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ABSTRACT

EFFECTS OF CHROMIUM AND NICKEL APPLICATIONS ON GROWHT AND
MINERAL CONTENTS IN THE AQUATIC MACROPHYTE BACOPA MONNIERI
L.

COSKUN, Burak
M.Sc. in Biology §
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Muhittin DOGAN
July, 2015
57 pages
In the present study, some physiological changes were investigated in B. monnieri which is
treated with different concentrations of Ni (0, 5 and 50 mM), Cr (0, 5 and 50 mM) and their
combinations (5 MM Ni + 5 mM Cr and 50 mM Ni + 50 mM Cr). Growth and development
of B. monnieri were adversely affected by the applications which was determined by decrease
in the amount of fresh and dry weight. Nickel and chromium contents of macrophyte tissues
were increased with rising metal concentrations. Macro and micro nutrient contents of the
macrophyte were affected by applications. Iron and copper contents of the tissues were
decreased by applications. Zinc contents were generally rised by treatments, except of 50 mM
Cr. Besides these, low Ni and Cr concentrations were increased in Mg, K and Ca contents.
Chlorophyll-a, chlorophyll-b and carotenoid contents of macrophytes decreased by
applications. Similarly, protein contents were decreased as well. Lipid peroxidation caused by
Ni, Cr and Ni+Cr applications was determined from the increase in the amount of MDA. On
the other hand, applications increase in proline amounts may show its role in macrophyte to

metal toxicities.

Keywords: Bacopa monnieri, Physiological effect, Nickel, Chromium



OZET

KROM VE NiKEL UYGULAMALARININ SUCUL MAKROFITLERDEN BACOPA
MONNIERI L. ’DE BUYUME VE MINERAL MADDE iCERIGINE ETKILERi

COSKUN, Burak
Yiiksek Lisans Tezi, Biyoloji Bélﬁrr}ﬁ
Tez Yoneticisi: Dog. Dr. Muhittin DOGAN
Temmuz 2015
57 sayfa
Bu ¢alismada, farkli derisimlerdeki Ni ( 0, 5 mM ve 50 mM), Cr ( 0, 5 mM ve 50 mM) ve
bunlarin kombinasyonlarinin (5 mM Ni + 5 mM Cr ve 50 mM Ni + 50 mM Cr) etkisinde
yetistirilen B. monnieri’deki baz1 fizyolojik degisiklikler arastirilmistir. Makrofitin biiylime
gelisiminin uygulamalar tarafindan olumsuz etkilendigi gézlenmis olup ayni zamanda taze ve
kuru agirlik miktarindaki azalmalar belirlenmistir. Makrofit dokularinin Ni ve Cr igerikleri
uygulanan metal derisimindeki artigla birlikte artmistir. Makrofitin makro ve mikro besin
element igerigi Ni, Cr ve bu metallerin kombine uygulamalarindan etkilendigi belirlenmistir.
Dokularin Fe ve Cu igerigi uygulamalar tarafindan azaltilmistir. Cinko igerigi 50 mM Cr harig,
genelde uygulamalar tarafindan artirilmigtir. Bunlarin yaninda diisiik Ni ve Cr derisimleri Mg,
K ve Ca igeriginde artisa neden olmustur. Klorofil-a, klorofil-b ve karotenoid igerigi
metallerin uygulamalariyla birlikte azalmistir. Benzer olarak, makrofit dokularinin protein
miktarlar1 da uygulamalar tarafindan azaltilmistir. Ni, Cr ve Ni+Cr uygulamalarimin lipid
peroksidasyonuna neden oldugu MDA miktarlarindaki artislardan belirlenmistir. Diger
yandan, makrofit dokularmin prolin miktarlarinda artislarin bulunmasi, bunun metallere

toleransta roliiniin oldugunu gosterebilir.

Anahtar Kelimeler: Bacopa monnieri, Fizyolojik etki, Krom, Nikel
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BOLUM 1
GIRIS

Ekosistemlerin toprak, su ve hava gibi cansiz 6geleri 6zellikle insanin etkilerinden
dolayr kirlenmektedir. Ayrica ¢esitli doga olaylar1 bu kirlemeyi artirmaktadir. 20.
yiizyilin ikinci yarisindan itibaren endiistri gelisimine paralel olarak artan kirlilik
giiniimiizde biitlin canlilar1 tehdit eder bir duruma gelmistir. Bu tehdit ana iiretici
konumunda olan bitkiler iizerinde ¢ok daha fazladir. Cevre kirliligi konusunda en ¢ok
kullanilan terimlerden biri agir metallerdir (Kirbag ve Zengin, 2006). Metaller ve diger
atiklardan olusan kirleticilerin ¢ok ¢esitli kaynaklardan ortaya ¢ikabilmeleri, yaygin
kirlenme nedeni olusturmalari, ¢cevre kosullarina dayanikli olmalari, daima biyolojik
sistemlere yonelik etki gostermeleri ve kolaylikla besin zincirine girerek canlilarda
artan yogunluklarda birikebilmeleri nedeniyle diger kimyasal kirleticiler arasinda

metaller kirletici 6zelliklerine gore ilk sirada yer almaktadir (Uzunoglu, 1999 ).

Agir metallerin topraklardaki biyokimyasal reaksiyonlari etkileyebilmektedirler.
Toprak verimliligindeki Onemleri nedeniyle, mikroorganizmalarin CO2 iiretimi,
topraktaki enzim aktiviteleri ve nitrifikasyon olayi, agir metallerin etkilerini
inceleyebilmek icin duyarli indikatorler olarak tanimlanmaktadir. Agir metallerin
topraktaki biyolojik prosesler iizerine toksik etkisi, onlarin mobiliteleri, topraktaki
konsantrasyonlari, ana materyalin kimyasal bilesimi, toprak bilesimi ve bilesimin

¢Oziinlirliigline baghdir (Agca, 1998).
1.1. Agir Metaller

Gelismis ve gelismekte olan iilkelerde, baz1 elementlerin iiretiminin ve gereksiniminin
artis gOstermesi sebebiyle bunlarin ¢evreye yayilma ve bulasma olasilifi da artis
gostermektedir. Toprakta bulunan agir metaller, birincil kaynaklar (giibreler, kirec,
pestisitler, atik gamur, sulama vb.) gibi toprak islenmesinin bir sonucu ya da ikincil
kaynaklar (maden eritme alanlari, otomobil aerosolleri, insineraldrler, boya, deniz, ¢cop

dokiim alanlari, komiiriin yanmasi1 vb.) gibi faaliyetlerin bir sonucudur. Bir element



gerek maden cevheri halindeyken gerekse islenirken dogaya karisabilmektedir (Ozbek
vd., 1995).

Agir metaller yogunlugu 5 g/cm®ten yiiksek olan metal ve metaloidler i¢in kullanililan
bir terimdir. Bu gruba Cd, Cr, Fe, Co, Cu, Ni, Hg ve Zn olmak iizere 60’1n {izerinde
element dahil edilebilir (Kahvecioglu vd., 2004). Dogal yollarla olusan kirlenmenin
yaninda, evsel ve endiistriyel faaliyetler ile zirai aktiviteler ¢evrede agir metal

kirliliginine neden olabilmektedir (Kirbag ve Zengin, 2006).

Son yiizyilda antropojenik faaliyetler sonucu ekosferin madde biit¢esini 6nemli 6l¢iide
degistirmistir. Agir metallerin toprakta yiiksek derisimlerde bulunmasi sadece toprak
verimliligi ve ekosistem fonksiyonlari {izerinde degil ayn1 zamanda besleme agi
yoluyla hayvan ve insan saglig1 iizerinde de énemli etkileri olabilmeketedir (Ozay ve
Mammadov, 2013).

Dogal ekosistemde siirekli, dengeli bir madde ve enerji donglisii vardir. Aldiklar
besinleri enerjiye doniistiiriip kullanir, bir kismini da depolayip besin zincirinin bir iist
halkasindaki canliya aktarirlar. Canlilardan herhangi birinin kirleticiler ile zarar
gormesiyle, madde ve enerji dongiisiindeki bu zincirler kirilmakta, canlilar arasinda
var olan Kkarsilikli etkilesim bozulmaktadir. Agir metal toksitisine maruz kalmig olana
besin zincirindeki bir canli bu toksiteyi bir {ist basamaga iletmektedir (Gagnon, 2002).
Normalde kayalarin ve cevherlerinin biinyesinde bulunan metallerin sularda,
organizmalarda, sedimentlerde ve toprakta da bulunmasi1 dogaldir (Alloway vd., 1993).
Agir metallerin kayalarin pargalanma, taginma, tortulanma gibi dogal siireclerden
gecmesi ve insan faaliyetlerine bagl olarak da deniz ve g6l diplerinde birikimi yillar
gectikce artmaktadir. Suda ¢oziiniir halde bulunan metaller ¢cokerek sedimentte birikir,
Ozellikle de nehirlerin gol ve denizlerle birlestigi genis kisimlarda agir metallerin
birikimi daha yogun olmaktadir (Fergusson, 1990). Topraklardaki agir metallerin
birikimi en fazla yilizeyde ya da ylizeye yakin derinliklerde olusmaktadir. Ciinkii agir
metallerin hemen tamami topraktaki kil mineralleri {izerinde absorbe olmakta ya da
toprakta ki organik bilesiklerle organo-mineral bilesikler olusturarak kararli forma
dontismektedir (Tok, 1997; Adiloglu vd., 2011). Bunun yaninda, metal kirliliginin
¢ogu yikanma nedeniyle sularda toplanmaktadir (Tok, 1997; Uzunoglu, 1999).



1.1.1. Bitkiler Tarafindan Agir Metallerin Alinmasi

Yapilan aragtirmalarda bitkilerin, az miktarda da olsa atmosferde bulunan agir
metalleri yapraklari araciligi ile alabildikleri gosterilmesine ragmen agir metal alinimi
bliylik oranda kokler araciligi ile olmaktadir. Agir metallerin bitkiler tarafindan alinimi
pasif alinim, aktif alinnm ve kolaylastirilmig alimim olmak {izere ii¢ sekildedir
(Marschner, 2002). Metal alinimi ve tasinimi bitki tiirli ve metal g¢esidine gore
farkliliklar gostermektedir. Bitkiler havada gaz halinde bulunan agir metalleri
stomalar1 araciligiyla (Lindberg, 1992, Marschner, 2002) ve kolloidlere tutunmus,
organik maddelere bagh ve toprak ¢ozeltisi i¢inde iyon halinde bulunan metalleri ise
kokleri aracilifiyla almaktadir. Toprak sicakligi, organik madde miktar1 ve diger
metallerin varlig1 gibi toprak ¢ozeltisindeki metal konsantrasyonunu degistiren

cevresel faktorler metal alinimini etkilemektedir (Greger, 1999).
1.2. Krom

Krom, 5B grubu bir gegis metalidir ve atom numarasi ise 24’tiir. Bu metal diinyada en
fazla bulunan yedinci elementtir (Cervantes, 2001). Kromun ii¢ ve alt1 degerlikli olmak
tizere iki formu vardir (Vajpayee, 2001). Krom paslanmaz ¢elik iiretimi, ¢esitli lehim
ve pas engelleyicilerin iiretimi ile ilgili metaliirji endiistrisinde, boya, cila, cam ve
seramik malzemelerinde, deri endiistrisinde kullanilmaktadir. Topraklarda 5-100
mg/kg oranlarinda bulunur. Bitkide ise kuru madde de 100 mg/kg bulunmasi bir¢ok
yiiksek bitki icin toksiktir (Ozbek vd., 1995). Metal sanayi ve kimya endiistrisi gibi
alanlarinda yaygin kullanildigindan dolayr Cr’un farkli bilesikleri hizla cevreye
yayilmaktadir (Shanker, 2005).

1.2.1. Bitkilerde Krom

Bitki metabolizmasinda esansiyel rol oynadigina dair yeterli bir kanit bulunmamakla
birlikte, Cr diisiik seviyelerde bitkiye pozitif etkisinin oldugu diistiniilmektedir. Cr
toksisitesi, bitki kok yaralanmalarina, geng yapraklarda ise klorozise yol agar (Kabata-

Pendias ve Pendias, 2001).
1.2.2. Kromun Almnimi, Tasmim ve Birikimi

Bitkiler i¢in toksik bir element olmasi nedeniyle Cr alinimi i¢in spesifik bir mekanizma
bulunmamaktadir. Cr almimi, bitki metabolizmasi i¢in zorunlu diger metallerin

3



almiminda kullanilan tasiyicilar ile gergeklesmektedir. Cr toksik etkisi, bu metalin
almimi, taginimi ve birikimini belirleyen farkli iyonik formlarina baghdir (Zayed,
1998). Hem Cr2 hem de Cr® simplast yol ile endodermisi gegmek zorunda oldugu igin
hiicrelerdeki Cr, diisiik Cr konsantrasyonunda kok korteks hiicrelerinde tutulan Cr’ye
kolaylikla indirgenebilmektedir. Vaskiiler bitkiler Cr-rediikleyici enzimleri
icermemesine ragmen, bu enzimler bakteri ve funguslarda c¢ok yaygin olarak

bulunmustur (Cervantes, 2001).

Krom taginimi, siilfat gibi esansiyel anyonlarin tasinimlan ile gergeklesen aktif bir
mekanizmadir. Demir, kiikiirt, fosforun tasiyiciya baglanmada Cr ile rekabet ettigi
bilinmektedir (Cervantes vd., 2001), Cr alimimin siilfat translokasyon taginimlariyla
hizli ve aktif bir tasinimla, Cr aliniminin ise pasif tasinimla oldugunu bildirmistir.
Bununla birlikte, arpada metabolik inhibitérlerin Cr alimimi azaltirken, Cr alimim
etkilemedigini bildirilmistir. Bu sonug, Cr aliminin metabolik enerjiye bagli oldugunu
gostermekle birlikte, arpada her iki Cr tiirliniin aktif mekanizma ile alindigin

bildirilmistir (Ramachandran,1980).

Farkl1 bitki dokularinda Cr birikiminin farkli olugunu gosterilmistir (Golovatyj, 1999).
Topragin 6zelligine ve Cr konsantrasyonuna bagli olmaksizin Cr’un kdk dokusunda
fazla, toprak {istii organlarda ise diisiik seviyede biriktigini ve bu nedenle de Cr
dagilmmin kararli bir yap1 gosterdigini ifade etmistir. Ornegin, fasulyede Cr
birikiminin tohumlarda % 0,1 ve kok dokusunda ise % 98 oldugu bulunmustur
(Huffman ve Allaway, 1973). Cr koklerden ksilem araglari ile yapraklara diisiik oranda
taginimi, bu metalin hiicre duvarindaki -COOH gruplar ile kompleks olusturmasi ve
kok hiicrelerinin vakuollerinde biriktirilmesinden kaynaklanabilmektedir (Shanker,
2004). Cr hiicre membranlarinda birikirken, Cr membranlari gegebilmekte ve
sitoplazmadaki hiicre i¢i materyallerle etkilesime girebilmektedir (Gikas ve Romanos,
2006) .

1.2.3. Bitkilerde Kromun Toksik Etkileri

Bitkilerde Cr toksisitesi Fe, Mn, Cu, Zn gibi iyonlarin degisen translokasyonu veya
metal degis-tokusunun sonucu olarak iyonik dengesizlige neden olmaktadir (Panda ve
Choudhury, 2005; Shanker vd., 2005). Cr biiyiime ve gelisme, enzimler ve diger
bilesikler iizerinde etkili olarak fitotoksik etki gostermektedir (Gupta vd., 2009).



Krom toksisitesinin domates, misir (Toppi vd., 2002), arpa (Ali vd., 2004), ¢eltik
(Panda, 2007), ekmeklik bugday (Sharma vd., 1995; Subrahmanyam, 2008; Dey vd.,
2009), bezelye (Pandey vd., 2009) gibi birgok kiiltiir bitkisinde, metabolizmay1
etkileyerek biliyiimede inhibisyona neden oldugu bildirilmistir. Toksik seviyelerde
Cr’ma maruz kalan bitkilerde, fotosentez ve solunum gibi 6nemli metabolik olaylarin
etkilenmesinden dolay1 bitki biiylimesinde azalma goriilmektedir (Shanker vd., 2005).
Bitki  biiyiimesindeki inhibisyon, hiicre bdliinmesi sirasinda  kromozom
aberasyonlarina bagl olarak meydana gelen inhibisyondan kaynaklanabilmektedir
(Liu vd., 1993). Bununla birlikte, Cr stresine maruz kalan bir¢cok bitkide DNA
iceriginin arttigi ve DNA igeriginin Cr konsantrasyonundaki artis ile paralellik

gosterdigi belirtilmistir (Zeid, 2001).

Krom toksisitesi bitkilerde tohum c¢imlenmesi ve radikula biiylimesini olumsuz
etkilemektedir (Panda vd., 2002). Krom stresi a- ve p-amilaz aktivitesini azaltarak
embriyo ekseninin gelisimi igin gerekli sekerlerin tasinimini engellemekte ve tohum
¢imlenmesini inhibe etmektedir. Tohum ¢imlenmesinin ilk fizyolojik basamak olmasi
nedeniyle Cr igeren bir ortamda tohum c¢imlenme yeteneginin Cr toleransinin

belirlenmesinde indikator olabilecegini bildirmistir (Peralta vd., 2004).

Yapilan bir ¢aligmada toprakta 500 ppm Cr bulunmasimin, fasulye tohumlariin
¢imlenmesini % 48, 20 ve 80 ppm Cr bulunmasi ise seker kamisi bitkisinde tomurcuk

¢imlenmesini % 32-57 oraninda azalttig1 belirlenmistir (Jain vd., 2000).

Krom stresi, kok hiicrelerinde plazmolize ve solmaya neden olarak bitki koklerini
etkileyebilmektedir. Yiiksek Cr konsantrasyonlarinda kok biiyiimesindeki inhibisyon,
besin ortaminda Cr’un varliginda kokler tarafindan suyun yeteri kadar

allmamamasindan kaynaklanmaktadir (Barcelo vd., 1986).

Krom stresinin neden oldugu kok biiylimesindeki inhibisyon kok hiicrelerinin
boliinmesi ve uzamasindaki inhibisyondan veya hiicre dongiisiiniin uzamasindan
kaynaklanabilmektedir (Shanker, 2005). Bununla birlikte, kok hiicrelerinin
biiylimesindeki inhibisyonun fotosentetik oran iizerine Cr’un primer etkisi olarak

diistintilmektedir (Choudhury ve Panda, 2005).

Kok biiytimesindeki azalmanin kok yiizeyinin zarar gérmesinden dolayr hiicre

igerisinin disar1 sizmasindan ve kok tliylerinin ve epidermal hiicrelerin zarar
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gormesinden kaynaklanabilecegi bildirilmistir (Scoccianti, 2006). Cr’un hiicre ¢eperi
ve plazma membranindaki baglanma boélgelerinden Ca gibi katyonlarin yer
degistirmesine neden olarak hiicre fonksiyonlarinda bozulmalara yol agabilecegini
belirtmistir (Dixit, 2002). Yaprak biiytimesi (yaprak yiizey alan1 gelisimi ve toplam
yaprak sayisi) bitki verimini belirlemektedir. Cr uygulamasi yaprak ylizey alam
genislemesini negatif olarak etkilemekte ve daha kiiclik yaprak olusumuna neden
olmaktadir. Yaprak biiyiime Ozelliklerinin agir metal kirliliginin uygun bir
biyoindikatorii oldugunu ve toleransli tiirlerin seleksiyonunda kullanilabilecegini ifade

etmislerdir (Tripathi vd., 1999).

Bitkilerde yiliksek verim kuru agirlik bakimindan biyokiitle tiretiminde bir artistir.
Bitkiler tarafindan iretilen toplam kuru agirhigin yaklasitk % 80-90’m1 karbon
bilesikleri olusturur (Bishnoi, 1993). Cr, kloroplast ve mitokondrinin yap1 ve
islevlerinde oksidatif zarara yol acarak kuru agirlik iiretimi lizerinde dolayli bir etkiye
sahiptir (Dixit vd., 2002). Krom toksisitesi elektron tasinimi, fotofosforilasyon, CO>
fiksasyonu ve karbon indirgenme dongiisiindeki enzimlerin aktivitesindeki
degisikliklere neden olarak fotosentezi olumsuz etkilemektedir (Panda, 2005). Cr Hill
reaksiyonlarini inhibe ederek fotosentezin hem 1s1tk hem de karbon indirgeme
reaksiyonlarii etkilemektedir (Zeid, 2001). Yiiksek Cr konsantrasyonlarinda (1 mM)
kloroplast membranindaki tam bir bozunma ile tilakoid diizenlenimindeki bozunmanin
birlikte gozlenmesi, hekzavalent Cr’un siddetli fitotoksik etkisini gostermektedir
(Choudhury ve Panda, 2004). Hem Cr hem de Cr klorofil igerigini azaltmakta ve
boylece biiylimeyi inhibe etmektedir (Panda vd., 2003). Krom stresinin klorofil a ve
b’de 6nemli azalmalara neden oldugu ve klorofil a’ya gore klorofil b’deki azalmanin
daha fazla oldugu saptanmistir (Pandey vd., 2009). Krom stresinde Klorofil a/b
oranindaki azalma, fotosentetik anten kompleksinin periferal kisminin boyutundaki
azalmadan kaynaklanmaktadir (Shanker vd., 2003). Klorofil b igerisindeki azalmanin
periferal kisimdaki proteinlerin degradasyonundan kaynaklanabilecegi belirtilmistir.
Klorofil a/b oranindaki azalma, klorofil b’ye gore klorofil a’nin daha hizli bozulmasi
ve klorofil a’nin sentezinin azalmasmin bir sonucu olabilecegi vurgulanmistir
(Vajpayee, 2000). Krom, klorofil biyosentezinde gorev alan énemli bir enzim olan 6-
aminoleviilinik asit dehidratazi (ALAD) degrade edebilmekte ve bdylelikle 6-
aminoleviilinik asit (ALA) kullanimini etkileyerek bitki dokularinda ALA birikimine

ve klorofil igerisinde azalmaya neden olmaktadir. Bu sonuclar, ALA sentezinin Cr
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stresine hassas olmadigini, buna karsin porfobilinojen (PBG) olusumunun Cr stresine

oldukga hassas oldugunu gostermektedir (Vajpayee vd., 2000).

Bir metalloenzim olan ALAD’n aktivitesi, Mg iyonlarinin kullanilabilirligine baghdir
(llag vd., 1994). Ayrica, Cr stresi bitkilerde demir eksikligine neden olarak klorofil
biyosentezinde bozulmalara neden olmaktadir (Barcelo vd., 1986). Demir eksikligi
olan bitkilerde diisiik Cr konsantrasyonlari klorozun azalmasina (Zayed vd., 1998) ve
yiiksek Cr konsantrasyonlari demir klorozuna neden olmaktadir (Schmidt vd., 1996).
Bununla birlikte, Fe eksikligi hem grubu enzimlerin aktivitesini azaltmaktadir
(Chatterjee vd., 2000). Hekzavalent Cr’a maruz kalan bitkilerde demir kullaniminin
kisitlanmasindan dolay1 klorofil igerisindeki azalma, porfirinlerin 6nciisii olan glisin
ve siiksinil Co-A’dan ALA’nin sentezi, koproporfirinojenin protoporfirin dokuza
oksidasyonu veya Mg protoporfirinin protoklorofillite doniistiiriilmemesinden
kaynaklanmaktadir (Marschner, 2002).

1.3. Nikel

1751°de Isve¢’te Axel F. Cronstedt tarafindan kesfedilen ve adlandirilan nikel (Ni),
yerkabugunda dogal olarak bulunan 24. elementtir ve periyodik cetvelde 28. sirada yer

almaktadir. Ni, sert, glimlisimsii ve agir bir metaldir (The Merck Index, 1983;
Sunderman ve Oskarsson, 1991; Chen vd., 2009).

Nikelin klor, kiikiirt ve oksijenle yapmis oldugu bilesiklerin ¢ogu, suda kolaylikla
¢ozliniir ve karakteristik olarak yesil renktedir. Ni ve olusturdugu bilesikler,
karakteristik koku ve tada sahip degildir (Anonim, 1990; Tera, 1999). Ni, 19. yy’den
itibaren birgok iilkede, bakir ve nikel alagimindan para yapiminda kullanilagelmistir.
[k metaliirjik tesis, 1824 yilinda Avusturya’da Gersdorff tarafindan kurulmustur.
Endiistrinin gelismesi ile Ni diger metaller arasinda yer almasi, 1865 yilinda Yeni
Kaledonya’daki Ni yataklarmin isletilmesiyle baslamis ve demirden sonra en fazla

kullanilan metal haline gelmistir (Caneb, 1970).

Gilinimiizde mutlak gerekli elementlerden biri olarak kabul edilen Ni tarim
topraklarindaki konsantrasyonu genelde ¢ok azdir. Ancak, serpantin gibi ultra bazik
puskiiriik kayaclardan olusan topraklarin Ni igerigi 100-5000 mg Ni/kg arasinda
degismektedir (Kagar ve Katkat, 2006). Ni komiir (10-50 mg Ni/kg), petrol (49-345

mg Ni/kg), celik, alasim iiretimi, galvaniz ve elektronik endiistrisinde
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kullanilmaktadir. Kritik toksik diizey toprakta 100 mg/kg, duyarh bitkilerde > 10 pg/
g kuru madde ve orta diizeyde duyarl bitkilerde ise > 50 g/ g kuru maddedir (Ozbek
vd., 1995).

Nikel, kileyt bilesiklerini kolaylikla olusturmasi nedeniyle, bitkilerdeki enzimlerde ve
fizyolojik aktif merkezlerde bulunan agir metallerle yer degistirir. Ni lireaz ve bir¢cok
hidrogenaz enzimlerinin metal yapt maddesidir. Bu nedenle Ni igerikleri az olan
bitkiler iire seklinde uygulanan azotlu giibreden yararlanamadiklar1 gibi {ire bu

bitkilere toksik etki de yapmaktadir (Kagar ve Katkat, 2006).
1.3.1. Bitkide Nikel

Bitkilerdeki agir metal ¢alismalari, metallerin bitkiler i¢in yarayisliligi, mekanizmasi
ve Ozellikle toleransi iizerine yogunlasmistir. Bu metallerden birisi de Ni'dir. Ni,
bitkilerin normal biiyiime ve gelismesi i¢in 6nemli olan mikro elementlerden bir
tanesidir ve birgok metabolik siiregte gereklidir (Eskew vd., 1983; Brown vd., 1987).
Ni bitkiler i¢in tireaz ve hidrogenaz enzimlerinin yapisinda ve aktivitesinde yer alan
ve azot metabolizmasi i¢in gereksinim duyulan temel bir elementtir. Bitkilerde ¢ok
diisiik miktarlarda yararli oldugu halde bitki iizerinde pek ¢ok fizyolojik olaylarda
olumsuz etkiler yapmaktadir (Dixon vd., 1975; Brown vd., 1987; Molas, 1997,
Zornoza vd., 1999).

Nikelin bitkilerdeki olumsuz etkileri, fotosentez ve solunumu engellemesi; hiicre zar1
gecirgenligini azaltmasi; fotosentetik elektron tasinimini engellemesi; hiicre de
peroksidaz ve iireaz aktivitesini diisiirmesi; protein sentezini, klorofil ve azot diizeyini
azaltmasi; hiicre su dengesini degistirmesi gibi fizyolojik ve biyokimyasal siire¢lerin
aksamasindan kaynaklanmaktadir (Brown vd., 1990; Pandolfini vd., 1992, Gajewska
ve Sklodowska, 2005).

Nikel bitkiler i¢in gerekli (Eskew vd., 1983; Brown vd., 1987; Ragsdale, 1998) bir
element olup bitki tiirlerinin ¢ogunda konsantrasyonu olduke¢a diisiiktiir (0,05-10
mg/kg kuru agirlik) (Nieminen vd., 2007). Ayrica artan Ni kirliligi ile birlikte
bitkilerde eksikligi yerine, daha fazla Ni bulunmasi siklikla goriilmektedir (Alloway,
1995). Bitkilerde Ni’in yliksek konsantrasyonlarinin mitotik aktivitenin inhibisyonu
(Madhava Rao ve Sresty, 2000), bitki biiytimesindeki azalmalar (Molas, 2002), meyve

verimi ve kalitesi lizerine olumsuz etkileri (Gajewska vd., 2006) gibi toksik etkileri
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siklikla bildirilmektedir. Topraktaki oldukg¢a yliksek Ni konsantrasyonlari, bitkiler,
meyveler ve sebzeler i¢in elverigli olmayan tarim alanlar1 olusturmaktadir (Duarte vd.,

2007)
1.3.2. Nikelin Alinimi, Tasimimi ve Birikimi

Nikel; glioksilazlar, peptid deformilazlar, iireazlar, birka¢ superoksit dismutaz ve
hidrogenazlari i¢ine alan ¢ok sayida enzimin bir bileseni olarak tanimlanmistir (Ermler
vd., 1998; Kupper ve Kroneck, 2007). Bu nedenle Ni iireolizis, hidrojen
metabolizmasi, metan biyogenezi ve asitogenez gibi pek ¢ok metabolik olayda 6nemli
bir rol oynamaktadir (Maier vd., 1993; Collard vd., 1994; Ragsdale, 1998; Mulrooney
ve Hausinger, 2003).

Bitkilerde Ni alinmasi agirlikli olarak pasif diflizyon ve aktif tasima araciligi ile kok
sistemleri tarafindan gerceklestirilmektedir (Seregin ve Kozhevnikova, 2006). Aktif
ve pasif taginma arasindaki alim orani tiirlere, toprak ya da besin ¢ozeltisindeki Ni’in
sekline ve konsantrasyonuna gore degisiklik gostermektedir ( Vogel-Mikus vd., 2005).
Bitkiler tarafindan Ni’in alinmasi Ni konsantrasyonuna (Cataldo vd., 1978), bitki
metabolizmasina (Aschmann ve Zasoski, 1987), toprak ya da sollisyonun asiditesine (
Kukier vd., 2004; Antoniadis vd., 2008), diger metallerin varligina (McKenna vd.,
1993; Luo ve Rimmer, 1995) ve organik madde bilesimine (Burke vd., 2000; Jean vd.,
2008) baglidir. Buna ek olarak, mevsim uzunlugu, tohum ekim ydntemi ve toprak
jeokimyasal 6zellikleri gibi diger faktorler Ni alimini etkilemektedir (McGrath vd.,
2006; Yanai vd., 2006; Antoniadis vd., 2008). Ni iyonik sekli verildigi zaman bitkiler
tarafindan kolaylikla absorbe edildigi ancak selat seklinde uygulandiginda ise
absorbsiyonun gii¢ oldugunu gosteren pek ¢ok caligma bulunmaktadir (Crooke vd.,
1954; Dekock, 1956; Dekock ve Mutehell, 1957; Aschmann ve Zasoski, 1987). Nikel
aliminin; sicaklik, anaerobik kosullar ve dinitrofenol gibi solunum inhibitorleri
tarafindan etkilenmesine ragmen aktif bir siire¢ oldugu goriilmiistiir (Aschmann ve

Zasoski, 1987).

Toprak pH degerinin 5,6’nin altinda olmas1 Ni absorpsiyonu i¢in tercih edilen bir
durumdur. Bu durum biiyiikk olgiide artan toprak asitligi ile birlikte topraktaki
degistirilebilen Ni iceriginin artmasi nedeniyledir (Mizuno, 1968). Topragin fosfat
igeriginin artmasi ile Ni absorbsiyonu artis gosterir (Halstead vd., 1969, Polacco,



1977). Torf yiiksek Ni icerigine ragmen, Ni alimini1 inhibe etmektedir. Giibreler, Ni ve
Cu, Zn, Co gibi diger elementlerin toplam absorpsiyonunu azaltmaktadir. Ni ile
karsilastirildiginda diger elementlerin absorpsiyon oranlari, topraktaki degistirilebilir
element iceriginde elementlerin absorbe edilme reaksiyonlarina bakildiginda azalma

gostererek Cu>Zn>Co>Ni seklindedir (Miller, 1961).

Nikel ksilem yoluyla transpirasyon akimi sayesinde koklerden govdeye ve yapraklara
tasinir (Neumann ve Chamel, 1986; Krupa vd., 1993). Bu temel element, floem
aracilign ile de yash yapraklardan geng¢ yapraklara, tomurcuklara, meyvelere ve
tohumlara taginmasiyla bitkilerin meristamatik kisimlarina gonderilir ( Welch, 1995;
Fismes vd., 2005; Page vd., 2006). Bu tasinma o6zellikle Ni baglayan metalligand
kompleksleri ( Vacchina vd., 2003; Kim vd., 2005; Ma vd., 2005; Pianelli vd., 2005;
Haydon ve Cobbett, 2007) ve proteinleri ile diizenlenir (Hausinger, 1997; Colpas ve
Hausinger, 2000) Hiicre i¢i selatlart gibi davranan nikotinamin (NA), histidin (His) ve
organik asitler (sitrik asit ve malat iyonlar1) gibi metal ligandlar, bitkilerde tasinma ve
birikim i¢in sitosolde ya da hiicre i¢i kisimlarda Ni’i baglarlar (Kramer vd., 1996;
Kerkeb ve Kramer, 2003; Douchkov vd., 2005). Bitkiler tarafindan absorbe edilen
Ni’in % 50’den fazlas1 koklerde muhafaza edilmektedir (Cataldo vd., 1978). Bunun
nedeni, ksilem parankima hiicrelerinin duvarindaki katyon degisim bolgelerindeki
tutulma ve kok vakuollerindeki immobilizasyondur (Seregin ve Kozhevnikova, 2006).
Ayrica koklerdeki yiiksek oranda Ni (% 80’in iizeri) vaskular silindirde bulunurken,
% 20’den daha az1 kortekste bulunmaktadir. Bu dagilim ksilem ve floem arasindaki
Ni’in yiiksek hareketliligini diisiindiirmektedir (Marschner, 2002; Page ve Feller,
2005; Riesen ve Feller, 2005).

1.3.3. Bitkilerde Nikelin Toksik Etkileri

Nikel stres kosullart altinda, bitkilerde pek ¢ok Ni-detoksifikasyon cevaplari
goriilmektedir. Bu cevaplar Ni-organik asit ve Ni-NA komplekslerinin sekillenmesini
(Kupper vd., 2001; Persans vd., 2001), NA ve sentazinin asir1 iiretimi (Vacchina vd.,
2003; Weber vd., 2004) ile serbest histidinin yiiksek seviyelerini (Wycisk vd., 2004)
kapsamaktadir. Diger cevaplar, metallotioneinler (MTler) ile tiyol glutatyon tesviki
(Courbot vd., 2004), glutatyon, sistein ve O-asetil-L-serin’in  yiiksek
konsantrasyonlarin1 (Freeman vd., 2004) igermektedir. Toksisiteye karst bitkinin

cevaby, bitkinin tiiriine, bllylime agamasina, yetistirme kosullarina, Ni konsantrasyonu
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ve metale maruz kalma siiresine gére 6nemli 6l¢iide farklilik gostermektedir (Sheoran
vd., 1990; Krupa vd., 1993; Xylander ve Braune, 1994; Marschner, 2002; Kabata-
Pendias ve Pendias, 2001; Assuncao vd., 2003). Genel olarak Kkritik toksisite
seviyeleri, hassas tiirlerde >10 mg/kg kuru agirlik (Kozlow, 2005), orta derecede
toleransh tlirlerde >50 mg/kg kuru agirlik (Bollard, 1983), hassas tiirlerde (arpa,
1spanak ve bugday gibi) bir haftadan daha kisa siire ile diisiik konsantrasyonlarda Ni
(>0,2 mM ya da 11,74 ppm) uygulanmasindan sonra, yapraklarda klorozis ve nekrozis

ortaya ¢ikabilmektedir (Sun ve Wu, 1998; Rahman vd., 2005; Gajewska vd., 2006).

Tohum ¢imlenmesi ve erken fide biiylimesi, gelecekteki fizyolojik ve biyokimyasal
stirecleri genis Olciide yansitan bir bitkinin hayatindaki ilk olaylardir. Tohum
cimlenmesi tlizerine Ni’in etkisinin, bitkiye ve ortamdaki Ni konsantrasyonuna bagli
olarak degisebildigi yapilan bazi ¢alismalarla gosterilmisti. Bitkide gereginden fazla
bulunan Ni, klorofil sentezi ve yag metabolizmasi {izerine olumsuz etki yapar, bitki
koklerinin diger besin elementlerini almasimi engelleyerek besin elementleri

noksanliklarinin ortaya ¢ikmasina neden olur. (Zengin ve Munzuroglu, 2005).

Yapilan pek ¢ok ¢alisma, Ni uygulamasinin tarim bitkilerinin verimini artirdigini
gostermektedir. Mahsul veriminin artiginda Ni’nin énemi, ilk kez Roach ve Barcloy
(1946) tarafindan gosterilmistir. Pinus fideleri ile yapilan kiiltiir deneylerinde, Ni nin
biiylime i¢in gerekli bir element oldugu kanitlanmistir (Polacco, 1977). Ni uygulamast,
pamuk bitkisinin toprak iistii kisimlarinin yan sira kok kitlesini de artirmaktadir. Ekim
oncesinde 100 ppm konsantrasyonda Ni uygulanmis Triticum tohumlarinda kok ve
govdenin maksimum biiyliime gosterdigi ancak konsantrasyonun 250 ppm den yiiksek
oldugu durumda biiylimenin genellikle inhibe edildigi bulunmustur (Tsui, 1955).
Paprika (Capsicum frutescens L.) ve domates (Lycopersicon esculentum L.)
bitkilerinin biiylime ve gelismesinin, 1 pg L-1 den daha az konsantrasyonda Ni
uygulamasi ile tesvik edildigi, 1 pg L-1 den daha yiiksek konsantrasyonlarin ise bu
bitkiler i¢in toksik oldugu rapor edilmistir (Pais vd., 1970). Ni in ayn1 zamanda dane
olgunlagsmasi ve bitki senesensinde de temel fonksiyonlara sahip olabildigi rapor
edilmistir (Brown vd., 1987). Bu c¢alisma sonuglarina bakilarak, Ni nin yliksek
bitkilerin normal biiylime ve gelismesi lizerinde Onemli etkilerinin oldugunu

gostermektedir.
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1.4. Bacopa monnieri (L.) Pennell.

Bacopa monnieri (L.) Pennell. Plantaginaceae familyasina ait sucul bir bitkidir. Dogal
yasam alani 1slak kumda, camurlu alanlarda, su birikintisi veya su akis kenar
bosluklarinda yetismektedir. Tiiysiiz ve etli bir bitkidir. Can seklinde ¢igekleri bulunan
bu siirgiin bitkisi su veya yari sucul olan uzun 6miirlii bir bitkidir. Cigekleri kiigiik olan
bu bitkinin beyaz renkte bazen de mavi veya pembe renkte olan ¢igekleri olabilir.
Yapraklar1 kalin, yumusak, sapsiz,-obovat dikdortgen ya da spatula yapraklar
seklindedir. Genellikle Hindistan da bulunan bu bitki ‘brahmi’ ya da ‘nirbrahmi’
olarak da bilinir. Tibbi bir bitki olarak kullanilmaktadir. Astim, zihinsel bozukluk,
epilepsi, ses kisikligi, dalak, yilan 1sirmasi, romatizma, clizzam, egzama ve halka

solucan, ayni1 zamanda bir diiiretik, ve kardiyotonik baglica kullanilan hastaliklardir.

B. monnieri alkaloidler, saponinler ve steroidler igerir (Basu ve Walia, 1994, web
2015).

Sekil 1.1. B. monnieri ’nin dogal ortamindaki genel goriiniimii (ayurvedasutra.com)
1.5. Calismanin Amaci

Hizli endiistriyel gelisme, ara¢ sayisindaki artig, tarimsal amacgl pestisit ve giibre
kullanimi ve evsel atiklardan kaynakli1 bir¢ok antropojenik aktivite hava, su ve topragin
hem organik hem de inorganik olarak kirlenmesine sebep olmaktadir. Inorganik

kirleticiler arasinda en O6nemli yeri Cr ve Ni almaktadir. Diinyada hizla artan
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sanayilesmeden dolay1 bu aktiviteler sonucunda atmosfere, sulara ve topraklara ¢esitli
tipte kirleticiler salinmaktadir. Bunlar da gerek sucul gerekse karasal ortamlarda
yasayan canlilara biiylik zararlar verebilmektedirler. Bu ¢alisma, Cr ve Ni’nin sucul
bir bitki olan B.monnieri tizerindeki bazi fizyolojik etkilerini belirleme amaciyla

yapilmustir.
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BOLUM 2
KAYNAK OZETLERI
2.1. Kromun Bitkilerdeki Etkileriyle flgili Calismalar

Akinct ve Akinci (2010) Cr toksisitesinin Cucumis molo L. tohumlarinin ¢gimlenme ve
erken fide gelisimine etkilerini aragtirmiglardir. Cr 0-300 ppm’lik derisimleri
cimlenme denemelerinde, 0-70 ppm’lik derisimlerini erken fide gelisim
arastirmalarinda kullanmiglardir. Asir1 Cr derisimleri ¢imlenme indeksi, ¢imlenme
zamani, ortalama ¢imlenme ve c¢imlenme oranlarini smirlandirmistir. Radikula
uzunlugu, radikulanin taze ve kuru agirligi, hipokotil uzunlugu, hipokotil taze ve kuru
agirligi, biiylime tolerans indeksi ve goreceli biiyiime orani artan Cr derisimlerinden

olumsuz yonde etkilenmistir.

Andaleeb vd. (2008) Cr farkli derisimlerinin etkisindeki (0, 20, 40 ve 60 mg/kg)
ayciceginin (Helianthus annuus L.) ii¢ farkli varyetesindeki (G-3, G-9 ve G-59)
etkilerini arastirmislardir. Artan Cr dozlariyla birlikte tohum ¢imlenmesi, kdk ve
gévde uzunluklarinda azalmalar olmustur. Bununla birlikte artan Cr dozuna paralel
olarak kok ve govdenin yas ve kuru agirliklarinda da azalmalar olmustur. Ayrica,

kokler govdelere gore daha fazla metali biriktirmislerdir.

Singh vd. (2006) Cr toksisitesinin piring bitkisindeki bazi fizyolojik olaylara etkilerini
aragtirmiglardir. Artan Cr derisimleri piring yapraklarinin klorofil, protein ve seker
miktarlarmi azalttigi bulunmustur. Ayrica metalin artan derisimleri peroksidaz

aktivitesi ile katalaz aktivitelerini de azalttig1 belirlenmistir.

Nichols vd. (2000) 1-2 mg/lI Cr maruz biraktiklar1 Salvinia minima B.’da ki fizyolojik
cevaplart incelemislerdir. Cr varliginda S. minima’nin biiyiimesi ve CO2 alinimi
belirgin Olglide azalmistir. Ayni sonuglar klorofil a, klorofil b ve karoten
konsantrasyonlar1 i¢in de elde edilmistir. Bitkinin 6zellikle mavi ve kirmizi1 dalga

boyundaki 15181 alma kapasitesi Cr’un konsantrasyonundaki artma ile azaldigini ve Cr
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artisinda ¢oziilebilir seker, nisasta ve toplam yapisal olmayan karbonhidrat

konsantrasyonu belirgin bir bigimde arttigin1 rapor etmislerdir.

Vajpayee vd. (1999) Nelumbo nucifera G.’da Cr akiimiilasyonu ve bu metalin
birikiminin fotosentetik pigment, nitrat rediiktaz aktivitesi ve protein igerigine
etkilerini aragtirmiglardir. Farkli Cr konsantrasyonlarinda yetistirilen bitkinin
dokularinda benzer birikim miktarlar1 belirlenmistir. Bununla birlikte en ytiksek
birikim koklerde bulunmustur. Bitki dokularindaki ¢ok yiiksek krom birikimi klorofil,
protein igerigi ve in Vitro nitraz rediiktaz aktivitesini énemli Olglide engelledigi

bulunmustur.

Bishnoi vd. (1993) Cr bezelye tohumlarinin ¢imlenmesi ve fide gelisimi ile iiriin
miktarma etkilerini arastirmislardir. Potasyum dikromat olarak uygulanan Cr
derisimlerinin bezelye tohumlarinin ¢imlenmesine etkileri olmamisken, radikula ve

plumula gelisimini ise 6nemli diizeyde azaltmistir.
2.2. Nikelin Bitkilerdeki Etkileriyle Tlgili Calismalar

Akinc1 ve Akimnci (2011) Ni toksisitesinin 1spanakta (Spinacia oleracea L. cv.
Matador) ¢cimlenme ve erken fide gelisimine etkilerini belirlemislerdir. Ni ¢imlenme
asamasinda 0 (kontrol), 25, 50, 100, 200, 400 ve 800 mg/1 ve erken fide asamasinda 0
(kontrol), 2,5, 5, 10, 20, 40 ve 80 mg/l konsantrasyonlar1 kullanilmistir. Ni ¢imlenme,
radikula-hipokotil gelisimi, radikula-hipokotil tolerans indeksi ve su igerigi igin
¢imlenme asamasinda 25 mg/l ve erken fide asamasinda 2,5 mg/l dozunda uyarici,

daha yiiksek dozlarda engelleyici etkide bulunmustur.

Duman ve Ozturk (2010) Nasturtium officinale A.’de farkli Ni derigimlerinin (1-25
ppm) 1, 3, 5 ve 7 giin uygulamasinin etkilerini arastirmiglardir. Ni akiimiilasyonu ve
translokasyonunun yaninda bu metalin kok ve yapraklarin biyomas ve protein miktari
ile enzimatik antioksidanlara etkileri belirlenmistir. Ni 6zellikle koklerde akiiliime
olmustur. Diisiik Ni derisimlerinde biyomas artarken, yliksek derigimlerde ise bu
artiglara rastlanilmamistir. 5-10 ppm’lik derisimlerde protein ve antioksidan enzim
aktivitelerinde artislar bulunmustur. Bu derisimlerde N. officinale oksidatif strese

direng gostermistir.
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Gajewska ve Sklodowska (2009) 50 ve 100 uM Ni’ nin bugday fidelerinde biiyiime,
glutamat, prolin ve nitrat birikimi ile nitrat rediiktaz, glutamat dehidrojenaz, alanin
aminotransferaz ve aspartat aminotransferaz aktiviteleri tizerindeki etkilerini
arastirmiglardir. Uygulanan Ni derisimleriyle otsu govdelerde Ni akiimiilasyonlarinda
artiglar olmus; bununla beraber organlarin biiylimesinde azalmalar tespit edilmistir.
Dokularda nitrat derisimi azalirken, Ni stresinde amonyum miktarinda artislar
belirlenmistir. Calismanin ilk zamanlarinda prolin miktar1 6nemli diizeyde artmastir.
Ozellikle yiiksek derisimde nitrat rediiktaz aktivitesinde ciddi azalmalar olmustur.
Alanin, aminotransferaz ve aspartat aminotransferaz aktiviteleri Ni uygulamasiyla

birlikte stiimiile oldugu bulunmustur.

Kovacik vd. (2009) 10 giin Ni uygulamasimmin Matricaria chamomilla L. nin
metabolizmasindaki degisimlerini arastirmiglardir. Yiiksek Ni dozlar kdk protein
miktarinda azalmaya neden olmustur. Ayrica, yiiksek Ni derisimleri kok ve
yapraklarda c¢oziilebilir fenolik miktarlarini = stiimiile etmistir. Malondialdehit
derigimleri Ni stresinde degismemistir. Kokler yapraklardan 3,4-6,1 kat daha fazla Ni

aklimiile etmis olmasi, bu bitkinin metali {ist organlara tasimadigini géstermektedir.

Hao vd. (2006) bugday fidelerinde Ni stresinde plazma membran NADPH oksidazin
rollerini arastirmisladir. Ni uygulamast membran lipit peroksidasyonu, hidrojen
peroksit igerigi, siiperoksit radikal iiretimi ve plazma membran NADPH oksidazin

aktivitesinde artisa neden olmustur.

Parida vd. (2003) Trigonella corniculata L. biiyiimesi ve mineral kompozisyonu
tizerinde Ni derisimlerinin etkisini incelemislerdir. Arastirmada 0-300 mg/kg
derisimlerde Ni kullanilmistir. Arastirma bulgularina, bitkinin biiyiime ve gelisiminde
10 ile 20 mg/kg Ni uygulanan bitkilerde normal olduklarini belirtmislerdir. Uygulanan
derigimin 20 mg/kg’in lizerine ¢ikmast ile birlikte dzellikle 40 mg/kg Ni dozundan
itibaren gen¢ yapraklarda demir eksikligine benzer klorozlarin olustugunu, daha

yiiksek Ni seviyelerinde ise biiyiime ve gelismenin engellendigi bildirmislerdir.

Baccouch vd. (1998) misir fidelerini bes giin boyunca 250 uM Ni derisimlerine maruz
birakmislar ve Ni stresinin fidelerdeki antioksidan parametrelerdeki etkilerini
arastirmislardir. Iki giin muamele sonucunda membran lipit peroksidayonunda artislar

belirlemislerdir. Guajakol peroksidaz aktivitesinde degismeler belirlenmis, stiperoksit
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dismutaz aktivitesi ise uygulamanin ilk zamanlarinda stimiile olmugtur. Daha sonra

glutatyon rediiktaz ve askorbat peroksidaz aktivitelerinde de artiglar belirlenmistir.
2.3. Krom ve Nikel Uygulamasimin Bitkilerdeki Etkileriyle ilgili Calismalar

Kirbag Zengin (2006), fasulye fidelerinin kok, gévde ve yaprak biiyiimesi tizerine Ni
ve Cr’un etkileri arastirilmistir. Calismada bir haftalik fasulye fideleri kullanilmistir.
Her iki metalinde Kklor tuzu ve Cr kullanilmistir. Ni stok soliisyonundan 0,5, 0,7, 1,0
mM ve Cr stok soliisyonundan ise 0,5, 0,7, 1,0 mM konsantrasyonlar1 kullanilmastir.
Elde edilen sonuglara gore her iki agir metalin de fidelerin kok, govde ve yaprak
biliyiimesini 6nemli oranlarda engelledigi tespit edilmistir. Bu agir metallerin
konsantrasyonlarindaki artis ile kok, govde ve yaprak biiyiimesinin inhibisyon orani
arasinda bir paralellik gosterdigi belirlenmistir. Fidelerin agir metale maruz kalma
sliresinin uzamast kok, govde ve yaprak biiylimesindeki azalmanin daha fazla
olmasina yol agmistir. Ayrica kok, govde ve yaprak biiylimesindeki azalisin agir
metalin ¢esidi ve konsantrasyonuyla iliskili oldugu goriilmiistiir. Ni ve Cr stresine kok
biiylimesinin daha duyarli oldugu, bunu gévde ve yaprak biiylimesinin takip ettigi
belirlenmistir. Bu iki agir metalden Ni’ nin Cr’a gore daha toksik oldugu tespit

edilmistir.

Rout vd. (2000), ¢im bitkisinin Ni ve Cr metallerine kars1 etkisini belirlemek igin bir
calisma yapmistir. Aragtirmacilar Cr ve Ni metallerinin iki ayr1 derisimini (1,25 ve 2,5
mg/L) ve etkilesimini (1,25 mg/L Cr + 1,25 mg/L Ni) kullanmislardir. Sonuglara gore,
Ni ve Cr’lu sartlarda metal igermeyen ortama kiyasla tohum ¢imlenmesi ve bitki

bliylimesinin daha iyi oldugunu tespit etmislerdir.
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BOLUM 3
MATERYAL VE METOD
3.1. Deney Ortam ve Uygulama

Uygulamalarina baslanmadan once, bitki materyali arastirma ortamina iki hafta siire
ile aklimatize edilmistir. Bu donemin sonunda saglikli bitkiler, her kapta ii¢ adet ve

her derigim ti¢ tekerriirlii olacak sekilde asagidaki uygulamalar yapilmistir:

Tablo 3.1. B. monnieri’ye uygulanan metal derigimleri

Ni (mM) Cr (mM) Ni +Cr (mM +mM)
0 0 0

5 5 5+5

50 50 50 +50

Kontrol grubu i¢in sadece besin igeren ¢dzelti kullanilmistir. Besin ¢ozeltisi Arnon
Hoagland (1940)’a gore hazirlanmustir. Stres uygulamalar1 5 giin boyunca devam
etmistir. B. monnieri’nin Ni, Cr ve Ni+Cr uygulamalari sonrasi goriiniimii Sekil
3.1°deki gibidir. Biitiin c¢ozeltilerin hazirlanmasinda distile su kullanilmistir.
Uygulama doneminin sonunda bitkiler dnce ¢esme suyu sonra distile su ile iyice

yikandiktan sonra asagidaki islemler ve analizler yapilmistir.
3.2. Tartimlar

Hasat edilen bitkilerin Once taze agirliklarinin belirlenmesi i¢in hassas terazi ile
tartilmistir. Daha sonra bu ornekler 80°C’de sabit tarttma kadar kurutulmus ve

tartilmastir.
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Sekil 3.1. B. monnieri’nin Ni (A), Cr (B) ve Ni+Cr (C) uygulamalari sonrast
gorunimu
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3.3. Fotosentetik Pigment Tayini

Taze bitki yapraklarindan 100 mg alimustir. Ornekler porselen havanda 1-2 mL %
80’lik aseton ile yapraktan tiim klorofil alinincaya kadar homojenize edilmistir. Daha
sonra ekstraktin son hacimi 10 mL olacak sekilde % 80’lik asetonla tamamlanmis ve
3000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilmistir. Klorofil-a i¢in 662 nm, klorofil-b i¢in 645
nm ve karotenoid i¢in 470 nm’de spektrofotometrede (Cintra 202) asetona karsi
okunmustur. Klorofil-a, Kklorofil-b ve karotenoid hesaplamalari Lichtentaler ve

Wellburn (1985)’e gore yapilmustir.
3.4. Lipid Peroksidasyonunun Belirlenmesi

Bitki orneklerinin lipit peroksidasyon diizeyleri Zhou (2001)’e gore belirlenmistir.
Taze bitki dokular1 % 10’luk TCA’da havan kullanilarak homojenize edilmistir.
Homojenizat 10000 devir/dakika ’da 20 dakika santrifiij edilmistir. Sonra 2 ml
homojenizattan alinmig, 2 ml tiyobarbutirik asit eklenerek 95°C’de 30 dakika
bekletilmistir. Bu bekleme siiresi sonunda ornekler sok sogutma uygulamasina tabi
tutulmustur. Tekrar 10000 devir/dakika ‘da 20 dakika santrifiijden sonra 532, 600 ve

450 nm’de spektrofotometrede okunmustur.
3.5. Protein Analizi

Protein analizi Lowry vd. (1951)’nin saptadiklar1 yonteme gore yapilmistir. 0,5 gram
taze materyal 5 ml 0.1 M fosfor tamponunda (pH 7) homojenize edildikten sonra
12000 devir/dakika ‘da 10 dakika santrifiij edilmistir. Siipernatanttan 0,3 ml alinmus,
tizerine 3 ml alkali ¢cozelti ilave edilip 15 dakika oda sicakliginda bekletilmistir. Sonra
0,3 ml Folin-Ciocalteu ayiraci eklenerek 30 dakika oda sicakliginda bekletilmis ve 750
nm’de okunmustur. Aynmi islem 0,3 ml distile su kullanilarak tank icin de

uygulanmistir. Standart olarak bovin serum albumin (BSA) kullanilmistir.
3.6. Prolin Tayini

Prolin miktarlar1 Bates vd. (1973)’nin saptadiklar1 yonteme gore belirlenmistir. Taze

bitki materyali tartilmis ve % 3’liikk 5 ml siilfosalisilik asit kullanilarak havanda

homojenize edilmistir. Homojenizat 5000 devir/dakika ‘da 10 dakika santrifiij

edilmistir. Stipernatantin 2 ml’si 2 ml asit-ninhidrin ve 2 ml glasiyel asetik asitle test

tiiptinde karistirilmigtir. Bu karisim 100 °C’de 1 saat su banyosunda bekletilmistir. Bu
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stire sonunda tiipler alinarak buz icerisine sokulmus ve reaksiyon sonlandirilmistir.
Reaksiyon karigimi 4 ml toluen ile ekstrakte edilmis ve 15-20 saniye tiip karistiricida
calkalanmistir. Toluen i¢eren renkli s1vi oda sicakliginda bekletilmis ve 520 nm dalga
boyunda spektrofotometrede (Cintra 202) okunmustur. Standart olarak L-Prolin

kullanilmistir.
3.7. Element Derisimleri

Kurutularak &giitiilmiis 6rnekler tartilip 50 mL’lik erlene konmustur. Uzerine 10 mL

konsantre HNO3 ilave edilmistir. Erlenler daha sonra 1s1s1 ayarlanabilen 1sitic1 tabla

tizerinde diisiik 1s1da renkli buharlar kayboluncaya kadar yavas yavas 1sitilmistir. Daha
sonra 1s1 biraz yiikseltilmistir. Erlenlerin {izerindeki balonlar alimmistir. Tortu
kalincaya kadar yavas yavas buharlagtirllmistir. Erlenlere 10 ml HCI ilave edilerek
ayn1 iglem yenilenmistir. Orneklerin tiimii buharlastiktan ve dipteki tortu kuruduktan
sonra erlene konan &rnek i¢cin 1 M’lik HCI ile sulandirilmistir. Sulandirilan
orneklerdeki Ni, Cr, Mg, Ca, Cu, Zn, K ve Fe derisimleri atomik absorbsiyon
spektrofotometresi (Perkin Emler AA400) kullanilarak belirlenmistir.

3.8. istatistiksel Analiz

Arastirma bulgularinin istatistiksel analizi SPSS (SPSS 11.0 for Windows) paket
programi kullanilarak yapilmistir. Hangi grubun ya da gruplarin farkli oldugunu
belirlemek amaciyla One-Way ANOVA LSD testi uygulanmistir.
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BOLUM 4
BULGULAR
4.1. Kuru Agirhk

Farkli Ni, Cr ve Ni+Cr derisimlerinin etkisinde yetistirilen B. monnieri’nin kuru agirlik
degisimleri Sekil 4.1°de verilmistir. Uygulanan metaller ve kombinasyonlar1 bitkinin
kuru agirlik miktarlarinda artan derisimlerle birlikte azalmaya neden olmustur

(p<0.05).

04 - BCr  OMi+Cr
— 0,38
g U
% 0,3 -
— 0,25
i)
= 072
T 0,15 -
= 0,1 -
< 0,05 -
0 A 5 -
n =
n
Lhvoulam alar =

Sekil 4.1. Farkli Ni, Cr ve Ni+Cr derisimlerinin etkisinde yetistirilen B. monnieri’nin
kuru agirlik degisimleri. Hata barlar1 standart sapmayi belirlemektedir. Barlar

tizerindeki farkl harfler p<0,05 diizeyinde istatistiksel olarak 6nemi belirtir.
4.2. B. monnieri Dokularmin Ni Derisimleri

Farkli Ni ve Ni+Cr derisimlerinin etkisinde yetistirilen B. monnieri dokularinin Ni
igerikleri  Sekil 4.2° ve 4.3’de verilmistir. Kontrol bitki dokularinda Ni
belirlenememistir. Yalniz Ni uygulanan bitkilerin metal icerigi 5 ve 50 mM’lik

derisimde sirasiyla 444.2 ve 2102.7 mg/kg K.A. olarak belirlenmistir. Bunun yaninda,
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Ni+Cr etkilesimli uygulamadaki bitki dokularinin Ni igerigi de 5+5 ve 50+50
mM+mM’lik dersimlerde 487.6 ve 1383.8 mg/kg K.A. olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.2. Farkli Ni uygulamalarinin etkisindeki B. monnieri dokularinin Ni igerigi.
Hata barlar1 standart sapmay1 belirlemektedir. Barlar tizerindeki farkli harfler p<0,05

diizeyinde istatistiksel olarak 6nemi belirtir.
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Sekil 4.3. Farkli Ni+Cr uygulamalarinin etkisindeki B. monnieri dokularinin Ni
icerigi. Hata barlar1 standart sapmay1 belirlemektedir. Barlar iizerindeki farkli harfler

p<0,05 diizeyinde istatistiksel olarak 6nemi belirtir.
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4.3. B.monnieri Dokularimin Cr Derisimleri

Farkli Cr ve Ni+Cr derisimlerinin etkisinde yetistirilen B. monnieri dokularinin Cr
igerikleri Sekil 4.4 verilmistir. Yalniz Cr uygulanan bitkilerin metal igerigi 5 ve 50
mM’lik derisimde sirasiyla 113.0 ve 488.5 mg/kg K.A. olarak belirlenmistir.
Nikel+krom derisimlerinin etkisinde yetistirilen B. monnieri dokularinin Cr igerikleri
Sekil 4.5°de verilmistir. Ni+Cr etkilesimli uygulamadaki bitki dokularinin Cr igerigi
de 5+5 ve 50+50 mM+mM’lik dersimlerde 179.7 ve 791.6 mg/kg K.A. olarak

belirlenmistir.
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Sekil 4.4. Farkli Cr uygulamalarinin etkisindeki B. monnieri dokularinin Cr igerigi.

Hata barlar1 standart sapmay1 belirlemektedir. Barlar lizerindeki farkli harfler p<0,05

diizeyinde istatistiksel olarak 6nemi belirtir.
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Sekil 4.5. Farkli Ni+Cr uygulamalarinin etkisindeki B. monnieri dokularmin Cr
icerigi. Hata barlar1 standart sapmayi belirlemektedir. Barlar iizerindeki farkli harfler

p<0,05 diizeyinde istatistiksel olarak 6nemi belirtir.
4.4. B. monnieri’nin Klorofil-a Miktarlar:

Farkli Cr, Ni ve Cr+Ni derigsimlerinin etkisinde yetistirilen B. monnieri yapraklarinin
Klorofil-a miktarlar ile verilen istatiksel degerlendirilmesi Sekil 4.6’da verilmistir.
Yapilan analizler sonucunda, her iic uygulama klorofil-a miktarinda azalmaya
sebebiyet vermistir. Buna gore, B. monnieri’ nin klorofil-a miktarlari uygulanan 5SmM
Ni derisiminde, kontrole gore % 3.33 diizeyinde Onemsiz derecede azalmis iken
(p>0,05), 50 mM Ni derisiminde ise % 12.26 6nemli diizeyde azalma belirlenmistir
(p<0.05). B. monnieri’nin klorofil-a miktar1 5 mM ve 50 mM’lik Cr derisimlerinde
kontrole gore % 20 ve %29.2 diizeyinde azalmistir (p<0.05). Nikel+krom etkilesimli
ortamda yetistirilen makrofitin klorofil-a miktarlarida 5+5 ve 50+50 mM+mM’da

kontrole gore sirasiyla %24.8 ve %39.7 diizeyinde azaldig: belirlenmistir.
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Sekil 4.6. Farkli Ni, Cr ve Ni +Cr derisimlerinin etkisindeki B. monnieri’nin klorofil-
a miktarlari. Hata barlar1 standart sapmay1 belirlemektedir. Barlar iizerindeki farkl

harfler p<0,05 diizeyinde istatistiksel olarak dnemi belirtir.

4.5. B. monnieri’nin Klorofil- b Miktarlari

Farkli Cr, Ni ve Cr +Ni derisimlerinin etkisinde yetistirilen B.monnieri yapraklarinin
Klorofil-b miktarlar ile verilen istatiksel degerlendirilmesi Sekil 4.7°de verilmistir.
Yapilan analizler sonucunda bitkide yapilan {i¢ uygulama sonucunda bitkide bulunan
klorofil-b miktarin1 genel itibari ile azaltmistir. Bulgularimiza gére B.monnieri’nin
klorofil-b miktarlar1 uygulanan 5SmM Ni, kontrole gore %4,11 6nemsiz derecede
artmistir (p>0,05). 50mM Ni, kontrole gore % 15,5 onemsiz diizeyinde azalmistir
(p>0,05). B. monnieri klorofil miktari uygulanan 5 mM Cr, kontrol parametresine gore
% 9,67 onemsiz diizeyde azalmistir (p>0,05). Bunun yaninda, 50 mM Cr, kontrol
parametresine gore % 19,03 6nemli diizeyde azalmistir (p<0,05). Uygulanan 5 mM Cr
+Ni, kontrol parametresine gore % 10,13 dnemsiz diizeyde azalmigken (p>0,05), 50

mM Cr +Ni de ise %33 6nemli oranda azalmistir (p<0,05).
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Sekil 4.7. Farkli Ni, Cr ve Ni +Cr derisimlerinin etkisindeki B. monnieri’nin klorofil-
b miktarlari. Hata barlar1 standart sapmay1 belirlemektedir. Barlar tizerindeki farkli

harfler p<0,05 diizeyinde istatistiksel olarak dnemi belirtir.

4.6. B. monnieri Dokularinin Prolin Miktari

Farkli Cr, Ni ve Cr +Ni derisimlerinin etkisinde yetistirilen B. monnieri’nin prolin
miktarlari ile verilen istatiksel degerlendirilmesi Sekil 4.8’de verilmistir. Uygulamalar
prolin miktarinda degisimlere yol agmistir. Nikel uygulamasi bitkide bulunan prolin
miktarinda ¢ok dnemsenmeyecek derecede bir artisa sebep olmustur. Bulgularimiza
gore B. monnieri prolin miktarlari uygulanan 5 ve 50 mM Ni’de kontrole gore sirasiyla
% 5,07 ve %18,93 6nemsiz diizeyde artmistir (p>0,05). Uygulanan 5 mM Cr, B.
monnieri’de prolin miktarinda kontrole gore % 20,69 6nemsiz diizeyde artirmigsken
(p>0,05), 50 mM Cr derisiminde ise % 38,22 dnemli diizeyde artmistir (p<0,05). Prolin
miktarlart uygulanan 5 mM Cr + 5 mM Ni ve 50 mM Ni +50 mM Cr uygulamalarinda
sirastyla % 58,48 ve % 124.15 diizeyinde 6nemli diizeyde artirmistir (p<0.05).
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Sekil 4.8. Farkli Ni, Cr ve Ni +Cr derisimlerinin etkisindeki B. monnieri’nin prolin
miktarlari. Hata barlar1 standart sapmay1 belirlemektedir. Barlar iizerindeki farkli

harfler p<0,05 diizeyinde istatistiksel olarak onemi belirtir.

4.7. B. monnieri Dokularinin Protein Miktar:

Farkli Cr, Ni ve Cr +Ni derisimlerinin etkisinde yetistirilen B.monnieri’nin protein
miktarlan ile verilen istatiksel degerlendirilmesi Sekil 4.9°da verilmistir. Yapilan
analizler sonucunda uygulanan ii¢ parametrede bitkide bulunan protein miktarin
azalttig1 belirlenmistir. Uygulanan yalniz Ni derisimleri protein miktarlarinda 6nemsiz
azalmalara neden olmustur (p>0.05). Kromun 5 ve 50 mM’lik derisimleri protein
miktarlarinda kontrole gore sirasiyla % 26,43 ve % 36,88 diizeyinde azalmaya neden
olmustur (p<0.05). Protein miktarlar1 uygulanan 5 mM Cr + 5 mM Ni ve 50 mM Ni
+50 mM Cr uygulamalarinda sirasiyla % 25,71 ve % 34,99 diizeyinde azalmistir
(p<0.05).
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Sekil 4.9. Farkli Ni, Cr ve Ni +Cr derisimlerinin etkisindeki B. monnieri’nin protein
miktarlari. Hata barlar1 standart sapmayi belirlemektedir. Barlar tizerindeki farkli

harfler p<0,05 diizeyinde istatistiksel olarak onemi belirtir.

4.8. B. monnieri Dokularinin MDA Miktarlari

Farkli Cr, Ni ve Cr +Ni derisimlerinin etkisinde yetistirilen B.monnieri’nin MDA
miktarlar ile verilen istatiksel degerlendirilmesi Sekil 4.10°da verilmistir. Yapilan
analizler sonucunda uygulamalar bitkide MDA miktarinda artisa neden olmustur.
Nikelin 5 ve 50 mM’lik derisimlerindeki bitkinin MDA miktarlar1 kontrole gore
strastyla %84,38 ve % 148,85 diizeyinde artmistir (p<0.05). Benzer sekilde, 5 ve 50
mM Cr uygulamast MDA miktarinda % 74,09 ve % 119,71 diizeylerinde artisa neden
olmustur (p<0.05). Bunlarin yaninda, MDA miktarlar1 5 mM Cr + 5 mM Ni ve 50 mM
Ni +50 mM Cr uygulamalarinda % 67,53 ve % 150,68 artmistir (p<<0.05).
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Sekil 4.10. Farkli Ni, Cr ve Ni +Cr derisimlerinin etkisindeki B. monnieri’nin MDA
miktarari. Hata barlar1 standart sapmay1 belirlemektedir. Barlar tizerindeki farkli

harfler p<0,05 diizeyinde istatistiksel olarak 6nemi belirtir.

4.9. B.monnieri Dokularinin Element Derisimleri

4.9.1. Magnezyum Derisimleri

Farkli Cr, Ni ve Cr +Ni derisimlerinin etkisinde yetistirilen B.monnieri nin Mg
miktarlar1 ile verilen istatiksel degerlendirilmesi Sekil 4.11°de verilmistir. Yalniz Ni
uygulamalar1 dikkate alindiginda, bitkinin Mg igerigi 5 mM’lik derisimde dnemsiz
artis (p>0.05), 50 mM’lik derisimde ise kontrole gore % 38,94 6nemli diizeyinde
azalmistir (p<0,05). B.monnieri’nin Mg miktari uygulanan 5 mM Cr, kontrole gore %
19,04 diizeyde 6nemli artmisken (p<0,05), 50 mM Cr ise % 16,55 diizeyinde onemli
azaltmistir (p<0,05). Ayrica, bitkinin Mg igerigi 5 mM Cr + 5 mM Ni ve 50 mM Ni
+50 mM Cr’de kontrole gore sirasiyla % 16,24 ve % 24,04 diizeyinde azalmaya neden
olmustur (p<0,05).
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Sekil 4.11. Farkli Ni, Cr ve Ni +Cr derisimlerinin etkisindeki B. monnieri’nin Mg
miktarlari. Hata barlar1 standart sapmayi belirlemektedir. Barlar tizerindeki farkli

harfler p<0,05 diizeyinde istatistiksel olarak dnemi belirtir.

4.9.2. Demir Derisimleri

Farkli Cr, Ni ve Cr +Ni derisimlerinin etkisinde yetistirilen B.monnieri’nin Fe
miktarlari ile verilen istatiksel degerlendirilmesi Sekil 4.12°de verilmistir. Uygulanan
derisimler Fe icerginde azalmaya neden olmustur. Uygulanan 5SmM Ni, kontrole gore
% 9,86 dnemsiz oranda azalmistir (p>0,05). 50 mM Ni ise % 24,17 6nemli diizeyde
azalmistir (p<0,05). Yalniz Cr uygulamasi dikkate alindiginda, bitkinin Fe igerigi 5 ve
50 mM’lik derisimlerde % 27,32 ve % 58,03 diizeyinde énemli diizeyde azalmistir
(p<0,05). Benzer olarak, bitkinin Fe icerigi 5 mM Cr + 5 mM Ni ve 50 mM Ni +50
mM Cr’de kontrole gore sirasiyla % 50,93 ve % 55,28 diizeyinde 6nemli azalmaya

neden olmustur (p<0,05).
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Sekil 4.12. Farkli Ni, Cr ve Ni +Cr derisimlerinin etkisindeki B. monnieri’nin Fe
miktarari. Hata barlar1 standart sapmay1 belirlemektedir. Barlar iizerindeki farkli

harfler p<0,05 diizeyinde istatistiksel olarak onemi belirtir.

4.9.3. Cinko Derisimleri

Farkli Cr, Ni ve Cr +Ni derisimlerinin etkisinde yetistirilen B.monnieri’nin Zn
miktarlar ile verilen istatiksel degerlendirilmesi Sekil 4.13’de verilmistir. Yalniz Ni
uygulamasi, bitki dokularinin Zn miktarinda artiga sebep olmustur. Buna gore, Zn
icerigi 5 mM Ni’de kontrole gore % 1,61 dnemsiz derecede artmistir (p>0,05). Cinko
icergi 50 mM’lik Ni derisiminde ise % 34,89 diizeyinde 6nemli diizeyde artmistir
(p<0,05). Yalniz Cr uygulamalar1 dikkate alindiginda, 5 mM’lik derisimdeki Zn igerigi
% 53,43 Onemli diizeyde artmigsken (p<0,05), 50 mM’lik derisimde ise % 16,46
diizeyinde onemsiz diizeyde azalmistir (p>0,05). 5 mM Ni + 5 mM Cr ve 50 mM Ni
+50 mM Cr’de ise Zn igerigi % 2,71 ve % 23,02 diizeyinde artmistir (p>0.05).
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Sekil 4.13. Farkli Ni, Cr ve Ni +Cr derisimlerinin etkisindeki B. monnieri’nin Zn
miktarlari. Hata barlar1 standart sapmayi belirlemektedir. Barlar {izerindeki farkli

harfler p<0,05 diizeyinde istatistiksel olarak dnemi belirtir.

4.9.4. Potasyum Derisimleri

Farkli Cr, Ni ve Cr +Ni derisimlerinin etkisinde yetistirilen B.monnieri’nin K
miktarlart ile verilen istatiksel degerlendirilmesi Sekil 4.14’de verilmistir. Yalniz Ni
uygulamasi, bitkinin K igeriginde kontrole gore 6nemsiz diizeyde artirmistir (p>0.05).
Yalniz Cr uygulamsinda, bitkinin K igerigi 5 mM’lik derisimde % 28,21 diizeyinde
artmasina ragmen (p<0,05), 50 mM’lik derisimde ise % 4,15 diizeyinde Onemsiz
diizeyde azalmistir (p>0.05). Bunun aksine, 5 mM Ni + 5 mM Cr etkilesimdeki
bitkinin K i¢ergi % 13,20 diizeyinde 6nemsiz azalmistir (p>0,05). Ayrica, 50 mM Ni
+50 mM’da ise kontrole gore % 25,47 6nemli oranda azalmistir (p<0,05).
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Sekil 4.14. Farkli Ni, Cr ve Ni +Cr derisimlerinin etkisindeki B. monnieri’nin K
miktarlari. Hata barlar1 standart sapmay1 belirlemektedir. Barlar tizerindeki farkli

harfler p<0,05 diizeyinde istatistiksel olarak onemi belirtir.

4.9.5. Bakir Derisimleri

Farkli Cr, Ni ve Cr +Ni derigimlerinin etkisinde yetistirilen B.monnieri’nin Cu
miktarlar1 ile verilen istatiksel degerlendirilmesi Sekil 4.15’de verilmistir.
Bulgularimiza gore her ii¢ uygulama bitkinin Cu iceriginde azalmaya neden olmustur.
Yalniz 5 ve 50 mM Ni derisimlerinde bu azalmalar kontrole gore sirasiyla % 19,07
(p>0.05) ve % 29,76 (p<0.05) diizeylerinde olmustur. Yalniz 5 ve 50 mM’lik Cr
derisimlerindeki bu azalmalar sirasiyla % 20,59 ve % 50,44 diizeylerinde bulunmustur
(p<0.05). Bunlara benzer olarak Ni+Cr uygulamalarindaki bitkinin Cu igerigi
%28,52’ye kadar azaldig1 belirlenmistir (p<0.05).
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Sekil 4.15. Farkli Ni, Cr ve Ni +Cr derisimlerinin etkisindeki B. monnieri’nin Cu
miktarart. Hata barlar1 standart sapmay1 belirlemektedir. Barlar iizerindeki farkl

harfler p<0,05 diizeyinde istatistiksel olarak dnemi belirtir.

4.9.6. Kalsiyum Derisimleri

Farkli Cr, Ni ve Cr +Ni derisimlerinin etkisinde yetistirilen B.monnieri’nin Ca
miktarlari ile verilen istatiksel degerlendirilmesi Sekil 4.16°da verilmistir. Uygulanan
5 ve 50 mM Ni derisimleri bitkinin Ca igeriginde %9,60 (p>0.05) ve %63,34 (p<0.05)
diizeylerinde artisa neden olmustur. Kromun 5 mM’lik derisimindeki bitkinin Ca
icerigi %55,04 diizeyinde onemli artig gostermis iken (p<0.05), 50 mM’lik dersimde
ise % 21.08 diizeyinde azalmaya neden olmustur. Ni+Cr derisimlerinin etkisi ise
bitkide bulunan Ca miktarinin azaldig: belirlenmistir. Bu azalma 5 mM Ni + 5 mM Cr
etkilesimde Onemsiz olmugken (p>0.05), 50 mM Ni +50 mM’da ise % 29,62

diizeyinde 6nemli bulunmustur (p<0.05).
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Sekil 4.16. Farkli Ni, Cr ve Ni +Cr derisimlerinin etkisindeki B. monnieri’nin Ca
miktarart. Hata barlar1 standart sapmay1 belirlemektedir. Barlar iizerindeki farkli

harfler p<0,05 diizeyinde istatistiksel olarak dnemi belirtir.
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BOLUM 5
TARTISMA VE SONUC

Gelismis ve gelismekte olan iilkelerde bazi elementlerin {iretim ve tiiketiminin siirekli
artig géstermesi, bunlarin ¢evreye yayilma ve bulagsma olasiligint artirmaktadir. Bir
element gerek maden cevheri halindeyken gerekse islenitken dogaya
karisabilmektedir (Ozbek vd., 1995). Cevrede bulunan metallerin kaynaklar1 dogal
yollar ve insan faaliyetleridir. Akarsu yataklarinda topragin tipine bagli olarak zararsiz
halde bulunabilirler. Baz1 metallerin sucul hayat ve insan sagligina eser miktarda da
olsa katkis1 vardir. Sadece birkag metal sucul sistemlerde asir1 miktarlarda
bulunabilmekte ve toksik seviyeleri asabilmektedir. EPA’nin 6ncelikli kirleticiler
listesinde 129 kirletici vardir. Bunlardan 13 tanesi metal, digerleri organik bilesikler,
pestisitler, poliklorobifeniller ve birka¢ metal olmayan inorganik bilesiklerdir. Bu
metaller kadmiyum, kursun, antimon, arsenik, berilyum, krom, bakir, civa, nikel,
selenyum, glimiis, talyum ve ¢inkodur. Bu metaller diinyanin birgok yerinde cevre
koruma orgiitleri tarafindan Oncelikli kirleticiler listesine alinmislardir (Novotny,

1995).

Bitkiler bulunduklar1 ortamlardan bazi elementleri biinyelerinde biriktirme yetenegine
sahiptirler. Baz1 agir metaller bitkilerin biiylimesi ve gelismesi i¢in gereklidir. Bazi
bitkiler ise biyolojik islevi bilinmeyen agir metalleri de biriktirmektedirler. Bu
metaller, derisime ve tiire bagl olarak bitkilerdeki fizyolojik proseslere etki
yapabilmektedirler (Raskin vd., 1994).

Krom biiyiime , gelisme, enzimler ve diger bilesikler lizerinde etkili olarak fitotoksik
etki gosterdigi birgok arastirmaci tarafindan rapor edilmistir (VVajpayee vd., 2001,
Shanker vd., 2005). Krom derisimindeki artigla Brassica juncea’de taze agirlik 6nemli
diizeyde azalirken, kuru agirlik kontrole gore 500 uM Cr uygulamasinda yaklasik %
57 daha yiiksek bulunmustur (Gupta vd., 2009). Vallisneria spiralis’de Cr birikimi ve
biyokiitle tiretimi ile iliskili toksisite degerlendirilmesinde, 2,5 pg/mL’nin tizerindeki

Cr konsantrasyonlarinda kuru agirlik iretiminin olumsuz etkilendigi belirtilmistir
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(Vajpayee vd., 2001). Portulaca oleracea bitkisinde tuzluluk ve Cr birikiminin kuru
agirlikta azalmaya neden oldugunu bildirmistir (Zurayk vd., 2001). Bununla birlikte,
sucul makrofit Salvinia tiirlerinde Cr stresinin kuru agirlikta azalmaya neden oldugu
bildirilmistir (Olguin vd., 2002; Dhir vd., 2009). Nikel, bitkilerin normal biiyiime ve
gelismesi icin 0nemli olan mikro elementlerden bir tanesidir ve birgok metabolik
stiregte gereklidir (Eskew vd., 1983; Brown vd., 1987). Nikelin yiiksek derisimlerinin
bitkilerde transpirasyonu, fotosentezi, ¢gimlenmeyi ve protein sentezini olumsuz yonde
etkiledigi yapilan birgok ¢alismayla belirlenmistir (Lidon vd. 1993; Costa vd., 1994;
Mohan ve Hosetti, 1997; Munzuroglu ve Gecgil, 2002). Yaptigimiz ¢alismada,
uygulanan metaller ve kombinasyonlar1 bitkinin kuru agirlik miktarlarinda artan
derisimlerle birlikte azalmaya neden olmustur. Metaller karsilastirildiginda kuru
agirlik miktari tizerindeki olumsuz etkilerin Cr>Ni+Cr>Ni seklinde oldugu goriilebilir.
Bu sonuglara gore, uygulanan Cr’nin Ni’ye kiyasla biiylime lizerinde daha olumsuz
etkilerinin oldugu; etkilesim uygulamasinin ise Cr’nin olumsuz etkilerini azalttig
sonucu ¢ikartilabilir. Biitiin bitki kisimlar1 metalleri direkt olarak akiimiile etmelerine
karsin, dokulardaki metal konsantrasyonu bitki tiirleri, metalin tiirii ve derisimi gibi

bir¢ok faktdr tarafindan etkilenebilmektedir.

Uygulanan metallerin derisimlerinin artis1 ile birlikte B. monnieri 'nin metal i¢eriginde
de artiglar oldugu belirlenmistir. Metaller karsilastirildiginda, Ni'nin Cr’ye kiyasla
bitki dokularinda daha fazla biriktigi bulunmustur. Ayrica, metallerin etkilesimleri
dikkate alindiginda, Ni+Cr etkilesiminin bitkideki Cr alinimi ve birikimini yalnmz Cr
uygulamasma gore artirict bir etkisinin oldugu belirlenmistir. Bunun yaninda,
etkilesimin 5 mM’lik derisimde bitkinin Ni igerigi yalmiz Ni uygulamasina gore
Onemsiz artmis, 50 mm’lik etkilesim derigiminde ise 6nemli miktarda azaltmistir. Bu
sonuglarimiza gore, B. monnierinin Ni ve Cr’yi iyi diizeyde akiimiile edebilme
yeteneginin oldugu goriilmiistiir. Bununla birlikte, metal etkilesiminin de metallerin
alinimi1 ve tasinmasini etkileyen bir faktor oldugu sonucuna varilmistir. Sonug olarak,
ozellikle Ni ile kirletilmis sularin remediasyonunda bu bitkiden de faydalanilabilecegi

sOylenebilir.

Klorofil miktar1 agir metal toksisitesine hassas olan parametrelerden biridir. Agir
metelalerin klorofil sentezini inhibe ettigi ve sonug¢ olarak klorofil miktarlarinda

azalmalara neden oldugu bir¢ok arastirici tarafindan rapor edilmistir (Miranda ve
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Ilangovan, 1996; Mohan ve Hosetti, 1997). Sucul makrofitlerden Ceratophyllum,
Hydrilla ve Wolffia’da klorofil-a ve klorofil-b miktarlarinin artan Cd derisimleriyle
birlikte azaldig1 bulunmustur. Ceratophyllum ile yapilan baska bir arastirmada 0.5 ve
1 mM Cd etkisinde klorofil-a miktarlarindaki azalmalar kontrole gore sirasiyla % 2.7
ve % 5.3 olmusken, klorofil-b miktarlarinda ise sirastyla % 6.7 ve % 30.0 oldugu
bulunmustur (Dhir vd., 2004). Bulgularimiza gore, uygulanan metaller fotosentetik
pigment iceriginde azalmaya neden olmustur. Metaller ve etkilesimleri dikkate
alindiginda klorofil-a ve Klorofil-b miktar1 tizerindeki olumsuz etkileri Ni+Cr>Cr>Ni
seklinde oldugu belirlenmistir. B. monnieri nin Klorofil miktarindaki bu azalmalar o-
aminolevulinik asit dehidrataz (ALA-dehidrataz) (Padmaja vd., 1990), klorofil
biyosentezi i¢in gerekli olan Mg ve Fe elementlerinin alimimi ve kullaniminin
zayiflamasi, Zn yetersizligi sonucunda karbonik anhidraz enziminin inhibisyonu (Van
Assche ve Clijsters, 1990) ve klorofil molekiiliiniin tetrapirol halkasindaki Mg’nin
yerine baglanmasi (Kiipper vd., 1996) yollariyla klorofil biyosentezini inhibe etmis ve

dolayisiyla da klorofil miktarlarinda azalmaya neden olmus olabilir.

Arastirma bulgularimiza gore, protein miktarlar1 artan derisimle birlikte azalmistir. Bu
azalmalar genellikle Ni+Cr>Cr>Ni seklinde oldugu belirlenmistir. Agir metal
toksisitesinin bitkilerin protein azalmalarin nedenlerinin genelde protein sentezinin
inhibisyonunda ya da oksidatif streste iiretilen ROT’larin tetikledigi proteolisizten

kaynaklandigi da rapor edilmistir (Solomon vd., 1999; Parida vd., 2004).

Tuzluluk, yiiksek ve diisiik sicaklik, agir metal toksisitesi, patojen enfeksiyonlari,
besin elementi eksiklikleri atmosferik kirlilik ve UV radyasyonlar1 gibi stres
kosullarinda bitkilerde prolin akiimiilasyonlar1 stimiile edilebilir (Hare ve Cress,
1997). Schat vd. (1997) Silena vulgaris’in metal tolerant ve tolerant olmayan
ekotiplerini agir metal etkisinde birakmis ve en yiiksek prolin akiimiilasyonun Cd
stresinde olustugunu bulmuslardir. Cd etkisinde birakilan iki farkli arpa genotipinde
prolin miktarlarinda artiglar bulunmustur (Wu vd., 2004). B. monnieri’nin prolin
iceriginde uygulanan Ni, Cr ve Ni+Cr derisimleriyle birlikte artiglar olmustur. Bu
artiglar Ni+Cr>Cr>Ni seklinde oldugu belirlenmistir. Agir metal toksisitesine karsi
bitkiler cesitli savunma mekanizmalar1 gelistirmislerdir. Bunlardan birinin de prolin

oldugu yapilan bu arastirma sonuglar1 gdsterebilir. Ozellikle artan metal derisimleriyle
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birlikte prolin miktarlarinda artiglarin olmasi bu aminoasidin metal stresine cevapta

biyosentezinin arttigin1 agiklayabilir.

Membranlarin lipid kompozisyonu organellerin yapist ve fonksiyonuna bagli olarak
degisiklik gosterir (Harwood ve Russel, 1984). Metal toksisitesi bezelyede (Lozano-
Rodriguez vd., 1997), Halianthus annuus’da (Gallego vd., 1996), Festuca rubra’da
(Wong vd., 1997) ve Ceratophyllum demersum’da (Aravind ve Prasad, 2003) lipid
peroksidasyonunda artislara neden olmustur. Agir metaller doymamis yag asitlerinden
ROT’lar yoluyla hidrojen ¢ikartarak siddetli bir bigimde lipidlerde peroksidasyona
neden olmaktadir. Sonuglarimiza gore, uygulanan metallerin derisimlerinin artisiyla
birlikte MDA miktarinda da artiglar olmustur. Bu artislar genellikle Ni+Cr>Ni>Cr
seklinde oldugu belirlenmistir. Buna gore, uygulanan metallerin yiiksek derisimleri
oksidatif stresin sonucu olarak membranlarda hasarlanmaya yol actifi MDA

miktarlarina bakilarak sdylenebilir.

Bitkilerin normal metabolik olaylarint siirdiirebilmesi i¢in mineral nutrientlere
ithtiyaglar1 vardir. Birgok stres faktoriiniin bitkiler tarafindan bu elementlerin alinimini
ve/veya kullanimimi smirlandirdigi yapilan calismalarla ortaya cikartilmistir. B.
monnieri Nin makro ve mikro besin element igerigi Ni, Cr ve bu metallerin kombine
uygulamalarindan etkilendigi belirlenmistir. Dokularin Fe ve Cu igerigi uygulamalar
tarafindan azaltilmistir. Cinko icerigi 50 mM Cr harig, genelde uygulamalar tarafindan
artirtlmistir. Bunlarin yaninda diisiik Ni ve Cr derisimleri Mg, K ve Ca igeriginde artiga
neden olmustur. Literatir ¢alismalar1 sonucunda bitkilerin mineral element
akiimiilasyonlar1 bitki tiiriine, organina ve test edilen metalin derisimi ve 6zelligine
gore farkliklar gosterdigi goriilmiistiir. Genel olarak bilindigi gibi agir toksisitesinin
membranlara zarar vermesi, test edilen metallerin (Cr ve Ni) ortamdaki anyon ve
katyonlarla antagonistik ve/veya sinerjistik olarak etkilesmesi ya da bitkinin
membranlarinin element tasiyicilart ile rekabet etmesinden dolayr bu sonuglarin

olustugu diisiintilmektedir.

Sonug olarak, Ni, Cr ve bunlarin etkilesiminin B. monnieri’de fizyolojik degisliklere
neden oldugu belirlenmistir. Bu bitki ile ilgili olarak farkli agir metallerin ve metal-
metal etkilerisimlerinin fizyolojik etkilerinin ¢alisilmasinda da fayda vardir. Ayrica,
yiksek yapili su bitkileri ile yapilan ¢aligsmalarin sayist oldukga kisitli oldugundan, bu

caligmanin ilerde yapilacak benzer ¢aligmalara kaynak olacagi kanisindayiz.
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