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OZET

LEMNA CINSINE AIT BAZI BITKi TURLERININ BOR EKOTOKSISITESININ
AZALTILMASINDA GRAFEN OKSIT KULANIMININ ETKISININ ARASTIRILMASI

Erhan ILTER
Biyoloji Anabilim Dal1
Eskisehir Teknik Universitesi, Lisansiistii Egitim Enstitiisii, Agustos 2019

Danisman: Dog. Dr. Harun BOCUK

Grafen oksit (GO) (C140H42020), son zamanlarda endiistriyel alanda yogun olarak
kullanilmaya bagslanan, yeni ve organik bir karbon materyalidir. Sahip oldugu
elektrokimyasal 6zellikler ve kirletilmis ortamlarda bitkilere sagladig1 avantajlar nedeniyle,
GO’in cevre kirliliginin fitoremediasyon araciligi ile azaltilmasi sirasinda kullanimi ile
ilgili ¢alismalar olduk¢a yenidir. Bu nedenle, bu ¢alismada Lemna minor L. (Araceae) ve
Lemna gibba L. (Araceae) tiirlerinin farkli bor konsantrasyonlar1 altinda GO ile
etkilesimine bagli olarak enzimatik ve morfolojik degisimleri arastirilmistir. Bu amagcla,
bitkilerde herhangi bir toksisiteye yol agmayan belirli bir miktarda (5 mg 1Y) GO igeren
farkli B konsantrasyonlarma sahip (2, 4, 8, 16, 32, 64 ve 128 ppm) deney setleri
olusturularak adi gecen bitki tiirleri yetistirilmis ve deney siiresince hem bitkilerde (B
aritim miktarlari, yaprak sayilari, antioksidant enzim aktiviteleri, Kklorofil ve biomas
miktarlar1)) hem de ortamda meydana gelen degisimler (pH, iletkenlik) izlenmistir. Elde
edilen sonuglara gore, ortamda bulunan GO partikiillerinin bitki tiirlerinin B toleranslarini
ve B alim kapasitelerini artirdig1 tespit edilmistir. En fazla B alim miktar1 24,63 mg 17 ile
128 ppm B iceren deney grubunda goriilmiistiir. Bu calismadan elde edilen sonuglarin, B
arittiminda kullanilan standart yontemlere alternatif, yenilik¢i bir bakis acis1 getirecegi

kanisindayiz.

Anahtar Sozcukler: Antioksidant enzim, Bor, Fitoremediasyon, Grafen oksit, Lemna.
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE EFFECT OF GRAPHENE OXIDE ON REDUCING BORON
ECOTOXICITY OF SOME LEMNA SPECIES

Erhan ILTER
Department of Biology
Eskisehir Technical University, Instute of Graduate Programs, August 2019

Supervisor: Dog. Dr. Harun BOCUK

Graphene oxide (GO) (C140H42020) is a new, organic and carbon material that has
recently been used potently in the industrial field. Studies on the using of GO during the
reduction of environmental pollution by phytoremediation are quite new, due to its
electrochemical properties and the advantages of providing to plants in polluted
environments. Therefore, in this study, enzymatic and morphological changes of Lemna
minor L. (Araceae) and Lemna gibba L. (Araceae) species under different boron
concentrations depending to their interaction with GO were investigated. For this purpose,
experimental plant sets having different concentrations of boron (2, 4, 8, 16, 32, 64 and 128
ppm) containing GO in a certain amount (5 mg I™Y) which do not cause any toxicity in
plants were grown and during the experiment, both plants (B treatment amounts, number of
leaves, antioxidant enzyme activities, chlorophyll and biomass amounts) and changes in the
environment (pH, conductivity) were observed. According to the results, it was determined
that GO particles in the environment increased B tolerance and B uptake capacity of plant
species. The maximum amount of B uptake (24.63 mg I!) was observed in the
experimental group containing 128 ppm B. We believe that the results obtained from this
study will provide an alternative and innovative perspective to the standard methods used in

B treatment.

Keywords: Antioxidant enzyme, Boron, Phytoremediation, Graphene oxide, Lemna.
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1. GIRIS

Giliniimiiz diinyasinda ekonomik olgularin kapsam ve etkinligi bag dondiiriicti bir
hizla biiyiimektedir. Bu faaliyetlerin 6nemli bir kism1 ya biinyesinde dogal kaynaklarin
kullanimini1 ya da bu faaliyetler sonucunda ortaya ¢ikan atik iiriinlerin dogal yap tizerindeki
etkilerini igermektedir. Gegmis donemlerde doga lehine nispeten pozitif olarak kabul
edilebilecek seviyede olan bu faaliyetler, giinlimiizde doganin aleyhine donmiis ve her
gecen giin doga ile antropojenik etkiler arasindaki ugurum giderek artmaktadir. Doga ve
insan faaliyetleri arasinda korunmasi gereken bu denge bugiin “ekolojik ekonomi” kavrami
ile ifade edilmeye baslanmis ve ekonomik faaliyetlerin ekolojik sonuglarinin dikkate
alinmasi geregi vurgulanmaktadir (Franco, 2018). Ekoloji kavrami toplumun tamamini
kapsayan bir yap1 olmasina karsin, gerekli bilincin asilanamamasi dogada acilan yaranin
giin gectikce biiyiimesine yol agmaktadir. Ozellikle kontrolsiiz bir sekilde cevreye salman
hammadde atiklar1 ve igerdikleri toksik bilesenler sucul ekosistemler basta olmak iizere
canli tirlerinin tamamina yakiini tehdit etmektedir. UNESCO (2003) tarafindan
yayinlanan rapora gore giinliik 2 milyon ton kanalizasyon, endiistriyel ve tarimsal atigin
tath su kaynaklarina karistigi, bu kiitlenin diinya iizerinde yasayan insanlarin tiimiiniin
agirhigina esit oldugu ifade edilmektedir. Ayrica her yil yaklagik olarak iiretilen atik su
miktarinin 1,500 km® (diinya iizerinde bulunan nehirlerdeki su kiitlesinin yaklasik 6 kat1)

oldugu tahmin edilmektedir (UNESCO, 2003).

Cevre kirliligi en genel tanimiyla; herhangi bir kirletici tarafindan dogaya salinan,
insan ya da diger canli tiirlerine zarar veren kirlilik etmenleri tarafindan olusturulan
ekolojik sorunlar biitiintinii ifade etmektedir. Cevre kirliligi, antropojenik sebepler sonucu
olabilecegi gibi dogal yollarla da gergeklesebilmektedir (Reddy ve Appannagari, 2018).
Dogal kirlilik etmenleri; deprem, sel, kasirga, volkanik faaliyetler gibi dogal olaylar sonucu
meydana gelirken, antropojenik kirlilikte ise insan faktori birincil olarak rol oynamaktadir.
Deprem, sel, kasirga gibi olaylar sonucunda meydana gelen yanginlar gerek bitkisel ve
hayvansal cesitliligin yaninda mikrobiyal flora ve faunanin da yok olmasmna yol
agmaktadir. Ote yandan tsunami gibi dogal afetlerde ise deniz sular tatl su kaynaklarmm

kirletilmesine sebep olmakta ve hektarlarca tarim arazisinin zarar gormesine sebep
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olmaktadir. Ayrica tasian sular icerisinde bulunan petrol tiirevi bir¢ok materyal de ¢evre
kirliligine yol agmaktadir. Ornegin, 2011 yilinda Japonya’da meydana gelen deprem
sonucu olusan tsunamide yaklasik 5 milyon ton atifin topraga karistifi belirlenmistir
(Murray vd., 2018). Olayin diger bir boyutu olan antropojenik faktorler ise, dogrudan ya da
dolayli olarak insan eliyle gerceklesen tiim kirlilik durumlarini kapsamaktadir. Ozellikle
bilingsiz tarim uygulamalarina bagl olarak giibre, herbisit ve insektisit kullanimi1 sonucu
bir¢ok tatli su kaynagi dogrudan etkilenmektedir. Tarim arazilerinin %75’lik kisminin tath
su kaynaklarina dogrudan baglantisi oldugu diisiiniildiigiinde, ortaya ¢ikan bilango daha net
bir sekilde goriilmektedir. (Harrison vd., 2019). Ayrica kara, deniz, ve hava tasitlarinin
yaydiklart zehirli gazlar ve diger atiklar, fabrikalar ve iiretim tesislerindeki toksik yan
triinler ve kullanilan karbon tiirevli 1s1 saglayicilarin yakilmasi sonucu ortaya cikan
atiklarin igerdikleri yiiksek orandaki metal ve mineral bilesenler bir¢ok habitatin tahrip
edilmesinde rol almaktadir. Dolayli yoldan karisan kimyasallara ek olarak bir¢ok fabrika,
atiklarint kontrolsiiz bir sekilde dogrudan yeralt1 sular1 ve yiizey sularina birakmaktadir.
UN-Water tarafindan yaymlanan rapora gore, Ozellikle gelismekte olan iilkelerde atik
sularin %70’lik kisminin higbir aritim prosesine maruz birakilmadan dogrudan su
kaynaklarina karigtig1 ifade edilmektedir (Anonim, 2009) . Fabrika atiklarinda bulunan
yiiksek orandaki fosfat, azot ve diger bilesenler plantkon ve alglerin sayisinda biiyiik bir
artisa sebep olarak Otrifikasyon denilen olayin ger¢eklesmesine yol agmaktadir. Bu olay
ortamda bulunan oksijen miktarmin azalarak birgok canli tiiriiniin yok olmasiyla

sonuclanmaktadir.

Sanayilesen toplumlardaki artan hammadde ihtiyaci sebebiyle madensel
faaliyetlerin artirilmasina bagli olarak olusan atiklar rehabilite edilmeden dogaya karigarak
basta sucul habitatlar olmak tizere bir¢ok canli tiiriinde geri doniilemez zararlara sebebiyet
vermektedir. ABD’de gerceklestirilen bir aragtirmada yaklasik olarak 500,000 terkedilmis
maden alanmin dogaya zararsiz hale getirilmesi igin 20 milyar $ biitce gerektirdigi
Ongorulmektedir (Anonim, 2008). Ayrica bir diger ¢alismada, Colorado-ABD’ de bulunan
23,000 terkedilmis maden alanlarinin akarsularin 2,300 km bolimiinii kirlettigi ifade
edilmistir (Banks vd., 1997). Madensel faaliyetler vejetasyon ve flora lzerindeki etkiler

disinda topragin fiziksel ve kimyasal igerigi gibi bir¢ok bilesenin degismesine yol agarak
2



topragin karakteristik 6zelliklerinin farklilagmasina neden olmaktadir. Toprak yapisindaki
bu bozulmalar nitrojen ve fosfor gibi birgok canli igin hayati 6neme sahip mineral
maddelerin dagilimini 6nemli oranda degistirmektedir. Ayrica diisilk mineral yogunlugu ve
pH oran1 ortamin asidifikasyonuna neden olarak agir metal ve minerallerin topraga girisini
kolaylagtirmaktadir. Ek olarak bu etkiler toprakta diisiikk por yiizeyinin olusmasina sebep
olarak toksik bilesenlerin tutunmasina ve bu bilesenlerin sucul habitatlara tasinmasina da

yol agmaktadir (Elkins vd. 1984).

Madensel faaliyetler sonucu ortaya c¢ikan toksik bilesenler; agir metal ve
metaloidler, organik ve sentetik boyar maddeler ile birgok kimyasal maddeyi icermektedir.
Agir metaller; yogunlugu sudan 5 kat fazla olan metal ve metaloid bilesenleri barindiran
biiylik bir gruptur. Endiistri, tarim ve madensel bir¢ok sektdrde etkin bir kullanim alanina
sahip olan bu maddeler yerkabugu ve kayalar lizerinde farkli yogunluklarda silfit ve oksit
formlarinda dagilim gostermektedir. Yapilan bir¢ok caligmada daha yaygin kullanim
alanina sahip Ozellikle kursun, arsenik, bakir, krom, c¢inko ve kadmiyum gibi agir
metallerin toksik etkileri gsterilmistir (Seo vd., 2017). Diinya Saglik Orgiitii’niin verilerine
gore Ozellikle ad1 gegen agir metal tiirlerinin birgok canli grubunun yok olmasinda 6ncelikli
olarak rol aldig: diistiniilmektedir (Terrenc vd., 2012).

Ulkemiz topraklart ve bulundugumuz cografya hammadde ve yeralti kaynaklart
acisindan biiyiik bir zenginlige sahiptir. Sekil 1.1’de MTA tarafindan hazirlanan haritada
tilkemizde bulunan madenler ve dagilimlart belirtilmistir. 803 milyon ton ile Turkiye
toplam Dinya bor (B) rezervinin yaklasik %70’lik kismina sahiptir. Fakat sahip olunan bu
zenginlik, yaninda ¢evre sorunlarini da beraberinde getirmektedir. Yapilan birgok ¢alisma
madensel faaliyetler sonucu yiizey ve yeralti sularmma bor atiklarmin karistigini
gostermektedir (Turker vd., 2013, 2016, 2017). Normal sartlar altinda toprakta bulunan B
miktar1 10-20 mg kg ve sularda 0,5-10 mg I? seviyelerinde olmasia karsin B rezerv
alanlarinda bu seviye daha yukarilara ¢ikabilmektedir (Nable vd., 1997; Ture ve Bell, 2004;
Bocuk vd., 2013).

B dogada boraks, borik asit, boroksit ve borat formunda bulunmasina karsin
yaygin bulunan formu borakstir. Madenlerden ¢ikarilan boraks su ile ¢oziilerek dogaya
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rahat bir sekilde karisabilen borik asit ve borat formlarina doniistiirilmektedir (Kistler ve
Helvaci, 1994; Tanaka ve Fujiwara, 2008). Boraks, bu 6zelligi sebebiyle kontrol edilmedigi
taktirde kolaylikla yeralt1 ve yilizey sularina karisabilmektedir. Bu sebeple, madensel

faaliyetlerin kontrol ve denetlenmesi buyuk bir gereklilik arz etmekedir.

MADEN TETKIK VE ARAMA
GENEL MODURLUG(

MARMARA 7
" 3ou DENEZL

¢ DENIZT

by, apyaoc

Sekil 1.1 Tirkiye Maden Haritas: ( http://www.mta.gov.tr/v3.0/hizmetler/maden-yataklari)

Grafen tiirevli materyaller artan endiistriyel gelismelere bagli olarak kullanim
alanlar1 yayginlagsan 6nemli bilesiklerdendir. Kontrol edilebilir bag yapisi, yiiksek mekanik
ve kimyasal yetenekleri, diisiik elektriksel giiriiltiiye sahip olmasi, yiiksek termal iletkenlik
ve biyolojik gecirimlilik yetenekleri gibi bircok 6zelligi sebebiyle farkli sektdrde tercih
edilmeye baslanmistir. Grafen tiirevli malzemeler icerisinde en ¢ok tercih edilen tiir ise,
grafenin fonksiyonel formu olan, yeni ve organik bir karbon materyali olan grafen oksit’tir
(GO). GO (C140H42020) grafenden farkli olarak epoksi, hidroksil ve karboksil gruplari
bulunmaktadir ve bu gruplar sayesinde mikemmel elektrokimyasal 6zelliklere sahip
olmaktadir. Ozellikle elektronik, enerji depolanmasi, biyoteknoloji ve saglik alanindaki
kullanimi giderek artmakta, 2023 yilina gelindiginde ticaret hacminin 1.3 milyar $ olacagi
birgok kurulus tarafindan 6ngoriilmektedir (Novoselov vd., 2012; Arvidsson vd., 2013;
Zurutuza ve Marinelli, 2014; Jastrzebska ve Olszyna, 2015; Hu vd., 2018). Fakat bu yaygin

kullanim ag1 birgok tehlike ve gevre tehdidini de beraberinde getirmektedir. Son yillarda
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yapilan birgok ¢alisma ile grafen turevli materyallerin canli tiirleri tizerindeki toksik etkileri
degerlendirilmistir (Drost vd., 2006; Tang vd., 2015; Hu vd., 2015, 2018). GO partikulleri
keskin kenarli ylizeyleri sebebiyle hiicre membranlarini kolayca tahrip ederek fiziksel
hasarlara yol acabilmektedir (Akhavan ve Ghaderi, 2010). Ayrica oksidatif strese sebep
olarak hiicrelerarasi reaktif oksijen gruplarinin sayisinda artisa neden oldugu ve bunun
sonucunda hiicrelerin apoptosize ugradig: belirlenmistir (Wang vd., 2013). Ote yandan GO
partiktllerinin hiicre yizeyini kaplayarak hiicrelerarasi sinyal iletimini engelledigi de
belirtilmektedir (Rosenstein vd., 2010). Tim bu etkilerin ilaveten sahip oldugu karboksil,
hidroksil ve epoksi gruplari sebebiyle ortamda bulunan diger toksik bilesenlerle etkilesime
gecerek bu bilesiklerin etkilerinde degisiklige yol actigi ifade edilmektedir (D. W.
Boukhvalov and M. I. Katsnelson, 2008; Tang vd., 2015). Bazi1 kimyasal maddelerin toksik
etkilerinde azalmaya neden oldugu bazi kimyasallarda ise toksisitenin artisina yol agtigi

belirlenmistir (Hu vd., 2016; Tang vd., 2015).

Gegmisten giinlimiize B ve diger kimyasal bilesiklerin zarar verici etkilerinin
onlenmesinde kimyasal oksidasyon ve rediiksiyon, ters ozmos, iyon degisimi, membran
filtrasyonu , evaporasyon , kimyasal ¢coktiurme , elektrodiyaliz ve daha birgok geleneksel
yontem kullanilmistir (Al-Qodah, 2006; Zou vd., 2013, 2013; Mahmoodi, 2015; Al-
Qahtani, 2016; Tavakoli vd., 2017). Ancak bu yodntemler yiksek maliyet ve enerji
ithtiyaclarma sahip olmasi ve siirdiiriilebilirligin diisiik olmas1 sebebiyle uygulanabilirlik
agisinda oldukg¢a kisitli durumdadir. Ote yandan bu yontemler sonucu meydana gelen
toksik yan driinlerin olusturdugu kirlilik etmenlerinin ¢evresel etkileri gz 0Oniine
alindiginda bir¢cok yontemin yetersiz oldugu anlagilmaktadir. Bu sebeple siirdiirebilir, ¢cevre
dostu ve yenilik¢i aritim yontemlerinin gelistirilmesi ekosistem giivenligi agisindan biiyiik

bir gereklilik arz etmektedir.

Kimyasal yontemlerin yetersizligi, maliyetler goz dniinde bulunduruldugunda aritim
teknolojilerinde ¢evreci ve devamlilik gerektiren biyoremediasyon ydntemlerine olan ilgi
giderek artmaktadir. Biyoremediasyon en genel tanimiyla ekosistem igerisinde var olan
kirletici etmenlerin herhangi bir canli grubu kullanilarak ortamdan uzaklastirilmasi prosesi

olarak adlandirilabilir. Bu islem sirasinda bakteriler, funguslar ve cesitli bitki gruplari,
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ortamda bulunan toksik bilesenleri absorbe ederek biinyelerinde biriktirmekte ya da
savunma mekanizmalar1 yardimiyla zararsiz bilesenlere doniistiirmektedir. (Quintella vd.,
2019; Verma ve Kuila, 2019). Ancak yontemin en biylk dezavantaji ylksek
konsantrasyonlardaki toksik bilesiklerin bulundugu ortamlarda kisitli canli gruplariyla
caligilabilmesidir. Bu sebeple toksisite direnci ve biyosorpsiyon kapasitesi yliksek bitki
gruplarinin kullanimi aritim verimliligi agisindan olduk¢a 6nemlidir. Secilen canli grubu
disinda ortamin pH degeri, oksijen miktari, sicaklik, 1sik siddeti vb. bir¢ok faktor aritim
degeri lizerine etki etmektedir. Ayrica bitki gruplarmin etkinligi de yontemin basari
oraninda biiyiik bir katkiya sahiptir (Tan vd., 2011; Van Oosten ve Maggio, 2015; Mahar
vd., 2016; Cicero-Fernandez vd., 2017; Sarwar vd., 2017; Seo vd., 2017;; Turker vd.,
2017).

Pistia, Ranunculus, Spirodela gibi bircok bitki grubu fitoremediasyon
caligmalarinda yaygin olarak kullanilmasina karsin 6zellikle Lemna cinsine ait tlrler bu
alanda en basarili bitki gruplar1 arasinda yer almaktadir (Mandakini vd., 2016; Nassouhi
vd., 2018; Ng ve Chan, 2018; Pandey vd., 2019). Lemna tlrlerinin B ve diger toksik
bilesenlerin aritimindaki yetenegi birgok ¢alismayla gosterilmistir (Basile vd., 2015; Gur
vd., 2016; Hu vd., 2018a; Liu vd., 2017; Parnian vd., 2016; Turker vd., 2017; Verma ve
Suthar, 2015; Z. Zhao vd., 2017a; Zhao vd., 2014). Lemna tiirlerinin bu kadar yaygimn
kullanilmasinin ve fitoremediasyon ¢aligmalar1 i¢in ideal test organizmasi sayilmasinda bu
tiire ait bir¢ok 6zellik etkili olmaktadir. Lemna turleri aseksuel olarak tireyebilme, ekolojik
toleransinin yiikksek olmasi sebebiyle in-vitro ortamda kolayca yetistirilebilmesi, hizli
gelisim gostermeleri, kiigiik yapida olmalart ve ¢evresel degisimlere ¢ok hizli tepki

vermeleri sebebiyle fitoremediasyon ¢aligmalarinda siklikla tercih edilmektedir.

Fitoremediasyon c¢alismalarinda yalnizca morfolojik degisimlerin gdézlenmesi
kullanilan bitki gruplarmin aritim mekanizmas1 ve hayatta kalma stratejilerinin
anlasilmasinda ¢ogu zaman yetersiz kalmaktadir. Bu sebeple, fizyolojik ve enzimatik
degisimlerin saptanarak ortaya c¢ikan sorunlarin giderilmesi farkli bir¢ok tiirlin ortama
adaptasyonuna katki saglayacaktir. Ozellikle oksidatif strese bagli olarak meydana gelen

degisimler bitki tilirlerinin aritim basarisint  dogrudan etkilemektedir. Bu amag
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dogrultusunda birgok arastirmaci tarafindan fitoremediasyon c¢aligsmalarinda yaygin olarak
kullanilan bitki tiirlerinin enzimatik degisimleri gozlenmistir (Babi¢ vd., 2009; Seo vd.,
2017; Zhao vd., 2017). Enzimatik ¢alismalarda ¢ogunlukla tercih edilen enzim gruplari;
Sutperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), askorbat peroksidaz (APX), glutatyon
peroksidaz (GPX), glutatyon rediktaz (GR) enzimleridir (Maria Sgherri vd., 1994; Yilmaz
ve Parlak, 2011; Maleki vd., 2017; Hu vd., 2018). Bu enzimler birbirleriyle koordineli
halde c¢alisarak ortaya ¢ikan oksidatif stres durumunun bitkiye olan zararini1 6nlemek ya da
kismen tolere etmek icin ¢alisirlar (Sekil 1.2). SOD enzimi, oksidatif strese bagli olarak
hiicre igerisinde ortaya ¢ikan siiperoksit molekillerinin H2O2’e doniisiimiinde gorev
almaktadir (Hou vd., 2007). CAT, APX VE GPX enzimleri, SOD aktivitesi sonucu H202’¢
dontistiiriilen reaktif oksijen gruplarinin (ROS) su (H20) ve oksijene (O2) pargalanmasini
saglamaktadir. GR enzimi ise, oksidatif strese bagli olarak konsantrsayonu artan okside
glutatyonun (GSSG) glutatyona (GSH) a doniisiimiinde gorev almaktadir. Literatir
kayitlart incelendiginde GO ve diger toksik bilesenlerin etkilesimi ile ilgili baz1 ¢alismalar
bulunmakla birlikte GO ve B iliskisini tizerine kurgulanmis yeterli veri bulunmamaktadir
(Ma vd., 2013; Jastrzebska ve Olszyna, 2015; Tang vd., 2015; Yao vd., 2017). Bu sebeple
ulkemiz igin biiyiik bir 6nem arz eden B kirliligi sebebiyle ¢evreye yayilan B atiklarinin

GO 1le etkilesiminin belirlenmesi biiyiik bir onem tagimaktadir.

Glutatyon
Rediiktaz
(GR)

Superoksit
Dismutaz 4
(SOD)

Glutatyon Askorbat

: Peroksidaz Peroksidaz
‘e +teo (GPX) (APX)

H,O + O,

Sekil 1.2. Hiicre igerisinde yer alan antioksidant enzimlerin oksidatif strese bagl olarak c¢alisma

mekanizmalar ve birbirleriye iligkileri



Ayrica fitoremediasyon c¢alismalarinda kullanilan Lemna tirlerinin B ve GO

bilesenlerine kars1 gelistirdigi enzimatik ve fizyolojik tepkilerinin belirlenmesi, ortamdaki

GO varhigmin B toksisitesindeki degisimine etkisi ve adsorpsiyon potansiyelinin

belirlenmesi gibi bircok parametrenin arastirilmasi fitoremediasyon yontemlerinin

gelistirilmesinde 6dnemli bilgiler saglayacaktir. Bu yiizden bu tez ¢alismasi biinyesinde;

Yalnizca B iceren ve B ile birlikte 5 mg/l GO iceren ortamlarda L. minor ve L.
gibba turlerinin hayatta kalma yeteneklerinin belirlenmesi,

Yalnizca B iceren ve B ile birlikte 5 mg/l GO igeren deney ortamlarinda pH,
iletkenlik, biomas ve nispi gelisim oranlarindaki degisimin incelenmesi,

L. minor ve L. gibba tirlerinin B ve GO+B etkilesimine bagli olarak klorofil
miktarinda meydana gelen degisimlerin arastirilmast,

L. minor ve L. gibba tirlerinin biyoremediasyon, biyoakiimulayon ve adsorpsiyon
kapasitelerinin belirlenmesi,

L. minor ve L. gibba turlerinin yalnizca B iceren ve B ile birlikte 5 mg/l GO igeren
ortamlarda morfolojik degisimlerin yanisira, oksidatif stresle yakindan iliskisi
oldugu bilinen Askorbat Peroksidaz, Katalaz, Siiperoksit Dismutaz, Glutatyon
Rediiktaz ve Guaikol Peroksidaz gibi antioksidant enzimlerinin miktarlarindaki
degisim incelenerek, toksisiteye bagli meydana gelen enzim aktivitesindeki olasi
degisimin belirlenmesi,

L. minor ve L. gibba tiirleri kullanilarak gergeklestirilecek B aritim sistemlerinde
GO’in potansiyel etkilerinin ve siirdiiriilebilir bir sekilde kullanilabilirliginin
incelenmesi,

Langmuir ve Freundlich izoterm denklemleri ile B’un optimum adsorplanma

mekanizmasinin belirlenmeye calisiimasi konularinin arastirilmast hedeflenmistir.



2. MATERYAL VE METOT

2.1. Bitki Orneklerinin Toplanmasi ve On Kiiltiir Islemi

Bu ¢alismanin temel materyalini, L. minor ve L. gibba tiirleri olusturmaktadir. Bu
tiirlere ait bitki Ornekleri, Eskisehir iline bagli Porsuk Cayi’nda yer alan farkh
lokalitelerden, Temmuz-Eyliil doneminde toplanmis ve kiiltiire alinmak {izere ¢alismanin
tamaminin  gerceklestirildigi Eskisehir Teknik Universitesi Ekoloji Laboratuvari’na
getirilmistir. Laboratuvara getirilen bitki 6rnekleri 6ncelikle makro diizeydeki alg ve diger
istenmeyen canli gruplarindan fiziksel olarak arindirilmigtir. Daha sonra bitki kokleri
lizerine tutunmus halde bulunan makroskobik ve mikroskobik canlilarin uzaklastirilmasi
icin % 0,5 sodyum hipoklorit (NaClO) c¢ozeltesi ile birkag kez muamele edilmistir. Bu
islem sonrasinda bitki 6rnekleri distile su ile yikanarak 6n kiiltiire alma islemi i¢in hazir

hale getirilmistir.

On kiiltiir ve kiiltiir islemi sirasinda SIS soliisyonu adi verilen hidroponik ¢ozelti
Tablo 2.1°de belirtildigi sekilde hazirlanmistir. Cozelti herhangi bir kontaminasyon riskine
karsilik otoklav ile steril edilmistir. Ayrica deney sirasinda kullanilacak olan tiim plastik
kaplar bir gece nitrik asit icerisinde bekletilerek kaplarin temizligi saglanmistir. Her bir
deney seti i¢in en az 2 yapraktan olusan, klorosiz ve nekrozis gibi toksik belirtilerin
gozlenmedigi bitki ornekleri kiiltiir ortami i¢in secilmistir. Ek olarak ise SW giiciinde
florasan 151k kaynagi tercih edilmis ve Kkiiltiir kaplarinin etrafi aliiminyum folyo ile
kapatilarak kontrollii bir ortam saglanmaya calisilmistir. Kiltur periyodu ve toksisite
calismalar1 OECD test protokollerine uygun olarak belirlenen standartlarda
gerceklestirilmistir (Oecd, 2006). L. minor ve L. gibba tdrlerinin B alim kapasitelerini
artirmak ve daha saglikli bireyler elde etmek i¢in yaklasik olarak 10 haftalik bir kiiltiir
periyodu belirlenmistir. Bu siire icerisinde bitki tiirlerinde meydana gelen fizyolojik
gelisimler izlenmis ve deney sirasinda meydana gelecek hatalarin 6nlenmesine ¢aligilmistir.
Ortam kosullarinin kontroliiniin saglanmas1 i¢in bitki Ornekleri iklimlendirme kabini
icerisinde (Sanyo, MLR-350H) 25+0,1 °C sicaklikta ve 10000 liix 1s1kta dig ortamdan izole
bir sekilde yetistirilmistir.



Tablo 2.1. SIS Solusyonu

Kimyasal Ad Konsantrasyon (g ') Miktar (ml)
NaNO3 8.50 10
KH2PO4 1.34 10
MgSOs . 7TH,0 15 5
CaCl, . 2H0 7.2 5
Na,COs 4.0 5
H3BOs3 1.0 1
MnCl; . 4H,0 1 1
NazMoO; . 2H,0 0.2 1
ZNSO4 . 7H,0 0.01 1
CuS0Os . 5H0 0.05 1
Co(NOs)2 . 6H20 0.005 1
FeCls . 6H.0 0.17 5
Na.-EDTA . 2H,0 0.28 5
MOPS(buffer) 490 1

Her bir tiire ait kiiltiir 6rnekleri gelisimlerinin daha hizli gergeklestirilmesi ve soliisyon
icerisindeki alg ve diger istenmeyen canli tiirlerinin uzaklastirilmasi i¢in 4 giinde bir % 0,5
sodyum hipoklorit (NaClO) ¢ozeltisinden gegirilerek yeni hazirlanmig SIS soliisyonu

igerisine aktarilmistir.

2.2. Kiiltiir Islemi

On kiiltire alma islemi tamamlandiktan sonra bitki Ornekleri toksisite ve
biyoremediasyon ¢alismalarina baslanmadan once bir haftalik bir siire boyunca saglikli, en
az 2 yaprak iceren toplamda 30 yaprak olacak sekilde bitki 6rnegi segilerek 250 ml hacme
sahip plastik beherler igerisine aktarilmistir. Bu islem ortamdaki kontaminasyonun
6nlenmesi igin steril hava kabini (Ntve, LN 090) igerisinde gerceklestirilmis ve kullanilan
malzemelerin tamami deney oncesi steril edilmistir. Daha sonra bitki 6rneklerini igeren
beherlerin tizeri steril petri kaplariyla kapatilmis ve parafilm yardimiyla etraflar1 sarilmistir.
On kiiltiire alma isleminde oldugu gibi kiiltiir periyodu sirasinda da bitki &rnekleri

iklimlendirme kabini igerisinde 25+0,1 °C sicaklikta 10000 Liix 151k altinda biiyiitiilmistiir.
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Kiiltiir periyodu sirasinda kullanilan SIS soliisyonu Lemna tiirlerinin en iyi gelisim
gosterdigi pH araligi olan 7,0+0,1 seviyesine ayarlanmis ve tiim deney setlerinde bu
soliisyon kullamlmigtir. Ote yandan deney kosullarini etkileyebilecegi 6ngoriilen
borosilikat yapidaki cam malzemeler yerine plastik kaplar tercih edilmistir. Ayrica bitki
gelisiminin daha saglikli ger¢eklesebilmesi i¢in 250 ml hacme sahip beherler igerisine 100

ml SIS soliisyonu eklenmistir.

Sekil 2.1. L. minor ve L. gibba tiirlerinin kiiltiire alinmis 6rnekleri
2.3. Toksisite Deneyi

Toksisite deneyi, her bir Lemna turll igin ayri kaplar igerisinde birbirlerinden
bagimsiz bir sekilde gergeklestirilmistir. Deney setleri, kirlilik etmeni olarak B ve GO’1
birlikte icerecek ve ayr1 olacak sekilde tasarlanmistir. B konsantrasyonlar1 daha 6nce toksik
etkileri bilinen 2-128 ppm seviyeleri arasinda se¢ilmistir (Gur vd., 2016). GO
konsantrasyonu ise Lemna turleri Uzerine herhangi bir toksik etkiye sebep olmadigi
belirlenen 5mg I diizeyinde tercih edilmistir (Hu vd., 2018). Deney siiresi olarak ise,

ortamdaki toksik bilesenlerin biiyiik bir kisminin alindigi 4 giin se¢ilmistir (Gur vd., 2016).

Bu ¢alisma sirasinda yalnizca B igeren farkli konsantrasyonlar (2, 4, 8, 16, 32, 64 ve
128 ppm) ve B ile birlikte 5 mg I GO igeren deney setleri kullanilmistir. Cozeltiler borik
asit soliisyonu ile hazirlandigindan, deney ortami olarak segilen SIS soliisyonu icerisine
ayrica borik asit ilave edilmemis ve tercih edilen konsantrasyon diizeyleri yakalanmaya
calisilmigtir. Belirlenen konsantrasyondaki B ¢ozeltilerinin hazirlanmasi i¢in 5,1749 gr
borik asit 1000 ml hacimli bir kap icerisinde distile su yardimiyla ¢6ziilmiis ve 1000 ppm

stok B soliisyonu elde edilmistir. Kullanilacak tiim B konsantrasyonlari bu stok ¢ozeltinin
11



seyreltilmesi yoluyla elde edilmistir. Benzer sekilde 5 mg 1"t GO ¢ozeltisi hazirlanmasi igin
de 5 mg GO 1000 ml distile su icerisinde ¢oziilmiistiir. Hazirlanan tiim stok soliisyonlarin
pH degerleri IN hidroklorik asit (HCI) ve 1IN sodyum hidroksit (NaOH) kullanilarak
7,02£0,1 diizeyine getirilmistir. Deneyler 3 tekrarli sekilde hazirlanmis ve tim OSlgiimler 4

giin boyunca yaklasik ayni saatlerde kaydedilmeye calisilmistir.

2.4. Klorofil Analizi

Bitkideki toksik etkilerin fizyolojik yansimasi olan klorozis ve nekrozise bagli
meydana gelen klorofil miktarindaki degisimin incelenmesi icin, her biri 5 mg I GO igeren
farkli B konsantrasyonlarindaki ¢ozeltiler igerisinde yetistirlen L. minor ve L. gibba
tiirlerine ait bitki 6rneklerinin klorofil diizeyleri belirlenmistir. Analiz i¢in 0,25 gr taze bitki
ornegi (fazla suyu kurutma kagidi yardimiyla uzaklastirilmis) alinarak sivi azot (N2) ile
muamele edilerek toz haline getirilmistir. Daha sonra 5 ml % 80 konsantrasyona sahip
aseton (C3HeO) toz haline getirilmis bitki 6rnegi {lizerine ilave edilir. 2 ml hacme sahip
santrifiij tiiplerine aktarilan karistm 15000 g hizda 5 dk boyunca +4 °C’de santrifiij
edilmistir. Ekstraktin siipernatant denilen {ist kismi klorofil analizi i¢in kullanilmstir.
Spektrofotometre iizerinde 646,6 ve 663,6 nm dalga boylarindaki absorbans degerleri
olgiilerek klorofil a, klorofil b ve klorofil a+b miktarlar1 hesaplanmistir ( Holm, 1954; Porra
vd., 1989).

Chl a=12.25A663.6 — 2.55A646.6 (1g/ml) (2.1)
Chl b =20.31A646.6 — 4.91As63.6 (Lg/ml)

Chl atb = 17.76Aes6.6 + 7.34Ase36 (Lg/ml)

2.5. Enzim Aktivitesi Deneyleri

L. minor ve L. gibba tiirlerine ait bitki gruplarinin yalnizca B ve GO + B igeren
ortamlardaki  enzimatik  degisimlerin  belirlenmesi  amaciyla  bitki  savunma
mekanizmalariin 6nciillerinden olan askorbat peroksidaz (APX), katalaz (CAT), guaiakol

peroksidaz (GPX), slperoksit dismutaz (SOD) ve glutatyon rediktaz (GR) enzimlerinin
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aktivitelerindeki degisimler incelenmistir. Baslangicta ve 4 giinliik deney siiresi sonunda
yukarida belirtilen enzimlerin miktar1 saptanarak bitkideki toksisitenin meydana getirdigi
fizikokimyasal degisim belirlenmeye c¢alisilmistir. Bu sebeple 4 giinliik deney periyodu
sonunda her iki tiire ait bitki 6rnekleri hasat edilmis ve bir kurutma kagidi yardimiyla fazla
suyu uzaklastirildiktan sonra her bir deney grubundan 0,5 gr 6rnek alinmis ve enzimatik
aktivitesinin diismemesi igin s1v1 azot ile muamele edilmistir. Ornekler, enzim deneyleri

gerceklestirilene kadar -80 °C sicaklikta bir haftayr gegmeyecek sekilde saklanmuistir.

Calisilan her enzim gerekli olan bitki Orneginin hazirlanmasinda kullanilan
ekstraksiyon tamponu ve her enzime 0zel olmak iizere farkli tamponlar kullanilmistir.
Potasyum posfat tamponu hazirlanmasinda 1 M Ko;HPO4 ve 1 M KH2PO4 ¢ozeltileri
kullanilmistir. Kullanilacak ¢6zelti miktarlar1 istenilen pH seviyesine gore degisim
g6stermekte ve alinan miktarlar son hacim 1000 ml olacak sekilde distile su yardimiyla

tamamlanmistir (Tablo 2.2).

Tablo 2.2. Potasyum fosfat tamponu

pH KH2PO4 (ml) K2HPO4 (ml)
6.6 30.0 18.0
6.7 29.8 20.2
6.8 26.5 235
6.9 24.0 26.0
7.0 211 28.9
7.1 18.4 31.6
7.2 16.8 34.2
7.3 134 36.6
7.4 11.2 38.8
7.5 9.4 40.6

Eksraksiyon tamponu icerisinde 1mM EDTA iceren 50mM konsantrasyonunda
potasyum fosfat tamponu kullanilmistir. Bu tampon {izerine %1 polyvinilprolidon (PVP)
eklenerek ortamdaki proteinlerin yapilarindaki bozulmalarin 6nlenmesi hedeflenmistir.
Ekstraksiyon islemi i¢in 5 ml potasyum fosfat tamponu sivi azot yardimiyla toz haline
getirilmis bitki 6rnegi lizerine ilave edilerek bu karisim homojenize edilir. Bu homojenattan
2 ml alinarak santrifiij tiiplerine aktarilir ve karisim 20000 g hizda en az 20 dk boyunca +4
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OC°de santrifiij edilmistir. Siipernatant kism1 bir hafta boyunca saklanarak enzim deneyleri

icin kullanilmistir.
2.5.1. Askorbat Peroksidaz Aktivitesi (APX)

I ml hacme sahip reaksiyon karigimi 50 mM potasyum fosfat tamponu, 250 uM
askorbik asit, 5 mM Hz0. ve enzim ekstresi igerecek sekilde hazirlanmistir.
Spektrofotometre enzim igermeyen kor ile sifirlandiktan sonra enzim 6rnegi 290 nm dalga
boyunda 3 dakika gozlemlenerek absorbanstaki azalis kayit edilmistir (Nakano ve Asada,

1982). Baslangi¢ ve bitis degerleri arasindaki farka gore enzim aktivitesi hesaplanmaistir.
2.5.2. Katalaz Aktivitesi (CAT)

1 mL reaksiyon karigimi 50 mM potasyum fosfat tamponu (pH 7,0), 30 mM
hidrojen peroksit H202 ve enzim ektresinden olusmaktadir (Aebi, 1984). Enzim ekstrakti
icermeyen kor ile spektrofotometre sifirlandiktan sonra 240 nm dalga boyunda 6rnekler
okutularak 3 dakika boyunca absorbansta meydana gelen azalis takip edilmistir. 3 dakika
sonunda baslangi¢ ve bitis degerleri arasindaki farka bagli olarak enzim aktivitesi

hesaplanmistir (E=39,4 mM cm™).
2.5.3. Guaiakol Peroksidaz Aktivitesi (GPX)

Guaiakol peroksidaz aktivitesinin belirlenmesi icin 1 ml reaksiyon karisimi
icerisinde; 25 mM Sodyum asetat-HCI tamponu (pH 5,0), 10 mM hidrojen peroksit ve 10
mM guaiakol olacak sekilde hazirlanmistir (Razinger vd., 2007).

Sodyum asetat-HC1 tamponu hazirlanmasi i¢in 25mM sodyum asetat ve 25mM
konsantrasyonda HCl c¢ozeltileri ayr1 ayr1 hazirlanarak sodyum asetat tamponunun pH
degeri hazirlanan HCI ¢ozeltisi ile ayarlanmigtir. Benzer sekilde hidrojen peroksit ve
guaiakol ¢oOzeltileri de sodyum asetat tamponuyla hazirlanmistir. Enzim 6rnegi icermeyen
kor ile spektrofotometre sifirlandiktan sonra 470 nm dalga boyunda 3 dakika siireyle
absorbans degerinde meydana gelen artis gozlenmistir. Baslangic ve bitis degerleri
arasindaki absorbans farkina bagli olarak enzim aktivitesindeki degisim miktar

hesaplanmistir (E=26.6 mM cm™).
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2.5.4. Superoksit Dismutaz Aktivitesi (SOD)

Stiperoksit dismutaz aktivitesinin belirlenmesinde diger enzimlerde oldugu gibi
ekstraksiyon islemi gergeklestirilmistir. Reaksiyon tamponu olarak ise askorbat peroksidaz
ve katalaz enzimlerindeki potasyum fosfat tamponu kullanilmasma karsin digerlerinden
farkli olarak pH degeri 7,8 olarak ayarlanmistir. 3 ml reaksiyon ortami 50 mM potasyum
fosfat tamponu (pH 7,8), 13 mM metiyonin, 75 uM NBT (Nitroblue tetrazolium), 0,1 mM
EDTA ve 2 uM riboflavin karistmindan olusmaktadir (C Beauchamp ve Fridovich, 1971).
Reaksiyonun baglamasi i¢in ortama en son riboflavin eklenmistir. Tiim 6rnekler ve kdrden
olusan deney seti bir kap icerisinde bekletilerek enzim miktarindaki degisime bagli olarak
mor rengin olusmasit saglanmistir. Daha sonra kap igerisinden ¢ikarilan oOrnekler
spektrofotometrede 560 nm dalga boyunda absorbans degerleri Olgllerek enzim

aktivitisindeki degisim hesaplanmistir (E= 0,0436 mM cm™).
2.5.5. Glutatyon Reduktaz Aktivitesi (GR)

Glutatyon rediiktaz enzim aktivitesindeki degisimin Ol¢ililmesinde reaksiyon
tamponu olarak 50 mM Tris-HCI pH 7,6 kullanilmistir. Bu tamponun hazirlanmasi i¢in 50
mM Tris tamponu hazirlanmis ve pH degeri 50 mM HCI ¢ozeltisiyle ayarlanmistir. 1 ml
reaksiyon ortami1 50 mM Tris-HCI (pH 7,6), 1 mM GSSG, 0.25 mM NADPH, 0.5 mM
EDTA ve enzim ekstrakti icerecek sekilde hazirlanmistir (Sgherri vd. 1994). Diger enzim
aktivitelerinde oldugu gibi kor ile spektrofotometre sifirlanarak 340 nm dalga boyunda 3
dakika boyunca absorbanstaki azalis kayit edilmistir. Baslangi¢ ve bitis degerleri arasindaki
farka bagl olarak aktivite miktar1 hesaplanmistir (E= 6.22 mM cm™).

2.6. Protein Miktar Tayini

Bitki orneklerindeki protein miktarinin belirlenmesinde Bradford yontemi tercih
edilmistir (Bradford, 1976). Bu yontemde protein miktar1 bilinen 6rneklerin absorbans
degerlerine gore Ogrenilmek istenen Orneklerin protein miktarlar1 belirlenmektedir. Bu
amagla protein kaynagi olarak Bovin Serum Albumin (BSA) igeren farklh

konsantrasyonlardaki protein drnekleri hazirlanmis ve absorbans degerleri kayit edilmistir.
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Reaksiyon i¢in 50 ml protein ekstrakti, 450 ml saf su ve 500 ml Coomassie Brillant Blue
boyasi karistirilarak 15 dk boyunca oda sicakliginda inkiibasyon islemi gerceklestirilmistir.
Elde edilen ornekler spektrofotometre yardimiyla 595 nm dalga boyunda absorbans
degerleri Olgiilerek standart grafik egrisi ve grafik denklemi elde edilmistir. Daha sonra bu
denklem yardimiyla miktar1 bilinmeyen orneklerin absorbans degerleri 6lgiilerek protein

miktarlar1 belirlenmistir.

2.7. B Analizi

Toksisite ve biyoremediasyon deneyleri sonucunda elde edilen 6rneklerin B
miktarlart karmin metoduna gore gergeklestirilmistir (College vd., 1959). Bu yontemde 1
ml su ornegi alinarak iizerine 2 damla derisik HCI eklenmistir. Daha sonra 10 ml derisik
stlfurik asit (H2SOa4) eklenerek karisimin sogumasi igin bir siire beklenmistir. Soguyan
orneklere karmin ve stlfirik asitten (H2SOa4) olusan bir karisim ilave edilerek yaklasik 1
saat renk degisiminin olusmasi igin beklenmistir. Orneklerin icerdigi B miktarma bagh
olarak meydana gelen kirmizi ve mor renk gdézlendikten sonra spektrofotometre ile 585 nm
dalga boyunda absorbans degerleri Olgiilmiistiir. Icerdigi B miktar1 bilinen standart
cozeltilerin absorbans degerleri kayit edilerek standart grafik ve grafik denklemi elde

edilmistir. Bu grafige bagli olarak miktar1 bilinmeyen 6rneklerin B miktarlar1 saptanmustir.

2.8. Adsorpsiyon Deneyi

Bitki ornekleri tarafindan adsorplanan B miktarlarinin belirlenmesi i¢cin 100 ml
hacimli 40 ml 5 mg I konsantrasyona sahip GO soliisyonu ve farkli konsantrasyonlardaki
(2, 4,8, 16,32 mg I'l) B ¢ozeltileri kullanilmistir. 2 saatlik deney siiresi sonunda hazirlanan
farkl1 konsantrasyonlardaki B ¢ozeltilerinden oOrnekler alinarak B miktarlar1 karmin

yontemiyle saptanmistir (College vd., 1959).

Langmuir ve Freundlich denklemleri ; (2.3)
_ qm-K;.C, %
“=1Yk.cC 9. = Kp-C,
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ge= adsorbentin adsorpsiyon kapasitesi (mg/g)
gm = adsorbentin maksimum adsorplama kapasitesi (sabit)
KL = Langmuir adsorpsiyon sabiti

Ce = Adsorbatin(adsorplanan maddenin) denge anindaki (adsorplanmadan kalan) derisimi

(mg/L, mol/L)
Kf =Freundlich sabiti
n: sabittir (n>1)
2.9. Istatistiksel Analizler
Elde edilen verilerin istatistiki hesaplamalart SPSS v21.00 araciligt ile

gerceklestirilmistir. Veriler analizlerden 6nce normallik testlerine sokulmus ve ihtiyag

halinde transforme edilmistir. Daha sonra analizler, 0,05 alfa diizeyinde gerceklestirilmistir.

e GO iceren ve icermeyen ortamlarda yer alan bitki drneklerinin yapraklarinin
sayisinin  karsilagtirllmas1  sirasinda One-Way ANOVA  programi ve

Schfee/Tamhane post-hoc testi kullanilmigtir.
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3. BULGULAR

On Kkiiltiir islemi sonrasinda elde edilen saglikli bitki ornekleri segilerek kiiltiire
alma asamasma gegilmistir. Deneyin bu asamasinda bitki koklerinde meydana gelen
yosunlarin 6nlenmesi i¢in bitki drnekleri % 0,5 sodyum hipoklorit ¢ozeltisinden gegirilerek
yeni SIS soliisyonu igerisine aktarilmis ve bu yontemle bitki koklerinde yosunlanma
olusmasi engellenmistir. Daha sonra deneyin bir sonraki asamasi olan toksisite

caligmalarina gecilmistir.

3.1. Toksisite Deneyi

Toksisite ¢alismalar1 sonucunda elde edilen verilere gore her biri 5 mg/1"t GO igeren
farkli B konsantrasyonlarina sahip deney gruplarinda meydana gelen morfolojik ve
fizyolojik gelismeler belirlenmistir. Bu kapsamda farkli deney setlerindeki iki farkh tiire ait
orneklerin yaprak sayilar1 ve toksisiteye bagli meydana gelen yaprak morfolojisindeki
degisiklikler (Sekil 3,1, Sekil 3,2, Sekil 3,3, Sekil 3,4, Sekil 3,5, Sekil 3,6, Sekil 3,7, Sekil
3,8) belirlenmistir. Sekil 3.9°da ise, GO iceren ve icermeyen ortamlarda bulunan her iki
tiire ait bitki orneklerinin nispi gelisim oranlart verilmektedir. Ayrica Sekil 3,10°da GO

iceren ve icermeyen ortamdaki bitki koklerinin makroskobik goriintiisii yer almaktadir.
3.1.1. Yaprak Sayisi

Bu béliimde yapilan ¢alismalarla ilgili veriler sunulurken 6nce L. minor, sonra ise L.
gibba ile ilgili veriler sunulmustur. Sekil 3.1°de, 4 giin siiren deney siiresi sonunda L. minor
tiiriine ait bitki orneklerinin sadece B ve B+GO iceren ortamlardaki yaprak sayisinin
degisimi Ozetlenmektedir. GO iceren ve igermeyen her iki deney setinde de, artan B
konsantrasyonuna bagka bir ifade ile toksisiteye bagli olarak yaprak sayisinin azaldigi
goriilmektedir. En fazla yaprak sayist her iki deney grubunda da 2 ppm seviyesinde
gerceklesmistir. Yalnizca 2 ppm B igeren deney setinde tespit edilen yaprak sayisi
112,649,7 iken, yalmizca GO igeren deney grubunda 137,6+2,4 ve GO+2 ppm B igeren
deney setinde ise 128,6+3,2 olarak belirlenmistir. En az yaprak sayisi ise yalnizca 128 ppm
B iceren deney setinde 34,3+0,47, GO+128 ppm B iceren deney setinde ise 50,3+0,9 olarak

belirlenmistir. GO icermeyen deney gruplart istatistiksel olarak karsilastirildiginda ise 2
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ppm B igeren grup ile 4 ppm B iceren grup arasinda yaprak sayilari acisindan herhangi bir
farkin olmadigr (p<0,05), diger gruplarla arasindaki farklarin ise anlamli oldugu
belirlenmistir (p>0,05). GO iceren deney gruplar istatistiksel olarak karsilastirildiginda
sadece GO iceren grup ile GO + 2 ppm B iceren deney grubunda tespit edilen yaprak
sayilarinda istatistiksel olarak fark bulunmazken (p>0.05), bu gruplarla diger gruplarin
arasindaki farkin ise anlamli oldugu tespit edilmistir (p<0.05). Hem sekilde hem de
istatistiksel analiz sonuglarinda goriildiigii gibi, tiim konsantrasyonlarda GO igeren deney
gruplarinda yaprak sayisinin sadece B igeren gruplara gore daha fazla oldugu, baska bir

ifade ile GO’in B toksisitesine karsi bitkiyi bir noktaya kadar destekledigi goriilmektedir.
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Sekil 3.1. Grafen Oksit iceren ve icermeyen ortamlarda artan B konsantrasyonlarina bagl olarak L. minor

tirline ait bitki 6rneklerinin deney sonunda yaprak sayilarindaki degisim

Sekil 3.2. ve Sekil 3.3’de L. minor tiiriine ait bitki 6rneklerinin sadece farkli
konsantrasyonda B iceren ortamlardaki ve her biri 5 mg I? GO ile birlikte farkl
konsantrasyonda B iceren ortamlardaki yaprak sayisinin gilinlere gore degisimi
verilmektedir. Sekillerde de goriildiigii gibi tiim deney gruplarinda yaprak sayisindaki artig
ilk iki giinde en iist seviyelerdedir. Giin sayisindaki artisa bagl olarak yaprak sayilarinin da
artt1igr ancak bu artisin B konsantrasyonundaki artisa bagli olarak daha az oranda
gerceklestigi goriilmektedir. GO igeren deney gruplarindaki yaprak sayisi diger gruplara
oranla farklilik gdstermektedir. Ozellikle 64 ppm ve 128 ppm gibi yiiksek B diizeyine sahip
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gruplarda yalnizca B igeren deney setlerinin toksisiteye daha fazla maruz kaldiklar agikga

gorulmektedir.

\\\ |
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xxxxxxxxx

L. minor B L. minor GO+B

Sekil 3.2. L. minor bitkisine ait drneklerin farkli konsantrasyonlarda yalmzca B igeren ve B ile birlikte 5 mg/I

GO igeren ortamlarda giinlere gore yaprak sayisindaki degisim

Sekil 3.4’te grafiklerle 6zetlenmeye c¢alisilan sadece artan konsantrasyonlarda B
iceren ortamlarla, ayn1 B konsantrasyonlarina sahip her biri 5 mg/l GO igeren ortamlarda
gelisen L. minor bitki tirliniin yapraklarina iliskin gorseller verilmektedir. Artan B
konsantrasyonlarina bagli olarak, L. minor tiiriine ait bitki drneklerinin yaprak sayisindaki

diisme agikca goriilmektedir.

Sekil 3,5de, 4 giin siiren deney siiresi sonunda L. gibba tirtine ait bitki érneklerinin
sadece B ve B+GO iceren ortamlardaki yaprak sayisinin degisimi 6zetlenmektedir. GO
iceren ve icermeyen her iki deney setinde de, 8 ppm B seviyesinde kadar yaprak sayilarinda
artis olurken, 16 ppm seviyesinden itibaren tekrar azalmakta ve 128 ppm seviyesinde en
diisiik sayiya ulagsmaktadir. Sadece GO iceren deney grubunda yaprak sayist en diisiik
degerindedir ve 131+2,4 olarak belirlenmistir. Bu gruptan sonra en fazla yaprak sayisi ise
her iki deney grubunda da 8 ppm seviyesinde gerceklesmistir. Bu L. gibba tlrlnan, L.
mindr tiiriine gore toksisite etkilerine karsi biraz daha dayanikli oldugunu gostermektedir.
En fazla yaprak sayisinin tespit edildigi yalnizca 8§ ppm B igceren deney setinde yaprak
sayist 122,3+3,3 iken, GO+8 ppm B iceren deney setinde ise 128,3+6,5 olarak
belirlenmistir. En az yaprak sayisi ise yalnizca 128 ppm B iceren deney setinde 72,6+3,09,
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Sekil 3.3. Artan B konsantrasyonlarina bagl olarak L. minor tiirtine ait bitki 6rneklerinin yaprak sayilarinin

glnlere gore degisimi
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2ppmB GO + 2 ppm B 4ppmB GO +4ppm B

8 ppm B GO +8ppm B 16 ppm B GO +16 ppm B

32ppmB GO+ 32 ppm B 64 ppm B GO + 64 ppm B

128 ppm B GO+ 128 ppm B

Sekil 3.4. L. minor bitkisine ait 6rneklerin farkli konsantrasyonlarda yalnizca B igeren ve B ile birlikte 5 mg/1

GO igeren ortamlarda deney sonunda yaprak sayisindaki degigim
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GO+128 ppm B iceren deney setinde ise 89,6+4,1 olarak belirlenmistir. GO igermeyen
deney gruplar istatistiksel olarak karsilastirildiginda ise 2 ppm B igeren grup ile 4 ppm B,
16 ppm B ve 32 ppm B igeren gruplar arasinda yaprak sayilari agisindan herhangi bir farkin
olmadig1 (p<0,05), diger gruplarla arasindaki farklarin ise anlamli oldugu belirlenmistir
(p>0,05). GO igeren deney gruplari istatistiksel olarak karsilastirildiginda sadece GO igeren
grup ile GO+4 ppm B, GO+8 ppm B ve GO+16 ppm B igeren deney gruplarinda tespit
edilen yaprak sayilar1 arasinda istatistiksel olarak fark bulunmazken (p>0.05), diger
gruplarla arasindaki farkin ise anlamli oldugu tespit edilmistir (p<<0.05). Hem sekilde hem
de istatistiksel analiz sonuglarinda goriildiigii gibi, tiim konsantrasyonlarda GO igeren
deney gruplarinda yaprak sayisinin sadece B iceren gruplara gore daha fazla oldugu, baska
bir ifade ile GO’in B toksisitesine karsi bitkiyi bir noktaya kadar destekledigi
gorulmektedir.
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Sekil 3.5. Grafen Oksit igeren ve igermeyen ortamlarda artan B konsantrasyonlarina bagl olarak L. gibba

thrune ait bitki 6rneklerinin deney sonunda yaprak sayilarindaki degigim
Sekil 3.6. ve Sekil 3.7°de L. gibba tirtine ait bitki orneklerinin sadece farkli
konsantrasyonda B iceren ortamlardaki ve her biri 5 mg I? GO ile birlikte farkl

konsantrasyonda B iceren ortamlardaki yaprak sayisimin giinlere goére degisimi

verilmektedir. Sekillerde de goriildiigii gibi tiim deney gruplarinda yaprak sayisindaki artis
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ilk iki glinde en tist seviyelerdedir. Giin sayisindaki artigsa bagli olarak yaprak sayilarinin da
arttigi ancak bu artisin B konsantrasyonundaki artisa bagli 6zellikle 8 ppm’den itibaren
daha az oranda gerceklestigi goriilmektedir. GO igeren deney gruplarindaki yaprak sayisi
icermeyen gruba oranla olumlu yonde farklilik gdstermektedir. Ozellikle 64 ppm ve 128
ppm gibi yiiksek B diizeyine sahip gruplarda yalnizca B iceren deney setlerinin toksisiteye
daha fazla maruz kaldiklarn agik¢a goriilmektedir. B’a karst daha direngli oldugu tespit
edilen L. gibba tiiriiniin GO bulunan deney gruplarinda bu direncinin daha da arttig1 ve GO

icermeyen gruplara oranla daha fazla yaprak sayisi tirettigi goriilmektedir.
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Sekil 3.6. L. gibba bitkisine ait 6rneklerin farkli konsantrasyonlarda yalnizca B igeren ve B ile birlikte 5 mg/1

GO igeren ortamlarda giinlere gore yaprak sayisindaki degisim

Sekil 3,8°de yukarida grafiklerle Ozetlenmeye calisilan sadece artan
konsantrasyonlarda B igeren ortamlarla, ayn1 B konsantrasyonlarina sahip her biri 5 mg/I
GO igeren ortamlarda gelisen L. gibba bitki tiiriiniin yapraklarina iligkin gorseller
verilmektedir. Artan B konsantrasyonlarina bagli olarak, L. gibba tlrine ait bitki
orneklerinin yaprak sayist 8 ppm seviyesine kadar artmakta ve sonrasinda ise yaprak

sayisinda yasanan diisme agikca goriilmektedir.
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Sekil 3.7. Artan B konsantrasyonlarina bagli olarak L. gibba tlrune ait bitki 6rneklerinin yaprak sayilarimin
glnlere gore degisimi
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2 ppm B GO +2 ppm B 4 ppm B GO + 4 ppm B

8 ppm B GO + 8 ppm B 16 ppm B GO + 16 ppm B

32 ppm B GO + 32 ppm B 64 ppm B GO + 64 ppm B

128 ppm B GO + 128 ppm B

Sekil 3.8. L. gibba bitkisine ait 6rneklerin farkli konsantrasyonlarda yalmizca B igeren ve B ile birlikte 5 mg/1

GO igeren ortamlarda deney sonunda yaprak sayisindaki degisim

3.1.2. Nispi Gelisim Oram (Relative Growth Rate)

Farkli konsantrasyonda B igeren ortamlar ve her biri 5 mg 1t GO ile birlikte farkli
konsantrasyonda B igeren ortamlara maruz birakilan deney gruplarindaki bitki drneklerinin

nispi gelisim oranlar1 asagida verilen formiile gére (3.1) hesaplanmistir (Evans, 1972; Hunt,
1982)
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In(Ny)-In(Nx) (3.1)

nxX=y =
t)-tx

ux—y : Belirlenen araliktaki nispi blylme orani

Nx: x zamaninda g6zlenen yaprak sayisi
Ny:y zamaninda gdzlenen yaprak sayisi
tx: Baslangic zamani (glin)

tj: Bitis zamani (gun)

4 gunluk deney sureci boyunca L. minor ve L. gibba tiirlerine ait nispi gelisim
oranlar1 incelendiginde, tiim deney gruplarinda nispi gelisim oraninin en fazla oldugu
giiniin ilk iki oldugu goriilmektedir. Ikinci giinden sonra bitkilerdeki gelisim oraninin

diistiigii ve yaprak sayilarindaki artisin azalmaya basladigi belirlenmistir (Sekil 3.9).

L. minor tiirtine ait deney gruplar incelendiginde en yiiksek nispi gelisim orani
yalnizca GO igeren deney grubunda (0,7418) gdzlenmis ve bu orant 0,7115 ile 2 ppm
B+GO deney grubunun takip etmistir. Ancak B konsantrasyonu daha fazla arttik¢a nispi
gelisim oranlarmin diisiis gosterdigi goriilmektedir. Ek olarak ¢alisilan en yuksek iki
konsantrasyon olan 64 ppm ve 128 ppm deney gruplarinda, GO igeren ve igcermeyen
gruplarin nispi gelisim oranlarmin sirasiyla 64 ppm’de 0,100-0,062, 128 ppm’de ise bu
farkin daha da acgilarak 0,099-0-033 oldugu gozlenmektedir. Ayrica benzer sonuglar tim
GO igeren deney gruplarinda da tespit edilmistir. Benzer sekilde L. gibba tlrini igeren
deney gruplarinda da en fazla nispi gelisim orami 0,632 degeri ile GO igeren deney setinde

gozlenmistir.

En az gelisim ise beklendigi lizere en yiiksek B konsantrasyonu olan 128 pmm B’a sahip
olan deney setinde (0,065) go6zlenmistir. Her iki bitki grubunda da artan B
konsantrasyonuna bagli olarak nispi gelisim diizeylerinin azalma gosterdigi ve bu

degisimin ortamda bulunan GO ile yakindan iligkisi oldugu gézlenmektedir.
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Sekil 3.9. L. minor ve L. gibba tiirlerine ait 6rneklerin farkli konsantrasyonlarda yalnizca B igeren ve B ile

birlikte 5 mg/l GO igeren ortamlarda deney sonunda nispi gelisim oranlari

Sekil 3.10’da yer alan gorselde, GO partikiillerinin bitki koklerinin etrafin1 sararak
ortamda yer alan B ile birlikte olusturdugu partikiiller gériilmektedir. Bu partikiiller GO
icermeyen ortamda gézikmemektedir.

3.2. Fitoremediasyon Calismalari

Toksisite ¢alismalarinin tamamlanmasinin ardindan, ortamda bulunan B miktar1 ve
bitki gruplarmin aritim performanslar1 degerlendirilmistir. Ayrica B alinimina bagl olarak
pH, iletkenlik gibi ¢evre faktdrlerinin degisimleri de gézlenmistir. 4 giinliik deney periyodu
boyunca her giin tiim deney gruplarindan su 6rnegi alinmis ve icerdikleri B miktarlar

hesaplanmastir.
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GO bulunan ortamdaki Lemna cinsine GO igermeyen ortamdaki Lemna cinsine
ait bitki drneginin rizosfer kism ait bitki 6rneginin rizosfer kismi

Sekil 3.10. GO igeren ortamdaki ve GO bulunmayan ortamdaki bitki kokleri
3.2.1. Bor Analizleri

Biyoremediasyon deneyleri sonucunda elde edilen verilere gore L. minor ve L.
gibba tiirlerinin B aritim sonuglar1 Sekil 3.11 ve Sekil 3.12°de, % aritim performanslari ise
Sekil 3.13 ve Sekil 3.14’de, GO partikiillerinin B alim miktarlar1 ise Sekil 3.15°de
belirtilmistir.

L. minor tiiriiniin ¢alisildig1 deney gruplarinda en yiiksek B aritim degerinin 24,632
mg I ile 128 pmm B+GO setinde gergeklestigi goriilmiistiir. Fakat GO igermeyen 128 ppm
B setinde ise aritim miktarmin 4,564 mg 1" seviyesinde kaldig tespit edilmistir. Meydana
gelen bu farkliligin hem birey sayisindaki degisime hem GO varligina baglh olarak
gerceklestigi diisuntlmektedir.

Ayrica tim deney setlerinde aritim miktarlarinin ikinci giinden itibaren azalma egilimi
gosterdigi ve bitki biinyesine alinan B’un biiyiik bir cogunlugunun ilk iki giinde alindig1
belirlenmistir. Ote yandan ortamda bulunan GO’in bitkide B aliimu (izerine pozitif etkilere
yol agtig1 ve bitkiyi B toksisitesinden korudugu da anlasilmaktadir. Ozellikle 16 ppm ve
tizerindeki B i¢eren deney gruplarinda GO bulunan gruplar ile bulunmayan gruplarin aritim

performanslarinda ciddi bir farklilik oldugu goriilebilir. Ek olarak 2 ppm, 4 ppm ve 8 ppm
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seviyelerindeki deney setlerinde B alinim miktarlarinin birbirine yakin oldugu fakat B

konsantrasyonu arttik¢a alinan B miktarinin da arttig1 belirlenmistir.

L. gibba tiiriniin B aritim performansinin degerlendirildigi deney setlerinde ise en
yiiksek B alinim miktarmin 26,971 mg 17 degeri ile 128 ppm B+GO deney grubunda
gerceklestigi tespit edilmistir. L. minor tiiriiniin ¢alisildigi deney gruplarina benzer sekilde
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Sekil 3.11. L. minor bitkisine ait 6rneklerin farkli konsantrasyonlarda yalnizca B igeren ve B ile birlikte 5

mg/l GO igeren ortamlarda deney boyunca aldiklar1 B miktarlar
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L. gibba tiirtinde de ortamda bulunan B konsantrasyonu arttik¢a alinan B miktarinda da
artts oldugu goriilmektedir. Alinan en az B miktar1 ise 1,310 mg I degeri ile 2 ppm B

setinde gerceklesmistir.
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Sekil 3.12. L. gibba bitkisine ait 6rneklerin farkli konsantrasyonlarda yalnizca B igeren ve B ile birlikte 5

mg/l GO igeren ortamlarda deney boyunca aldiklar1 B miktarlar

2 ppm, 4 ppm ve 8 ppm B konsantrasyonlarini igeren gruplardaki B alinim miktarlari
benzerlik gostermekte fakat bu degerlerin {lizerine cikildiginda ise alinim miktarlarinin
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degisim gosterdigi goriilmektedir. L. minor tiiriiyle kiyaslandiginda ise L. gibba tlrinin B
arttmi1 ve B direnci bakimindan daha istiin oldugu belirlenmistir. Ayrica B aritim
miktarlarinin biiylik bir ¢ogunlugu diger bitki tiirline benzer sekilde ilk iki giin icerisinde
daha yogun olarak gerceklesmistir.

L.minor M bor+grafen
100 m bor
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. HLL
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2ppm Appm 8ppm 16ppm 32ppm 64ppm 128ppm

Sekil 3.13. L. minor tirinln 4 ginlik deney seti sonunda gergeklestirdigi % aritim performansi

o L.glbba H bor+grafen
H bor
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Sekil 3.14. L. gibba tiirliniin 4 giinliik deney seti sonunda gergeklestirdigi % aritim performansi

GO materyalinin B tutma kapasitesi incelendiginde, en fazla B alim miktarinin 128

ppm B konsantrasyona sahip deney grubunda gozlendigi (10,845 + 0,314 mg 1Y), en az B
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aliminin ise 2 ppm B konsantrasyonunda (0,497 + 0,114 mg I!) gerceklestigi belirlenmistir.
Elde edilen sonuglara gore, ¢ozelti igerisinde yer alan B konsantrasyonuna bagli olarak
alman B miktarinin artti§1, ancak B aritimi i¢in yalmizca GO kullaniminin yeterli

olmayacagi goriilmektedir (Sekil 3.15).
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Sekil 3.15. GO partikiillerinin farkli konsantrasyonlarda B igeren ortamlardaki aldiklar1 B miktarlar
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3.2.2. pH ve Iletkenlik Degerleri

4 gunlik deney periyodu boyunca L. minor ve L. gibba turlerine ait su 6rneklerinin

pH ve iletkenlik degerli kaydedilmis ve asagida 6zetlenmistir (Tablo 3.1 ve Tablo 3.2).

Tablo 3.1. L. minor tirline ait deney gruplarinin 4 giinliik deney periyodunundaki pH ve iletkenlik degerleri

Konsantrasyon Giris 1.g0n 2.gun 3.gUn 4.g90n
2 ppm 6,0 6,47 6,73 6,86 6,93
4 ppm 6,0 6,44 6,62 6,69 6,82
8 ppm 6,0 6,58 6,76 6,85 6,95
16 ppm 6,0 6,43 6,68 6,69 6,84
32 ppm 6,0 6,79 6,98 7,01 7,1
64 ppm 6,0 6,45 6,59 6,58 6,73
128 ppm 6,0 6,41 6,54 6,46 6,63
PH 2 ppm+G.0O. 6,0 6,38 6,76 7,01 7,01
4 ppm+G.O. 6,0 6,47 6,69 6,82 6,88
8 ppm+G.O. 6,0 6,45 6,6 6,68 6,82
16 ppm+G.O. 6,0 6,9 7,08 7,19 7,3
32 ppm+G.O. 6,0 6,41 6,58 6,66 6,77
64 ppm+G.O. 6,0 6,46 6,63 6,61 6,8
128 ppm+G.0. 6,0 6,46 6,57 6,51 6,88
2 ppm 1171 1157 1151 1158 1163
4 ppm 1171 1154 1153 1158 1160
8 ppm 1171 1158 1156 1159 1163
16 ppm 1171 1153 1153 1157 1161
32 ppm 1171 1143 1167 1167 1168
64 ppm 1171 1149 1151 1152 1157
iletkenlik 128 ppm 1171 1142 1143 1147 1152
(nS/cm) 2 ppm+G.O. 1172 1169 1176 1185 1191
4 ppm+G.0. 1172 1154 1154 1159 1162
8 ppm+G.0O. 1172 1156 1156 1159 1161
16 ppm+G.O. 1172 1153 1155 1157 1159
32 ppm+G.O. 1172 1155 1159 1161 1167
64 ppm+G.O. 1172 1153 1154 1153 1158
128 ppm+G.O. 1172 1147 1147 1148 1158
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Tablo 3.2. L. gibba tiiriine ait deney gruplarimin 4 giinliik deney periyodunu kapsayan pH ve iletkenlik

degerleri

Konsantrasyon Giris 1.gln 2.gun 3.gUn 4.gun

2 ppm 6,0 6,38 6,73 6,88 7,43

4 ppm 6,0 6,44 6,62 6,69 6,82

8 ppm 6,0 6,58 6,76 6,85 6,95

16 ppm 6,0 6,43 6,68 6,69 6,84

32 ppm 6,0 6,79 6,98 7,01 71

64 ppm 6,0 6,45 6,59 6,58 6,73

128 ppm 6,0 6,41 6,54 6,46 6,63

PH 2 ppm+G.0. 6,0 6,4 6,78 7,05 7.4

4 ppm+G.O. 6,0 6,47 6,69 6,82 6,88

8 ppm+G.0. 6,0 6,45 6,6 6,68 6,82

16 ppm+G.O. 6,0 6,9 7,08 7,19 7,3

32 ppm+G.0. 6,0 6,41 6,58 6,66 6,77

64 ppm+G.O. 6,0 6,46 6,63 6,61 6,8

128 ppm+G.O. 6,0 6,46 6,57 6,51 6,88

2 ppm 1171 1154 1157 1160 1148

4 ppm 1171 1160 1156 1158 1158

8 ppm 1171 1158 1157 1158 1160

16 ppm 1171 1163 1159 1160 1159

32 ppm 1171 1158 1162 1160 1161

64 ppm 1171 1162 1161 1160 1158
iletkenlik 128 ppm 1171 1162 1161 1162 1158
(nS/cm) 2 ppm+G.O. 1168 1161 1157 1156 1148
4 ppm+G.0. 1168 1160 1158 1157 1160
8 ppm+G.0. 1168 1162 1157 1158 1161
16 ppm+G.O. 1168 1161 1161 1160 1157
32 ppm+G.O. 1168 1161 1161 1160 1156
64 ppm+G.O. 1168 1162 1161 1160 1157
128 ppm+G.O. 1168 1163 1160 1161 1156
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Tablo 3.1. ve Tablo 3.2.’deki veriler incelendiginde tiim deney gruplarinda, ortamdaki GO
ve B konsantrasyonuna bagl olarak pH ve iletkenlik degerlerinin degisim gosterdigi tespit
edilmistir. Ortamdaki B miktarinin artisina paralel olarak pH artmakta ve buna paralel

olarak iletkenlik seviyesinin azaldig1 goriilmektedir.

3.3. Enzim Aktivitesi Calismalari

4 gunlik deney periyodu sonunda L. minor ve L. gibba tlrlerine ait deney
gruplarinin ortamda bulunan B ve GO toksisitesine kars1 gosterdikleri askorbat peroksidaz,
stperoksit dismutaz, guaiakol peroksidaz, katalaz ve glutatyon rediktaz enzim

aktivitelerindeki degisimler Sekil 3.16’te gosterilmistir.

Ortamda bulunan stres kosullarina bagli olarak tiim deney gruplarinda enzimatik
aktivitelerin artis gosterdigi belirlenmistir. Ancak bitki gruplarinin yasayamadigi c¢ok
yiikksek B seviyelerinde ise aktivitenin sifira yakin seviyelere indigi ve bitkinin tolerans
diizeyinin asildigr anlagilmaktadir. Ayrica GO iceren deney gruplarindaki enzimatik
aktivitenin daha yiiksek oldugu ancak ortamdaki B miktarina bagli olarak bu aktivite

diizeyin degisim gosterdigi belirlenmistir.

APX enzimindeki degisiklik incelendiginde ozellikle L. gibba turinde B
konsantrasyonu arttikca enzimatik aktivide ciddi bir artis olustugu tespit edilmistir. En
yiiksek enzimatik aktivitenin L. minor tiiriine ait 128 ppm deney grubunda 12,49 mg*
protein min? oldugu, en diisiik aktivitenin ise 8 ppm B konsantrasyonu iceren deney
grubunda 0,67 mg* protein min seviyesinde oldugu anlasilmaktadir. L. gibba tiiriine ait
deney gruplarinda ise en fazla aktivite GO + 32 ppm B igeren deney grubunda 32,55 mg*
protein min™ oldugu, en diisiik aktivitenin ise 128 ppm B konsantrasyonu iceren deney
grubunda 0,30 mg™? protein min™ seviyesinde oldugu anlasiimaktadir. Ozellikle 64 ppm ve
128pmm gibi yiiksek B konsantrayonu i¢eren gruplarda GO igeren ve igermeyen gruplarin
enzimatik aktivitelerinde dnemli farkliliklar oldugu goriilmektedir. APX enzimindeki artis
vasitastya bitkinin B toksisitesine karsi korundugu elde edilen diger bilgilerdendir. Ote
yandan L. minor tiiriinde de benzer sonuglar goriildiigii anlasilmaktadir. B direnci daha
diisiik oldugu bilinen L. minor tiiriiniin artan toksisiteye karsi daha fazla enzimatik

reaksiyon gosterdigi ve aktivitesinde artan bir egri olusturdugu belirlenmistir. SOD
36



aktivitesi incelendiginde ise oOzellikle L. minor tiirinde artan B konsantrasyonuna bagli

olarak aktivitenin 6nemli diizeyde arttig1 goriilmektedir. En yiksek enzim aktivitesi
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Sekil 3.16. L. minor ve L. gibba tiiriine ait deney gruplarinin 4 giinlitk deney periyodu sonunda askorbat

peroksidaz, superoksit dismutaz, guaiakol peroksidaz, katalaz ve glutatyon rediiktaz enzim

aktivitelerindeki degisim
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128 ppm B iceren deney gruplarinda 1,94 mg? protein min? diizeyinde iken en diisiik
aktivite ise L. gibba tiiriine ait 128 ppm deney grubunda 0.108 mg? protein min?
seviyelerinde oldugu belirlenmistir. Bu sonugla B toksisitesinin 6zellikle L. gibba turinde
enzimatik reaksiyonlarda biiyiik bir artisa yol agmadigi fakat L. minor tlrl icin énemli bir

korunma mekanizmasi oldugu diisiiniilmektedir.

GPX enziminin ise artan B toksisitesine kars1 gelistirdigi enzimatik reaksiyonlarin
B konsantrasyonuna bagli olarak farkli diizeylerde gerceklestigi goriilmektedir. En yiiksek
enzimatik aktivitenin L. minor turine ait deney grubunda 64 ppm B konsantrasyonunda
oldugu 2,00 mg? protein min? oldugu, en diisiik aktivite ise 0,79 mg™ protein min? ile
yalnizca GO igeren deney grubunda gergeklestigi anlasilmaktadir. L. gibba turtine ait deney
gruplarinda ise en yiiksek enzimatik aktivite GO + 16 ppm B iceren deney grubunda 4,027
EU mg? protein min™, en diisiik aktivite ise GO + 2 ppm B iceren deney grubunda (0,608
EU mg? protein min™) kayit edilmistir. Ayrica artan B konsantrasyonuna bagli olarak 16
ppm B seviyesine kadar artis egilimi gosteren enzimatik aktivitenin bu diizeyinden sonra
azalig gosterdigi belirlenmistir. Ayrica ortamda bulunan GO miktarinin her iki bitki
grubundaki enzimatik reaksiyonlar1 harekete gecirdigi ancak bitki morfolojisinde herhangi

bir toksik semptoma yol agmadigi belirlenmistir.

CAT aktivitesi ise GO bulunan deney gruplarinda yalnizca B igeren gruplarla yakin
sonugclar icermektedir. Ozellikle L. gibba tiiriine ait yalnizca GO igeren deney grubundaki
enzimatik aktivite diger gruplara oranla daha yuksektedir. En yiiksek enzimatik aktivite L.
gibba trtnin 2 ppm B konsantrasyonunda 0,430,62 mg? protein min’l, en diisiik
seviyenin ise 0,030,62 mg? protein min?t ile 64 ppm B iceren L. minor tirinde
goriilmektedir. Ayrica artan B konsantrasyonuna bagli olarak her iki bitki grubunda da
aktivitenin degisim gosterdigi ozellikle L. minor turinde 16 ppm ve Uzerindeki B
konsantrasyonlarda enzimatik aktivitenin ¢ok diisiik seviyelerde oldugu belirlenmistir. L.
gibba tlrinde ise bir korunma yontemi olarak katalaz aktivitesinin 64 ppm ve 128 ppm
diizeylerinde yliksekligi dikkat cekmektedir. GR aktivitesinde degisimler incelendiginde ise
L. minor tiirliniin tim deney gruplarinda enzimatik aktivitenin yiiksek oldugu, L. gibba

tiiriinde ise 64 ppm seviyelerinden sonra aktivitenin artig gosterdigi belirlenmistir. En  fazla
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aktivitenin 6,790,62 mg* protein mintile L. minor tiiriiniin 2 ppm B seviyesinde, en diisiik
aktivitenin ise L. gibba tiiriiniin 16 ppm B seviyesinde oldugu goriilmistiir. GO igeren ve
icermeyen deney gruplari karsilagtirildiginda ise her iki bitki tiirii i¢in de birbirine yakin
sonuglar elde edildigi anlasilmaktadir. Bu sebeple ortamda bulunan GO bileseninin GR

aktivitesinde dnemli bir farkliliga yol agmadig diisiiniilmektedir.

3.5. Biyomas Sonuclari

Fitoremediasyon sonucu elde edilen biyokiitle miktarmin belirlenmesi igin
gerceklestirilen biyomas deneyinde, her iki bitki tiiriine ait 6rnekler kurutularak elde edilen
biyomas hesaplanmistir (Sekil 3.17). L. minor turine ait deney grubunda, en yiksek
biyomas elde edilen grup yalnizca GO igeren deney seti (0,030 gr), en az biyomas elde
edilen grup ise 128 ppm B konsantrasyonuna sahip deney grubudur (0,001 gr). L. gibba
tiiriinde ise, benzer sekilde en yiiksek biyomas yalnizca GO igeren deney seti (0,044 gr), en
az biyomas elde edilen grup ise 128 ppm B konsantrasyonuna sahip deney grubudur (0,015
gr). Ote yandan, aym konsantrasyona sahip deney gruplari karsilastiildiginda L. gibba
tiriiniin daha fazla biyomas irettigi goriilmektedir. Ayrica GO igeren deney gruplarinin
biyomas iiretiminde daha basarili olduklar1 ve B toksisitesine karsi daha fazla direng

gosterdikleri belirlenmistir.
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Sekil 3.17. L. minor ve L. gibba tiirlerinin yalnizca GO igeren ve GO ile birlikte farkli B konsantrasyonlarina

sahip deney gruplarindaki toplam biyomas miktarlari
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3.4. Klorofil Miktarlar:

Bitkideki toksik bilesenlerin enzimatik ve fizyolojik sonuglar1 sebebiyle yapraklar
icerisindeki klorofil miktarinin belirlenmesi, morfolojik acidan ayirt edilemeyen toksik
semptomlarin daha net bir sekilde anlasilmasina olanak saglamaktadir. Bu sebeple, L.
minor ve L. gibba tiirlerinin deney sonunda klorofil miktarlar1 belirlenmis, B toksisitesi
sonucu meydana gelen degisimler ve GO-B etkilesimi agiklanmaya c¢alisilmistir. Elde
edilen sonuclara gore, her iki bitki tlriinde de artan B konsantrasyonuna bagli olarak
klorofil miktarlarinin azaldig1 belirlenmistir (Sekil 3.17). L. minor turinde toplam klorofil
miktarinin (klorofil a+b) en fazla oldugu grup yalnizca GO igeren deney seti (15,828
pg/ml) , en az klorofil miktarina sahip deney grubu ise 128 ppm B konsantrasyonuna sahip
deney grubudur (3,751 pg/ml). L. gibba tiiriinde ise, en fazla klorofil miktart GO + 8 ppm
B konsantrasyonuna sahip deney grubunda (27,234 pg/ml), en az klorofil miktar1 ise 128
ppm B konsantrasyonuna sahip deney grubuna (9,238 pg/ml) aittir. Ayrica GO igeren ve
icermeyen deney gruplan karsilagtirildiginda, GO bulunan deney gruplarinin daha fazla

klorofil miktar1 igerdigi goriilmektedir.
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Sekil 3.18. L. minor ve L. gibba tiirlerinin yalnizca GO igeren ve GO ile birlikte farkli B konsantrasyonlarina

sahip deney gruplarindaki klorofil a, b ve a+b miktarlart
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3.6. Adsorpsiyon Deneyi

GO partikiillerinin B tutma kapasitelerinin belirlenmesi amaciyla gergeklestirilen
adsorpsiyon deneyi ile hibri sistemlerde goérev alan materyallerin bireysel aritim
basarilarinin degerlendirilmesi amaglanmistir. Elde edilen sonuglara gére, GO materyalinin
maksimum B tutma degeri 17,985 mg/g olarak bulunmustur (Sekil 3.19). Her iki esitlikte
elde edilen R2 degerleri de yiiksek olmasina karsin, denklemlerin R? degerleri
kiyaslandiginda GO partikiillerinin B adsorpsiyon mekanizmasinin anlasilmasinda

Langmuir izoterm denkleminin tercih edilmesi daha dogru olacaktir.

Langmuir
Am K, r” Regresyon Denklemi
17.985 mg/g 0,002 0.986 vy = 0,0556x + 0,3101
Freundlich
K. n r’ Regresyon Denklemi
5,843 3,039 0,976 Yy = 0,5398x - 1,2815

Sekil 3.19. GO adsorpsiyonuna bagli elde edilen Langmuir ve Freundlich izoterm denklemleri
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4. TARTISMA, SONUC VE ONERILER

Gerek dogal gerekse antropojenik kokenli faaliyetlerin cevre ile etkilesimlerinin
incelendigi calismalardaki temel motivasyon, ekosistemde meydana gelen degisikligin
dogal yap1 ve nihayetinde insan {izerinde ortaya cikarabilecegi olasi etkileri arastirmaktir.
Dogal yapi igerisinde herhangi bir unsurun etkilerinin tek basina bagimsiz olarak ortaya
konmasi her zaman miimkiin degildir. Ciinkii dogal ekosistemlerde herhangi bir faaliyet
sonucunda ortaya ¢ikan sonug, o canli iizerinde etkili olan faktorlerin bir bileskesi sonucu
gerceklesir. Dolayisiyla ekologlar, ekosistem iizerinde etkili olabilecek faktorlerin etki
diizeylerini ve Ozelliklerini Ogrenebilmek i¢in ¢ogunlukla bu faktorleri laboratuvar
ortaminda bir ya da birkac faktore indirgeyerek ¢alisma egilimindedir. Bu tarz calismalari
yaparken de genellikle daha iyi taninan ve diinyada da siklikla tercih edilen model

organizmalari kullanirlar (Parnian vd., 2016; Z. Zhao vd., 2017, 2018; Paolacci vd., 2018).

Lemna cinsine ait bitki tdrleri, bu anlamda 0zellikle sulak alanlar ile ilgili
calismalarin biyo (canli) 6gesini olusturan ana unsurlardan olan model organizmalardandir.
Ekolojik toleranslarinin yiiksek olusu, hizli gelisim gostermeleri, kii¢iikk yapida olmalari,
cevresel degisimlere hizli ve belirgin tepkiler vermeleri, asekslel treme yetenekleri ve in-
vitro ortamda kolaylikla yetisebilmeleri nedeniyle miikemmel bir model organizma niteligi
tasimaktadirlar. Bu ylizden bu ¢aligmada da, diinyanin bir¢ok yerinde genis yayilisi bulunan
(kozmopolit nitelikte) L. minor ve L. gibba tiirleri kullanilmistir. Diinyadaki sulak alanlarin
floristik yap1 itibariyle birbirine karasal ekosistemlere nazaran daha c¢ok benzedigi
diistintildiiglinde, bu tarz ¢aligmalarda bdyle kozmopolit tiirlerin kullanilmas: bu tiirlerin
belki de genel veya o bolgeye 6zgii farkli gevresel faktorlere verdikleri tepkilerin daha iyi

anlasilmasini saglamakta ve bilimsel anlamda kiyaslama olanagini arttirmaktadir.

Bu calismayi1 da diger caligmalardan ayiran en biiyiik 6zellik, Tiirkiye nin diinyanin

B rezerv alanlariin %70 gibi ¢ok biiyiik bir oranina sahip olmasi ve bu dogal yap1 ile ¢evre

arasindaki etkilesimleri incelemek anlaminda miikemmel bir firsat sunuyor olmasidir. Bu

calismay1 farkli kilan bir diger 6zellik te, GO molekiiliiniin boyle bir ¢alismaya ilk defa

dahil edilmis olmasidir. GO (C140H42020), son zamanlarda endiistriyel alanda yogun olarak

kullanilmaya bagslanan, yeni, sentetik ve organik bir karbon materyalidir. Sahip oldugu
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elektrokimyasal 6zellikler ve kirletilmis ortamlarda bitkilere sagladig1 avantajlar nedeniyle,
son donemde dikkati ¢ekmeye baslamis olmasina ragmen, GO’in c¢evre kirliliginin
fitoremediasyon araciligi ile azaltilmasi sirasinda kullanimi ile ilgili calismalar oldukc¢a
yenidir. Bu nedenle ilk defa bu ¢alismada, B ile GO etkilesimi ve bunun fitoremediasyonda
kullanim olanaklar1 ortaya konulmaya calisilmistir. Bu 06zelligi nedeniyle bu c¢alisma,
fitoremediasyonda hem bitki hem de sentetik bir organik maddeyi ise kosmasi nedeniyle,
kompozit bir aritim sistemi olarak degerlendirilebilir. Bu 6zelligi ile de, 6zgiin bir nitelik

tasimaktadir.

Fitoremediasyon g¢aligsmalarinda zincirin en zayif halkasi konumunda bitkiler yer
almaktadir. Calisilan bitki gruplarinin saglikli tutularak fitoremediasyon performanslarinin
yiikseltilmesi kullanilan sistemlerin hem aritim potansiyelinin artmasmma hem de
stirdiirtilebilirligin yiikseltimesine biiylik katkilar saglamaktadir. Bu sebeple, ortamda
bulunan GO partikiilleri vasitasiyla calisilan bitki gruplarmin toksik bilesenlerden en az
etkilenmesi saglanarak fitoremediasyon basarisinin en {ist diizeye c¢ikarilmasi

hedeflenmistir.

Toksik etkilere sebep olan B konsantrasyonlarinin belirlenmesi amaciyla
gerceklestirilen toksisite ¢aligmalart sonucunda elde edilen verilere gore; L.minor tirinde
artan B konsantrasyonuna bagli olarak yaprak sayilarinda azalma egilimi oldugu Sekil 3.1,
3.2, 3.3 ve 3.4°de goriilmektedir. Ozellikle 64 ppm ve 128 ppm B konsantrasyonlarinda, L.
minor tiirtiniin toksisite sebebiyle yaprak sayilarini arttiramadigi ve canli birey sayisinda
blyuk bir disiis gozlendigi belirlenmistir. Ancak B ile birlikte GO igeren deney gruplarinda
toksik semptomlarin daha az gozlendigi ve buna bagli olarak yaprak sayisinin GO
icermeyen deney gruplarmna kiyasla daha fazla oldugu goriilebilmektedir. Istatistiksel
degerlendirmeler de bu sonucu teyit etmektedir. Yalnizca morfolojik 6zelliklere bakilarak
dahi GO materyalinin ¢alismada kullanilan Lemna tiirlerindeki koruyucu etkileri rahatlikla
fark edilebilmektedir. Benzer sekilde L. gibba tiriiniin de birey sayisi ve toksik
semptomlarin artan B konsantrayonuna bagli olarak ortaya ¢ikmaya basladig
belirlenmistir. Ayrica GO partikiillerinin B ile baglanmasi sonucu bitkideki toksisitenin

azaldigi Sekil 3.4’de gorilmektedir. Ancak L. minor tiiriinden farkli olarak L. gibba
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tirindn B toksisitesine ekolojik toleransinin daha yiliksek oldugu ve ortamdaki B
kirliliginden nispeten daha az etkilendigi goriilmektedir. Benzer sekilde yapilan bircok
calismada 16 ppm B konsantrasyonunun Lemna tiirleri i¢in kritik 6nem arz ettigi ve bu
seviyenin Uzerine ¢ikildiginda bitki gruplarinda toksisiteye yol agtigi rapor edilmistir
(Bocuk vd., 2013; Gir vd., 2016).

Bitkiler, cogu canli grubundan farkli olarak sesil (topraga sabit bir sekilde) bir
yasam siirdiirmeleri sebebiyle ¢evrelerindeki tehlikelerden fiziksel olarak kagma sansina
sahip degildir. Bu nedenle tiirtin devamlilign disiiniildiigiinde, bitki gruplar tarafindan
ortamda bulunan toksik etmenlerin tolere edilebilmesi igin g¢esitli korunma
mekanizmalariin varligi olduk¢a 6nemlidir. Bu sebeple, stres faktorlerine karsi bitkiler
tarafindan fitostabilizasyon (sabitleme) , fitovolatilizasyon (buharlastirma), fitodegredasyon
(bozulma) ve fitoekstraksiyon (alinim) gibi bir¢ok korunma mekanizmasi gelistirilmistir.
(Greipsson, 2015). Sekil 3.10°daki gorselde bitki koklerine sabitlenmis GO ve B
bilesenlerinden olusan partikiiller goriilebilmektedir. Bu yapi1 ile hem bitki B toksisitesine
kars1 korunmakta hem de ortamda bulunan toksik bilesenlerin bitki igerisine alinmadan
rizosferde tutulmasi saglanmaktadir (Hu vd., 2018b). Ayrica simbiyotik yasamin bir sonucu
olarak bitkinin rizosfer kismindaki bakteri florasinin da bitkiyi toksik bilesenlere karsi
korudugu belirlenmistir (Stout vd., 2010). Bu sebeple, 6zellikle remediasyon sistemlerinde
stirecin saglikli olarak yonetilebilmesi icin ekolojik etmenlerin ve cevresel faktorlerin de

gozardl edilmemesi gerekmektedir.

Hizli caligsan ve verimi yiiksek aritim sistemlerinin gelistirilebilmesi i¢in kullanilan
bitki gruplarinin gelisim oranlarinin tespit edilmesi zaman tasarrufu ve sistem analizi i¢in
blyuk bir 6neme sahiptir. Bu sebeple sistem icerisinde yer alan bitki gruplarinin nispi
gelisim oranlar1 gozlenerek toksisite ve morfolojik degisimler kayit altina alinmistir. Lemna
tiirlerindeki nispi gelisim oranlar1 incelendiginde, artan B toksisitesine bagli olarak nispi
gelisimin azaldig1r ve yeni birey olusumunun yavasladigi belirlenmistir (Sekil 3.9). Ek
olarak her iki bitki grubunda da en fazla gelisim ilk iki giin igerisinde gergeklestigi
goriilmektedir. Toksik semptomlarin etkilerinin ikinci giinden itibaren ortaya g¢ikmaya

basladig1 diisiiniildiglinde bu azalis beklenen bir sonugtur. Ayrica ortamda bulunan GO
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miktarinin bitkide morfolojik bir degisiklige yol agmadigi ve buna bagh olarak bitki
gelisimi iizerine negatif bir etkiye sebep olmadigi da nispi gelisim oranlarindan
anlasiimaktadir. Benzer sekilde, diger bir¢ok ¢alismada da, 5 mg I seviyesindeki GO
konsantrasyonun Lemna tiirlerinde bir toksisiteye yol agmadigi bildirilmektedir (Hu vd.,
2016, 2018).

Ekolojik cevrenin olabildigince optimum bir sekilde analiz edilebilmesi igin ortamin
fiziksel oOzellikleri ile birlikte kimyasal faktorlerin de degerlendirilmesi gerekmektedir.
Ozellikle sucul ekosistemlerde pH ve elektriksel iletkenlik degerleri birgok canli tiiriiniin
yasamini dogrudan etkilemektedir. Bu sebeple, sucul habitatlarin simiile edildigi yapay
sulak alanlar ve benzer sistemler i¢in pH ve elektriksel iletkenlik degerlerinin belirlenmesi
kritik bir gerekliliktir. Lemna tiirlerine ait deney gruplarinin pH ve elektriksel iletkenlik
degerleri incelendiginde (Tablo 3.1, 3.2), pH ‘nin bitkiler tarafindan salgilanan enzimler
vasitast ile yiikseltildigi ve buna bagli olarak elektriksel iletkenlik degerlerinin diistiigii
belirlenmistir. pH artisinin  ortamdaki serbest halde bulunan B konsantrasyonunun
azaltmasina ve boylece bitkinin B toksisistesine karsi dayanma giiciiniin arttirilmast

konusunda destek oldugu diisiiniilmektedir (Bociik, 2010).

Igme suyu ve sulama suyu gibi eser miktarlarda toksik bilesen igeren ortamlar
diistintildiiglinde, ortamda bulunan canli gruplarindaki morfolojik yapilara bakilarak habitat
ile ilgili bilgi sahibi olunabilmesi oldukga guctur. Bu sebeple, enzimatik ve fizyolojik
degisiminlerin incelenmesi hem toksifikasyon mekanizmasinin anlagilmasina hem de anlik
degisimlerin tespit edilebilmesine olanak saglamaktadir (Bocik vd., 2013). Bitkiler
tarafindan, ortamda meydana gelen stres faktorlerine bagli olarak bitki biinyesinde reaktif
oksijen gruplar1 ortaya ¢ikmaktadir (Maleki vd., 2017). Ancak savunma mekanizmasi
sonucu bertaraf edilemeyen ROS’lar, hiicre ylizeyindeki membran lipitlerini tahrip ederek
DNA ve RNA basta olmak iizere onemli bircok hayati yapi lizerinde tahribata sebep
olmakta ve ortamda bulunan proteinlerin yikilarak amino asitlerin oksidasyonuna neden
olmaktadir (Maleki vd., 2017). Bu sebeple, bitki binyesinde yer alan antioksidant enzimler
ortamda bulunan ROS’larin farkli mekanizmalar araciligi ile zararsiz bilesenlere

baglanmasin1 ya da doniistiiriilmesini saglamaktadir. Enzimatik aktivitenin belirlenmesi,
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herhangi bir ¢evresel faktore bagli olarak bitkinin strese giripi girmediginin belirlenmesi
acisindan da onem tagimaktadir. Ciinkii bitkinin stres halinin morfolojik olarak hemen

g6zlenememesi nedeniyle, enzimatik aktivitenin belirlenmesi 6nemli hale gelmektedir.

Bitkide stres faktorlerine karsit gelistirilen enzimatik cevabin mekanizmasi su
sekilde 6zetlenebilir. Oksidatif strese kars1 onciil korunma mekanizmalarindan sayilan SOD
enzimi g¢alisma prensibi geregi ortamda bulunan siiperoksit molekiillerini yakalayarak
onlarin HoO2’e katalizlenmesini saglamaktadir (Hou vd., 2007). Ancak hicre icerisindeki
konsantrasyonu artan H202’nin pargalanarak zararsiz hale doniistiiriilmesi gerekmektedir.
Bu sebeple, SOD enzim aktivitesi ve hicre igerisindeki H20: seviyesine bagl olarak CAT,
APX ve GR enzimlerinin harekete gecmektedir (Tehrani ve Moosavi-Movahedi, 2018;
Yilmaz ve Parlak, 2011). Ortamda biriken H202 ismi gegen enzimler vasitasiyla bitki igin

zararsiz olan H20 ve Oz’ye dontstiiriilmektedir (Sekil 1.2).

Enzimatik aktivite calismalar1 sonucunda elde edilen verilere gore artan B
konsantrasyonuna bagli olarak SOD aktivitesinin de arttig1 goriilmektedir (Sekil 3.16). L.
minor tdrind igeren deney grubunda en yiksek SOD aktivitesi 16 ppm B
konsantrasyonunda (35,257 EU mg? protein min™?), en diisiik aktivite ise 2 ppm B
konsantrasyonuna sahip deney grubunda (14,386 EU mg™* protein min) kayit edilmistir.
Ancak 64 ve 128 ppm B igeren deney gruplarindaki enzimatik aktivitenin 16 ppm B
konsantrasyonuna sahip deney grubundan daha diisiik oldugu goriilmektedir. Benzer
sekilde L. gibba tlrlni iceren deney grubunda en ylksek SOD aktivitesi GO + 16 ppm B
konsantrasyonunda (37,416 EU mg? protein min?), en diisiik aktivite ise 2 ppm B
konsantrasyonuna sahip deney grubunda (17,430 EU mg™? protein min') kayit edilmistir.
SOD enzimi artan toksik bilesenlere karsi diger enzim gruplarindan farkli savunma
mekanizmalar1 izlemektedir. Belirli bir konsantrasyona kadar toksik bilesenlerin zararli
etkilerinin Onlenmesi igin aktivitesi artarken, bir seviyeden sonra enzim yapisinda ve
kapasitesinde meydana gelen bozulmalara bagli olarak aktivitesinin diistiigli ifade
edilmektedir (Babi¢ vd., 2009). 16 ppm B seviyesinin de SOD enzimi igin kritik bir deger
oldugu, bu seviyedeki B konsantrasyonunda enzim inhibisyonunun bagladig1 ve sonug

olarak konsantrasyon artsa dahi aktivitenin artmadigi kaldig1 diisiiniilmektedir. Ayrica GO
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iceren ve icermeyen deney gruplart karsilagtirildiginda, tim deney gruplarinda GO
varligimin ortamda bulunan SOD enziminin aktivitesini artirdigini gostermektedir. Bu
sebeple morfolojik olarak herhangi bir toksik etkiye sebep olmasa da, ortamdaki GO
varliginin Lemna tiirlerinde enzimatik faaliyetleri harekete gecirdigi ve bitki tarafindan bir
stres kosulu olarak degerlendirildigi belirlenmistir (Hu vd., 2015; Maleki vd., 2017; J. Zhao
vd., 2017). Hu vd. (2018) yaptig1 ¢aligmada L.minor tiirinde GO varliginin bakir stresine
olan etkileri arastirmis, elde ettikleri sonuglara gore; GO varhigimin SOD ve diger
antioksidant enzimlerin aktivitelerinde artisa yol actig1 ifade edilmistir. Ancak meydana
gelen bu artisin, bakir toksisitesinin azaltilasina sagladigi ve bdylece bitkiyi toksik
bilesenlere kars1 korudugu ifade edilmektedir (Hu vd., 2018b). Diger bir sdylemle ortamda
bulunan GO varlig1 ile enzimatik reaksiyonlarin arttigi ve ortaya ¢ikan bu durumun B
toksisitesine bagli olarak gelisecek oksidatif strese karst korunma mekanizmalarinin

Onceden devreye sokarak bitkiyi harekete gegirdigi diisiiniilmektedir.

CAT enzimi ise SOD aktivitesi sonucu pargalanan ROS gruplarinin son iiriinii olan
H20, molekiillerinin hiicre i¢in zararsiz olan su (H20) ve oksijene (O2) doniistiiren 6nemli
bir enzim tiiriidiir. Bu enzim normal sartlar altinda hiicre igerisinde ¢ok diisiik seviyelerde
bulunmasina karsin, artan oksidatif strese bagli olarak aktivitesi Onemli oranda
yiikselmektedir (Tehrani ve Moosavi-Movahedi, 2018). CAT enzimi yapisi geregi hiicre
icerisinde yer alan H202’in par¢alanmasinda gorev almasina kargin diisiik afiniteye sebep
olmasi sebebiyle oksidatif stresin yogun oldugu durumlarda aktive edilmektedir (Mittler,
2002). L. minor ve L. gibba tiirlerindeki deney gruplarinin enzimatik aktiviteleri
incelendiginde; B toksisitesine bagli olarak her iki bitki tirtinde de CAT aktivitesinin arttig1
belirlenmistir (Sekil 3.16). L. minor tiriine ait deney gruplarinda, en fazla CAT
aktivitesinin 8 ppm B konsantrasyonuna sahip deney setinde (0,305 EU mg* protein min™),
en az aktivitenin ise 64 ppm B iceren deney grubunda (0,030 EU mg? protein min™)
belirlenmistir. L. gibba tiirline ait deney grubu incelendiginde ise, CAT enzimine ait en
yiiksek aktivitenin 8 ppm B konsantrasyonunda (0,371 EU mg? protein min), en diisiik
aktivite ise GO+ 32 ppm B konsantrasyonuna sahip deney grubunda (0,149 EU mg*
protein min™) kayit edilmistir. Her iki bitki tiiriinde de 8 ppm B konsantrasyonunun kritik

esik oldugu belirlenmis ve bu seviyenin {izerindeki B konsantrasyonunda aktivitenin
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kademeli olarak azaldigi goriilmektedir. Ancak diger B konsantrasyonlar1 ve elde edilen
enzimatik aktiviteler kiyaslandiginda L. gibba turtinun CAT aktivitesinin L. minor tirline
oranla daha yiiksek seviyede oldugu goriilmektedir. L. gibba tiriindeki CAT aktivitesinin
B toksisitesiyle bas edilmesinde daha etkin rol aldig1 ve yiiksek B konsantrasyonlarinda
dahi aktivitenin gozlendigi belirlenmistir. CAT enzimi, bir dezavantaj olarak APX ve GPX
enzimlerinden farkli olarak, H20:’ye affinitesi nispeten diigiik olup, bu molekiiliin
konsantrasyonu c¢ok fazla arttiginda faaliyet gostermektedir (Tehrani ve Moosavi-
Movahedi, 2018). Bu da B stresi altinda olusan H20; konsantrasyonunun CAT’1 aktif hale
getirebilecek kadar fazla iretildiginin bir gostergesidir. L. gibba tlrinin B toksisitesine
kars1 daha direngli olmasinin bir sebebinin de CAT enziminin faaliyetinin daha fazla

gerceklesmesi nedeniyle olabilecegi diisiiniilmektedir.

APX enzimi, GPX ve CAT enzimleriyle ortak ¢alisan bir enzim tiiridiir. Bu enzim
SOD tarafindan H20> ‘e doniistiiriilmiis stiperoksitlerin H2O ve O2 ‘e doniistiiriillme islemini
gerceklestirir. Benzer gorevler tistlenmelerine karsin APX enziminin CAT enzimine kiyasla
H20: ‘e baglanma afinitesinin daha yiiksek olmasi sebebiyle oksidatif stresin dnlenmesinde
daha 6nemli bir enzim grubu oldugu belirtilmektedir (Blyuk, 2012). Ayrica yapilan bir¢ok
calismada, stres kosullar1 sebebiyle APX enzimi aktivitesi ve gen ekspresyonunda artis
oldugu belirlenmistir (Beauchamp ve Fridovich, 1971; Polidoros ve Scandalios, 1999;
Mobin ve Khan, 2007). Deney sonuglar1 degerlendirildiginde her iki bitki tiiriine ait deney
gruplarinda da artan B konsantrasyonuna bagli olarak APX enzim aktivitesinin artig
gosterdigi goriilmektedir. L. minor turune ait deney grubunda en yiiksek APX enzim
aktivitesi, 128 ppm B iceren deney setinde (12,499 EU mg? protein min?), en diisiik
aktivite ise 8 ppm B konsantrasyonuna sahip deney grubunda (0,672 EU mg? protein min-
1Y belirlenmistir. Ayrca ortamda bulunan GO materyali ve B konsantrasyonuna bagli olarak
APX enzim aktivitesinin artirdig1 tespit edilmistir. L. gibba tirlnd iceren deney grubunda
ise, APX enzimine ait en yuksek aktivite GO + 32 ppm B konsantrasyonuna sahip deney
grubunda (32,551 EU mg?! protein min?), en diisiik aktivite ise 128 ppm B
konsantrasyonuna sahip deney grubunda (0,307 EU mg* protein min) belirlenmistir. Aym
B konsantrayona sahip GO igeren ve icermeyen deney gruplart kiyaslandiginda, GO igeren

gruplarin APX enzim aktivitelerinin daha yiiksek oldugu goriilmektedir. Fakat ortaya ¢ikan
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bu enzimatik degisimin bitki iizerinde morfolojik bir degisime yol agmadig1 goriilmektedir.

GPX enzimi de, CAT ve APX gibi ortamda serbest halde bulunan H202’in
parcalanmasinda diger enzimlerle birlikte rol almaktadir. Hiicre igerisinde iki farkli tipi
bulunan GPX enzimi, oksidatif stres sonucu olusan H2Oz’lerin haricinde organik olarak
meydana gelen H20:’lerin de detoksifikasyonundan sorumludur. Yapilan bir¢ok ¢aligmada
stres kosullart altinda GPX’in koruyucu olarak gorev aldig1 gosterilmistir (Dixit vd., 2001;
Leisinger vd., 2001). L. minor ve L. gibba tlrlerine ait GPX seviyeleri incelendiginde artan
B konsantrasyonuna bagli olarak bu enzimin aktivitesinin arttig1 belirlenmistir (Sekil 3.16).
L. minor tiriinde en ylksek GPX aktivitesi, 64 ppm B konsantrasyonuna sahip deney
grubunda (2,000 EU mg? protein min™), en diisiik aktivite ise yalnizca GO igeren deney
grubunda (0,793 EU mg* protein min™) bulunmustur. L. gibba tiriinde ise en yilksek GPX
aktivitesi, GO + 16 ppm B konsantrasyonuna sahip deney grubunda (4,027 EU mg™* protein
min), en diisiik aktivite ise GO + 2 ppm B iceren deney grubunda (0,608 EU mg™ protein
mint) kayit edilmistir. Ayrica ortamda bulunan metilen mavisi atiklarinin giderilmesi
sebebiyle L. minor tiirlerinin kullanildig1 bir ¢alismada ortamda bulunan konsantrasyona
bagli olarak meydana gelen oksidatif stres sonucu GPX enzim aktivitesinde artis gézlendigi
ifade edilmistir (Imron vd., 2019). Bu ¢alismada elde edilen sonuglar degerlendirildiginde,
GPX enzim aktivitesinin gerceklestirdigimiz deney sonuglarini destekler nitelikte oldugu

gorulmektedir.

Glutatyon (GSH), bitki hiicrelerinin neredeyse tiim kisimlarinda (kloroplast, sitozol,
mitokondri) yer alan ve multifonksiyonel bir yapiya sahip bir metabolittir (Culha, 2012).
GSH hucre icerisinde, H202 detoksifitasyonu yani sira sinyal iletimi, hiicre farklilagmasi,
patojen direnci gibi birgok faaliyette aktif olarak gorev almaktadir (Khan ve Gill, 2008;
Navari-1zzo vd., 2006). Hucresel fonksiyonlarin saglikli olarak yerine getirilebilmesi igin
hiicre igerisindeki GSH/GSSG (oksidatif glutatyon) orani biiylik bir dneme sahiptir ve bu
oran GR tarafindan diizenlenmektedir  (Toribio vd., 1996; Noctor ve Foyer, 1998). Ancak
oksidatif stres durumuna bagli olarak hiicre icerisindeki GSH seviyesi azalarak GSSG
(oksidatif glutatyon) miktar1 artmaktadir. B konsantrasyonuna baghi olarak GR
aktivitesindeki degisimler incelendiginde, artan B konsantrasyonu ile birlikte GR

aktivitesinin de artma egilimi gosterdigi belirlenmistir. L. minor turinde B
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konsantrasyonuna bagli olarak artis gosteren GR aktivitesi GO + 128 ppm B
konsantrasyona sahip deney grubunda (0,592 EU mg™ protein min™) ise en diisiik seviyeye
ulagsmaktadir. L. gibba tiiriinde ise GR, diisiik B konsantrasyonlarinda (2, 4, 8, 16 ppm)
daha az aktivite gosterirken artan B konsantrasyonu ile aktivitenin artis goOsterdigi
belirlenmistir. L. gibba tiirliniin kadmiyum toleransinin belirlendigi bir ¢alismada; artan
konsantrasyona bagli olarak GR enzim aktivitesinin artis gosterdigi, ancak belirli bir
konsantrasyonun tizerine ¢ikildiginda aktivitenin azalmaya basladigi ifade edilmistir (
Parlak ve Yilmaz, 2013). Elde edilen bu sonuclar ile B toksisitesi sonucu meydana gelen
GR enzim aktivitesinin kadmiyum toksisitesi ile ayn1 enzimatik cevaplarin olusturuldugunu

gOstermektedir.

Son yillarda konvensiyonel sistemlere ek olarak hibrit aritim yontemlerinin gelisimi
ozellikle remediasyon calismalarina yeni bir boyut katmistir (Tlrker ve Yakar, 2017).
Geleneksel yontemlerin yetersiz kaldigi durumlarda birbirini tamamlayici materyallerin
birlikte kullanimi ile biyosorbentlerin bireysel basarilarindan daha yiiksek verim elde
edilmesi saglanmisgtir. GO ve Lemna etkilesiminin incelendigi bu c¢aligmada, ortamda
bulunan GO partikiilleri hem B aritimina katki saglamakta hem de bitkiyi B toksisitesine
kars1 koruyarak fitoremediasyon siirecinin kesintiye ugramadan devamliligini kontrol
altinda tutmaktadir (Sekil 3.15). Beklendigi lizere ortamdaki B konsantrasyonu artigina
bagl olarak bitki kokleri tarafindan tutulan B miktarinin artacagi ve B aritim diizeylerinin
daha fazla olacag: goriilmektedir. Diisiik B konsantrasyonlarinda aritim performanst daha
yiiksek olsa da toplam B aritim degerleri goéz oOniinde bulunduruldugunda yiiksek
konsantrasyonlardaki B aliniminin daha fazla oldugu goriilmektedir (Sekil 3.13. ve Sekil
3.14.). En yiiksek % B aritim degeri beklendigi lizere 2 ppm seviyesinde gerceklesirken en
az aritim ise % olarak 128 ppm de tespit edilmistir. Ancak toplam B aritim seviyeleri
incelendiginde 2 ppm diizeyindeki B alimmi 1-1,5 mg I diizeyinde iken 128 pm
seviyelerinde B almimi 24-26 mg I diizeylerine kadar ¢ikmaktadir. Ayrica L. gibba
tiiriiniin ekolojik toleransimin daha yiliksek olmasi sebebiyle ortamda daha rahat hayatta
kalarak daha fazla B tutma kapasitesine sahip oldugu ve boylece L. gibba turi ile daha fazla

B antildig: belirlenmistir.

50



Bitkilerdeki oksidatif stresin enzimatik ve fizyolojik etkileri sebebiyle bitkideki
bircok hayati fonksiyona ket vurulmaktadir. Ozellikle bitkinin temel yasam kaynagi olan,
fotosentez reaksiyonunun bas aktorii klorofil pigmentleri, hiicre igerisinde meydana gelen
toksifikasyona bagli olarak telafisi miimkiin olmayan zararlara ugramaktadir. Gerek
hiicresel faaliyetlerin devam ettirilmesi gerekse yeni bireylerin olusturulabilmesi igin
klorofil pigmentlerinin varligt olduk¢a o©nemlidir. Bu sebeple, stres kosullarinin
degerlendirilmesinde bitki grubunun biinyesindeki klorofil miktarlarinin belirlenmesi
oksidatif stresin 6nlenmesi icin biyuk bir gerekliliktir. Lemna tirlerinin B toksisitesine
bagl olarak klorofil miktarlarindaki degisikliklerin incelenerek, morfolojik agidan ayirt
edilemeyen toksik semptomlarin belirlenmesi B ile miicadelede biiyiik bir fayda
saglayacaktir. Elde edilen sonuclar degerlendirildiginde, artan B konsantrasyonuna bagh
olarak her iki Lemna tiirinde de toplam klorofil (klorofil a+b) miktarlarinin azaldig
belirlenmistir (Sekil 3.18). Ortaya ¢ikan bu durumun kloroplast igerisindeki tilakoid zarda
meydana gelen harabiyet sonucu gerceklesebilecegi ya da klorofil pigmentlerinin
biyosentezini gerceklestiren enzimlerin inhibisyonuna baglh olarak olusabilecegi ©6n

gorulmektedir (Qian vd., 2009; Landi vd., 2013; Singh ve Prasad, 2014).

Fitoremediasyon ¢alismalarinda kullanilan bitki gruplarindan beklenen en 6nemli
basar1 saglikli olarak ortamda hayatta kalabilmeleri ve biyokiitle tiretimini artirarak ortamda
bulunan kirlilik etmenlerinin uzaklastirmasini saglamalaridir. Dolayisiyla, elde edilecek
biyokiitle miktar1 aritim performansini dogrudan etkilemektedir. Bu sebeple bu calismada
elde edilen sonuglar incelendiginde, L. minor tiriine ait deney grubunda en yiiksek
biyomas, yalnizca GO iceren deney seti (0,030 gr), en az biyomas ise, 128 ppm B
konsantrasyonuna sahip deney grubu olarak belirlenmistir (0,001 gr). L. gibba tlrinde ise,
benzer sekilde en yiiksek biyomas yalnizca GO iceren deney seti (0,044 gr), en az biyomas
elde edilen grup ise 128 ppm B konsantrasyonuna sahip deney grubunda tespit edilmistir
(0,015 gr). Ote yandan, ayni konsantrasyona sahip deney gruplari karsilastirildiginda L.

gibba tiirliniin daha fazla biyomas iirettigi goriilmektedir.

Adsorpsiyon yonteminin agiklanmasi i¢in kullanilan izoterm esitlikleri ile ortamda

meydana gelen toksifikasyonun gerceklesme mekanizmasi anlagilmaktadir. Langmuir
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modeli, homojen ylizeyler {izerindeki adsorpsiyona dayanmaktadir. Meydana gelen
adsorpsiyonun tek tabakali bir sekilde gerceklestigi ve adsorplayict ylizey iizerinde sabit
enerjiye sahip aktif bolgelerin bulundugu modeldir. Freundlich modeli ise, heterojen
yiizeyler tizerinde gergeklesen baglanmayi ifade etmektedir (Temel, 2016). Adsorpsiyon
deneyi sonucunda elde edilen verilere gore, GO partikiillerinin B ile etkilesiminde en
yaygin iki izoterm modelinin de (Langmuir ve Freundlich) uygulanabilecegi tespit edilen
R? degerlerinden anlasilmaktadir (Sekil 3.19). Ancak her iki izoterm modeli birbiri ile
kiyaslandiginda Langmuir izoterminin tercih edilmesinin daha dogru olacagi

gorulmektedir.

GO kullanimu ile ilgili en biiyiikk 6nyarg: iiretim maliyeti ve zorlugu hakkindaki
yanlis bilgilerdir. Bu sebeple 06zellikle aritim teknolojilerindeki kullaniminin kisith
olabilecegi ya da kiigiik 6l¢ekli sistemler i¢in tercih edilemeyecegi diisliniilmektedir. Ancak
sanilanin aksine, son yillarda gerceklestirilen yeni tiretim tekniklerine bagl olarak GO
eldesi erisilebilir seviyelere ulasmistir (Paulchamy vd., 2015; Ranjan vd., 2018). Ote
yandan aritim sistemlerinde kullanilacak GO materyalenin biyokiitle olarak secilen canli
gruplar1 ile etkilesimi sonucu toksik yan etkilerin olusabilecegi endisesi sebebiyle
cogunlukla canli gruplarinin tercih edildigi sistemlerde GO materyaline rastlanmamaktadir.
Fakat son yillarda elde edilen verilere gore GO materyalenin diisiik konsantrasyonlarda
toksik yan etkilere yol agmadigi belirlenmis ve GO kullanimi giderek yayginlagmaya
basladig1 goriilmektedir (Hu vd., 2016, 2018).

Biyolojik aritim sistemleri sonucu ortaya c¢ikan irilinler, kimyasal ydntemlerin
aksine farkli alanlarda kullanim sansina sahip olmaktadir. Ortamdan uzaklastirilan toksik
etmenler ve biyokiitle atiklar1 enerji ve diger birgok alanda hammadde olarak
kullanilabilmektedir (Turker vd., 2016a). Ayrica elde edilen atiklarin desorpsiyon yontemi
ile biyokiitleden uzaklastirilarak ayni materyalin tekrar tekrar kullanilmasi saglanmaktadir
(Tukmen vd., 2010). Ote yandan kullanilan GO partikiilleri ve buna baglanan B elementi
ile elde edilecek B katkili GO materyali ile farkli sistemlerde organik atiklarin

temizlenmesi gergeklestirilmektedir (Singh vd., 2018).

52



Bu ¢aligsma bir biitiin olarak degerlendirildiginde GO varliginin Lemna turlerindeki
B aritim performansinin arttirilmasima 6nemli diizeyde katki sagladigi ve hibrit sistemlerin
kullanilabilirligini kanitlamaktadir. Ayrica kullanilan GO bileseninin daha sonra sistemden
ayristirilarak tekrar kullanilabilecegi diisiiniildiigiinde maliyet ve siirdiirebilirlik agisindan
biyoremediasyon c¢aligmalarina yeni bir bakis agis1 getirecegi daha etkin aritim degerlerine
ulagilabilecegi 6n goriilmektedir. Calismamizin bu anlamda, alanda yapilan c¢alismalara

katki saglayacagi kanisindayiz.
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Evet Hayir

Tez, “Tez Yazim Kilavuzuna uygun olarak yazildi.

Di1s kapak ve i¢ kapak sayfasi eklerde belirtilen sekilde diizenlendi.

On sayfalar i, ii, iii seklinde Romen rakamlari ile numaralandirildi.

Dizinler, “Tez Yazim Kilavuzu’na gore siraland1 ve metin icindeki
yerlesime gore sayfa numaralari verildi.

Ozet ve Abstract hazirlandi.

Onay sayfasi “Tez Yazim Kilavuzuna uygun olarak hazirlandi ve
imzalatildi.

Etik Ilke ve Kurallara Uygunluk Beyannamesi sayfasi imzalandh.

Simgeler, kisaltmalar, tablolar ve sekillerin tamami kontrol edilerek ilgili
dizinde gosterildi.

Ana metinde harf karakteri, harf bliylikliigii ve satir araliklar1 “Tez Yazim
Kilavuzu”na uygun olacak sekilde diizenlendi.

Gorsel 6geler, tablolar (cizelgeler), sekiller ve denklemler metin i¢ine “Tez
Yazim Kilavuzuna uygun sekilde yerlestirildi.

Kaynak¢a “Tez Yazim Kilavuzuna gore diizenlendi.

Kaynaklarin tamamina tez igerisinde atifta bulunularak kaynak¢a boliimiinde
yer verildi.

Etik Kurul onay1 gerekli ise teze eklendi.
(Etik Kurul onay1 gerekmiyorsa yandaki “HAYIR” kutucugunun altina
“YOK” yazilacak).

Anket, goriigme veya veri formlar1 kullanildiysa ilgili kurumlardan alinan
izin yazilar1 ve formlar teze eklendi.

(Bu formlar kullanilmadiysa yandaki “HAYIR” kutucugunun altina “YOK”
yazilacak).

U O Oooo o oo o oy td) o) .
U O Ujoioo o o4 o o)oo) o

Ekler “Tez Yazim Kilavuzunda belirtildigi sekilde sunuldu.
(Ek kullanilmadiysa yandaki “HAYIR” kutucugunun altina “YOK”
yazilacak).

“Lemna Cinsine Ait Baz1 Bitki Tiirlerinin Bor Ekotoksisitesinin Azaltilmasinda Grafen
Oksit Kulaniminin Etkisinin Arastirilmast” baslikli Tez, yukaridaki listede yer alan

konularla ilgili olarak tarafimizca kontrol edilmis ve gerekleri yerine getirilmistir.
22/11/2019

Erhan ILTER Dog. Dr. Harun BOCUK
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