiistrisi (Farid vd., 2022) ile tarimda kullanilan Cu igerikli pestisitler iyi bilinen Cu
kaynaklaridirlar. Cu bitkilerin biiytime ve gelisimi i¢in gerekli bir elementtir ve eksikliginde
biiytime engellenir. (Ali vd., 2016). Ancak sucul ortamda yiiksek Cu birikimi bir¢ok bitki
icin toksik etkiye sahiptir.

Bu tez ¢aligmasinda L.minor’un Cu igeren sudaki fitoremediasyon yetenegi ile
biyokimyasal yanitlart (pigment igerigi, POX aktivitesi, protein miktarinda meydana gelen
degisimler) aragtirilmistir. Ayrica fitoremediasyon suda ile yiiksek konsantrasyonda Cu
iceren suda koklendirilen A. cepa bitkilerinin kok ucu mitozunda meydana gelen etkiler

belirlenmistir.

Cu kirliliginin fitoremediasyon ile temizlenmesine iligkin arastirmalar L.minor’un
etkili bir Cu biriktiricisi olduguna isaret etmektedir. Buna gore, L. minor sudaki Cu
miktarini % 91-99’unu biriktirebilmektedir (Ugiincii vd., 2013; Daud vd., 2018).

Ayrica L.minor’un 0,25, 0,5 ve 1,0 mg L' Cu maruz kaldiginda maksimum
uzaklastirma etkinliginin 5 giin sonra sirastyla %34, %52 ve %74 oldugu rapor edilmistir
(Al-Baldawi 2022). Sonuglarimiz 10 mg L* CuSOs iin %90’ min sudan L. minor aracili

temizlendigini gostermistir ve literatiir verileriyle uyumludur ( Hou, vd. 2007).
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Yiiksek bitkilerin fotosentetik faaliyetlerinin en dnemli bilesenleri klorofil a, klorofil
b ve karotenoid gibi pigmentlerdir. Agir metal stresi bitkilerde kloroza ve nekroza sebep olur
ve bitkide biyokiitleyi, fotosentetik hiz1 azaltarak biiyiimeyi inhibe eder (Sevgi ve Leblebici,
2022). Benzer sekilde L. gibba’ da artan Cu konsantrasyonlarinda klorofil miktarlarinda
azalma rapor edilmistir (Megateli, vd., 2009). Arastirma sonuglarimiz CuSO4 uygulamasiyla
L. minor’ iin Kl-a, karotenoid miktarinin kontrole kiyasla sirasiyla %40, %49 ve %50
azaldigini1 gostermistir. Pigment miktarinin azalmasi, kloroz ile diisiik fotosentetik etkinlik
beraberinde ROT iiretiminin kloroplastlarda tillakoid sistemdeki diizensizlikler ile
antioksidan savunma sisteminin uyarilmasina neden olur (Ali vd., 2016). Bu baglamda, agir
metal stresinin ROT miktarinda ve lipid peroksidasyonda artiga neden oldugu iyi
bilinmektedir (Hou vd., 2007; Radic vd., 2010; Farid vd., 2022; Sevgi ve Leblebici, 2022).
Sonuglarimiza goére CuSOs4 POX aktivitesini kontrole kiyasla %13 azaltirken, lipid
peroksidasyonu iki kat artirmigtir. Buna gére CuSO4 kaynakli agir metal stresi L. minor’ de
oksidatif strese neden olmustur. L. minor’ iin yiiksek metal tutma kapasitesine sebep oldugu
(Ustaoglu vd., 2016) ve Cu toksitesinin (10 mg L) L.minor’un antioksidan sistemini
pargalayabilecegi (Hou vd., 2007) rapor edilmistir. Yiiksek metal stresinin hiicrenin farkl
bolgelerinde lokalize olan antioksidan enzimlerinin inhibisyonuna neden olurken (Hou vd.,
2007) dereden toplanan L. minor 6rneklerinde POX ve lipit peroksidasyon miktarinin
arttiginin gosterilmesi (Radic vd., 2010) L. minor’ de antioksidan savunma sisteminin
kontrollii laboratuvar kosullar1 ile alan ¢alismalar1 sirasinda farkli sonuglar verebilecegini
gostermektedir. 10 mg™ konsantrasyonundan diisiik miktardaki Cu varligimin L.minor’un
agir metal stresini tolere ettigi bildirilmistir (Hou vd., 2007). Bu baglamda, antioksidan
kapasitenin tamami olmasa da sadece POX aktivitesindeki azalma ile lipit
peroksidasyondaki artis literatiir bilgisi ile uyumludur. Bununla birlikte antioksidan
enzimlerinin tamaminin ¢aligmas1 buradaki mekanizmanin anlasilmasi i¢in daha aydinlatic
olabilecektir. Bunun bagka nedeni yliksek metal stresi ile hiicresel sistem fonksiyonlarinin

bozulmasi olabilir. (Hou vd., 2007).

CuSOq iceren ve fitoremediasyon ile elde edilen sularin A. cepa kok ucu mitotik
aktivitesine etkisine iliskin sonuglar, Cu toksitesinin mitotik indeksi anlamli sekilde
azalttigin1 gostermistir. Diger yandan, L. minor varliginda fitoremediasyon ile elde edilen

suyun kontrol bitkilerle ayn1 seviyede mitotik indekse sahip bulunmustur. Arastirmamizda
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L.minor’un igerdigi Cu miktar1 Ol¢lilmemistir, ancak literatiirde bu bitkinin etkili
fitoremediasyon ile belli bir konsantrasyonun altindaki (10 mg L) Cu toksisitesini tolere
ettigini (Hou vd., 2007) ve bunu Cu biriktirerek yaptigi agikca gosterilmistir.(Al Bodowi
vd., 2022).Ek olarak arastirmamizda L. minor + Cu grubunda Cu %90 azaldigi da
gosterilmistir. Buna goére, L. minor Cu biriktirme yoluyla suyun Cu miktarin1 azalmistir.
Boylece mitotik indekste, Cu igeren suya kiyasla bir iyilesme belirlenmistir. Benzer durum
mitotik anomaliler i¢in de saptanmistir. Mitotik indeksten iyilesme beraberinde azalan

mitotik anomaliler belirlenmistir.

Bir sulak alan ekosisteminde bir agir metal kontaminasyonunda en yiiksek mitotik

+25

inhibisyonun Pb*? ile ortaya ¢iktign Cu*?nin en diisiik mitotik inhibisyona oldugu
gosterilmistir. Ayni calismada mutajenik potansiyel, hiicre apoptozu ve nekroz insidansi ile
degerlendiren sitotoksitede Cu*?’nin Pb*?’dan sonra 3.sirada yer aldig1 rapor edilmistir.
(Jayawardena vd., 2021). Cu toksitesine karsi risklerin azaltilmasi i¢in resrevatoral (Macar
vd., 2020), yaban mersini 6ziitleri (Macar vd. 2020), Pilina peruviana kabugu ekstrakti
(Franscescon vd., 2018) sodyum benzoat (Nafea vd., 2022) ve bazi farmasotik atik
maddelerin (Ciprofloxacin, Arthemetrin, Pseudophedrin) mitotik indeks {izerine retroaktif

bir ajan olarak olumlu etkileri rapor edilmistir.

Fitoremediasyon, disiik maliyeti ¢evre dostu bir biyoteknolojidir. (Al-Badowi,
2022). Biyoremediasyon ise biyolojik birikim, biyosorpsiyon ve fitoremediasyonu igeren
tehlikeli maddeleri daha az toksik veya toksik olmayan maddelere ayirmak i¢in dogal
organizmalar1 kullanan bir uygulamadir. Bu tez ¢alismasinda L.minor’un fitoremediasyon
yetenegiyle, Cu toksisitesinin azalmasima bagli olarak biyokimyasal parametrelerdeki
mitotik indeksteki gerilemenin iyilestigi gosterilmistir (Kaythan ve Kayihan, 2019). Sonug
olarak, L. minor ile gergeklestirilen biyoremediasyon Cu kaynakli su kirliligini azaltmistir.
Gelecekte, benzer c¢alismalarin daha genis Olgekte diger metaller iginde caligmasinin,
ekosistemdeki kirliligi azaltmasina katki saglayacagi inancindayiz. EK olarak L.minor’un
fitoremediasyon yetenegi ile Cu toksitesinin etkileri biyokimyasal ve molekiiler parametreler

ile daha ayrintili calisarak ekosistemde var olan kirliligin azaltilmasinda katki saglayacaktir.
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