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KABAK TURLERININ TOPRAKTAKI DDT VE TUREVLERINIi
BUNYESINE ALMA MEKANIZMASININ ARASTIRILMASI

OZET

DDT Tiirkiyede 1985 yilinda yasaklanana kadar yaygin olarak kullanilmigtir. Topraga
atilan DDT zamanla biyotik ve abiyotik yollarla DDD ve DDE gibi 2 metabolik iiriine
doniisiir ve bunlar kalic1 organik kirleticiler (KOK) olarak bilinirler. Fitoremediyasyon
disindaki biitiin teknolojilerin KOK ile kirlenmis alanlarin remediyasyonunda
kullanilmast hem etkisiz hem de ¢ok pahalidir. Daha Once yapilan g¢alismalarda
Cucurbita pepo ssp. pepo (Black Beauty) tiirii kabaklarin DDE ile kirlenmis
topraklarda yetistirldiginde, DDE’yi yapisinda etkin biriktirme potansiyeli ve
0zelliginin oldugu gozlemlenmistir. Ancak bu tiir kabaklarin bu isi nasil yaptig1 ile

ilgili mekanizma heniiz aydinlatilamamustir.

Bu c¢alisma, DDE igermeyen topraklarda yetisen Cucurbita pepo ssp. pepo (Black
Beauty) kabak tiirlinlin bitki 6z suynda DDE’yi baglama potansiyeli olabilecek iz
maddeleri arastirir. Ayrica Black Beauty bitki 6z suyundaki iz maddeler daha az DDE
biriktiricisi olan Golden, Lebanese, De Nice, Patty Green kabak tiirleri ile de
karsilastirilmistir. Bitkiler gercek alanlara 2 yi1l boyunca ekilip, 77 giinliik biiyiime
periyodu sonunda hasat edilerek bitki 6z suyu toplanmistir. Bitki ve topraktaki DDE
igerigi GC/u-ECD ile dlglilmistiir. Bitki 6z suyundaki iz maddeler LC/MS Q-TOF ile
taranarak EZInfo programi kullanilarak iz maddeler Black Beauty ile karsilastirildi.

Anahtar kelimeler: Cucurbita, DDE, DDD, DDT, KOK
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INVESTIGATION OF DDT UPTAKE MECHANISMS FROM SOIL BY
CUCURBITA PEPO SUBSPECIES

SUMMARY

DDT (2,2-bis(chlorophenyl)-1,1,1- trichloroethane) was widely applied in Turkey
until being banned in 1985. In soil, p,p’-DDT can be biotically and abiotically
converted to 2,2-bis(chlorophenyl)-1,1-dichloroethane (p,p’-DDD) and 2,2-
bis(chlorophenyl)-1,1-dichloroethylene (p,p’-DDE) residues which are classified as
persistent organic pollutants (POPSs). Except phytoremediation, application of many in
situ remediation technologies for POPs contaminated soils are both ineffective and
expensive. Previous studies have shown that Cucurbita pepo ssp. pepo (Black Beauty)
has a significant and unique potential to accumulate weathered p,p’-DDE from
contaminated soil. However, the mechanism of POP uptake by Cucurbita pepo spp

pepo remains unknown.

This research investigates possible markers which might be responsible for p,p’-DDE
binding potential in xylem saps of Cucurbita pepo ssp. pepo (Black Beauty) plants
grown in soil not having p,p’-DDE in it. The markers in xylem saps of Black Beauty
were compared with Golden, Lebanese, De Nice, Patty Green of Cucurbita pepo
subspecies known as not good p,p’-DDE accumulator. Field experiments were
conducted to collect xylem saps of the plants. Cucurbita pepo subspecies were planted
in the field of two consecutive years. The plants were harvested after 77-day of growth
and p,p’-DDE contents were measured in soil and plants with GC/u-ECD. Possible
markers in xylem saps of the plants were scanned with LC/MS g-TOF and compared

with Black Beauty using EZInfo.

Keywords: Cucurbita, DDE, DDD, DDT, POPs
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1. GIRIS

Diinya niifusunun son bir kag¢ yiizyilda hizla artmasi1 gida sektoriine olan talebi de
beraberinde getirmistir. Artan talebi karsilamak i¢in 6zellikle tarim sektoriinde {iriin
cesitliligini ve verimi arttirmak amaciyla bir ¢ok yontem kullanilmaktadir. Bunlarin
basinda da bitki gelisimini etkiliyen; bdcek, yabani ot, kemirici hayvan gibi farkl
zararlilara kars1 6nlem almak i¢in kullanilan pestisitler gelmektedir. Pestisitler, zararli
organizmalari kontrol altinda tutmak, engellemek veya zararlarint minimize etmek i¢in
kullanilan madde veya maddelerden olusan karisimlardir. Pestisitler, viriis, bakteri gibi
biyolojik ajan, kimyasal bir madde, dezenfektan ya da herhangi bir ara¢ olabilmektedir
[1].

Diinyada genel olarak bilinen c¢evresel organik kirleticilerin basinda tarim amach
kullanilan fosfor ve klor igeren pestisitler gelmektedir. Yaygin olarak kullanilan fosfor
ve klor igceren pestisitler ¢evresel acidan bir¢cok olumsuz etkiye sahiptir. Suda
¢ozinlrligl ¢ok az olan ve biyolojik olarak parcalanamayan bu pestisitler ¢ok uzun
yillar toprakta kalabilen kalict organik kirleticilerdendir (KOK). Ozellikle
klorlandirilmis hidrokarbonlardan biri olan DDT ve tiirevleri oldukga kararl bilesikler

olduklari igin pargalanma siiregleri de oldukga yavas gergeklesmektedir[2].

Uluslararas1 topraktaki miktarlarmin azaltilmasi hedeflenen, klorlanmis organik
pestisitlerden biri olan DDT’nin biiyiik Glgekte iiretimine 1942°de sivrisineklerle
miicadele amagl baglanmistir. 1942 yilindan bugiine kadar iiretilen toplam klorlanmis

organik pestisit miktarinin 3 milyon ton oldugu tahmin edilmektedir [3].

Yapilan literatiir arastirmasinda tilkemizde de 1985°1i yillarda kullanimi yasaklanan
DDT ve tiirevleri gibi kalict organik pestistlerin giiniimiizde hala kalintilarina

rastlandig1 goriilmektedir.

Diomond ve Owen [4] 1967 yilinda Maine ormanlarinda DDT {izerine yaptiklari
calismada alana uyguladiklar kirleticinin 1993 yilinda aldiklar1 toprak numunelerinde

34 y1l ge¢gmesine ragmen hala toprakta %51 nin bulundugunu tespit etmislerdir.

Ispanya’da 1996 yilinda Ulusal Donana Parki’ndan toplanan 53 adet Flamingo
yumurtasinda yapilan analizlerde p,p’DDT, p,p’DDE ve PCB’ler tespit edilmistir [5].

1



Kanada’da 1986-1988 yillar1 arasinda toplam 602 hayvansal iiriin organik fosforlu,
organik klorlu ve endiistriyel organik kirleticiler agisindan analiz edilmistir. Incelenen
hayvan yag dokularinda su alt1 bilesik tespit edilmistir; DDE, dieldrin, lindane, PCP,
pentaklorafenol ve tetraklorafenol. Bu kirleticiler arasinda en sik karsilagilan
pentaklorafenol olup incelenen numunelerin  %35’inde saptanmistir. En sik
karsilagilan ikinci kirletici ise DDE olup numunelerin %21’inde rastlanmistir. Diger

tiim kirleticiler ise numunelerin %10’dan daha azinda belirlenmistir [6].

Ulkemizde 1985°te yasaklanmis olmasina ragmen farkli bolgelerden toplanan
sediment [7], su [8, 9], bal [10], midye [11] ve toprak [12] 6rneklerinde DDT ve

bozulma iiriinlerinin hala varligina rastlanmaktadir.

Bitkiler yardimiyla inorganik ve organik kirleticilerin hava, su ve toprak ortaminda
uzaklastirilmasi fitoremediasyon olarak bilinir.Farkl kirleticilerle kirlenmis topraga
ekilen bitkiler, bu kirleticileri once koklerinde biriktirerek sonrasinda bitkinin tist
kisimlarina dogru tastyabilmektedirler. Kabak tiirlerinin furan ve dioxin gibi kalici

organik kirleticileri yapisinda biriktirdigi ilk kez ortaya konmustur [13].

Sonrasinda yapilan caligmalar da ise kabak tiirlerinim topraktaki DDE, PCBs ve
klordan gibi kirleticileri biriktirme 6zelligi oldugu, squash tiirii kabak, karpuz ve kavun

gibi bitkilerin ise bu 6zelliginin olmadig1 vurgulanmistir [14-16].

1.1 Pestistler

Pestisitler bitkilerin gelisim siireglerini etkileyen bocek, yabani ot, kemirici hayvan,
fungus gibi farkli zararlilara kars1 6nlem almak, zararli organizmalar1 kontrol altinda
tutmak, engellemek veya zararlarin1 minimize etmek i¢in kullanilan madde veya
maddelerden olusan karisimlardir. Pestisitler, viriis, bakteri gibi biyolojik ajan,
kimyasal bir madde, dezenfektan ya da herhangi bir arag olabilmektedir [1]. Bitkilerin
tiretimi veya besinlerin depolanmasi sirasinda bitkilere zarar veren ve besin
maddelerini bozan zararlilar1 yok etmek icin kullanilan pestisitlerle ilgili en belirgin
sorun zararlilara oldugu kadar yasayan diger canlilar ve insanlar i¢in de toksik

olmasidir [17].

Meyve liretiminde verimi artirmak i¢in fungusit, insektisit gibi ilaglar kullanilirken,
yabanci ot oOldiiriicii herbisitler ise tarla bitkilerinin {iretiminde agirlikli olarak

kullanilmaktadir. Giiniimiizde en fazla kullanilan pestisit tiirii  insektisitlerdir [18].



Tarim amagh kullanilan fosfor ve klor igeren insektisitler diinya genelinde en iyi
bilinen ¢evresel organik kirleticilerdendir. Bu pestisitler ¢ok uzun yillar biyolojik
parcalanmaya ugramadan toprakta kalan, lipit ve organik maddelere ilgisi yliksek,
sudaki ¢oziiniirliigii az olmasindan dolayr KOK (kalict organik kirletici) olarak

adlandirtlirlar [2].

Dogal sistemlerin maruz kaldiklar1 en sorunlu kimyasallar kalic1 organik kirleticiler
olup, onlar1 tehlikeli kilan 6zellikle su ti¢ nitelige sahip olmalaridir; toksitite, kalicilik
ve biyoaklimiilasyon. KOK’lar yayildiklar1 alan1 ve yakin ¢evreyi kirlettikleri gibi,
nehirler, hava akimlar1 ve okyanus akintilar1 yolu ile de binlerce kilometre mesafe

giderek uzak ¢evreleride kirletebilmektedirler [19].

KOK’larin suda ¢oziiniirlikklerinin yok denecek kadar az olmasina ragmen yag da
haliyle de yag iceren dokularda yiiksek oranda ¢dziinmesi ve birikim yapmast saglik

acisindan oldukga zararli etkilere neden olmaktadir [20, 21].

Kalic1 organik kirleticilerin, dogal yasami ve insan yasamini tehdit ettigine dair agik
kalic1 bilimsel kanitlar bulunmaktadir. KOK’larin insan yapisina gegmesinde ki en
onemli kaynak gidalardir. Kalic1 organik kirleticiler, fetlise plesenta yoluyla, bebege

ise anne siitiiyle gecebilmektedir [22].

Birlesmis Milletler Cevre Programi-UNEP tarafindan hazirlanan, kalict 6zellik
gostermelerinden dolay1 ¢ceve ve insan sagligini olumsuz yonde etkileyen maddelerin
kullanimina siirlama ve yasaklama getiren KOK’lara iliskin 17 May1s 2004 tarihinde
yiirlirliige giren Stockholm So6zlesmesi kiiresel nitelikli bir anlagmadir. Bu sézlesme
ile ¢evreyi ve insan sagligini kalici organik Kirletici maddelerden ve zararh
etkilerinden korumaktir. Toplam 179 {ilkenin taraf oldugu Sozlesme’yi iilkemiz 23
Mayis 2001 tarihinde imzalanmig ve 12 Ocak 2010 tarihi itibariyle taraf olmustur. Bu
sozlesme ile yiiksek cevresel risk iceren 22 kalici organik kirletici uluslararasi
yasaklanmistir. Bir¢cok ortak noktasi bulunan yiliksek cevresel risk olusturan bu

kimyasallar ve 6zellikleri Cizelge 1.1°de gdsterilmektedir.



Cizelge 1.1 : Stockholm so6zlesmesi ile yasaklanan kalici organik Kkirleticiler ve

kimyasal 6zellikleri.

. HENRY

KIRLETICI ADI 1;4(())1%1&1555 I\:glLlfLKI:(J;% (;f)ZI'SJ;lI?JARLI"JG atanrﬁE,Tnfol I}Eg\?v
g mol Uug/L (25°C) (25°C)

Aldrin C12HgCls 364.91 33.3 3.87x10*  6.06
Klordan C10HsClsg 409.78 12.99 7.03x10°  6.22
Dieldrin C12HgClsO 380.91 1455 6.81x10%  5.20
Endrin C12HgClsO 380.92 1455 541x107  5.20
Heptaklor C1oHsCl7 373.32 95.26 1.76x10%  5.47
Heksaklorbenzen CeCls 284.78 192.2 8.92x10* 5.73
Toksafen C10H10Cig 413.82 0.32 3.82x10°  8.08
Poliklorbifeniller (PCBs) C12HsCls 326.43 9.39 9.24x10°  6.98
Mireks C10Cly2 5455 0.48 1.28x10°  6.89
DDT C14HoCls 354.49 7.31 1.53x10°  6.91
Poliklorludibenzo-p-dioksinler ~ C12H4Cl402 321.98 1.10 3.53x10° 6.80
Poliklorlu dibenzofuranlar C12H4ClI40 305.98 2.33 1.54x10 6.53
o~ Heksaklorbenzen CsHsCle 290.8 4044 2.56x10* 4.14
B- Heksaklorbenzen CsHsCls 290.8 4044 2.56x10*  4.14
Klordekan C10Cl100 490.64 19.71 1.76x10° 541
Heksabromobifeniller Ci12H4Brs 627.58 1830 1.65x10°%  9.10
Lindan (y-Heksaklorbenzen) CeHeCls 290.8 4044 2.56x10* 4.14
Pentaklorobenzen CeHCls 250.34 905.5 1.20x10° 517
Endosiilfan CoHsClsO3S 406.93 1487 9.03x10%  3.83
Heksabromosiklododekan Ci12H18Br6 641.7 0.02 1.72x10°® 7.74

Bu kalic1 organik kirleticilerin Log Kow degerleri (izooktan /su arasindaki dagilimi)
3,5’ten biiylik olduklari igin yarilanma omiirleri uzun, hidrofobik organik kirleticiler
olarak ifade edilmektedirler [23]. KOK’lar, toprak ve sedimentlerin organik
maddelerine sikica baglanarak zamanla topragin en i¢ yapisina kadar gecerler.
Toprakta bulunan bu tiir kirleticilerin biyolojik kullanilabilirligi zamanla azaldig i¢in,
kirlenmis bolgelerin temizlenmesinde yerinde aritim teknolojilerinin bir¢ogu yetersiz
kalmaktadir [24]. Kalic1 organik Kkirleticiler arasinda topraktaki miktarlarinin
azaltilmasi i¢in uluslararasi ¢aba harcanan en onemli olanlar1 sunlardir: DDT/DDE,
dioksin, aldrin, dialdrin, klordan, endrin, furans, lindan, poliklorlu bifenil (PCB)

mireks, heptaklor ve toksafen’dir [25].

Ozellikle ¢alismama konu olan DDT ve tiirevleri 1970’1 yillarn basinda Amerika

Birlesik Devletlerinde, 1985 yilindan itibaren de iilkemizde yasaklanmis olmasina
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ragmen [26, 27], bu kirleticilerin yarilanma 6miirlerinin yiiksek olmasi ve biyolojik
birikimleri nedeniyle hala giiniimiiziin 6nemli sorunlarindan biridir [28-31]. Bu
kirleticilerden 6zellikle DDT, DDD ve DDE gibi klorlanmis organik pestisitler ve ¢ok
halkali aromatik hidrokarbonlar (PAHs) bugiin uluslararasi 6neme sahiptir ve
topraktaki miktarlarinin azaltilmasi i¢in global Olgekte ¢aba harcanmaktadir.
Bunlardan DDT, en ¢ok bilinen ve en 6nemli KOK’lardan biridir ve biyotik [32, 33]
veya abiyotik [34] aktiviteler sonucunda, DDD ve DDE gibi iki metabolizma

tirtinlerinden birine ¢evrilebilir (Sekil 1.1).

Ll O O

COl, CC) HCl

DDT DDE DDD
Sekil 1.1 : DDT ve metabolik tiriinler.

DDE, DDT’nin en son kararli metabolik {iriiniidiir ve eger toprak yillar dnce DDT ile
kirlenmisse, diger iki formdan daha fazla miktarda toprakta bulunur. Bu kirleticiler
hidrofobik olduklari i¢in (log Kow> 3,5), topraga veya sedimentte yer alan organik
maddeye sikica baglanarak ve zamanla dogal topraklarin en i¢ yapilarina kadar
gecerek topragim biyo-kullanilabilirligini hizlica azaltmaktadir [24]. Isleyen ve ark.
tarafindan yapilan bir caligmada [12] Sakarya ilinde, tarimm yogun yapildigi
alanlardan alinan toprak numunelerinin %90°’nindan fazlasinda p,p'-DDE, p,p'-DDD,
p,p-DDT kalintilarina rastlandigi ve Sakarya Karasu alanindaki topraklardaki toplam
DDT miktarinin 504 ng/g ile 3557 ng/g aralifinda oldugu rapor edilmistir. Bdylece
Karasu’daki kirlenmis 6zel alan ve bu alandan alinan toprak numunelerinde en fazla
DDT/DDD/DDE Kirliligi tespit edilmistir. Ayn1 zamanda Tiirkiye’de yapilan bilimsel
caligmalarda, su [9], bal [10], sediment [7], pekmez [35], midye [11], tereyag: [36],
adipose doku [37, 38], anne siitii [39] numunelerinde DDT ve/veya metabolik

iriinlerine rastlandigi belirtilmistir.

1.2 Fitoremediasyon Bitkisi: Kabak

Onemli ¢evre sorunlarindan biri olan toprak kirliliginde toprakta yer alan oganik ve
inorganik kirleticilerin, bitkilerin biyokimyasal ve fizyolojik 6zelliklerinin

kullanilarak yerinde temizlenmesine fitoremediasyon denir. Fitoremediasyon, latince
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phyto (bitki) ve remedium (iyilestirme) anlamina gelmektedir. Toprak kirliliginin
gideriminde son yillarda sik sik kullanilan fitoremediasyon, diisiik maliyetli olmasi
ayrica topragin fiziksel yapisin1 ve biyolojik ozelliklerini bozmuyor olmasi bu

yontemi daha da cazip hale getirmektedir.

DDE kirliliginde, yerinde aritim teknolojilerinden pek ¢ogu etkisiz kalir. Clinkii bu
yaklagimlar yiiksek maliyet ve is giicli gerektirir. Ayn1 zamanda toprak 6zelliklerinde
geri doniisiimsiiz degisimlere neden olarak topragin mikro florasinda bozulmalara
sebebiyet verir [40, 41]. Uygulanacak bu gibi kimyasal yontemler ayrica ikincil kirlilik
problemlerine de yol agabilir. Bu nedenle diisiik maliyetli, etkin ve ¢evreyle uyumlu
temizleme ve geri kazanim tekniklerinin gelistirilmesine ihtiya¢ duyulmustur. “Yesil
Coziim” olarak da bilinen fitoremediasyon teknikleri bu ihtiyact karsilama
potansiyeline sahip ve diinyada uygulamalari olan nispeten yeni bir yaklasimdir [42-
45]. Bu yaklasimda gesitli kirleticilere toleransl bitkiler ve bunlarla iliskili olan canli
gruplart  (toprak  bakterileri  gibi)  kullanilarak  ¢evredeki  kirleticilerin
konsantrasyonlarinin veya toksik etkilerinin azaltilmasi amaglanmaktadir [46].
Boylece topragin kullanilabilirligi ve verimliligi korunup, organik madde girisi yani
topragin geri kazanimi saglanmaktadir [47]. Agir metaller, radyoniikleidler ve organik
kirleticiler (poliniiklear aromatik hidrokarbonlar, polikloriirlii bifeniller, pestisitler) bu

yontemle uzaklastirilabilen kirleticilerdir [47].

Bugiin bilim insanlarindan miihendislere, kamu ve 6zel sektérdeki ¢evre uzmanlarina
kadar herkesin giderek dikkatini ¢eken fitoremediasyon teknikleri, fitoekstraksiyon,
fitostabilizasyon, fitovolatilizasyon, rhizodegradasyon, fitodegradasyon gibi farkli

yontemler igermektedir [48-50].

Toprakta bulunan kirletici, kokler etrafindaki biyolojik faaliyetler sonucu bitki kdkiine
girmeden pargalanabilir, bu durum rhizodegradasyon olarak adlandirilir. Kirletici
bitkinin, kokii, govdesi, yapragi ve meyvesinde birikebilir, bu durumda
fitoekstraksiyon yontemiyle kirletici ortamdan uzaklastirilir. Kirletici bitkinin
icerisinde pargalaniyorsa buna fitodegradasyon, bagka forma doniisiiyorsa
fitotransformasyon, bitkinin yapraklar1 ile atmosfere veriliyorsa bu da

fitovolatilizasyon olarak bilinir.

Romeh [51], toprak ve su ortaminda imidakloprid insektisitinin fitoremediasyonu i¢in

plantago major bitkisini kullanmistir. Plantago major tarafindan imidakloprid’in sudan



rhizofiltrasyon ve rhizodegradasyon yonetimi ile uzaklastirildigi, topraktan
fitotransformasyon yoluyla giderildigi belirtilmistir. Aragtirmaci bunun yanisira izole
ettigi Gram (-) bakterilerin pestisit konsantrasyonunu % 93.34 oraninda azalttigini
gostermistir. Wang ve ark. [52] ise 6 sucul bitkide 28°C sabit sicaklikta ve steril
olmayan sucul ortamdaki chlorpyrifosun par¢alanmasini (fitodegradasyon)
gozlemlemistir. Bulgulara gore bitkilerin bulundugu ortamda chlorpyrifos kalintisinin
giderim orani, kontrolden %1.26-5.56 daha yiiksek ¢ikmistir. Kullanilan bitkiler
arasindan en iyi sonug, Scirpus validus ve Typha angustifolia bitkilerinden elde

edilmistir.

Bitki tiirlerinin belirlenmesi ve biyokimyasal, fizyolojik ve molekiiler anlamda
metabolik siireclerinin ortaya konmasi, fitoremediasyon tekniklerinin gelistirilmesi

acisindan oldukg¢a dnemlidir [53, 54].

Literatiirde genellikle agir metal kirliligine sahip topraklarin temizlenmesine yonelik
arastirmalara rastlanmaktadir [55-62]. Organik Kirleticilerin fitoremediasyonuna
yonelik caligmalarin ise su siimbiilli, aygicegi, domates, yonca ve bazi kabak c¢esitleri
gibi zirai bitkiler ile sinirli oldugunu gérmekteyiz [31, 63]. Ornegin; Amerikan Cevre
Ajans1 (US-EPA) tarafindan desteklenen bir projede, topraktaki yillanmig DDE nin
fitoremediasyonunda hem laboratuvar, hem de gergek olcekli ¢alismalarda cesitli
bitkiler denenmistir. Her ne kadar kabak tilirleri arasinda kirletici biriktirme
potansiyelinde farklilik goriilse de diger bitkilerle kiyaslandiginda kabagin (Cucurbita
pepo ssp. pepo), Klordan ve DDE gibi kalici organik kirleticileri topraktan alip,
yapisinda en fazla biriktiren bitki tiirli oldugu arastirma grubu tarafindan saptanmis ve
literatiire kazandirilmistir [13, 14, 64-72]. Ancak, bu arastirmadan elde edilen sonuglar
uluslararasi konferanslarda sunulmus ve yaymlanmis [73-75] olmasina ragmen,
kabaklardaki DDE birikimi {izerine son 17 yildir yaptiklart yogun calismalartyla
taninan Dr. White ve arastirma grubu tarafindan biriktirme mekanizmas1 heniiz

aydinlatilamamustir.

Kanada ve Amerikan askeriyesi tarafindan  DDE ile kirlenmis alanlarin
fitoremediyasyonunda kabaklar kullanilmaktadir. Mekanizmanin anlasilmasi ile hem
kabak yapisinda biriken kirletici miktart hem de tek seferlik ekimde topraktan
giderilecek DDE miktar1 arttirilabilecektir. Boylece daha kisa siireli remediasyon
proseslerinin planlanabilecegi belirtilmektedir. Diger bir yaklasim ise, kabagin

DDE’nin kabak tarafindan alinis mekanizmasinin kontrol edilmesiyle, kabaklardaki
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birikim azaltilabilir ve kirli alanlarda temiz meyve yetistirme imkanlarmin Oni
acilabilir. Son 17 yilda yapilan ¢aligmalardan 6zetle, Klordan ve DDE gibi kalici
kirleticileri en fazla biriktirebilen bitkinin kabak oldugu, tiirler arasinda biriktirme
potansiyelinin farklilik gosterdigi, bitkinin genetik yapisi ve ana¢ kismimin 6nemli
oldugunu tespit edilmistir. Fakat kabaktaki DDE biriktirme mekanizmas1 ve fizyolojik
stirecler ile ilgili herhangi bir veri bulunmamaktadir. Ayrica ayni familyadan olmasina
ragmen salatalik ve karpuzun DDE’yi yapisinda kabaga oranla ¢ok az miktarda

biriktirdigi de tespit edilmistir [72].

Isleyen ve ark. 1080244 nolu Tiibitak projesinde iilkemizde yaygin kullanilan asili
karpuzlardaki DDE birikimi incelenmis ve birikime hem anag¢ kismin hem de bitkinin
genetik yapisinin etkisinin oldugu bulunmustur. Ayrica as1 yapilan karpuzlarin goévde
ve meyvesindeki DDE birikiminin asisiz karpuzlardan ¢ok daha fazla oldugu yapilan

hem sera hem de gergek alan deneylerinde gézlenmistir.

White ve ark. [15, 76] ve Mattina ve ark. [77] yaptiklari aragtirmalarda toprak—bitki
etkilesim yolu ile yillanmis KOK’lerin 6nemli bir miktarmin fitoekstraksiyon
yontemiyle uzaklastirilmasini saglayan mekanizmay1 anlamaya yogunlagsmistir. DDE
gibi kalict organik kirleticileri bertaraf etme ya da etkisiz hale getirme mekanizmasinin

belirlenmesi hem zirai hem de ekolojik anlamda ¢ok 6nemli bir adimdir.

Yapilan bir calismada DDE ile kirlenmis bolgede besin maddesinin 8 gesit kabak
tiiriiniin DDE nin fitoekstraksiyon iizerine etkisi incelenmistir. Onceki calismalardan
yola ¢ikilarak 4 c¢esit (black beauty, goldrush, raven, howden) DDE’yi gideren 4 ¢esit
(early profilic, zephyr, hybrid crescent, cucumber ) ise DDE’yi gideremeyen kabak
tirii kullanmiglardir. Giibrelemenin fitoremediasyonu arttiracag: diisiiniiliirken tam
tersi azalttig1 gozlemlenmistir. Kabak tarafindan KOK’larin topraktan giderilmesinin
kabagin yapisindaki 6zel mekanizmalar ile oldugu tahmin edilmekte olup ancak bu

mekanizmalar ve igleyisleri su an tam olarak bilinmemektedir .



2. MATERYAL VE METOT

2.1 Materyal

2.1.1 Bitki

Bu ¢alismada 5 farkli kabak tiirii olan; Black Beauty, Golden Zucchini, Lebanese, De
Nice Fruit Rond, Patty Green Tint kullanilmistir. Daha 6nce yapilan ¢alismalarin
sonuglar1 dogrultusunda, bu bitkilerin yapisinda DDE biriktirme potansiyelleri goz
onili alinarak bu tiir kabaklar secilmistir. Yapilan bilimsel caligmalara gore, Black
Beauty en iyi DDE biriktirme potansiyeline sahipken, Golden Zucchini orta derecede
bir alict olup, diger kabak tiirleri ise iyi olmayan alic1 olarak gruplandirilir. Bu
kapsamda Black Beauty bitki 6z suyunda bulunan ve diger tiirlerden farkli olan
maddelerin DDE biriktirme potansiyeline sahip olabilecegi ve bunun detayli bir
sekilde incelenmesi gerekmektedir. Kabak tohumlari Johnsons Seeds sitesinden temin

edilmis olup ¢alismada kullanilan tiirler Sekil 2.1°de gosterilmistir.

Sekil 2.1 : Calismada kullanilan tohumlar.



2.1.2 Toprak

Bu ¢alismada laboratuvar ortaminda ¢imlendirilen kabak tohumlar1 Bursa ili Giirsu
ilgesi Ericek koyilinde 6zel bir tarlaya ekilmistir. Calismada kullanilan arazinin uydu

goriintlisti Sekil 2.2°de verilmistir.

N

Katirli

Yildinm

Sekil 2.2 : Calismanin yapildig1 arazinin uydu goriintiisii.

2.2 Metot

2.2.1 Tohumlarin ¢imlendirilmesi

Calismada kullanilan kabak tohumlar1 petri kaplarinin igerisinde tiir tiir ayrilarak
cimlendirilmistir. Tohumlarin ¢imlendirme iglemi 7-10 giin stireyle yapilmis olup petri
kaplari igerisindeki tohumlar hergiin islatilmistir. Sekil 2.3’te petri kaplar1 igerisinde

cimlendirilen tohumlar gosterilmektedir.
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Sekil 2.3 : Calisma i¢in ¢imlendirilen tohumlar.

Petri kaplar igerisinde ¢imlendirilen bitkiler 40 ml hoogland ¢ozeltisi igeren cam

tiiplere aktarilarak biiylimesi saglanmistir (Sekil 2.4).

Sekil 2.4 : Hoogland ¢dzeltisi iceren cam tiiplere alinan bitkiler.
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Hazirlanan hoogland ¢6zeltisi 1000 ml balon jojede hazirlanmis olup bu c¢aligmada
1/10 oraninda seyreltilerek kullanilmistir. Hoogland ¢6zeltisi; 1M NH4H2PO4 1 mL,
1M KNO3 6 ml, 1M Ca(NO3)2 4 ml, 1M MgSO4 2 ml ilave edilerek tizeri 1000 ml saf
su ile tamamlanarak hazirlanmistir. Sekil 2.5’de gosterildigi gibi ¢imlenen kabak
tohumlarinin biiylimesi i¢in laboratuvar ortaminda yapay diizenek olusturulmus ve
¢imlenen tohumlarin bu ortamda hoogland c¢ozeltisi igerisinde 10 giin siireyle

biiylimesi saglanmistir.

L/
| st —
—
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<

Sekil 2.5 : Bitkiler igin laboratuvarda hazirlanan biiyiime ortama.

2.2.2 Kullanmilacak topragin hazirlanmasi

Calismada ekim yapilacak alan ekim Oncesi yabani otlardan ve taglardan temizlenmis

ardindan ¢apalama islemi yapilarak ekim i¢in uygun ortam olusturulmustur.
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2.2.3 Bitkilerin ekilmesi ve bakim

Bu ¢aligma da bitkiler en iyi mevsim sart1 olan mayis ay1 sonu gibi topraga ekilmistir.
Tarlaya ekim yapilmadan 6nce belirlenen alanda birbirine paralel 5 sira capalama ile
olusturulmustur. Her sirada birbirine 50 cm mesafeli 5 cm derinlikli ¢ukurlar
acilmistir. Her bir siraya ayni tiir kabak bitkisi gelecek sekilde, laboratuarda biiyiitiilen
kabak bitkileri ekilmis ve sulama islemi yapilmistir. Sekil 2.6°da tarlaya ekilen kabak

bitkileri gosterilmektedir.

Ekim yapildiktiktan 10 giin sonra siddetli yagmur ve dolu sebebiyle Patty Pan disinda
diger tiir kabak bitkileri 6lmiistiir. Bu yiizden ayni hafta ayni siralara herhangi bir
cimlendirme iglemi yapilmadan direk tohumdan tekrar ekim iglemi yapilmigtir. Ekim
yapildiktiktan sonra iki giinde bir sulama iglemi ve ara ara ¢apalama islemi yapilarak
kabak bitkilerinin etrafi yabani otlardan temizlenmistir. Sekil 2.7, Sekil 2.8 ve Sekil
2.9’da bitkilerin sirastyla 25. , 40. ve 60.giin halleri yer almaktadir.
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Sekil 2.8 : Bitkilerin ekim isleminden 40 giin sonraki hali.
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Sekil 2.9 : Bitkilerin ekim isleminden 60 giin sonraki hali.
2.2.4 Bitkilerin hasadi

Tarlaya ekilen 5 farkl tiir kabak bitkisi 77 giinliik biiyiime periyodu sonunda hasat

edilmistir. Sekil 2.10’da kabaklarin hasat edilmeden 6nceki halleri gdsterilmektedir.

Sekil 2.10 : Bitkilerin hasat edilmeden 6nceki halleri.
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Hasat edilecek olan kabaklarin bitki 6z sularinin toplanacagi 250 ml’lik cam siseler
kullanim 6ncesinde saf su ile yikanarak ardindan kiil firininda 450°C’de 4 saat siire
ile 1s1l iglemi ile temizlenerek, hasat giinli kullanima hazir hale getirilmistir. Hasat
oncesinde tarladaki kabaklara bol miktarda su verildikten sonra, 2 saat beklenerek
asirt suyun sizmast veya uzaklagmasi i¢in beklenmistir. Ardindan bitki gdévdesi
topraktan yaklasik 2 cm yiikseklikte kesilip, kesilen kisim saf su ile iyice yikanip kagit
havlu ile kurutulduktan siseler koke yerlestirilmeye baglanmistir. Cam siseler bitkinin
kesilen bu kismina parafilm yardimiyla sabitlenerek, disaridan toz veya diger sivi
maddelerin giseye girmesi engellenmistir. S6z konusu siirece ait gorsel Sekil 2.11°de

verilmektedir.

SHTMA
Oap, #
|Mees L

m

Sekil 2.11 : Bitki 6z sularinin toplanmasi iglemi.

Bitki 6z suyu toplama islemi 1 saaat siireyle yapilmis olup, toplamaya baglama ve
toplama sonu zamanlar tam olarak yazilarak toplama siiresi kaydedilmistir. Toplama
islemi sonunda toplamam hacim toplam siireye boliinerek o bitki i¢in hacimsel debi

hesaplanmustir.
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2.2.5 Numune hazirlama siireci

Toplanan bitki 6z sular1 dlgiilerek belli hacimlerde 6n isleme tabii tutulmus SPE (solid
phase extraction) C18 kartuslerlerinden gecirilerek yogunlastirilmistir. Filtreler 6nce
saf su, metanol, ve saf su ile yikanarak 6n isleme tabii tutularak, siizme islemine hazir

hale getirilmistir. Numunelerin siiztildiigi diizenek Sekil 2.12°de verilmistir.

T % T T — - %

Sekil 2.12 : SPE filtre diizenegi.

Filtreleme islemi sonucunda, numuneler metanol fazina alinarak 2 mL GC siselerinde
LC/MS Q-TOF’da analiz edilmek tizere buzlukta saklanmistir. Saf su, metanol ve SPE
kartuslardan gelebilecek arka plan piklerini dikkate almamak i¢in numunelerle ayni 6n

islem goren sadece metanol igeren kontrol numuneleri de alinarak saklanmistir

(Cizelge 2.1).
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Cizelge 2.1 : Kartus filtreden gecirilen bitki 6z suyu miktarlari.

Kartustan
Kodu Bitki Tiirii  Akis (ml/dk) Gegirilen
Miktar (ml)

T1 Black 0,08 18

T2 Black 0,1 18

T3 Black 0,22 24

T4 Black 0,02 5

T5 Black 0,05 12

T6 Black 0,066 15,5

T7 Golden 0,14 24

T9 Golden 0,08 18
T10 Golden 0,188 24
T11 Golden 0,038 24
T15 Lebanese 0,045 18
T17 Lebanese 0,32 24
T19 Denice 0,14 18
T20 Denice 0,057 24
T23 Denice 0,18 24
T25 Patty 0,47 24
T26 Patty 0,08 24

2.2.6 DDE Analizleri

Toprak ve kabak numunelerindeki DDE miktar1 Isleyen ve digerlerinin 2013

yayinladigr metot modifiye edilerek kullanilmistir [12].

Her bir kabak bitkisinin ekildigi kisimdan toprak numuneleri alinarak, ekim alaninda
DDE olup olmadig: bilinmesi gerekmektedir. Bu nedenle alinan toprak numuneleri

oda sartlarinda kurutularak ekstraksiyon yapilmustir.

Ekstraksiyon i¢in 3 gram toprak numunesi, 10 gram kabak gévdesi kullanilmistr. Her
bir numuneye 506 ng internal standart ilave edilerek, tizerine 10 ml hekzan eklenerek
sigselerin kapaklar1 sikica kapatilmistir. Numuneler 5 saat siire ile 68 °C’de etiivde
bekletilmistir. Etiivden ¢ikarilan numuneler oda sicakliginda 10 dakika sogutulduktan
sonra, toprak numuneleri hekzan fazi igerisinde Na>SOas olan 40 ml’lik viallere
aktarilarak bir glin bekletilmistir.Bitki numuneleri, izerinde cam pamugu olan ayirma
hunisinden siiziilerek, ayirma hunisindeki sivi faz 3 defa doymus Na>SOj4 iceren 50
mL c¢ozelti ile yikanmigtir. Daha sonra 2 defa 100 mL igeren saf su ile yikanarak,
hekzan fazi, igerisinde NaSOs4 olan 40 ml’lik viallere aktarilarak bir giin
bekletilmistir. Numuneler 0,45 um cam filtreden 2 ml GC siselerine siiziilerek, analize

kadar buzlukta bekletilmistir.
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2.2.7 LC/MS QTOF analizleri

Bu calismada kabak bitkisinden elde edilen 6z sulardaki DDE’yi tutma yapisini
incelemek i¢in Agilent 6540 model Zamanh Kiitle Spektrometre (LC/MS Q-TOF)
cihazi kullanilmistir (Sekil 2.13).

Sekil 2.13 : Analizlerde kullanilan LC\MS QTOF cihazi.

Iki adet tastyic1 faz mevcut olup; A ile adlandirilan tasiyici faz saf su icerisinde 10
mM amonyum acetat, B nolu tasiyici faz ise Metanol igerisinde 10 mM amonyum
acetat igerir. Oto Ornekleyicisindeki numunden SpL cekilip, sisteme enjekte
edilmektedir. Tasiyic1 faz gradyani asagidaki tablodaki gibi olup, toplam g¢alisma
stiresi 17 dakikadir.

Cizelge 2.2 : LC\MS QTOF tasiyici faz gradyani.

Zaman (dak.)  Debi (mL/dak) % A Fazi % B Fazi
0,00 0,45 98,00 2,00
0,25 0,45 98,00 2,00
12,25 0,45 1,00 99,00
13,00 0,45 1,00 99,00
13,01 0,45 98,00 2,00
17,00 0,45 98,00 2,00

Analiz boyunca kolon sicakligr 45 °C olup, oto Ornekleyicideki numuneler 5 °C
sicaklikta biitiin analizler boyunca tutulmustur.Kiitle tarama 50 M/z ile 1000 M/z
araliginda pozitif moda, 0,2 sn de bir tarama yapilmistir. Carpisma enerjisi 6,00 eV -
40,00 eV arasindadir. Elektron Piiskiirtmeli Iyonlasma (ESI) kaynag: kullanilip,
kaynak sicaklig1 120 °C ve gaz debisi 50 L/ saat . Tekrar ¢ozme (iyonlastirma) sicakligi
550 °C ve debisi 800 L/ saat olarak belirlenmistir.
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3. SONUCLAR VE TARTISMA

3.1 DDE Miktan

Ekstraksiyon sonucun hazirlanan ve 2 mL GC siselerine alinan numunelerdeki p,p
DDE miktar;, GC/ECD kullanilarak 6l¢iilmiistiir. Olgiimler Agilent marka 7890A
model GC/ECD ile yapilmistir. Analizlerde HP-5MS marka kolon kullanilmistir.
Genel metot bilgileri; Firin giris sicakligr : 80°C, maksimum sicaklik 300°C, denge
zamant, 0.1 dakika, sicaklik degisimi, 1. Seviye ; giris 80 derece, 2. seviye; 25 derece
ile ylikselerek 190 derece, 3. seviye; 15 derece ile yiikselerek 280 derece, 4. seviye; 25
derece ile yiikselerek 300 derece. Toplam metot siiresi 15.20 dakika. Dedektor
sicakligr 300°C, akis; 60.0 mL/dakika, kullanilan gaz; azot. Bu metoda gore internal
standart i¢in gelis siiresi; gosterildigi gibi 8.3 ve p’p’-DDE icin gelis siiresi 11.1 dakika
olarak belirlenmistir (Sekil 3.1).

2 19
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1000 |

2 4 6 8 10 V] 1 dk

Sekil 3.1 : DDE ve IS pikleri.

Sekil 3.1°de de gorildigi gibi gayet glizel DDE ve IS pikleri elde edilmistir.
Numunelerde ¢ikabilecek DDE miktarlarin1 6l¢gmek i¢in kalibrasyon egrisine ihtiyag
duyulmaktadir. Hekzan fazinda 0, 24, 48, 96, 192, 385, 770, 1541 ppb DDE ve internal
standard igeren kalibrasyaon standartlar1 hazirlanarak, her bir numune setinin oniine
ve arkasina 8 noktali kalibrasyon standartlari ¢alistirilmistir. Ayrica her bir set arasinda

en az 3 adet sadece hekzan iceren numuneler GC ye enjekte edilerek, kirliligin taginimi
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onlenmistir. 8 Noktali kalibrasyon egrisinde (Sekil 3.2) x ekseni DDE Alan1/IS Alani

y eksenide DDE Konsantrasyonu/IS Konsantrasyonu olarak verilmistir.
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Sekil 3.2 : p,p’-DDE kalibrasyon egrisi.

Kabak Dbitkilerinin ekildigi topraklarda ve kabak bitkilerininde p,p’-DDE
konsantrasyonuna rastlanmadi. Sekil 3.3’de goriildiigii gibi numunelerde sadece
ekstraksiyon sirasinda geri kazanimi hesaplamak i¢in kullanilan IS peaklerine

rastlanmustir.
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Sekil 3.3 : Numunelerde goriilen IS piki.

Geri kazanim oran1 %90-97 olup, cihazin DDE 6l¢iim limiti toprak numuneleri i¢in 10

ng/g toprak numuneleri, 15 ng/g bitki numuneleri i¢in tespit edilmistir. Bu arastirmada
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kabak bitkilerinin yetistirildigi toprak ve bitki ekstraktlarinin yaninda daha énce DDT
ve metabolik tirlinlerini igeren Sakarya\Karasu bolgesinden alinan kirlenmis toprak
numunesindeki DDE miktarinin 6l¢iimii i¢cin GC/ECD kullanilmustir.

Kabak bitkilerinin yetistirildigi toprak ve burada yetisen kabaklardaki DDE miktarina
rastlanmamistir. Kirlenmis toprak numunesindeki DDE miktar1 ise 407,79 ng/g kuru
toprak olarak hesaplanmistir. Boylece kabak bitkilerinin yetistirildigi topraklarda DDE
kalintilarin olmadig1 tespit edilmis olup, bu topraklarda yetistirilen ¢esitli kabak bitkisi
tiirlerinin bitki 6z sularindaki maddeler tanimlanmaya ¢alisilmistir. Black beauty diger
tiirler arasinda en iyi DDE alicisi olarak bilindigi igin, black beauty bitki 6z suyundaki
markerler tanimlanarak, diger kabak tiirlerindeki markerler ile karsilastirilacaktir.
Black beauty bitkilerinde veya bitki 6z suyunda DDE’yi baglama potansiyeli
olabilecek maddeler tanimlanacak ve bu konuda yapilacak detayli ¢aligmalarin 6nii

agilacaktir.

3.2 Bitki Biyokiitle ve Oz Suyu Toplama

DDE icermeyen gercek alanda yapilan ekimler sonucunda kabak bitkilerinin 77
glinliik bliyiime periyodu sonunda, bitki gévdesi topraktan yaklagik 2 cm yukaridan
kesilerek bitki 6z suyu toplama islemi gergeklestirilmistir. Hasat edilen bitkilerin
biyokiitlesi tartilarak bu bitki gruplarinin ortalama biyokiitleleri g olarak ve bu bitki
gruplarindan toplanan bitki 6z suyu debisi pL/dak olarak Cizelge 3.1'de 6zetlenmistir.

Cizelge 3.1 : Ortalama bitki biyokiitleleri ve ortalama bitki 6z suyu debisi.

Ortalama Bitki Ortalama Bitki Oz Suyu
Kabak Tiiri Agrhi (g) Debisi (ul)
Black Beauty 851,85 90,67
Golden 1245,35 107,90
Lebanese 1455,41 90,69
Denice 527,03 95,43
Patyy 3895,88 249,76

22



Her bir kabak tiirtiniin 5 tekrarli biyokiitle ve bitki 6z suyu verilerine gore; kabak
tiirlerinin ortalama biyokiitlesi kiiclikten biiylige dogru sdyle siralanabilir. Denice 527
0, Black Beauty 852 g, Golden 1245 g, Lebanese 1455 g, Patty 3896 g olarak
Olclilmiistiir. Bu bitki gruplarindan elde edilen bitki 6z suyu debisi Patty i¢cin 250
uL/dak iken, diger 3 tiir kabak i¢in bu deger ortalama 2,5 kat daha diisiik olup, 91-108
pnL/dak arasinda degismistir. Toplanan bu bitki 6z suyunun debisi, literatiirde benzer
kabak tiirleri i¢in saks1 veya DDE ile kirlenmis gercek alanda yapilan ¢alismalara
benzerlik gostermektedir [78-80].

DDE ile kirlenmis gergek alanda ekilen kabak bitkilerinden 6z suyu toplama ve bu
bitki 6z suyundaki DDE igerigi ile ilk ¢alisma 2012 yilinda Isleyen vd. ark. [80]
tarafindan yapilmis olup, bu ¢alismada sadece bitki 6z suyu debisi ve bitki 6z
suyundaki DDE igerigi verilmis olup, bitki 6z suyundaki DDE baglama potansiyeli

olan madde veya markerler konusunda ¢aligsmalara rastlanmamistir.

3.3 Kabak Bitki Oz Suyundaki Maddeler

Biiylime esnasinda bitkiler kokleri yardimiyla ekstrak ettikleri maddeleri (st
kisimlarma dogru pompalarlar. Bu maddeler toprak ve bitki Ozelliklerine gore
farkliliklar gosterir. Bu arastirmada ayni bolgenin ayni alanina 5 ¢esit kabak bitkisi
ekildigi icin, topragin farklilik etkisi en aza indirildi.

Caligmanin temel amaci Black Beauty tiirii kabak bitki 6z suyunda farkli
bulunabilecek maddelerin molekiil agirliklarint (M/z), bu agirhi@ olusturabilecek
molekiil formiillerini tahmin etmek ve bu konuda yapilacak yeni ¢aligmalara altyap:
olusturmaktir.

Toplanan bitki 6z sular1 On islemden gecirilmis C-18 SPE kartuslarinda
yogunlagtirilarak, son islem olarak metanol fazina alinip, analiz edilene kadar uygun
sartlarda saklanmistir. Bu analizler LC/MS QTOF ile yapildigr i¢in herhangi bir
background (arka plan ) kirlilikler veya safsizliklar analizleri etkileyecektir. Bu
nedenle kontrol setleri de yapilarak bunlarda analiz edilmistir. Kontrol setlerinde
uygulanan islemler bitki 6z suyu numunelerine uygulanan islemlerle ayni olup, sadece
bitki 6z suyu icermez. Boylece metanol ve C18 kartuslarindan numunelere karigma
ihtimali olan arka plan kirliligi veya molekiil yapilar1 kolaylikla goriilebilecek veya bu

nuimunelerden ¢ikarilabilecektir.
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Genel olarak asagidaki Cizelge 3.2’de numune gruplart LC/MS QTOF cihazinda
calistirilarak, EZInfo programi kullanilarak bu numunelerde taranan M/z’ler dikkate

alinarak gruplandirilmasi istendi.

Cizelge 3.2 : Calistirilan bitki numune gruplari.

Numune Gruplari Numune Gruplari

Kontrol Kontrol

Kabak Black Beauty
Golden
Lebanese
DeNice
Patty

Liken Lichen Canina

Lichen Preatextata

Bitki 6z suyu Xylem Original

Bitki 6z suyu numunelerindeki kiitleler (M/z), EZInfo programinda, kiitle fragmanlari
ve gelis siireleri dikkate alinarak gruplandirilmigtir (Sekil 3.4). Program sadece bu
bilgileri kullanarak likenleri sag iist kdsede, SPE kartusdan gegmeyen bitki 6z suyunu
sag alt kosede, Black beauty tiirii kabagi sol list kdsede diger tiir kabaklar ise sol alt
kosede olmak tizere gruplandirdi. Elde edilen verileri kullanan bu programin, tilkelerin
cesitli bolgelerinde yetistirilen bitkilerin sahip oldugu maddelerdeki kiitleleri (M/z)
kullanarak bdlgesel gruplandirmay1 basarili bir sekilde yaptig: bilinmektedir. Ornegin
laboratuara getirilen bir balin Karadeniz Bolgesi’nde iiretildigi ¢cok kolay bir sekilde

belirlenebilir.
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Liken Grubu

Black Beauty

Kontrol

Denice

Golden

Lebenase

Liken (Canina)

Liken (Preatexteta)
Patty-Pan

Bitki Ozsuyu (Fitrelenmenis)

- .- . = =

Filtrelenmemi Bitki Ozsuyu

()

~

Sekil 3.4 : Numunelerin bitki 6z suyu analizlerine gére gruplandirilmasi.

3.4 Kabak Bitki Oz Suyu Kromotogramlari

LC/MS QTOF cihazinda her bir numune calistirildi. Her bir kabak tiiriinden sekilsel
karsilastirma icin sadece 1 numune segilerek, kromotogram pikleri iist {liste ayni

skalada yerlestirildi (Sekil 3.5).
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Sekil 3.5 : Bitki tiirleri i¢in kromotogramlar.
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Sekil 3.5°de verilen numuneler, Black Beauty (T4), Golden (T9), Lebanese (T17),
DeNice (T23), Patty(T26) kabak tiirlerini temsil etmektedir. Farkli tiirlerde dogal
olarak farkli piklerin elde edildigi, baz1 piklerin ise biitiin kabak tiirlerinde elde edildigi
ama pik biiyiikliikleri arasinda fark oldugu bu sekilden sdylenebilir. Detayli kiitle(M/z)
ve fragman eslesmesi yapilmasi ve piklerin karsilastirilmasi i¢in EZInfo programi
kullanilmigtir. Her bir numuneden, kontrol numunesinden gelebilecek pikleri
cikardiktan sonra kalan M/z karsilik gelebilecek maddelerin molekiil agirliklarina
denk gelen molekiil formiilleri fragman eslesmesi yapilarak tanimlanmistir. Kontrol
numunelerinden elde edilen pikler, black beauty kabak numunesinden ¢ikarildiginda

asagidaki Cizelge 3.3’te verilen kiitleler elde edilmistir.

Cizelge 3.3 : Black Beauty tiirii kabak 6z suyunda tanimlanan maddeler.

Zaman Black Beauty Molekiil
(dak) (M/2) Tanimlanan Madde Formiilii
2,5,8,11,14,17,20,23,26,29,32-

6,447 515,33732 Undecaoxatetratriacontan-34-amine Ca3H49NO11

Tert-Butyloxycarbonyl-valyl-alpha-

6,912 44,2080 methylserine methyl ester CarHzsNsOe

8,588 332,20302 Dimethyldibenzylidene sorbitol Ci15H28N20s

9,232 414,2109 MFCDO00059002

10,306 273,27314 Peg-3 Lauramine C24H3006
Ethyl 4-(difluoromethyl)-2-phenyl-

10,344 317,29939 5-pyrimidinecarboxylate CiaH12F2N20;

10431 27809287  (17B)-3-Oxoandrost-d-en-17-yl3- CasHss03

phenylpropanoate
15-(2-Aminoethyl)-15-({4-[(3-
12,171 420,27290 aminopropyl)amino]butyl}amino)-  CssH7sN4O>
14,16-nonacosanedione

Tris[4-(1,1,3,3-

12,448 622,61888 tetramethylbutyl)phenyl] phosphate CaHeaO4P
[2-(8-Heptadecen-1-yl)-1,3-

12,523 340,30429 dioxolan-4-ylJmethanol C21H1003

12,816 408,30944 Citreoanthrasteroid A C28H1002
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Kabak bitki 6z suyunda 11 adet madde tanimlanmistir. Bu maddelerden biri veya
birkaginin bitki 6z suyundaki DDE yi baglama potansiyeli olabilecegi gibi Cizelge

3.4°de verilen tanimlanamayan kiitlelere sahip maddelerinde bu potansiyeli olabilir.

Cizelge 3.4 : Black Beauty tiirii kabak 6z suyunda tanimlanamayan maddeler.

Zaman(dak) Black Beauty (M/z)
0,568 381,07926
0,618 256,96423
0,624 242,94858
0,626 414,95342
0,636 400,93806
1,617 279,09295

1,85 916,3511
3,278 279,09293
4,381 432,27985
5,024 520,33227
5,138 557,14165
6,658 331,20842
6,912 445,20373
6,913 461,17765
6,921 629,32606
6,935 351,21353
6,939 367,18722
7,074 279,09286
7,963 902,48402
7,984 888,97941
10,912 616,17636
11,358 655,38106
11,360 678,47809
11,364 699,40746
11,367 722,5043
12,488 663,45287
12,491 701,40923
12,494 721,50593
12,496 587,54776
12,497 680,47996
12,502 603,52343
12,504 685,43494
12,488 888,97941

Daha 6nce yapilan ¢aligmalar g6z oniine alininca, Black Beauty kabak tiirlerinde DDE
birikiminin fazla oldugu, Golden tiiriinde ise Black Beauty ile kiyaslandiginda daha az

biriktirdigi ve Patty tiirii kabaklarin Black beauty tiiriine gore yok denecek kadar az
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miktarda biriktirdigi bilinmektedir [66, 68, 69, 76, 81-83]. Daha &nce yapilan bir
calismada DDE ile kirlenmis topraklarda yetistirilen 2 kabak tiiriiniin bitki 6z suyunun
belli islemlerden gecirildikten sonra, elde edilen beyaz maddeden belli oranlarda saf
su ortamina eklendiginde, eklenen miktar ile orantili bir sekilde sudaki DDE
miktarmin arttigi gézlemlenmistir [84]. Ayrica temiz topraklarda yetisen bitki 6z
suyuna Internal Standard eklendigin de, sivi fazdaki Internal Standard miktarinin
azaldigi gozlemlenmistir. Bu c¢alismayla bitki 6z suyundaki maddelerin

tanimlanmasinin gerekliligi ortaya konmustur.

Bitki 6z suyunda bulunan ve DDE yi baglama potansiyeli olan marker madde Black
Beauty tiirii kabaklarda en fazla olmalidir. Eger LC/MS QTOF M/z taramalar1 Black
Beauty ile Golden ilk karsilastirildiginda, Black Beauty de olan ama Golden de
olmayan markerler bu farki artiran en 6nemli etmen olmalidir. Ayrica Patty tiirii
kabakta olmayan ama Black Beautyde olan markerler belkide bu isi yapan en énemli
etmen olabilir. Bu amagla biitlin kabak tiirleri EZInfo kullanilarak Black Beauty ile S
egrisi kullanilarak karsilastirilmistir (Sekil 3.6).

10

P(corr)[1] (Comelation)

047 046 045 044 043 -0.12 -0.11 010 -0.09 -0.08 -0.07 -0.06 -0.05 -0.04 -0.03 -0.02 -0.01 0.00 0.01 002 003 004 005 0.06 007 0.08 0.09 040 0.1 042 043 014

P[1] (Loadings)

Sekil 3.6 : Black Beauty ve Golden tiiriindeki marker’lerin karsilastiriimasi.
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Biitiin kabak tiirlerinin Black Beauty ile karsilagtirilmasi sonucu, yani Black Beauty
de bulunan ama diger tiirlerde bulunmayan markerler program yardimiyla bulunarak,

veriler degerlendirilerek asagidaki Cizelge 3.5 elde edilmistir.

Cizelge 3.5 : Bitki 6z suyundaki markerlerin Black Beauty ile karsilastirilmasi.

Zaman  Black Beauty Black Black Beauty Black Beauty—
(dak) — Golden Beauty — — DeNice Patty (M/z)
(M/z) Lebanese (M/2)
(M/z)
12,171 - 420,27290 - -
10,306 - 273,27314 - -
10,344 - 317,29939 - -
12,816 - - - -
9,232 - - 408,30944 -
12,523 414,2109 - - 414,2109

12,171 340,30429 - - -

Her bir kolondaki veri, Black beauty tiirii kabakda bulunan ama diger tiirlerde
bulunmayan 6nemli markerlar 6zetlenmistir. Bu verilerden M/z = 414,21090 ve
340,30429 Kkiitlelerine sahip maddelerin bekli de DDE baglama potansiyelinin
oldugunu gosteren ilk bulgu bu arastirma ile ortaya ¢ikmistir. Bu Kkiitleler ig¢in
kromotogram Sekil 3.7’de gosterilmistir. Analizler pozitif iyon modunda yapildigi i¢in

+1 eklenmelidir.
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Sekil 3.7 : Black Beauty 6z suyundaki M/z = 414,21090 ve 340,30429

4. SONUCLAR VE YORUM

Kabak bitkisinin, topraktaki kalic1 organik maddelerden biri olan DDE’yi yapisinda
biriktirme potansiyeli oldugu bulunduktan sonra, kabagin bu biriktirme potansiyelini

anlama iizerine son 20 yildir galismalar yapilmaktadir. Ozellikle White ve grubu
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tarafindan bu konuda yapilan ¢alismalarda kabak bitki tiirleri arasinda biriktirme
potansiyeli oldugu, raven , black beauty tiirii kabaklarin diger kabaklardan ¢ok daha
fazla bu tiir kirleticileri biriktirme potansiyelinin oldugunu gosteren gergek alan ve
sera deneyleri yapilmistir. DDE birikiminin kokten baslayarak bitkinin iist kismina
dogru gittik¢e azaldig1 vurgulanmistir.

Bu ¢alismalarin devami niteliginde olan diger tamamlayici caligmalar Isleyen ve grubu
tarafindan 2012 yilinda yapilmistir. Yapilan bu ¢alismalara gére, hem gergek alan hem
de serada yapilan calismalarda asili karpuzlarda DDE birikimi incelenmistir. Bu
grubun yapitig1 calismanin ilging tarafi, kabak lizerine kabak asis1 yapilan bitkilerin 6z
suyundaki DDE birikimi sadece kabak bitkisi 6z suyundaki ile istatistiksel olarak ayni
oldugu, hatta karpuza karpuz asis1 olmasinda fark etmedigi rapor edilmistir. Ozetle
ayn tiirler arasindaki as1 yapilmis bitkilerin bitki 6z suyundaki birikim kendi asisiz
tiirlerinden farksiz oldugu, ancak kabak tizerine karpuz asilandiginda bu bitkinin 6z
suyundaki DDE birikiminin, asisiz karpuz bitkisinden 70-80 kat daha fazla oldugu
tespit edilmistir. Bu grubun yaptigi ¢calisma ile bitki 6z suyu diger bir ifade ile bitki
kok sistemi lizerine ¢aligmalarin yapilmasini tavsiye etmislerdir.

Isleyen ve grubu tarafindan yapilan diger calismada, Raven tiirii kabak bitki 6z
suyunda muhtemel DDE bagladig: fiziksel ispatlanan ancak yapisi tanimlanamayan
maddelerin varlig1 rapor edilmistir. Su ana kadar kabak bitkisinin DDE’yi nasil
bagladig1 ispatlanamamis olup, bu konuda bilimsel bosluk bulunmaktadir.

Bu ¢alisma ile yapilan 2 yillik gercek tarla deneyleriyle, 5 tiir kabak bitkisi
yetistirilerek 6z suyu toplanmis ve bu kabak bitki 6z suyundaki markerler LC/MS
QTOF cihaz1 kullanilarak M/z ler 6l¢ililmiis, ve genis online data bankasi kullanilarak
bu markerler fragman eslesmesi yapilarak tanimlanmistir. Ornegin sadece Black
Beauty tiirii kabakta M/z si degisik aralikta olan 632 adet madde Sl¢iilmiistiir. Kabak
tiirlerine ait biitlin numuneler analiz edildikten sonra EZInfo programi kullanilarak 13
adet onemli marker tanimlanmis olup, 49 adet tanimlanamayan Onemli kiitleler
belirlenmistir. Daha sonra EZInfo yardimiyla Black Beauty de olan ama diger kabak
tiirlerinde olmayan en 6nemli markerlar gruplandirilmistir. Yapilan bu ¢aligmaya gore
M/z = 414,21090 ve 340,30429 olan markerlarin DDE’yi baglama potansiyelinin
olabilecegi diisiiniilmektedir. ilk defa kabak bitki 6z suyunda bu arastirma ile
tanimlanan bu markerlarin, saf standartlart alinip bu konuda detayli ¢alismalarin

yapilmasi gerekmektedir.
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