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OZET

SPIRULINA SP.’de CuCl,, NaCl ve BUNLARIN
KOMBINASYONLARININ FiZYOLOJIK ETKIiLERI

DENIZ, Fatih
Yiiksek Lisans Tezi, Biyoloji Bolimii
Tez Yoneticisi: Prof. Dr. Saadet D. SAYGIDEGER
Nisan 2008, 51 sayfa

Bu ¢alismada bakir kloriir (CuCl,, 0.1 ve 1.0 ppm), sodyum kloriir (NaCl, 0.2 ve 0.4
M) ve bunlarin karisimlarinin Spirulina sp.’de meydana getirdigi baz1 fizyolojik
etkiler aragtirllmistir. Bu kapsamda Oncelikle mikroalg besin ortamina adaptasyona
birakilmistir. Sonra mikroalg belirli derisimde stres ¢ozeltisi igeren besin yerlerine
aktarilmigtir. Yedi giinliilk deney siiresi sonunda mikroalglerin biiyiime oranlari,
biyomas (kuru agirlik iizerinden) miktarlari, Cu ve K derisimleri, klorofil-a, karoten,

prolin ve malondialdehit (MDA) miktarlar1 belirlenmistir.

1.0 ppm Cu derigiminin Spirulina sp.’nin gelisimi ile biyomas miktarini, K derigimi,
klorofil-a ve karoten miktarlarin1 olduk¢a diigiirdiigii, diger yandan, Cu, prolin ve
MDA miktarlarini ise artirdig1 belirlenmistir. Bununla birlikte 1.0 ppm Cu’a gore 0.1
ppm Cu, bu degiskenleri daha az olumsuz etkilemistir ve Spirulina sp.’de daha az
hasara yol agmistir. Benzer sekilde NaCl de prolin ve MDA miktarlarini artirmas,
diger degiskenin miktarlarini ise azaltmistir. Ayri ayr1 NaCl ve Cu uygulamasinda
karoten miktarindaki azalma klorofil-a’ya gore daha diisiik olmustur. CuCl, ve NaCl
karisim1 uygulandiginda ise ortama NaCl eklenmesinin Spirulina sp.’nin Cu
iceriginde azalmaya neden oldugu belirlenmistir. Ayrica CuCl, ve NaCl’nin birlikte
uygulanmasinin diger degiskenlere etkileri ayr1 ayri CuCl, ve NaCl uygulamasindan

daha fazla olmustur.

Anahtar Kelimeler: Spirulina sp., CuCl,, NaCl, stres, fizyolojik etkiler.



ABSTRACT

PHYSIOLOGICAL EFFECTS of CuCl,, NaCl and THEIR COMBINATIONS
on SPIRULINA SP.

DENIZ, Fatih
M.Sc. Thesis, In Biology
Supervisior: Prof. Dr. Saadet D. SAYGIDEGER
April 2008, 51 pages

In this study some physiological effects of copper chloride (CuCl,, 0.1 and 1.0 ppm),
sodium chloride (NaCl, 0.2 and 0.4 M) and both of them on Spirulina sp. were
investigated. In this content, firstly microalga was adapted to culture medium. Then
microalga was inoculated into erlen flasks containing both of stress and culture
solutions. Growth rate, biomass values (dry mass), Cu and potassium (K)
concentrations, chlorophyll-a, caroten, proline and malondialdehyde (MDA) contents

of microalga were determined at the end of seven days.

It was determined that 1.0 ppm Cu decreased the growth rate, biomass, K,
chlorophyll-a and caroten contents of Spirulina sp., while causing increase in the
contents of Cu, proline and MDA. However 0.1 Cu ppm affected these variables
weakly and resulted less damage in Spirulina sp. with respect to 1.0 ppm Cu.
Similarly, NaCl also increased proline and MDA contents, but decreased others.
Decrease in the amount of caroten was less than that of chlorophyll-a in applications
of Cu and NaCl separately. Concerning the application of NaCl and CuCl, mixture, it
was determined that adding NaCl into the medium decreased Cu content of Spirulina
sp. In addition, application of CuCl, and NaCl mixture affected other parameters

more than the application of Cu and NaCl separately.

Key words: Spirulina sp., CuCl,, NaCl, stress, physiological effects.
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BOLUM I
GIRIS

Insan, varolusundan giiniimiize dogada {istiinliik kurmaya yénelik arayislar igine
girmis, bilim ve teknik imkanlarin yaygin bir sekilde kullanimi ile birlikte doga
simirsizca kullanilmigtir. Bunun sonucu olarak insan, i¢inde yasadigi gevre ile
arasinda varolmasi gereken uyumu bozmustur. Cevrenin canli yagsamini etkileyecek
sekilde bozulmasi bir anda ortaya ¢ikmamis, zaman i¢inde birikerek ortaya ¢ikmustir.
Ciinkii doganin kendini yenileme yetenegi uzun bir silire olumsuz sartlar1 diizeltmis,
ancak kirlilik diizeyinin yenilenme yeteneginin iizerine ¢ikmasi ile ¢cevre bozulmaya
baslamistir. Hava, su ve topragin kirlenmesi ile birlikte kirlilik unsurlar1 besin zinciri
ile cesitli diizeylerde bitki ve hayvan topluluklarina taginmis ve onlarin yagamlarin
tehdit eder bir hal almistir. Hizli niifus artisi, kirsal alandan kentlere gociin artis1 ve
sanayilesme, kirlenmenin yayginlagmasi ve artmasma neden olmustur (Ozata vd.,

1999).

Cevre, organizmanin gelismesini ve davranislarini etkileyen ¢ok yonlii bir ortam
olup, biyolojik ¢evre (bitki, hayvan vb.), fiziksel ¢evre (toprak, su, sicaklik vb.) ve
sosyal ¢evre (insanin yasadigi toplum) olmak iizere {i¢ ana parametreden olusur.
Insan, varolusundan itibaren cevreyi kendi istekleri dogrultusunda kullanmis ve
degistirmistir. Niifusun hizla artis1 ve sanayinin hizli gelisimi ¢evre sorunlarini
giindeme getirmis; nehirlere, gollere, denizlere aritilmadan akitilan bol miktardaki
evsel ve sanayi atiklar1 ¢evrenin asir1 kirlenmesine neden olmustur. Diger taraftan su
ve karasal ekosistemler bilingsiz ve asir1 kullanilarak énemli 6l¢iide zarar gérmiistiir.
Tiim bunlarin sonucu olarak diinya asir1 ve hizl bir sekilde kirlenmistir (Ozata vd.,

1999).

Antik caglarda metal cevherlerin islenmeye baslandigindan beri metaller insan
faaliyetleri sonucu olarak dogal ¢evrimler disinda atmosfere, hidrosfere ve pedosfere
yayillmaya baglamislardir. Yiizyillar boyunca insanlar agir metalleri taki, silah, su

borusu vb. ¢esitli amaglar i¢in kullanmiglardir. Sanayilesme ile birlikte agir metal



iceren komdirlerin yakilmaya baslanmasi ile endiistri bolgelerindeki agir metal
kirliligi asir1 boyutlara ulasmis ve agir metal kirliliginden kaynaklanan ilk

tanimlanan zehirlenmeler Japonya’da ortaya ¢ikmistir (Kahvecioglu vd., 2003).

Agir metaller, su kaynaklarina; endiistriyel atiklar veya asit yagmurlarinin topragi ve
dolayisi ile bilesimde bulunan agir metalleri ¢6zmesi ve ¢oziinen agir metallerin
irmak, gol ve yeralt1 sularina ulagsmasiyla gecerler. Agir metallerin ekolojik sistemde
yayilimlar1 dikkate alindiginda dogal ¢evrimlerden daha ¢ok insanin neden oldugu
etkiler nedeniyle ¢evreye yayilimi s6z konusu oldugu goriilmektedir. Siirekli ve
kullanima bagl kirlenmenin yani sira kazalar sonucu da agir metallerin c¢evreye

yayilimi1 6nemli miktarlara ulagabilmektedir (Kahvecioglu vd., 2003).

Toprak, su ve hava kirliligine agir metallerin biiylik katkis1 vardir. Endiistriyel
faaliyetler, motorlu tasitlarin egzoz gazlari, maden yataklar1 ve isletmeleri, volkanik
faaliyetler, tarimda gilibreleme ve ilaglama gibi pek cok etken agir metal kirliliginin

nedenleri arasinda yer alir (Zengin ve Munzuroglu, 2004).

Agir metallerin ¢evreye yayiliminda etken olan en onemli endiistriyel faaliyetler
¢imento iiretimi, demir ¢elik sanayi, termik santraller, cam iiretimi, ¢Op ve atik camur
yakma tesisleridir. Havaya birakilan agir metaller, sonugta karaya ve buradan bitkiler
ve besin zinciri yoluyla da hayvanlara ve insanlara ulagirlar, ayn1 zamanda hayvan ve
insanlar tarafindan havadan aeresol olarak veya toz halinde solunurlar. Agir metaller
endiistriyel atik sularin igme sularma karigmasi yoluyla veya agir metallerle
kirlenmis partikiillerin tozlagsmasi yoluyla da hayvan ve insanlar iizerinde etkin

olurlar (Kahvecioglu vd., 2003).
1.1. Agir Metaller

Agir metal terimi genel olarak yogunlugu 5 g/cm’’ten yiiksek olan metaller igin
kullanilir. Bu gruba basta kursun, kadmiyum, krom, demir, kobalt, bakir, nikel, civa

ve ¢inko olmak {izere 60’tan fazla metal dahildir (Prasad, 2004).

Metaller yer kiirede dogal olarak bulunurlar ve metallerin ¢cogu kiiresel ekosistemin
gerekli bilesenleridir. Metaller c¢evrede genis bir oksidasyon durumu ve
koordinasyon sayisi araliginda bulunurlar. Bu farkliliklar onlarin toksisitesi ile

ilgilidir (Pinto vd., 2003). Bakir ve ¢inko gibi bazi metaller yasam i¢in gerekli iken



kursun ve civa gibi metallerin gerekli bir biyokimyasal fonksiyonu yerine getirdigi

bilinmemektedir (Allan, 1997).

Agir metallerin dogaya yayilimlari dikkate alindiginda ¢ok ¢esitli sektdrlerden farkli
islem kademelerinden biyosfere agir metal yayiliminin gerceklestigi bilinmektedir.
Atik sularda bulunan agir metallerin 6nemli bir miktar1 aritma c¢amurlarinda
bulunurlar. Céziinmiis kisimlar ise yiizey sular1 ve denizlere ulasarak bu bolgelerde
kalirlar. Buralardan agir metaller tekrar mobilize olarak i¢gme sularina ve besin

zincirine ulasabilirler (Kahvecioglu vd., 2003).
1.2. Bakar (Cu)

Periyodik tablonun 1B grubu, 4. periyodunda yer alan yumusak, kirmizi renkli bir
gecis elementidir. Olduk¢a dayanikli bir metal olan bakir kolaylikla islenebilir olmasi
nedeniyle ylizyillardan beri cesitli aletlerin yapiminda kullanilmistir. Elektrik
iletkenligi ¢ok iyi oldugundan dolay1 iiretilen bakirin biiyiik bir kismi elektronik
alaninda kullanilmaktadir. Bakirin takriben % 80’1 elektrik/elektronik sektoriinde,
kalan % 20’si ise piring, bronz vb. alagim halinde genelde makina sektoriinde; boru
ve i¢i bos profil halinde 1s1 esanjorlerinde ve mobilya sanayisinde, levha halinde

insaat ve makina sektoriinde kullanildigi sdylenebilir.

Bakir elementi M.O. 5000 yilindan beri taninmaktadir ve admu ilk bulundugu yer
olan Kibris’in latincesinden (aes cyprium=Kibris cevheri, cyprium ve daha sonra
Cuprum) almustir. ilk kez Misirlilar tarafindan iiretilen bakir, M.O. 3000 yilindan
itibaren (Bronz Cagi) Anadolu, Yunanistan ve Hindistan’da mekanik ozellikleri
alagimlandirma yolu ile artirlarak kullanilmistir. Dogada 200’den fazla bakir
minerali bulunmakla beraber sadece 20 tanesi bakir cevheri olarak endiistriyel 6neme
sahiptir ve diinya bakir rezervlerinin % 68’1 Sili, ABD, Rusya, Zambiya, Peru, Zaire
ve Kanada’da; % 32’si ise diger iilkelerde olmak iizere yaklasik 650x10° ton olarak
tahmin edilmektedir. Yillik iiretim miktari, 14 milyon ton (2001 yili) civarindadir

(Kartal vd., 2004).

Bakir genel kimyasal 6zelliklerinden dolay1 dogaya yayilimi agisindan atmofil (hava
sever) grupta yer almasina ragmen, havada bulunan bakir konsantrasyonu iiretim
yapan sanayi birimine uzakligina baghdir. Bakir lithofil (kaya sever) elementler gibi

suda ¢ozilinerek genis bir alana dagilabilir. Bu nedenle de ¢evresel agidan iki grubun



arasinda degerlendirilir. Atmosfere yayilan bakirin ancak % 1’1 biyolojik
kullanilabilir iyon halinde kalirken diger kisim sedimente olarak ¢okelir (Kartal vd.,

2004).

Tarimsal kesimlerde havadaki ortalama bakir konsantrasyonu 5-50 ng/m’ iken
endiistriyel kirletilmemis bdlgelerdeki deniz suyundaki bakir konsantrasyonu 0.15
pg/l ve tath suda ise 1-20 pg/I’dir. Dogal sularin pH degerine bagli olarak ¢oziiniirliik
smnirindaki azalma sonucu sularin dibinde ¢okelir ve dogal yeralti tath sularin
cokeleklerinde yaklasik 16-5000 mg/kg (kuru agirlik; KA) arasinda ve deniz dibinde
ortalama 2-740 mg/kg (KA) bakir bulunur. Kirletilmemis toprakta bakir
konsantrasyonu ortalama 30 mg/kg (sinir degeri 2-250 mg/kg) seviyelerindedir.

1.2.1. Bakar Kloriiriin Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri
Kimyasal formiilii: CuCl,

Molar agirligt: 134.5 g/mol

Yogunluk: 2.54 g/cm’ (20 °C)

pH: 3.0-3.8 (50 g/L 20 °C)

Sekil 1.1. Bakir kloriiriin fiziksel goriiniimii



1.2.2. Bakirin Onemi

Bakir, birden fazla oksidasyon durumunda bulundugundan dolay: bitkilerde ¢ogu
fizyolojik siireclerde yer alan gerekli bir redoks aktif gecis metalidir. Fizyolojik
sartlar altinda bakir, Cu®>” ve Cu" olarak bulunur. Bakir, bazi1 diizenleyici proteinlerde
yapisal bir element olarak bulunur ve fotosentetik elektron transportu, mitokondrial
respirasyon, oksidatif stres yaniti, hiicre duvar metabolizmast ve hormon

sinyalizasyonuna katilir (Marschner, 1995; Raven vd., 1999).

Bakir iyonu, siiperoksit dismutaz (SOD), sitokrom C oksidaz, lakkaz, plastosiyanin
ve polifenol oksidaz gibi ¢ogu enzim ig¢in kofaktor olarak hareket eder. Hiicresel
seviyede bakir, transkripsiyon, oksidatif fosforilasyon ve demir mobilizasyonunda da
Oonemli bir rol oynar. Bu nedenlerden dolay1 bakir, bir element olarak normal bir

biiylime ve gelisme i¢in gerekir (Yruela, 2005).

Bakir1 6nemli bir element yapan redoks potansiyeli, toksisitesine de katkida bulunur.
Cu®" ve Cu" arasindaki redoks déngiisii, sonucunda DNA, lipid, protein ve diger
biyomolekiillere hasar meydana getiren oldukg¢a toksik hidroksil radikallerinin
tiretimini katalize eder (Halliwell ve Gutteridge, 1984). Bundan dolay1 bakir, yiiksek
konsantrasyonlarda kloroz, nekroz ve kok gelisiminin inhibisyonu gibi oldukca

toksik semptomlara neden olur.

Hiicresel seviyede toksisite, proteinlerin siilfidril gruplarinin baglanmasindan (ki bu
enzim aktivitesini ya da protein fonksiyonunu inhibe eder), diger gerekli iyonlarin
eksikliginin indiiksiyonundan, hiicre transport siireglerinin bozulmasindan ve
oksidatif hasardan kaynaklanir (Van Assche ve Clijsters, 1990; Meharg, 1994). Yine
de eksikligi ya da fazlaliginda bakir, bitkilerde ©6nemli fizyolojik siireglerin
etkilenmesiyle bitki bilyiime ve gelisiminde bozukluklara neden olabilir. Ozellikle
fotosentetik elektron transportu hem bakir eksikligi hem de fazlaligi durumlarinda
degisir. Bundan dolay1 saglikli bitki biiyiime ve gelisimi i¢in bakir mutlaka alinmasi

gereken bir elementtir (Yruela, 2005).
1.2.3. Bakir Eksikligi

Bakir konsantrasyonu hiicrelerde diisiik seviyelerde tutulmalidir. Ciinkii bu element

ylksek redoks ozelliklerinden dolay1 oldukca toksiktir. Bitki dokularinda ortalama



bakir igerigi 10 pg/g (KA) dir (Baker ve Senef, 1995). Besi ortaminda kritik serbest

bakir konsantrasyonu 107 ile 107'® M araliginda degisir.

Bakir eksikligi olan bitkiler bir dizi genin ekspresyonunda ve kok, yaprak yapisinda
oldugu gibi baz1 morfolojik degisikliklerin aktivasyonunda farkliliklar gosterir. Bakir
eksikliginin tipik semptomlar1 Oncelikle gen¢ yapraklarin u¢ kisimlarinda, sonra
yaprak tabanina inerek kendilerini gosterirler. Yapraklarda sekil bozuklugu, kloroz
hatta nekroz da gozlenebilir (Marschner, 1995). Bakir eksikliginin fotosentezde
bakirin esas hedef bolgesi olan plastosiyanin olusumunu azaltmasindan dolay1

fotosistem I (PS I) elektron transportunu azalttig1 bulunmustur (Baszynski vd., 1978).

Bakir eksikligi olan bitki kloroplastlarinda da fotosistem II (PS II) aktivite eksikligi
gozlenir. Siddetli bakir eksikligi tilakoid membranda degisiklikler meydana getirir ve
PSII akseptor bolgesini modifiye eder (Droppa vd., 1987). Bakir eksikligi olan
bitkilerde pigment igeriginin azalmasi (klorofil ve karotenoid), plastokinon
sentezinin diigiisii ve daha az doymamis yag asit igeriginin yaninda kloroplast

tilakoid membraninda bozulmalar gézlenir (Baron vd., 1992).
1.2.4. Bakar Toksisitesi

Bazi yerlerde bakir dogal olarak toksik seviyelerde bulunmasina karsin diger bazi
yerler, insanlarin agir metalleri gesitli yollarla (madencilik, endiistri, tarim vb.)
cevreye birakmalart sonucu yiiksek seviyelerde bakir igerebilir (Yruela, 2005).
Optimal konsantrasyonundan daha yiiksek bakir konsantrasyonlar: biiyiimeyi inhibe
eder ve fotosentez, solunum gibi 6nemli hiicresel siire¢leri aksatir (Marschner, 1995;
Prasad ve Strzalka, 1999). Yiiksek seviyelerde bakir iceren yerlerde yasayan
bitkilerde diisiik biyomas ve klorotik semptomlar goriiliir. Ayn1 zamanda yapraklarda
daha diisiik klorofil ve kloroplast igerigi, tilakoid membran yapisinda degismeler

bulunmustur (Baszynski vd., 1988).

Bakirin  yiiksek seviyeleri fotosentetik membranlarin  pigment ve protein
kompozisyonlarint modifiye etmistir (Lidon ve Henriques, 1991; Maksymiec vd.,
1994). Bunun yaninda lipid peroksidasyonu, lipid igeriginde azalma ve tilakoid
membran yag asidi kompozisyonunda degismeler gézlenmistir (Sandmann ve Boger,
1980; Luna vd., 1994). Bu gibi modifikasyonlar sonucu PS II membranda degisimler
bulunmustur (Quartacci vd., 2000).



Bakir gibi ge¢is metallerinin siiperoksit radikal ve hidrojen peroksit arasindaki
enzimatik olmayan reaksiyonlardan (Haber-Weiss reaksiyonu) meydana gelen
hidroksil radikallerinin olugumunu katalize ettigi bilinmektedir (Halliwell ve
Gutteridge, 1984). Yiiksek miktarda bakir varligi oksidatif strese neden olabilir ve
daha sonra oldukga toksik serbest oksijen radikallerinin liretiminin artigina karsilik

antioksidan savunmada artis meydana gelir.
1.3. NaCl Stresi

Tuzluluk bitki biiyiime ve gelisimini sinirlayan en Onemli g¢evresel etmenlerden
biridir. Yiiksek tuzlulugun bitkiler tizerindeki zararli etkileri bitkinin 6liimii ve/veya
iretimin diismesi seklinde gozlenebilir. Bir¢ok bitki tiiri ya hiicrelerine tuzu
almayarak ya da tuzu hiicre i¢inde tolere edecek mekanizmalar gelistirerek tuzun

zararli etkilerinden korunmaya calisirlar. (Parida ve Das, 2005).

Tuz stresi etkisinde fotosentez, protein sentezi, enerji ve lipid metabolizmasi
olumsuz etkilenir. Esas anlamda tuz stresine ilk cevap yaprak yilizey alaninin
biiylimesinde azalma seklinde kendini gosterir. Hiicre biiylimesi i¢in gerekli olan
karbohidratlar fotosentez esnasinda saglanir. Fotosentez oranlari bitki tuz stresi
(6zellikle NaCl stresi) altinda iken genelde diistiktiir. Tuz stresi biyolojisi ve
bitkilerin yiiksek tuza kars1 gosterdikleri tepkiler gegen yirmi yil boyunca arastiricilar
tarafindan tartisitlmistir. Bu arastirmalarda tuz stresinin fizyolojik ve biyokimyasal
etkileri ile bitkilerin tuz stresine karsi gostermis olduklari tolerans mekanizmalari

detayl1 olarak aragtirllmigtir (Parida ve Das, 2005).
1.3.1. Tuz Tolerans Mekanizmasi

Bitkiler, tuz stresinin iistesinden gelmek icin degisik molekiiler ve biyokimyasal
mekanizmalar gelistirmistir. Biyokimyasal yollar tuz stresinin gelistirdigi eklemeli ve
muhtemelen sinerjitik olarak etki eden {iriinlere ve siireclere etki yapar (Iyengar ve

Reddy, 1996).

Biyokimyasal stratejiler (1) kabul etmeme, (2) kokler tarafindan iyon aliniminin
kontrolii ve yapraklara transportu, (3) hiicresel ve tiim bitki diizeyinde iyonlarin

kompartmentalizasyonu, (4) uyumlu bilesiklerin sentezi, (5) fotosentetik yolda



degisme, (6) membran yapisinda degisme, (7) antioksidan enzimlerin indiiklenmesini

ve (8) bitki hormonlarinin indiiksiyonunu igerir (Parida ve Das, 2005).

Tuz tolerans mekanizmalar1 basit ya da karmasik olabilir. Basit mekanizmalar
biyokimyasal yollarin farklilasmasi seklinde olusur. Yiiksek komplekslilik gdsteren
mekanizmalar ise fotosentez ve respirasyonda (Botella vd., 1994); kromatin ve
kromozom yapisinda meydana gelen O6nemli siireglerdeki degisiklikleri kapsar

(Walbot ve Cullis, 1985).
1.3.2. Iyon Diizenlenmesi ve Lokalizasyonu

Bitkilerde iyon alinimi ve lokalizasyonunun diizenlenmesi tuzlu kosullarda daha da
onem kazanir (Adams vd., 1992). Gerek glikofit (tuz tolerant olmayan bitki) gerekse
halofit (tuz tolerant olan bitki) bitkiler sitoplazmada yiiksek miktarlarda tuzu tolere
edemezler. Bu nedenle asir1 tuzu ya vakuolde tutarlar ya da farkli dokularda
metabolik fonksiyonlarda kullanmak i¢in lokalize ederler (Iyengar ve Reddy, 1996).
Glikofitler sodyum alinimini sinirlandirir ya da yash dokular1 depo komponenti gibi

kullanarak sodyumu biriktirirler (Cheeseman, 1988).

Sitoplazmadan sodyumun uzaklastirilmasi ya da vakoullerde lokalizasyonu tuzun
indiikleyebildigi bir enzim olan Na'/H" antiporter tarafindan yapilir (Apse vd.,
1999). Vakuolar tip H-ATPaz (V-ATPaz) ve vakuolar pirofosfataz (V-PPaz)
vakuolar membranda birlikte bulunurlar (Dietz vd., 2001). V-ATPaz bitki

hiicrelerinde bulunan birincil H" pompasidur.
1.3.3. Uyusabilir Bilesiklerin Biyosentezi

Vakuoldeki iyonik dengeyi saglamak {izere sitoplazmada normal bitki
metabolizmasiyla etkilesmeyen ve uyusabilir bilesikler olarak adlandirilan diisiik
molekiiler agirlikli  bilesikler sentezlenebilmektedir (Cizelge 1.1.). Bunlar
biyokimyasal reaksiyonlarda suyun yerini alirlar (Ford, 1984). Bu uyusabilir
bilesikler prolin (Singh vd., 2000), glisin betain (Wang ve Nil, 2000), karbohidratlar
(Bohnert ve Jensen, 1996) ve polioller (Ford, 1984)’dir.

Polioller, diisiik molekiiler agirlikli saperonlar ve stres tarafindan olusturulmus
reaktif oksijen radikallerinin temizlenmesinde gdrev yapan uyusabilir bilesiklerdir

(Smirnoff ve Cumbes, 1989). Polioller siklik (6rnegin pinitol) ve asiklik (6rnegin



mannitol) olarak siniflandirilir. Bir alkol sekeri olan ve tuz stresinde uyusabilir bir
¢Oziinen olan mannitol, kerevizde mannoz-6-fosfat rediiktaz enziminin etkisiyle
sentezlenir (Zhifang ve Loescher, 2003). Pinitol, ononitol epimeraz ve inositol-o-
metiltransferaz enzim serileri yoluyla miyo-inositolden sentezlenir (Bohnert ve
Jensen, 1996). Polioller ozmotik ayarlama ve ozmoprotektan olarak islev yaparlar.
Ozmotik ayarlamada sitoplazmada suyun alikonmasini kolaylastirici ozmolitler
olarak ve sodyumun apoplast ve vakuollerde tutulmasini saglayacak sekilde islev
yaparlar. Ozmolitler protein kompleksler, membranlar veya enzimler ile etkileserek

hiicresel yapilar1 korumaktadirlar (Crowe vd., 1992).

Glukoz, fruktoz, sukroz, fruktanlar ve nisasta gibi karbohidratlar tuz stresi altinda
biriktirilirler (Parida vd., 2002). Bunlarin 6nemli foksiyonlar1 ozmotik koruma,
ozmotik ayarlama, karbon depolama ve radikal temizlemedir. Tuz stresinin bir¢ok
bitkide indirgen sekerleri (glukoz, fruktoz), sukroz ve fruktanlar1 artirdigi rapor
edilmistir (Kerepesi ve Galiba, 2000). Buna karsin Vicia faba’da tuz stresi ¢oziilebilir
ve hidrolize olabilir karbohitratlar1 azaltmustir (Gadallah, 1999). Bruguiera
parviflora’da ise tuz stresi altinda yetistirildiginde yapraklarda indirgen olan ve
olmayan karbohidratlarin artti§i, nisasta miktarlarinin ise azaldigi gosterilmistir

(Parida vd., 2002).

Bitkiler tuz stresi altinda azot igeren bilesikleri de biriktirirler. Azot iceren
bilesiklerin en Onemlileri aminoasitler, amidler, proteinler, kuaterner amonyumlu
bilesikler ve poliaminlerdir. Spesifik azot iceren bilesikler bitkilerin degisik
gruplarinda tuzlu ortamlarda biriktirilirler. Stres sartlarinda bu bilesikler ozmotik
ayarlama, makromolekiillerin korunmasi, azot depolanmasi, hiicresel pH’nin
korunmasi, detoksifikasyonun ve serbest radikallerin temizlenmesinde islev
yapmaktadirlar (Cizelge 1.1.). Bu bilesiklerin birikimi genellikle tuz stresi ile
korelasyon gosterir (Mansour, 2000). Tuz stresi etkisinde birakilan bitkilerin serbest
aminoasit ve diger azot iceren bilesiklerin birikimi ile ilgili bir¢ok rapor vardir.
Glisin betain igerigi bir¢ok bitkide tuz stresinde artmistir (Khan vd., 1999;
Muthukumarasamy vd., 2000; Wang ve Nil, 2000).

Bir¢ok bitki tuzlu sartlarda toksik olmayan ancak koruyucu ozmolit olarak gorev
yapan prolini biriktirir (Muthukumarasamy vd., 2000; Singh vd., 2000). NaCl

uygulanan bugday ¢esitlerinde toplam aminoasitlerin % 55’ini olusturan ve en fazla



bulunan aminoasitlerden sistein, arjinin ve methionin azalirken, valin, izoldsin,
aspartik asit ve prolin miktarlar1 ise degisik oranlarda artislar gostermis, toplam
aminoasit miktarindaki artig kontrole gore 16 kat daha fazla olmustur (Elshintinawy
ve Elshourbagy, 2001). Pringlea antiscorbutica’nin kok, govde ve yapraklarinda
NaCl etkisinde prolin akiimiilasyonu olmustur. Bu ozmolitin  birikiminin
sitoplazmada vakuollerden 2-3 kat daha fazla oldugu rapor edilmistir (Aubert vd.,
1999).

Prolin, kuaterner amonyum ve siilfonyumlu ozmolitler fizyolojik pH’da zwitter
iyonu karakterindedir. Bu bilesikler iyonik olmasina karsin net bir yiike sahip
degildirler (Parida ve Das, 2005). Uyusabilir bilesikler hiicre i¢i biyokimyay1
bozmadan yiiksek miktarlarda biriktirilebilirler. Bu bilesikler tuz stresi altinda
enzimlerin normal aktivite gosterebilmesi i¢in koruyucu rol oynamaktadirlar. Bu
bilesiklerin pH (ya da sitoplazmanin yiik dengesine) veya organellerin liimenal

bilesenlerine 6nemli etki yapmadig diisiiniilmektedir (Rhodes ve Hanson, 1993).
1.3.4. Antioksidan Enzimlerin Indiiksiyonu

Tuz stresi hiicresel diizeydeki mevcut suyun osmotik olarak baglanmasina ve
bitkilerin fizyolojik olarak karisikliga girmesine neden olur (Cheeseman, 1988). Su
yetersizligi siiperoksit (O,"), hidrojen peroksit (H,O,), hidroksil radikal (OH")
(Halliwell ve Gutteridge, 1985) ve singlet oksijen (Elstner, 1987) gibi reaktif
oksijen tiirlerinin sitoplazmada hizli artmasina yol agar. Bu sitosolik aktive edilmis
oksijen tiirleri lipidler (Fridovich, 1986; Wise ve Naylor, 1987), protein ve niikleik
asitlerde (Imlay ve Linn, 1988) oksidatif hasarlanma yoluyla normal metabolizmay1
ciddi bir bicimde bozabilir. Internal O, konsantrasyonlar1 fotosentez sirasinda yiiksek
oldugundan (Steiger vd., 1977) kloroplastlar genellikle aktive edilmis oksijen
tiirlerini  liretme egilimindedirler (Asada ve Takahashi, 1987). Siiperoksit
tiretildiginde H,O, ve su olusturmak icin enzimatik ya da enzimatik olmayan

stireglerle hizli bir sekilde parcalanir (Imlay ve Linn, 1988).

Bitkiler reaktif oksijen tiirlerine ¢esitli seviyelerde antioksidanlarla kars: koyarlar.
Metalloenzim siiperoksit dismutaz, stiperoksidi H,O,’ ye doniistiiriir. Katalaz (KAT)
ve cesitli tipteki peroksidazlar H>O,‘nin bozulmasini katalizler (Chang vd., 1984).

Katalaz kloraplastlarda olmadigindan dolayr bu organelde hidrojen peroksit
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askorbata  spesifik  peroksidazlarla askorbat-glutatyon  dongiisii  boyunca
detoksifikasyona ugratilabilir (Chen ve Asada, 1989; Asada, 1992). Askorbat ve
glutatyonun her ikisinin de kloroplastlarda milimolar diizeylerde oldugu rapor
edilmistir (Halliwell, 1982). Askorbat, okside a-tokoferoliin a-kromoksil radikalinin
bir indirgeyicisi gibi islev yaparak ya da siiperoksit radikali ile dogrudan reaksiyona
girme yoluyla da detoksifiye edebilir (Foyer vd., 1991). Tilakoid membranlar
a-tokoferol bakimindan zengindir. Bu antioksidan sadece siiperoksitle reaksiyona
girmez, bunun yaninda hidroksil, peroksil ve alkoksil radikallerinin temizlenmesine

de yardimci olur (Halliwell, 1987).

Yapilan bir¢ok calismada antioksidan enzimlerden KAT, SOD, askorbat peroksidaz
(APX), guaikol peroksidaz ve glutatyon rediiktaz (GR) aktivitesinin tuzlu kosullarda
yetisen bitkilerde arttig1 gosterilmistir (Kennedy ve De Fillippis, 1999) (Cizelge
1.1.).

Bu ¢alismada bakir kloriir, sodyum kloriir ve bunlarin karigimlarinin Spirulina sp.’de
meydana getirdigi bazi fizyolojik etkilerin incelenmesi amag¢lanmistir. Bu kasmamda
Spirulina sp.’nin biiylime orani, Cu ve K derisimi, biyomas, klorofil-a, karoten,

prolin ve MDA miktarlar1 arastirilmistir.
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Cizelge 1.1. Tuz stresine cevapta biriktirilen iirlinler ve bunlarin toleranstaki

fonksiyonlar1 (Parida ve Das, 2005)

Uriin grubu Spesifik bilesik Fonksiyonlar1
Iyonlar Sodyum, Klor Potasyum engellemesi/ taginimi
Proteinler Ozmotin; Patojenlere ilgili proteinler;
SOD/KAT Ozmotik koruma
Radikal detoksifikasyonu
Aminoasitler Prolin; Ektoin Ozmotik koruma
Ozmotik ayarlama
Karbohidratlar Glukoz, Fruktoz Ozmotik koruma, Osmotik
Sukroz; Fruktanlar ayarlama, karbon depolama
Polioller Mannitol; Pinitol ~ Ozmotik ayarlama, karbon
depolama; Radikal temizleme,
ozmotik koruma ve ayarlama
Poliaminler Spermin, Iyon balansi, kromatin
Spermidin korunmast
Kuaterner Glisin betain Ozmotik koruma, tilakoid ve
aminler plazma zar1 biitiinliigiiniin
korunmasi
B-Alanin betain Ozmotik koruma
Kolin-o-siilfat Ozmotik koruma
Pigmentler Karotenoidler, Fotoinhibisyona kars1 koruma
Antosiyaninler,
Betalaninler
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BOLUM 2
LITERATUR OZETLERI

2.1. Bakar Stresi fle Tlgili Calismalar

Wu vd. (1998) Chlorella sp. ile yaptiklar1 bir ¢alismada toksik seviyede bakir

iyonlar1 altinda algin prolin akiimiile ettigini belirlemislerdir.

Wu vd. (1998) Anacystis nidulans ile yaptigi baska bir ¢alismada disaridan prolin
uygulanmasinin membranda potasyum sizintisinda diisiise neden oldugunu ve bu

etkinin bakir toksisitesinin azaltilmasindan sorumlu olabilecegini ortaya koymustur.

Mehta ve Gaur (1999) Chlorella vulgaris ile yaptiklart bir ¢alismada yiiksek
miktarda bakir derisimi uygulanan alglerin bu metali intraseliiler olarak biriktirdigini
belirlemiglerdir. Bu bilim adamlar dis ortamda ya da hiicre icinde metal derisimine
bagli olarak serbest prolin birikiminin oldugunu da saptamislardir. Artan metal

birikimi ile alg hiicrelerinde intraseliiler prolin miktar1 da artmistir.

Mamboya (2001) kahverengi bir makroalg olan Padina boegesenni ile yapigi bir
calismada alge 25, 50, 100 ve 500 ppb bakir uygulamasi yapmis ve artan bakir

derigimi ile algin gelisiminde 6nemli bir diislis gézlemistir.

Surosz ve Palinska (2004) mavi-yesil bir alg olan Anabaena flos-aquae ile yaptiklar
bir caligmada 0.35 ppm bakir uygulanmasinin algin gelisimini gerilettigini ve artan

bakir derisimi ile algin klorofil-a miktarinin azaldigini belirlemislerdir.

Nalimova vd. (2005) yaptiklari bir caligmada bakir uygulanan S. platensis

hiicrelerinin kontrole gore 10 kat daha fazla bakir akiimiile ettigini bulmustur.

Srivastava vd. (2005) A. doliolum ile yaptig1 bir arastirmada bakirin algde oksidatif
strese yol actigini ve antioksidan savunma sisteminde degisikliklere yol agtiginm

ortaya koymustur. Benzer sonuglar S. platensis (Choudhary vd., 2007) ve
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Chlamydomonas reinhardtii (Siripornadulsil vd., 2002) ile yapilan baska

calismalardan da elde edilmistir.

Solisio (2006) kuru ve tekrar sulandirilmis S. platensis ile yaptigi bir ¢alismada algin
sudan bakir biriktirmesine bakmistir. Calisma sonucunda yiliksek miktarda tekrar
sulandirilmis alg biyomasinin % 91 oraninda bakir1 aldigi bulunmustur. Kuru alg
biyomasi ile karsilastirildiginda tekrar sulandirilmis alg biyomasinin daha yiiksek bir

bakir alim ylizdesine sahip oldugu belirlenmistir.

Choudhary vd. (2007) S. platensis ile yaptiklar bir ¢caligmada agir metallerin prolin
lizerine etkilerini incelemislerdir. Caligma sonucunda test mikroorganizmalarinin
gelisiminde bir diislis olmasina ragmen kiiltiir ortaminda metal derisimine bagh

olarak alglerin prolin miktarlarinda artislar belirlemislerdir.
2.2. NaCl Stresi ile Tlgili Cahsmalar

Vonshak vd. (1988) S. platensis ile yaptiklar1 bir ¢aligmada artan NaCl derisimi ile
alg gelisiminde ani bir diisiis belirlemislerdir. Aym1 c¢alismada NaCl stresinin alg
gelisimini gerilettigi Anacystis ve Nostoc gibi diger mavi-yesil alglerde de

gosterilmistir.

Kebede (1997) S. platensis ile yaptigi bir ¢alismada tuz stresinin algde klorofil

miktarini azalttigini ortaya koymustur.

Rout ve Shaw (2001) tuzluluga farkli diizeylerde tolerans gosteren sucul
makrofitlerden Hydrilla verticillata, Najas indica ve Najas gramenia’da deniz suyu
ve saf NaCl’nin hiicre i¢i Na, K, Mg ve Ca miktarlar ile fotosentetik pigmentlere
etkilerini arastirmiglardir. NaCl tuzluluguna hassas makrofit H. verticillata ve orta
diizeyde tolerant N. indica’da klorofil/karotenoid oranlarinda 6nemli diizeylerde
diistisler belirlenmistir. Ancak tuza tolerant N. gramenia’da boyle bir degisiklik
olmadig1 goriilmiistiir. Hiicre i¢i Na derigimlerinin hem deniz suyu hem de NaCl
uygulamalar1 sonucunda Onemli miktarlarda arttigi bulunmustur. Her iki tuz
uygulamasinda makrofitlerdeki K derisimleri, N. gramenia harig, diger iki tiirde

azalmustir.

Murphy vd. (2003) sucul makrofitlerden Ruppia maritima L. ile yaptiklart bir

calismada bitkinin yiiksek tuzlu ortamlarda toplam karbohidrat miktar1 kontrole gore
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% 65 oraninda azalmis, ¢oziilebilir karbohidrat miktar1 ise % 34 oraninda artmustir.

Panda ve Upadhyay (2003) serbest yiiziicii yaprakli makrofitlerden Lemna minor
L.’de farkli NaCl derisimlerinin (0, 50, 100 ve 200 mM) biki koklerinde meydana
getirdigi  oksidatif hasarlanmay1r histokimyasal ve biyokimyasal olarak
belirlemislerdir. Koklerin histokimyasal analizlerine gore yiiksek NaCl etkisindeki
kok kesitlerinin daha fazla boyandigi, dolayisiyla membranlarin yapisinda
hasarlanma oldugu sonucuna varilmistir. Bu bulgular tiyobarbutirik asit reaktif
maddeler ve peroksit miktarindaki artislarla da dogrulanmistir. Tuz stresi altinda
makrofitin antioksidan enzimlerinden SOD, guaikol peroksidaz ve glutatyon
rediiktaz aktivitelerinde artiglar bulunurken, katalaz aktivitelerinde azalmalar oldugu
belirlenmistir. Ayrica enzimatik olmayan antioksidanlardan askorbat miktarlarinda

da artan NaCl derisimi ile birlikte artiglar oldugu bulunmustur.

Salerno vd. (2004) mavi-yesil alglerden Anabaena sp. ile yaptiklar1 bir ¢aligmada
algin sukroz ve fruktoz igeren oligosakkarit miktarlarinin artan tuzlulukla birlikte

arttigini rapor edmislerdir.

Sudhir vd. (2005) yaptiklart bir ¢alismada yiliksek tuz stresinin S. platensis
mikroalginde tilakoid membran proteinlerinde neden oldugu zarar1 arastirmiglardir.
Yapilan bu ¢alismada NaCl uygulamasin tilakoid membran proteinlerinin degisimine

ve bazi tilakoid membran proteinlerinin azalmasina neden oldugu bulunmustur.

Tang vd. (2007) mavi-yesil bir alg olan Scytonema javanicum ile yaptiklar1 bir
calismada algin NaCl stresi altinda gdstermis oldugu fizyolojik ve biyokimyasal
degisimleri incelemislerdir. 50 mM NaCl uygulamasinin algin gelisimini azalttigin

ve MDA miktarinda artis meydana getirdigini belirlemislerdir.
2.3. Cu ve NaCl Etkilesimi ile lgili Calismalar

Literatiirde Cu ve NaCl etkilesimi ile ilgili ¢alismalar az oldugundan sinirli sayida

caligmaya yer verilmistir

Alutoin vd. (2001) Porites lutea’nin indirgenmis tuz ve bakir karisimina fizyolojik
yanitint incelemislerdir. Bu iki maddenin karisimi (30 pg/l) 6nemli 6l¢iide primer

tretim oranimi diisiirmiistiir. Bunun aksine 10 pg/l bakir karigimi primer iiretim
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oranini etkilememistir.

El-Enany (2002) bugday (Triticum aestivum L.) tohumlarini bir hafta boyunca gesitli
konsantrasyonlarda NaCl (0, 50 ve 100 mM) ile 20 ppm bakir kombinasyonunda
petri kaplarinda ¢imlendirmislerdir. Calisma sonucuna goére tuzluluk bugday
fidelerinin bakir uygulanmasina cevabini etkilemistir. Bakir eklenen besin solusyonu
diisiik ve yliksek tuz seviyelerinde fide gelisimini azaltmistir. Bakir akumiilasyonu
tuzluluktan 6nemli sekilde etkilenmistir. Bakir uygulamasi her iki tuz seviyesinde

mineral igeriginin karisikligina yol agmistir.

Srivastava vd. (2005) A. doliolum ile yaptiklar1 bir arastirmada NaCl ve Cu
karistminin algde oksidatif strese yol agtigimi ve antioksidan savunma sisteminde
degisikliklere yol actigin1 ortaya koymuslardir. Bu arastirmada stres altinda MDA

miktarinin genel olarak arttig1 ortaya konmustur.
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BOLUM 3
MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal
3.1.1. Calisma Materyali

Spirulina sp., ¢ok hiicreli, ipliksi sekle sahip bir mikroalgdir. 1-12 um ¢apinda
silindirik sarmal bir yapiya sahiptir. Spirulina hizla biiyiiyebilen ozellikte bir
mikroalgdir. Cok hiicreli, silindirik trikomlarin kendi uzunlugu boyunca heliks
biciminde dizilisi ile tanmir. Flamentleri tektir, kendi ekseni etrafinda kayarak
hareket eder. Spiral sekli karakteristik Ozelligidir ve farkli bolgelerde farkl
boyutlarda spiral ¢apl tiirleri vardir. Bi2, provitamin A, demir ve ozellikle ¢ok az
kaynakta bulunan dietil y-linoleik asit igerigi bakimindan ¢ok zengindir (Borowitzka
ve Borowitzka, 1992). Spirulina sp., yliksek karbonat ve bikarbonat seviyeleri ve
pH’s1 11°1 bulabilen, yliksek pH ile karakterize edilen tropikal ve subtropikal su
kiitlelerinde yogun populasyon olusturan, planktonik bir mikroalgdir. Isik
mikroskobu altinda, tek diizlemde ikili boliinmeye ugrayan vejetatif hiicrelerden
olusan mavi-yesil heterosistsiz flamentleri ayiran c¢eperler kolayca goriliir.
Flamentlerin genisligi 6-12 pm, uzunlugu 200-300 pm, heliks cap1 ise 30-70 pm
arasinda degisir. Ozellikle sicaklik, fiziksel ve kimyasal kosullar gibi gevresel
faktorler, heliks geometrisini etkiler. Spirulina hiicre duvari yapisinda peptidoglikan
mevcuttur ve bu nedenle bakterilere benzer. Elektron mikroskobu ile goézlenen
hiicresel organizasyonunda morfolojik olarak sinirlandirilmis bir nukleus ve plastid
mevcut degildir ve digta gram negatif tipte bir zara sahiptir. Zarin kalinlig1 yaklasik
0.5 mikrometredir ve lifli ag benzeri bir yapist vardir. Hiicre duvari iizerinde bulunan
porlardan salgilanan zar materyalinin, flament hareketi ile iliskili oldugu
diistiniilmektedir. Cok tabakali hiicre duvar: incedir. Sitoplazma bdlgesi esas olarak
poliglikan tanecikleri ve gaz vesikiilleri ile doludur. Ayrica kiigiik ozmofilik
graniiller, fibriller ve yag damlaciklar1 da vardir. Cevresel ve merkezi sitoplazma
arasinda yer alan tilakoid membranlar paralel olarak dizilmiglerdir ve birlesik

vaziyette elektronlar1 ge¢irmeyen fikobilizomlar1 vardir. Tilakoidler, hiicre duvarinin
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uzun kenarina paralel, flamentleri ayiran ¢epere ise ¢aprazlama uzanan diiz veya
biikiimlii desteler olarak goriiniirler. Diisiik elektron yogunluguna sahip tilakoid
icermeyen alanlar ribozomlar ve DNA fibrilleri ile doludur. Spirulina klorofilin
sadece tek formuna, klorofil-a’ya sahiptir. Ayrica hepsinde karakteristik biliprotein
pigmentleri olan, fotosentezde yakalayict pigment olarak fonksiyon gdsteren
fikobilinler mevcuttur. Fikobilinlerin bir sinifi olan fikosiyaninler, mavi renklidir ve

klorofil-a ile birlikte alge mavi-yesil rengini verirler (Manav, 2004).

Calismada kullamlan Spirulina sp. Cukurova Universitesi Su Uriinleri Fakiiltesinden

temin edilmis, Gaziantep Universitesi Biyoloji Béliimiinde ¢ogaltilmustir.

Cizelge 3.1. Spirulina sp.’nin sistematigi.
Alem : Plantae
Boliim : Cyanophyta
Sinif : Cyanophyceae
Takim : Nostocales
Familya : Oscillatoriaceae
Cins : Spirulina

Tiir : Spirulina sp.

Sekil 3.1. Spirulina sp. mikroskobik goriiniis (x10).
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3.1.2. Stres Uygulama Cozeltileri
Arastirmada kullanilan Cu (CuCl,, Riedel-de Haen), NaCl (Merck) ve bunlarin

karisimlar1 Cizelge 3.2’de belirtilen derisimlerde hazirlanmistir.

Cizelge 3.2. Spirulina sp.’ye uygulanan Cu, NaCl ve bunlarin karigimlari.

Uygulama
Cu (ppm) NaCl (M) Cu (ppm)+NaCl (M)
0.0 0.0 0.0
0.1 0.2 0.1+0.2
1.0 0.4 0.1+0.4
1.0+0.2
1.0+0.4

3.2. Yontem
3.2.1. Kiiltiir Ortam

Spirulina sp.’yi iretmek amaciyla bu ¢alismada Spirulina besi ortami (Schlésser,
1982) kullanilmustir. Ortam igerigi distile suda ¢6ziildiikten sonra 121 °C’de 15
dakika otoklavlanarak sterilizasyonu saglanmistir. Kiiltiir ortaminin kompozisyonu

Cizelge 3.3’te verilmistir.

Cizelge 3.3. Spirulina besi ortam1 (Schlosser, 1982).

Solusyon A g/l SolusyonB g/l

NaHCOs3 27.22 NaNO3 5.00
Na,COs 8.060 K»SO4 2.00
K,HPO,4 1.000 NaCl 2.00

MgS04.7H,O  0.40
CaCLL.2H,O  0.08
PIV (ml) 12.0
Chu (ml) 2.00

3.2.2. Deney Ortam ve Diizenegi

Arastirmaya baglamadan Once Spirulina sp. besin ortaminda adaptasyona
birakilmigtir.  Spirulina  sp.’nin  kiiltire alinmast i¢in 250 ml’lik erlenler

kullanilmistir. Bunlar dikkatli bir sekilde otoklavlanarak sterilize edilmistir.
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Bakir, NaCl ve bunlarin kombinasyonlar1 Cizelge 3.2.’deki belirtilen derisimlerde
hazirlanmis ve erlenlere ilave edilmistir. Daha sonra mikroalg erlenlere konulmustur.
Spirulina sp. alkali pH’larda iyi gelistigi igin test ¢ozeltilerinin baslangi¢ pH’lari
9.0+0.2 diizeyine ayarlanmistir. Calismalar {i¢ tekrarli olarak yapilmustir. Spirulina

sp. bir haftalik stres uygulamasi sonunda hasat edilmistir.

Deney siiresi bitiminde Spirulina sp.‘nin biiyiime hizi, biyomas, fotosentetik pigment

(klorofil-a, toplam karotenoid), serbest prolin, MDA miktarlar1 belirlenmistir.

W 0 mplCu | 0. 1 myL Ca 8 10 mgll.Ca
DAMNCL | 0AMNaC! | 02V Nac1 04 M NaCH
Ty kr
A

Sekil 3.2. Deney diizenegi.

3.2.3. Biiyiime Hizinin Belirlenmesi

Mikroalgin biiylime hiz1 560 nm’de Cintra 202 marka spektrofotometrede absorbans

Olciilerek bulunmustur.
3.2.4. Biyomas Miktarinin Belirlenmesi

Belirli miktardaki mikroalg ¢ozeltisi miliporda vakum altinda stiziilerek etiivde sabit
agirh@a ulasana kadar kurutulmus ve biyomaslart kuru agirlik iizerinden

belirlenmistir.
3.2.5. Fotosentetik Pigment Analizi

Mikroalg materyalininden 10 ml alinip miliporda stiziildiikten sonra tartilmustir.
Ornekler porselen havanda 1-2 ml % 80’lik aseton ile tiim klorofil alinincaya kadar
homojenize edilmistir. Daha sonra ekstraktin son hacmi 10 ml olacak sekilde

% 80’lik asetonla tamamlanmis ve 3000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilmistir.
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Ornekler klorofil-a, klorofil-b ve total karoten icin sirastyla 662, 645 ve 470
nm’lerde spektrofotometrede asetona karsi (tanik) okunmustur. Klorofil-a ve karoten

miktarlarinin hesaplamalar1 Lichtenthaler ve Wellburn (1985)’e gore yapilmistir.
3.2.6. Serbest Prolin Tayini

Mikroalglerin serbest prolin miktarlar1 Bates vd. (1973)’nin bulduklar1 yonteme gore

belirlenmistir.

Mikroalg materyalinden 10 ml alinip miliporda siiziilerek tartilmis ve % 3’liik 5 ml
stilfosalisilik asit kullanilarak havanda homojenize edilmistir. Homojenizat mavi bant
filtre kagidindan siiziilmiistiir. Siizintiiniin 2 ml’si 2 ml asit-ninhidrin ve 2 ml
glasiyel asetik asitle test tiipiinde karistirtlmistir. Bu karigim 100 °C’de 1 saat su
banyosunda bekletilmistir. Bu siire sonunda tiipler alinarak buz igerisine sokulmus ve
reaksiyon sonlandirilmistir. Reaksiyon karisimi 4 ml toluen ile ekstrakte edilmis ve
15-20 saniye vortekslenmistir. Toluen iceren renkli sivi oda sicakliginda bekletilmis
ve 520 nm dalga boyunda Cintra 202 marka spektrofotometrede toluen tanik olarak
kullanilarak okunmustur. Mikroalglerdeki prolin miktarlari (umol/g) prolin standart
derigimleri (10, 20, 30 ve 40 umol/g) ve absorbanslar1 arasindaki dogrusal iliski

kullanilarak hesaplanmuistir.
3.2.7. Malondialdehit Miktarinin Belirlenmesi

Spirulina sp.’deki MDA miktarinin belirlenmesi Hodges vd. (1999)ne gore
yapilmigtir.

Mikroalg materyalinden 10 ml alimp miliporda siiziilerek tartilmistir. Ornekler
% 80’lik etil alkolde homojenize edilmis ve 3000 devirde 10 dakika santrifiij
edilmistir. Analiz iki asamada yapilmistir. Birinci asamada sanrifiigattan alinan 1
hacim ekstrakt tizerine 1 hacim % 20’lik TCA ve 1 hacim % 0.01'lik BHT
eklenmistir. Ikinci asamada ise sanrifiigattan alman 1 hacim ekstrakt {izerine 1 hacim
% 0.65’lik TBA iceren % 20’lik TCA ve bunun lizerine 1 hacim % 0.01’lik BHT
eklenmis ve Ornekler karigtirllmigtir. Daha sonra sicak su banyosunda (95 °C) 25
dakika inkiibe edilmis ve ardindan sok sogutma yapilmistir. Bu Ornekler tekrar

santrifiij edilmis ve birinci asama 6rnekleri 532 ve 600 nm’de, ikinci asama ornekleri
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ise 532, 600 ve 440 nm’de absorbans okumalar1 yapilmistir. Sonuglar asagidaki

formiiller kullanilarak hesaplanmistir:

A= [(ABSs32:184)-(ABS600+mBA)-(ABS532-m8A)-(ABAG00-TBA) |
B= [(ABS440+tBA- ABS600+1BA)X 0.0571]
mmol MDA ml™ ~(A-B / 157 000)x 10°

3.2.8. Spirulina sp.’nin Cu ve K Iceriginin Belirlenmesi

Mikroalglerin Cu ve K miktarin1 belirlemek icin yas yakma metodu kullanilmustir.
Kurutularak &giitiilmiis drnekler tartilip 50 ml’lik erlenlere konmustur. Uzerlerine
5 ml konsantre HNOj ilave edilmistir. Erlenler daha sonra 1sis1 ayarlanabilen 1sitict
tabla tizerinde diisiikk 1sida yavas yavas isitilmistir. Daha sonra 1s1 biraz
yukseltilmistir. Erlenlere 5 ml HCI ilave edilerek ayni islem yenilenmistir. Bu
islemlerden sonra erlenler 1 N’lik 5 ml HCI ile sulandirilmistir. Sulandirilan
orneklerdeki bakir ve potasyum miktar1 atomik absorbsiyon spektrometresinde

(AAS, Perkin Elmer) belirlenmistir.
3.2.9. istatistiksel Yontem

Bu arastirmada elde edilen verilerin istatistiksel olarak degerlendirilmesinde tek
yonlii ANOVA LSD testi kullanilmistir. Bu islemler SPSS (SPSS 13.0 for Windows)

paket programi kullanilarak yapilmistir.
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BOLUM 4
ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Bilyiime Oranlar

Bakir, NaCl ve Cu+NaCl kombinasyonlarinin etkisine birakilan Spirulina sp.’nin

biiylime oranlar1 Sekil 4.1.’de verilmisgtir.

Bakir etkisine birakilan Spirulina sp.’nin biiylime oranlarinda bakir derisiminin
artistyla azalmalar oldugu bulunmugstur. 0.1 ve 1.0 ppm Cu derisimlerinde biiylime

oraninlar1 kontrole gore sirasiyla % 28.1 ve % 46.5 diizeylerinde azalmistir (p<<0.01).

NaCl etkisine birakilan Spirulina sp.’nin biiylime oranlarinin artan tuz derisimiyle
birlikte azaldigi bulunmustur. 0.2 M NaCl derisimdeki azalma kontrole gore % 9.2
diizeyinde 6nemsiz bulunurken (p>0.05), 0.4 M NacCl derisiminde % 26.8 diizeyinde

onemli bulunmustur (p<0.01).

Cut+NaCl kombinasyonu etkisine birakilan Spirulina sp’nin. biiylime oranlar1 da
artan Cu ve NaCl derisimleriyle birlikte azaldigi bulunmustur. 0.1+0.2, 0.1+0.4,
1.0+0.2 ve 1.0+0.4 ppm+M derisimlerinde biiyiime oraninlar1 kontrole gére sirasiyla

% 42.7, % 48.0, % 53.8 ve % 64.9 diizeylerinde azalmistir (p<0.01).
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Sekil 4.1. Cu (a), NaCl (b) ve Cu+NaCl (c¢) kombinasyonlarinin etkisine birakilan
Spirulina sp.’nin biiylime oranlari. Barlar ortalama + standart sapmayi
gosterir (*p<0.05; ** p<0.01).
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4.2. Biyomas Miktarlari

Bakir, NaCl ve Cu+NaCl kombinasyonlarinin etkisine birakilan Spirulina sp.’nin

biyomas miktarlar1 (KA iizerinden) Sekil 4.2.’de verilmistir.

Bakir etkisine birakilan Spirulina sp.’nin biyomas miktarlarinda bakir derisiminin
artistyla azalmalar oldugu bulunmustur. 0.1 ppm Cu derisimdeki azalma istatistiksel
olarak kontrole gore % 10.7 diizeyinde 6nemsiz bulunurken (p>0.05), 1.0 ppm Cu

derisiminde % 30.6 diizeyinde 6nemli bulunmustur (p<0.01).

NaCl etkisine birakilan Spirulina sp.’nin biyomas miktarlarinin artan tuz derisimiyle
birlikte azaldigr bulunmustur. 0.2 M ve 0.4 M derisimlerinde azalma istatistiksel
olarak kontrole gore sirastyla % 10.7 ve % 26.4 diizeylerinde 6nemsiz bulunmustur

(p>0.05).

Cut+NaCl kombinasyonu etkisine birakilan Spirulina sp.’nin biyomas miktarlarinin
da artan Cu ve NaCl derisimleriyle birlikte azaldig1 bulunmustur. 0.1+0.2 ve 0.1+0.4
ppm+M derisimlerinde azalma kontrole gore sirasiyla % 14.7 ve % 21.4 diizeylerde
onemsiz bulunurken (p>0.05), 1.0+0.2 ve 1.0+0.4 ppm+M derigimlerinde sirasiyla
% 34.7 (p<0.05) ve % 40.0 (p<0.01) diizeylerinde 6nemli bulunmustur.
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Sekil 4.2. Cu (a), NaCl (b) ve Cut+NaCl (c) kombinasyonlarinin etkisine birakilan
Spirulina sp’nin. biyomas miktarlari. Barlar ortalama + standart sapmay1
gosterir (*p<0.05; ** p<0.01).
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4.3. Bakir ve Potasyum Derisimleri

Bakir, NaCl ve Cut+NaCl kombinasyonlarmin etkisine birakilan Spirulina sp.’nin
bakir ve potasyum derisimleri Sekil 4.3.’te verilmistir. Sonuglar kuru agirlik (KA)

tizerinden verilmistir.

Bakir etkisine birakilan Spirulina sp.’nin bakir igeriginde artislar oldugu bulunurken,
potasyum miktarlarinda azalmalar belirlenmistir. 0.1 ve 1.0 ppm Cu derisimlerinde
Cu miktarlar1 kontrole gore sirasiyla % 90.5 ve % 303.0 diizeylerinde artarken
(p<0.01), K miktarlar1 sirasiyla % 8.7 ve % 17.4 diizeylerinde 6nemli bir sekilde
azalmistir (p<0.01).

NaCl etkisine birakilan Spirulina sp’nin. bakir ve potasyum derisimlerinin artan tuz
derisimiyle birlikte azaldigi bulunmustur. 0.2 M NaCl derisimdeki azalmalar
istatistiksel olarak kontrole gore sirasiyla % 5.3 (p>0.05) ve % 7.3 (p<0.01)
diizeylerinde bulunurken, 0.4 M NaCl derigiminde sirastyla % 11.2 (p<0.05) ve %

11.6 (p<0.01) diizeyinde 6nemli bulunmustur.

Cu+NaCl kombinasyonu etkisine birakilan Spirulina sp’nin. bakir derigimleri artan
Cu ve NaCl derisimleriyle birlikte artarken, potasyum derisimleri azalmistir. 0.1+0.2,
0.1+0.4, 1.0+0.2 ve 1.0+0.4 ppm+M derisimlerinde Cu miktarlart kontrole gore
strastyla % 23.3, % 16.9, % 93.4 ve % 74.2 diizeylerinde artmistir (p<0.01). K
miktarlart ise % 13.8, % 17.4, % 22.6 ve % 29.0 diizeylerinde azalmistir (p<0.01).
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Sekil 4.3. Cu (a), NaCl (b) ve Cut+NaCl (c) kombinasyonlarinin etkisine birakilan
Spirulina sp’nin. bakir ve potasyum derisimleri (KA’da). Barlar ortalama
+ standart sapmay1 gosterir (*p<0.05; ** p<0.01).
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4.4. Klorofil-a Miktarlar

Bakir, NaCl ve Cu+NaCl kombinasyonlarinin etkisine birakilan Spirulina sp.’nin
klorofil-a miktarlar1 Sekil 4.4.’te verilmistir. Sonuglar yas agirlik (YA) lizerinden

verilmistir.

Bakir etkisine birakilan Spirulina sp.’nin klorofil-a miktarlarinda azalmalar oldugu
bulunmugtur. 0.1 ve 1.0 ppm Cu derisimlerinde klorofil-a miktarlar1 kontrole gore

strastyla % 9.0 (p<0.05) ve % 26.7 (p<0.01) diizeylerinde azalmistir.

NaCl etkisine birakilan Spirulina sp.’nin klorofil-a miktarlarinin artan tuz derisimiyle
birlikte azaldig bulunmustur. 0.2 M NaCl derisimdeki azalma istatistiksel olarak
kontrole gore % 5.0 diizeyinde Onemsiz bulunurken (p>0.05), 0.4 M NaCl

derisiminde % 19.7 diizeyinde 6nemli bulunmustur (p<0.01).

Cut+NaCl kombinasyonu etkisine birakilan Spirulina sp.’nin klorofil-a miktarlarinin
da artan Cu ve NaCl derisimleriyle birlikte azaldigi bulunmustur. 0.1+0.2, 0.1+0.4,
1.0+0.2 ve 1.0+0.4 ppm+M derisimlerinde klorofil-a miktarlar1 kontrole gore
strastyla % 18.3, % 24.3, % 30.6 ve % 34.6 diizeylerinde azalmistir (p<0.01).
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sapmay1 gosterir (*p<0.05; ** p<0.01).
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4.5. Karoten Miktarlari

Bakir, NaCl ve Cut+NaCl kombinasyonlarmin etkisine birakilan Spirulina sp.’nin

karoten miktarlart Sekil 4.5.°te verilmistir. Sonuglar yas agirlik {izerinden verilmistir.

Bakir etkisine birakilan Spirulina sp.’nin karoten miktarlarinda azalmalar oldugu
bulunmustur. 0.1 ve 1.0 ppm Cu derisimlerinde karoten miktarlar1 kontrole gore

strastyla % 4.2 ve % 18.4 diizeylerinde 6nemsiz olarak azalmistir (p>0.05).

NacCl etkisine birakilan Spirulina sp.’nin karoten miktarlarinin artan tuz derisimiyle
birlikte azaldigr bulunmustur. 0.2 M ve 0.4 M derisimlerinde azalma istatistiksel
olarak kontrole gore sirasiyla % 6.7 ve % 13.4 diizeylerinde dnemsiz bulunmustur

(p>0.05).

Cu+NaCl kombinasyonu etkisine birakilan Spirulina sp.’nin karoten miktarlarinin da
artan Cu ve NaCl derisimleriyle birlikte azaldigr bulunmustur. 0.1+0.2, 0.1+0.4,
1.0+0.2 ve 1.0+0.4 ppm+M derigimlerinde klorofil-a miktarlar1 kontrole gore
sirastyla % 15.9, % 23.5, % 27.7 ve % 33.6 diizeylerinde 6nemsiz bulunmustur
(p>0.05).
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Sekil 4.5. Cu (a), NaCl (b) ve Cut+NaCl (c) kombinasyonlarinin etkisine birakilan
Spirulina sp.’nin karoten miktarlar1 (YA’da). Barlar ortalama + standart
sapmay1 gosterir (*p<0.05; ** p<0.01).
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4.6. Prolin Miktarlari

Bakir, NaCl ve Cut+NaCl kombinasyonlarmin etkisine birakilan Spirulina sp.’nin

prolin miktarlar1 Sekil 4.6.’da verilmistir. Sonuglar yas agirlik {izerinden verilmistir.

Bakir etkisine birakilan Spirulina sp.’nin prolin miktarlarinda artislar oldugu
bulunmustur. 0.1 ppm Cu derisimdeki artis istatistiksel olarak kontrole gore % 2.6
diizeyinde 6nemsiz bulunurken (p>0.05), 1.0 ppm Cu derisiminde % 18.7 diizeyinde

onemli bulunmustur (p<0.01).

NaCl etkisine birakilan Spirulina sp.’nin prolin miktarlarinin artan tuz derisimiyle
birlikte arttig1 bulunmustur. 0.2 M NaCl derisimdeki artis istatistiksel olarak kontrole
gore % 4.4 diizeyinde 6nemsiz bulunurken (p>0.05), 0.4 M NaCl derisiminde % 16.9

diizeyinde 6nemli bulunmustur (p<0.01).

Cu+NaCl kombinasyonu etkisine birakilan Spirulina sp.’nin prolin miktarlarinin da
artan Cu ve NaCl derisimleriyle birlikte arttigi bulunmustur. 0.1+0.2 ppm+M
derisiminde artis kontrole gore % 8.0 diizeyinde Onemsiz bulunurken (p>0.05),
0.140.4, 1.0+0.2 ve 1.0+0.4 ppm+M derisimlerinde sirasiyla % 15.3 (p<0.05), %
19.3 (p<0.01) ve % 26.3 (p<0.01) diizeylerinde dnemli bulunmustur.
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sapmay1 gosterir (*p<0.05; ** p<0.01).
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4.7. Malondialdehit Miktarlari

Bakir, NaCl ve Cu+NaCl kombinasyonlarinin etkisine birakilan Spirulina sp.’nin

MDA miktarlar1 Sekil 4.7.”de verilmistir. Sonuglar yas agirlik tizerinden verilimistir.

Bakir etkisine birakilan Spirulina sp.’nin MDA miktarlarinda artiglar oldugu
bulunmugtur. 0.1 ve 1.0 ppm Cu derisimlerinde MDA miktarlar1 kontrole gore

strastyla % 6.3 ve % 15.0 diizeylerinde artmigtir (p<0.01).

NaCl etkisine birakilan Spirulina sp.’nin MDA miktarlarinin artan tuz derisimiyle
birlikte arttig1 bulunmustur. 0.2 M ve 0.4 M derisimlerinde artis istatistiksel olarak
kontrole gore sirastyla % 5.0 (p<0.05) ve % 10.8 (p<0.01) diizeylerinde 6nemli

bulunmustur.

Cu+tNaCl kombinasyonu etkisine birakilan Spirulina sp.’nin MDA miktarlarinin da
artan Cu ve NaCl derisimleriyle birlikte arttigi bulunmustur. 0.1+0.2 ppm+M
derisiminde artma kontrole gore % 8.0 diizeyinde 6nemsiz (p>0.05), 0.1+0.4, 1.0+0.2
ve 1.0+0.4 ppm+M derisimlerinde sirastyla % 11.1 (p<0.05), % 19.7 (p<0.01) ve %
22.4 (p<0.01) diizeylerinde 6nemli bulunmustur.
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sapmay1 gosterir (* p<0.05; ** p<0.01).
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BOLUM 5
TARTISMA

Bakir elementi potansiyel olarak oldukga toksik olmasina ragmen normal bir biiylime
ve gelisim icin gerekli bir metaldir. Bakir, bir¢ok fizyolojik olaya katilir ve ¢ogu
metalloprotein i¢in gerekli bir kofaktordiir. Fazla miktardaki bakir bitki gelisimini
inhibe eder ve Onemli hiicresel siirecleri bozar (Yruela, 2005). Kahverengi bir
makroalg olan Padina boegesenni ile yapilan bir ¢alismada 25, 50, 100 ve 500 ppb
bakir uygulamasi yapilmis ve artan bakir derisimi ile algin gelisiminde 6nemli bir
diisiis gozlenmistir (Mamboya, 2001). Fasulye fideleri ile yapilan bir ¢alismada kok,
govde ve yaprak biiylimesi lizerine bakirin etkileri arastirilmistir. Bakirin fasulye
fidelerinin kok, govde ve yaprak biiylimesini Onemli oranlarda engelledigi
bulunmustur. Bakir konsantrasyonundaki artis ile kok, gévde ve yaprak biiylimesinin
inhibisyon orani arasinda bir paralellik goriilmiistiir. Fidelerin agir metale maruz
kalma siiresinin uzamasi kok, govde ve yaprak biiyiimesindeki azalmanin daha fazla
olmasina yol agmistir (Zengin ve Munzuroglu, 2004). Bir mavi-yesil alg olan
Anabaena flos-aquae ile yapilan bir ¢aligmada 0.35 ppm bakir uygulanmasi alg

gelisimini geriletmistir (Surosz ve Palinska, 2004).

Tuzluluk bitki biiylime ve gelisimini sinirlayan en 6nemli cevresel etmenlerden
biridir. Yiiksek tuzlulugun bitkiler tizerindeki zararh etkileri bitkinin 6liimii ve/veya
tiretimin diigsmesi seklinde gozlenebilir (Parida ve Das, 2005). Misir bitkisi ile
yapilan bir ¢calismada 75 mmol/L NaCl uygulamasi ile bitkilerin govde gelisiminde
onemli bir azalma gozlenmistir (Muhling ve Lauchli, 2002). Spirulina platensis ile
yapilan bir caligmada artan NaCl derisimi ile alg gelisiminde ani bir diisiis
belirlenmistir. NaCl stresinin gelisimi gerilettigi Anacystis ve Nostoc gibi diger mavi-

yesil alglerde de gosterilmistir (Vonshak vd., 1988).

Cu ve NaCl’nin birlikte etkisi ile ilgili ¢caligmalar oldukg¢a azdir. Srivastava vd.
(2005) Anabaena doliolum ile yaptiklari bir aragtirmada Cu ve NaCl karigiminin ayri

ayr1 Cu ve NaCl uygulamasina karsin algde daha az bir hasara yol actigini

37



belirlemislerdir. Bugday (Triticum aestivum L.) ile yapilan bir ¢alismada 50, 100
mM NaCl ile 20 ppm Cu kombine edilmistir. Calisma sonucunda fide gelisiminin
oldukca diistiigli ve tuzlulugun bitkinin bakir uygulanmasina yanitini etkiledigi
bulunmustur (El-Enany, 2002). Fakat birlikte etkilerde hangisinin ne gibi etkisi

oldugu konusunda detayli caligmalar gerekmektedir (Srivastava vd., 2005).

Spirulina sp. ile yapilan bu ¢alismada Cu, NaCl ve Cu+NaCl’nin alg gelisimini
diisiirdiigic. ve dolayis1 ile kuru agirhik olarak biyomas miktarin1 azalttigi
belirlenmistir. Bu azalmanin biiylime oraninlarinda 0.1 ve 1.0 ppm Cu derisimlerinde
kontrole gore sirasiyla % 28.1 ve % 46,5 diizeylerinde, biyomas miktarlarinda, 0.1
ppm Cu derisimde kontrole gére % 10.7 diizeyinde, 1.0 ppm Cu derisiminde % 30.6
diizeylerinde oldugu bulunmustur. NaCl de alg gelisimini ve biyomas miktarini
azaltmistir. Spirulina sp.’nin biiylime orani ve biyomas miktar1 artan tuz derigimiyle
birlikte diismiistiir. Bu diistisler biiylime oraninda 0.2 M derisimde kontrole gore %
9.2,0.4 M derisiminde % 26.8 diizeylerinde bulunurken, biyomas miktarinda 0.2 M
ve 0.4 M derisimlerinde kontrole gdre sirastyla % 10.7 ve % 26.4 diizeylerinde
bulunmugtur. Cu+NaCl kombinasyonlarinin da gelisimi ve biyomas miktarini
azalttig1 belirlenmistir. Artan Cu ve NaCl derisimi ile biiyiime ve biyomasin azalmasi
paralellik gostermistir. Bu azalmalar biiylime oranlarinda 0.1+0.2, 0.1+0.4, 1.0+0.2
ve 1.0+0.4 ppm+M derisimlerinde kontrole gore sirastyla % 42.7, % 48.0, % 53.8 ve
% 64.9 diizeylerinde olurken, biyomas miktarlarinda 0.1+0.2 ve 0.1+0.4 ppm+M
derigimlerinde kontrole gore sirasiyla % 14.7 ve % 21.4 diizeylerinde, 1.0+0.2 ve
1.0+0.4 ppm+M derisimlerinde sirasiyla % 34.7 ve % 40.0 diizeylerinde
bulunmustur. Literatlir calismalarina paralel olarak bu c¢alismanin sonuglarina
bakildiginda bu derisimlerde Cu, NaCl ve Cu+NaCl’nin Spirulina sp.’nin gelisimini

ve biyomas miktarini azalttig1 sdylenebilir.

Alglerin cesitli metalleri sudan alarak biriktirdikleri bilinmektedir. Nalimova vd.
(2005) yaptiklart bir ¢alismada bakir uygulanan Spirulina platensis hiicrelerinin
kontrole gore 10 kat daha fazla bakir akiimiile ettigini bulmustur. Kuru ve tekrar
sulandirilmig S. platensis ile yapilan bir ¢aligmada algin sudan bakir akiimiile
etmesine bakilmistir. Calisma sonucunda tekrar sulandirilmig alg biyomasiin % 91

oraninda bakir1 aldigi bulunmustur. Kuru alg biyomasi ile karsilagtirildiginda tekrar
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sulandirilmig alg biyomasi daha yiiksek bir bakir alim yiizdesine sahiptir (Solisio,

2006).

Tuz stresinde bitkilerin Mn, Zn, Fe ve Cu gibi mikroelementlerin alinim1 ve taginimi
hakkinda ¢ok az bilgi mevcuttur (Muhling ve Lauchli, 2003). NaCl metal alimini
etkileyebilir, ancak bu etkinin anlagilmasi i¢in ¢ok fazla sayida c¢alisma
gerekmektedir (Lores ve Pennock, 1998). El-Enany (2002) bugday fideleriyle yaptigi
bir ¢alismada fideleri bir hafta boyunca 20 ppm Cu ile 50 ve 100 mM NaCl
kombinasyonuna birakmigtir. Tuzluluk, bugday fidelerinin bakir uygulamasina
yanitin1  etkilemistir. Bakir akiimiilasyonu o6nemli bir sekilde tuzluluktan
etkilenmistir. Lores ve Pennock (1998) c¢oziinmiis organik materyal ile yaptigi
calismada tuzun % 27 oraninda bakir baglanmasini azalttigini saptamislardir.
Ceratophyllum demersum ile yapilan bir ¢aligmada NaCl uygulamasimnin bitkinin

bakir icerigini azalttig1 ortaya konmustur (Dogan, 2005).

Aragtirma bulgularimiz az miktarda bulunan literatiir calismalariyla paralellik
gostermektedir. Genel olarak bakir etkisine maruz kalan Spirulina sp.’nin bakir
icerigi artarken, NaCl etkisinde bakir iceriginin azaldigi belirlenmistir. Bakir
etkisinde artiglar 0.1 ve 1.0 ppm Cu derisimlerde kontrole gore sirastyla % 90.5 ve %
303.0 diizeylerinde, NaCl etkisinde azalmalar 0.2 M NaCl derisimde kontrole gore %
5.3 diizeyinde, 04 M NaCl derisimde % 11.2 diizeyindedir. Cu+NaCl
kombinasyonlarinda ise 0.1+0.2, 0.1+0.4, 1.0+0.2 ve 1.0+0.4 ppm+M derisimlerinde
Cu miktarlar kontrole gore sirastyla % 23.3, % 16.9, % 93.4 ve % 74.2 diizeylerinde
artmistir. Kombinasyon sonuglarina dikkat edildiginde tuz derisiminin artmasi ile
bakir miktarinda diisiisler belirlenmistir. Bu metalin derisiminde azalmalar ortamdaki
fazla Na ve Cl iyonlariyla olan etkilesiminden kaynaklanabilir. Tuzlu kosullarda
mikroelementlerin  ¢oziiniirliigliniin  diisitk oldugu bilinmektedir. Yine de net
sonuglara ulasmak i¢in daha fazla sayida ¢alismalara ihtiyag vardir. Bu bilgilere ek
olarak hem bakir hem de tuz uygulamalarinda alglerin potasyum miktarlarinda
diistisler belirlenmistir. Potasyum, kalsiyum ve magnezyum gibi elmentlerin
miktarlarinda azalmalar Cucumis sativus (Alaoui-Sosse vd., 2004) ve Zea mays
(Yakit ve Tuna, 2006) gibi bitkilerle yapilan ¢alismalarda da bulunmustur. Gerek
bakir gerekse de tuz, yiiksek seviyelerde hiicre membranina zarar vermektedir.

Dolayist ile bu hasar membrana zarar verdigi i¢in potasyum sizintisina neden
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olmaktadir. Bu sizintidan dolay1 Spirulina sp.’de potasyum derisimleri azalmis

olabilir.

Bitkilerde klorofil ve karoten gibi fotosentetik pigmentler agir metal stresine duyarl
olan parametrelerdendir. Agir metallerin klorofil ve karoten sentezini inhibe ettigi ve
sonug olarak miktarlarinda azalmalara neden oldugu bir¢ok arastirici tarafindan rapor
edilmistir (Quartacci vd., 2000; Martins ve Mourato, 2006). Surosz ve Palinska
(2004) bir mavi-yesil alg olan Anabaena flos-aquae ile yaptiklar1 bir ¢alismada
bakirin alg gelisimini inhibe ettigini ve artan bakir derisimi ile klorofil-a
konsantrasyonunun azaldigini ortaya koymuslardir. Domates bitkisi ile yapilan bir
calismada klorofil igeriginin bakir toksisitesinden olduk¢a etkilendigi ortaya
konmustur. Bu ¢alismada ortamda bakir miktarinin artmasiyla domates yapraklarinda
klorofil seviyesinde diisiis belirlenmistir (Martins ve Mourato, 2006). Origanum
vulgare subsp. hirtum ile yapilan bir bagka c¢alismada ise bitki yapraklarina bakir
uygulanmasi ile total klorofil miktarinda azalmalar olmus ve yapraklarda klorozis

gbzlenmistir (Panou-Filotheou vd., 2001).

Tuz stresinin bitkilerin fotosentetik pigment miktarlarinda azalmalara neden oldugu
yapilan aragtirmalar sonucunda ortaya konmustur. Sudhir vd. (2005) yaptiklar1 bir
calismada yiiksek tuz stresinin S. platensis mikroalginde tilakoid membran
proteinlerinde neden oldugu zarar1 arastirmislardir. Yapilan bu c¢alismada NaCl
uygulamasin tilakoid membran proteinlerinin degisimine ve bazi tilakoid membran
proteinlerinin azalmasina neden oldugu bulunmustur. S. platensis ile yapilan bagka
bir caligmada ise tuz stresinin algde klorofil miktarin1 azalttig1 ortaya konmustur
(Kebede, 1997). Yakit ve Tuna (2006) yaptiklar1 bir ¢alismada tuz stresi altinda misir
bitkisinin nasil etkilendigini incelemisler ve toplam klorofil ve toplam karotenoid

miktarlarinin tuz uygulamasindan olumsuz etkilendigini bulmuslardir.

Cu ve NaCl kombinasyonunun fotosentetik pigment tizerine etkisi ile ilgili ¢alismalar
oldukga azdir. Alutoin vd. (2001) Porites lutea ile yaptiklari bir ¢alismada Cu+NaCl
kombinasyonunun bu canlinin klorofil-a igeriginde diisiislere neden oldugunu

belirlemislerdir.

Spirulina sp. ile yapilan bu ¢alismadan elde ettigimiz bulgular literatiir ¢alismalarina

paralellik gostermektedir. Bakir, NaCl ve Cu+NaCl uygulamasi fotosentetik pigment
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miktarlarinda genel olarak diisiise neden olmustur. Bakir etkisine birakilan Spirulina
sp.’nin klorofil-a miktarinda 0.1 ve 1.0 ppm Cu derisimlerinde kontrole gore sirasiyla
% 9.0 ve % 26.7 diizeylerinde, karoten miktarinda kontrole gore sirastyla % 4.2 ve
% 18.4, NaCl etkisinde azamalar 0.2 M derisimde kontrole gore % 5.0 diizeyinde,
0.4 M derisimde % 19.7 diizeyinde, karoten miktarinda kontrole gore sirasiyla % 6.7
ve % 13.4, Cu+NaCl kombinasyonu etkisindeki azalma ise 0.1+0.2, 0.1+0.4, 1.0+0.2
ve 1.0+0.4 ppm+M derisimlerinde kontrole gore sirastyla % 18.3, % 24.3, % 30.6 ve
% 34.6, karoten miktarinda kontrole gore sirasiyla % 15.9, % 23.5, % 27.7 ve % 33.6
diizeylerinde bulunmustur. Bulgularimiza bakildiginda karoten miktarlarindaki
azalmalar klorofil-a miktarlarina goére daha az olmustur. Genel olarak karoten
miktarinin agir metal stresinden daha az etkilendigi rapor edilmistir (Krupa, 1988).
Yiiksek bakir konsantrasyonlar1 fotosentez, solunum gibi dnemli hiicresel prosesleri
aksatir (Marschner, 1995; Prasad ve Strzalka, 1999). Ayni zamanda klorofil ve
kloroplast igerigini diigiiriir, tilakoid membran yapisinda de§ismelere neden olur
(Baszynski vd., 1988). Toksik seviyedeki bakir fotosentetik membranlarin pigment
ve protein kompozisyonlarini modifiye etmistir (Lidon ve Henriques, 1991;
Maksymiec vd., 1994). Aymi zamanda bakir lipid peroksidasyonuna neden
oldugundan dolay1 lipid igeriginde azalma ve tilakoid membran yag asidi
kompozisyonunda degismeler meydana gelir (Sadmann ve Boger, 1980; Luna vd.,
1994). Bu gibi modifikasyonlar sonucu PS II’de degisimler bulunmustur (Quartacci
vd., 2000). Tuzluluk, bitki biiyiime ve gelisimini sinirlayan en onemli g¢evresel
etmenlerden biridir. Tuz stresi etkisinde fotosentez, protein sentezi, enerji ve lipid
metabolizmast olumsuz etkilenir. Tuz stresinin bitkilerin kloroplast yapilarinda
degismelere neden oldugu bulunmustur (Keiper vd., 1998). Tuz stresi altinda
bitkilerin karbon asimilasyonlarinda azalmalar bulunmustur (Munns ve Termatt,
1986), ayn1 zamanda tuz, fotosentetik elektron transportu ve Kelvin dongiisiiniin
enzimlerini de inhibe etmistir (Reddy vd., 1992). Bu calismalar agik¢a tuzlulugun
fotosentezi etkiledigini gostermektedir. Reddy ve Vora (1986) ise tuz stresinden
kaynaklanan bu azalmalarin klorofil parcalanmasinda rol oynayan klorofillaz
enziminden dolay1 olabilecegini belirtmistir. Bulgularimiza ve ona destek saglayan
bu caligmalara bakilarak klorofil-a ve karoten gibi fotosentetik pigmentlerde
azalmalarin bu maddelerin sentezindeki aksamalardan ve yapilarindaki

bozulmalardan kaynaklandig1 sdylenebilir.
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Agir metal stresinde prolin miktarlarinda artislarin oldugunu gdésteren bir¢ok
arastirma yapilmistir (Wu vd., 1998; Choudhary vd., 2007). Mehta ve Gaur (1999)
C. vulgaris ile yaptiklar1 bir ¢alismada yiiksek miktarda bakir konsantrasyonu
uygulanan alglerin bu metali intraseliiler olarak akiimiile ettigini belirlemiglerdir. Bu
bilim adamlar1 dis ortamda ya da hiicre i¢inde metal konsantrasyonuna bagli olarak
serbest prolin akiimiilasyonunun oldugunu da saptamislardir. Artan metal
aklimiilasyonu ile alg hiicrelerinde intraseliiler prolin miktar1 da artmistir. Chlorella
sp. ile yapilan baska bir ¢alismada ise toksik seviyede bakir iyonlari altinda algin
prolin akiimiile ettigini bulmusglardir (Wu vd., 1998). Choudhary vd., (2007)’nin S.
platensis ile yaptiklar1 bir ¢alismada agir metallerin prolin iizerine etkilerini
incelemislerdir. Calisma sonucunda test mikroorganizmalarinin gelisiminde bir diisiis
olmasma ragmen kiiltiir ortaminda metal konsantrasyonuna bagli olarak alglerin

prolin miktarlarinda artiglar belirlemislerdir.

Tuz stresinin bitkilerin serbest prolin akiimiilasyonlarinda nasil bir degisime neden
oldugu yapilan caligsmalar ile ortaya konmustur. Yakit ve Tuna (2006) tuz stresi
altindaki musir bitkisinde prolin igerigi ile ilgili bir ¢aligma yapmiglardir. Deney
sonucunda tuzun bitki prolin i¢eriginde artisa neden oldugunu belirlemislerdir. Pirlak
ve Esitken (2004) cilek bitkisi ile yaptiklar1 bir ¢alismada tuzun bu bitkilerdeki prolin
icerigine olan etkilerini incelemislerdir. Caligma sonucuda yiiksek tuzlulugun
bitkilerde prolin igerigini artirdigini bulmuglardir. Tuz stresi altinda prolin
akiimiilasyonu ile ilgili olarak yapilan bir bagka ¢alismada misir bitkilerinde tuz
uygulamasi ile konsantrasyona bagli olarak prolin miktarlarinda genel olarak artiglar

belirlenmistir (Avcioglu vd., 2003).

Spirulina sp. ile yaptigimiz bu ¢alismanin bulgulart literatiir caligmalarina uygunluk
gostermektedir. Cu, NaCl ve Cu+NaCl kombine etkileri Spirulina sp.’nin prolin
icerigini genel olarak artirmistir. Bu artislar bakir etkisinde 0.1 ppm Cu derisimde %
2.6, 1.0 ppm Cu derisiminde % 18.7 diizeyinde, NaCl etkisinde 0.2 M derisimde
kontrole gore % 4.4, 0.4 M derisiminde % 16.9 diizeyinde, Cu+NaCl kombinasyonu
etkisinde 0.1+0.2 ppm+M derisimde kontrole gore % 8.0 diizeyinde, 0.1+0.4,
1.0+0.2 ve 1.0+0.4 ppm+M derisimlerinde sirasiyla 15.3, % 19.3 ve % 26.3
diizeylerinde bulunmustur. Bulgularimiza dikkat edildiginde literatiirii destekler

tarzda artan Cu, NaCl ve Cu+NaCl derisimleri ile prolin miktar1 da artmistir.
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Intraseliiler prolin akiimiilasyonu algler, bakteriler ve yiiksek bitkiler gibi gesitli
canlilarda bulunmustur. Bu birikim yiiksek tuzluluk, metal stresi, biiylime ortaminda
ozmolarite degisimi, kuraklik, sicaklik soku ve hava kirliligi gibi stres durumlarinda
meydana gelir (Wu vd., 1998). Prolin uyusabilir bir solut olarak diisiiniilebilir,
denaturasyona kars1 katlanmis protein yapilarint korur ve fosfolipidlerle reaksiyona
girerek hilicre membranlarini stabilize eder (Dorantes ve Sanchez, 2006). Yine de
prolin akiimiilasyonu fonksiyonunun metal stresine yaniti halen bilinmemektedir.
Bakir stresinin ilk hedefi hiicre plazma zarin1 hasara ugratmaktir ki bu da
ekstraseliiler ortama intraseliiler potasyum iyonlarinin sizintisina sebep olur.
Anacystis nidulans ile yapilan bir ¢alismada eksojen prolin uygulanmasi potasyum
sizintisinda diisiise neden olmustur ve bu etki bakir toksisitesinin azaltilmasindan
sorumlu olabilir (Wu vd., 1998). Prolin gibi uyusabilir bilesikler hiicre igi
biyokimyay1 bozmadan yiliksek miktarlarda biriktirilebilirler. Bu bilesikler tuz stresi
altinda enzimlerin normal aktivite gosterebilmesi i¢in koruyucu rol oynamaktadirlar
(Parida ve Das, 2005). Bulgularimiz destekleyen bu calismalara bakarak prolinin

hiicre i¢i yapilart strese karsi korumak amaciyla biriktirildigini sdyleyebiliriz.

Bitkilerin su, tuz, agir metal toksisitesi gibi abiyotik streslere maruz kalmasi sonucu
olduk¢a reaktif serbest radikaller iiretilir. Bu reaktif radikaller direk olarak bitki
hiicrelerinde molekiiler hasara neden olurlar. Agir metaller ekosistemin Onemli
bilesenleridir. Bazi agir metallerin mikroelement olarak gerekli olmasina ragmen
yiiksek miktardaki agir metal alimi bitkiler i¢in toksiktir. Fe, Cu, Cd gibi ¢ogu agir
metallerin bitkilerde oksidatif strese neden oldugu gosterilmistir. Normal sartlar
altinda bu radikallerin miktar1 SOD, kalalaz ve askorbat peroksidaz gibi koruyucu
enzim aktivitelerinden dolay1 azdir. Stres kosullarinda uyusabilir bilesiklerin birikimi
ve detoksifiye edici enzimlerin aktivitelerinde artig gibi koruyucu mekanizmalarda
artis olabilir. MDA, lipid peroksidasyonunun sitotoksik bir iiriinlidiir ve serbest
radikal tiretiminin ve sonu¢ olarak membran hasariin bir indikatoriidiir (Choudhary
vd., 2007). Nielsen vd. (1997) de MDA’ nin lipid peroksidasyonda oldukga sik olarak
kullanilan bir gosterge oldugunu belirtmiglerdir. A. doliolum ile yapilan bir
arastirmada NaCl, Cu ve bunlarin kombinasyonlarinin algde oksidatif strese yol
actig1 ve antioksidan savunma sisteminde degisikliklere yol actig1 ortaya konmustur.
Bu arastirmada MDA miktarinin NaCl, Cu ve bunlarin birlikte etkileri ile genel

olarak arttig1 ortaya konmustur (Srivastava vd., 2005). Benzer sonuglar S. platensis
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(Choudhary vd., 2007), Chlamydomonas reinhardtii (Siripornadulsil vd., 2002),
Arachis hypogaea (Jain vd., 2001) ile yapilan bagka ¢alismalardan da elde edilmistir.

Bu calisgmadan elde ettigimiz sonuclar literatiir calismalari ile uygunluk
gostermektedir. Genel olarak bakir, tuz ve kombine etkileri altinda MDA
miktarlarinda artis belirlenmistir. Bu artiglar bakir etkisinde 0.1 ve 1.0 ppm Cu
derisimlerinde kontrole gore sirasiyla % 6.3 ve % 15.0 diizeylerinde, NaCl etkisinde
0.2 M ve 0.4 M derisimlerde kontrole gore sirasiyla % 5.0 ve % 10.8 diizeylerinde,
Cu+NaCl kombinasyonu etkilerinde ise 1+0.2 ppm+M derisiminde artma kontrole
gore % 8.0 diizeyinde, 0.1+0.4, 1.0+0.2 ve 1.0+0.4 ppm+M derisimlerinde sirastyla
% 11.1, % 19.7 ve % 22.4 diizeylerinde bulunmustur. Arastirma bulgularimizdan da
anlasildig1r gibi artan derisimlerle MDA miktarlarinda da genel olarak bir artis
gbzlenmistir. Bu artislarin literatiir ¢aligmalarinda da belirtildigi gibi stres sonucu
meydana gelen serbest radikallerin membranda meydana getirdigi hasarlardan

kaynaklandig1 sdylenebilir.

Genel olarak arastirma bulgularimiz bakir, NaCl ve bunlarin kombine etkilerinin
Spirulina sp.’de fizyolojik ve biyokimyasal sorunlara yol agtigini ortaya koymustur.
Bu sonuglara klorofil-a, karoten, prolin ve MDA gibi parametrelerin
degerlendirilmesi ile varilmistir. Ulkemizde alglerde agir metal, tuz ve bunlarin
etkilesimi az calisilmis bir konu olmas: itibariyle bu ¢alismanin yapilacak olan yeni

caligmalara 151k tutacagi kanisindayiz.
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