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KISA OZET

Bu calismada fakli krom (Cr) tiirlerinin sucul bitkilerde meydana getirdigi biyolojik
cevabin siire ve konsantrasyon bagimli olarak incelenmesi amaclanmstir.
Ceratophyllum demersum L. bitkisi degisen konsantrasyon (1, 2, 5 ve 10 mM) ve
sirelerde (1, 2, 4 ve 7 giin) Cr(IIl) (CrCls) ve Cr(VI) (K,Cr,07)’ya maruz birakilarak
Cr akiimiilasyonu, Goreceli biiylime oran1 (GBO), MDA igerigi, elektriksel iletkenlik
(EC), fotosentetik pigmentasyon, protein ve prolin iceriginin yam sira SOD
(Superoksit dismutaz) ve CAT (Katalaz) enzim aktiviteleri incelenmistir. Yapilan iki
yonlii varyans analizi (Two-way ANOVA) ile incelenen her bir parametre iizerine
siire ve konsantrasyonun tekli(single) ve birlikte (combined) etkileri belirlenmistir.
Hem Cr(III) hemde Cr(VI) uygulamalar i¢in, ¢alisilan tiim parametreler iizerine
konsantrasyonun onemli etkiye sahip oldugu goriilmiistiir. Ancak, Cr(IIl) uygulamasi
icin MDA ve protein igerigine, Cr(IV) uygulamasinda ise prolin icerigi lizerine
uygulama siiresinin onemli bir etkisinin olmadigi tespit edilmistir. Her iki Cr tiirii
icin de genel olarak calisilan parametreler iizerine konsantrasyonun uygulama
siiresinden daha etkili oldugu belirlenmistir. Bunlara ek olarak, hem Cr(III) hem de
Cr(VI) uygulamalann icin GBO, EC, protein icerigi ve antioksidant enzim
aktivitelerindeki degisim lizerine siire ve konsantrasyonun sinerjistik etkilerinin
oldugu belirlenmistir. Elde edilen sonuclarin fitoremediasyon ve bitki
biyoteknolojisi caligmalarinda faydali olabilecegi diisiiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Krom akiimiilasyonu; Ceratophyllum demersum; Oksidatif

stres, siire ve konsantrasyon etkisi
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CrII) and Cr(VI) EXPOSURE Ceratophyllum demersum L. BIOLOGICAL
RESPONSE: CONCENCRATION AND DURATION

Fatih Dogan KOCA
Erciyes University, Graduate School of Natural and Applied Sciences
M. Sc. Thesis, June 2012

Supervisor: Associate Prof. Dr. Fatih DUMAN

ABSTRACT
The purpose of this study is to analyze the biological responses of aquatic plants to
different types of chromium (Cr), depending on duration and concentration. The
plant Ceratophyllum demersum L. was exposed to Cr(Ill) and Cr(VI) in variable
concentrations and durations (1, 2, 4 and 7 days) and consequently the Cr
accumulation, relative growth rate (RGR), lipid peroxidation (MDA content),
electrical conductivity (EC), photosynthetic pigmentation, proline content and
antioxidant enzyme activities were examined. The single and combined effects of
duration and concentration of each parameter were determined through conducting a
two-way ANOVA. For both the Cr(IIl) and Cr(VI) applications, it was observed that
concentration has a significant effect on all the parameters. However, it was
determined that the duration of application holds no substantial effect over proline
content in the Cr(IIl) application, or on MDA and protein content in the Cr(VI)
application. It was determined that concentration holds greater importance for both
Cr types studied than duration of application. Additionally, it was determined that
duration and concentration have a synergistic effect on the changes of the RGR, EC,
protein content and antioxidant enzyme activities in both Cr(Ill) and Cr(VI)
applications. The obtained results are envisioned to be of service in favor of

phytoremediation and plant biotechnology studies.

Keywords: Chromium accumulation; Oksidative Stres; duration and concentration

effect
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GIRIS
Su biitiin canlilarin canlilik faaliyetlerini devam ettirebilmesi i¢in gerekli bir bilesiktir.
Fakat son yillarda kiiresel 1sitnma ve iklim degisiklikleri nedeniyle diinyada su
rezervuarlarinin hizla tiikkendigi bilim adamlar tarafindan acik bir sekilde belirlenmistir.
Su kaynaklar1 kiiresel 1sinma tehdidi altindayken, mevcut su kaynaklarimizda cesitli
etmenlerle kirlenmektedir. Bu kirlilige sebep olan etmenlerin kiigiik bir kismi asit
yagmuru, suyun dogada dongiisii gibi ¢evresel faktorler iken en 6nemli kirletici faktorii

insandir.

Ozellikle son yillarda kentsel yerlesimin hizla artmasi, tarimsal faaliyetlerin bilingsizce
siirdiiriilmesi, gelisen sanayilesme, madencilik ¢aligmalart gibi ¢esitli nedenlerle gevre
kirliligi 6nemli bir sorun haline gelmistir. Ekosistemin sistemler zinciri oldugu goz
oniinde bulundurulursa; her hangi bir sisteme birakilan bir atik o sistemde kalmayacak,
dogal dongii veya dis etkenler ile farkli sistemlere bulasacaktir. Genel olarak topraga
birakilan bir atik yitkanma yoluyla yeralt1 sularina ve daha sonra su sistemlerine, havaya
birakilan atiklar da yagmur, kar gibi dogal olaylar ile toprak sistemlerine ve sonugta su
sistemlerine bulagmaktadir. Dolayisiyla kirlilik bolgesel degil evrenseldir. Bu yiizden su
kaynaklarinin bu kirlenmenin etkisinden korunmasi ve kirletilmis sularin temizlenmesi

kiiresel bir amag halini almistir.

Sularda kirlenme genel olarak;

a) Organik kirlenme,

b) Anorganik kirlenme,

c) Bakteriyel kirlenme,

d) Termal kirlenme olmak iizere dort ana baglikta toplanir [1].

EPA (1993)’ nin tespit ettigi kirleticiler arasinda 13 metal kirletici bulunmaktadir. Bu

metal ve metaloidler; kadmiyum, kursun, antimon, arsenik, berilyum, krom, bakir, civa,



nikel, selenyum, giimiig, talyum ve ¢inkodur. Bu kirleticiler diinyanin ¢ogu yerinde

cevre koruma orgiitlerince oncelikli kirleticiler listesine dahil edilmistir [2].

Periyodik cetvelin VIB grubunda yer alan krom diinyada en bol bulunan 7. elementtir.
Krom (Cr), insan kaynakli aktiviteler nedeniyle sucul ve karasal ekosistemlerde
kontaminasyona sebep olmaktadir. Cr ¢evrede Cr, Cr* degerlikleri araliginda degisen
oksidasyon durumlarinda bulunmakta ve Cr(IIl) ile Cr(VI) en kararli ve yaygin
oksidasyon durumu olusturmaktadir. Cr(VI), Cr(Ill)’ten daha toksik olup, Cr(Ill)’te

oksidatif stresi uyarmaktadir [3, 4].

Cr fitotoksisitesi bitkilerde oksidatif strese sebep olarak, antioksidan enzim
aktivitesinde degisime, pigment yapisinin bozulmasina, kloroplast ve membran
yapisinin  bozulmasina, metabolik aktivite bozulmasina, bitki biiylimesinin

engellenmesine sebep olmaktadir [3, 4].

Bitki kroma maruz kaldiginda, bitkide reaktif oksijen tiirleri (ROS) olusmakta ve
oksidatif stres gozlenmektedir. Serbest radikallerin varlig: bitkide lipit, protein, prolin
gibi biyomolekiillerin oksidatif hasarina neden olmaktadir. Bitkiler ROS’u temizlemek
ve oksidatif stresten korunmak icin enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlardan
olusmus savunma sistemine sahiptir. Ozellikle siiperoksit dismutaz (SOD), askorbat
peroksidaz (APX) gibi enzimatik antioksidanlar oksidatif stres kosullarinda meydana

gelen reaktif oksijenleri temizlemede onemli rol oynamaktadir [4].

Fitoremediasyon teknolojisi, su veya toprak sistemlerine kontamine olmus kirleticilerin
bitkiler tarafindan absorbe edilmesidir. Bitki biinyesine giren agir metal gibi toksik
kirleticiler, bitki koklerinde selat olusturarak akiimiile olmakta veya bitkinin

siirglinlerine taginmaktadir [5].



1. BOLUM

GENEL BiLGILER ve LITERATUR CALISMASI

1.1. Serbest Radikaller ve Oksidatif Stres

Atomik veya molekiiler yapida yoriingesinde reaktif durumda olan, ciftlesmemis
elektron bulunduran molekiiller serbest radikal olarak adlandirilir. Reaktif oksijen tiirleri
(ROS) de denilen serbest radikaller diger molekiillerle kolay bir sekilde elektron alig
verisine girme egilimindedir [6]. Serbest radikaller canlilarda kloroplast, mitokondri
gibi organellerde elektron taginmasi sonucunda olugmakta ve elektron transferi, enerji
tiretimi gibi bircok metabolik olaylarda rol oynamaktadir. Ayn1 zamanda ROS bitkiler
icin, patojen veya herbivor saldirilara kars1 savunmada 6nemli bir yere sahip bilesikler
olup genellikle antimikrobiyal savunma sirasinda olusmaktadir. Ornegin herbivor
yaralanma sonucunda olusan sistemin plazma duvarinda bulunan reseptorler araciligiyla
hiicre i¢ine sinyal gondermektedir. Sinyalle birlikte jasmonik asit (JA) sentezlenmekte
ve sentezlenen JA domates yapraklarinda bulunan mezofil hiicrelerinin savunma
genlerini uyarmaktadir [6]. Bitki normal sartlar altinda serbest radikallerin olusumunu
ve yikimini kendi biinyesinde diizenlemektedir. Fakat bitkiler stres kosullarina maruz
kaldiklarinda, serbest radikaller ile antioksidan sistemi arasinda denge bozulmakta ve bu
durum bitkilerde protein denaturasyonu, lipit peroksidasyonu, DNA mutasyonlar1 gibi

oksidatif hasarlara sebep olmaktadir [6].
Bir serbest radikal;

1) Kovalent bag tasiyan bir molekiilin homolitik yikima ugramasiyla her bir

parcada ortak elektronlardan birinin kalmas1 sonucunda;
XY -X+Y-

2) Normal bir molekiiliin bir elektron kaybetmesi veya heterolitik boliinmeye

ugramasiyla kovalent bagi olusturan iki elektron atomlarin birinde kalmasi sonucunda;



XY -»X+Y"
3) Normal bir molekiile bir tek elektron eklenmesi ile;
X+e —X-*)

olmak iizere ii¢ yolla olugsmakta ve olusan serbest radikaller, notr, pozitif yiikli veya

negatif yiikliidiir [7].

1.1.1. Bitkilerde Bulunan Serbest Radikaller

Bitkiler ve aerobik canlilar enerji iiretimi icin oksijene ihtiya¢c duymaktadirlar. Bitkilerin
0’1 H,O’ya indirgemesi sirasinda ROS adi verilen siiperoksit (O,), hidrojen peroksit
(H,0,) ve hidroksil (OH") reaktifleri olugsmaktadir. Enerjinin artmasiyla O, daha reaktif
olan singlet oksijene ('0,) doniismekte ve olusan 'O, diger molekiillerle reaksiyona
girerek hidroperoksit tiirevlerini meydana getirmektedir. Oldukca reaktif olan O,’in
yar1 omril 2-4 psn kadar kisa oldugundan, membrandan gegemeden siiperoksit dismutaz
(SOD) tarafindan H,0O,’ye doniistiiriilmektedir. HyO, 1 msn yar1 6mre sahip bir kismen
reaktif bilesiktir. HyO, 6zellikle kalvin dongiisiinde kullanilan CuMg-SOD ile Fe-SOD
enzimlerinin tiyol gruplarin1 okside etmekte ve boylece enzimlerin inaktif hale
gelmesine sebep olmaktadir. Bitkilerde olusan bir diger serbest radikal (OH’) ise en
reaktif radikal olup tiim molekiillerle reaksiyona girmektedir [8]. (OH’) yiiksek reaktif
ozelligi nedeniyle enzimatik sekilde giicliikle kontrol edilmekte ve asir1 miktarda
tiretildiginde hiicre oliimiine sebep olmaktadir. Aerobik canlilar siiperoksit dismutaz

(SOD) enzimi ile canlilar bu reaktiften korunmaya ¢alismaktadir [8].

1.2. Antioksidan Savunma Sistemi

Canlilarda bulunan protein, lipit, karbonhidrat ve DNA gibi okside olabilecek
maddelerin oksidasyonunu Onleyen veya geciktiren maddelere antioksidan maddeler,
antioksidanlarla gerceklesen bu olaya antioksidan savunma sistemi adi verilir [6].
Bitkiler ROS’un iiretilmesiyle meydana gelen oksidatif strese antioksidan savunma
sistemleri ile diren¢ gostermektedir. Antioksidan savunma sistemleri enzimatik ve

enzimatik olmayan savunma sistemleri olmak iizere iki grupta toplanir [6, 9].



1.2.1. Enzimatik Olmayan Savunma Sistemi

Enzimatik olmayan (Non-enzimatik) savunma sistemi vitamin A,C,E, KoenzimQ10,
melatonin  hormonu, karotenoid ve flavonollerden ve bir¢ok fotokimyasallardan
olusmaktadir [6, 9]. Enzimatik olmayan bu molekiiller elektron veya hidrojen birakarak
serbest radikallerin atilmasinda onemli rol oynarlar [9]. Sadece bitkisel organizmalar
tarafindan sentezlenen, Vitamin E grubunda bulunan tokoferoller, 6zellikle kloroplast
membraninda bulunarak burada meydana gelecek oksidatif hasara karst koruyucu etki
gostermektedir [8]. Ayrica Vitamin E lipit peroksidasyonunu engellemede rol
oynamaktadir [6]. Karotenoidler grubuna giren likopen ve karotenler antioksidan
ozelligi gostermekte olup bitki ve hayvan hiicrelerini singlet oksijenin neden oldugu

oksidatif hasardan korumaktadir [2, 6].

1.2.2. Enzimatik Savunma Sistemleri

1.2.2.1. Askorbat Peroksidaz (APX)

Askorbat peroksidaz (APX) biyotik ve abiyotik stres kosullarinda meydana gelen
H,0;’nin detoksifikasyonundan sorumlu olan 6nemli bir enzimdir. Bitkilerde bulunan
APX, bulundugu bitki tiirlerine gore aktivite gostermektedir. APX; kloroplastlarda
stromal APX (sAPX), tilakoid membranmma baglh APX (tAPX), peroksizom
membranina bagli APX (mAPX), sitozolik APX (cAPX) ve mitekondri membranina

bagl (mitAPX) olmak iizere farkli organellerde lokalize olmus bes izomere sahiptir [6].

1.2.2.2. Siiperoksit Dismutaz (SOD)

Siiperoksit dismutaz (SOD), biitiin aerobik canlilarda bulunan, bulundugu organizmada
oksijen tiirlerinin toksik etkilerine kars1 savunma sisteminde rol oynayan onemli bir
enzimdir. SOD stres kosullarinda olusan (O;)’in, H,O, ve O;’e dismutasyonunu
gerceklestirmektedir. (102) ve (OH) radikallerini direk etkilemesi ile ilgili yeterli kanit
mevcut degildir, fakat SOD kimyasal reaksiyonlarla bu reaktifleri direk elimine
etmektedir. SOD, ozellikle katalaz (CAT) enzimi ile birlikte c¢aligsarak yiiksek
reaktiflerin ve toksinlerin bir¢ogunun olusumunu engellemektedir. Yiiksek reaktif

ozelligine sahip (O;), SOD tarafindan daha diisiik seviyede reaktif ozellik gosteren



H,0;,’ye doniismekte ve meydana gelen H,0,’de CAT tarafindan suya (H,O)
doniismektedir [9].

1.2.2.3. Katalaz (CAT)

Katalaz (CAT) biitiin 6karyot canlilarda bulunan, substrata ilgisi az olmasina ragmen
yiiksek aktivite gosteren bir enzimdir [2, 6]. CAT, H,0O, radikalini baglayan iki aktif
bolgeye sahip olup, H,O,’nin su ve oksijen’e doniismesinde 6nemli rol oynamaktadir
[6]. Ozellikle C3 bitkilerinde fotorespirasyon sirasinda olusan H,O;’nin
uzaklastirilmasinda kullanilan CAT, aym1 zamanda kalvin dongiisiinde tiol diizenleyici
enzimleri korumaktadir [6, 9]. CAT ve SOD en 6nemli antioksidan enzimleri arasinda
olup, kombine calismalar1 durumunda (102) ve H,O, radikallerinin su ve molekiiler

oksijene doniismesinde yiiksek basar1 gostermektedirler [2, 9].

1.3. Biyomolekiillerin Oksidasyonu

1.3.1. Lipit Peroksidasyonu

Canlilarda serbest radikallerin olusumu ve yok edilme hizlarinin denge durumuna
oksidatif denge denir ve oksidatif denge saglandig siirece canlilar serbest radikallerden
etkilenmezler. Cesitli stres faktorleri serbest radikallerin olusum ve yok olma hizlarini
degistirmekte, boylece oksidatif dengenin bozulmasiyla oksidatif stres meydana
gelmektedir [7]. Oksidatif stresle birlikte olugan ROS’lar yasayan tiim organizmalara
zarar veren lipit peroksidasyonuna yol agmaktadir [10]. Lipit peroksidasyonu hiicre ve
membranlarin yapisini, islevini etkileyerek doniisiimii miimkiin olmayan hasarlara yol
acmaktadir [10, 11]. Lipit peroksidasyonu ile meydana gelen keton, MDA gibi
hidrokarbon parcalar1 iceren lipit kaynakl radikaller oksidatif stresin etkisini artirarak
DNA ve proteinlere zarar vermektedir [10, 11]. MDA birikimi lipit peroksidasyonunun
bir gostergesi olup, MDA’ ’nin asir1 birikimi lipit peroksidasyonun yiiksek seviyede

oldugunu gostermektedir [11].

1.3.2. Prolin Birikimi

Prolin, bitki ve hayvan membranlarinda bulunan non-enzimatik bir antioksidandir.

Prolin redoks sinyalinde Onemli bir molekiill olmasinin yani sira, bitkilerde stres



kosullarinda meydana gelen (OH’) radikallerini uzaklastirarak ROS’un etkisini
azaltmaktadir [10]. Ayrica prolin birikimi, lipit peroksidasyonunun sebep oldugu hiicre
membraninin tahribinden kaynaklanan ozmotik stresi dnlemektedir [11]. Ozellikle Cr
gibi bir¢ok agir metalin sebep oldugu stres kosullarinda prolin bitki dokularinda yiiksek
seviyede birikmektedir [11].

1.4. Agir Metaller ve Krom

1.4.1. Agir Metallerin Genel Ozellikleri

Atomik yogunlugu 6 g/cm™ten biiyiik olan metal ve metaloid gruplarina genel olarak
agir metaller denir ve toksik etkiye sahip olan Cd, Cr, Cu, Hg, Ni, Pb ve Zn elementleri
icin kullanilir [2]. Agir metaller dogada kaya ve maden cevherlerinde bulunmakta ve
buralardan su, sediment ve topraklara dogal yollarla bulagsmaktadir [2]. Agir metal
gruplarinda bulunan bazi elementler ¢ogu organizma i¢in iz miktarda da olsa gerekli
olup, eksikliginde canlhilarin zarar gormesine sebep olabilecegi gibi, yiiksek

konsantrasyonlarda da canlilara toksik etki olusturmaktadir.

1.4.2. Agir Metallerin Bitkiler Tarafindan Alinmasi

Agir metallerin bitkiler tarafindan alinmasinda, bitki kokleri tarafindan agir metallerin
absorbsiyonu, ksilem yoluyla siirgiinlere taginimi, agir metalin detoksifikasyonu olmak

tizere ii¢ temel basamak izlenir [12].

1.4.2.1. Koklerle Alinim

Hiperakiimiilator bitkilerin topraktan metalleri alarak biinyelerinde akiimiile etme
yenetenekleri olduk¢a yiiksektir. Metallerin bitki tarafindan alinimina, toprakta bulunan
metallerin ¢oziiniirligli, topragin metal icerigi, su icerigi, toprakta bulunan organik
maddeler, pH, bitki koklerinde bulunan mikroorganizmalar ve rizosfer tabakada
bulunan diger elementler etki etmektedir [12]. Bitkiler toprakta ¢6ziinmiis halde olan
serbest metalleri kolaylikla alabilmektedirler. Genellikle agir metallerin toprakta
coziinmemis halde bulunduklarindan dolayi bitki kokleriyle alinimi zordur [12]. Bitkiler
topraga metal selatlandirict molekiiller ve proton salgilayarak metallerin serbest hale

gelmesini saglarlar [2]. Bitki kokleri ile toprakta bulunan mikroorganizmalarin iliskileri



bitkinin, proton, organik asit, fitojelatin (PCs), amino asit ve enzim salgilarini
artirmakta ve bodylece rizosferde metallerin biyoaliminini saglamaktadir [12]. Kok
tarafindan salgilanan proton rizosferi asitlestirmekte ve asitli ortamda metal iyonlari
kolaylikla c¢oziilerek bitki biinyesine alinmaktadir. Koklerden proton H-ATPaz ve H'
pompolar1 ile salinmaktadir. Bitki kokleri organik asit salgilayarak agir metalleri
cozmekte ve biinyelerine almaktadir. Baz: bitki kokleri bakteri ve mikorizal fungi gibi
mikroorganizmalar1 yogun bir sekilde rizosferde barindirmaktadir. Bu durumda olusan
kok-bakteri birlikteligi ve mikoriza agir metallerin ¢Oziinmesini saglayarak bitki
hiicresine alinimini kolaylastirmaktadir [12]. Kok i¢ine giren metaller daha sonra bitki

hiicrelerine iyon tasiyicilari ile girmektedir [2].

1.4.2.2. Siirgiinlere Tasinmasi

Metaller bitkilere alindiktan sonra bitki koklerinde ve toprak {istii kisimlarinda
birikebilir. Koklerde akiimiile olmayan metaller, ksilem veya floemle siirgiinlere
taginmaktadir. Ksilem kanaliyla taginan metaller, kaspari seritine gecerler. Kaspari seriti
ekstraselliiler gecisi kapattigindan dolay1 tasinma buradan sonra intraselliiler yolla
olmaktadir. Floemden bitki hiicrelerine ilerleyen metaller ise, organik asitlerle selath

olarak veya metallotiyoninler ile tasinmaktadir [2].

1.4.2.3. Metallerin Bitkilerde Detoksifikasyonu

Bitki hiicreleri tarafindan alinan agir metallerin detoksifikasyonu temel olarak;
metallerin hiicre duvar1 gibi apoplastik dokulara dagilmasi, bir ligand ile metallerin
selasyon olusturmasi ve daha sonra metal-ligand kompleksinin vakuolde ayrigmasi
mekanizmasina dayanmaktadir [12]. Ligandlarla komplekslesme kokler tarafindan
malat ve sitrat gibi organik asitlerin salinmasiyla hiicre disinda meydana gelebilecegi
gibi, metallotionin (MTs) ve PCs gibi peptit ligantlarla hiicre icinde de
gerceklesmektedir. Bitkinin agir metale maruz kaldigi durumlarda bitki hiicre ve
dokularinda PCs hizla uyarilmaktadir. MTs kodlanmis bir gen olup, PCs glutamin
(Glu), sistein (Cys) ve glisin (Gly) olmak iizere {ic amino asitten olusmakta ve tripeptit

glutatyon (GSH) tarafindan enzimatik olarak sentezlenmektedir [12].



1.4.3. Krom’un Ozellikleri ve Tiirevleri

Krom periyodik cetvelin VI B grubunda yer almaktadir. Krom dogada asla tek bir
element halinde bulunmayip, oksijen ve demirle bilesik olusturarak kromit (FeCR,O4)
olarak bulunmaktadir [13]. Krom dogada en yaygin kullanilan 21. elementtir [13].
Genellikle kagit sanayii, organik kimyasallar, petrokimya sanayii, petrol rafineleri,
demir celik dokiimhaneleri, metal sanayii, motorlu tasit ve ucak kaplamasinda, cam,
cimento ve asbest iiretiminde, tekstil sanayinde ve tabakhane gibi bircok endiistri
dallarinda yaygin olarak kullanilmaktadir [1]. Yilda yaklasik 107 ton iiretilen krom
cesitli endiistri dallarinda kullanimi sonucunda farkli bilegikleri halinde cevreye

birakilmaktadir [5].

Kromun Cr** ve Cr*® ve degerlikleri arasinda degisen birka¢ oksidasyon durumu vardir.
Krom dogada en yaygin olarak kimyasal yapilari tamamen birbirinden farkli olan

Cr(III) ve Cr(VI) olarak bulunmaktadir [13].

Cr(III) ¢esitli ligantlarla kompleks halinde olan bir asittir. Cr”, Cr(OH)*, Cr (OH)Os,
ve Cr(OH)4', Cr(Ill)’tin temel tiirevleridir [13]. Coziinmiis halde bulunan Cr(III)
oksijen, nitrojen ve siilfiir iceren ligantlara yiiksek affinite gosterir ve ylizeyden emilimi

kolaydir [13].

Cr(V]) tuzlan1 suda c¢oziinebilir ve oldukca hareketli formdadir. Genellikle aerobik
topraklarda ve su sistemlerinde bol bulunan Cr(VI) bulundugu cevrede uzun siire
kalabilmektedir. Cr(VI) yiiksek oksitleyici, yiiksek c¢oziiniirlik ve zardan kolay
gecebildiginden dolayr Cr(III)’ten daha toksiktir [13].

Cr(VI)’nin Cr(III)’e indirgenmesi Fe(II), felvik asit gibi molekiil agirhig diisiik organik
bilesikler tarafindan gerceklesebilmekte, oksijenin bol bulunmasi durumunda ise

Cr(II), Cr(VI)’ ya oksitlenebilmektedir [13].

1.4.4. Krom’un Atiklarda Kullanimi

Krom yaklagik yiiz yili agkin bir siire Once paslanmaz celik olarak kullanilmaya
baslanmis, daha sonra yayginlasarak elektroplat, boya ve pigment sanayii, tekstil
sanayii, baski sektorii, yag endiistrisi, kibrit ve havai fisek yapimini, ahsap isleme,

tabakhane gibi bircok endiistri dallarinda kullanilmaya baglanmistir [13].
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Krom tabakhane atiklarinda en bol bulunan agir metaldir. Deri islenmesinde kullanilir
ancak kromun tamami deri tarafindan alinamamakta ve biiyiik bir kismu atik i¢inde
kacmaktadir. Deri tabaklama isleminden isleminden dolayr krom bilesiklerinin biiyiik
bir miktar1 cevreye kati, sivi ve gaz atiklar1 olarak bosaltilmakta, biyolojik ve ekolojik
cevreye olumsuz etki yapmaktadir. Bazi raporlarda tabakhane atiklarindaki krom
degerlerinin yerli ve uluslar arasi standartlarca belirlenen giivenli limitin ¢ok iizerinde
oldugu gozlenmistir [5]. Hindistan gibi iilkelerde sadece tabakhanelerde yilda 32.000
ton krom siilfat tuzlar1 kullanilmakta ve atik olarak birakilan ¢amur, kromun farkli
degerliklerini icermektedir. Tabakhane atiklarindan olusan ¢amur ¢evreye birakildiginda
camurda bulunan Cr(IIl) bilesikleri Cr(VI)’ya oksitlenerek toprakta siiziildiikten sonra

yeralt1 sularina karigsmaktadir [13].

1.4.5. Bitkiler Tarafindan Krom Alinim

Bitkiler toksik bir metal olan kromu biinyelerine almak icin Ozellesmis bir
mekanizmaya sahip degillerdir. Bitkiler, kendi metabolizmalar1 i¢in alinmasi zorunlu
olan metal tasiyicilara sahiptir ve krom bu tasiyicilar vasitasiyla bitki biinyesine

girmektedir [11].

Kromun bitkiye aliniminda etkili olan faktorlerden bir digeri de kromun oksidasyon
durumudur. Cr(VI) esansiyel anyon tasiyicilar vasitasiyla, demir, fosfor ve kiikiirt ile
rekabet ederek aktif bir mekanizmayla tasinmaktadir [11]. Cr(VI) genellikle fosfat-
stilfat tagtyicilarini kullanarak hiicre zarindan aktif bir mekanizma ile kolay ve hizli bir

sekilde gecmektedir [13].

Cr(Il) hiicre i¢ine herhangi bir spesifik tasiyici ile alinmamaktadir. Cr(IIl) uygun
lipofilik ligandlarla kompleks halinde bulundugunda difiizyonla pasif bir sekilde hiicre
icine girebilmektedir [11, 13].

Cr(VI) membranlara gecerek hiicre i¢i materyallerle etkilesime girmekte, fakat Cr(III)

hiicre membraninda kalmakta ve burada birikmektedir [11].
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1.4.6. Krom Fitotoksisitesi

1.4.6.1 Biiyiime ve Gelismeye Etkisi

Toprak ve sudaki krom kontaminasyonlarmin fizyolojik etkisi bitki tiirlerine gore
farklilik gostermektedir. Krom’un toksik etkisi gorsel olarak bitki biiylimesinin
inhibisyonu, yaprak semptomlar1 ve organ seviyesinde azalma olarak gozlenmektedir
[5]. Krom su sistemlerinde diisikk konsantrasyonlarda bulundugunda bitkilerin

biiylimesini etkilemezken, yiiksek konsantrasyonlarda biiyiimeyi engellemektedir [13].

Myriophyllum spicatum bitkisi iizerinde kromun biiylimeye etkisi arastirilmis ve elde
edilen sonuglara gore 50 ug/L Cr konsantrasyonunda siirgiin uzunlugunun arttigi, 100

pug/L Cr konsantrasyonunda biiyiimenin engellendigi gozlenmistir [13].

Lemnaceae familyas1 kroma kismen toleranshidir. Arastirmacilar yaptiklar ¢alismada
Spirodela polyrrhiza bitkisinin 0.02 mM, Lemna minor bitkisinin 0.00002 mM krom
konsantrasyonlarinda, bitki biiyiimesinde biiylimede azalma gozlemislerdir [13].
Kromun yiiksek konsantrasyonlarinda su mercimeklerinde klorosize sebep oldugu
gozlenmistir. Su mercimeklerinde bazi metallerin toksik etkileri karsilastirilmis ve
toksik etkileri biiyiikten kiiclige dogru Cu>Se>Pb>Cd>Ni>Cr olarak bulunmustur.

Kromun su mercimeklerine en az zarar verdigi tespit edilmistir [13].

1.4.6.2. Biyokimyasal Etkisi

Arastirmacilar tarafindan krom toksisitesinin klorofil, karotenoid, amino asit, DNA,
RNA ve fotosentez gibi biyokimyasal etkileri arastirilmistir [13]. Limnanthemum
aristatum bitkisinin krom maruziyetinde klorofil iceriginde azalma, karotenoid
iceriginde bir degisme olmadig1 gozlenmistir [13]. Ceratophyllum demersum bitkisinin
krom maruziyetinde ise, artan krom konsantrasyonuyla birlikte klorofil igeriginde
azalma, karotenoid, protein igeriginde ise artma gozlenmistir [13]. Hydrilla verticillata
bitkisinde 1 mg/L. krom konsantrasyonlarinda klorofil igeriginin %?26’sinin kayboldugu
gozlenmistir [13]. Pistia stratiotes bitkisinde 1 mg/L. krom uygulamasinda klorofil
iceriginin azalma, 10 mg/L krom uygulamasinda protein miktarinda azalma gozlenmis,

5 mg/LL krom konsantrasyonunda DNA, katalaz ve peroksidazlara bir etki
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gozlenmemistir. 20 mg/L Cr konsantrasyonunda {i¢iincli giin bitkinin oldiigi

gozlenmistir [13].
1.5. Fitoremediasyon

Fitoremediasyon toprak ve sulara kontamine olmus Kkirleticileri parcalamak ve yok
etmek icin bitkilerin kullanilmasidir [16]. Fitoremediasyon icin bitki tiirleri secilirken,
yikici enzimleri iiretmesi, biiylime ve verim orani, kok zonunun derinligi ve kirleticileri
biriktirme yetenekleri goz Oniinde bulundurulmaktadir [16]. Toprak veya sularda
kontamine olmus metallerin alinma yetenekleri bitkiden bitkiye farklilik gostermektedir.
Ornegin, Brassicaceae familyasina ait tiirlerinin Cr'u daha etkin sekilde aldif

bildirilmistir [14].

Hiperakiimiilator bitkiler yiiksek konsantrasyonlarda metal akiimiile etmektedirler.
Metal hiperakiimiilatorler metal tolerans: ve govdede metal akiimiilasyonunu sinirlayan

fizyolojik engellerin iistesinden gelmektedirler [16].

Organik kirleticilerin bitki biinyesine alinmasindaki etkili olan faktorler;

. Organik maddenin ¢oziiniirlikk, molekiil agirhg gibi fiziksel ve kimyasal
ozellikler,

. Sicaklik, pH, nem igerigi gibi ¢evresel 6zellikler,

° Kullanilan bitkinin kok yapisi, salgiladigl enzim tiirii gibi 6zelliklerdir [17].

Fitoremediasyon yonteminde kullanilan bitkiler hasat edildikten sonra giibre olarak
kullanilabilmekte veya igerigindeki metal iyonlariin geri kazanimi saglanabilmektedir
[18]. Ornegin ABD’de hasat edilen bitkilerden altin ve nikel gibi elementler yeniden
kazanilmaktadir [18].

1.5.1. Fitoekstraksiyon

Fitoekstraksiyon yontemi toprakta bulunan kirleticilerin bitki kokleri tarafindan absorbe
edilmesidir. Bitkisel oziitleme de denilen fitoekstraksiyon yonteminde, metal ve
radyoaktif elementler bitkiler tarafindan daha az zararli olan tasinabilir kimyasal
maddelere doniistiirerek biinyesine almaktadir. [16, 18]. Metallerin bitki kokleriyle
alinabilmesi i¢in toprakta ¢oziinmiis olmasi gerekmektedir. Bitki kokleri metal selatin

molekiiller veya metal reduktazlar salgilayarak metallerin ¢coziinmesini ve serbest hale
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gelmesini saglamaktadirlar. Metaller toprakta coOziiniir ¢oziinmez, bitki koklerine
intraselliiler veya ekstraselliiler yolla giris yaparlar. Intraselliiler yolla giris yaparken,
kok hiicrelerinin plazma zarinda metal tasima proteini veya iyon kanalim
kullanmaktadir. Metal iyonlar1 bitki koklerinden giris yaptiktan sonra kokte selat

formunda depolanmakta veya siirgiinlere tasinmaktadir [16].

Fitoekstraksiyon amaclh kullanilan dogal hipoakiimiilatorlerin metal alim hizlarinin
yavas olmasi bu bitkiler i¢in dezavantaj olusturmaktadir. Metal alim hizlarinin yavas
olmast dogal hipoakiimiilatorlerin yavas biiyiimesi ve toprakta metal ¢Oziinmesinin

sinirlt olmasindan kaynaklanmaktadir [16].

1.5.2. Fitostabilizasyon

Fitostabilizasyon kirlenmis toprak ve sedimentin bitki Ortiisii tarafindan tutularak
kirleticilerin toprakta yayilmasini1 énlemek amaciyla kullanilan yontemdir [5]. Ozellikle

atik sularda metal kontaminasyonlarina uygulanabilir [5].

Kontrolsiiz su akisi, riizgar gibi faktorler toprak ve sedimentin hareketine neden olur ve
bu olaya erozyon denir. Erozyon durumunda toprak yer degistirdiginden dolay1
kirleticilerde toprakla birlikte hareket etmekte ve bu hareket nedeniyle Kkirleticiler
toprakta yayilarak noktasal olmayan kirletici konumuna gelmektedir. Fitostabilizasyon
amaciyla kullanilan bitkiler toprak ve sedimenti kokleriyle tutarak erozyona karsi engel
olusturmakta ve boylece noktasal olmayan kirliligi en aza indirmektedir [5].
Fitostabilizasyon teknolojisinde bitkilerin kok yapisi, mikrobiyolojisi ve kimyasal
bilesenleri biiyiik 6nem arz etmekte olup, tipik olarak ot, otsu ve sulak alan bitkileri gibi

fibrilli kok sistemine sahip bitkiler kullanilmaktadir [5, 18].

1.5.3. Fitovolatilizasyon

Fitovolatilazyon, bitkiye alinan kirleticilerin buharlasmasi olayidir. Bitki tarafindan
alian agir metaller gibi kirleticiler kimyasal ayrisma ve fitovolatilizasyonla daha az
toksik tiirevlerine doniistiiriilerek buharlasmaktadir. Ornegin tiitiin bitkisi biinyesinde
yiiksek toksik 0zelligi gosteren civa, kimyasal ayrisma ve fitovolatilizasyon sonucunda
daha az toksik element civa olarak atmosfere karisabilmektedir [5]. Ancak bitki
biinyesine alinan temel kirleticilerin buharlagma ile dogrudan atmosfere karigma riski bu

sistem icin dezavantaj olusturmaktadir [5].
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1.5.4. Rizodegradasyon

Rizodegradasyon teknolojisi, bitki koklerinin cevresinde mikroorganizmalarin
zenginleserek organik bilesikleri toprakta parcalama mekanizmasina dayanmaktadir.
Kirleticilerin dogal ortamda etkisiz hale getirilmesi bu sistem icin bir avantaj
olusturmaktadir. Ancak bu sistemde toprakta parcalanan Kkirleticiler atmosfere

karigmakta veya bitki tarafindan alinmaktadir [18].

1.5.5. Fitodegradasyon

Fitotransformasyon da denilen fitodegradasyon, bitki tarafindan alinan Kkirleticilerin
enzimatik reaksiyonlarla parcalanmasi olayidir [5]. Bitki biinyesine alinan kirleticiler
metabolik olaylarla parcalanmakta ve kirleticilerin yapis1 bozulmaktadir. Kirleticilerin
bitki tarafindan alinmasi, bitki tiirlerine, toprak kosullarina, kirleticilerin toprakta kalma
siirelerine ve kirleticilerin suda ¢oziiniirliigiine bagl olup suda kolay ¢o6ziinen kirleticiler

bitki i¢ine giicliikle alinmaktadir [18].

Kirleticilerin indirgenmesi ve bozulmasimin bitki igerisinde fizyolojik olaylarla
meydana gelmesi ve mikroorganizmalara bagimli olmamasi sisteme avantaj saglamakta,
ancak zehirli iiriinlerin olusma ihtimali ve bu iriinleri kestirebilmenin zor olmasi

sisteme dezavantaj bir 6zellik kazandirmaktadir [18].

1.5.6. Rizofiltrasyon

Rizofiltrasyon sulu c¢ozeltilerden agir metallerin ve cesitli toksik bilesiklerin bitki
kokiinde absorblanmasidir. Kok yiizeyi ile absorbsiyon fizikokimyasal siireclere baglh
olarak daha yaygin ve hizli bir mekanizma olup, oli koklerde bile
gerceklesebilmektedir. Ozellikle hidrofonik kiiltiirler sudan agir metalleri hizli bir

sekilde kaldirip biinyelerine alarak kok ve siirgiinlerinde depolamaktadirlar [5].

Rizofiltrasyon teknigi uzun yillardir sulak alanlarda basarili  bir sekilde
uygulanmaktadir. Sulak alanlarda bu bitkilerin uzun siireli kullanimi asit maden
drenajinda pH seviyesini artirmakta ve toksik metallerin ortamdan kaldirilmasini

saglamaktadir [5].

Rizofiltrasyon tekniginin diisilk maliyet gerektirmesi, karasal ve sucul bitkilerin

kullanilabilmesi sisteme avantaj saglamaktadir [5, 18].
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1.6. Fitoremediasyon Yonteminin Avantaj ve Dezavantajlari
Sularda kirlilige sebep olan organik ve inorganik Kkirleticilerin kaldirilmasinda
fitoremediasyon tekniginin uygulanmasi cesitli avantajlar saglamasinin yani sira

dezavantajlarda meydana getirmektedir.

Avantajlar;
° Daha ekonomik olmasi,
. Yeni bir bitki toplulugu olusturmasina gerek kalmadan bolgenin tekrar

kullanilmasini saglamasi,
° Goriiniis olarak estetik olmasi,

. Kirletilmis alanlarin bagka yerlere taginmasina gerek olamdigindan kirleticilerin

yayilmasini azaltmasi,

. Birden fazla kirleticiler tarafindan kirletilmis alanlarin aritimi i¢in kullanigh
olmasidir.

Dezavantajlart;

. Bitkinin biiylimesi ve gelismesi icin biyolojik ve cografik sartlara gereksinim
duymast,

o Bitkinin kitleticiye kars1 direng ve toleransina gore bagar1 gdstermesi,

. Bitkinin dokiilen kisimlarinda biriken kirleticilerin tekrar topraga karigsmast,

. Hasat edilen bitki yakit olarak kullanildiginda Kkirleticilerin tekrar cevreye
verilmesi,

° Uzun vadeli bir siire¢ten sonra sonug¢ alinmasi

° Kirleticileri toplayan bitkilerin hasatindan sonra degerlendirlime sekli bu

fitoremediasyon tekniginde dezavantaj bir durum olusturmaktadir [18].

1.7. Literatiir Ozeti

Su kirliligi ve zararlar artik biitiin diinyanin meselesi haline gelmistir. Sularda meydana
gelen kirlenmelerin sucul bitkilere etkilerini saptamak icin ve sucul bitkiler kullanarak
kirletilmis sularin temizlenebilmesi i¢in bilim adamlar1 tarafindan bir¢ok calisma

yapilmustir.
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Paiva ve arkadaslar1 (2009), Eichhornia crassipes bitkisini 0, 2 ve 4 giin siireyle 1 ve 10
mM Cr(III) (Cr,03) ve Cr(VI) (K,Cr,07)’ya maruz birakarak, krom akiimiilasyonu, gaz
degisimi ve fotosentetik pigment icerigini incelemislerdir. Sonucta, Cr(VI)’nin
fotosentetik pigment icerigi ve gaz degisimini olumsuz yonde etkiledigi ayrica,
Cr(VI)’ya maruz birakilan bitkilerin Cr akiimiilasyonunun daha fazla oldugu
belirlenmistir [3].

Sinha ve arkadaslar1 (2005), Pistia stratiotes sucul bitkisini Cr(VI) (K,Cr,O7)’ nin artan
siire (48, 96 ve 144 saat) ve konsantrasyonlarina (0, 10, 40, 80 ve 160 uM) maruz
birakmiglar ve bitkinin  biyolojik cevabimi  incelemislerdir.  Sonucta, Cr
akiimiilasyonunun siire ve konsantrasyona bagl olarak artis gosterdigi tespit edilmistir
[4].

Duman ve arkadaslar1 (2010), yaptiklar1 ¢calismada sucul bir bitki olan Ceratophyllum
demersum L. nin Cr(VI)’ya karst olusturdugu biyolojik cevabini incelemeyi
amaclamislardir. C. demersum Orneklerini 6 giin boyunca 1, 5 ve 10 mM krom
(K2Cr,07)’a maruz  birakmislar ve Cr akiimiilasyonu, bitki biiyiimesi, lipit
peroksidasyonu, iyon kacisi, fotosentetik pigmentasyon, protein ve prolin
icerigininkonsantrasyona baglhi degisimler incelenmistir. C. demersum’ un Onemli
miktarda kromu akiimiile edebildigi belirlenmistir. En yiiksek Cr akiimiilasyonunu, 10
mM Cr uygulamasinda 19.6 mmol/g (kuru agirlik) olarak saptamislardir. Genel olarak,
Cr akiimiilasyonuna kars1 C. demersum biiylime orani ve fotosentetik pigmentasyonda
azalma; iyon kacisi, lipit peroksidasyonunda ise artis ile cevap verdigini bu ¢alismadan
elde edilen bulgularin, kirletilmis sularin sucul bitkilerle arittim caligmalarina faydali
olabilecegini bildirmislerdir [19].

Ganesh ve arkadaslar1 (2008), yaptiklar ¢calismada sucul bir bitki olan Pistia stratiotes
L. ve karasal bitki olan Glycine max L. bitkilerini kullanmiglardir. Bu bitkileri 0, 5, 10,
25, 50, 100, 200 mg/L. konsantrasyonlarda potasyum dikromat (K,Cr,0O7) cozeltisiyle
muamele etmislerdir. Toplam klorofil, karoten, protein, aminoasit, gibi biyokimyasal
parametreler ile katalaz ve peroksidaz gibi enzim parametrelerini gézlemlemislerdir.
Soya fasiilyesi fidesi ve su marulunun enzim aktivitelerinin, biitiin biyokimyasal
iceriklerinin krom akiimiilasyonunun artigtyla biiyiik ¢esitlilik gosterdigi kaydedilmistir.
Krom akiimiilasyonunun krom konsantrasyonunun artmasiyla kademeli olarak arttigi
belirlenmigtir. Karasal bitki soya fasiilyesinin krom stresine karsi sucul bitki olan su

marulundan daha hassas oldugunu tespit edilmistir [20].
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Maine ve arkadaslar1 (2004), alan ¢alismasi yaparak Pistia stratiotes ve Salvina herzogii
bitkilerinin Cr(III) kontamine olmus sulardan kromun kaldirilmasini ve bu bitkilerin
biyolojik cevabini arastirmiglardir. Her iki bitkininde 1, 2, 4 ve 6 mg/L Cr(Ill)
konsantrasyonlarinda kromu akiimiile ettiklerini ve S. herzogii bitkisinin daha basarili
oldugunu saptamiglardir. 1mg/LL krom konsantrasyonda bitki koklerinin yiiksek
seviyede kromu akiimiile ettigini belirlemislerdir. Ayrica 4 ve 6 mg/L krom
konsantrasyonlarinda P. stratiotes bitkisinde kromun neden oldugu toksik etki
belirlenmistir. Krom aliniminin ilk yirmi dort saatte en hizli oldugunu saptamislardir
[21].

Sinha ve arkadaslar1 (2009), ii¢ farkli bitki tiiriiniin krom toleransina antioksidanlarin
roliinli aragtirmiglardir. Yaptiklart deneyde 6 farkli tabakhane camurunda Vigna
caricata, V. radiata ve Brassica juncea olmak iizere ii¢ adet bitki tiiriini
yetistirmislerdir. Aragtirmacilar krom translokasyonunu B. juncea tohumunda diger iki
bitki kiiltiirtinden yiiksek bulmuglardir. Tabakhane ¢amurunun altinda biiyiiyen biitiin
bitkilerin antioksidan ve protein igeriginde artis gozlemislerdir. Bununla birlikte biitiin
antioksidan seviyeleri B. juncea da diger iki bitkiden yiiksek oldugunu bildirmislerdir.
B. juncea’ nin MDA igeriginde artisin diger iki kiiltiiriin artisina gore diisiik oldugunu
saptamislardir. Bu calismada krom stresine B. juncea tiirliniin diger iki tiirden daha
toleranslt oldugunu belirlemislerdir [22].

Keskinhan ve arkadaglar1 (2004), Ceratophyllum demersum bitkisinin, kursun, cinko ve
bakir adsorbsiyon yeteneklerini arastirmiglar ve sonuclart diger sucul bitkilerle
karsilastirmiglardir. Yaptiklart ¢alismada ilk olarak C. demersum bitkisinin kursun,
cinko, bakir1 soliisyondan kaldirma yeteneginde oldugunu saptamiglardir. Metal
aliniminin hizli oldugunu ve 20 dakikada dengeye geldigini gozlemlemislerdir. C.
demersum bitkisinde maksimum adsorbsiyon kapasitesi Cu(Il) icin 6.17 mg/g, Zn(II)
icin 13,98 ve kursun i¢in 44,8 mg/g olarak tespit edilmistir. Sonug olarak, C. demersum
bitkisinin seyreltik metal konsantrasyon kosullarinda agir metal giderimi ic¢in basarili
sekilde kullanilacagini bildirmislerdir [23].

Devi ve arkadaglar1 (1998), oksidatif bakir stresinin uyarilmasi ve bakir direncinin
mekanizmasim1  anlamak icin Ceratophyllum demersum bitkisinde antioksidan
maddelerin etkisini arastirmislardir. C. demersum bitkisi 24 saat boyunca 2 ve 4 uM
bakir konsantrasyonuna maruz birakilmistir. Bakir alinimi ile bitkide klorofil miktari

azaldigi, iyon kagisinin arttigi saptanmistir. Bitkilerin antioksidan maddelerle ve
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antioksidan enzimlerle bakir stresine yanit verdigi gozlenmistir. 2 ve 4 uM bakir
konsantrasyonunda, bitkide APX, CAT, SOD aktivitesinde artis gozlenmistir. 4 uM
bakir konsantrasyonunda CAT ve SOD artisinin 2 uM konsantrasyonuna gore daha
disik oldugunu, APX aktivitesi hemen hemen aymi oldugunu belirlemislerdir.
Aragtirmacilar bakir akiimiilasyonunun C. demersum bitkisinde oxidatif strese neden
oldugunu ve bitkilerin stres tdleransinin antioksidan kapasitesine bagli oldugunu
bildirmislerdir [24].

Aravind ve Prasad (2004), Ceratophyllum demersum bitkisinde ¢inko ve kadmiyum
elementlerinin interaktif iligkilerinin fotosentetik elemanlara etkisini arastirmislardir.
Bitki 10, 50, 100 ve 200 uM Cinko ile sadece 10 uM Cd konsantrasyonlarina maruz
birakilmistir. Arastirmacilar Cd toksisitesinden dolayr klorofil a, b ve karetonoid
iceriginde azalma gozlemisler ve Cd’un kloroplast membran yapisinin bozabilecegi
sonucuna ulagmiglardir. Sonu¢ olarak fotosentez orani, elektron tasima siireci ve
fotosentetik aktivitetin degistigini bildirmislerdir. Yapilan calismada cinko ilavesinin
kloroplast ve ilgili fotosentetik fonksiyonlarin yapisim korudugu tespit edilmistir.
Bitkinin sadece ¢inko elementine maruz birakildiginda secgilen parametrelerde énemli
fark olmadigim1 belirlemislerdir. Arastirmacilar, C. demersum bitkisinde normal
fotokimyasal siirece Cd’un neden oldugu toksisiteyi ¢inkonun hafiflettigini tespit
etmislerdir [25].

Mishra ve arkadaslar1 (2009), Ceratophyllum demersum bitkisinde kadmiyum stresi
altinda tiyol seviyesi ve ilgili enzimlerin aktivitesini arastirmiglardir. C. demersum
bitkisi 1, 2, 4 ve7 giin siireyle 0, 1, 5, 10 uM Cd konsantrasyonlarina maruz
birakilmigtir. Bitkide en fazla akiimiilasyon 7 giin 10 pM uygulamasinda 1293 ng/g
olarak gozlemislerdir. Fitojelatin dahil olmak {izere toplam nonprotein tiyol seviyesinde
artis kaydetmiglerdir. Ek olarak sistein sentaz (CS), glutatyon rediiktaz (GST)
glutatyon-S-transferaz(GR) aktivitelerinde 6nemli artis gézlemislerdir. Sonug olarak Cd
stresi altinda bitkinin Cd toksisitesiyle miicadele ettigi, kordinali bir tiyol sentez ve
tilketimiyle Cd stresine kars1 direng¢ gosterdigi bildirilmistir [26].

Mishra ve arkadaslar1 (2006), Ceratophyllum demersum bitkisini 1, 2, 4 ve 7 giin
siireyle 1, 10, 25, 50 vel00 uM kursun konsantrasyonlarina maruz birakarak, bitkinin
fitotoksik ve tolerans cevabi arastirmiglardir. Bitkinin 7 giinde 1748 pg/g kursun
akiimiile ettigini ve metallerin % 70’inin (1222 pg/g) sadece bir giin sonra akiimiile

edildigini belirlemislerdir. Konsantrasyon ve siire artisiyla birlikte bitkinin biyokiitle ve
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fotosentetik pigmentinde azalma, MDA igeriginde ve elektiriksel iletkenliginde artis
tespit etmislerdir. 7 giinde yapraklarda klorosis ve parcalanma gibi morfolojik
semptomlar gozlemislerdir. Diisiik konsantrasyonlarda protein, SOD, APX, CAT,
glutatyon reduktaz (GR) gibi antioksidan enzimlerinde azalma gozlendigini, 1 giinden
sonra GPX disinda biitiin enzimlerin maksimum aktivite gosterdigini bildirmislerdir.
Azalan konsantrasyonla birlikte sistin, tiyol, igeriginde bir artis kaydetmislerdir.
Bitkinin 10-50 puM kursun konsantrasyonunda Onemli seviyede fitojelatin
sentezlendigini belirlemislerdir. Sonu¢ olarak bitkinin orta kirli kursuna sahip sucul
cevrede fitoremator olarak kullanilabilir oldugunu kaydetmislerdir [27].

Mishra ve arkadaslar1 (2008), arsenik detoksifikasyonun altinda yatan mekanizmay1
arastirmak icin 0, 10, 50, 250 uM arsenik (As) konsantrasyonlarina 1, 2, 4 ve 7 giin
siireyle Ceratophyllum demersum bitkisini maruz birakmislardir. Bitkilerin 50 uM, 4
giin As uygulamasina kadar etkili tolerans gosterdigi, bitki biiylimesine dnemli etkinin
gozlenmedigi ve 76 pg/g As akiimiile ettigi sonucuna ulagmislardir. Fitojelatin gibi
cesitli tiyol seviyelerinde, antioksidan enzim aktivitelerinde ve arsenik rediiktazda artig
gosterdigini tespit etmislerdir. Bitkinin 205 uM As 7 giin uygulamasinda yiiksek
miktarda arsenik akiimiile ettigi sonucuna ulasmislardir. As akiimiilasyonu ve cesitli
detoksifikasyon stratejisi arasinda ters iliski gozlendigini, oksidatif stres ile birlikte
biiylimenin azaldigim bildirmislerdir[28].

Sun ve arkadaglar1 (2008), Ceratophyllum demersum bitkisinde tetrabromisfenol
(TBBPA)’nin biyoakiimiilasyonunu ve fizyolojik etkisini arastirmiglardir. Bu ¢alismada
C. demersum 1, 2, 4, 7 ve 14 giin siireyle 0, 0.05, 0.1, 0.2, 0.5 ve 1 mg/L TBBPA
konsantrasyonlarina maruz birakilmig, 4 giinliik maruziyette yiiksek miktarda TBBPA
nin akiimiile oldugunu belirlenmistir. Arastirmacilar elektron paramanyetik resonans
(EPR) kullanarak bitkide toplam serbest radikal olusumunun attigini saptamislardir.
Bitkide TBBPA konsantrasyonunun artmasiyla serbest radikal olusumu arasinda pozitif
iliski bulugunu belirtilmistir. TBBPA uygulamasindan sonra lipit peroksidasyonunun
arttigini, klorofil igeriginin azaldigimi belirlemislerdir. Arastirmacilar, C. demersum
bitkisinde TBBPA akiimiilasyonunun oksidatif strese sebep oldugunu ve bitkinin
TBBPA’ ya tolerans seviyesinin antioksidan kapasitesine bagli oldugu sonucuna
ulagmiglardir [29].

Aravind ve arkadaslar1 (2005), Ceratophyllum demersum bitkisinin temel mikrobesin

elementi ¢inko (Zn) ve eser element kadmiyum (Cd) maruziyetinde askorbat-glutatyon
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dongiisii ve glutasyon mekanizmasina etkisini arastirmiglardir. Arastirmacilar yaptiklar
calismada 10 uM Cd ve 10, 50, 100, 200 uM Zn konsantrasyonlarina C. demersum
bitkisini bir hafta siireyle maruz birakmislardir. 10 uM Cd tiyol igerigin azaldigini,
oksidatif stresin isareti askorbat (AsA), glutatyon (GSH), droaskorbat (DHA) ve
glutatyon disiilfit (GSSG)’te ise artis belirlemislerdir. 10 uM Cd a c¢inko ilave
edildiginde tiollerin etkili sekilde onarildigini, ASA oksidasyonunun inhibe edildigini
belirlemislerdir. 10 pM Cd maruziyetinde APX aktivitesinin hafif¢e azaldigini,
monodehidro askorbat rediiktaz (MDHAR), droaskorbat rediiktaz (DHAR), glutatyon
rediiktaz GR), askorbat-glutatyon dongii enzimlerinin (AGC) inhibe edildigini
belirlemislerdir. Cinko ilavesiyle AGC enziminin biitiin fonksiyonel etkisinin arttig1 ve
tamir edildigini gézlemislerdir [30].

Mechora ve arkadaslar1 (2011), Ceratophyllum demersum, Myriophyllum spicatum
bitkileri tarafindan selenyum almimim1i ve selenyumun bitkilerdeki fizyolojik
karakterlere etkilerini arastirmislardir. Bitki dis ortamda yar1 kontrollii sartlar altinda
otuz bir giin siire ile 20 pg/LL ve 10 mg/L konsantrasyonlarinda sodyum-selenat
solusyonuna maruz birakilmistir. 10mg/L selenyum konsantrasyonunda yiiksek dozunda
iki tiirde de PSII nin fotokimyasal etkisinin azaldigi, 20 pg/LL PSII aktivitesine bir
etkisinin olmadig1 belirlenmistir. 10 mg/L. Se maruziyetinde 8-13 giinde icerisinde M.
Spicatum bitkisinin biiylimesi ortalama 122+-12 pg/g, C. demersum bitkisinde ise 492+-
85 ug/g olarak belirlenmistir. Her iki bitkininde onemli miktarda selenyum alinimini
gerceklestirdigi bildirilmistir [31].

Singh ve arkadaslar1t (2010), Najas indica sucul makrofitine kursun birikiminin
antioksidant sisteme etkisini arastirmislardir. N. indica bitkisi 1, 2, 4 ve 7 giin siireyle 1,
10, 50 ve 100 uM Pb(NOs), konsantrasyonlarina maruz birakilmistir. Bitkinin 7 giin
siire ile 100 uM kursun maruziyetinde kursunun biiyiik miktarim1 (3554 pg/g dw)
akiimiile ettigi belirlenmistir. Arastirmacilar kursunun neden oldugu oksidatif stresten
dolayr MDA, EC ve H,0, iceriginde artis gdzlendigini, strese cevap olarak SOD, APX,
CAT ve GR gibi antioksidan enzim aktivitelerininde artis gdzlendigini belirtmislerdir.
Ayrica kursun maruziyetindeki bitkinin Glutatyon-S-transferaz ve sentaz aktivitesinde
onemli artis gosterdigini kaydetmislerdir. Kursunun sebep oldugu toksisitenin
goriilebilir semptomlart 4 giin sonra 50 pM konsantrasyonda klorosis ve yapiskan

akintiyla yapraklarda parcalanma olarak kaydedilmistir. Arastirmacilar bitkinin yiiksek
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kursun iceren sucul sistemde fitoremediasyon olarak kullanilabilir oldugunu
bildirmislerdir [32].

Dazy ve arkadaslart (2008), Fontinalis antipyretica bitkisinde Cr(Ill) ve Cr(VI)
tiirlerinin antioksidan etkisini arastirmislardir. Kroma maruz birakilan F. antipyretica
(su yosunu) bitkisinin deteksifikasyon mekanizmasi arastirmacilar tarafindan analiz
edilmistir. Ayrica bu ¢alismada krom nitrat, klorit ve potasyum bikromat tuzlarinin
etkisini de arastirmiglardir. Bitki 6,25x10°-6,25 mM araliginda Cr(NOs);
konsantrasyonuna maruz birakilmistir. Krom konsantrasyonunun artmasiyla bitkide
SOD, CAT, APX, GR gibi antioksidan enzimlerin aktivitesinin arttig1 belirlenmistir.
Aragtirmacilar  bitkide sadece 6,25x10° mM dan yiksek CrCl; ve K,Cr,0Oy
konsantrasyonlarinda antioksidan etki belirlemislerdir. Yapilan calisiilmada kromun
Cr(Ill) ve Cr(VI) kadar zararli olan nitrat tuzu olarak cevrede bulundugunda F.
antipyretica bitkisinin hiicresel aktivitesinin bozulmasina sebep oldugu bildirilmistir
[33].

Monferran ve arkadaslari (2009), bakir elementinin Potamogeton pusillus bitkisinde
fizyolojik ve antioksidan enzimlerine etkisini incelemislerdir. Arastirmacilar
Potamogeton pusillus bitkisini 1, 2, 4 ve 7 giin siireyle 5, 20, 40 vel00 pg/L bakir
konsantrasyonuna maruz birakmiglardir. Bitkide klorofil, MDA, EC, GPX aktiviteleri
incelemislerdir. Bitkinin 100 pg/l bakir konsantrasyonuna 7 giin maruz kaldiktan sonra
162 ng/g dw akiimiile ettigi, metallerin ¢ogu bir giin maruziyetten sonra akiimiile
edildigi belirlenmistir. Bakirin sebep oldugu toksik etki, fotosentetik pigment azalisi,
MDA ve EC artis1 ile belirlemistir. Bitkide antioksidan enzim aktivitesi 24 saat siireyle
40 pg/L bakir maruziyetinden sonra 6nemli derecede arttigini, ilerleyen zamanda diisiis
gosterdigi tespit edilmistir. Arastirmacilar P. pisillus sucul ekosistemde metal
kirliliginin degerlendirilmesi i¢in iyi bir biyomonitdr olarak kullanilabilecegini
bildirmislerdir [34].

Srivastava ve arkadaslar1 (2006), Hydrilla verticillata bitkisinde bakirin sebep oldugu
oksidatif strese antioksidalarin ve fitojelatinlerin cevabini arastirmislardir. Bitki
orneklerini 1, 2, 4 ve 7 giin siireyle 0, 0.1, 1, 5 ve 25 uM bakir konsantrasyonlarina
maruz birakilmistir. Yapilan ¢alismada 7 giin 25 uM uygulamasinda bitkinin 770 pg/g
bakir1 akiimiile ettigini belirlemislerdir. Fotosentetik pigment igeriklerinin 1uM bakir
konsantrasyona kadar cok az etkilendigini, artan konsantrasyonla birlikte fotosentetik

pigment iceriginde onemli bir artis oldugunu kaydetmislerdir. EC ve MDA igeriginde
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artan konsantrasyonla birlikte artis gézlenmistir. Sonug olarak bakir maruziyetine karsi
bitkinin yiiksek akiimiilasyon yetenegi ve toleransindan dolayr bakir tarafindan
kirletilmis kirli sularda remediasyon i¢in uygun oldugu ifade edilmistir [35].

Hou ve arkadaglar1 (2007), bakir ve kadmiyum agir metali ile kirletilmis sularin
restorasyonunda Lemna mindr’iin etkisini arastirmiglardir. Yaptiklar1 ¢alismada protein
ve fotosentetik pigmenlerin icerigindeki degisiklikleri, bakir siilfat ve kadmiyum
kloritin neden oldugu antioksidan enzim aktivitesini calismiglardir. L. minor bitkisi,
Cu*? ve Cd** metallerinin 0, 0.5, 5, 10 ve 20 mg/L konsantrasyonlara maruz
birakilmig ve bitkinin 10 mg/L krom ve 0,5 mg/L kadmiyum konsantrasyonlarinda
yiiksek konsantrede antioksidan enzimlerinin parcalandigini tespit etmislerdir. Yapilan
calismada kadmiyumun bakirdan daha toksik oldugu gozlenmistir. L. minér bitkisinin
diisiik seviyede bakir ve kursun igceren sularda fitoremediasyon icin uygun bir bitki
oldugu bildirilmistir. Arastirmacilar sonug¢ olarak L. minor bitkisinin sularda diisiik
seviyede bakir ve kadmiyumun un fitoremediasyonu ic¢in uygun oldugunu
bildirmislerdir [36].

Yapilan literatiir taramalarinda farkli Cr tiirlerine maruz birakilan bitkilerde uygulama
konsantrasyonu ve uygulama siirelerinin canlinin biyolojik cevabi {izerine tekli ve
birlikte etkileri ile 1ilgili bir calismaya rastlanmamistir. Bu calismada farkh
konsantrasyon ve siirelerde, farkli krom tiirlerine maruz birakilmis Ceratophyllum
demersum bitkisinin biyolojik cevabinin incelenmesi amaglanmistir. Ayrica siire ve

konsantrasyonun tekli ve birlikte etkileri arastirilmistir.



2. BOLUM

YONTEM VE MATERYAL

2. 1. Ceratophyllum demersum

Tablo 2. 1. Ceratophyllum demersum bitkisinin sistematigi

Alem: Plantae

Boliim: Magnoliophyta (Angiospermler, c¢icekli
bitkiler)

Sinif: Magnoliopsida (Dikotiledonlar)

Alt Smif: Magnoliidae

Ordo: Nymphaeales

Familya: Ceratophyllacea

Cins: Ceratophyllum

Tiir: C. demersum L.

Ceratophyllaceae (Boynuzotugiller)

Suya batik olarak yasayan, koksiiz, ¢cok yillik otsu bitkilerdir. Yapraklar: dairesel dizilis
gostermektedir. Cicekler tek eseyli olup erkek ve disi cicekler ayri nodyumlarda
bulunmaktadir. Ust durumlu olan ovaryum, 1 lokuluslu, 1 karpelli ve 1 tohumludur
[37].

Ceratophyllum

Yesilimsi disi ve beyazimsit erkek c¢icekleri tasirlar. Cicekler 15 adet stamen
tasimaktadir. Meyvanin ug¢ kismi dikenlidir [37].

1. Yapraklar 1 veya iki kez parcalanir, meyvada 2 yanal diken var.......... C. demersum

2. Yapraklar 3 veya 4 kez parcalanir, meyvada yanal diken yok........... C. submersum
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Ceratophyllum demersum

Govdesi en az 15 cm uzunlugunda olan bitkinin yapraklart 6-16 mm uzunluktadir.
Meyva boyutu 4-5 x 2-2.5 mm olup, meyva ucunda bulunan diken 4-6 mm, meyva
tabaninda bulunan geriye kivrik yanal dikenler 2-3 mm. uzunluktadir [37]. C. demersum
s1g, camurlu, sakin sularda yetisen, kozmopolit yayilis gosteren, diisiik 151k siddetine
toleransli submerged (tamamui suya batik) bitkidir. Koksiiz bir bitki oldugundan dolay1
besinlerini tiim viicuduyla sudan karsilamaktadir [38, 39]. C. demersum, besin zincirinin
birinci halkasini olusturmasi, fitoplanktonlarin gelismesini etkileyen alleokimyasallari
tiretmesi ve agir metaller gibi kirleticileri biinyelerinde akiimiile etmelerinden dolay1

sucul ekosistemler i¢in 6nemlidir [40].

2.2. Deney Materyalinin Toplanmasi ve Deney Diizeneginin Hazirlanmasi

Temmuz 2010 tarthinde Sultan Sazhigi’'ndan C. demersum Ornekleri toplanarak
laboratuara getirildi. Laboratuara getirilen 6rnekler cesme suyu ile yikandi. Ornekler
%10’luk hoagland soliisyonu iceren kaplar icerisine alinarak iklimlendirme dolabinda
lic giin siire ile laboratuar ortamima alistirildi. Iklimlendirme dolabinin sicakligr 15 °C,

bagil nem %70, 16 saat aydinlik 8 saat karanlik olacak sekilde ayarlandi.

2.3. Deney diizenegi

Deneylere baglamadan 6nce kaplar %1°lik NaClO ile 3-5 kez dezenfekte edildi. Daha
sonra 3 kez distile su ile yikandi. Deney diizenekleri hem Cr(III) hem de Cr(VI)i¢in ayr1
ayr1 hazirlandi. Deneyler ii¢lii tekrar halinde kuruldu. Cr(IIl) ve Cr(VI) igin stok
soliisyonlar hazirlandi. Cr(III) i¢in krom kloriir (CrCl3), Cr(V]) i¢in potasyum dikromat
(K2Cr,07) kullanildi. 400 ml’ lik beherglaslar icerisine %10’luk hoagland solusyonu
icerecek sekilde hem Cr(III) hem de Cr(VI)’mn 1, 2,5, 10 mM’lik ¢ozeltileri hazirland1
[35]. Kontrol ornegi olarakta sadece %10’luk hoagland solusyonu igeren cozelti
kullanildi. Hazirlanan beherglaslar icerisine yaklasik olarak 5 gr bitki konuldu. Beherler
daha oOnce belirtilen sartlarda iklim dolabinda 1, 2, 4 ve 7 giin siire ile bekletildi.
Bekleme siiresi sonunda, bitkiler iklim dolabindan alinarak plastik elek ile siiziildii,
distile suda yikand1 ve 2 dakika siire ile kagit havlu iizerinde bekletilip kurulandi.

Bitkilerin agirliklan tartilarak kaydedildi.
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2.4. Goreceli Biiyiime Oram

Goreceli biiyiime oram1 (GBO) degerlerini saptamak icin, deneye baslarken
beherglaslara konulan bitki agirligi ve deney sonunda bitki agirhig kullanildi. GBO
degerleri, her bir ornek i¢in Cedergreen (2008) e gore (GBO= [In(W;)-In(W)]/(t2-t1))
hesaplandi [41]. Formiilde, W, degeri deneyin baslangicinda beherglaslara konulan bitki
agirligy, W, deney sonlandirildiktan sonraki bitki agirligini, (to-t;) ise deneyin

periyodunu gostermektedir.

2.5. Krom akiimiilasyonunun belirlenmesi

Kurulanmis o©rneklerden ortalama 2-3 gr tartilarak temiz zarflara konuldu. Etiiv
icerisinde 70°C’ de kurutuldu. Kurutulan orneklerden yaklasik 0.3-0.5 gr tartildi. Daha
sonra 10ml HNO;3; (Merck) eklenerek, CEM Mars 5 model mikrodalga firinda ¢oziildii
(CEM Corporation Matthews, NC, USA). Mikrodalga ¢6zme sisteminin ¢oziindiirme
kosullar1 maksimum gii¢ 1200 Watt, giic %100, ramp 20 dakika, basing 180 Psi,
sicaklik 180°C ve bekletme siiresi 10 dakika olacak sekilde ayarlandi. Cozme igleminin
ardindan 6rnekler tiiplere konularak 4000 g de 30 dakika santrifiij edildi. Santrifiij
isleminden sonra iistte kalan kisim alinarak saklama tiiplere aktarildi ve double distile
su ile 50 ml’ ye tamamlandi. Cr tayini ICP-MS (Agilent, 7500a) ile yapildi. Sertifikali
referans materyal olarak BCR-670 (Aquatic plant) kullanildi. Cihazin stabilitesini
degerlendirmek i¢in her on Ornekte bir standart okumasi yapildi. Analitik yontemi ve
olas1 kontaminasyonu belirlemek icin blank soliisyonu hazirlandi. Ornekler 3 kez analiz

edildi. Kullanilan tiim kimyasallarin analitik saflikta olmasina dikkat edildi.

2.6. Iyon kacist

Iyon kagisini belirlemek igin elektriksel iletkenlik degisimi olgiildii [24]. Iyon kagismi
hesaplamak icin deney bitiminde siiziilen 6rneklerden 0.5 gr bitki tartildi, 100 ml distile
su bulunan beherlere konuldu ve 24 saat bekletildi. 24 saat sonunda suyun elektriksel

iletkenlik degerleri WTW Multi 3400i marka iletkenlik oOlcer ile dl¢iilerek belirlendi.

2.7. Lipit peroksidasyonu

0.5 gr bitki 6rnegi, icerisinde %0.5’lik tiobarbitiirik asit bulunan %20’lik TCA igersinde
(3 ml) homojenize edildi. Homojenat 95 °C’de 30 dakika inkiibe edildi ve reaksiyon 5-
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10 dakika siire ile buza almarak durduruldu. Ornekler 10000 x g’ de 10 dakika santrifiij
edildi. Siipernatant alinarak 532 ve 600 nm’deki absorbans degerleri oOlciildii.
Malondialdehit (MDA) miktar1, Heath and Packer (1968)’in formiilii referans alinarak
hesapland1 [42].

2.8. Protein tayini

500 mg bitki 6rnegi, 0.1mM EDTA ve %]1’lik Polivinilpirolidon (PVP) iceren 100 mM
potasyum fosfat tamponu (pH 7.0) icerisinde homojenize edildi. Homojenat 15 000 x g’
de ve +4°C’ de 15 dakika santrifiij edildi. Protein igerigi, Lowry ve ark. (1951), sigir

serum albiimini standart alinarak tayin edildi [43].

2.9. Klorofil ve karotenoid tayini

Deney sonunda beherglaslardan alinan yikanmis orneklerden 0.1 gr tartildi, %80 lik
aseton stok c¢ozeltisi hazirlandi. Her bir 6rnek 10 ml aseton ¢ozeltisinde homojenize
edilerek tiiplere konuldu. Tiiplerdeki ornekler buzdolabinda 48 saat karanlik ortamda
bekletildi. 48 saat sonunda 4000 x g’ de 10 dakika santrifiij edildi ve 480, 510, 645, 663
nm’ de absorbans degerleri belirlendi. Klorofil iceriginin hesaplanmasinda Arnon
(1949), karotenoid igeriginin hesaplanmasinda ise Duxbury ve Yentsch (1956)’in

ongordiigii formiiller kullanildi [44, 45].

2.10. Prolin tayini

Prolin miktarinin belirlenmesinde, Bates (1973)’i{in belirledigi metot kullanild1 [46]. 0.3
gr bitki ornekleri tartildi, her bir 6rnek icin %3 liik siilfosalisilik asitten 5 ml alinarak
tartilan bitki havanda homojenize edilerek cam tiiplere aktarildi. Daha sonra 5000 x g’
de 10 dakika santrifiij edilerek siipernatanttan 2 ml alindi ve 2 ml asetik asit (glasiyal
asetik asit) eklenerek calkalayicida karigtirildi. Son olarak 2 ml ninhidrin eklendi ve

calkalandi. Kor olarak toluenin 520 nm’ de absorbans degerleri kullanidi.
2.11. Antioksidan Enzim Tayini

SOD aktivitesini belirlemek i¢in, 20mM sodium fosfat (pH 7.5), 10 mM metiyonin, 0.1
mM EDTA, 0.1 mM nitro blue tetrazolium (NBT), 5 mM riboflavin ve 50 ug mL!

enzim ekstrakti iceren reaksiyon karisimi son hacim 3 ml olarak hazirlandi. SOD
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aktivitesi, 560 nm’de Olciilen NBT nin % 50’sinin inhibisyonu i¢in gereken enzim
miktar1 olarak ifade edilmistir.

Katalaz (CAT) aktivitesini 6l¢gmek i¢in 50 mM Tris-HCI (pH 7.0), 0.1 mM EDTA, 1
mM fenil metil siilfonil floriir (PMSF) ve 1% PVP iceren ekstraksiyon buffer hazirlandi.
2.5 mL 50 mM Sodyum fosfat tamponu (pH 7.0), 300 uL 20 mM H,0O, ve esdeger
enzim iceren reaksiyon karisimi hazirlandi. 240 nm’de 6lciim yapildi. Enzim aktivitesi

inite/mg protein olarak verildi.

2.12. istatistik

Deneyler ii¢ tekrarli olarak yapildi (n=3). Datalarin normal dagilip dagilmadigini ve
varyanslarin homojenligini test etmek icin Kolmogorov-Smirnov ve Levene testleri
kullanildi. Varyanslarin heterojenitesi durumunda ise datalara In (x+1) doniisiimii
uygulandi. Uygulamalar arasindaki farkliligin 6nemliligini test etmek icin ANOVA ve
post-hoc Tukey tesleri yapildi. Siire ve konsantrasyonun her parametre iizerine etki
biiyiikliiklerini ve Onemliligi test etmek icin iki yolii varyans analizi (Two-way
ANOVA) vyapildi. Siire ve konsantrasyonun sinerjistik veya antogonistik etkilerini
belirlemek icin kismi eta kare (partial n?) de@eri hesaplandi. Ayrica calisilan
parametreler ile Cr akiimiilasyonu arasindaki iligkiyi belirlemek i¢in korelasyon testi
yapildi. Istatistiksel onemlilik esik degeri olarak 0.05 kabul edildi. Tiim istatistiksel
analizler SPSS 15.0 paket programu ile yapildi.



3. BOLUM

BULGULAR

(13.89 mg g"'dw), Cr(VI) uygulamasi icin ise 10mM 7 giin uygulamasinda (14.26 mg g

Bu calismada, Cr(III) uygulamasi i¢in en yiiksek Cr akiimiilasyon 10 mM ve 7 giin
'dw) tespit edilmistir (Sekil 3.1, 3.2).

3.1. Akiimiilasyon

H1dB2d8N4dR7d

A,
R
Vi

18

15 -

1mM 2mM 5mM 10mM

Kontrol

Sekil 3. 1. Farkli siire ve konsantrasyonlarda Cr(Ill)’e maruz birakilmis C. demersum

bitkisinde Cr akiimiilasyonu (Degerler, 3 tekrarin ortalamasidir. Vertikal

cubuklar standart hata degerlerini gostermektedir).
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Kontrol

Sekil 3. 2. Farkli siire ve konsantrasyonlarda Cr(VI)’ya maruz birakilmis C. demersum

bitkisinde Cr akiimiilasyonu (Degerler, 3 tekrarin ortalamasidir. Vertikal

cubuklar standart hata degerlerini gostermektedir).

icin belirlenen Cr akiimiilasyonunun 5 mM uygulamasina gore istatistiksel olarak

Istatistiksel analiz sonuclarma gore Cr(IIl) uygulamas icin, Cr akiimiilasyonunun siire
bagimli oldugu belirlenmistir (p<0.05) (Tablo 3.1). Ancak, 2 mM Cr(III) uygulamasi

yiiksek bulunmugtur (Tablo 3.2).
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Tablo 3. 2. Tukey analiz sonuglarina gore Cr(III) maruziyetinde krom akiimiilasyonu
icin konsantrasyon degiskenine bagli olarak olusan alt gruplar. (Degerler,
homojen alt gruplarinin ortalama degerlerini gostermektedir).

Alt grup
Konsantrasyon n I 5 3 n
0 12 0.026
1 12 6.88949
2 12 9.93513
5 12 8.2196
10 12 10.19682

Cr(VI) uygulamasinda 1 ve 2 giin uygulamalar1 arasinda 6nemli bir fark bulunamamas,
ancak 4 ve 7 giin uygulamalari ise 1 ve 2 giin uygulamalarindan yiiksek bulunmustur. 4
ve 7 giin uygulamalart arasinda da onemli bir istatistiksel fark bulunamamistir (Tablo
3.3). Yine Cr(VI) uygulamasinin konsantrasyon bagimli oldugu belirlenmistir (Tablo

3.4).

Tablo 3. 3. Tukey analiz sonuglarina gore Cr(VI) maruziyetinde krom akiimiilasyonu
icin giin degiskenine bagli olarak olusan alt gruplar. (Degerler, homojen alt
gruplarinin ortalama degerlerini gostermektedir).

. Alt grup
Giin n I >

1 15 4.21799

2 15 5.02085

4 15 6.8269

7 15 8.13022

Tablo 3. 4. Tukey analiz sonuglarina gore Cr(VI) maruziyetinde krom akiimiilasyonu
icin konsantrasyon degiskenine bagli olarak olusan alt gruplar. (Degerler,
homojen alt gruplarinin ortalama degerlerini gostermektedir).

Alt grup
Konsantrasyon n 1 5 3 1 5
0 12 0.02485
1 12 4.03422
2 12 6.14829
5 12 8.01593

10 12 12.02167
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Tablo 3.5’ten goriildiigi gibi, Cr(Ill) uygulamasinda hem uygulama siiresi (n2:0.958,
p<0.001) hem de konsantrasyonun (n°=0.978, p<0.001) Cr akiimiilasyonu iizerinde
onemli etkiye sahip oldugu belirlenmistir. Ayrica, Cr akiimiilasyonu iizerine onemli
diizeyde konsantrasyon-siire interaksiyonu belirlenmistir (n2:0.882, p<0.001). Cr(VI)
uygulamasinda benzer olarak Cr akiimiilasyonu iizerine hem konsantrasyon (n2:0.897,
p<0.001) hem de siire (112=O.56, p<0.001) etkili oldugu belirlenmistir. Ancak, Cr(VI)
uygulamasi icin 6nemli diizeyde siire-konsantrasyon interaksiyonu belirlenememistir

(n?=0.328, p=0.122).

Tablo 3. 5. Cr(IIT) ve Cr(VI) nin siire, konsantrsyon, siire-konsantrasyon etkisi

Cr (IIT) Cr (VD
d.f. F P Effect d.f. F P Effect
size* size*

Akiimiilasyon
Uygulama siiresi 3 304.481 <0.001 0.958 3 16.985 <0.001  0.560
Konsantrasyon 4 448.164  <0.001  0.978 4 87.124 <0.001  0.897
Uygulama siiresi x 12 24.809 <0.001  0.882 12 1.630 0.122 0.328
Konsantrasyon
GBO
Uygulama siiresi 3 54.369 <0.001 0.803 3 13.258 <0.001  0.499
Konsantrasyon 4 22.334 <0.001  0.691 4 104.009  <0.001 0912
Uygulama siiresi x 12 6.201 <0.001  0.650 12 2.999 0.004 0.474
Konsantrasyon
EC
Uygulama siiresi 3 59.497 <0.001 0.817 3 5.876 0.002 0.306
Konsantrasyon 4 202.235  <0.001  0.953 4 94.457 <0.001  0.904
Uygulama siiresi x 12 11.168 <0.001  0.770 12 2.187 0.032 0.396
Konsantrasyon
MDA
Uygulama siiresi 3 0.722 0.545 0.051 3 19.239 <0.001  0.591
Konsantrasyon 4 30.358 <0.001 0.752 4 171.651  <0.001  0.945
Uygulama siiresi x 12 1.326 0.243 0.285 12 6.917 <0.001 0.675
Konsantrasyon
Klorofil a
Uygulama siiresi 3 44.358 <0.001 0.769 3 11.057 <0.001 0453
Konsantrasyon 4 92.256 <0.001  0.902 4 66.629 <0.001 0.870
Uygulama siiresi x 12 3.710 0.001 0.527 12 1.302 0.255 0.281
Konsantrasyon
Klorofil b
Uygulama siiresi 3 48.118 <0.001 0.783 3 6.913 0.001 0.341
Konsantrasyon 4 88.629 <0.001  0.899 4 26.320 <0.001  0.725
Siire x kons. 12 8.296 <0.001 0.713 12 0.955 0.506 0.223

Karotenoid




32

Tablo 3.5’in devami

Uygulama siiresi 3 16.705 <0.001  0.556 3 18.487 <0.001  0.581
Konsantrayon 4 32.907 <0.001 0.767 4 66.539 <0.001  0.869
Uygulama siiresi x 12 1.498 0.165 0.310 12 2.019 0.048 0.377
Konsantrasyon

Prolin

Uygulama siiresi 3 2.878 0.048 0.178 3 1.005 0.400 0.70
Konsantrasyon 4 34913 <0.001 0.777 4 188.302  <0.001  0.950
Uygulama siiresi x 12 1.141 0.357 0.255 12 1.473 0.175 0.307
Konsantrasyon

Protein

Uygulama siiresi 3 2.218 0.101 0.143 3 7.512 <0.001  0.360
Konsantrasyon 4 16.862 <0.001 0.628 4 86.340 <0.001  0.896
Uygulama siiresi x 12 6.133 <0.001  0.648 12 7.435 <0.001  0.690
Konsantrasyon

SOD

Uygulama siiresi 3 26.366 <0.001 0.664 3 3.178 0.034 0.192
Konsantrasyon 4 12.763 <0.001  0.561 4 28.089 <0.001  0.737
Uygulama siiresi x 12 22.405 <0.001 0.870 12 2.750 0.008 0.452
Konsantrasyon

CAT

Uygulama siiresi 3 157.627  <0.001  0.922 3 545.607 <0.001 0976
Konsantrasyon 4 23.416 <0.001  0.701 4 415726  <0.001  0.977
Uygulama siiresi x 12 130.356  <0.001  0.975 12 296.906 <0.001 0.989
Konsantrasyon

3.2. Goreceli Biiyiime Oram (GBO)

Cr(IIl) uygulamasi icin hi¢bir uygulamada negatif deger bulunmazken (Sekil 3.3),
Cr(VI) uygulanmasinda negatif degerler gozlenmistir (Sekil 3.4). Cr(III) uygulamasinda
en yliksek GBO degeri 2 mM 2 giin uygulamasinda (8.61), Cr(VI) uygulamasi icin ise
kontrol 2 giin uygulamasinda (4.45) bulunmustur. En diisiik GBO degerleri ise hem
Cr(Ill) hem de Cr(V]) i¢in 7 giin 10 mM uygulamasinda gozlenmistir (Cr(II): 0.37;
Cr(VI): -4.26). Yapilan varyans analizi sonuglarina gore 2 giin Cr(IlI) uygulamasindaki
GBO degerlerinin diger uygulamalara gore daha yiiksek oldugu belirlenmistir (Tablo
3.6). Ayrica, 10mM Cr(III) uygulamasinda elde edilen GBO degerlerinin diger
uygulamalardan diisiik oldugu belirlenmistir (p<0.05) (Tablo 3.7). Cr(VI) uygulamasi
icin 1 ve 2 giin uygulamalarinin, 4 ve 7 giin uygulamalarma gore yiiksek oldugu (Tablo
3.8), ayrica konsantrasyon artisina bagli olarak GBO degerlerinin 6nemli diizeyde
azaldig gozlenmistir (Tablo 3.9). Hem Cr(III) hem de Cr(VI) uygulamasinda hem siire

hemde konsantrasyonun etkili oldugu, ayrica her iki uygulama icin siire-konsantrasyon
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etkilesiminin 6nemli oldugu belirlenmigtir (Tablo 3.5). Cr akiimiilasyonu ile GBO

-0,222,

degerleri arasinda Cr(IIl) icin istatistiksel bir korelasyon bulunamazken (r

p>0.05) Cr (VI) icin GBO degerleri ile Cr akiimiilasyonu arasinda onemli bir iligki

-0,795, p<0.01) (Tablo 3.10).

belirlenmistir (r:

(- P%) "od

1mM 2mM 5mM 10mM

Kontrol

Sekil 3. 3. Farkl siire ve konsantrasyonlarda Cr(III)’e maruz birakilmis C. demersum

bitkisinde goreceli biiyiime orami (Degerler, 3 tekrarin ortalamasidir.

Vertikal ¢ubuklar standart hata de

gerlerini gostermektedir).
bitkisinde goreceli biiyiime oram1 (Degerler, 3 tekrarin ortalamasidir.

Vertikal cubuklar standart hata degerlerini gostermektedir).

Sekil 3. 4. Farkl siire ve konsantrasyonlarda Cr(VI)’ya maruz birakilmis C. demersum
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Tablo 3. 6. Tukey analiz sonuglarina gore Cr(Ill) maruziyetinde GBO igin giin
degiskenine bagli olarak olusan alt gruplar. (Degerler, homojen alt
gruplarinin ortalama degerlerini gostermektedir).

. Alt grup
Giin n I 5

1 15 2.84

2 15 6.38

4 15 3.12

7 15 2.7

Tablo 3. 7. Tukey analiz sonucglarina gore Cr(Ill) maruziyetinde GBO igin
konsantrasyon degiskenine bagli olarak olusan alt gruplar. (Degerler,
homojen alt gruplarinin ortalama degerlerini gostermektedir).

Alt grup
Konsantrasyon n 1 > 3 1 5
0 12 4.15 4.15
1 12 4.47 4,47
2 12 4.88
5 12 3.63
10 12 1.6630

Tablo 3. 8. Tukey analiz sonuclarima gore Cr(VI) maruziyetinde GBO icin giin
degiskenine bagli olarak olusan alt gruplar. (Degerler, homojen alt
gruplarinin ortalama degerlerini gostermektedir).

. Alt grup
Giin n 1 5

1 15 0.1802

2 15 0.4900

4 15 -0.7840

7 15 -1.5060

Tablo 3. 9. Tukey analiz sonuglarma gore Cr(VI) maruziyetinde GBO igin
konsantrasyon degiskenine bagli olarak olusan alt gruplar. (Degerler,
homojen alt gruplarinin ortalama degerlerini gostermektedir).

Alt grup
Konsantrasyon n I > 3 ) 5
0 12 3.9200
1 12 0.8275
2 12 -1.0673
5 12 -2.07
10 12 -2.9850
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Tablo 3. 10. Krom akiimiilasyonu ile diger ol¢iim parametreleri arasinda bulunan

iliskiler.
Cr(Ill) akiimiilasyonu Cr(V]) akiimiilasyonu

GBO -0.22 079577
EC 0.364"" 0.8747
MDA 0.649"" 0.864""
Kla -0.883"" -0.796""
Klb -0.780"" -0.726"7
Karotenoid -0.816"" -0.823"7
Prolin -0.555"" 0.726""
Protein -0.454" -0.306"
SOD 0.403"" 0.149
CAT -0.150 0.4857"
**p<0.01

* p< 0.05

3.3. Elektriksel iletkenlik (EC)

Cr(IIT) uygulamas: icin en yiiksek EC degeri, 2 giin 10 mM uygulamasinda (116,85
mmhos cm™ g fw), Cr(VI) uygulamasi i¢in ise 7 giin 10 mM uygulamasinda (29,87
mmhos cm” g fw) gozlenmistir (Sekil 3.5, 3.6). 1 giin Cr(IIl) uygulamasindan elde
edilen EC degerlerinin diger uygulama periyotlarindan biiyilk oldugu belirlenmistir
(Tablo 3.11). Ayrica 10 mM uygulamasindaki EC degerlerinin diger uygulamalara gore
yiiksek oldugu bulunmustur (Tablo 3.12). Cr(VI) uygulamasi icin, EC degerlerinin 7
giin uygulamasinda 1 giin uygulamasina gore yiiksek oldugu (Tablo 3.13) ve EC
degerlerinin konsantrasyon artisina paralel olarak arttigi belirlenmistir (p<0,05) (Tablo
3.14). Tablo 3.5’ ten goriildiigii iizere, EC iizerine konsantrasyon ve siirenin tekli ve
birlikte etkisi belirlenmistir. Fakat Cr(Ill) uygulamas1 i¢in sinerjistik etkinin, Cr(VI)
uygulamasina gore yiiksek oldugu belirlenmistir. Cr akiimiilasyonu ile EC degerleri
arasinda hem Cr(Ill) (r=0,364, p<0.01) hemde Cr(VI) (r=0,874, p<0.01) icin Onemli
korelasyonlar belirlenmistir (Tablo 3.10).
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Tablo 3. 11. Tukey analiz sonuglarina gore Cr(Ill) maruziyetinde EC ig¢in giin
degiskenine bagli olarak olusan alt gruplar. (Degerler, homojen alt
gruplarinin ortalama degerlerini gostermektedir).

Giin n Alt grup
1 2 3
1 15 12.9
2 15 10.33
4 15 9.29
7 15 9.85 9.85

Tablo 3. 12. Tukey analiz sonuglarina gére Cr(IIl) maruziyetinde EC i¢in konsantrasyon
degiskenine baglh olarak olusan alt gruplar. (Degerler, homojen alt
gruplarinin ortalama degerlerini gostermektedir).

Alt grup
Konsantrasyon n 1 > 3 1 5
0 12 6.05
1 12 94
2 12 11.27
5 12 11.1
10 12 15.15

Tablo 3. 13. Tukey analiz sonuclarma gore Cr(VI) maruziyetinde EC ig¢in giin
degiskenine bagli olarak olusan alt gruplar. (Degerler, homojen alt
gruplarinin ortalama degerlerini gostermektedir).

Giin n Alt grup
1 2
1 15 15.99
2 15 18.09 18.09
4 15 17.27 17.27
7 15 19.57

Tablo 3. 14. Tukey analiz sonuclarina gore Cr(VI) maruziyetinde EC i¢in konsantrasyon
degiskenine bagli olarak olusan alt gruplar. (Degerler, homojen alt
gruplarinin ortalama degerlerini gostermektedir).

Alt grup

Konsantrasyon n I > 3 1 5
0 12 7.92
1 12 15.35
2 12 18.3
5 12 21.27

10 12 25.82
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3.4. Lipit Peroksidasyonu (MDA)

Hem Cr(Ill) hem de Cr(VI) uygulamalar: i¢in en yiiksek MDA degeri 7 giin 10 mM
uygulamasinda gozlenmistir ( Cr(III) icin: 24,84 pmol g fw; Cr(VI) icin 26,27 umol g
! fw ) (Sekil 3.7, 3.8). Cr(IIl) uygulamasinda MDA miktarlari bakimindan siirenin etkili
olmadig1 (Tablo 3.15), ancak konsantrasyon artisina bagl olarak MDA diizeylerinin
arttig1 belirlenmistir (Tablo 3.16). Cr(VI) uygulamas: i¢in, 2 giin uygulamasindaki
MDA degerlerinin diger uygulama siirelerine gore diisik oldugu (Tablo 3.17),
konsantrasyon artisina bagli olarakta MDA degerlerinin arttigi tespit edildi (Tablo
3.18). Cr(III) uygulamasinda MDA icerigi iizerine siirenin énemli etkisi belirlenmisken,
konsantrasyonun 6nemli bir etkisinin oldugu belirlendi. Ayrica MDA icerigi lizerine
sire ve konsantrasyonun sinerjistik etkisi de belirlenmedi. Ancak, Cr(VI)
uygulamasinda siire ve konsantrasyonun hem tekli hem de kombine etkisinin oldugu
belirlendi (Tablo 3.5). Ayrica, MDA diizeyleri {izerine konsantrasyonun siireden daha
fazla etkiledigi belirlenmistir. Cr akiimiilasyonu ile MDA degerleri arasinda hem Cr(III)
(r=0,649, p<0.01) hemde Cr(VI) (r=0,864, p<0.01) i¢in korelasyonun 6nemli oldugu
belirlendi (Tablo 3.10).
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Sekil 3. 7. Farkli siire ve konsantrasyonlarda Cr(Ill)’e maruz birakilmis C. demersum
bitkisinde MDA birikimi (Degerler, 3 tekrarin ortalamasidir. Vertikal
cubuklar standart hata degerlerini gostermektedir).
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Sekil 3. 8. Farkli siire ve konsantrasyonlarda Cr(VI)’ya maruz birakilmis C. demersum
bitkisinde MDA birikimi (Degerler, 3 tekrarin ortalamasidir. Vertikal
cubuklar standart hata degerlerini gostermektedir).

Tablo 3. 15. Tukey analiz sonuclarina gore Cr(III) maruziyetinde MDA i¢in giin
degiskenine bagli olarak olusan alt gruplar. (Degerler, homojen alt
gruplarinin ortalama degerlerini gostermektedir).

Giin n 1 Alt grup
1 15 18.22
2 15 18.14
4 15 19
7 15 19

Tablo 3. 16. Tukey analiz sonuglarma gore Cr(Ill) maruziyetinde MDA i¢in
konsantrasyon degiskenine bagli olarak olusan alt gruplar. (Degerler,
homojen alt gruplarinin ortalama degerlerini gostermektedir).

Alt grup
Konsantrasyon n 1 5 3 1
0 12 13.64
1 12 16.88
2 12 19.87
5 12 19.74

10 12 22.81
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Tablo 3. 17. Tukey analiz sonuglarina gore Cr(VI) maruziyetinde MDA i¢in giin
degiskenine bagli olarak olusan alt gruplar. (Degerler, homojen alt
gruplarinin ortalama degerlerini gostermektedir).

. Alt grup
Giin n I 5

1 15 16.29

2 15 14.65

4 15 17.11

7 15 17.3

Tablo 3. 18. Tukey analiz sonuglarina gore Cr(VI) maruziyetinde MDA ig¢in
konsantrasyon degiskenine bagl olarak olusan alt gruplar. (Degerler,
homojen alt gruplarinin ortalama degerlerini gostermektedir).

Alt grup
Konsantrasyon n 1 5 3 1 5
0 12 11.88
1 12 13.54
2 12 15.82
5 12 18.41
10 12 22.03

3.5. Fotosentetik Pigmentler

3.5.1. Klorofil a

En diisiik klorofil a diizeyine Cr(Ill) i¢in 0,17 mg g-1 dw ile 2 mM ve 7 giin, Cr(VI) i¢in
ise 0,13 mg g-1 ile 7 giin 10 mM uygulamasinda rastlanmistir (Sekil 3.9, 3.10). Cr(III)
uygulamast i¢in klorofil a diizeylerinin, uygulama siiresine baglh olarak diistiigii
belirlenmistir (Tablo 3.19). Benzer sekilde Cr(IIl) uygulamasinda 2, 5, 10 mM
uygulamalan i¢in elde edilen klorofil a degerleri kontrole gore diisiik bulunmustur
(Tablo 3.20). Cr(VI) uygulamas: icin ise 7 giin uygulamasinda elde edilen degerlerin
diger uygulamalara gore diisiik oldugu (Tablo 3.21) ve tiim uygulama konsantrasyonlari
icin elde edilen klorofil a degerlerinin, kontrole gore diisiik oldugu belirlenmistir (Tablo
3.22). Siire ve konsantrasyonun klorofil a tizerine hem Cr(III) hemde Cr(VI) i¢in 6nemli
diizeyde etkili oldugu, ayrica, klorofil a miktar1 iizerinde konsantrasyonun siireden daha
fazla etkiye sahip oldugu belirlenmistir (Tablo 3.5). Cr akiimiilasyonu ile kolorofil a
degerleri arasinda hem Cr(III) (r=-0,883, p<0.01) hemde Cr(VI) (r=-0,796, p<0.01) i¢in

onemli korelasyonlar belirlenmistir (Tablo 3.10).
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Tablo 3. 19. Tukey analiz sonuclarina gore Cr(III) maruziyetinde klorofil a icin giin
degiskenine bagli olarak olusan alt gruplar. (Degerler, homojen alt
gruplarinin ortalama degerlerini gostermektedir).

.. Alt gru
Giin n I 5 grup 3
1 15 0.42
2 15 0.37
4 15 0.29
7 15 0.23

Tablo 3. 20. Tukey analiz sonuclarina gore Cr(IlI) maruziyetinde klorofil a icin
konsantrasyon degiskenine bagli olarak olusan alt gruplar. (Degerler,
homojen alt gruplarinin ortalama degerlerini gostermektedir).

Alt grup
Konsantrasyon n 1 5 3
0 12 0.53
1 12 0.37
2 12 0.28
5 12 0.25
10 12 0.25

Tablo 3. 21. Tukey analiz sonuclarina gore Cr(VI) maruziyetinde klorofil a icin giin
degiskenine bagli olarak olusan alt gruplar. (Degerler, homojen alt
gruplarinin ortalama degerlerini gostermektedir)

.. Alt gru
Giin n I > grup 3

1 15 0.36

2 15 0.3

4 15 0.30 0.30

7 15 0.23

Tablo 3. 22. Tukey analiz sonuglarima gore Cr(VI) maruziyetinde klorofil a igin
konsantrasyon degiskenine bagli olarak olusan alt gruplar. (Degerler,
homojen alt gruplarinin ortalama degerlerini gostermektedir).

Alt grup
Konsantrasyon n 1 5 3 1
0 12 0.52
1 12 0.35
2 12 0.26
5 12 0.21 0.21

10 12 0.16
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3.5.2. Klorofil b

En diisiik klorofil b diizeyine Cr(IlI) i¢in 0,06 mg g-1 dw ile 10 mM ve 4 giin, Cr(VI)
icin ise 0,05 mg g-1 ile 7 giin 10 mM uygulamasinda rastlanmistir (Sekil 3.11, 3.12).
Cr(Ill) uygulamasinda 1 ve 2 giin uygulama periyotlar1 i¢in klorofil b diizeyleri
acisindan 6nemli bir fark bulunamamis, ancak 4 ve 7 giin uygulamalarindaki klorofil b
diizeyleri 1 ve 2 giin uygulamalarindan diisilk bulunmustur (Tablo 3.23). Ayrica
Klorofil b degerlerinin konsantrasyon artigina paralel olarak arttig1 belirlenmistir (Tablo
3.24). Cr(V]) uygulamasinda ise 7 giin uygulamasi periyodunda elde edilen degerlerin
kontrole gore diisiik oldugu belirlenmistir (Tablo 3.25). Ayrica, 2, 5 ve 10 mM Cr(VI)
uygulamalari i¢in elde edilen Klorofil b degerlerinin kontrole gore diisiik oldugu tespit
edilmistir (Tablo 3.26). Siire ve konsantrasyonun klorofil b {izerine hem Cr(III) hemde

Cr(V]) i¢in 6nemli diizeyde etkili oldugu bulunmustur.
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Sekil 3. 11. Farkh siire ve konsantrasyonlarda Cr(Ill)’e maruz birakilmis C. demersum
bitkisinde klorofil b degisimi (Degerler, 3 tekrarin ortalamasidir. Vertikal
cubuklar standart hata degerlerini gostermektedir).
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Sekil 3. 12. Farkli siire ve konsantrasyonlarda Cr(VI)’ya maruz birakilmis C. demersum
bitkisinde klorofil b degisimi (Degerler, 3 tekrarin ortalamasidir. Vertikal
cubuklar standart hata degerlerini gostermektedir).

Tablo 3. 23. Tukey analiz sonuclarina gore Cr(IIl) maruziyetinde klorofil b i¢in giin
degiskenine bagli olarak olusan alt gruplar. (Degerler, homojen alt
gruplarinin ortalama degerlerini gostermektedir).

.. Alt grup
Giin n 1 >

1 15 0.18

2 15 0.17

4 15 0.13

7 15 0.12

Tablo 3. 24. Tukey analiz sonuglarina goére Cr(IIl) maruziyetinde klorofil b igin
konsantrasyon degiskenine bagli olarak olusan alt gruplar. (Degerler,
homojen alt gruplarinin ortalama degerlerini gostermektedir).

Alt grup
Konsantrasyon n 1 5 3 1
0 12 0.21
1 12 0.18
2 12 0.14
5 12 0.12

10 12 0.09
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Tablo 3. 25. Tukey analiz sonuglarina gore Cr(VI) maruziyetinde klorofil b icin giin
degiskenine bagl olarak olusan alt gruplar. (Degerler, homojen alt
gruplarinin ortalama degerlerini gostermektedir).

. Alt grup
Giin n I 5 3

1 15 0.18

2 15 0.16 0.16

4 15 0.15 0.15

7 15 0.13

Tablo 3. 26. Tukey analiz sonuglarina gore Cr(VI) maruziyetinde klorofil b igin
konsantrasyon degiskenine bagli olarak olusan alt gruplar. (Degerler,
homojen alt gruplarinin ortalama degerlerini gostermektedir).

Alt grup
Konsantrasyon n 1 5 3 1
0 12 0.21
1 12 0.19 0.19
2 12 0.16 0.16
5 12 0.14
10 12 0.09

Ayrica, Cr(Ill) uygulamasi igin siire ve konsantrasyonun sinerjistik etkisi gozlenmisken
(112=O.713, p<0.001), Cr(VI) i¢in gozlenmemistir (n2=0.223, p>0.05) (Tablo 3.5). Cr
akiimiilasyonu ile klorofil b degerleri arasinda hem Cr(IIl) (r=-0,78, p<0.01) hemde
Cr(V]) (r=-0,726, p<0.01) icin 6nemli korelasyonlar belirlenmistir (Tablo 3.10).

3.5.3. Karotenoid

En diisiik karotenoid diizeyine Cr(III) icin 0,05 mg g-1 dw ile 10mM ve 4 giin, Cr(VI)
icin ise 7. giin 10 mM uygulamasinda (0,04 mg g-1) rastlanmistir (Sekil 3.13, 3.14).
Klorofil b sonuglarina benzer olarak, Cr(Ill) uygulamasinda 1 ve 2 giin Cr(Ill)
uygulamalar1 arasinda klorofil b diizeyleri acisindan 6nemli bir fark bulunamamus,
ancak 4 ve 7 giin uygulamalarinin 1 ve 2 giin uygulamalarindan diisiik oldugu
belirlenmistir  (Tablo  3.27). Cr(Ill) uygulamasi i¢in, tiim uygulama
konsantrasyonlarinda elde edilen karotenoid miktarlarinin kontrolden istatistiksel olarak
daha diisiik bulunmustur (Tablo 3.28). Cr(VI) uygulamasinda belirlenen karotenoid

miktarlar1 2, 4 ve 7 giin i¢in kontrolden diisiik bulunmus, 7 giin uygulamasinda elde
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edilen degerin 2 ve 4 giin degerlerinden diisiik oldugu belirlenmistir (Tablo 3.29).
Cr(VI) uygulamasinda ise, tiim konsantrasyonlarda elde edilen karotenoid diizeylerinin
kontrole gore diisiik oldugu, ancak 1 ve 2 mM ile 5 ve 10 mM uygulamalar1 arasinda
istatistiki bir farkin olmadigr belirlenmistir (Tablo 3.30). Siire ve konsantrasyonun
karotenoid iizerine hem Cr(Ill) hemde Cr(VI) i¢in 6nemli diizeyde etkili oldugu
bulunmustur. Ayrica, Cr(IIl) uygulamasi icin siire ve konsantrasyonun sinerjistik etkisi
gdzlenmemisken (n°=0.31, p>0.05), Cr(VI) icin sinerjistik etki gozlenmistir (n°=0.377,
p<0.05) (Tablo 3.5). Cr akiimiilasyonu ile karotenoid degerleri arasinda hem Cr(III) (r=-
0,816, p<0.01) hemde Cr(VI) (r=-0,823, p<0.01) icin ©nemli korelasyonlar
belirlenmistir (Tablo 3.10).
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Sekil 3. 13. Farkl siire ve konsantrasyonlarda Cr(III)’e maruz birakilmis C. demersum
bitkisinde karotenoid degisimi (Degerler, 3 tekrarin ortalamasidir. Vertikal
cubuklar standart hata degerlerini gostermektedir).
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Sekil 3. 14. Farkli siire ve konsantrasyonlarda Cr(VI)’ya maruz birakilmis C. demersum
bitkisinde karotenoid degisimi (Degerler, 3 tekrarin ortalamasidir. Vertikal
cubuklar standart hata degerlerini gostermektedir).

Tablo 3. 27. Tukey analiz sonuclarina gore Cr(IlI) maruziyetinde karotenoid i¢in giin
degiskenine bagli olarak olusan alt gruplar. (Degerler, homojen alt
gruplariin ortalama degerlerini gostermektedir).

Gitn N Alt grup
1 2 3
1 15 0.21
2 15 0.18
4 15 0.13
7 15 0.11

Tablo 3. 28. Tukey analiz sonuglarina gore Cr(III) maruziyetinde karotenoid igin
konsantrasyon degiskenine bagli olarak olusan alt gruplar. (Degerler,
homojen alt gruplarinin ortalama degerlerini gostermektedir).

Konsantrasyon n 1 > Alt 3grup 1
0 12 0.28
1 12 0.17
2 12 0.12 0.12
5 12 0.13 0.13

10 12 0.09
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Tablo 3. 29. Tukey analiz sonuglarina gore Cr(VI) maruziyetinde karotenoid i¢in giin
degiskenine bagli olarak olusan alt gruplar. (Degerler, homojen alt
gruplarinin ortalama degerlerini gostermektedir).

. Alt grup
Giin n 1 > 3

1 15 0.22

2 15 0.18

4 15 0.16

7 15 0.12

Tablo 3. 30. Tukey analiz sonuglarina gore Cr(VI) maruziyetinde karotenoid igin
konsantrasyon degiskenine bagli olarak olusan alt gruplar. (Degerler,
homojen alt gruplarinin ortalama degerlerini gostermektedir).

Alt grup
Konsantrasyon n I 5 3 n

0 12 0.31

1 12 0.19

2 12 0.17

5 12 0.11
10 12 0.08

3.6. Prolin

En diisiik prolin diizeyine Cr(III) i¢in 0,005 mg g1 dw ile 10mM ve 4 giin, Cr(V]) i¢in
ise 1. giin 10 mM uygulamasinda (0,001 mg g') rastland1 (Sekil 3.15, 3.16). Bu
calismanin bulgularina gére, Cr(III) uygulamasinda hem siire (n* = 0,178, p<0,05) hem
de konsantrasyonun (n220,777, p<0,001) etkili oldugu belirlenirken, Cr(VI)
uygulamasinda prolin igerigindeki degisimde sadece konsantrasyonun etkili oldugu
(112=O,950, p<0,001) belirlendi (Tablo 3.5). Hem Cr(IIl) hem de Cr(VI) uygulamalari
icin siire ve konsantrasyonun sinerjistik etkisi belirlenmedi. Cr(III) uygulamasi i¢in 2, 5
ve 10 mM uygulamalarindaki prolin diizeylerinin kontrol drneklerine gore diisiik oldugu
belirlendi (Tablo 3.31 ve 3.32). Cr(VI) uygulamasi i¢in uygulama siiresi degisiminin
prolin diizeylerini degistirmedigi belirlendi (Tablo 3.33) fakat, 2, 5 ve 10 mM
uygulamalar1 kontrole gore yiiksek bulundu (Tablo 3.34). Cr akiimiilasyonu ile prolin
degerleri arasinda hem Cr(III) (r=-0,555, p<0.01) hemde Cr(VI) (r=-0,726, p<0.01) i¢in

onemli korelasyonlar belirlenmistir (Tablo 3.10).



49

0,04

1mM

Kontrol

bitkisinde prolin icerigi (Degerler, 3 tekrarin ortalamasidir. Vertikal

Sekil 3. 15. Farkl siire ve konsantrasyonlarda Cr(III)’e maruz birakilmis C. demersum
cubuklar standart hata degerlerini gostermektedir).
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Sekil 3. 16. Farkli siire ve konsantrasyonlarda Cr(VI)’ya maruz birakilmis C. demersum
cubuklar standart hata degerlerini gostermektedir).
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Tablo 3. 31. Tukey analiz sonuglarina gore Cr(IIl) maruziyetinde prolin i¢in giin
degiskenine bagl olarak olusan alt gruplar. (Degerler, homojen alt
gruplarinin ortalama degerlerini gostermektedir).

. Alt grup
Giin n I 5 3

1 15 0.02 0.02

2 15 0.02

4 15 0.01 0.01

7 15 0.01

Tablo 3. 32. Tukey analiz sonuclarina gore Cr(III) maruziyetinde prolin igin
konsantrasyon degiskenine bagli olarak olusan alt gruplar. (Degerler,
homojen alt gruplariin ortalama degerlerini gostermektedir).

Alt grup
Konsantrasyon n I 5 3 n
0 12 0.03
1 12 0.02 0.02
2 12 0.02
5 12 0.01
10 12 0.009

Tablo 3. 33. Tukey analiz sonuglarina gore Cr(VI) maruziyetinde prolin i¢in giin
degiskenine bagli olarak olusan alt gruplar. (Degerler, homojen alt
gruplarinin ortalama degerlerini gostermektedir).

Giin n I Alt grup
1 15 0.01
2 15 0.01
4 15 0.01
7 15 0.01

Tablo 3. 34. Tukey analiz sonuglarmma gore Cr(VI) maruziyetinde prolin igin
konsantrasyon degiskenine bagli olarak olusan alt gruplar. (Degerler,
homojen alt gruplarinin ortalama degerlerini gostermektedir).

Alt grup
Konsantrasyon n I 5 3 n
0 12 0.03
1 12 0.01
2 12 0.004
5 12 0.003

10 12 0.001




3.7. Protein

Tiim uygulamalar arasinda en yiiksek protein igerigi Cr(VI) uygulamasinda 2 mM 4 giin
(18,05) en diisiik ise Cr(IIl) uygulamasinda 1 mM 7 giinde (4,64) olarak bulunmustur
(Sekil 3.17, 3.18). Cr(IIl) uygulamasinda uygulama siiresinin protein icerigi iizerine
onemli bir etkisi belirlenmezken, konsantrasyonun etkili oldugu (n2:0,628, p<0,001)
goriilmiistiir (Tablo 3.5). Cr(VI) uygulamas: i¢in ise tekli ve kombine olarak hem
stirenin hem de konsantrasyonun protein iizerine 6nemli etkisinin oldugu belirlenmistir.
Cr(Ill) uygulamas1 i¢in yapilan post-hoc testi sonucuna gore, uygulama siireleri
acisindan bir farklilik goriilmezken (Tablo 3.35), tiim Cr(III) konsantrasyonlari i¢in elde
edilen protein degerleri kontrole gore diisiik bulunmustur (Tablo 3.36). Cr(VI)

uygulamasi i¢in ise 7 giin Cr(VI) uygulamasmin 1 ve 2 giin uygulamalarina gore daha

diisiik oldugu belirlenmistir (Tablo 3.37).
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Kontrol 1mM

Sekil 3. 17. Farkh siire ve konsantrasyonlarda Cr(Ill)’e maruz birakilmis C. demersum
bitkisinde protein degisimi (Degerler, 3 tekrarin ortalamasidir. Vertikal

cubuklar standart hata degerlerini gostermektedir).
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Kontrol

bitkisinde protein degisimi (Degerler, 3 tekrarin ortalamasidir. Vertikal

Sekil 3. 18. Farkli siire ve konsantrasyonlarda Cr(VI)’ya maruz birakilmis C. demersum
cubuklar standart hata degerlerini gostermektedir).

degiskenine bagli olarak olusan alt gruplar. (Degerler, homojen alt

Tablo 3. 35. Tukey analiz sonuglarina gore Cr(IIl) maruziyetinde protein icin giin
gruplarinin ortalama degerlerini gostermektedir).

Alt grup

Giin

8.90
8.06
8.04
7.6

15
15
15
15
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konsantrasyon degiskenine bagli olarak olusan alt gruplar. (Degerler,

Tablo 3. 36. Tukey analiz sonuglarina gore Cr(IIl) maruziyetinde protein igin
homojen alt gruplarinin ortalama degerlerini gostermektedir).

Alt grup
3
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Tablo 3. 37. Tukey analiz sonuclarina gore Cr(VI) maruziyetinde protein icin giin
degiskenine bagl olarak olusan alt gruplar. (Degerler, homojen alt
gruplarinin ortalama degerlerini gostermektedir).

. Alt grup
Giin n I 5 3

1 15 13.43

2 15 13.21

4 15 12.8 12.8

7 15 11.9

Tablo 3 38. Tukey analiz sonuclarma goére Cr(VI) maruziyetinde protein igin
konsantrasyon degiskenine bagli olarak olusan alt gruplar. (Degerler,
homojen alt gruplarinin ortalama degerlerini gostermektedir).

Alt grup
Konsantrasyon n I > 3 1
0 12 12.06
1 12 14.26
2 12 16.41
5 12 11.74
10 12 9.71

Ayrica Cr(VI) uygulamast i¢in 1 ve 2 mM uygulamalar1 kontrole gore yiiksek
bulunmus, ancak 5 ve 10 mM uygulamalari kontrole gore diisiik cikmustir (Tablo 3.38).
Cr akiimiilasyonu ile protein igerikleri arasinda hem Cr(IIl) (r=-0,454, p<0.01) hemde
Cr(V]) (r=-0,306, p<0.05) icin 6nemli korelasyonlar belirlenmistir (Tablo 3.10).

3.8. Antioksidan Enzimler

En yiiksek SOD aktivitesi Cr(VI) uygulamasinda 5 mM 4 giin (41,5) en yiiksek CAT
aktivitesi ise Cr(VI) uygulamasinda 5 mM 7 giin (9,29) bulunmustur (Sekil 3.20, 3.22).
Cr(IIT) uygulamasi icin 4 ve 7giin uygulamalarinda elde edilen SOD aktivitelerinin 1 ve
2 giin uygulamalarina gore daha biiyiik oldugu belirlenmistir (Tablo 3.39). Ayrica 2, 5
ve 10 mM Cr(IIl) uygulamasinda elde edilen SOD aktivitelerinin kontrole gore yiiksek
oldugu goriilmiistir (Tablo 3.40). Cr(VI) uygulamasi icin, 4 giin uygulamasinda
gozlenen SOD aktivitesi 1 giin uygulamasina gore yiiksek bulunmustur (Tablo 3.41).
Yine Cr(VI) uygulamasi i¢in 1, 2 ve 5 mM uygulamalarinin kontrole gore yiiksek
oldugu belirlenmistir (Tablo 3.42). Cr(Ill) i¢in, CAT aktivitesi 7 giin uygulamas1 diger
uygulamalara gore diisik bulunmustur (Tablo 3.43). Ayrica, 1 mM Cr(Ill)

uygulamasinda elde edilen CAT aktivitesinin, diger uygulama konsantrasyonlarina gore
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10mM

5mM

2mM

1mM

bitkisinde SOD aktivitesi (Degerler, 3 tekrarin ortalamasidir. Vertikal

cubuklar standart hata degerlerini gostermektedir).

Kontrol

diger uygulamalara gore CAT aktivitesini daha fazla arttirmistir (Tablo 3.45). Ayrica,
32

CAT degerleri tiim uygulama konsantrasyonlarinda kontrole gore yiiksek bulunmustur

diisikk oldugu belirlenmistir (Tablo 3.44). Cr(VI) uygulamasinda, 7 giin uygulamasi
(Tablo 3.46).

(ureroid | Buu spun) gOs

Sekil 3. 19. Farkl siire ve konsantrasyonlarda Cr(III)’e maruz birakilmis C. demersum

bitkisinde SOD aktivitesi (Degerler, 3 tekrarin ortalamasidir. Vertikal

Sekil 3. 20. Farkli siire ve konsantrasyonlarda Cr(VI)’ya maruz birakilmis C. demersum
cubuklar standart hata degerlerini gostermektedir).
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bitkisinde CAT aktivitesi (Degerler, 3 tekrarin ortalamasidir. Vertikal

Sekil 3. 21. Farkh siire ve konsantrasyonlarda Cr(Ill)’e maruz birakilmis C. demersum
cubuklar standart hata degerlerini gostermektedir).

i

12

1mM

Kontrol

bitkisinde CAT aktivitesi (Degerler, 3 tekrarin ortalamasidir. Vertikal

Sekil 3. 22. Farkli siire ve konsantrasyonlarda Cr(VI)’ya maruz birakilmis C. demersum
cubuklar standart hata degerlerini gostermektedir).
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Tablo 3. 39. Tukey analiz sonuglarima gore Cr(Ill) maruziyetinde SOD igin giin
degiskenine bagli olarak olusan alt gruplar. (Degerler, homojen alt
gruplarinin ortalama degerlerini gostermektedir).

. Alt grup
Giin n I >

1 15 26.75

2 15 26.42

4 15 27.43

7 15 27.73

Tablo 3. 40. Tukey analiz sonuglarina goére Cr(IlI) maruziyetinde SOD ig¢in
konsantrasyon degiskenine bagl olarak olusan alt gruplar. (Degerler,
homojen alt gruplarinin ortalama degerlerini gostermektedir).

Alt grup
Konsantrasyon n 1 5 3 1
0 12 26.53
1 12 26.62
2 12 27.48
5 12 27.41
10 12 27.39

Tablo 3. 41. Tukey analiz sonuglarina gore Cr(VI) maruziyetinde SOD icin giin
degiskenine bagli olarak olusan alt gruplar. (Degerler, homojen alt
gruplarinin ortalama degerlerini gostermektedir).

.. Alt grup
Giin n 1 >

1 15 29.48

2 15 32.44 32.44

4 15 32.64

7 15 32.06 32.06

Tablo 3. 42. Tukey analiz sonuclarma gore Cr(VI) maruziyetinde SOD igin
konsantrasyon degiskenine bagli olarak olusan alt gruplar. (Degerler,
homojen alt gruplarinin ortalama degerlerini gostermektedir).

Alt grup
Konsantrasyon n I > 3 1
0 12 27.35
1 12 31.92
2 12 37.33
5 12 35.5 35.5

10 12 26.19
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SOD ve CAT enzimleri i¢in hem Cr(III) hem de Cr(VI) uygulamalarinda uygulama
siiresi ve konsantrasyonun hem tekli hem de kombine etkisinin oldugu belirlenmistir
(Tablo 3.5). Cr(Ill) uygulamasinda Cr akiimiilasyonu ile SOD aktivitesi arasinda pozitif
onemli (n2:0,403, p<0,01) iliski bulunurken, CAT aktivitesi ile 6nemli bir iliski
belirlenememistir. Cr(VI) uygulamasinda Cr akiimiilasyonu ile CAT aktivitesi arasinda
pozitif ve Onemli (n2=0,485, p<0,01) iliski bulunurken, SOD ile arasinda bir iliski
bulunamamuistir (Tablo 3.10).

Tablo 3. 43. Tukey analiz sonuglarina gore Cr(IIl) maruziyetinde CAT icin giin
degiskenine bagli olarak olusan alt gruplar. (Degerler, homojen alt
gruplarinin ortalama degerlerini gostermektedir).

.. Alt gru
Giin n 1 5 gip 3

1 15 4.80

2 15 5.27

4 15 4.77

7 15 4.35

Tablo 3. 44. Tukey analiz sonuclarina gore Cr(III) maruziyetinde CAT igin
konsantrasyon degiskenine bagli olarak olusan alt gruplar. (Degerler,
homojen alt gruplarinin ortalama degerlerini gostermektedir)

Alt gru
Konsantrasyon n 1 > § P 1
0 12 4.717
1 12 4.54
2 12 4.98
5 12 4.85 4.85
10 12 4.85 4.85

Tablo 3. 45. Tukey analiz sonuglarina gore Cr(VI) maruziyetinde CAT icin giin
degiskenine bagli olarak olusan alt gruplar. (Degerler, homojen alt
gruplarinin ortalama degerlerini gostermektedir).

.. Alt eru
Gin n 1 2 = 3 4
1 15 4.96
2 15 6.15
4 15 5.82
7 15 6.63




58

Tablo 3. 46 Tukey analiz sonuglarina gore Cr(VI) maruziyetinde CAT igin
konsantrasyon degiskenine bagli olarak olusan alt gruplar. (Degerler,
homojen alt gruplarinin ortalama degerlerini gostermektedir).

Alt grup
Konsantrasyon n 1 > 3 1
0 12 4.9
1 12 5.54
2 12 6.48
5 12 6.54

10 12 5.98




4. BOLUM

SONUC, TARTISMA VE ONERILER

4.1. Cr Akiimiilasyon

C. demersum Kkirletilmis sularin bitkilerce arittminda siklikla kullanilan bir sucul bitkidir
ve yapilan ¢alismalar Cd, Cu, Pb, As gibi agir metalleri 6nemli miktarda biriktirebildigi
belirlenmistir [24, 26, 27, 28]. C. demersum’un yaygin olarak kullanilmasinin temel
nedeni koksiiz olmasi, tiim viicut yiizeyinin suya temas etmesi, etkin bir fotosentetik

aktiviteye sahip olmasi, genis yayilisl olmasidir [25, 26, 47].

Cr akiimiilasyonunda, Cr’un eksternal konsantrasyonu, olusturdugu kimyasal
kompleksin yapis1 ve degerligi gibi bircok faktor etkilidir [48]. Bu calismada Cr(VI)’ya
maruz birakilan C. demersum’un Cr(Ill)’e maruz birakilana gore daha fazla Cr
biriktirdigi belirlenmistir. Farkliligin nedeni, Cr(VI)’nin siilfat ve demir gibi esansiyel
iyonlarla birlikte alinmasi, buna karsilik Cr(III) alinimimin metabolik enerjiye bagh
olmamasi ile agiklanabilir [49]. Benzer sekilde, Zayed ve ark. (1998), Cr(VI) ya maruz
birakilan sebzelerin Cr(Ill)’e maruz birakilanlara gore daha fazla miktarda Cr’u

biriktirdigini belirlemislerdir [50].

Cr akiimiilasyonunun siire ve konsantrasyon bagimli oldugu bilinmektedir [51]. Yapilan
onceki caligmalarda, bitkinin maruz kaldigi metal konsantrasyonu ile biriken metal
konsantrasyonu arasinda genellikle 6nemli bir korelasyon oldugu belirlenmistir [24, 26].
Bizim calismamizda da uygulama konsantrasyonu ile biriktirilen Cr arasinda 6nemli bir
korelasyon belirlenmistir. Bu durum bize bitkinin Cr akiimiilasyon yeteneginin yiiksek
oldugunu gostermektedir. Bu calismada buna ek olarak, uygulama periyodunun da
metal akiimiilasyonu iizerine oldukca ©Onemli diizeyde etkili oldugu belirlenmistir.

Ancak hem Cr(Ill) hemde Cr(VI) uygulamalar1 icin, Cr akiimiilasyonu iizerine
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konsantrasyonun siireden daha etkili oldugu ilk kez bu calismada ortaya cikarilmistir.
Benzer bir ¢alismada, Duman ve ark. (2010), As(V) maruziyetinde As akiimiilasyonu
tizerine konsantrasyonun siireden daha etkili oldugunu belirlemislerdir [52]. Cr(VI)
uygulamast i¢in siire ve konsantrasyonun sinerjistik etkiye sahip olduklar
goriilmektedir. Sinerjistik etkinin ortaya ¢ikmasinda bir¢ok faktor etkili olabilir. Ancak,
Cr(Ill) uygulamas: dikkate alindiginda, siire ve konsantrasyonun her zaman sinerjistik

etkisinin olmadig acgiktir.

4.2. Goreceli Biiyiime Oram (GBO)

GBO, toksik kimyasallarin bitkiler iizerine fizyolojik etkilerini gérmek ve bitki
gelisimini degerlendirmek i¢in kullanilan 6nemli bir parametredir. GBO degerlerinin
hesaplanmasi, genel anlamda kimyasalin negatif veya pozitif etkilerini géormemize
yardimct olur. Agir metallerin yiiksek konsantrasyonda bitkilerin GBO degerlerini
diistirdiigli yani bitki gelisimini engelledigi bilinmektedir. Redondo-Gémez ve ark.
(2011), Spartina argentinensis’in Cr akiimiilasyonu ve tolerans karakteristikleri ile ilgili
yaptiklar1 ¢alismada, (dis kaynakli) external krom konsantrasyonu ile GBO degerleri
arasinda negatif korelasyon oldugunu belirlemislerdir [53]. Bu calismada ise Cr(VI)
uygulamasi icin, akiimiile edilen Cr ile GBO degerleri arasinda negatif korelasyon
belirlenirken, Cr(IIl) i¢in bir korelasyon belirlenmemistir. Ayrica Cr(Ill) uygulamasi
icin, baz1 uygulama kosullarinda kontrole gére GBO degerlerinin arttifida
belirlenmistir. Bu durumun Cr(IIl)’lin toksisitesinin daha diisilk olmasi hatta bazi
biyokimyasal reaksiyonlar i¢in esansiyel olmasindan kaynaklanabilir. Baz1 kaynaklarda
Cr(Ill) esansiyel oldugu bildirilmektedir [54, 55]. Cedergreen (2008), toksik
kimyasallarin diisilk dozlarda bitki biiyiimesini uyardigi, ancak yiiksek dozlarda
uygulandiginda ise toksik etki etki gosterdigini bilirlemistir [41]. Bu durum Southam ve
Erlich (1943), tarafindan “hormesis effect” olarak adlandirilmistir [S6]. Ancak genel
olarak tiim kaynaklarda Cr(VI) karsinojenik ve toksik olarak degerlendirilmektedir [49].
Prado ve ark. (2010), Salvinia minima bitkisinde krom akiimiilasyonuna karsi
olusturulan fizyolojik ve biyokimyasal degisimi mevsimsel olarak incelemis, GBO
degerlerinin krom akiimiilasyonundan, kis 6rneklerinin yaz 6rneklerine gore daha fazla
etkilendigini belirlemislerdir [57]. Rai ve ark. (2004), Ocimum tenuiflorum da krom
uygulamasinin konsantrasyon ve siireye bagli olarak bitki biyokiitlesini azalttig

belirlemislerdir [58]. Bizim ¢alismamiz bu bulguyu desteklemektedir. Buna ek olarak,
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Cr(Ill) uygulamasinda GBO degerleri iizerine siirenin, Cr(VI) uygulamasinda ise

konsantrasyonun daha etkili oldugu belirlenmistir.

4.3. Elektriksel letkenlik (EC) ve Lipit Peroksidasyonu (MDA)

Hem Cr(III) hemde Cr(VI)’nmin yiiksek konsantrasyonlarda reaktif oksijen tiirleri (ROS)
tireterek, hiicre duvart ve zarinda hasarlar meydana getirdigi bilinmektedir [49]. EC
degerlerinin konsantrasyon ve siire bagimli olarak artisi, iyon kacisi ile membran
yapisinda meydana gelen bozulmayi isaret etmektedir. MDA, lipid peroksidasyonunun
ve serbest radikal iiretiminin ©Onemli bir indikatoriidiir [59]. Ayrica lipid
peroksidasyonundaki  artis, membran integrasyonunun bozuldugununda  bir
gostergesidir. Sinha ve ark. (2005), Pistia stratiotes’te Cr(VI) ya kars1 lipid
peroksidasyonu ve antioxidant enzim aktivitesini belirlemek icin, bitkiyi artan
konsantrasyon (0, 10, 40, 80 and 160 uM) ve siirelerde (2, 4 and 6 giin) Cr(VI) ya
maruz birakmis ve lipid peroksidasyonunun konsantrasyon ve siireye bagli olarak
arttigini belirlemistir [4]. Bizim bulgularimiz Cr(VI) uygulamas: i¢in Sinha ve ark.
(2005), ile uyum icerisindedir. Ancak, bizim calismamizda Cr(IIl) uygulamasinda
konsantrasyonun énemli etkiye sahip oldugu ancak siirenin MDA iizerine onemli bir
etkiye sahip olmadigi belirlenmistir. Ayrica, Cr(III) uygulamasi i¢cin MDA
konsantrasyon-siire interaksiyonuda belirlenememistir. C. demersum’da her iki krom
tiirtiniinde lipid peroksidasyonunu arttirdigi ancak, Cr(VI) uygulamasinda artisin daha
etkili oldugu belirlenmistir. Paiva ve ark.(2009), Cr(VI) min Cr(IIl)’e gore daha toksik
olmasini, Cr(VI)’min suda daha kolay coziinerek iyon kompleksinde negatif yiikii
sebebiyle kolayca hiicre zarindan gecebildigini ve sitoplazmaya ulasarak bir¢ok
biyokimyasal reasksiyonu bozabilecegini, Cr(IIl)’iin ise daha ¢ok hiicre zarinda
akiimiile edilerek, iyon transportunu engellemek ile toksik etki gosterdigini belirtmistir
[3]. Speranza ve ark. (2007), Cr(VI)’nin genel zarar mekanizmasi ¢oklu doymamis yag
asitlerini pargalayarak hiicresel hasar ve oliim seklinde calisirken, Cr(IIl)’iin meydana
getirdigi lipid peroksidasyonun daha cok ultrastriiktural degisimler veya diizenlemeler
seklinde oldugunu belirtmistir [60]. Yani, farkliligin temel nedeni etki

mekanizmalariin farkliligindan kaynaklaniyor olabilir.
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4.4. Fotosentetik Pigmentasyon

Dhir ve ark. (2009), Salvinia natans sucul bitkisini artan konsantrasyonlarda kromca
zengin atik suda yetistirmisler ve krom stresinin fotosentetik pigment konsantrasyonunu
(klorofil a, b ve total klorofil) onemli miktarda degistirmedigini belirlemislerdir [51].
Ancak bizim ¢alismamizda, her 3 fotosentetik pigment (klorofil a, b ve karotenoid)
icinde hem siire hemde konsantrasyonun onemli (hem Cr(III) hemde Cr(VI)) oranda
fotosentetik pigmentasyonu azalttig1 belirlenmistir. Bu azalmanin nedeni, (1) demir (Fe)
icerigindeki azalma [61], (2) klorofil biyosentezinde gorevli enzimlerin inaktivasyonu
[62] (3) klorofil molekiiliinde bulunan Mg’un Cr ile yer degistirmesi [51] nedeniyle
olabilir. Paiva ve ark. (2009), Eichhornia crassipes sucul bitkisinin Cr(VI)’ya maruz
birakildiginda toplam klorofil miktarinin azaldigim1 ve bu durumunda CO, degisim
oraninin azalmasindan kaynaklanabilecegini belirlemistir [3]. Ayrica Shanker (2005),
yaptig1 review calismada Cr’un anten komplexinin periferal kismina zarar verdigini
belirtmistir [49]. Vajpayee ve ark. (2000), ise 10 uM Cr(VI) uygulamasinda dahi 6nemli
miktarda fotosentetik pigmentlerin azaldigini belirlemislerdir [61]. Bu bulgular bizim
bulgularimizla ile uyum igerisindedir. Ayrica bu calismada hem Cr(III) hem de Cr(VI)
uygulamasi i¢in, her 3 fotosentetik pigment iizerine konsantrasyonun siireden daha fazla
etkili oldugu belirlenmistir. Bu durumun nedeni siireye bagli olarak adaptasyondaki

artis seklinde aciklanabilir.

4.5. Prolin

Prolin daha cok stres sartlarinda osmoprotektant olarak gorev yapar ve hiicre zar1 ve
biyokimyasal enzimleri serbest radikallere karsi korur [63]. Agir metal, kuraklik,
sicaklik kuraklik gibi ¢evresel stres sartlarinda bitkilerin stresten kendilerini korumak
icin prolin miktarim1 arttirdiklar1 bilinmektedir. Rai ve ark. (2004), Cr(VI)’ya maruz
birakilmis Ocimum tenuiflorum bitkisinde konsantrasyon artisina bagli olarak prolin
iceriginin arttigini belirlemistir [58]. Ancak bizim bu ¢alismamizda, Hem Cr(IIl) hemde
Cr(VI) uygulamalari i¢in konsantrasyonun prolin icerigi iizerinde etkili oldugu ancak,
konsantrasyon artisinin prolin igerigini onemli miktarda arttirmadigi belirlenmistir.
Cr(VI)’ya maruz birakilmis bitkiler icin prolin icerigine siirenin 6nemli bir etkisinin
olmadig1 da goriilmiistiir. Onceki calismalarda yiiksek miktarda toksine maruz birakilan
bitkilerde prolin iceriginin azalabilecegi bildirilmistir [32, 52]. Prolin diizeyindeki

azalma Cr(VI) uygulamasinda Cr(Ill) uygulamasina gore olduk¢a fazladir. Bu durum
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Cr(VID) nin cok toksik olmasi ve prolin metabolizmasinin zamanla bozulmasindan

kaynaklanmis olabilir.

4.6. Protein

Bitkiler, ksenobiotiklere (xenobiotic) maruz birakildiklarinda ¢evresel degisikliklere bir
cevap olarak stres proteinleri iireterek hayatlarini siirdiirmeye c¢aligirlar. Krom’un
bitkilerde protein igerigini diisiirdiigiine dair bilgilerimiz mevcuttur [20]. Sinha ve ark.
(2005), Pistia stratiotes sucul bitkisinde artan konsantrasyon (10, 40, 80, 160 uM) ve
stirelerde (48, 96 ve 144 saat) Cr a maruz birakmis ve bitkinin kok ve yapraginda belli
bir krom konsantrasyonuna kadar protein igeriginin arttigi fakat, yliksek krom
konsantrasyonlarinda ise protein igeriginin diistiigii belirlenmistir [22]. Benzer sonuglar
bizim c¢alismamizda Cr(VI) uygulamasi ic¢in de belirlenmistir.  Diisiik
konsantrasyonlarda protein igerigindeki artis stres proteinlerinin artisina baglanabilir.
Azalma ise ROS miktarmin artis1 ile bir ¢ok proteinin zarar gérmesi [64] ve krom stresi
altinda aktive olan proteaz veya diger katabolik enzimlerin aktivitesindeki artis sonucu
meydana gelen protein degredasyonu ile ilgili olabilir. Ayrica Sinha ve ark. (2005),
akiimiile edilen Cr ile protein igerigi arasinda negatif bir iliski oldugunu belirlemistir
[4]. Bizim ¢aligmamiz bu bulguyu dogrulamaktadir. Onceki bilgilere ek olarak bu
calismada, Cr maruziyetinde protein icerigi lizerine konsantrasyonun siireden daha etkili
oldugu ve sinerjistik etkiye sahip olduklar1 belirlenmistir. Ayrica Cr(III) maruziyetinde

siirenin istatistiksel olarak onemli bir etkiye sahip olmadigi da tespit edilmistir.

4.7. Antioxidant enzimler

Bitkiler oksidatif hasara kars1 iyi bir antioksidant savunma sistemi ile donatilmiglardir.
Bu sistem askorbat, karotenoidler ve tiyoller gibi serbest radikal siipiiriiciilerinin yani
sira, SOD ve CAT gibi ROS miktarmin azaltilmasinda rol oynayan antioxidant
enzimlere de sahiptir [51]. Dazy ve ark. (2008), Fontinalis antipyretica ile yaptiklar
calismada sucul bitkilerde hem Cr(III) hemde Cr(VI) maruziyetinde antioxidant enzim
sisteminin etkin bir sekilde calistiginm1 belirlemislerdir [33]. Dazy ve ark. (2008),
antioxidant cevabin kosantrasyon ve siireye bagl olarak genelde ¢an egrisi (bell-shaped)
seklinde olustugunu belirlemislerdir [33]. Benzer sonuclara bu calismada da
rastlanmistir. Yani belli bir siire ve konsantrasyon i¢in SOD ve CAT enzim aktiviteleri
artmis sonra tekrar azalmistir. Ancak Cr(IIl) i¢in antioxidant enzim aktivitelerinde boyle

bir durum gozlenmemistir. Artisin nedeni oksidatif stresle basa cikmayla ugrasma



64

olarak degerlendirilebilir. Enzim aktivitesindeki azalma ise antioksidant savunma
sistemindeki bozulmadan veya kromun enzimlerin aktif merkezlerine baglanmalarindan
kaynaklaniyor olabilir. Calisilan her iki enzim icinde enzim aktivitelerinin siire ve
konsantrasyon bagimli oldugu, hatta siire ve konsantrasyonun enzim aktiviteleri {izerine

sinerjistik etkiye sahip oldugu sonucuna varilmistir.

4.8. Sonuc ve Oneriler

1)  Cr(VD) maruziyetinde akiimiile edilen Cr  konsantrasyonu  Cr(III)

maruziyetindekinden fazladir.

2) Cr(IIl) uygulamasi icin, Cr akiimiilasyonu {iizerine siire ve konsantrasyonun

sinerjistik etkisi varken, Cr(VI) uygulamasi icin sinerjistik etki belirlenememistir.

3) Genel olarak, her iki Cr tiirii i¢in de ¢aligilan parametreler iizerine konsantrasyon

uygulama siiresinden daha etkilidir.

4) Siire ve konsantrasyonun GBO, EC, protein igerigi ve bunun yanisira SOD ve CAT
enzimleri iizerine sinerjistik etkiye sahiptirler. Bu ¢alismanin bulgulari, ileride yapilacak

olan fitoremediasyon ve toksikoloji ¢alismalarinda faydali olabilir.
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EI

EK1: Sultan Sailgl’ndan Ceratophyllum demersum orneklerinin topiahﬁ}—haéll

EK2: Laboratuara getirilen Ceratophyllum demersum Orneklerinin akvaryuma alinarak
labaratuar kosullarina uyum saglamast
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EK4: Farkli Cr konsantrasyonlarina maruz birakilan Ceratophyllum demersum
orneklerininin biiyiitme ¢cemberine alinmasi



73

EK4: Farkli Cr konsantrasyonlarina maruz birakilan Ceratophyllum demersum ornekleri
ve iklimlendirme dolab1

EKS5: Farkli konsantrasyonlarda Cr'a maruz kalmis Ceratophyllum demersum
orneklerinin Elektriksel Iletkenlik (E.C.)ol¢timii.
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