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Krom (Cr*®) ve Kursun (Pb*?), endiistrideki yaygin kullanimi nedeniyle ciddi bir
kirletici durumuna gelmistir. Bu ¢alismada, Hypogymnia physodes L.’nin Cr*® ve Pb*
gibi agir metal iyonlartyla birlikte Ultraviole isinlarina karsi etkilerinin molekiiler
markorler ile  degerlendirilmesi amaglanmistir.  H. physodes o6rnekleri  farkli
konsantrasyonlarda ve farkli uygulama zamanlarinda Cr'® ve Pb*? agir metallerine
maruz birakilmistir. Cr*® ve Pb*? akiimiilasyonu, fotosentetik pigmentasyon ve protein
iceriginin konsantrasyonlara bagli degisimleri incelenmistir. Ayrica bu metallerin olasi
genotoksik etkileri RAPD ve CRED-RA teknikleri ile incelenmistir. Bu analizler
sonucunda yiiksek miktarda polimorfizm ve metilasyon modelinde degisimler
gozlenmistir. Atomik Absorpsiyon Spektrofotometresi ve UV spektrofotometre’den
elde edilen agir metal birikim sonuglarina goére H. physodes’in 120 ppm
konsantrasyonda 24. saatte Cr'® ve 60 ppm konsantrasyonda 48. saatte Pb*? akiimiile
edebildigi belirlenmistir. Genel olarak Cr*® ve Pb*? akiimiilasyonuna karst H. physodes
fotosentetik pigmentasyonda ve protein oraninda azalma gozlenmistir. Bu ¢alismadan
elde edilen bulgular 1s1ginda H. physodes liken tiirii kullanilarak yeni yontemler
gelistirilebilir ve bu yolla belirli 6l¢iide ¢evre kirliliginin dnlenmesine biiyilik dlciide
katki saglanabilir.
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ABSTRACT

Assesment of the impact of UV, Pb®*, Cr°®* treatment on the probable changes in DNA
and DNA methylation models in lichen species Hypogymnia physodes

Master Thesis
Rasim HAMUTOGLU

Ankara University
Graduate School of Natural ve Applied Science
Department of Biyology

Supervisor: Prof. Dr. Stimer ARAS
Assoc. Prof. Dr. Demet Cansaran DUMAN

Due to its widespread industrial use, chromium (Cr*®) and lead (Pb*?) has become a
serious pollutant. The objective of the present study is to asses the impact of Ultraviolet
radiations and heavy metal treatment on the probable changes in lichen species
Hypogymnia physodes. Hypogymnia phsodes sample that were exposed to different
concentrations of chromium and lead heavy metals in different time intervals. The
accumulation of Cr*® and Pb*?, photosynthetic pigmentation and protein content were
examined depending on concentration changes. Furthermore, the probable genotoxic
effects of the metals were investigated with RAPD and CRED-RA techniques. Results
of these analysis showed high levels polymorphism and changes in methylation models.
According to results of heavy metal accumulation obtained from Atomic Absorption
Spectrophotometer and UV spectrophotometer, it was determined that H. physodes
could accumulate Cr™® 24™ hours at 120 ppm concentration and Pb*2 48" hours at 60
ppm concentration. In general, photosynthetic pigmentation and protein content
decreased as a response to Cr™® and Pb*? accumulation. The findings of the present
study, it may develop new techniques using H. physodes and in this way it might highly
enhance to contribute new technologies for the prevention of environmental pollution.

July 2013, 182 pages
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1. GIRIS

Likenler yillarca mutualizmin akla ilk gelen 6rnegini olusturmuslardir. Likenler bagh
basina birer organizma degildirler. Mantarlar ile alglerin birleserek morfolojik ve
fizyolojik bir biitiin halinde meydana getirdikleri simbiyotik birliklerdir (Giiner 1986).
Liken terminolojisinde simbiyozu olusturan mantar igin mikobiyont, alg veya
siyanobakteri icin fotobiyont terimi kullanilir. Fotobiyont ayriminda liken olusumuna
katilan siyanobakteri i¢in siyanoliken, alg icin fikoliken terimleri de kullanilir (Friedl ve
Biidel 1996). Likenlerde mikobiyontla birlikte genellikle bir ¢esit fotobiyont bulunur,
fakat nadir olarak bazi likenlerde birden fazla fotobiyont tiirii bulunabilir (Nash 1996).
Bununla birlikte, laboratuvar ¢aligsmalar1 sonucunda, hiicresel diizeyde alg hiicrelerinin
diizenli durumda ve kontrolli olarak mantar tarafindan parazitize edildigi

organizmalardir (Hawskworth 1988).

Liken tallusu iki organizmanin meydana getirdigi kompleks bir yapidir. Fungus bileseni
(mikobiyont), yesil algler veya mavi yesil algler (fikobiyont) ile simbiyotik isbirligi
kuran bir Ascomycetes veya Basidiomycetes iiyesidir. Yaklasik 20000 kadar taksonla
temsil edilen likenler, mantarlar igerisinde siniflandirilmaktadirlar. Liken olusumuna
katilan yaklasik 40 fotobiyont cinsi belirlenmistir (Tschermak-Woess 1989, Biidel ve
Scheidegger 1996). Likenlerde en ¢ok bulunan siyanobakteri tiirleri Nostoc, Scytonema,
Stigonema, Gloeocapsa ve Calothrix, en ¢ok bulunan alg tiirleri ise Trebouxia,
Trentepohlia, Coccomyxa ve Dictyochloropsis cinslerine aittir (Ahmadjian 1993, Friedl
ve Biidel 1996). Bu ayr1 bilesenler bir araya geldiklerinde meydana gelen tallus, liken
olmayan fungus ve algler ile hi¢bir benzerlik gdstermeyen uzun Omiirlii ayr1 bir yapi
meydana getirir. Fungus ve alg elementleri sadece tallustan kesit alindiginda ve
mikroskop altinda incelendiginde taninabilirler (Hale 1974). Liken yapisinda yer alan
alg tiyeleri, Chlorophyta’da yaklasik 25 cins, Xanthophyta, Phaeophyta’da 1 cins ve
Cyanobacteria’da 12 cinste toplanmaktadir. Liken yapisina katilan mantarlar ise
cogunlukla Ascomycetes, daha az sayida Basidiomycetes iiyeleridir. 30000 Ascomycetes
tiiriiniin hemen hemen yarisinin liken yapisina katildigi belirtilmektedir (Brodo vd.
2001).



Bircok kaynakta likenler biitiin partnerlerin fayda sagladigit mutualizmin klasik bir
Ornegi olarak gosterilirler (Nash 1996), fakat alternatif olarak bazi aragtirmacilar mantar
bu birliktelikten daha c¢ok faydalandigi i¢in kontrollii parazitizm olarak tanimlarlar
(Ahmadjian 1993). Simbiyotik birlik kdkleri olmayan ortak bir gévde (tallus) olusturur
(Garty 2001). Tallus mantar dokudan olusan korteks, medulla ve mantar hifleri
tarafindan sarilmis fotobiyont tabakasindan olusmustur. Korteks, fotobiyont hiicrelerini
kurumaktan ve asir1 giines 1s1gindan korurken, gevsek dokulu medulla gaz degisimini
kolaylastirir. Fotobiyont tabakadaki hiicreler optimum giines 15181 alacak sekilde
yerlesmislerdir (Ahmadjian 1993).

Liken simbiyozu basit bir etkilesim ya da sadece bir arada bulunma degildir, fungus ve
fotobiyont arasindaki iligski oldukg¢a karmasiktir. Likenlerde simbiyotik ortaklar arasinda
sik1 bir fizyolojik iligki vardir. Daha baskin olan heterotrof mantar karbonik besin
ihtiyacin1 fotobiyontun fotosentez iiriinleri ile karsilar (Nash 1996). Fotobiyonttan
mikobiyonta dogru olan karbonhidrat akisinin, yesil alg bulunan likenlerde polyoller
olarak ve siyanobakteri iceren likenlerde glikoz seklinde gerceklestigi belirlenmistir
(Feige ve Jensen 1992). Fotobiyontlarin hiicre duvari, bu organizmalarin serbest yasam
formlarindayken sahip oldugu hiicre duvari yapisiyla farklilik gosterir. Likenlesmis
haldeki fotobiyontlarin hiicre duvari, bazi karbonhidratlarin hiicre disina dogru ¢ikisina
izin verecek sekilde degismistir (Smith 1980, Smith ve Douglas 1987). Buna ek olarak
mikobiyont, azot fikse eden bir siyanobakteri ile birlikte oldugu durumda da diger
biyonttan azot kaynagi elde etmis olur. Buna ragmen mantardan fotobiyont hiicrelere
dogru bir besin gegisi olup olmadigi bilinmemektedir, fakat mantarin diger mantar
simbiyozlarinda oldugu gibi, fotobiyont i¢in inorganik besin rezervuari olarak

fonksiyon gorebilecegi kabul edilmektedir (Rai vd. 1980, Smith 1980, Rai 1988).

Yakin fizyolojik iligskinin bir bagka sonucu da likenlerde hiicre disinda kristaller halinde
bulunan sekonder metabolitlerdir. Bu metabolitlerin ¢ogu serbest yasayan mantarlarda

bulunmaz (Culberson ve Elix 1989).

Okaryotik organizmalar olan mantarlarda, likenlesmis ve likenlesmemis bireyler

arasinda sitolojik yonden temel olarak bir fark yoktur. Sadece likenlesmeye katilan



Ascomycetes divisiosuna ait konsantrik cisimler goze carpar, bu yapilar fonksiyonu ve
orijini bilinmeyen yar1 kristalik protein benzeri olusumlardir (Honegger 1996).
Mantarlarin yaklasik beste biri likenlesmis haldedir ve karbon kaynagi elde etme

bakimindan likenlesme iyi bir beslenme stratejisidir (Hawksworth 1988).

Likenler oldukca yavas biiyiirler (Honegger 1996) ve biyokiitleye olan katkilari
degiskendir. Cok yavas biiyiidiiklerinden ekosistemin {iretkenligine olan katkilari
olduk¢a kiigiiktiir, biiyiimeleri yilda birka¢ milimetreden bir iki santimetreye kadar
olabilir. Kisa 6miirlii liken sayisi oldukg¢a az olmakla beraber, bazilarinin yiizlerce yil

yasamis olabilecegi diisiiniilmektedir (Nash 1996, Honegger 1996).
1.1 Likenlerin Morfolojik Ozellikleri

Likenlerin morfolojileri, boyutlart1 ve sahip oldugu renkler biiylik olclide cesitlilik
gostermektedir. Talluslar1 yesil, kirmizi, gri, kahverengi, sar1 veya siyah renkte olabilir
(Jahns 1988). Usnea gibi baz1 epifitik formlarin arasinda boyu iki metreden uzun olan
tirler bulunur. Farkli formlardaki baz tiirlerin ise boylar1 sadece birka¢ milimetredir

(Biidel ve Scheidegger 1996).
1.2 Likenlerin Habitatlar:

Bilindigi gibi algler suda veya ¢ok nemli yerlerde yasayabilen ototrof organizmalardir.
Mantarlar ise saprofittirler. Kisacasi her iki grubun da yasam alanlar1 oldukg¢a sinirhidir.
Oysa bu simbiyotik birlik sayesinde likenler tropik kusaktan kutuplara, deniz kiyisindan
daglik bolgelere kadar pek ¢ok ortamda yasayabilirler. Genis cografik dagilimlarina ek
olarak c¢ok genis bir substrat yelpazesine sahiptirler. Likenler “rhizinea” (rizin) adi
verilen yapilarla gesitli substratlara tutunarak biiylirler. Topragmn, kayalarin ya da
taglarin lizerinde, agaclar, diger bitki, mantar ve likenlerin {izerinde, 6lii agac kabuklari,
duvarlar, catilar, terk edilmis eski esyalar hatta pasli metallerin iizerinde bile
yasayabilirler. Kayalarin tizerinde yasayan likenlerin ¢ogunlugu, yiizey lizerinde epilitik
olarak, digerleri ise kaya yiizeyleri arasinda endolitik olarak bulunur. Toprak iizerinde
yasayanlar terrikol, agaclarin {izerinde yasayanlar epifitik, yapraklarin {izerinde hizli

koloni olusturarak yer almis olan likenlerde epifilik olarak adlandirilir (Nash 1996).
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Likenler ekstrem sartlarda su iceriklerini hizli bir sekilde kaybederler. Fotosentez hizlar
diiser ve metabolizma hizlar1 azalir. Deniz kiyilarindan, en yiiksek daglara, sicak
bolgelerden kutuplara kadar genis bir yayilim alanina sahiptirler. En kotii sartlar altinda
dahi gelisebilmektedirler. Likenler yagmurdan, hatta likenle ¢ok kisa siire temasa gegen
cok seyreltik bir akintidan bile besin saglayabilir ve bu besini biriktirebilirler
(Ahmadjian 1993, Nash 1996).

Baz1 likenler sadece 6zgiil habitatlarda bulunurlar. Ornegin; yalmz bir gesit agag veya
kaya lizerinde yasayabilirler. Ayn1 zamanda bir aga¢ gdovdesinde otuz tiirden fazla liken
¢esidine rastlamak da miimkiindiir. Sinirl habitat kosullarinda yasayan likenler habitat
sartlarma kars1 oldukca hassastirlar. Ornegin; bazi tiirler hava kirliligine hassastir ve

hava kalitesinin dlgiilmesinde bu tiirler kullanilirlar (Nash 1996).

Likenlerin cografik dagilimi oldukca genistir ve hemen hepsi karasal organizmalardir.
Tath su akintilarinda yasayabilen sadece birkag¢ tane tiir bulunur. Ekvatorda, kutup
bolgelerinde, daglik ve kiy1 bolgelerde, tayga veya yagmur ormanlart gibi ¢ok degisik
orman ekosistemlerinde ya da c¢ollerde olmak ilizere tiim karasal ekosistemlerde

bulunabilirler (Kappen 1993, Galloway 1996).

Sekil 1.1 Heteromerik likenin (Hypogymnia physodes) goriintiisii
(http:// www.korseby.net/outer/fungi/lichenes/index.html, Erisim Tarihi; 12.01.2009)
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http://www.korseby.net/outer/fungi/lichenes/hypogymnia_physodes.jpeg

1.3 Likenlerin Onemi ve Kullanim Alanlar

Ekolojik anlamda likenler bliyiilk 6neme sahip organizmalardir. Toprak olusumuna
yaptiklar1 katkidan dolay1 ekolojik sliksesyonda 6nemli rol tstlenirler. Ciplak kayalik
alanlar1 ilk olarak orten canlilar arasindadirlar. Salgiladiklar asitlerle kayalar1 eriterek
toprak olusturduklar: gibi 6len talluslarindan da organik madde biriktirirler. Bu olaylar
cok yavas gercgeklesir fakat bir siire sonra yeterli miktarda toprak ve organik madde
birikince bu sahada yosunlar ve egreltiler yerlesebilir. Liken asidi kalkerli ve granitik
kayalar1 kademeli olarak parcalar. Zamanla buralarda parcalanma sonucu olusan ufak
tagciklar lizerinde yaprakli kara yosunlari gelismeye baglar. Daha sonralar1 da
par¢alanmanin ilerlemesi ve karayosunlarinin artiklarinin birikmesi ile toprak miktari
cogalmaya ve boyle yerlerde yiiksek bitkiler biiyiimeye ve gelismeye firsat bulurlar.
Boylece likenler bitki ortiistinlin gelisim stirecinde Onciil canlilar olmus olurlar (Giiner

1986, Cansaran ve Yurdakulol 2003).

1.3.1 Besin olarak kullanimlar:

Likenler dogada pek ¢ok kiigiik hayvandan baslayarak insanlara kadar gesitli gruplarin
gidasimi olusturmaktadir. Giiveler, tirtillar, solucanlar, siimiikliibocekler, salyangozlar
oriimcekler, kelebek larvalart gibi bocekler ve birgok kemirgen hayvan likenleri besin
olarak kullanmaktadir. Likenler, genellikle aci kimyasallar igerdiklerinden yaban
hayatin ana besin kaynagini olusturmazlar ancak besin zincirinde énemli yere sahiptirler

(http://www.mdc.mo.gov/conmag/1998/10/20.htm, 2009).

Ozellikle de kitlik zamanlarinda boreal ve subarktik bolgelerdeki insanlar tarafindan
likenlerin besin olarak kullanildiklarma dair birgok kayit vardir. Bati Kanada ve
ABD’de bazi kabilelerin Bryoria fremontii’yi (fruticos) ektikleri bilinmektedir
(http://www.yerkoy.bel.tr/yr4.php).

Agag¢ kabuklar1 ve rutubetli ortamlardaki kayalar {izerinde gelisen yapraksi ve dalsi

likenler biiylik oranda hayvan besini olarak kullanilmaktadir. Bunlarin basinda arktik


http://www.yerkoy.bel.tr/yr4.php

bolgelerde bol gelisen ve ren geyiklerinin 6nemli besinlerini olusturan Cladona

rengiferina ve Cetraria islandica tiirleri gelmektedir (Nimis 1996).

Likenler insanlar tarafindan da yiyecek maddesi olarak kullanilmaktadir. Likenlerin
insanoglu acisindan besin degerleri oldukga kisithdir. Ciinkii gevis getiren hayvanlarin
aksine insanlarda mide ve barsaklar igerisinde bulunan ve karmagsik liken
karbonhidratlarin1 emilebilen ve kiigiik molekiillere pargalayan bakteri florasi mevcut
degildir. Afrika ve Arabistan’da yetisen Aspicilia esculanta (Manna likeni)’dan ekmek
yapilmaktadir (Aras vd. 2007). Bugiin Japonya’da kaya fungusu olarak bilinen
Umbilicaria gibi bazi yapraks: tiirler daglik alanlardan toplanir ve salatalarla veya
yagda kizartilarak yenilir, bunlarin lezzetli oldugu sdylenir. Besinsel degeri digerleri ile
karsilastirildiginda avantajli olsa bile bunlarin ¢ok yavas biiylimesi insanlarin bunlari

kiiltiire almast i¢in bir dezavantajdir (Hale 1974).

1.3.2 Tiptaki kullanimlar:

Likenlerin ¢esitli biyolojik aktivitelere sahip oldugunu gosteren ¢ok sayida calisma
yapilmistir. Bu ¢alismalarin  bir boliimii likenlerin  antimikrobiyal, antitimoral,
antienflamatuvar ve antiiilserojenik etkilere sahip olduklarini gostermektedir (Cansaran
vd. 2006a, 2006b, 2007, Cansaran-Duman vd. 2010). Diger pek ¢ok literatiirde
likenlerin “soguk alginliklari, kuduz hastaligi, barsak kurtlarmin distiriilmesi, alerji,
atesli hastaliklar, sarilik, cilt hastaliklari, humma nébetleri, bogmaca, oksiiriik ve
solunum yolu hastaliklar1 ve kemik kiriklarmin tedavi edilmesinde kullanildig: yer

almaktadir (http://www.yerkoy.bel.tr/yr4.php, 2009). Peltigera canina Hindistan’da

karaciger hastaliklarina care olarak yenilmektedir ve yiiksek metiyonin aminoasitini

icermesi gli¢ kaynag olarak kullanilmasini da saglamaktadir (Hale 1974).

Liken maddeleri aym1 zamanda bitki patolojisinde de antibiyotikler olarak
incelenmektedir. Ornegin likenlerden elde edilen sodyum usnatin domates

ciiriikliiklerine (Corynebacterium michiganensis) karsi etkili oldugu bulunmustur.


http://www.yerkoy.bel.tr/yr4.php

Tiitiin mozaik virusu da gesitli liken Oziitleri ile inhibe edilmistir ve etken maddelerin

lekanorik, psoromik ve usnik asit oldugu ispat edilmistir (Hale 1974).

Su oziitlii liken maddelerinin ayni zamanda otlarda tohum g¢imlenmesini ve kok
baslamasimni inhibe ettigi gOsterilmistir. Mesela Peltigera canina yanindaki ot
kolonilerinde kok sistemleri ¢cok az gelisir. Cladonia cinsine ait likenler Finlandiya’daki
konifer ormanlarinda aga¢ fidelerinin ¢imlenmesini inhibe eder. Inhibisyon
mekanizmalarindan bir tanesi de metafaz evresinde kromozom hatalarinda artis olarak
goziikiir. Toprak habitatinda yasayan diger Cladonia tiirleri karayosunu sporlarinin

¢imlenmesini inhibe eder (Nimis 1996).

Likenlerden yapilan c¢ay ve merhemler tiim diinyada geleneksel ilag olarak
kullanilmistir. Roccella tiirlerinden asit/baz indikatorii olarak kullanilan turnusol elde

edilir (Hale 1974).

1.4 Hava Kirliligi

Yogunlugu 5 g/cma’ten bliylik olan veya atom agirhi§ 50 ve daha biiyiikk olan
elementlere agir metal denir. Agir metallere 6rnek olarak Cu, Fe, Zn, Pb, Hg, Co, Mn,
Cr, Se, Ni ve Cd verilebilir. Agir metallerden demir, bakir, ¢inko, mangan, molibden,
kobalt bitkiler i¢in gerekli elementlerdir ve bunlara esansiyel elementler denir.
Esansiyel elementler kofaktor olarak bircok enzim sistemi i¢in gereklidir,
biyomolekiillerin yapisal stabilizasyonuna katkida bulunurlar (Yu 2005). Hava kirliligi;
yogunlugu, bulunma siiresi ve frekansi organizmalarin saglhigini olumsuz etkileyen ve
cevreye zarar veren maddelerin havada bulunmasi olarak tanimlanabilir. Bir bagka
deyisle hava kirliligi; havada kati, sivi ve gaz seklindeki yabanci maddelerin insan
sagligina, canli hayatina ve ekolojik dengeye zarar verecek miktar, yogunluk ve siirede
atmosferde bulunmasidir. Insanlarin gesitli faaliyetleri sonucu meydana gelen iiretim ve
tilketim aktiviteleri sirasinda ortaya ¢ikan atiklarla hava tabakasi kirlenerek,
yerylizlindeki canl hayati olumsuz yonde etkilemektedir

(http://www.kureselisinma.com, 2009). Hava kirliliginin birincil kaynagi enerji elde



http://www.kureselisinma.com/

etmek tlizere fosil yakitlarin tiiketilmesi, ¢esitli endiistriyel islemler ve tasima
faaliyetleridir (Yu 2005). Isinmadan, motorlu tasitlardan ve endiistriyel calisma

alanlarindan ¢evreye salinan bir¢ok madde kirlilige neden olabilmektedir.

1.4.1 Hava Kirliliginin etkileri

Metallerin biiylik bir boliimii canlilarda birikim yapar. Birikim sonucu canlilarin
blinyesinde yogunlasan bu elementler etkili dozlara ulastiklarinda, ciddi hastaliklara
hatta Gliimlere sebep olabilirler. Agir metallerin ¢ogu biyolojik yapilarda birikme ve
protein ya da niikleik asitler gibi biyomolekiillerle baglanma egilimlerinden dolay1
oldukg¢a =zararlidir. Bazi agir metallerin kanseri baslattigi 6ne strilir. Sucul
ekosistemlerde zararli agir metallerin varligi canli organizmalarin saglig1 agisindan risk
olusturmaktadir (Garty 2001). Agir metallerin ¢ok az miktarlar1 bile canli hayvan
biinyesinde biiyiik zararlara sebep olabilmektedir (Garty 2001). Endiistrinin gelismesi
cevreye ve canli ekosistemlere fazla miktarlarda agir metal salintmini artirmis canlilar
tizerinde olumsuz etkiler birakmistir. Yiiksek miktarlarda agir metale maruz kalmak,
bobrek hastaliklarina, karaciger rahatsizliklarina, kansizliga ve hatta kansere neden

olabilmektedir.

Kirli hava, insanlarda solunum yolu hastaliklarinin artmasina sebep olmaktadir.
Ornegin; kursunun kan hiicrelerinin gelismesini ve olgunlasmasini engelledigi, kanda ve
idrarda birikerek sagligi olumsuz yonde etkiledigi, karbonmonoksit (CO)'in ise, kandaki
hemoglobin ile birleserek oksijen taginmasini aksattigi bilinmektedir. Ayrica
kiikiirtdioksit ve ozon bitkiler, hayvanlar ve insanlar i¢in zararli olup 6zellikle ozon,
bitkiler i¢in iirlin kayiplarina sebep olmakta ve ormanlara zarar vermektedir (Nriagu

1996).

Sanayi, endiistri ve 1sinmada kullanilan fosil yakitlar ile ormanlarin tahribi ve arazi
degismesi sonucu, atmosferdeki karbondioksit miktarinin %35 oraninda arttig1 tespit
edilmistir. Bunun ise kiiresel 1sinmaya yol acabilecegi Ongoriilmektedir

(http://www.kureselisinma.com,2009).
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Son elli yildan beri, 6zellikle gelismis iilkelerde, hava kirliligi sorunlarina daha yogun
bir ilgi olusmustur. Havada, siilfiir oksitler (SOx), azot oksitler (NOx), karbon monoksit
(CO), ozon (0O3), farkl tipte partikiiller, agir metaller ve degisik tiirde ugucu organik
bilesikler gibi bir¢ok kirletici bulunur. Kirleticilerin risk olusturma derecesi, kirleticiye
maruz kalma siiresine, kirleticilerin konsantrasyon ve yogunluguna baghdir ve agir
metaller veya bazi organik bilesikler gibi, yliksek seviyede bulunan bazi kimyasallara
maruz kalan kigilerde kanser riskinin arttigi saptanmistir (Anonymous 1994,

Anonymous 2003).

Endiistri devriminden sonra bakir, kursun, ¢inko, kadmiyum, civa ve nikel gibi agir
metallerin yaymimi siirekli olarak artmistir (Nriagu 1996). Bu metaller ve diger bazi
ametal elementler sinirl cografik bolgelerde asir1 miktarlarda birikmis ve insan sagligini
etkilemistir. Akut etkilerinin yaninda, agir metalleri igeren gesitli hava kirleticilerine
diisiik konsantrasyonlarda fakat uzun siire maruz kalinmasi nedeni ile bitkilerde,
hayvanlarda ve insanlarda olusan kronik hasarlar daha etkilidir (Yu 2005). Meslek
dallar1 lizerinde yapilan ¢alismalarda hava kirligine maruz kalma ve solunum yollar
kanser vakalar1 arasinda yakin bir iligski oldugu, ¢alisma kosullarinda asbest, arsenik,
krom ve diger baz1 toksik maddeleri solumanin akciger kanseri olaylar ile baglantili

oldugu bulunmustur (Goldsmith ve Friberg 1977).

Kiiciik parcaciklar solunum yollarina kolayca niifuz edebildikleri i¢in insan sagligi
acisindan biiyiikk 6nem tasirlar. Madencilik veya metal isleme gibi faaliyetlerde tahris
edici metalik veya mineral parcaciklarin solunmasmin akciger hastaliklarina neden
oldugu saptanmistir (Yu 2005). Kentsel aerosollerin ¢ogunda kursun, kadmiyum, nikel,
selenyum, vanadyum, ¢inko, brom, manganez, kobalt gibi potansiyel toksik
elementlerin bulundugu belirlenmistir (Natusch ve Wallace 1974, Abelson 1998).
Metallerin bazilar1 esansiyel element olmasina ragmen, agir metallerin ¢ogu esansiyel

degildir.



1.4.2 Hava Kirliliginin belirlenmesinde biyomonitor / biyoindikator organizmalar

Kirleticilere duyarli organizmalar vasitasiyla ¢evresel kirlilik seviyelerini gostermek
uzun siiredir var olan ve gittikce gelisen bir ¢alisma alamidir. Bu alanda Kirleticiler,
Kirleticilere duyarli organizma tiirleri ve arastirma prosediirleri iizerine bir¢ok ¢aligma
yapilmistir. Biitlin bu arastirmalarin temelinde organizmalarin g¢evrelerinde bulunan
farkli tipteki uyaricilara karst duyarli olmalari ve ¢esitli bigimlerde reaksiyon vermeleri
bulunur. Belirli organizmalar, 6rnegin likenler, kirlenmis alanlarda bulunan diger
organizmalara gore bazi kirleticilere karst daha duyarli, daha toleransh ya da kirletici
faktorii biriktirebilme gibi 6zelliklere sahip olabilirler. Organizmalarin bu 6zellikleri
onlarin i¢cinde bulunduklar1 ortamin kirlilik seviyesi hakkinda kalitatif bilgi saglamak
amactyla kullanilir. Bu anlamda organizmalar birer “gosterge” (indikator) ya da
“goriintiileyici” (monitor) olarak degerlendirilirler. Bir¢ok arastiriciya gore
biyondikatdr; belirli ¢evresel faktorlere karsi gozlemlenebilir ve Olgiilebilir degisimler
ya da reaksiyonlar veren organizma olarak tanimlanir. Dolayisiyla organizmadaki
degisimlerin gézlemlenmesi ve dlgiilmesi ile kirletici, kirliligi olusturan kaynaklar ve
kirliligin yogunlugu arasinda bir bagint1 kurulabilmelidir. Biyoindikatér organizmalar
cevre kalitesi hakkinda bilgi verirler. Kirleticiye maruz kalma siiresi, kirletici
konsantrasyonu ya da kirleticiye maruz kalan organizma sayis1 veya miktar1 gibi bazi
degiskenler standardize edilirse, biyoindikator organizmalar gevre kalitesini nicel olarak
degerlendirebilmeye olanak saglarlar. (Martin ve Coughtrey 1982, Nash 1989, Markert
1993, Nimis vd. 1993, Nimis ve Purvis 2002).

Cevresel Kkirleticilerin canli organizmalarla gosterilmesi (“biomonitoring” veya
“bioindication”) ¢aligmalarinda “gosterge” ya da “gOriintiileyici” organizmalarin ve
calismay1 olusturan diger elemanlarin baz1 6zelliklere sahip olmasi gerekir (Conti ve

Cecchetti 2001)

Organizmanin bol miktarda bulunmasi, cografik yayiliminin genis olmasi, tanimlama ve
orneklemenin kolay yapilabilmesi, mevsimsel degisimlerden etkilenmemesi ve biitiin yil
boyunca calisilabilir olmasi tiim biyoindikatdr gruplari i¢in sahip olmasi istenen ortak

Ozelliklerden bazilaridir. Bu anlamda biyoindikatdrlerin (veya biyomonitorlerin) kirlilik
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calismalarinda kullanilmast birgok avantaj sunar, fakat bu organizmalarin kesin nicel
degerler verememesi ve uygulama siireglerinde tam olarak standardizasyon
yapilamamasi en biiyilk dezavantajlaridir. Genellikle belirli bir alanda yasayan
biyoindikator organizmalarin her bir bireyi, bu alanda bulunan Kirleticilere tamamen
ayni oranlarda maruz kalmazlar. Ayrica iklim kosullarinin farkli olmas1 kirleticilerin
hareket ve birikim miktarlarin1 etkileyeceginden bolgeler arasi karsilagtirmalarda bir
takim zorluklar1 da beraberinde getirir. Ortamda bir¢ok farkli kirletici tipinin bulunmasi
da bir tek kirletici tipi hakkinda yorum yapilmasini zorlastirir (Manning ve Feder 1980,
Martin ve Coughtrey 1982, Puckett 1988, Wittig 1993).

Atmosferik agir metal kirliligi calismalarinda 6nemli bir yeri olan likenler biyomonitor
olma Ozelliklerinin hemen hepsine sahip organizmalardir. Likenler hava kirliligine
oldukca duyarli organizmalardir ve onlarin yiiksek duyarliliklar1 biyolojik yapilari ile
ilgilidir. Hava kirliligine duyarlilik 6zelligi her liken i¢in ayni degildir. Daha ziyade
farkli liken tiirleri, farkli kirleticilere degisik derecelerde duyarlidirlar (Gries 1996).

Likenler uzun Omiirlii olduklarindan hava Kkirleticilerine biitiin yi1l boyunca maruz
kalirlar. Morfolojileri mevsimsel olarak degismez. Bir¢ok vaskiilar bitkinin tersine
yaprak gibi dokiilen gecici yapilart yoktur ve bu ylizden govdelerinde biriken
kirleticilerin bir miktarin1 bu yolla uzaklagtiramazlar. Stomalar1 ve kiitikula tabakasi
yoktur ve sonug olarak aerosoller ve gazlar biitiin tallus yiizeyi boyunca absorplanir.
Tallus tizerinde biriken mineral elementlerin alinimi pasif fizikokimyasal bir siirectir ve
likenin bu harekette kontrolii ¢ok simirhidir. Dehidratasyon islemi likenin kurak
donemlerde hayatta kalmasini saglar. Fakat bu durumda tallus iizerinde ¢ozelti seklinde
birikmis olan elementlerin konsantrasyonu su kaybi nedeniyle artar (Gries 1996). Bu
stireglerin hepsi likenlerin talluslarinda yiiksek konsantrasyonlarda mineral element

birikmesine neden olur.

Genis cografik dagilima sahip olmalar: likenleri 1yi bir biyoindikatdr organizma yapan
baska sebeplerdendir. Bu sayede farkli bolgelerdeki kirleticileri karsilagtirmaya olanak
saglarlar. Kok sistemleri olmadigindan beslenebilmeleri i¢in atmosferik depozisyona

(¢cokiinti) bagimhidirlar. Iyi gelismis bir kiitikulanin bulunmayisi bu atmosferik
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elementlerin absorplanmasina izin veren bir Ozelliktir (Puckett 1988, Nash 1996).
Likenlerde metal alim mekanizmalart Brown ve Beckett (1984) ve Brown (1987)’a
gore; iyon degisimi, hiicre i¢i alim ve partikiillerin yakalanmasidir. Pb, Zn, Cd, Ni, Cu,
Hg, ve Cr gibi diger bir ¢ok yasayan organizma i¢in zarar1 olan ¢esitli agir metaller,
birgok durumda zarar vermeden bir liken Ornegi tarafindan es zamanli olarak
biriktirilebilirler ve likenlerin ¢ogu bu metallere karsi oldukga tolerans gosterebilirler
(Garty 1993, Cansaran-Duman vd. 2009, Cansaran-Duman 2011, Cansaran-Duman vd.
2012).

Son otuz yildan beri, hava kirliliginin likenler iizerindeki etkisini inceleyen bir¢cok
calisma gerceklestirilmistir. Bu caligmalar temel olarak {i¢ yaklasim tarzi olarak
diisiiniilebilir. Birinci yaklasim tarzinda liken komiiniteleri incelenir ve kirlilige hassas
olan tiirlerin bulunup bulunmadigi arastirilir. Baz: tiirler iyi hava kalitesinin belirtecidir
ve kirliligin yogun oldugu bolgelerde sayilar1 azalir. Tkinci yaklasim tarzinda kirlenmis
bolgelerden toplanan likenlerdeki c¢esitli fizyolojik degisimler incelenir. Bu tiir
calismalar “in situ” olarak da adlandirilir. Ugiincii yaklasim tarzinda ise likenler temiz
bolgelerden alinip kirli bolgelere yerlestirilir (transplant) veya laboratuarda kontrollii
bigimde kirleticilere maruz  birakilir.  Atmosferik  kirleticilerin  likenlerle
goriintiilenmesinin bir¢ok avantajimin yani sira bu alanda ¢ok sayida ¢alisma yapilmis
olmasi nedeniyle, kirlilige toleranshi tiirler, kirleticileri biriktirme kapasiteleri gibi

konularda oldukga fazla veri bulunmaktadir.

Likenlerin agir metalleri biriktirmesi {izerine yapilan ¢alismalarin ¢cogunlugu; maden
ocaklari, enerji santralleri, islek otoyollar, kentsel bolgeler ve kirsal alanlardaki
kirlenmeye odaklanmistir. Bu ¢alismalarda foliose ve fruticose, ozellikle terrikol ve
epifit olan likenler kullanilmistir. Ayrica ¢aligmalarin ¢ogunlugu kuzey yarimkiirede ve

genellikle nemli iklime sahip iilkelerde yapilmistir (Garty 1993).

Likenlerin sehirlerde, endiistriyel alanlarda ya da kirsal bolgelerde hava kirleticileri i¢in
karasal biyomonitorler olarak kullanilmasi ve likenlerde metal tolerans mekanizmasinin
aragtirtlmasiyla ilgili 6nemli sayida ¢aligma bulunmaktadir. Havadaki metal

konsantrasyonunu enstriimantal olarak direk 6l¢gmek yerine likenleri biyomonitor olarak
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kullanmanin 6nemli avantajlar1 vardir. Likenler agir metalleri uzun dénemler boyunca
biriktirirler ve dl¢timler ortalama depozisyon oranlarini ifade eder, likenlerdeki metalleri
O0lecmek hava kirliligini enstriimantal olarak direk kaydetmekten daha ucuzdur. Bu da
cok sayida ornekleme istasyonuna olanak verir. Boylece veri kalitesi artar ve genis

alanlarin kirlilik haritalarinin ¢izilebilmesi miimkiin olur (Nimis vd. 1993).

Atmosferik agir metal kirliligi siklikla, asit yagmurlar1 veya ozon, NOx, PAN
(peroxyacetyl nitrate), hidrojen florid ya da antropojenik kaynakli diger gazlarin
bulundugu kirlenmis alanlarda yogundur ve bu nedenle liken fizyolojisindeki olumsuz
degisimlerin sadece agir metallerin etkisiyle mi gergeklestigi sorusunu yanitlamak
zorlagir (Garty 1993). Havadan gelen agir metalleri likenlerle biyogoriintiileme
uygulamalari enstriimantal Olglimlere tamamlayici olacak niteliktedir. Bu tiir
caligmalarda iklim degisimleri, riizgar hizi ve yoOnii, substrattan tallusa Kirletici
bulasmasi gibi etkenler bulundugundan tek basina nicel veriler saglayamazlar, ancak bir
erken uyari sistemi olabilirler (Conti ve Cecchetti 2001)

Hava kirliligi, sanayilesme ve ¢arpik kentlesme insan sagligini ve dogay:1 hizla tehdit
etmeye devam etmektedir. Canlilar gevresel kirleticilerden olumsuz etkilenmektedirler.
Cevresel kirleticiler biyolojik birikim yoluyla canli dokulara zarar verip, 6liimiine bile

neden olabilmektedirler (Adamo 2003).

Biyolojik birikim terimini birgok arastirict biyolojik olmayan ¢evreden bir maddenin
dogrudan alinmastyla ilgili olarak kullanmistir. Bu terimle birlikte biyomonitor kavrami
da ortaya ¢ikmaktadir. Biyolojik izleyici olarak tanimlayabilecegimiz bazi organizmalar
ekolojik caligmalarda yeni gelismelere olanak saglamaktadirlar. Ozellikle bitkiler
biyogdriintiileme, biyolojik izleme ve biyolojik birikim calismalarina fazlaca konu
olmuglardir. Likenler atmosfer kirliligine ve ozellikle kiikiirt dioksite karsi ¢ok
duyarhdirlar. Bu 6zelliklerine dayanarak insanlar hava kirliligini kontrol etmek i¢in
likenleri kullanirlar. SO, yogunlugu 35 ppb’ye ulastiginda likenler tamamen yok
olurlar. Halbuki biiyiik sehirlerde SO, miktar1 ortalama olarak 100 ppb’ye kadar
¢ikabilir.
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Likenler ayrica havadaki radyoaktif elementleri de biriktirirler, dolayistyla atmosferdeki
radyasyon seviyesinin izlenmesinde de kullanilirlar. Ornegin kutup alti bdlgelerde
yasayan ren geyiklerinin temel besin {irinii olan Cladonia tiirii radyoaktif elementleri
cok biriktirirler. Ren geyiklerini yiyen Eskimo’larda bu tiir kirlenmelerden ¢ok fazla
etkilenmislerdir. Ozellikle Cernobil niikleer kazasindan sonra Ren geyiklerinin eti ve

stitii kullanilamaz hale gelmistir (Anonymous 2009).

1.4.3 Hava Kkirliliginin belirlenmesinde kullanilan c¢anta teknigi ile likenler ve
karayosunlarinda agir metal birikiminin ol¢iilmesi

Likenler ve karayosunlar1 neredeyse tiim karasal ekosistemlerde gelisebilen kriptogamik
organizmalardir ve uzun siiren kurakliklara dayanabildiklerinden dolay1 ekstrem g¢evre
kosullarinda bile ¢ogalabilme 6zelligine sahiptirler. Yiiksek yiizey/hacim oranlari, basit
anatomileri ve mumsu bir kutikuladan yoksun olma 6zelliklerinden dolay1 agir metalleri
dokularinda toplayarak biriktirirler. Bu 6zelliklerinden dolayr uzun dénemler boyunca
atmosferdeki ¢oziinmiis gazlar, partikiil halindeki madde ve metal iyonlarina gore bir
element kompozisyonu gosterirler; bu yiizden ¢evresel kirlenmenin Onemli birer
biyomonitorlaridir. Likenler ve karayosunlar1 20 yili askin siiredir sehirlerdeki agir
metal ve radyoniiklidlerin atmosferik depolanmasini degerlendirmek i¢in genis Slgiide
kullanilmaktadir. Karayosunlar1 ve likenler birgok calismada; dogal olarak gelistikleri
ortamlarda veya transplantlar halinde biyomonitor organizmalar olarak kullanilmislardir

(Brown 1984, Nimis 1996, Bargagli 1998, Conti ve Cecchetti 2001).

“Canta Teknigi”, karayosunlar1 ve likenlerin genellikle nadir oldugu veya hi¢ mevcut
olmadig1 sehirlerde, hava kirliligini 6lgmek icin gelistirilmistir (Goodman ve Roberts
1971). Cantalar genellikle naylondan yapilmis olan ag seklindeki filelerdir ve distile su
icinde yikanmig karayosunlari ve likenler bu ¢antalarin igine yerlestirilir. Bu teknigin su
avantajlar vardir:

e Agir metal birikimine maruz kalma siiresinde esitlik,

e Alan ve istasyon sayist se¢ciminde esneklik

e Kok alimi yoluyla muhtemel olabilecek herhangi bir kontaminasyon ihtimalini

Onlemek
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Bu metodun en biiylik sinirlamasi, farkli kontamine ediciler i¢in bilinmeyen toplama
etkinligidir (Temple vd. 1981). Bu metot ile likenler ve karayosunlarinin biyomonitor
olarak kullanilmasimin diger kritik yani da maruz kalma siiresidir (Bargagli 1998).
Biyomonitorlar bir elementin alimi i¢in bir doyma noktasina ulasabilirler ve ayni

zamanda performans iklimsel ve ¢evresel kosullar ile degisebilir (Garty vd. 1993).

1.4.4 Agir metallerin organizmalar iizerine genotoksik etkisi

Pozitif yliklii metal iyonlarinin, DNA’nin her iki zincirinde bulanan fosfat gruplarindaki
negatif yiiklii oksijen atomlar1 ve bazlarin azot ve oksijen gibi elektron donérii olan
atomlar1 ile reaksiyona girebilecegi bildirilmistir (Anastassopoulou 2003). Buna gore
metaller DNA’daki olast bolgelere direk veya dolayli olarak  sikica
baglanabilmektedirler (Anastassopoulou 2003). Metallerin DNA’ya baglanmasinin
genellikle baz eslesmesini saglayan hidrojen baglarinin kirilmasina ve ¢ift zincirli
yapmin kararliligmmin bozulmasma sebep oldugu bilinmektedir. Niikleik asitlerin
yapisinda olusan degisimler metal iyonunun c¢esidine bagli olarak farklilik
gostermektedir (Theophanides 1981). Magnezyum ve kalsiyum gibi metal iyonlar
niikleik asitlerde fosfat gruplarmma baglanarak DNA ¢ift zincirli heliks yapisinin
korunmasina katkida bulunurken, civa ve glimiis iyonlar1 bazlara baglanarak heliks
yapinin kararliliini - bozabilmektedirler (Jacobson ve Turner 1980). Yapilan
calismalarda hegzavalent krom bilesiklerinin memeli hiicre kiiltiirlerinde kromozom
anormalliklerine ve mutasyonlara sebep oldugu, ayrica DNA’nmn bir zincirinde
kirtlmalara yol agabilecegi saptanmistir (Tsuda ve Kato 1977, Majone ve Levis 1979,
Sugiyama vd. 1991). Anastassopoulou (2003), pozitif yiiklii metal iyonlarmin DNA’nin
negatif ylikli kalintilariyla veya yiiksek elektron yogunlugu bulunan bdolgelerle direk ya
da dolayl1 olarak etkilesime girebilecegini bildirmistir. Yazar bu tip bolgelerin DNA’nin
her iki zincirinde bulunan fosfat gruplarindaki negatif yiikli oksijen atomlan ile
bazlarin azot ve oksijen gibi elektron dondrii olan atomlar1 olabilecegini belirtmistir.
Buna gore metaller DNA’daki olasi bolgelere direk veya dolayli olarak sikica
baglanabilirler (Anastassopoulou 2003). Metallerin DNA’ya baglanmas1 genellikle baz
eslesmesini saglayan hidrojen baglarmin kirilmasmma ve ¢ift zincirli yapinin

kararliliginin bozulmasma neden olabilir, fakat niikleik asitlerin konformasyonunda
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meydana gelebilecek bu gibi degisimler baglanan metal iyonunun ¢esidine baglidir

(Theophanides 1981, Yang ve Wang 1996).

Cevresel stresin meydana getirdigi hasarlarin, DNA markorleri  kullanilarak
belirlenecegi bazi galismalarda gosterilmistir (Aras vd. 2010, Cansaran vd. 2011, Aras
vd. 2012, Cansaran vd. 2012, Cansaran-Duman vd. 2013).

Bu caligmada kirleticilere karsi olduk¢a duyarli, diger canlilara gore daha toleransli ve
kirletici faktorii biriktirebilme gibi ozelliklere sahip olan likenlerin genotoksisite
indikator kapasitesi incelenmistir. ileride bu ¢alismalar goz oniinde bulundurularak yeni
yontemler gelistirilebilecek ve bu yolla belirli 6l¢iide cevre kirliliginin 6nlenmesine
biiylik dlciide katki saglayacak teknolojiler gelistirilebilecektir. Bu ¢aligmanin amaci;
onemli oranda ¢evre kirliligine neden olan agir metallerin likenler vasitasiyla ne dlciide
giderilebileceginin sayisal degerlerle tespiti ve bu agir metal birikiminin ve UV
isinlarinin likenin DNA yapisinda ne gibi degisimlere yol acabilecegini molekiiler

tekniklerle arastirilmasidir.

Bu ¢alisgmada yapilan Hypogymnia physodes orneklerinin agir metal igerikleri Atomik
Absorbsiyon Spektrometresi incelenmistir. Ayrica RAPD PCR teknigi kullanilarak
kirlilige ve UV i1sinlarina maruz kalmis drneklerde DNA’da olabilecek degisiklikler
tespit edilmistir. DNA’daki mutasyonlar hakkinda elimizdeki en hassas deliller PCR
bazli molekiiler markorler sayesinde elde edilmektedir. Giinimiize kadar likenlerle ilgili
diinyada genotoksisite indikatorliigii ile ilgili literature gegecek birkag¢ calisma mevcut
olup bu ¢alismalarda tarafimizdan gergeklestirilmistir. Bu nedenle ¢alismamiz 6zgiin bir
deger tasimaktadir. Bu ¢alisma ile Hypogymnia physodes liken tiirlerinde UV radyasyon
ve agir metal uygulamalarinin DNA diizeyinde olasi etkileri, metilasyon profilindeki
degisikliklerin saptanmasi, metal absorplama kapasitesinin incelenmesi ve ¢esitli kirlilik

etkenlerinin fizyolojik etkilerinin gosterilmesi amaglanmistir.
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1.5 Kaynak Ozetleri

Constantin ve Nilan (1982), c¢alismalarinda kromozom anormallik denemeleri,
mutasyon denemeleri, sitogenetik testler ve spesifik lokus mutasyon denemeleri, genler

ve hiicresel yapi lizerindeki toksik etkileri belirlemiglerdir.

Liebendorfer vd. (1988), cevreye hassas liken tiirlerinin yasadigi ortamlarda havanin

kalitesi ile ilgili degerlendirmeler yapabilecegini ifade etmislerdir.

Bargagli (1989) calismasinda, likenlerin ihtiyaclarindan ¢ok daha fazla metal elementi
biriktirebilme ve bu birikime yiiksek derecede tolerans gosterebilme yeteneginde
olduklarin1 ifade etmistir. Bu Ozellikleri sayesinde likenler atmosferik agir metal
kirliliginin goriintiilenmesinde kullanabilecek en iyi monitor-indikatdr organizma olarak
tanimlanmislardir. Bu ¢alismada epifitik likenler incelenmis ve dokularinda metal
biriktirdikleri ortaya konmustur.

Herzig vd. (1989), cevreye hassas liken tiirlerinin yasadigi ortamlarda havanin kalitesi

ile ilgili degerlendirmeler yapabilecegini ifade etmiglerdir.

Nimis vd. (1991), ¢evreye hassas liken tiirlerinin yasadigi ortamlarda havanin kalitesi

ile 1lgili degerlendirmeler yapabilecegini bir kez daha vurgulamistir.

Morton (1993), ¢evresel toksik maddelerin dogal populasyonlarin genetic yapisina

etkisinin bulundugunu belirtmistir.

Poblet vd. (1994) ile Olmez vd. (1985) ‘ye gore likenler ¢ok farkli yasam ortamlarinda
yasayabilme yetenegine sahiptirler. Asir1 sicak ve asirt soguk ortamalara tolerans
gosterirler. Diinyanin hemen her bdlgesinde likenlerin farkli cografik dagilimina

rastlayabiliriz. Antartika’da bile agir metal calismalari likenler {izerinde yapilmistir.

Tardiff vd. (1994), benzer sekilde kromozom anormallik denemeleri, mutasyon
denemeleri, sitogenetik testler ve spesifik lokus mutasyon denemeleri ile genler ve

hiicresel yapi lizerindeki toksik etkilerin belirlenebilecegini ifade etmislerdir.
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Shaw vd. (1995), kromozom anormallikleri tizerindeki mikroniikleus denemeleri gibi
bir ¢ok ¢aligmanin, organik maddelerin ve agir metallerin genotoksik etkisini ortaya

cikardigini gostermislerdir.

Koppen ve Verschaeve (1996), kimyasallarin mutajenik etkisini Vicia faba ‘da
incelemislerdir. ~ Cimlenmekte  olan  tohumlar1  alip,  metilmetanosiilfonat,
etilmetanosiilfonat, mitomisin C, sikloheksimid, kadmiyumklorit ve potasyum dikromat
iceren sular ile muamele etmislerdir. DNA izolasyonunu takiben comet assay (tek
hiicre jel elektroforezi teknigi) ile bu maddelerin mutajenik etkilerini ortaya

koyabilmislerdir.

Savva (1996), PCR kosullarinin optimizasyonundan sonra tiire Ozgii primerler
kullanilarak temiz DNA band1 profillerini bir ¢ok organizmada basar1 ile uygulamis,
genotoksik etkilerin varligin1 gostermistir. RAPD teknigini kullanarak bu teknigin
etkinligini, genotoksik hasar tespitinde sagladigi verileri degerlendirmistir.
Ekotoksikolojide RAPD tekniginin kullaniminin iyi sonuglar ortaya ¢ikardigini ifade

etmistir.

Camatini vd. (1998), kromozom anormallikleri tizerindeki mikroniikleus denemeleri
gibi bir ¢ok calisma sonucunda, organik maddelerin ve agir metallerin genotoksik

etkisini ortaya ¢ikarmislardir.

Conte vd. (1998), DNA’daki hasarlar1 belirlemek igin son yillarda gelisen molekiiler
biyolojik tekniklerin kullanilmakta oldugunu ifade etmislerdir.

Fiskesjo (1997), kimyasallarin mutajenik etkisini Allium cepa ‘da incelemistir. Allium
cepa kok ucu testi ile sogan kok ucu hiicrelerinde agir metallerin etkisini aragtirmistir.
Agir metallerin etkilerinden dolayr kok ucundaki hiicrelerde kromozom mutasyonlarini
mikroskop yardimiyla fotograflayabilmistir. Sogan kok uglarindaki gelismede de bazi
gerilemeler oldugunu belirleyen arastirmaci agir metallerin hem mitoz siirecinde ve
gelismede olumsuz etkilerinin bulundugunu hem de genotoksik etki ortaya cikardigini

ifade etmistir.
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Grand (1998), calismalarinda halojenlenmis alifatik hidrokarbonlar, polisiklik aromatik

hidrokarbonlar ve agir metaller gibi bir¢ok hava kirleticisi etkilerini gostermistir.

Savva (1998), RAPD ve AFLP gibi molekiiler tekniklerin, kirliligin neden oldugu
hasarlarin ve mutasyonlarin belirlenmesinde kullanilabilecegini ifade etmistir. Estradiol,
benzopyrene, radioniiklid ve mitomisin gibi kirleticilerin genotoksik etkilerini RAPD ve
AFLP teknikleriyle ortaya c¢ikarmis, DNA mutasyonlarinin tespitinde bu analiz

tekniklerinin kullaniminin olumlu sonuglar ortaya ¢ikardigini ifade etmistir.

Steinkellner vd. (1998), kromozom anormallikleri {izerindeki mikroniikleus denemeleri
calismalarini analiz etmis ve onlar da genotoksik etkiyi ortaya ¢ikarmada Onemlerini

vurgulamiglardir.

Atienzar vd. (1999), gergeklestirdigi calismada toksikolojik c¢aligsmalarin, dokularda
biyobirikimin tespitinde kullanilan en Onemli kanitlar oldugu ifade edilmistir.
Benzo[a]pyrene maddesinin genotoksik etkisi bu arastirmada RAPD teknigi ile
calisitlmistir. RAPD analizi sonuglarina gére DNA fragmentlerinin  ortadan
kaybolabilecegi veya yeni fragmentler olusabilecegi kontrol DNA bandi ile

karsilastirmasi yapilarak belirlenmistir.
Becerril vd. (1999), yaptiklar1 ¢calismada ¢evresel kirlilik olusturan toksiklerin, ya DNA
‘ya direk mutajenik etki yarattiklarini, ya da canlinin iremesine ve hayatta kalmasina

etki ettiklerini ortaya ¢ikarmislardir.

Fomin vd. (1999), kimyasallarin mutajenik etkisini Tradescantia virginiana’ da

incelemislerdir.

Garty vd. (1977), Frutikoz ve folioz liken tiirlerinin agir metallerin biyomonitorii

olabilecegini tespit etmisler ve bu tiirlerin epifitik tiirler oldugunu ifade etmislerdir.

19



Grayson vd. (1999), PCR kosullarinin optimizasyonundan sonra tiire 6zgii primerler
kullanilarak temiz DNA band1 profillerini bir ¢ok organizmada basar ile elde etmis ve

genotoksik etkilerin varligi gostermislerdir.

Belfiore ve Anderson (2001), dogal populasyonlarin genetik yapisinin ¢evresel
toksiklerin  yarattigi  kirlilikten  etkilenmekte  oldugunu ifade etmislerdir.
Kontaminantlardan etkilenmis populasyonlarin degerlendirilmesi igin  genetik

tekniklerin kullanildig1 yaklasimlari onermislerdir.

Csintalan vd. (2001), dokuz ciger otu ve bir liken tiiriinde uzun siireli yiikksek UV-B
radyasyonunun klorofil florosans parametrelerini arastirmislardir. Bu ¢alismada ciger
otu tiirlerinde artan UV-B radyasyonuna bagli olarak bitki toleransinin da arttig1 ve
incelenen tiirlerde yliksek derecede UV toleransiyla birlikte kuraklik toleransinin da

arttig1 saptanmistir.

Garty (2001), fotosentez siirecindeki fotosistem II sistemine dahil elektron
transferindeki potansiyel quantum kazaniminin sekteye ugramasinin, kimyasal
kontaminasyonun ve UV-B radyasyonunun sinerjistik etkileriyle birlikte, Fv/Fm
oraninda onemli bir diisiise neden oldugunu gdstermistir. Bu ¢alismada kontamine
bolgelerdeki strese bagli olarak etanolun ¢ok miktarda iiretildiginin bilinmesine karsin,
zenobiyotiklerin  UV-B radyasyonuyla birlikte antagonistik bir etki gdstermesi
sonucunda etilen iiretim sisteminde bozulmaya neden oldugu anlagilmistir.Bu
caligmadaki bulgular, talluslardaki etilen {iretiminin aym1 anda kirli hava ve UV-B
radyasyonu gibi gesitli stres kosullarina maruz kalinmasi halinde azaldigini destekler
niteliktedir. Egsoz gazlar (vehicular) ve endiistriyel kontaminasyonlar gibi stres
faktorlerine bagli olarak likenlerde etilen {retiminin arttig1 bilinmektedir. Yol
kenarlarina yerlestirilen Ramalina lacera transplantlarinin Pb, Zn ve Cu gibi agir
metallerle kirlenmesi sonucunda temiz havali bolgelerde bulunan likenlere kiyasla daha
yiiksek diizeylerde etilen iirettigi saptanmistir. R. lacera’nin dikkate deger miktarlarda
bu gibi agir metalleri biriktirebildigi bulunmustur. Bu bulguysa bu likenin c¢evresel bir
sensOr gibi agir metal akiimiilasyonunda rol alabilecegini gostermektedir. Test edilen li¢

fizyolojik parametreye goére, hava kirliligine ve UV-B radyasyonuna en duyarl
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parametrenin liken talluslarinin hiicre membranlarinin igindeki elektrik iletkenligi
oldugu anlasilirken, PSII sistemindeki potansiyel kuantum kazanimini ifade eden
FV/Fm oraninin daha az, etilen iiretim parametresinin ise en az duyarli parametre

oldugu saptanmistir.

Levizou ve Manetas (2001), mevsimsel yaprak doken kurakcil Akdeniz Phomis
fruticosa L. ¢ali bitkisinde yapay yaralamanin ve ilave UV-B radyasyonunun yaprak
fenolik bilesenleri lizerindeki etkilerini arastirmislardir. Calismada kullanilan fideler,
UV-B radyasyonu ihtiva eden ve etmeyen ¢evrelerde (biyolojik olarak %15°lik ozon
incelmesine esdeger) yapay yaralama isleminden o6nce 7 ay siiresince gelistirilmistir.
Beklenmedik sekilde ilave UV-B radyasyonunun yaprak fenolik bilesenlerinin iiretimini
baskiladigr goriilmiistir. Bu deneyi takiben yaralama islemi yaprak disklerinin
uzaklagtirilmasiyla yapilmis olup, bir grup bitki de zedeleme islemine tabi tutulmayip
kontrol grubu olarak degerlendirilmistir. Zedelemenin yarali yapraklarda fenolik
bilesenlerin tiretimini arttirdigi ancak; bu artisin ilave UV-B radyasyonunun etkisiyle
cok daha fazla oldugu saptanmistir. Buna ilave olarak zedelemenin dokunulmamig
yapraklara kiyasla fenolik madde iiretimine yonelik pozitif bir etki yarattig1 fakat; bu
etkinin ilave UV-B radyasyonuyla ¢ok daha fazla oldugu belirlenmistir. UV-B
radyasyonun, zedelemenin ve bu iki faktdriin kombinasyonunun Phlomis fruticosa
bitkisinin kimyasal savunma potansiyelini arttirdigina yonelik sonuca varilmistir. Son
olarak da saha kosullari altinda herbivor saldirilarina bagli olarak artan fenolik
bilesenlerin gii¢lii UV-B radyasyonuna kars1 ilave bir koruyucu katki saglayabilecegi

anlasilmistir.

Lud vd. (2001), Deschampsia antarctica ve Turgidosculum complicatulum liken
tirlerinde uzun siiren deney kosullari altinda degisen UV-B radyasyon diizeylerinin
dogal vejetasyonun fofsentetik yanitlar1 {izerindeki etkilerini arastirmislardir. Bu iki
liken tiirtinde degisen UV-B radyasyon ve sicaklik diizeylerine bagli olarak maksimum
fotosistem Il (Fv/Fm) ve efektif fotosistem II (AF/F,’) tlizerinde herhangi etkisi
olduguna yonelik kanit bulunamamigtir. D. antarctica tiiriinde azalan UV-B radyasyon
diizeyinin klorofil, karotenoid ve metanolde ¢oziinebilen UV absorblayici bilesenlerin

iceriklerini etkilememistir. Bu bdlgede mevcut UV-B radyasyon diizeylerinin
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mevsimler boyunca bu tiirlerin fotosentetik performanslar: tizerinde dogrudan bir etkisi

olmadig1 goriilmiistiir.

Theodorakis vd. (2001), gevresel kirlilik olusturan toksiklerin, ya DNA’ya direk
mutajenik etki yaratmakta, ya da canlinin tiremesine ve hayatta kalmasina etki etmekte
oldugunu belirtmislerdir. Calismada, Dipodomys merriami segilmis, bu canlinin
radyoniiklid bir kontaminasyondan nasil etkilendigi, DNA’sinda meydana gelen
hasarlar RAPD teknigi ile belirlemislerdir. DNA bantlarinda kayiplar tespit edilmesinin
yaninda populasyonda go¢, hayati fonksiyonlarda da degisiklikler saptamislardir.

Citterio vd. (2002), kimyasallarin mutajenik etkisini Trifolium repens ‘da
incelemislerdir. Celik fabrikasina yakin boélgelerde agir metaller tarafindan kirlenmis
topragin Trifolium repens tizerindeki genotoksik etkisni AFLP teknigini kullanilarak
belirlemislerdir. DNA yapisinda bant kayiplar1 gibi hasarlar tespit ettiklerini ifade
etmislerdir.

Hall vd. (2002), Cladonia arbuscula ssp. mitis likeninde, UV-B radyasyonunun kisa ve
uzun donemli etkileri sonucunda fenolik bilesenler gibi sekonder metabolitlerin
medullanin dig katmalarinda yiiksek diizeyde birikimine neden oldugunu ve bu
birikimin UV radyasyonunun tallusa gecisini azalttigini saptayip, likenlerde aromatik
bilesenlerin UV radyasyonuna karsi koruyucu bir rol iistlendigine yonelik genel kabulu

destekleyecek nitelikte bulgular ortaya koymuslardir.

Rancan vd. (2002), boldo agact (Peumus boldus Molina) yapraklarindan elde edilen
boldininin ve $ili (Chilean) likeninden elde edilen, dnemli alkoloid tiirevleri olan usnic
asit, 1-chloropannarine, epiphorelik asit I ve II, calisin gibi bilesenlerin 15181 filtreleme
giicii oldugunu saptamislardir ve bu bilesenlerin UV koruyucu potansiyellerini giines
koruyucu 6zelligi bulunan Nivea sun Spray LSF 5, octylmethoxycinnamate (OMC) ve
4-tert.-butyl-49-methoxy dibenzoylmethane (BM-DBM) gibi ticari iirlinleri referans

alarak karsilastirmislardir.

Rozema vd. (2002), denizel, limnik ve karasal ekosistemlere dahil bitkilerde, evrimsel

gelismislik diizeylerine gore de siyanobakteriler, tek hiicreli algler, ilkel ¢ok hiicreli
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algler, charopycean algler, likenler, karayosunlar1 ve yiiksek yapili bitkilerde
bulunabilen UV-B goriintiilenmesinde rol alan ¢ok ¢esitli pigmentlerin fonksiyonunu
analiz edip karsilastirmiglardir. UVAQTER (The role of UV radiation in Aquatic ve
Terrestrial ecosystems) arastirmasi kapsaminda, UV-B radyasyonunun onemli bir
cevresel stres ve diizenleyici faktor oldugu belirlenmistir. Test edilen bir¢ok bitki tiirii
ve grubunun % 15°lik stratosferik ozon azalmasini yansitan kosullara ¢ok iyi adapte
olabildigi ve bitki yasamimin sudan karaya evrimsel siirecinin, diinya atmosferinin
evrimi ile ve stratosferik ozon tabakasinin gelismesiyle es zamanli oldugu anlasilmistir.
Bu aragtirma ayni zamanda UV koruyucu ajanlarin indiiksiyonu ve fonksiyonlar
hakkinda genig bir bakis agist sunmaktadir. Bu g¢alismada UVAQTER projesi
kapsaminda yapilan calismalardan bir kisminin tartisilmasinin yanisira artan UV-B
radyasyonunun potansiyel =zararli etkilerinin anlagilmasina yonelik Ornekler
sunulmaktadir. Bu durum, bazi yasam formlarinda sekteye ugrayan fotosentez
sistemlerinin ve zararli yan {riinlerin varliklariyla birlikte DNA dimerizasyonlarinin
saptanmas1 gibi bulgularla aciklanabilmektedir. Ilave olarak cesitli fizyolojik ve
cevresel fonksiyonlar1 olan MAA’lar, flavonoidler ve diger fenolik bilesenlerin solar
UV-B radyasyonuyla indiiklenebildigi saptanmasina karsin ¢esitli bitki gruplarinda UV
radyasyonunu absorblayan bilesenlerin hepsinin UV koruyucu olarak kullanilamayacagi

da anlagilmistir.

Labra vd. (2003), biyoindikator olarak bircok Dbitki tiriiniin  kullanildigini
belirtmislerdir. Bu ¢alismalarinda arastirmacilar, ¢evresel stresin ortaya ¢ikardigi DNA
hasarlari1 molekiiler markerlar kullanarak belirlemeye baslamiglardir. Cimlenme
iizerinde bile kullandiklar1 genotoksik maddelerin etkisini gézlemlemislerdir. Cevresel
kirlilligin genotoksik etkisinin belirlenmesinde en etkili metodlardan birinin AFLP

oldugunu ifade etmislerdir.

Garty vd. (2004), laboratuvar kosullar1 altinda ayni cinse dahil iki liken tiiriiniin stres
etilen dretimleri {izerinde NaHSOs; soluyonuyla kombine UV-B radyasyonunun
etkilerini degerlendirmislerdir. Ramalina lacera, epifitik bir Akdeniz likeni, epilitik bir
¢0l likeni olan R. maciformis tiiriine kiyasla NaHSOj3 ile kombine UV-B radyasyonunun

etkisine daha duyarli bulunmustur. FeCl; soliisyonuyla birlikte stres etilen miktarlarinin
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Ol¢iilmesiyle belirlenen yiiksek sicakliklarin etkisi, R. maciformis’in ¢61 kosullarina
adaptasyonunu vurgulamaktadir ancak; R. lacera’nin 6zellikle kimyasal kontaminasyon
durumunda ekstrem sicakliklara ¢ok daha duyarli oldugu gortilmistiir. R. maciformis’in
UV-B’ye adaptasyonu liken bilesenlerinin fotoreaktif yetileriyle iliskili oldugu
goriilmektedir. Bu c¢alisma, aymi cinse dahil iki liken tiirliniin farkli stress
kombinasyonlarina (UV-B ve bisiilfit; yiiksek sicaklik ve FeCl2) verdigi farkli yanitlar
yansitmaktadir. Bulgular, R. lacera’nin R. maciformis kiyasla UV-B radyasyonuna kars1
rol alan fotoreaktif bilesenlerin azligindan 6tiirli daha biiyiik bir tehlike altinda oldugunu
gostermektedir. Ozetle, R. lacera’min yogun hava kirliliginde ve ciddi UV-B

radyasyonu artisinda R. maciformis’e gore daha az tehlikede oldugu saptanmustir.

Glasencnik vd. (2004), Slovenya’da yaptiklar1 c¢alismalarda ozonun kok ucu
hiicrelerindeki kromozomal anormallikler ve mitoz aktivitesi tizerindeki etkilerini farkli
kirlilige sahip bolgelerde gostermislerdir. Yaptiklar1 calismalarda gdre nisan—mayis
aylarindaki ozon etkisi ekim - kasim aymdakinden daha yiiksek oldugunu ifade

etmislerdir.

Nunez-Olivera vd. (2004), laboratuvar kosullart altinda dag kaynagindan elde ettikleri
iki bryophyte tiiriinde farkli sicaklik degerlerinin (2 °C vs. 10 °C) yapay olarak
arttirtlmis UV-B radyasyonu altinda 82 giinliik inkiibasyon sonunda fizyolojik yanitlar
tizerindeki etkilerini aragtirmislardir. Bu iki tiir, diisiik sicakliklarda ve yiiksek diizeyde
UV-B radyasyonu bulunduran ortamlarda goriilebilmektedir ve bu iki kosulun
kombinasyonunun UV-B radyasyonunun yan etkilerini daha da arttiracagina
inanilmaktadir. Bir karayosunu olan Fontinalis antipyretica ‘da UV-B uygulanmig
orneklerde klorofil ve karotenoid igeriklerindeki diisiisiin yaninda klorofil a/b ve
klorofil/phacopigment oranlarinda ve klorofil a’nin Fv/Fm, PS2 gibi parametrelerinde,
elektron tasima oraninda (ETRmax) ve gelisimde de ciddi diistisler gorilmiistiir. Bir
ciger otu olan Jungermannia cordifolia’da ise gelisme disinda birgok fizyolojik
parametrede diisiis goriilmiistiir. Bundan 6tiirii bu tiirlin diger tiire kiyasla, kismen UV-
B absorblayan bilesenlerin birikebilmesine bagli olarak, UV-B radyasyonuna daha
toleransli oldugu goriilmektedir. Ayni zamanda sicakligin UV-B radyasyonunun etkileri

tizerindeki etkisinin tiire bagl olarak degisebildigi saptanmistir. Dogal kosullar altinda,
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gorece daha sicak sularda bryophyte tiirlerinin yiiksek UV-B radyasyon diizeylerine
daha toleransli olacagt ve bu olgunun kiiresel 1sinmaya ve artan UV-B

konsantrasyonlarina yonelik degisimlerin tahminine 151k tutabilecegi anlagilmistir.

Bjerke vd. (2005), usnik asit iireten ve kuzey boreal bolgelerde (Abisko, northern
Sweden) bulunan Flavocetraria nivalis ve Nephroma arcticum liken tiirlerinde
yaptiklar1 ¢alismalarda UV-B absorblayan fenolik bilesen konsantrasyonlarinin
ortamdaki UV-B dozuna yonelik bir iliskiyi yansitmayacagini ve bu likenlerin UV-B
radyasyon diizeyleri i¢in biyoindikator olarak kullanilamayacaklarini gostermislerdir.
Sonug olarak gii¢lit UV-B radyasyonunun PS Il sisteminin etkisini disiik dizeyde
azalttigi hem golgeye adapte hem de 1s18a toleransli likenlerde gosterilmistir fakat;
kurak sezonlarda gelisen likenlerin artan UV-B radyasyonuna bagli olarak UV
absorblayan fenolik bilesenleri daha fazla akiimiile etmedigi ortaya konmustur. Solar
radyasyonun mevsimsel degisimlerinde, sicaklik ve yagisin boreal ve arktik likenlerin
ekofizyolojileri tizerinde, gii¢lii UV-B radyasyonundan farkli olarak daha fazla etkili
olabilecegi saptanmistir ancak; UV-B radyasyonunun kisa vadedeki etkilerinin uzun
vadede azot fiksasyonununda oldugu gibi kiimiilatif etkiler dogurabildigi de bilinen bir

durumdur.

Liu vd. (2005), DNA’da bantlarin yok olmasinin, ya da bant yogunlugunda olusan
degisimlerin, oligoniikleotid baglanma bolgelerinde olast  genomik yeniden
yapilanmalara bagli olabilecegini O6ne siirmislerdir. Arpa bitkisinin tohumlarinda
kadmiyum kirliligini RAPD analizi ile tespit etmeye ¢alisan arastirmacilar, doza baglh

olarak bile DNA’ daki degisimin degistigini ifade etmislerdir.

Piraino vd. (2006), kirliligin belirlenmesinde en iyi yolun DNA’ da ortaya ¢ikmis
genotoksik etkinin belirlenmesi oldugunu ortaya koymuslardir. Arastirmacilar hava
kalitesinin biyomonitoriinii  Trifolium repens L. olarak se¢mis, c¢esitli molekiiler
markirlar  kullanarak hava kirliliginin  genotoksik etkisini AFLP teknigi ile
caligmiglardir. Nitrit, karbonmonoksit, ozon gibi kirleticilerin DNA’da bant kayiplarina

neden oldugunu ifade etmislerdir.
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Solheim vd. (2006) derleme c¢alismasinda, giincel kiiresel iklim modellerinin
ontimiizdeki on yil igerisinde ozon tabakasinin 6zellikle arktik bolgelerde %50°den fazla
oranda incelmesine bagli olarak artan UV-B radyasyonunun yeryiiziine daha fazla
ulagmasinin sonucunda yillik ekosisteme giren azot miktarinin siyanobakteriler
tarafindan % 80 gibi bir diizeyde, bitkiler tarafindansa %20 gibi bir diizeyde artmasini
ongoren goriislerin aksine arktik bolgelerde karayosunlartyla iligkili siyanobakterilerin
azot fiksasyonunda Oniimiizdeki alt1 yil igerisinde artan UV-B radyasyon diizeylerine
bagl olarak azalma olabilecegini Peltigera aphtosa ve P. didactyla likenlerinin model

olarak kullanildigi ¢alismalara dayanarak ifade etmislerdir.

Liu vd. (2007), agir metaller en 6nemli hava kirleticileri ve genotoksik ajanlardir. Bu
caligmada Orzya sativa Cd ile muamele edilmis ve DNA hasarlar1 degerlendirilmistir.
RAPD analizi sonuglarina gére kadmiyum kirliliginin DNA’da ciddi etkileri oldugunu
ifade etmislerdir. Kontrol DNA ile karsilastirmalar yaptiklarinda bazi bantlarin ortadan
kayboldugunu, bazilarinda degisiklikler meydana geldigini tespit etmislerdir.

Shukla ve Upreti (2007) ¢alismalarinda, Garhwal Himlayalarinda dort farkli bolgeden
topladiklar1 Pyxine subcinerea Stirton likeninde Fe, Ni, Cu, Cr, Zn ve Pb gibi agir metal
kirleticilerinin klorofil a, klorofil b, toplam klorofil, karotenoid ve protein iceriklerinde
degisimlere neden oldugunu ve bu degisimlerin orneklerin toplandigi bolgelere gore
farklilik gostermesi sonucunda bu tiiriin Himalaya biyosferinde c¢ollesme ve
sehirlesmeye bagli olarak degisen hava kalitesinin analizi i¢in biyomonitor bir tiir olarak
kullanilabilecegini gostermislerdir. Sonuclar ayni zamanda metalik kirleticiler ve bu
tiiriin baz1 fizyolojik parametreleri arasinda net bir iligski oldugunu ve bu iligkinin uzun
vadede bu tiirlin metabolik siirecleri iizerinde zararli etkileri olacagini gostermistir.
Yiiksek konsantrasyonlarda metalik kirleticilerin 6zellikle klorofil ve protein
iceriklerinde yarattigi degisimler baz alinarak bu tiiriin genis alanda hava kirliliginin

gostergesi olarak kullanilabilecegi de anlagilmistir.

Larsson vd. (2009), calismalarinda gesitli likenlerde kisa donemli laboratuvar kosullari
altinda biyokiitle artis1 {izerindeki etkileri arastirmayr amaglamislardir. Bunu

yapabilmek i¢in de solar radyasyonun etkilerini baskilayan kortikal bilesenlerin
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aragtirtlmasiyla birlikte liken performansi iizerinde etkili olabilen UV-B ve sicaklik
parametreleri de ¢alisilmistir. Calismada deniz kenarindaki kayaliklarda goriilebilen bir
liken tiirii olan Xanthoria aureola ve yasli ormanlarin karakteristik likenlerinden biri
olan Lobaria pulmonaria kullanilmistir. Sonu¢ olarak, laboratuvar kosullarinda
gerceklestirilen kisa donemli deneylerde liken gelisim potansiyelinin stres kosullar
altinda ¢esitli yanitlarin anlamli degerlendirilebilmesinde yeterli oldugu anlasilmigtir.
Ayni zamanda UV-B’nin pigment sentezini gii¢lii bir sekilde etkiledigi fakat; pigment

iiretimi bakimindan yetersiz liken talluslarinda bu etki net bir sekilde saptanamamustir.

Aras vd. (2010), Sivas ili civarinda bulunan Cat Ormanlarindan toplanmis, Kayseri
ilinde belirlenmis 12 kirli bolgeye torbalama teknigi kullanilarak maruz birakilan P.
furfuracea liken 6rnegi iizerine incelemelerde bulunmusladir. Orneklere ait DNA’larda
olusabilecek muhtemel degisiklikler RAPD teknigi ile degerlendirilmistir. Bu ¢alisma
ile Kayseri ili yoresindeki kirlilik oranlarinin, ¢aligilan liken tiiriiniin metal absorblama
kapasitesinin incelenmesinin yanisira, ¢esitli kirlilik etkenlerinin genotoksik etkilerinin
iyi bir indikator oldugu bilinen Pseudevernia furfuracea (L.) Zopf liken tiiriinde
gosterilmistir. Likenlerin genotoksik ajan olarak kullanildigi bu ¢alisma Prof. Dr. Stimer
ARAS tarafindan Ankara Universitesi Bitki Molekiiler Biyoloji laboratuarinda

gergeklestirilen Diinya’da ve iilkemizde yapilan ilk ¢alismadir.

Dimitrova vd. (2010), farkli dozlarda goriiniir 151k, UV-A ve her ikisinin
kombinasyonundan olusan radyasyonunun antarktik bodlgeden izole edilen
Sporobomyces salmonicor AL; Cryptococcus albidus ASss Cryptococcus laurentii
ASss ve C. Laurentii ASsg tiirlerinde Qi0 (CoQ10) Ve B-karoten sentezi ve biyokiitle
kazanimu tizerindeki etkilerini incelemislerdir. Bulgular, antarktik maya tiirlerinde artan
UV-A ve goriiniir 151k radyasyonunun CoQjo ve B-karoten biyosentezini arttirdigina
yoneliktir ve diisiik dozdaki UV-A radyasyonunun dort tiirde de gelismeyi inhibe ettigi
saptanmistir. Bu ¢alisma, CoQo’nun S. salmonicor biyokiitlesinde saptanmasina ve
UV-A ve goriiniir 151k radyasyonlarmin bu tiirde CoQ1g sentezi {izerindeki etkilerinin
anlasilmasima yonelik ilk rapordur. Bu tiiriin biyokiitlesinde CoQio ve B-karoten

varliklarina rastlanmasi ve bu bilesenlerin artan radyasyonla birlikte sentezlerinin
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artmast, bu tiirlin izolasyonuna ve tibbi, kozmetik, zirai uygulamarda kullanilabilmesine

yonelik ¢esitli olanaklar sunmaktadir.

Aras vd. (2010) tarafindan gergeklestirilen ¢alismada, c¢evresel genotoksisite
degerlendirmeleri i¢cin Pseudevernia furfuracea L. Liken 6rneginin uygulanabilirligini
ve uygunlugunu aragtirmislardir. P. furfuracea liken tiirleri 10 farkli Pinus tiirlerinden
her 5 kilometrede Karabiik ilinde yer alan Yenice Ormanlarindan alinmistir. Likenlerde
agir metal birikiminin Demir-gelik fabrikasi gibi kirlilik kaynaklari, yollar ve tren
yollar1, endiistri ve agir trafikte olan etkileri bilinmektedir. Cesitli kirlilik alanlarinda
maruz kalan P. furfuracea orneklerindeki DNA degisimleri RAPD yontemiyle analiz
edilmistir. 25 farkli primer kullanilmistir ve 10 tanesi tekrar {iretilebilir bantlardir. Bu
calisma genotoksisitenin degerlendirilmesi i¢in liken Orneklerinin uygunlugunu
gostermistir ve ¢elik fabrikasimin etrafinda potansiyel gentoksik ajanlarin seviyeleri

hakkinda bilgi saglamaktadir.

Korpe-Aksoy ve Aras (2010) yaptiklari ¢alismada, Solanum melongena L. tohumlarina
farkli konsantrasyonlarda Cu*? ¢ozeltisi uygulamuslardir. K6k uzunlugu, kuru agirhk
degisimi, toplam protein igerigi Cu™® ¢ozeltisi uygulandiktan sonra ve Oncesinde
karsilastirilmistir. Bunlara ilaveten RAPD PCR teknigi uygulanmistir. Calismanin
sonucunda farkli Cu*? ¢ozeltisi uygulandiginda Solanum melongena bitkisinde kok
uzunlugu, kuru agirlik degisimi, toplam protein igeriginde ve RAPD PCR sonuclarinda

acikca farklar gézlenmistir (Korpe-Aksoy ve Aras, 2010).

Aras vd. (2012), temiz bolgeden toplanan P. furfuracea liken tiiriine laboratuvar
sartlarinda agir metal ¢ozeltisine muamele etmislerdir. 30, 60, 120 ppm’lik Pb*?
cozeltisine 18, 24 ve 48 saat araliginda tallusa muamele edilmistir. Calismanin
sonucuna gore 24 ve 48 saat sonra uygulanan Pb*? ¢ozeltisinden sonra yapilan DNA
izolasyonu ve PCR asamalarindan sonra polimorfizm yiiksek oranda tespit edilmistir.

Cansaran-Duman ve arkadaslar1 (2011) tarafindan gerceklestirilen bir diger calismada
ise Karabiik Yenice Ormanlarindan toplanan Evernia prunastri liken tiirti kullanilarak
agir metal birikimi atomik absorpsiyon spekrofotometresi kullanilarak ol¢lilmiistiir.

Ayrica agir metal birikiminin DNA iizerine etkisi incelenmistir. Caligma sonucuna gore
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temiz bolgeden Karabiikk Demir Celik fabrikasina kadar olan alvean alinan Evernia
prunastri liken oOrneklerinden en fazla genotoksik etki fabrikaya en yakin alinan

istasyonlardan olustugu gozlemlenmistir.

Cansaran-Duman vd. (2012) tarafindan gergeklestirilen ¢alismada, Ankara (Tiirkiye)
ilinde yer alan kirlilige maruz kalmis degisik alanlarda Pseudevernia furfuracea liken
Orneginin agir metal igeriginin tespiti amaglanmustir. P. furfuracea liken 6rnegi Karabiik
ilinde yer alan Yenice Ormanlarindan toplanmistir ve Ankara’da farkli alanlara ¢anta
teknigi kullanilarak yerlestirilmistir. P. furfuracea liken tiirliniin agir metal igerigi
Indiiktif Eslesmis Plazma Kiitle Spektrometresi (ICP-MS) kullanilarak analiz edilmistir.
Buna ilaveten, bircok ¢evre kirleticisinin etkisi ile olugsmus genetik farklilagmalari
ortaya ¢ikarmak icin kirlilige maruz kalmis liken 6rneklerinin DNA’sindaki degisimler
Rastgele Cogaltilmis Parca Polimorfizim (RAPD) teknigi kullanilarak tanimlanmuistir.
Genomik Kalip Stabilitesi (GTS) RAPD profillerindeki degisiklerden hesaplanmistir ve
P. furfuracea liken Ornegindeki element igerigi ile karsilastirilmistir. Kimyasal
analizlerden elde edilen sonuglara gore P. furfuracea tiim agir metalleri akiimiile
edebilen bir tiirdiir. Kizilay ve Sithhiye’de {i¢ aylik periyot sonrasinda 47,003 pgg—1, alti
aylik birikim sonrast 52,800 pgg—1 degeri ile en yliksek Pb degeri olarak
gozlemlenmistir, ki bu degerler 2,270 pgg—1 olan kontrol bolgesi degerinden oldukga
yiiksektir. Bu yliksek sonuglar o bolgelerdeki yogun insan aktivitesi, yogun arag trafigi,
asir1 kalabalik, diger kirleticilerden (SO, ve NH3) kaynaklanmasi muhtemeldir. RAPD
analizi sonuglarinda ekstra goriinen ve kaybolan band sayisi alti aylik periyotda
kirleticilere maruz kalma sonrast Digkapi’da ve ii¢ aylik kirleticilere maruz kalma
sonrasinda Mamak bélgesinden toplanan orneklerde en yiiksek ¢ikmustir. iz element
birikimi ve DNA farkliligmasi altt aylik kirleticilere maruz kalma sonrasindaki

orneklerde en fazla belirlenmistir.
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2. KURAMSAL TEMELLER

2.1 Hypogymnia Cinsi

Hypogymnia’lar, uzun siire ¢ok fazla benzer 6zellik tasidigi Parmeliceae familyasinin
tiyesi olarak kabul edilmistir. 1960 yilinda Nylander tarafindan rizoidlerinin
bulunmayist ile Parmelia cinsinden ayrilmig (Nylander 1896) ve Poelt tarafindan
Hypogymniaceae familyasi olarak tanimlanmistir (Poelt 1973). Sonrasinda Hypogymnia
cinsinde tallusun siskin ve i¢ kismini bos oldugu géz Oniine alinarak talluslar1 dolu
bireyleri, Goward tarafindan Brodoa cinsi olarak ayr1 bir familya altinda toplanmistir
(Zeybek wvd. 1993a). Bitter Hypogymnia tiirlerinin smiflandirmasinda soralia
morfolojisinin iyi bir karakter oldugunu savunmustur (Bitter 1901). Modern liken
sistematiginde Hypogymnia cinsi, Hypogymniacea familyasi, Lecanorales ordosu
altindadir (Zeybek vd. 1993a).

Sonraki donemlerde bu cins lizerine Krog ve Elix’in ¢aligmalar1 olmustur. Krog Artrik
ve Boreal Kuzey Yarimkiiredeki tiirlere yogunlasirken (Krog 1968), Elix Avusturalya
ve Dogu Asya’daki bireyleriyle ilgilenmistir (Elix 1979).

Ulkemizde ise bu cins iizerine ¢alisan arastirmacilar Ulvi Zeybek ve Volker John’dur.
Bu arastirmacilar, Tiirkiye’deki Hypogymnia tiirleri {izerine yaptiklar1 taksonomik
calismada tiirlerin morfolojik 6zelliklerine gére ayrimini saglayan bir tiir tayin anahtari
olusturmuslar ve Tiirkiye'deki yayilis alanlarini agiklamislardir (Zeybek vd. 1993a).
Bagka bir ¢aligmalarinda ise yalnizca morfolojiyle tanimlamalarinin zor oldugunu
soyledikleri Hypogymnia bireylerinin farkliliklarin1 kimyasal analizler yaparak ortaya
koymuslardir. Bu c¢alismalarinda likenlerin ikincil metabolitlerini tanimlamislardir

(Zeybek vd. 1993b).

Hypogymnia cinsi, i¢i bos siskin loplara sahip birbirine morfolojik ve anatomik olarak
oldukca benzeyen tiirlere sahip bir taksondur. Talluslar1 iyi gelismistir. Rizoidleri
yoktur. Loblarin kenarlar1 siyah burusuk, tist kisimlar1 ise beyaz-beyazimsi gridir, bazi

tiirlerinde uclar1 ince kahverengi veya siyah ¢ercevelidir. Loplarin kenarlar ice kivrik
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ve i¢ kisimlart baglantisizdir (hypo: alt, gymnia: ¢iplak ). Tiirlere gore bassi, dudaksi,
yiizeysel veya ylksiikk seklinde soralleri vardir. Apotesiyum bulunan tiirlerinde
sorallerin ender olusu tipiktir. Tallusun anatomik yapis1 heteromeriktir. Apotesiyumda
gelisen askosporangiyumlar 8 sporludur. Sporlar renksiz, u¢ kisimlarinda iyod ile
maviye boyanan yiiksiik bulunur (Zeybek vd. 1993a). Bu cinsin tasidigi en Onemli
karakteristik Ozellikleri; Sorelia lokasyonu, kisa yan loplarin varligi veya yoklugu,
loblarin renklenmesi, lop ¢aplar1 ve dallanma sekilleri, siskin, topuz-bogum tipi loplarin
varlifi, yassi veya yasst olmayan biliyiime seklidir. Ancak bu ozellikler de tiirlerin

birbirinden ayriminda bazen yeterli olamamaktadir.
(http://www.blm.gov/or/plans/surveyvemanage/MR/L ichens/20041022/L ichens 346949.pdf. 2004).

Hypogymnia cinsine ait bireyler, kiigiik yiizeyler lizerinde biiyiiyebilme yeteneklerinden
dolay1 gen¢ dallar ve kokler lizerinde bulunabilmektedirler. Kirlarda nemli kosullarda
genellikle caliliklarin koklerinde bulunmaktadirlar. Yaygin olarak asit habitatlarinda
yasarlar. Agaclik alanlarda hus gibi diisiik pH’li kabuklu agaglar ya da Picea gibi

korniferler tiizerinde yetismektedirler (http://www-biol.paisley. ac.uk/bioref/Fungi_lichens/

Hypogymnia_physodes.html, 2004). Asidik kosullara dayanikliligindan dolay: siilfiirdioksit
kirliliginin yiiksek seviyelerinde yasayabilirler ve bu 6zellikleri sayesinde biyoindikator
olarak da kullanilmaktadirlar. Ayrica Fransa’da, Kuzey Avrupa ve Giiney Afrika
meselerinden elde edilen Hypogymnia cinsi liken ekstraktlari parfiim endiistrisinde

kullanilmaktadir.

2.2 Hypogymnia Physodes

Sinonimi: Parmelia physodes (L.) Ach.

Talluslarinin morfolojik yapist ortama gore degiskendir, gri renklidir, parlak degildir.
Lop uglar st tarafa doniik ve uglarinda tipik dudaksi soraller vardir. Loplarin alt
taraflarinda yuvarlak korteks agikliklart yoktur. Yiiksek dag formlarinda soraller ender
goriiliir. Apotesiyumlara ender rastlanir. Hypogymnia cinsine ait bireyler, kiigiik
yiizeyler iizerinde biiyiiyebilme yeteneklerinden dolay1 geng dallar ve kokler tizerinde
bulunabilmektedirler. Kirlarda nemli kosullarda genellikle caliliklarin koklerinde

bulunmaktadirlar. Yaygin olarak asit habitatlarinda yasarlar. Agaclik alanlarda hus gibi
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diisiik pH’I1 kabuklu agaglar ya da Picea gibi koniferler {izerinde yetismektedirler.
Asidik kosullara dayanikliligindan dolayr siilfiirdioksit gibi kirliligin  ytliksek
seviyelerinde yasayabilirler ve bu Ozellikleri sayesinde biyoindikatdr olarak da
kullanilmaktadir. Ayrica Fransa’da, Kuzey Avrupa’da ve Giiney Afrika meselerinde
elde edilen Hypogymnia cinsi liken maddeleri parfiim endiistrisinde kullanilmaktadir.
Akdeniz bolgesinden arktik bolgeye kadar daglarda ve 3000 metreden fazla
yiiksekliklerde agac kabuklari tizerinde, pH’s1 diisiik taglar {izerinde yetisirler. Toprakta
yetisen dag formlarinda c¢ogunlukla soraller olusmaz. Ulkemizde Zonguldak, Bolu,
Kizilcahamam, Trabzon (Macka, Uzungdl, Siimela), Artvin, Izmir, Aydin, Hatay

illerinde dagilim gdstermektedir.

2.3 UV Eftkisi

Bitkiler sesil dogalar1 geregi UV radyasyonuna kars: tiirler aras1 ve ayni tiiriin ¢esitleri
arasinda farklilik gosterebilen duyarlilik potansiyeline sahiptirler. Bu c¢esitlilik ¢ogu
zaman bitki hiicrelerinde stres altinda gelisen molekiiler cevaplara bagli olarak
gerceklesmektedir. UV radyasyonunu iceren 151k, bitkilerde biiylime ve gelismeyi
kontrol eden en 6nemli gevresel faktorlerden birisidir (Jordan 1996). Ancak giines 15181
fotosentez igin gerekli dalga boyunda radyasyonu igermesinin yani sira UV-A (320-400
nm), UV-B (280-320 nm) ve UV-C (220-280 nm) gibi kisa dalga boylarinda
radyasyonda icermektedir (Brosche vd. 1999). UV-B radyasyonu diinya yiizeyine
ulasan giines 151gmin en ¢ok enerji igeren bilesenidir (Strid vd. 1990, Caldwell vd.
1998).

Son yillarda 6zellikle stratosferdeki koruyucu ozon tabakasinin incelmesine bagli olarak
UV-B radyasyonunun bitkiler iizerindeki etkilerinin arttigi gézlenmektedir. UV-B
radyasyonuna yiiksek derecede maruz kalan bitkide doku hasarlar1 meydana gelmekle
birlikte biliylime, gelisme, fotosentez, ¢igeklenme, polinasyon ve transpirasyon
stireclerinde bir takim degisiklikler ortaya ¢ikmaktadir (Surplus vd. 1998, Jansen vd.
2001, Kliebenstein vd. 2002). Aym1 zamanda protein ve niikleik asitler gibi hiicresel
bilesenlerin bu yiiksek enerjili radyasyonu absorbe etmeleri sebebiyle DNA hasarlar1 da

olugmaktadir. Bu hasarlar bitkilerde giin hatta saatlerce radyasyona maruz kalinmasi
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durumunda ortaya ¢ikmaktadir (Bornman ve Sundby-Emmanuelsson 1995). Stres
kaynakli bu hasarlarin siddeti bitki tlirline ve gelisimsel siirecine, anatomik ve
morfolojik karakteristiklerine, ¢evresel kosullara ve ozellikle UV-B etki siiresi ve
dozuna bagli olarak degisiklik gosterebilir.

Ultraviyole radyasyon, elektromanyetik spektrumun goriiniir 1giktan daha kisa dalga
boylu olan belli bir par¢asini olusturur. Genel olarak 3 boliimde incelenir. Bunlar sirasi

ile UV-A, UV-B ve UV-C bantlandir.

2.3.1 UV-A

Dalga boyu 315400 nm arasinda olan ultraviyole radyasyondur. UV-A stratosfer
tabakasini gecerek yere kadar ulasir. Derinin daha alt kisimlarina kadar etki yaparak,
oncelikle cildin koyulagsmasina neden olmaktadir. Ayrica deri kanserinin gelisimini de

artirmaktadir.

2.3.2UV-B

Dalga boyu 280-315 nm arasinda olan ultraviyole radyasyondur. Atmosferdeki
stratosferik ozonun konsantrasyonuna bagli olarak degisik oranlarda yer yiizeyine ulasir.

Uzun siire maruz kalindiginda tiim canlilar i¢in zararh etkiye sahiptir.

2.3.3UV-C

Dalga boyu 280 nm’den daha az olan ultraviyole radyasyondur. UV radyasyonun en

tehlikeli kismi1 olup, tamami1 atmosferdeki ozon ve oksijen tarafindan emilir.

Ultraviyole radyasyonun insan, hayvan ve bitkiler {izerinde olumsuz etkileri
oldugundan, yasamsal 6nemi vardir. Bu radyasyon cilde ve goze etki ederek; cilt kanseri
veya bazi cilt hastaliklaria, gézde katarak veya goz damarlarinin genislemesine yol
acarak bazi goz hastaliklarina sebep olur.

Glines 1smmm1  spektrumunda yer alan ultraviyole radyasyonun canli varliklara
uygulanmasi, bu canli varliklar tizerinde bir takim olumsuz etkilerin meydana gelmesine
neden olur. Burada gecen canli varliklar deyimi; insan, hayvan ve bitkiyi

kapsamaktadir. Ultraviyole radyasyonun biyolojik etkileri, 280-400 nm dalga boyu
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araligindaki giines radyasyonunun mevcut spektrum igerisindeki yogunluguna baghdir.
Mevcut ultraviyole radyasyonun biyolojik etkisinin tespiti ise, spektrumun anilan
araliktaki her bir dalga boyunun tekrar sayilarinin bulunmasma baglhidir. Burada
radyasyon birimi W/m?’dir. Belli bir giinese maruz kalma periyodu i¢in biyolojik
yonden etkili ultraviyole miktart (J/m?), farkli dalga boylarindaki (200-400nm arasinda)

etkili radyasyon miktarlarinin toplama ile belirlenir.

2.3.4 Deniz canhlar uizerine etKisi

Denizdeki planktonlarin UV-B 1sinlarindan fazla miktarda zarar gérmesi sonucunda
hareket kabiliyetleri, yeniden iireme kapasiteleri bozulur ve yok olurlar. UV-B baskisini

yogun olarak hisseden su ekosistemi iginde planktonlarin degisimi oldukga belirgindir.

Atmosferdeki ozon miktarindaki azalmayla dogru orantili olarak yer yiizeyine ulagan
yiiksek diizeydeki UV-B radyasyonu, bazi besin zincirlerinin kesilmesi dahil pek ¢ok
tahribata yol acabilmektedir. Bunun sonucunda denizdeki planktonlar UV-B
isinlarindan oldukga fazla zarar goriir ve yok olurlar. CO2’1 ¢ézlimleme yetenegine
sahip olan planktonlarin azalmasi atmosferdeki CO, miktarinin ve dolayisiyla sera
etkisinin artmasina yol acacaktir. Bu planktonlar besin zinciri igerisinde dnemli yer
tuttuklar1 gibi ayrica kiiresel olarak tiiketilen CO; tutarimin yaridan fazlasini da
harcayarak diinya iklim dengesini saglamaktadirlar

(http://www.epa.gov/ozone/science/effects/index.html)

2.4 Klorofil igerigi

Metalik Kkirleticilere maruz kalan organizmalarda fizyolojik siirecin oldukca fazla
etkilemekte oldugu bilinmektedir (Shukla ve Upreti, 2008). Agir metaller fotosentetik
isleyis siirecinde ters reaksiyonlar verirler ve kloroplast membraninin isleyisinde
degisimlere, 6zelikle PS II ve PS I’de olmak {izere, klorofil bozulumu ve total klorofil
ile klo a/b oraninda azalmaya neden olmaktadir (Sheoran 1990, Bishnoi vd. 1993).
Liken tallusunun olusumunda ortaklardan algin (yaklasik %5) daha az katkis1 olmasi

nedeniyle atmosferik ortamda az da olsa bir farklilasmada likenin fizyolojisinde
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degisimi yansitmaktadir. Likenlerin bu oOzellikleri nedeniyle fotosentez siirecince
protein sentezi ve ATP, klorofil igerigi ve bozulumu, net fotosentez gibi bir¢ok
fizyolojik parametrelerin agir metaller iizerine etkisini arastirmak icin oldukca fazla

kullanilmislardir (Garty vd. 1987, Boonpragob ve Nash 1991).

2.5 Genotoksisite Calismalar: ve Kullamilan Markor Teknikleri

Son yillarda molekiiler biyolojideki hizli gelismeler DNA’daki hasarlar1 belirlemede
yeni yontemler bulunmasina olanak saglamistir (Conte vd. 1998, Savva 2000, Citterio
vd. 2002). Genotoksik bir kimyasalin DNA {izerindeki etkisini belirlemek tiiriin
toleransi ile ilgilidir. Cevresel stresin meydana getirdigi hasarlarin, DNA markérleri
kullanilarak belirlenecegi bazi c¢alismalarda gosterilmistir (Labra vd. 2003, Liu vd.
2005, Korpe-Aksoy ve Aras 2010). Yiiksek bitkilerde genotoksisite ve tolerans ile ilgili
az sayida da olsa arastirmalar bulunmaktadir. Buna karsin, agir metal kirliliginin
biyoindikatorii olmalart ile 6n plana ¢ikmis olan likenlerin, agir metal birikim
kapasiteleri ile ilgili bir¢ok ¢aligma yapilmis olmasina ragmen, genotoksisite indikator
kapasiteleri ile ilgili literatiirde bizim tarafimizdan gergeklestirilmis ¢cok az sayida
caligma bulunmaktadir (Aras vd. 2010, Cansaran-Duman vd. 2011, Aras vd. 2012). Son
yillarda genotoksik etki belirlemede kullanilan PCR temelli tekniklerden ikisi RAPD ve
AFLP analizleridir. Kullanilan bu hassas molekiiler markorler yardimiyla canlida ortaya
¢cikmis herhangi bir genotoksik hasar kolayca tespit edilebilmektedir (Conte vd. 1998,
Savva, 2000, Citterio vd. 2002, Aras vd. 2010). Bazi genotoksik ajanlar sadece
genomun biitlinliigiine zarar vermez ayn1 zamanda DNA' nin ifadesini dogrudan ya da
dolayli olarak etkileyebilir. Uzun donemli etkilesim sonucu ise maruz birakilan
populasyonlarin genetik degiskenliginde bir farkliliga sebep olabilir. Bu gercgekler
genotoksisiteyi incelemek i¢in hizli goriintiilleme testlerinin olusturulmasini zorunlu
kilar (Zhiyi ve Haowen 2004). Ideal bir test yontemi; hizli, ucuz, hassas, etik kurallara
uygun (insancil) olmali dogru sonuglar vermelidir. Ancak, tek basina higbir test yontemi
bu kriterlerin tiimiinii saglayamamaktadir. Genotoksik ya da mutajenik etkiyi arastiran
test yontemleri; cevresel ya da mesleki olarak belirli ajanlara siirekli maruz kalan
bireylerin genetik yapilarinin izlenmesi ve hasar tipinin belirlenmesinde (Gomez-

Arroyo vd. 2000), cevresel kaynaklardan izole edilen her cesit yapay madde ya da
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kirletici ajanin mutajenik etkilerinin arastirilmasinda (Monarca vd. 2001), sentez
edilerek, gida, saglik, kozmetik, temizlik ve sanayi gibi farkli alanlarda kullanima
sunulan ya da sunulacak olan, kimyasal bilesiklerin mutajenik/karsinojenik
potansiyellerinin ya da antimutajenik / antikarsinojenik 6zelliklerinin tespit edilmesinde,
cesitli hastaliklarin, ozellikle de kanser olgularinin genetik hasarla iliskilendirilmesi
caligmalarinda (Griffiths vd. 1996), son yillarda giderek yasamin bir pargasi halini alan
biyoteknolojik iirlinlerin risk degerlendirmelerinin yapilmasinda ve ekolojik uyari
sistemleri olusturulmasinda kullanilabilmesi bakimindan ©nem tagimaktadir. Son
yillarda, molekiiler alanda hiicresel ya da bireysel diizeyde ¢ok sayida biomarkor
gelistirilmistir. Boylece karsilasilan bu problemleri ¢dzmek i¢in yeni bir perspektif

olusturulmustur.

Bir organizmanin belirli bir 6zelligi ile baglantili DNA parcasina molekiiler markor
denir. Bu markdrler DNA’nin aktif bolgelerinden (genler) veya herhangi bir genetik
kodlama fonksiyonuna sahip olmayan DNA dizilerinden gelistirilebilirler ve farkl
genotiplere ait DNA dizilis farkliligin1 ¢esitli sekillerde ortaya koyarlar. DNA
belirtegleri de denilen bu markorler stabildir, tiim dokulardan elde edilebilirler, ekolojik
kosullardan etkilenmezler (Williams vd. 1990). DNA markdrleri, teorik olarak genomun

her noktasini temsil etme yetenegine sahiptirler ve sonsuz sayidadirlar.

Her biri 6karyotik DNA’daki ozelliklere dayali olarak tasarlanan ve kalitsal olarak
izlenebilen molekiiler markorler giinlimiizde bitki molekiiler biyolojisi alaninda yogun
bir sekilde kullanilmaktadir. Molekiiler markdorlerin bitki molekiiler biyolojisinde
kullanildig1 alanlara 6rnek olarak bitki genom haritalanmasi, markorlar yardimryla 1slah,
gen klonlama, tohum safli1 testleri ve saflik tayini verilebilir (Brown vd. 1996, Ayres

vd. 1997, Roder vd.1995).
DNA markérleri kullanilarak genetik cesitlilik arastirilabilir. Ornegin birbirine ¢ok

yakin olan Kkiiltir cesitleri ayrilabilir ve tanimlanabilir. Tiirlerin taksonomik

tanimlanmasi yapilabilir ve filogenetik akrabaliklar1 bulunabilir (Lowe vd. 1996).
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Molekiiler markorleri, DNA melezleme markorleri ve polimeraz zincir reaksiyonu
kullanimina dayalit DNA ¢ogaltim markorleri olmak tizere iki grup altinda incelenirler.

Genom haritalarinin  hazirlanmasinda DNA’nin temel alinmasi iki Onemli avantaj
saglamaktadir. Bunlar; kalitim bilgisinin elde edilmesinde markorler agisindan sinirsiz
bir potansiyel kaynak olmasi ve haritalar iizerindeki spesifik bazi markorlerin
fonksiyonel genlerin kendisi olmasindan dolayi, dogrudan belirli genlere ulasmay1

temin saglamasidir (Y1ildirim ve Kandemir 2001).

2.5.1 Polimeraz zincir reaksiyonuna dayanan markor teknikleri

Polimeraz Zincir Reaksiyonunun kokeni 1980°lerin basinda Kaliforniya’daki “’Cetur’’
sirketinde yapilan 6nemli aragtirmalara dayanir. 1983 baharinda Cetus calisanlarindan
Karry Mullis arabasiyla San Fransisko’dan Mendonico’ya giderken aklina gelen fikir
bugiin diinyada kullanilan modern Polimeraz Zincir Reaksiyonu tekniginin temelini

olusturmaktadir.

Polimeraz zincir reaksiyonu, Ozgiil bir DNA pargasinin kopyalarimin primerler
tarafindan yonlendirilerek, enzimatik olarak sentezlenmesi seklinde tanimlanan in vitro

bir yontemdir (Temizkan ve Arda 2008).

Yontemin temeli, cogaltilmak istenen bdlgenin iki ucuna 0zgili, baz dizilerini
tamamlayic1 bir ¢ift sentetik oligoniikleotid primer (18-20 baz uzunlugunda) ile
smirlandirilan bolgenin enzimatik olarak sentezlenmesine dayanir. Teknik ¢ok az

miktarda DNA ile ¢caligmaya imkan verir.

Modern PCR, DNA’nin kendisini kopyalayabilme yeteneginden yararlanilarak
gerceklestirilir ve istenen (hedef) bir DNA bdlgesinin deney tiipiinde ¢ogaltilmasi
(amplifikasyon) islemidir. Hedef DNA bdlgesinin iistel olarak c¢ogaltilmasini saglar.
PCR ile karmasik DNA kaliplarindan spesifik DNA parcalar1 sentezi bir kag saat i¢inde

gerceklestirilebilir. Teknigin yayginlagmasinin baslica sebeplerinden biri budur.
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Oncelikle, calisma yapilan organizmadan DNA eldesi (ekstraksiyon) gerceklestirilir.
Elde edilen DNA, kalip DNA olarak deney tiipii i¢cinde, tampon ¢ozeltisiyle birlikte, 1s1
diizenleyici (Thermo Cycler) bir cihazda, niikleotidler (ANTP), primerler (baslatici
DNA), DNA polimeraz enzimi, magnezyum Kklorlir ile birlikte reaksiyona girer.

Reaksiyon ii¢ asamadan olusmaktadir :

1. Denatiirasyon : Sarmal ikili DNA zincirleri, yiliksek sicakligin etkisiyle
birbirinden ayrilir.

2. Baglanma (Annealing) : Primerler (baslatict DNA’lar), tek iplik¢ik halindeki
kalip DNA’ya spesifik olarak baglanir.

3. Uzama (Extension) : Taq Polimeraz primerlerin 3’ ucuna niikleotidleri ekleyerek

hedef DNA sekansinin kopyasini iiretir.

Ardi ardina tekrarlanan bu ti¢ adimla DNA parcalar iistel olarak artar. Bu tistel artig, bir

dongiide sentezlenen {iriiniin sonraki dongiilerde kalip gorevi gormesi sebebiyledir

(Welsh ve McClelland 1990, Blair ve Zadjel 1992).

PCR ile herhangi bir dizidle DNA’nin ¢ogaltilma iki faktore baglidir: Birincisi ve en
onemlisi primer dizisidir. Yeteri kadar uzunlukta 6zgiil diziler kullanilirsa biitiin
genomun 06zgiil bir bdlgesine ait DNA cogaltilir. Kisa ve rastgele primer kullanilirsa
rastgele DNA cogaltilir. Ikinci faktdr, baglanma basama@imin gerceklestigi sicaklik
derecesidir. 30-40 derecelerdeki sicakliklarda primerler bir¢ok yere rahatca baglanir ve
bircok 6zgiil olmayan DNA ¢ogaltilir. Baglanma sicakligi 55-60 dereceler civarinda
tutuldugu zamanlarda ise primerler sadece 6zgiil bolgelere baglanir ve buradan ¢ogaltim

yapilir.
DNA varyasyonlarindan dolayi, degisik genotiplerde ayni primer kullanilsa da farkl

DNA dizileri ¢ogaltilir ve bu farkliliklar DNA belirtegleri olustururlar (Ozcan vd.
2004).
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2.5.1.1 RAPD: Rastgele ¢ogaltilmis DNA farklihig:

RAPD tekniginde, 6-10 niikleotid uzunlugundaki primer DNA’lar kullanilarak genom
tizerinde rasgele bolgelerin DNA amplifikasyonu gerceklestirilir. Reaksiyon sartlarinin
spesifik olmamasi rastgele ¢ogaltima izin verir. Yaygin olarak diger PCR
uygulamalarimin aksine iki degil bir primer kullanilir. Ancak bu primer her iki yondeki
DNA iiretimi i¢in de kullanilir. Dolayisiyla kullanilan primerin DNA iizerinde birbirine
yakin iki bolgeye yapisabildigi genom bolgelerinin amplifikasyonu yapilir. Kullanilan
primerlerin boyu yaklagik 6-10 niikleotid uzunlugundadir. Bu primerlerin tasarlanmasi
sirasinda GC/AT oraninin %50 veya daha biiyiik olmas1 6nemlidir. Ayrica énemli olan
bir diger faktér de bu primerlerin kalip DNA’daki kendilerine uygun dizilere
baglanabilmelerini kolaylastiracak diisiik baglanma sicakligidir. Bir¢cok organizmanin
genomunda birbirine ters konumlu, 10 niikleotid uzunlugunda kisa primerlerin
baglanabilecegi bolgeler vardir. Bu sekilde primerler, aralarinda birkag bin baz ¢ifti
uzakliktaki farkli yerlere ters konumlu baglanabilirler. Boylece primerlerin baglanti
bolgeleri arasindaki kisimlar gogaltilabilir. Uretimi yapilan DNA pargalari bir agaroz jel
tizerinde elektroforeze tabi tutuldugunda bazi pargalarin bazi genotiplerde {iretilip

bazilarinda iiretilmedigi gozlenir.

RAPD tekniginin avantajlari; ¢cabuk sonug¢ vermesi, diger tekniklere gére ucuz olmasi,
az is glicii gerektirmesi, az miktarda ve diisiik kalitede DNA’ya ihtiya¢ duymasi,
polimorfizm oraninin yiiksek olmast ve otomasyona uygun olmasidir. Teknigin
dezavantajlarindan en Onemlisi, giivenilirliginin ¢ok smirli  olmasidir. Farkh
laboratuarlarda, farkli arastiricilarin elinde ve hatta bir 1s1 dongii cihazindan digerine
farkli sonuglar elde edilebilmektedir. Teknigin diger dezavantajlart arasinda dominant
ozellikte markor vermesi ve bu yolla elde edilen markorlerin diger haritalara transfer

edilememesi gelmektedir (Yildirim ve Kandemir 2001).

Bireyler arasindaki DNA dizilerindeki varyasyonlar sebebiyle herhangi bir bireydeki
primer baglanma yerleri kaybolabilir ya da degisebilir. Bu da bireyler arasinda PCR
sonucunda elde edilen triinlerdeki farkliliklara yol agar. Bu farkliliklar ise PCR

tirtinlerinin jel elektroforezi yapilarak bant varligi ya da yolugu seklinde ortaya konur.
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Primer baglant1 bolgelerinin yok olmasi veya degismesi bant ya da bantlarin yok
olmastyla sonuglanir. PCR irilinlerinin elektroforeziyle ede edilen bireysel bant
profillerinin  benzerlikleri ya da farkliliklar1 (polimorfizm) molekiiler sistematik
caligmalarinda kullanilacak veriler olusturur. Bunun yani sira veriler tiirlerin teshis
edilmesi, tohum safliginin belirlenmesi, adli tip, hastaliklarin tanist gibi alanlarda da

kullanilir (Ar1 2004).

RAPD belirteg sistemi avantajlar1 nedeniyle prokaryotik ve dkaryotik tiirler gibi pek ¢cok
farkl1 organizmanin genotipinin belirlenmesi, genom yapisinin arastirilmasi, gesitli
taksonomik caligmalar, evrimsel sorunlar, populasyon biyolojisi, bireysel, kiiltiir ve 1rk
belirlenmesinde, genetik varyasyonun belirlenmesi, baglant1 haritalarinin olusturulmast,
Ozgliin bir gen lokusunun belirlenmesi ve ekoloji alanlarinda yogun bir sekilde

kullanilmaktadir (Walton 1993).

2.5.2 CRED-RA teknigi ile metilasyon analizi

Epigenetik ilk olarak, genlerin c¢evreleriyle olan ve fenotipi meydana getiren iliskileri
olarak tanimlanmistir (Waddington, 1942). Giiniimiizde epigenetik; DNA niikleotid
dizisinde bir degisiklik olmadan, gen ifadesindeki kalitsal degisiklikler olarak

tanimlanmaktadir.

DNA diizeyindeki epigenetik modifikasyonlar arasinda DNA metilasyonu en bilinen ve
en iglevsel olanidir. Cogu dkaryotta DNA metilasyonunun, DNA-protein etkilesimlerini

degistirerek gen ifadesini diizenledigi diisliniilmektedir.

Bitki DNA’sinin sitozin metilasyonu; tekrarli transgenlerin (Matzke ve Matzke, 1995),
endojenik genlerin (Bender ve Fink, 1995, Ronchi vd. 1995) ve hareketli elementlerin
(Bruttnell ve Dellaporta 1994, Martienssen ve Baron 1994, Schilappi vd. 1994)
epigenetik  susturmalarin1  i¢ermektedir. Bitkilerde tek bir lokusta metilasyon

bolgelerinin ¢oklu kaybi ilerleyen morfolojik eksiklikleri agiklayabilmektedir.
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CRED-RA “Ikili Restriksiyon Enzim Kesimi-Rastgele Cogaltma”  epigenetik
varyasyonlarin asil nedeni olan DNA metilasyonlarinin saptanmasi i¢in kullanilan bir
tekniktir (Cai vd. 1996). Bu teknik, farkli dokular arasinda ya da farkli gelisme
asamalarinda Hpall ve Mspl gibi metilasyon duyarli restriksiyon enzimlerinin kesimi
neticesinde metilasyon degisimlerinin belirlenmesi esasina dayanmaktadir (Prakash ve
Kumar 1997, Leljak-Levanic vd. 2004). Bu teknik ayni zamanda tiirler ve soylar
arasindaki varyasyonlarin tespit edilmesinde de kullanilabilmektedir (Zhao vd. 2006).

Bitki  gelisimi  fenotipik  varyasyonlarin  olusturulmasina ve  kalitlanabilir
karakteristiklerin se¢imine baglidir. Kromatin yapisinda farkliliklar gdsteren tek bir
genle, Ozellikle sitozin metilasyonu, ilgili klasik genetik ve erken molekiiler genetik
caligmalar kalitsal fenotipik varyasyonlarin anlagilmasma katki saglayabilir. Giincel
molekiiler genetik ve genomik calismalar gen regiilasyonunda 6nemli bir rolii olan
sitozin metilasyonunun dneminin anlasilmasini saglamistir. Metilasyon bitkilerde cis-
ya da trans-DNA polimorfizmlerine ya da epigenetik ¢esitlenmelere neden olarak
farkliliklar yaratmaktadir. Bitki genomunun cevresel ve genetik streslere karsi verdigi
yanitlar hem genetik hem de epigenetik metilasyon polimorfizmlerini dogurmaktadir.
Stresle tetiklenmis genotipler fenotipik cesitlilige ve bitki gelisimine 6nemli katkilar

saglayabilmektedir (Lukens ve Zhan 2007).

2.5.3 Atomik absorpsiyon spektrometresi

Atomlarin 151k enerjisi sogurmasi olayr atomik absorpsiyon (sogurma) olarak
adlandirilir. Atomik Absopsiyon Spektrometresi gaz halindeki ve temel enerji
diizeyinde bulunan atomlarin, UV ve goriiniir bolgedeki 15181 absorplamasi ilkesine
dayanir. Istma siddetindeki azalma ortamda absorpsiyon yapan elementin derigimi ile
dogru orantilidir. AAS’de element, elementel haline doniistiiriildiikten sonra
buharlastirilir ve kaynaktan gelen 1s51n demetine maruz birakilir. AAS eser miktardaki
metallerin kantitatif analizi i¢in kullanilmaktadir. Atomik absorpsiyon spektrometrisi
1950 ortalarinda Walsh, Alkemade ve Melatz tarafindan bagimsiz olarak kesfedilmistir.
Burada oOnceden olusturulmus elektron seviyesi bakimindan zemin seviyesindeki
atomlarin iizerine spesifik dalga boyunda 151k gonderilerek elektronlar uyarilir. Atom bu

15181 absorplar ve yiiksek enerjili seviyelere gecis yapar.
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Alevli atomik absorpsiyon spektrometrisi alt1 ana bilesenden olusur ; 151n kaynagi(isik),

alev atom hiicresi, 6rnek girig sistemi, monokromator, dedektor sistemi ve okuyucu.

AAS genis sekilde resmilesmis tekniktir ve kullanicilarin ihtiyaglarini sdylemeleri
durumunda teknigin tasfiyeler dogrultusunda ilerletilmesi stirdiiriilmektedir. AAS genel
olarak tek element teknigi olarak degerlendirilir. Buna ragmen g¢oklu elementlerin

analizinin artmasi ¢er¢evesinde bu alanda gelismeler siirmektedir.

Kromatografik tekniklerle AAS’nin bilesimi Cr*e karsihk Cr'® gibi elemenlerin farkli
tiirlerinin ¢alismasinda onerilmektedir. Kromatografik metotlar farkl: tiirleri kolondan

farkli zamanlarda eliie ederek ayirmaktadir. Bunlar da AAS ile tayin edilmektedir.
2.5.4 Proteinler

Bir hiicrenin kuru agirhi@inin yarisindan ¢ogunu olusturan ve biitiin hayati
fonksiyonlarin gerceklestirilmesinde gorev alan biyolojik makromolekiiller olan
proteinler aminoasitlerin belli bir sirada dizilmesi ve bunlarin degisik ti¢ boyutlu
sekillerde katlanmalariyla ortaya ¢ikarlar. Bu aminoasit dizilisleri proteinin
fonksiyonuyla iliskilidir (Ozcan vd. 2004). Aminoasit dizilerinin nasil olacag: ise genler
tarafindan kontrol edilir ve bu kontrol genetik kod ile saglanir. Dolayisiyla proteinler
genlerin Ticilincli kusak kopyast olduklarindan genetik bilgilere ¢ok yakinlardir. Bu
sebeple filogenetik ¢alismalarda, baska bir deyisle molekiiler sistematikte genotipler

arasi farklarin gosterilmesinde kullanilirlar (Sammour 1991).

2.5.4.1 Proteinlerin izolasyonu

Proteinler dogal ortamlarinda genellikle baska molekiillerle birlikte ve onlarla daima
etkilesim halinde bulunurlar. Ayrica bir¢ok farkli islevden sorumlu, enzimler, membran
proteinleri, reseptdrleri, antikorlar, aktin, miyozin, flagellin, hormonlar gibi binlerce
farkli tipte protein molekiilii vardir. Bunun yan1 sira proteinler hiicrenin i¢inde farkl

yerlerde veya hiicrenin disinda bulunabilirler. Bu sebeple protein molekiilleri
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inceleyebilmek igin onlar1 bulunduklari yerden ¢ikarmak ve diger molekiillerden

ayrarak izole etmek (yalitmak) gerekir (Arda ve Ertan 2004).

Protein, ekstraselliiler (hiicre disina salinan) ise, ekstraktsiyonu i¢in kullanilacak yontem
kolaydir. Protein salindiktan sonra hiicreleri ortamdan uzaklagtirmak (6rnegin

santrifiileme ile) yeterlidir (Arda ve Ertan 2004).

Protein sitoplazmik veya membrana bagli ise yontem uzun ve karmasiktir. Ozellikle
bitki hiicrelerinde Oncelikle hiicre ¢eperinin par¢alanmasi ve icerigin serbest kalmasi
saglanmalidir. Bunun i¢in porselen havan, milli homojenizatdr ve blender gibi mekanik

olarak parcalamayi saglayacak aletler kullanilir (Arda ve Ertan 2004).

Protein bir organel igindeyse Oncelikle o organelin sitoplazmik proteinlerden
uzaklastirilmast gerekir. Bunun i¢in partikiillerin sedimentasyon (¢okelme) derecelerine
gore c¢oktligli, giderek artan hizlarda ardisik (diferansiyel) santrifiijleme teknigi
kullanilir (Arda ve Ertan 2004).

2.5.4.2 Bradford Yontemi

Yontem organik boyalarin, proteinlerin asidik ve bazik gruplariyla etkileserek renk
olusturmasin1 esas alir. Boya-baglama temelli yontemlerin en yaygini, Bradford
tarafindan gelistirilen ve Comassie Brillant Blue G-250 boyasimin kullanildigi
metoddur. Yontem olduk¢a duyarlidir (5-100 pg protein/ml). Renk olusumunda
proteinin amino asit bilesiminin (6zellikle arginin gibi bazik amino asitler ile aromatik
amino asitler) reaksiyon tlizerinde etkili oldugu belirlenmistir. Bradford yonteminde 595
nm‘de absorbans veren mavi rengin Ol¢iimii esnasinda cam ve polistiren kiivetler
kullanilabilir olmakla beraber cam kiivetlerde rengin absorbsiyonu bir kullanimlik
polistiren kiivetlerin tercih edilmesine yol acar. Cam kiivetlerin kullanilmas1 durumunda

0,1 M HCI de bekletme isleminin ardindan su ve asetonla yikama gerekmektedir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

Calismalar ’Ankara Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Béliimii Molekiiler Sistematik
Laboratuvar’” ve “’Ankara Universitesi Biyoteknoloji  Enstitiisi  Merkez

Laboratuvari’’nda gerceklestirilmistir.

3.1 Materyal

Tez kapsaminda calisilacak liken tiirliniin herhangi bir kontaminasyondan ve g¢evre
kirleticisinden etkilenmemesi gerekmektedir. Bu nedenle arastirma alani olarak secilen
Karabiik Yenice Ormani, WWZF’nin (Diinya Dogay1 Koruma Vakf1) 1999°da belirledigi,
dokuzu Tiirkiye’de bulunan acil olarak korunmasi gereken 100 orman alanindan biridir.
‘Avrupa Ormanlari’nin Sicak Noktalar1’ olarak tanimlanan bu alanlar biyolojik ¢esitlilik
acisindan en degerli alanlar arasinda yer almaktadir. Engebeli topografya, yerlesim
yerlerinin genislemesine engel olarak, Yenice Ormanlari’nin bakir ve biyolojik ¢esitlilik
acisindan zengin bir alan olarak kalmasini saglamaktadir. Yenice Ormanlar1 ¢cok genis
alanlara yayilan ve halen dogal Ozelliklerini koruyan ender ormanlar arasinda
sayillmaktadir. Bu nedenle ¢alisma alanindan topladigimiz liken orneklerinin herhangi

bir ¢evre kirleticisine maruz kalmadig1 ongoriilmektedir.

Tezin konusunu olusturan liken tiirii daha Once araziden; Do¢. Dr. Demet Cansaran
DUMAN’nin doktora tez ¢alismasini gergeklestirdigi Karabuk Yenice Ormanlarindan
2006 yilinda toplanilmistir. Calisma alaninin koordinatlari; 41°10' N, 32°23' E Karabiik,
Yenice, Hisarkdy Mevkii, 20.5.2005, 1000m. Liken oOrnekleri kaya, aga¢ kabugu,
karayosunu, toprak gibi substratlardan birer parca ile birlikte alinmustir. Orneklerin
morfolojik yapilarinin ve tayin islemlerinde gereken oOzelliklerinin bozulmamasi i¢in
kabuksu ve bazi yapraksi tilirlerin kenar ve merkezi kisimlarinin korunmasina 6zellikle
dikkat edilmistir. Daha sonra bu materyaller yumusak kéagida sarilmistir. Toplanan
materyaller pelur kagidindan yapilmig torbalarin igine alinmistir. Daha sonra bu
torbalarin iizerine substrat ¢esidi, istasyonun yliksekligi ve lokalitesi, ortamin 6zelligi

not edilmistir.

44



Caligmamizda, toplanan liken drneklerinin tiir tayininde cesitli flora kitaplar1 ve tayin
anahtarlarindan faydalanilmigtir (Purvis ve Halls 1992). Liken 6rneklerinin tayininde,
OLYMPUS marka stereomikroskop, OLYMPUS CHK marka 151k mikroskobu, okiiler
mikrometre, tiir ve tiir alt1 kategorilerde teshis i¢in potasyum hidroksit, kalsiyum

hipoklorit, p — fenilendiamin ve iyot gibi baz1 kimyasal reaktifler kullanilmistir.

Ornekler laboratuvara getirilerek oda sicakliginda bir siire brrakilmistir. Deneylerin

yapilacag1 zamana kadar -20°C°de muhafaza edilmislerdir.

3.2 Yontem

3.2.1 Agir metal uygulanmasi

Gergeklestirilecek tiim deneylerde caligilacak liken tiiriine her iki metal katyonu
muamele edilmistir. Metal katyonlarinin (Pb+2 ve Cr+6) stok ¢ozeltisi 1000 ppm olarak
hazirlanmustir. Cr'® katyonu K,Cr,0; bilesiginden 1.49 gr. tartildiktan sonra 2000 ml
distile su eklenip hazirlanmistir. Pb™ katyonu ise Pb(NOs), bilesiginden 0,19 gr.
tartildiktan sonra 1000 ml distile su eklenip hazirlanmistir. Liken iizerine konulacak bu
metal katyonunun farkli konsantrasyonlardaki ¢ozeltisi daha sonra bu stoktan
hazirlanmistir. 250 mL’lik erlene stoktan hazirlanmis 30, 60 ve 120 ppm’lik metal
katyonlar1 ile 0.5, 1, 2, 6, 18, 24, 48 ve 72 saat araliklarinda likenlere muamele

edilmistir. Ornekler 150 rpm’de dondiiriilmiistiir.
Ayrilan ¢ozelti sizdirmaz plastik kaplarda gerekirse buzdolabinda saklanarak Atomik

Absorbsion cihazinda (AAS)’da okunmustur. Ayrilan liken Ornekleri de DNA

izolasyonu ve PCR analizleri i¢in muhafaza edilmistir.
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Sekil 3.2 Hypogymnia physodes liken tiiriine Pb*? agir metal katyonu uygulamast
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3.2.2 Atomik absorpsiyon spektroskopisi ile agir metal miktar tayini

50 mg liken 6rnegine 2.0 mL 63%’liikk HNOs3, ve 1.0 mL H,0, eklenmistir. Mikrodalga
firnda liken Ornegi kiil haline getirilerek 5 ml deiyonize su eklenerek solusyon
¢ozillmiistiir ve son hakim 10.0 ml’ye deiyonize su ile tamamlanmistir. Cr*® (357.9
nm’de) ve Pb*? (217 nm’de) Atomik absorbsiyon spektrofotometre (GBC Avanta Ver

2.02) cihazinda 6rnekler okunmustur.

Sekil 3.3 Atomik absorpsiyon spektroskopisi cihazi
3.2.3 UV uygulanmasi
Calismamizda UV (UVA, UVB, UVC, UVD, UVA+UVB, UVA+UVD) ism

uygulamasi igin Irritation Chamber BS-03 (Dr. Grobel UV-Elektronik GmbH) marka

cihaz kullanilmistir.
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3.2.3.1 UVA, UVB, UVC, UVD, UVA+UVD, UVA+UVB

Petri kabi igerisine konan tallus 6rnekleri 4, 8, 12, 20 ve 40 J cm? (352 nm, 50 Hz, 0.60

Amps) UV radyosyonlarina 25°C’de gesitli siirelerde maruz birakilmistir.

Sekil 3.4 Hypogymnia physodes liken tiiriinde UV uygulanmis olan 6rnekler

3.2.4 Agir metal ve UV stresi uygulanmis orneklerdeki toplam ¢oziiniir protein
iceriginin belirlenmesi (Bradford Metodu)

Bradford belirtecinin hazirlanmasi;
-100 mg Coomassie Brillant Blue G-250,
-50 ml %95 etanol,

-100 ml %85 H3PO, (fosforik asit)

-1000 ml’ye su ile tamamlanir.
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-5X’lik solusyon elde edilir. Cozelti +4°C’de karanlikta tutulur, kullanilacagi zaman 5
kere sulandirilir. Whatman no:1 filtreden gegirilir ve bir cam sisede, oda sicakliginda

tutulur.

Agir metal ve UV stresi uygulanmis her iki liken 6rneginde toplam ¢oziiniir protein
iceriginin belirlenmesi i¢in Bradford yontemi kullanilmistir (Bradford 1976).

e (.08 g ornek tartilir ve s1vi azot ile havanda ezilir.

e 700 pl fosfat tamponu (0.2 M, pH 7.0) ile homojenize edilir.

e 14000 rpm’de 20 dk. santrifiij edilerek siipernatantlar yeni tiiplere alinir.

e 2000 pl 1X Bradford c¢ozeltisi ve 200 pl Ornek c¢ozeltisi ~10 saniye
vortekslenerek karigtirildiktan sonra 10 dakika oda sicakliginda bekletilmis ve
absorbans degerleri 595 nm dalga boyunda spektrofotometrede paralelli olarak
kore karst okunur. Kor olarak 200 pl PB ve 2000 ul 1X Bradford karigimi
kullanilir. Standartlar BSA (Bovin Serum Albumin) ile hazirlanir.

3.2.5 Klorofil-a, klorofil-b ve total klorofil miktar tayini

Oncelikle liken drnekleri tamamiyla fotosentez aktivitesini yakalayabilmeleri icin 5
dakika distile su igerisinde bekletilmistir. Daha sonra 40-60 mg liken 6rnegi 3 ml
dimetilsiilfoksit (DMSO) igerisinde 65°C’de 1 saat boyunca karanlikta bekletilmistir.
Klorofil orani spektrofotometre ile OD 435 nm/OD 415 nm’de o6l¢iim alinarak

hesaplanmustir.
1 saat sonra karanlikta bekleyen drnekler daha sonra 20°C’de 10 dakika siire boyunca

12000 g’de santrifiij edildi. Daha sonra santrifiij edilen 6rneklerde olusan siipernatant

yeni bir tiipe aktarildi ve spektrofotometrede 6l¢lim alinmasi saglanmistir.

3.2.6 DNA izolasyonu

DNA izolasyonu i¢in daha onceden likenler i¢in 6zel olarak gerceklestirilmis bir metot

olmasi nedeniyle Lefort (1998) tarafindan belirtilmis yontem kullanilmistir. Elde edilen
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DNA orneklerinin miktar tayinleri ve saflik dereceleri spektrofotometrik dl¢timler ile
(260 nm/ 280 nm) belirlenmistir.

DNA Izolasyonu asagidaki Lefort DNA izolasyonu yontemi ile gerceklestirilmistir:

Bir miktar (~200mg) liken Ornegi steril porselen havana konuldu.

Uzerine s1v1 azot eklenerek toz haline getirildi.

1 mL DNA ekstraksiyon buffer (Lefort) ve 10 pl B-merkaptoetanol
eklenerek ezilmeye devam edildi. Elde edilen yar1 akigskan sivi ependorf

tiipline aktarildi.

65°C’de 45 dakika boyunca su banyosunda inkiibe edildi. Su

banyosundan ¢ikarilan 6rnekler oda sicakliginda sogutuldu.

Oda sicakliginda soguyan Ornekler iizerine kapak kapanacak kadar
Kloroform:izoamilalkol (24:1) eklenerek tiipler 25-30 defa karistirildi.
Ardindan 6rnekler 30 dakika siireyle -20°C°de tutuldu.

-20°C’den ¢ikarilan &rnekler 14000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi.
Santriflij sonunda iist s1v1 (slipernatant) yeni bir tlipe aktarildi ve iizerine
kapak kapanacak kadar soguk izopropanol eklendi. 1 gece beklemek

iizere ornekler -20°C’ye kaldirildi.

1 giin sonra -20°C’den ¢ikarilan &rnekler 14000 rpm’de 10 dakika
santrifiij edildi. Santriflij sonunda iist siv1 atildi, alt kisimda kati pellet

kaldu.

Pellet iizerine %70’lik EtOH eklendi ve 14000 rpm’de 2 dakika boyunca

santrifiij edildi. Etanol uzaklastirilarak tiipler kurumaya birakildi.

Pellet kuruduktan sonra ornekler iizerine 100 pl ddH,O eklendi ve
ornekler 65°C°de 45 dakika su banyosunda bekletildi.

Su banyosundan alinan 6rnekler {izerine 10 pl RNaz enzimi eklendi ve
37°C’de 20 dakika inkiibe edildi.
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3.2.6.1 DNA saflik ve miktar tayini

-20°C’de saklanan ¢dziinmiis DNA’dan 2 pl alinip, Ankara Universitesi Biyoteknoloji
Enstitiisii Merkez Laboratuvari’nda, Agilent 2100 bioanalyser Nanodrop ND-1000
spektrofotometre ile miktart ve safligi (260/280 nm) dl¢lilmiistiir.

Elde edilen sonuglara gore DNA konsantrasyonu 3 pl’de 50 ng DNA olacak sekilde

distile su ile sulandirilmustir.

3.2.6.2 Total DNA elektroforezi

DNA’nin kantitatif olarak analizi amaciyla modifiye Lefort metodu ile hazirlanan DNA
cozeltileri % 1 oraninda hazirlanan agaroz jellere yiiklenmis, 80 voltta 2 saat
elektroforeze tabii tutulmustur. Jel hazirlama sirasinda jelin igerisine 5 pl Etidyum
Bromiir eklenmistir. Elektroforez sonrasinda jel UV 1s1k altinda incelenmis ve KODAK

Gel Logic 2200 goriintiileme sisteminde fotograflanmistir.

3.2.6.3 Primerler

Primer seciminde gelisiglizel davranilmis rastgele secilmis 10 bazlik primerler
kullanilmigtir. Toplam 18 primer ile ¢alisilmis ve 13 tanesinden iyi bant desenleri elde
edilmistir. Bu primerler OPC, Tube A, OPA ve OPO serisindendir. PCR’da
denatiirasyonu takiben primerlerin baglanmasi asamasindaki sicakligin tespit edilmesi
gerekir. Bunun i¢in degisik formiiller vardir. Boyu 20 baza kadar olan primerler i¢in
asagidaki formiil kullanilir. Bu formiille elde edilen deger primerlerin Ty, (Melting
Temperature/¢oziinme sicakligl) degeridir. Cogunlukla bu degerin 3-5°C altindaki

sicakliklar, baglanma sicakligi olarak segilir.

[(A+T lerin sayisi) x 2°C + (G+C lerin sayis1) x 4°C]
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3.2.7 RAPD analizi

3.2.7.1 PCR metodunun sartlari

PCR c¢alismasinda ilk denemede asagidaki PCR dongiistintin hali kullanilmigtir. Ayrica
25 ul reaksiyon igerisinde yaklasik 80 ng genomik DNA, 2,5 ul 10X reaksiyon buffer,
20 mM dNTP, 3 mM MgCl,, 0,2 mM her bir primer ve 0,3 U Taq DNA polimeraz
kullanilmistir. Bu dongiiyle ve gerekli sartlarla yeterli sayilabilecek bantlar elde

edilememistir.

Kapak Sicakligi  105°C

On Denatiirasyon 95°C 1 dk 40 saniye

Denatiirasyon ~ 94°C 30sn

Baglanma 36°C 1 dk 35 Déngi
Uzama 72°C 2dk

Final Uzama 72°C 10 dk

Daha sonra daha parlak bantlar elde edilebilmesi icin &ncelikle On Denatiirasyon
98°C’ye ¢ikarilmistir. Sonra genomik DNA miktarinda, MgCl, konsantrasyonlarinda ve
Taq DNA polimerazda denemeler yapilmistir. 25 pl reaksiyon igerisinde yaklasik 150
ng genomik DNA, 2,5 pl 10x reaksiyon tamponu, 20 mM dNTPs, 3,5 ul MgCl, 0,2
mM her bir primer, 0.5 U Tag DNA polimeraz (Promega) kullanilmistir. PCR

reaksiyonlar1 Biometra Thermal Cycler ile agsagidaki programa gore yapilmistir.

Kapak Sicakligi  105°C

On Denatiirasyon 98°C 1 dk 30 saniye

Denatiirasyon 95°C 30 sn

Baglanma 36°C 1 dk 35 Dongii
Uzama 72°C 2dk

Final Uzama 72°C 10 dk
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Cogaltilan ornekler %1.6°lik agaroz jele yiiklenmistir (%50 agaroz ve %50 Nu Sieve
GTG agaroz FMC corporation), 100 V’da 3 saat kosturulmustur. Herhangi bir

kontaminasyonun varolup olmadigini belirlemek i¢in de negatif kontrol kullanilmistir.

3.2.8 CRED-RA teknigi ile metilasyon analizi

3.2.8.1 Genomik DNA’nin restriksiyon enzimleri ile kesilmesi

Metilasyon farkliliklarinin gézlenmesi i¢in Mspl (Promega #R6401) ve Hpall (Promega
#R6311) enzimleri kullanilmistir. Ayn1 6rnege ait genomik DNA icin her iki enzimin
kesim reaksiyonu farkli mikrosantrifiij tiiplerinde son hacim 20 pl olacak sekilde

gerceklestirilmistir.

20 pl reaksiyon igerisinde yaklasik 1pug genomik DNA, 2 ul 10X enzim reaksiyon

tamponu ve 10U restriksiyon enzimi (Promega) kullanilmistir.

Kesim reaksiyonunun gerceklesmesi i¢in yukarida belirtilen reaksiyon bilesenleri ile
hazirlanan mikrosantrifiij tiipleri 37°C’ye ayarlanmis su banyosunda 4 saat
bekletilmistir. Bu siirenin sonunda restriksiyon enziminin inaktivasyonu i¢in ornekler

95°C’ye ayarlanmis 1s1 blogunda 15 dakika bekletilmistir.

e PCR metodunun sartlar

25 ul reaksiyon igerisinde yaklasik 200 ng kesim {irtinti, 2,5 ul 10x reaksiyon tamponu,
20 mM dNTPs, 2,5 ul MgCl,, 0,2 mM her bir primer, 0.5 U Taq DNA polimeraz
(Promega) kullanilacaktir. PCR reaksiyonlart Biometra Thermal Cycler ile asagidaki

programa gore yapilmistir.

Kapak Sicakligi  105°C
On Denatiirasyon 98°C 1 dk 30 saniye
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Denatiirasyon ~ 95°C 30 sn

Baglanma 36°C 1 dk 45 Dongii
Uzama 72°C 2dk

Final Uzama 72°C 10 dk

Cogaltilan ornekler %1.6°lik agaroz jele yiiklenmistir (%50 agaroz ve %50 Nu Sieve
GTG agaroz FMC corporation), 100 V’da 3 saat kosturulmustur. Herhangi bir

kontaminasyonun varolup olmadigini belirlemek i¢in de negatif kontrol kullanilmistir.

3.2.9 istatistiksel analizler

e Orneklerin toplam ¢oziiniir protein konsantrasyonunun hesaplanmasi

Spektrofotometrede okunan deger
X =

————— X Diliisyon faktori
Standart egrinin egimi

e Orneklerin klorofil a, klorofil b ve toplam klorofil konsantrasyonlarinin

hesaplanmasi
Klorofil a = 12,7 X Aggz — 2,69 X Agas
Klorofil b = 22,9 X Agas — 4,68 X Ags3
Toplam Klorofil =20,2 X Agss+ 8,02 X Agsz

e RAPD analizi verilerinin yorumlanmasi

Veri analizleri kontrol drnekte gozlenen bantlar ile 6rneklerde elde edilen polimorfik
bantlarin karsilastirilmasi ile yapilmistir. Yeni olusan ve kaybolan bantlar her bir
primerde, her ornek i¢in tespit edilmis, tablolastirilmis ve sonugta genomik kalip
stabilitesi (GKS) oranlari verilen formiile gore hesaplanmistir. GKS= (1 - a/n) x 100, ‘a’
RAPD’de elde edilen polimorfik profil ‘n’ kontrolde elde edilen total bant sayisini

gostermektedir.
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e CRED-RA analizinin verilerinin degerlendirilmesi

Hpall ve Mspl enzimleri ile ayr1 ayr1 kesim yapildiktan sonra elde edilen kesim {iriiniine
RAPD-PCR yapilmistir. Degerlendirmelerde ¢izelge 3.1 referans olarak kullanilmistir
(Temel vd. 2008).

Cizelge 3.1 Hpall ve Mspl restriksiyon enzimlerinin kesim yeteneklerine gore
olusturulmus metilasyon tiplerini gosteren ¢izelge

Tspe Methvlation pattern Hpall Mspl
Twpe 1 égg? {C}%g? Active Active
Trpe 1T %Eg{g Active Inactive
Trpe 11T {C}%g{g Inactive |[Active
Type TW %Eg{g Inactive [Inactive

Buna gore metilasyon bant profili; Var(l) — Yok(0) olarak skorlanir. Bu skorlar ikili

olarak gizelge 3.2’ye gore degerlendirilir.

Cizelge 3.2 Var-Yok olarak skorlanan CRED-RA bantlarinin ifade ettigi metilasyon tipleri

Hpall Mspl IFADE
0 0 Type |
0 1 Type 1l
1 0 Type Il
1 1 Type IV
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1 Hypogymnia Physodes Liken Tiiriiniin Krom (Cr*e_-) ve Kursun (Pb*™?) Stresi
Altinda Atomik Absorpsiyon Spektrometri (AAS) Ol¢iimlerine Ait Bulgular

4.1.1 Hypogymnia physodes liken tiiriiniin krom (Cr'® ) stresi altinda atomik
absorpsiyon spektrometri (AAS) él¢iimlerine ait bulgular

30 ppm Cr*® katyonu uygulanmis Hypogymnia physodes liken tiiriine ait AAS 6l¢iimleri
sekil 4.1°de verilmistir. Sekil 4.1°de de goriildiigii gibi kontrol 29,8 mg/L bulunmustur.
En az bekleme siiresi olan 30 dakika sonucunda AAS miktar1 28,0 mg/L bulunurken en
fazla bekleme siiresi olan 72 saat sonucunda ise 21 mg/L bulunmustur. Atomik
absorpsiyon spektrofotmetresi ile yapilan analiz sonuglarina gore Cr*® katyonunun metal

akiimiilasyonu yaptig1 gdzlenmistir.

Cr® [Zaman |[mg/L
Kor 29,8 Cr*®¢ Konsantrasyonu

30 ppm | 30 dakika | 29,4 g 23 2

30 ppm | 1 saat 28,0 _g 2o E» s 1 ‘MN_\
30 ppm | 2 saat 27,3 ¢t §8 % 20

30 ppm | 6 saat 26,8 S BEE 15

30 ppm | 18saat | 25,1 2788 O3 ® MV e P A
30 ppm | 24 saat | 24,2 g T &

30 ppm | 48 saat 23,9
30 ppm | 72 saat 21,0

Uygulama siireleri (saat)

Sekil 4.1 30 ppm Cr*® katyonu uygulanmis Hypoymnia physodes liken tiiriine ait
orneklerin AAS ol¢timleri

60 ppm Cr*® katyonu uygulanmis Hypoymnia physodes liken tiiriine ait AAS 6l¢iimleri
sekil 4.2°de verilmistir. Sekil 4.2°de de goriildiigii gibi kontrol 59,8 mg/L bulunmustur.
En az bekleme siiresi olan 30 dakika sonucunda AAS miktar1 59,4 mg/L bulunurken en
fazla bekleme siiresi olan 72 saat sonucunda ise 47,8 mg/L bulunmustur. Atomik
absorpsiyon spektrofotmetresi ile yapilan analiz sonuglarina gére 30 ppm’de de oldugu
gibi Cr*® katyonunun artan siirelere bagli olarak metal akiimiilasyonu yaptig

gozlenmistir.
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Cr® | Zaman | mg/L
Cro K t
o 98 r onsantrasyonu
60 ppm | 30 dakika | 59,4 Eg 60
S
60 ppm | 1 saat 56,3 g>°§ 2> 1
c :E =
60 ppm | 6 saat 54,1 SN E 45 1
T - N—
60 ppm | 18saat | 513 by g 40 N N
S Q2 & o N WA
24 saat 49,3 > &
60 ppm g ~§£_ ©
60 ppm | 48 saat 48,5 g T Uygulama siireleri (saat)
60 ppm | 72 saat 47,8

Sekil 4.2 60 ppm Cr*® katyonu uygulanmis Hypoymnia physodes liken tiiriine ait
orneklerin AAS Olglimleri

120 ppm Cr*® katyonu uygulanmig Hypoymnia physodes liken tiiriine ait AAS Slgiimleri
sekil 4.3’de verilmistir. Sekil 4.3°de de goriildiigii gibi kontrol 119,9 mg/L bulunmustur.
En az bekleme siiresi olan 30 dakika sonucunda AAS miktar1 119 mg/L bulunurken en
fazla bekleme siiresi olan 72 saat sonucunda ise 113 mg/L bulunmustur. Atomik
absorpsiyon spektrofotmetresi ile yapilan analiz sonuglarma gore diger iki Cr*® agir
metal konsantrasyonuna gore karsilastirildiginda siirelere  bagli olarak metal

akiimiilasyonu yaptig1 gozlenmistir.

cr'® Zaman mg/L 6
or 1199 Cr*® Konsantrasyonu
un
. £.. 122 -
120 ppm | 30 dakika | 119,0 £ bS] 120 -
® § 118 -
120 ppm | 1 saat 118,5 53 116 -
S 0
£ <3 114
o ~
120 ppm | 2 saat 118,3 > % S 112
L&,
120 ppm | 6 saat 116,8 2 3
59 108
120 ppm | 18 saat 115,1 §§ &éo\ I A K A S R
120 ppm | 24 saat 1142 || 9T ©
120 ppm | 48 saat 1139 - Uygulama siireleri (saat)
120 ppm | 72 saat 113,0

Sekil 4.3 120 ppm Cr'® katyonu uygulanmis Hypoymnia physodes liken tiiriine ait
orneklerin AAS o6l¢timleri
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Sekil 4.4’te de goriildiigii gibi en az uygulama stiresi olan 30 dakika sonucunda 30, 60
ve 120 ppm Cr*® katyonu uygulanms likenlerin aym oranda metali akiimiile edebildigi
fakat en fazla uygulama siiresi olan 72. saat sonucunda 30 ppm Cr* uygulanmis liken
orneginin 60 ve 120 ppm Cr'® uygulanmis 6rnege gore daha fazla metali akiimiile

edebildigi goriilmektedir.

Cr*¢ Konsantrasyonu

90 - Sl gy S

80 - ————

70 - R

50 - e$=30 ppm

Yuzdeler(%)

30 -~ 60 ppm

10 - ee=120 ppm

0 T T T T T T T T 1
Kontrol 30 1saat 2saat 6saat 18 saat 24 saat 48 saat 72 saat
dakika

Uygulama Siireleri

Sekil 4.4 30, 60 ve 120 ppm Cr'® katyonu uygulanmis Hypoymnia physodes liken
tiirtine ait 6rneklerin AAS Ol¢limlerinin yiizde olarak goriiniimii

4.1.2 Hypogymnia physodes liken tiiriiniin kursun (Pb*? ) stresi altinda atomik
absorpsiyon spektrometre (AAS) él¢iimlerine ait bulgular

30 ppm Pb*? katyonu uygulanmis Hypogymnia physodes liken tiiriine ait AAS 6l¢iimleri
sekil 4.5’de verilmistir. Sekil 4.5’de de goriildiigii gibi kontrol 29,9 mg/L bulunmustur.
En az bekleme siiresi olan 30 dakika sonucunda AAS miktar1 16,7 mg/L bulunurken en
fazla bekleme siiresi olan 72 saat sonucunda ise 12,7 mg/L bulunmustur. Atomik
absorpsiyon spektrofotmetresi ile yapilan analiz sonuglarina gore Pb*? katyonunun artan
stirelere bagli olarak metal akiimiilasyonu yaptig1 gézlenmistir. Uygulama siiresi olan
24. saat sonunda Hypogymnia physodes liken tiirii agir metal birikimi maksimum

seviyeye yiikselip esik noktasina geldigi gozlenmistir.
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Pb* Zaman | mg/L
Kor 29,9
30 ppm | 30 dakika | 16,7
30 ppm | 1 saat 14,8
30 ppm | 2 saat 13,5
30 ppm | 6 saat 13,2
30 ppm | 18 saat 12,9
30 ppm | 24 saat 12,7
30 ppm | 48 saat 12,7
30 ppm | /2 saat 12,7

30 ppm Pb*2 katyonu uygulanmis

H. physodes'te AAS élgiimleri

(mg/L)

Pb*2 Konsantrasyonu

> '\/’\«‘o,\fo,»b‘

Uygulama sireleri (saat)

WA

Sekil 4.5 30 ppm Pb*? katyonu uygulanmis Hypoymnia physodes liken tiiriine ait

orneklerin AAS o6l¢timleri

60 ppm Pb*? katyonu uygulanmis Hypoymnia physodes liken tiiriine ait AAS 6l¢iimleri

sekil 4.6’da verilmistir. Sekilde de goriildiigii gibi kontrol 60 mg/L bulunmustur. En az

bekleme siiresi olan 30 dakika sonucunda AAS miktar1 47,8 mg/L bulunurken en fazla

bekleme siiresi olan 72 saat sonucunda ise 34,9 mg/L bulunmustur. Atomik absorpsiyon

spektrofotmetresi ile yapilan analiz sonuglarina gore Pb*? katyonunun artan stirelere

bagli olarak metal akiimiilasyonu yaptig1 gézlenmistir. En fazla agir metal birikiminin

24. 48. ve 72. saatte gerceklestigi belirlenmistir. 24. saatten itibaren Hypogymnia

physodes liken tiirti agir metal birikimi maksimum seviyeye yiikselip esik noktasina

geldigi gozlenmistir.

Pb* Zaman mg/L
Kor 60,0
60 ppm | 30 dakika | 47,8
60 ppm | 1 saat 39,6
60 ppm | 2 saat 37,8
60 ppm | 6 saat 36,9
60 ppm | 18 saat 35,7
60 ppm | 24 saat 34,9
60 ppm | 48 saat 34,9
60 ppm | 72 saat 34,9

60 ppm Pb*2 katyonu

uygulanmisg

physodes'te AAS éligiimleri

Pb*2 Konsantrasyonu

80
60
= 40
3 20
S
Q
%O

Uygulama siireleri (saat)

Sekil 4.6 60 ppm Pb*? katyonu uygulanmis Hypoymnia physodes liken tiiriine ait

orneklerin AAS o6l¢timleri
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120 ppm Pb*? katyonu uygulanmis Hypoymnia physodes liken tiiriine ait AAS Sl¢iimleri
sekil 4.7°de verilmistir. Sekilde de goriildiigi gibi kontrol 119,9 mg/L bulunmustur. En
az bekleme siiresi olan 30 dakika sonucunda AAS miktar1 96,7 mg/L bulunurken en
fazla bekleme siiresi olan 72 saat sonucunda ise 70,9 mg/L bulunmustur. Atomik
absorpsiyon spektrofotmetresi ile yapilan analiz sonuglarina gére Pb*? katyonunun artan
stirelere bagli olarak metal akiimiilasyonu yaptig1 gézlenmistir. En fazla agir metal
birikiminin 60 ppm Pb*? katyonu uygulanmis rneklerde oldugu gibi 24. 48. ve 72.
saatte gergeklestigi belirlenmistir. 30 ppm ve 60 ppm Pb*? konsantrasyonunda oldugu
gibi 24. saatten itibaren Hypogymnia physodes liken tiirii agir metal birikimi maksimum

seviyeye yiikselip esik noktasina geldigi gozlenmistir.

Pb* Zaman | mg/L
Kor 1199 Pb*2 Konsantrasyonu
120 ppm | 30 dakika | 96,7 =
120 ppm | 1 saat 88,2 5 %’ 150 -
120 ppm | 2 saat 79,6 S =
120 ppm | 6 saat 72,2 'E m O 100 -
120 ppm | 18 saat 71,8 = €3~
A N
120 ppm | 24 saat 70,9 28y S 50 -
120 ppm | 48'saat | 70,9 £ @ £
120 ppm | 72 saat 70,9 23 3, 0
] 2 & oYY 0 A R Ay
S, &
< A5
Uygulama siireleri (saat)

Sekil 4.7 120 ppm Pb*? katyonu uygulanmis Hypogymnia physodes liken tiiriine ait érneklerin
AAS o6l¢timleri

Sekil 4.8’te de goriildiigii gibi 30 ppm Pb*? uygulanmus liken 6rneklerinin 60 ve 120
ppm Pb*2 uygulanmis Orneklere gore daha fazla metali akiimiile edebildigi
goriilmektedir. Her ii¢ konsantrasyonda da 24. saatten itibaren likenlerin metali akiimiile
etmede esik seviyeye ulastigi ve daha fazla metali bilinyesinde biriktiremedigi
belirlenmistir.
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188 7 Pb*2 Konsantrasyonu

80 -
70 -
60 -
50 -
40 -
30 -+
20 -
10 -
0 . . . . T T T T .

Kontrol 30 1saat 2saat 6saat 18 saat24 saat48 saat72 saat

dakika

Yiizdeler(%)

2120 ppm

Uygulama Siireleri

Sekil 4.8 30, 60 ve 120 ppm Pb*? katyonu uygulanmis Hypoymnia physodes liken
tiiriine ait orneklerin AAS dl¢limlerinin yiizde olarak goriiniimii

4.2 Hypogymnia Physodes Liken Tiiriiniin Krom (Cr"®) ve Kursun (Pb*?) ile UV
Stresi Altinda Toplam Protein Olciimlerine Ait Bulgular

Bu tez kapsaminda Hypogymnia physodes liken tiiriinde agir metal stresi altinda (Cr'*®
ve Pb*?) Bradford yontemi ile total protein igeriginin tespiti amaglanmistir. Cizelge
4.1°de calisilan iki metal katyonunun farkli konsantrasyonlarda spektrofotometrik

Olctimler sonucunda elde edilen degerleri verilmistir.
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Cizelge 4.1 H. physodes liken tiiriinde agir metal stresi altinda total protein igerigi

Hypogymnia physodes

Toplam
protein
icerigi
30 ppm | 60 ppm 12?]1 30 ppm | 60 ppm | 120 ppm
croert | PRE | pp Pb? | Pp?
r
Kontrol 0,0149 0,018 0,01762 0,01902 0,02028 0,02028
(mg/L) | (mg/L) | (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L)
30 0,0333 0,0273 | 0,01786 0,02470 | 0,01634 0,01290

dakika | (mg/L) | (mg/lL) | (mg/L) | (mg/L) | (mg/L) | (mg/L)

0,0290 0,0253 | 0,02317 | 0,00983 | 0,02647 0,01445

bt | gy | (moiL) | (mgiL) | (mglL) | (mglL) | (mglL)
2 saat 0,0285 | 0,0120( | 0,01456 | 0,01540 | 0,01326 0,01869
(mg/L) mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L)
6 saat 0,0160 | 0,0101( | 0,01014 | 0,02281 | 0,02220 0,02015
(mg/L) mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L)
18 saat 0,0200 | 0,0113( | 0,01322 | 0,01388 | 0,02021 0,02205
(mg/L) mg/L) (ma/L) (ma/L) (mg/L) (ma/L)
24 saat 0,0141 | 0,0226( | 0,01160 | 0,02513 | 0,01939 0,01606
(mg/L) mg/L) (ma/L) (ma/L) (mg/L) (mg/L)
48 saat 0,016 0,009 0,00973 | 0,01375( | 0,01079 0,02243
(mg/L) (mg/L) (mg/L) mg/L) (mg/L) (mg/L)
0,017 0,0085( | 0,01249 | 0,01866( | 0,01209 0,02083
72 saat

(mg/L) mg/L) (mg/L) mg/L) (mg/L) (mg/L)

4.2.1 30, 60 ve 120 ppm Cr*® katyonunun Hypogymnia physodes liken tiiriinde
toplam protein olciimlerine ait bulgular

30 ppm Cr* katyonu uygulanmis Hypogymnia physodes liken tiiriine ait total protein
icerigi Ol¢limleri sonucunda sekil 4.9’dan da gozlemlenecegi lizere kontrol 0,0149 mg/L
degeri ¢cikmistir. Buna karsin en az bekleme siiresi olan 30 dakika sonucu 0,0333 mg/L

bulunup en uzun bekleme siiresi olan 72 saat sonucunda 0,0177 mg/L bulunmustur. ilk
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30 dakika sonunda kontrol 6rnegine gore onemli bir artis gozlenmis fakat 6. saatten

itibaren 72. saatte dahil olmak iizere protein miktarlarinin kontrol seviyesine dogru

geldigi goriilmektedir.
cr® mg/L
Kontrol  0,014997 E
30 dakika 0,0333%4 8
1 saat 0,029017| 3
2 saat 0,028536 %
6 saat 0,016029 E_
18saat  0,020049 S
2saat  0,014198
48 saat 0,016683
72saat  0,017727

H. physodes'de protein

icerigi (mg/fL)

0,04 4
0,03 4
0,02 4

0,01 4

Kontrol 30
dakika

Protein Konsantrasyonu

lsaat 2saat Gsaat 1Bsaat 24 saat 48 saat 72 saat

Uygulama siireleri

Sekil 4.9 30 ppm Cr*® katyonu uygulanmis Hypogymnia physodes liken tiiriine ait total
protein icerigi 6l¢timleri

60 ppm Cr*® katyonu uygulanmis Hypogymnia physodes liken tiiriine ait total protein

Olclimleri sonucunda sekil 4.10°dan da goriildiigii gibi kontrol 0,0188 mg/L. degeri

¢ikmistir. Buna karsin en az bekleme siiresi olan 30 dakika sonucu 0,0273 mg/L degeri

bulunup en uzun bekleme siiresi olan 72 saat sonunda 0,0085 mg/L bulunmustur. Ilk 30

dakika sonucunda kontrole gore onemli bir artis gézlenmis fakat 30 dakikadan sonra

Hypogymnia physodes liken tiiriine ait protein igerigi azalmaya baslamistir. 72 saat

sonunda ise kontrol 6rnegine gore ciddi oranda azalma goriilmektedir.
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0,03 - .
o /L ,@ Protein Konsantrasyonu
" 0,025 -
Kontrol  0,018833| £ &
i S5 002 -
30dakika 0,027364| 8
lsaat 0025387 E Eg 0,015
2 saat 0,012054 %_% £ 001 -
6saat 0010117 & ,o05
H :
8saat 001162 & g .
= T T T T T T T T 1
[}
24 saat 0,022618 T Kontrol 30  1sast 2Zsaat Gsaat 18sast 24 caat 48 saat 72 saat
48saat  0,009648 dakika
72saat  0,008554 Uygulama stireleri

Sekil 4.10 60 ppm Cr*® katyonu uygulanmis Hypogymnia physodes liken tiiriine ait total
protein icerigi dl¢limleri

120 ppm Cr*® katyonu uygulanmis Hypogymnia physodes liken tiiriine ait total protein
Olgtimleri sonucunda sekil 4.11°den de goriildiigii gibi kontrol 0,017627 mg/L degeri
cikmigtir. En az bekleme siiresi olan 30 dakika sonucu 0,017867 mg/L degeri bulunup
en uzun bekleme siiresi olan 72 saat sonunda 0,012496 mg/L bulunmustur. Ik 30
dakika sonucunda kontrol ile hemen hemen ayni deger bulunmustur. Bekleme siiresi
olan 1 saat sonucunda kontrol 6rnegine gore artis gozlendikten sonra Hypogymnia

physodes liken tiiriine ait protein igerigi azalmaya baslamistir.

+& _ -
Cr mg/L e o 003 Protein Konsantrasyonu
Kontrol  0,017627] E's o002 -
30dakika 0,017867| E% 0.015 -
lsaat 0023171 28 E ;4 -
2 saat 0,014561 % L
E O = 0005
§saat 0010145 E 2§
n';n D T T T T T T T T 1
18saat 0013227 g =2
- L Kontrol 30  1saast 2saat Gsaat 15 saat 24 sast 48 saat 72 saat

24 saat 0,011608 dakika
48 saat 0,009732
72 saat 0,012496

Uygulama siireleri

Sekil 4.11 120 ppm Cr*® katyonu uygulanmis Hypogymnia physodes liken tiiriine ait
total protein igerigi dl¢limleri
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4.2.2 30, 60 ve 120 ppm Pb*? katyonunun Hypogymnia physodes liken tiiriinde
toplam protein ol¢iimlerine ait bulgular

30 ppm Pb*? katyonu uygulanmis Hypogymnia physodes liken tiiriine ait total protein
Olctimleri sekil 4.12°de verilmistir. Sekil 4.12°de de goriildiigii gibi kontrol 0,019902
mg/L bulunmustur. En az bekleme siiresi olan 30 dakika sonucu 0,024706 mg/L degeri
bulunup en fazla bekleme siiresi olan 72 saat sonunda ise 0,01866 mg/L degeri
bulunmustur. ilk 30 dakika, 6 saat ve 24 saat sonucunda kontrol drnegine gore bir artis
gozlenirken bekleme stireleri olan 1 saat, 2 saat ve 18 saat sonucunda gozle goriiliir bir

azalma gortilmektedir. 72 saat sonunda ise kontrole yakin bir deger bulunmustur.

PO mgll 5 Protein Konsantrasyonu

Kontrol  0,019022| w _E 0,025

30 dakika 0,024706 _E s 0w

1saat  0,009832] @ % . 0015

2 saat 0,015404, 3‘5 0,01

6saat 0022819 &% £ 0005

18saat 0013886 E 3 0

24saat  0,025136 g g Kontrol 30 1sast 2sast Gsast 18seat 24 saat 48 sast 72 seat
48saat  0,013752 S dakika

72 saat 0,01866 Uygulama streleri

Sekil 4.12 30 ppm Pb*? katyonu uygulanmis Hypogymnia physodes liken tiiriine ait total
protein igerigi 6lgtimleri

60 ppm Pb*? katyonu uygulanmis Hypogymnia physodes liken tiiriine ait total protein
Olctimleri sekil 4.13°de verilmistir. Sekil 4.13’de de goriildiigli gibi kontrol 0,02028
mg/L bulunmustur. En az bekleme siiresi olan 30 dakika sonucu 0,016342 mg/L degeri
bulunup en fazla bekleme siiresi olan 72 saat sonunda ise 0,012094 mg/L degeri
bulunmustur. Bekleme siiresi olan 1 saat sonucunda kontrol ornegine gore bir artis
gozlenirken 1 saat sonrasinda Hypogymnia physodes liken tiiriine ait total protein

miktarinda azalma goriilmektedir.
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Ph* mg/L 0,03 -

¢ e Protein Konsantrasyonu
Kontrol  0,020284| E-g 0025 7
30dakika 0,016342) 2 E =5 002
w2 S
1saat 0,026476 ;‘% B 0,015
2saat  0,013266) =8 2017
& 3= 0005 -
Gsaat  0,022205 E%ﬁ !
18saat  0,020217| & 0 ' . . . . . . : :
2 T Kontrol 30 1saat 2sast Gsast 18saat 24 sast 48saat 72 saat

24saat  0,019391 dakika
48 saat 0,010793
72saat  0,012094

Uygulama siireleri

Sekil 4.13 60 ppm Pb*? katyonu uygulanmis Hypogymnia physodes liken tiiriine ait total
protein igerigi dl¢limleri

120 ppm Pb*? katyonu uygulanmis Hypogymnia physodes liken tiiriine ait total protein
Olgtimleri sekil 4.14°de verilmistir. Sekil 4.14’de de goriildiigi gibi kontrol 0,020284
mg/L bulunmustur. En az bekleme siiresi olan 30 dakika sonucu 0,012909 mg/L degeri
bulunup en fazla bekleme siiresi olan 72 saat sonunda ise 0,020837 mg/L degeri
bulunmustur. En az bekleme siiresi olan 30 dakika sonucunda kontrol drnegine gore
protein miktarinda azalma gozlenirken 30 dakika sonrasinda likenin direng gostermeye
basladig1 goriilmektedir. 72 saat sonrasinda ise Hypogymnia physodes liken tiirine ait

total protein miktarinda kontrol 6rnegine gore yakin bir deger bulunmustur.

+2 .
Po me/L e 005 Protein Konsantrasyonu
Kontrol  0,020284 E7§ 002 -
i 80 -
30dakika 0,012909 s E‘?x 0,015 -
1saat 001445 T8¢
RS 001
2 saat 0,018699 a9
£ 9T 0005 -
Gsaat  0,020156 g % g
18saat  0,022054 g _ 0 . . . . . . . . .
94 saat 0.016063 I Kontrol 30 1sast 2sast Gssat 18 sast 24 sast 48 sast 72 saat
! dakika
48 saat 0,022434 . .
72 sagt 0.020837 Uygulama siireleri

Sekil 4.14 120 ppm Pb*? katyonu uygulanmis Hypogymnia physodes liken tiiriine ait
total protein igerigi ol¢limleri
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4.2.3 Hypogymnia physodes liken tiiriiniin UV stresi (UVA, UVB, UVC, UVD
(Daylight), UVA+UVD, UVA+UVB) altinda toplam protein 6l¢iimlerine ait
bulgular

Bu tez kapsaminda H. physodes liken tiirinde UV stresi altinda (UVA, UVB, UVC,
UVD, UVA+UVD, UVA+UVB) Bradford yontemi ile total protein igeriginin tespiti
amaclanmustir. Cizelge 4.2°de calisilan farkli dalga boylarinda ve farkh tipteki UV 1511
uygulamalar1 sonucunda H. physodes liken tiiriindeki protein igerigini spektrofotometrik

Ol¢iimler sonucunda elde edilen degerleri verilmistir.

Cizelge 4.2 Hypogymnia physodes liken tiirlinde agir metal stresi altinda total protein

icerigi
- Hypogymnia physodes
protein
icerigi

UVA UVB UVC | Daylight(UVD) | UVA+UVD | UVA+UVB
Kontrol 0,049826 0,050535 0,049033 0,050619 0,046654 0,050074

(mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L)
4ilem? 0,025678 | 0,047068 0,033802 0,032456 0,038374 0,042796
! (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L)
8 i/om? 0,03139 0,045895 0,030842 0,033489 0,031244 0,041624
! (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L)
12 0,034321 0,0469 0,031473 0,032406 0,033137 0,042629
jlem? (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L)
20 0,03666 0,038776 0,030312 0,03733 0,025069 0,044974
jlem? (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L)
40 0,043567 0,045728 0,021624 0,035733 0,0323 0,041875
jlem? (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L)
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UVA radyasyonu uygulanmig Hypogymnia physodes liken tiiriine ait total protein
Olgtimleri sekil 4.15°de verilmistir. Sekil 4.15°de de goriildiigi gibi kontrol 0,049826
mg/L bulunmustur. En az bekleme siiresi olan 4 j/cmz’de 0,025678 mg/L degeri
bulunup en fazla bekleme siiresi olan 40 j/lcm? sonunda ise 0,043567 mg/L degeri
bulunmustur. En az bekleme siiresi olan 4 j/cm? igerisinde kontrol Srnegine gore bir

azalma goriiliirken en fazla bekleme siiresi olan 40 j/cm® de ise kontrole yakin bir deger

bulunmustur.
UVA mg/L 006 )
Kontrol  0,049826 E g Protein Konsantrasyonu
5 = -E - - Elll:l-fl _=._._—...-l-.-"
ajfem”® 0029678 S &3 v
. B3 ?u,uz
gjfem’ 0031389 23S
12jfem’ o031 3% 07 ' ' '
! : Kontrol 4 ] 12 20 40

20j/em”  0,03666
a0jfem®  0,043567

UVA uygulama dozlan (jfcm?)

Sekil 4.15 UVA radyasyonu uygulanmis Hypogymnia physodes liken tiiriine ait total
protein icerigi 6l¢timleri

UVB radyasyonu uygulanmig Hypogymnia physodes liken tiiriine ait total protein
Ol¢timleri sekil 4.16°da verilmistir. Sekil 4.16’da da goriildiigii gibi kontrol 0,050535
mg/L bulunmugstur. En az bekleme siiresi olan 4 j/cmz’de 0,047068 mg/L degeri
bulunup en fazla bekleme siiresi olan 40 j/cm? sonunda ise 0,045728 mg/L degeri
bulunmustur. Biitiin parametrelerdeki Hypogymnia physodes liken tiiriine ait total
protein miktarlar1 kontrol Ornegine yakin bir deger ¢ikmakla birlikte azalma

gostermistir.
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UVE mg/L g 006 Protein Konsantrasyonu
o

Kontm! 0,050535 E E,: 0.04 - v‘‘----...._,___v__.___....------"b
ajjom®  0,047068) 5 g ?

8w = 0,02
g8j/fem®  0,045895 5 E B
12jfem®  0,0469 5 § £ o - -
20 ];"cmz 0,038776 £ Kontrol & 12 20 40
20 ]chm;,_ 0,045728 UVBuygulama dozlan (j/cm?)

Sekil 4.16 UVB radyasyonu uygulanmis Hypogymnia physodes liken tiiriine ait total
protein igerigi dl¢limleri

UVC radyasyonu uygulanmis Hypogymnia physodes liken tiiriine ait total protein
Olctimleri sekil 4.17°de verilmistir. Sekil 4.17°de de goriildiigii gibi kontrol 0,049033
mg/L bulunmustur. En az bekleme siiresi olan 4 j/cm®de 0,033802 mg/L degeri
bulunup en fazla bekleme siiresi olan 40 j/cm® sonunda ise 0,021624 mg/L degeri
bulunmustur. Biitiin parametrelerdeki Hypogymnia physodes liken tiiriine ait total

protein miktarlar1 kontrol 6rnegine gére azalma gostermistir.

uvc mg/L _ 0,06 P inK
Kontrol 0043033 , g \IO"ZEII'I onsantrasyonu
ajfom® 0033802 E g v ' + )
m o~ E E 2 002 . T~
8jfcm®  0,030842 %g &
wias | .

2jfem’ 003473 FzE °

2 e Kontrol 4 B 12 20 40
20jfem®  0,030312 g )

2 UVCuygulama dozlan (jfcm?)
40 jfcm 0,021624

Sekil 4.17 UVC radyasyonu uygulanmis Hypogymnia physodes liken tiiriine ait total
protein icerigi dl¢timleri

UVD radyasyonu uygulanmis Hypogymnia physodes liken tiiriine ait total protein
Olgtimleri sekil 4.18’de verilmistir. Sekilde de goriildiigii gibi kontrol 0,050619 mg/L
bulunmustur. En az bekleme siiresi olan 4 jlcm®’de 0,032456 mg/L degeri bulunup en
fazla bekleme siiresi olan 40 j/cm2 sonunda ise 0,035733 mg/L degeri bulunmustur.
Biitlin parametrelerdeki Hypogymnia physodes liken tiiriine ait total protein miktarlari

kontrol drnegine gore azalma gostermistir.
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uvp mg/L 5008 Protein Konsantrasyonu
Kontrol  0,050619| o ‘? 004
2 E£ LY
ajfem® 003256 53 v y ' v v
) 2§ o0
j/em’ 003483 23 &
o4k
12j/em”  0,032406) 2 % & o ' ' ' ' '
i . E Kontrol 4 B 12 20 40
20jfem”  0,037333 UVDuygulama dozlar (jfcm?)
40jfem®  0,035733

Sekil 4.18 UVD radyasyonu uygulanmig Hypogymnia physodes liken tiiriine ait total
protein igerigi dl¢limleri

UVA+UVD radyasyonu beraber uygulanmis Hypogymnia physodes liken tiiriine ait
total protein Olgtimleri sekil 4.19°da verilmistir. Sekilde de goriildiigii gibi kontrol
0,046654 mg/L bulunmustur. En az bekleme siiresi olan 4 j/cmz’de 0,038374 mg/L
degeri bulunup en fazla bekleme siiresi olan 40 j/cm? sonunda ise 0,032300 mg/L degeri
bulunmustur. Bekleme siirelerine bagli olarak biitiin parametrelerdeki Hypogymnia

physodes liken tiiriine ait total protein miktarlar1 kontrol Ornegine goére azalma

gostermistir.
UVA+UVD mg/L 0,05 .
me/ e T Protein Konsantrasyonu

Kontrol  0,046654 E %5004
ajfom® 0038374 3 g Soos

J ' :;E-g 0,02
gjfem® | 0,031244 E ‘E fom

=

12jfem’ 0033137 T g8 O ' ' ' '

o, 7% Kontrol 4 8 12 20 40
20jfem® 0025069 3 & _

2 UVA+UVD uygulama dozlan (jfcm?)

40jfem® | 0,032299

Sekil 4.19 UVA+UVD radyasyonu uygulanmis Hypogymnia physodes liken tiiriine ait

total protein igerigi ol¢iimleri
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UVA+UVB radyasyonu beraber uygulanmis Hypogymnia physodes liken tiiriine ait
total protein dl¢timleri sekil 4.20°de verilmistir. Sekil 4.20°de de gorildigi gibi kontrol
0,050074 mg/L bulunmustur. En az bekleme siiresi olan 4 j/cmz’de 0,042796 mg/L
degeri bulunup en fazla bekleme siiresi olan 40 jlcm? sonunda ise 0,041875 mg/L degeri
bulunmustur. 4, 8, 12, 20 ve 40 j/cm® UVA+UVB uygulanmus 6rnekler arasinda belirgin

bir artis ya da azalma goriilmezken kontrol 6rnegine gore azalma goriilmektedir.

UVA+UVB mg/L 0,06 .
e/ o = Protein Konsantrasyonu
Kontrol  0,050074) E & — ) -
Ee~004 v - g —
. 2 -
4j/em”™ 0042796 F2H
. 22 o
gjfem 0,041624 E & i .
12j/em®  0,042629 % 28 ' ' '
o S § Kontral 4 B 12 20 40
EDJ"" tm 0,044374 z UVA+UVBuygulama dozlar (jfcm?)
anjfem®  0,041875

Sekil 4.20 UVA+UVB radyasyonu uygulanmis Hypogymnia physodes liken tiiriine ait
total protein igerigi 6l¢limleri

4.3 Hypogymnia Physodes Liken Tiiriiniin Krom (Cr*®) ve Kursun (Pb*?) ile UV
Stresi Altinda Klorofil Ol¢iimlerine Ait Bulgular

4.3.1 Hypogymnia physodes liken tiiriiniin krom (Cr™® ) ve kursun (Pb*? ) stresi
altinda klorofil a dl¢iimlerine ait bulgular

Bu tez kapsaminda Hypogymnia physodes liken tiiriinde 30, 60 ve 120 ppm Cr'® ve Pb*?
agir metal stresine karsi klorofil-a icerigi ¢izelge 4.3’de verilmistir. Klorofil-a miktari

Arnon denklemine gore belirlenmistir (Arnon 1949).
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Cizelge 4.3 Hypogymnia physodes liken tiiriinde agir metal stresi altinda
icerigi
ypogymnia phy
klorofil-a
igerigi
30 ppm 60 ppm 120 ppm 30 ppm 60 ppm 120 ppm
Cr'® Cr'® Cr® Pb*? Pb*? Pb*?
Kontrol 2,3002 2,30028 | 2,30028 2,30028 2,30028 2,3002
(mg/kg) (mg/kg) | (mg/kg) | (mg/kg) | (mg/kg) (mglkg)
30 dakika 1,5322 1,06111 | 1,4612 2,19079 | 2,23096 1,4946
(mg/kg) (mg/kg) | (mg/kg) | (mg/kg) | (mg/kg) (mglkg)
1 saat 0,8190 1,4433 | 0,88181 | 0,53175 | 1,33495 0,7733
(mg/kg) | (mg/kg) | (mg/kg) | (mg/kg) | (mg/kg) (mg/kg)
2 saat 0,5604 1,53533 | 1,85177 1,76851 1,32838 1,3195
(mg/kg) | (ma/kg) | (mg/kg) | (mg/kg) | (mg/kg) (mg/kg)
6 saat 1,7882 0,80755 | 0,47272 1,45344 0,56087 0,8815
(mg/kg) | (mg/kg) | (mg/kg) | (mg/kg) | (mg/kg) (mg/kg)
18 saat 1,5442 0,58208 | 0,80874 | 1,08933 | 1,41115 0,9239
(mg/kg) | (mg/kg) | (mg/kg) | (mg/kg) | (mg/kg) (mg/kg)
24 saat 0,6647 0,92811 | 1,08276 1,1527 1,38425 1,4373
(mg/kg) (mg/kg) | (mg/kg) | (mg/kg) | (mg/kg) (mg/kg)
48 saat 0,9674 1,6405 0,55968 1,6883 2,59013 0,6791
(mg/kg) (mg/kg) | (mg/kg) | (mg/kg) | (mg/kg) (mg/kg)
72 saat 0,9181 1,0608 0,40415 2,20093 1,2147 1,8514
(mg/kg) (mg/kg) | (mg/kg) | (mg/kg) | (mg/kg) (mg/kg)

klorofil-a

4.3.1.1 30, 60 ve 120 ppm Cr*® katyonunun Hypogymnia physodes liken tiiriinde
klorofil a dl¢iimlerine ait bulgular

30 ppm Cr*® katyonu uygulanmis Hypogymnia physodes liken tiiriine ait klorofil-a

Olgtimleri sekil 4.21°de verilmistir. Sekilde de goriildiigii gibi kontrol 2,30028 mg/kg

bulunmustur. En az bekleme siiresi olan 30 dakika sonucunda klorofil-a miktar1 1,5322

mg/kg degeri bulunup en fazla bekleme siiresi olan 72 saat sonunda ise 0,9181 mg/kg

degeri bulunmustur. En az bekleme siiresi olan 30 dakika sonunda klorofil-a miktarinda
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biiylik oranda azalma gozlenmistir. Diger bekleme siireleri sonunda da kontrol 6rnegine

gore miktarlar azalmaktadir.

+& -

cr mg/kg Klorofil-a Konsantrasyonu
Kontrol 2,30028 s _

. 25 15
30 dakika 1,53222 H =g 2

- =
1saat 081906 E¥E 45
2saat 0,56043 g %é F 1
£a

6 saat 1,78827 ; < £ EU’S Bmg/ke
18 saat 154428) Fww O
24 s3at 0,66472 gn'_E E Kontrol daqu 1saat 2saat Gsaat 1Bsaat 24 saat 48 saat 72 saat
48saat | 0,96741 e Bk
72 saat 0,91811 Uygulama siireleri

Sekil 4.21 30 ppm Cr*® katyonu uygulanmis Hypogymnia physodes liken tiiriine ait
Klorofil-a i¢erigi dlgtimleri

60 ppm Cr*® katyonu uygulanmis Hypogymnia physodes liken tiiriine ait klorofil-a
Olctimleri sekil 4.22°de verilmistir. Sekil 4.22°de de goriildiigi gibi kontrol 2,30028
mg/kg bulunmustur. En az bekleme siiresi olan 30 dakika sonucu klorofil-a miktari
1,06111 mg/kg degeri bulunup en fazla bekleme siiresi olan 72 saat sonunda ise 1,0608
mg/kg degeri bulunmustur. 60 ppm Cr'® katyonu uygulanmis Hypogymnia physodes
liken tiirtine ait klorofil-a igerigindeki biitiin bekleme siirelerindeki miktar kontrol

Ornegine gore azalma gostermistir.

+&
Cr mg/kg Klorofil-a Konsantrasyonu
Kantrol 2,30028 s -
. £:5 25

l0dakika 106111 =g 7
1saat | 1a332 £§E

-E a E — s
25aat 1,53533 g

$E35 !
6 saat 0,80755 : L i H 0,5 Emg/ke
18saat 058208 g £8
24 saat 092811 g =8 :E Kontrol 30 1sast 2sast Gsaat 1Bsast 24 sast 48 sast 72 saat

0 dakika
48saat  1,64051 g=
Uygulama siireleri

72 saat 1,64053

Sekil 4.22 60 ppm Cr*® katyonu uygulanmis Hypogymnia physodes liken tiiriine ait total
klorofil-a igerigi 6lgtimleri
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120 ppm Cr*® katyonu uygulanmis Hypogymnia physodes liken tiiriine ait klorofil-a
Olctimleri sekil 4.23°de verilmistir. Sekil 4.23’de de goriildiigli gibi kontrol 2,30028
mg/kg bulunmustur. En az bekleme siiresi olan 30 dakika sonucunda klorofil-a miktar1
1,4612 mg/kg degeri bulunup en fazla bekleme siiresi olan 72 saat sonunda ise 0,40415
mg/kg degeri bulunmustur. 60 ppm Cr*®uygulanmis Hypogymnia physodes liken tiiriine
ait klorofil-a icerigindeki biitiin bekleme siirelerindeki miktarlar kontrol 6rnegine gore

azalma gostermistir. Klorofil-a miktarinin en az oldugu bekleme siiresi 72 saat olarak

belirlenmistir.
+5

Cr meg/kg Klorofil-a Konsantrasyonu

Kontrol 2,30028 .E -

30dakika 146121 == g

-

1saat 088181 B2 SE 3

2saat | 1,85177 g %;_i B2

6saat 0477 S LER1

18saat  0,80874| S ag O mme/ke
-3 ET

24 533t 1,08276 855 Kontrol 30 1saat 2saat Gsast 18saat 24 saat 48 saat 72 saat
o =2k i

48saat 05598 B2 dakia

79 <2t 040115 = Uygulama siireleri

Sekil 4.23 120 ppm Cr*® katyonu uygulanmis Hypogymnia physodes liken tiiriine ait
total klorofil-a igerigi dlgtimleri

4.3.1.2 30, 60 ve 120 ppm Pb*? katyonunun Hypogymnia physodes liken tiiriinde
klorofil a dl¢ciimlerine ait bulgular

30 ppm Pb*? katyonu uygulanmis Hypogymnia physodes liken tiiriine ait klorofil-a
Olctimleri sekil 4.24°de verilmistir. Sekil 4.24’de de goriildigii gibi kontrol 2,30028
mg/kg bulunmustur. En az bekleme siiresi olan 30 dakika sonucunda klorofil-a miktari
2,19079 mg/kg degeri bulunup en fazla bekleme siiresi olan 72 saat sonunda ise 2,20093
mg/kg degeri bulunmustur. En az bekleme siiresi olan 30 dakika ve en fazla bekleme
siresi olan 72 saat sonucunda klorofil-a oranm1 kontrole gore yakin bir deger
bulunmustur. Diger bekleme siirelerinde ise kontrole gore biiyiik miktarda azalmalar

mevcuttur.
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py* mg/fkg
Kontrol 2,30028

Klorofil-a Konsantrasyonu

m E
"

30dakika  2,19079 E’E £
1saat 053175 FE ..

2dz }1.5
2saat 176851 L ¥R 1

[
6 saat 145344 g g2 _E.'J-S I I mmg/kg
18saat  1,08933 & E i 0 |

-l E Kentro lsaat 2ssat Dsaat 1Esmat 24saat 48 At TIshatl
Msaat 115271 A % g dm“
48 saat LAE33< Uygulama siireleri

72 saat 2,20093

Sekil 4.24 30 ppm Pb*? katyonu uygulanmis Hypogymnia physodes liken tiiriine ait total
Klorofil-a igerigi 6l¢timleri

60 ppm Pb*? katyonu uygulanmis Hypogymnia physodes liken tiiriine ait klorofil-a
Olctimleri sekil 4.25°de verilmistir. Sekil 4.25’de de goriildiigi gibi kontrol 2,30028
mg/kg bulunmustur. En az bekleme siiresi olan 30 dakika sonucunda klorofil-a miktar1
2,23096 mg/kg degeri bulunup en fazla bekleme siiresi olan 72 saat sonunda ise 1,2147
mg/kg degeri bulunmustur. En az bekleme siiresi olan 30 dakika sonucunda klorofil-a
orani kontrol 6rnegine gdre yakin bir deger bulunurken bekleme siiresi olan 48 saat
sonucunda Hypogymnia physodes liken tiiriine ait klorofil-a orani kontrol drnegine gore

artis gozlenmistir. Diger bekleme siirelerinde ise kontrole gore ciddi oranda azalmalar

gorilmektedir.
+2

Pb mg/kg Klorofil-a Konsantrasyonu

Kontrol 2,30028 .3 c

30dakika  2,2309| =3 %

1saat 1,33495 ?-‘.E - 3
8 iy E

2 saat 132838 ¢ 2§ 32

6 saat 056087 T g2 E}

18saat 141115 558 ° mmg/kg
8 n=.n:§ Kontrol 30 1sagt 2sast Gsast 1Bsaat 24 saat 48 sast 72 saat

24 saat 1,38425 z :’: dakika

48 saat 2,55013 Uygulama siireleri

72 saat 1,21472

Sekil 4.25 60 ppm Pb*? katyonu uygulanmis Hypogymnia physodes liken tiiriine ait total
klorofil-a igerigi 6lgtimleri
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120 ppm Pb*? katyonu uygulanmis Hypogymnia physodes liken tiiriine ait klorofil-a
Olgtimleri sekil 4.26°da verilmistir. Sekilde de gortildigii gibi kontrol 2,30028 mg/kg
bulunmustur. En az bekleme siiresi olan 30 dakika sonucunda klorofil-a miktar1 1,49467
mg/kg degeri bulunup en fazla bekleme siiresi olan 72 saat sonunda ise 1,85146 mg/kg
degeri bulunmustur. Biitiin bekleme siirelerinde Hypogymnia physodes liken tiiriine ait

klorofil-a orani kontrol 6rnegine gore azalma gostermistir.

Pb* mg/k -
g/ke Klorofil-a Konsantrasyonu
Kontrol 2,30028 -
30dakika 149467 2 &3 25
= 2
lsaat  0,77333 :’i‘% E L
2saat 1,31956 rf :_i ¥
2T
6 saat 0,88151 E g ED-E Wme/kg
18 saat 0,92392
&E < Kontrol 30  1saat 2saat 6saat 18 sast 24 sast 48 saat 72 saat
24 saat 143732 R &3 dakika
- =k
o=
48 saat 0,67918 - Uygulama siireleri
72 saat 1,85146

Sekil 4.26 120 ppm Pb*? katyonu uygulanmis Hypogymnia physodes liken tiiriine ait
total Klorofil-a igerigi dlgtimleri

4.3.1.3 Hypogymnia physodes liken tiiriiniin UV stresi (UVA, UVB, UVC, UVD,
UVA+UVB ve UVA+UVD) altinda klorofil a dl¢iimlerine ait bulgular

Bu tez kapsaminda H. physodes liken tiiriinde UVA, UVB, UVC, UVD, UVA+UVB ve
UVA+UVD stresine karsi total klorofil-a igerigi ¢izelge 4.4’de verilmistir. Total

klorofil-a miktar1 Arnon denklemine gore belirlenmistir (Arnon 1949).
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Cizelge 4.4 Hypogymnia physodes liken tiirtinde UV stresi altinda total klorofil-a i¢erigi

Toplam Hypogymnia physodes

klorofil-a

icerigi

Daylight UVA+UV

UVA UVB uvC UVyD)g C | uva+uvD 8

Kontrol 2,30028 2,30028 | 2,30028 | 2,30028 2,30028 2,30028
(mg/kg) (mg/kg) | (mg/kg) | (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg)

4 jlom? 2,74209 2,98233 | 532521 | 1,95769 1,38994 1,00131
(mg/kg) (mg/kg) | (mg/kg) | (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg)

8 jlom? 2,7125 4,98425 | 544683 | 3,16445 3,69785 5,15667
(mg/kg) (mg/kg) | (mg/kg) | (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg)

12 j/em? 1,16672 4,89879 | 2,83053 | 3,38873 3,93646 4,72205
(mg/kg) (mg/kg) | (mg/kg) | (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg)

20 /o’ 1,92422 9,16527 | 3,20868 | 2,59044 6,11349 4,02924
(mg/kg) (mg/kg) | (mg/kg) | (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg)

40 jlem? 1,36379 6,66435 | 9,05102 | 2,69398 7,77101 4,76033
(mg/kg) (mg/kg) | (mg/kg) | (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg)

UVA radyasyonu uygulanmis Hypogymnia physodes liken tiirtine ait klorofil-a

Olctimleri sekil 4.27°de verilmistir. Sekil 4.27°de goriildiigli gibi kontrol 2,30028 mg/kg

bulunmustur. En az uygulama dozu olan 4 j/cm2 sonunda 2,74209 mg/kg degeri

bulunup en fazla uygulama dozu olan 40 j/cm? sonunda ise 1,36379 mg/kg degeri

bulunmustur. En az uygulama dozu olan 4 jlcm?® ile 8 jlcm® sonunda Hypogymnia

physodes liken tiiriine ait klorofil-a igeriginde kontrol 6rnegine gore bir artis gézlenmis

8 j/cm? sonrasinda ise klorofil-a igerigi azalmaya baslamugtir.

UVA
Kontrol

&lj',-"f:mZ
Bj,-"c:mZ
12 j/em?
20 j/em?
40 j/cm?

Sekil 4.27 UVA radyosyonu uygulanmis Hypogymnia physodes liken tiiriine

mg/kg
2,30028

2,74209
2,71252
1,16672
1,92422
1,36379

Klorofila Konsantrasyonu
:,
5%
e £
£ 15, | . . . .
ELE
o = Kantrol 4 B8 12 0 40
g Uygulama dozlan(j/cm? )

klorofil-a igerigi 6lgtimleri
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UVB radyasyonu uygulanmig Hypogymnia physodes liken tiiriine ait klorofil-a
Ol¢timleri sekil 4.28’de verilmistir. Sekilde de goriildiigii gibi kontrol 2,30028 mg/kg
bulunmustur. En az uygulama dozu olan 4 j/cm2 sonunda 2,98233 mg/kg degeri
bulunup en fazla uygulama dozu olan 40 j/cm? sonunda ise 6,66435 mg/kg degeri
bulunmusgtur. Biitiin uygulama dozlarinda Hypogymnia physodes liken tiirline ait

klorofil-a miktarlar1 kontrol 6rnegine gore bir artis gézlenmistir.

W mgke = Klorofila Konsantrasyonu
.
Kontrol  2,30028 E . £ % 10
4jfem*  2,98233 EE ; H
gjjem’ 493425 Bl 4E °
12 j/em’ 5513 .
jfem 4,89879| 2 E % 0 : : : :
20j/em”  9,16527 = Kontrol 8 12 20 40
-!lUl],J't:mz f,66435 Uygulama dozlan (jfem? )

Sekil 4.28 UVB radyasyonu uygulanmis Hypogymnia physodes liken tiiriine ait klorofil-
a igerigi 6lciimleri

UVC radyasyonu uygulanmig Hypogymnia physodes liken tiiriine ait klorofil-a
Olgtimleri sekil 4.29°da verilmistir. Sekilde de gorildigii gibi kontrol 2,30028 mg/kg
bulunmustur. En az uygulama dozu olan 4 j/crn2 sonunda 5,32521 mg/kg degeri
bulunup en fazla uygulama dozu olan 40 j/cm? sonunda ise 9,05102 mg/kg degeri
bulunmustur. Biitiin uygulama dozlarinda Hypogymnia physodes liken tiirline ait

klorofil-a miktarlarinda kontrol 6rnegine gore bir artis gézlenmistir.

we  Imgke 2 Klorofila Konsantrasyonu
Kontral ~ 2,30028) = E £ 10
o2 g =8
ajfem® 532521 Egg B
gjfem 504683 BT e B °
Rjfem’ 283053 § E E T . .
20jfem®  3,20868 5= Kontrol
4'IEII],-"(:mZ 9,05102 = U\rgulama dozlan lj_a"cmZ

Sekil 4.29 UVC radyasyonu uygulanmis Hypogymnia physodes liken tiiriine ait klorofil-
a icerigi olgiimleri
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UVD radyasyonu uygulanmig Hypogymnia physodes liken tiiriine ait klorofil-a
Olgtimleri sekil 4.30°da verilmistir. Sekilde de goriildiigi gibi kontrol 2,30028 mg/kg
bulunmustur. En az uygulama dozu olan 4 j/cm2 sonunda 1,95769 mg/kg degeri
bulunup en fazla uygulama dozu olan 40 jlcm?® sonunda ise 2,69398 mg/kg degeri
bulunmustur. En az uygulama dozu olan 4 j/em®de klorofil-a miktarinda kontrol
ornegine gore azalma gozlenmis 4 j/em® sonrasinda klorofil-a igerigi artmaya
baslamistir ve en fazla uygulama dozu olan 40 j/cm2 sonunda ise kontrole yakin bir

deger bulunmustur.

o mefkg . Klorofila Konsantrasyonu
Kontrol 2,30028 E -
aifem® 2 gy

jfem 195769 § ?f ?
s e (L LW I | i

-

12jfem® 338873 5 gg E 0 B mg/ke
20jfem®  2,59044 3 § E Kontrol
40 ]J-"cm?' 2,69398 £ U\rgulama dozlan lj,"|:m2 )

Sekil 4.30 UVD radyasyonu uygulanmis Hypogymnia physodes liken tiiriine ait klorofil-
a icerigi ol¢iimleri

UVA+UVD radyasyonu beraber uygulanmis Hypogymnia physodes liken tiiriine ait
klorofil-a 6lgtimleri sekil 4.31°de verilmistir. Sekilde de gortildiigi gibi kontrol 2,30028
mg/kg bulunmustur. En az uygulama dozu olan 4 j/cm2 sonunda 1,38994 mg/kg degeri
bulunup en fazla uygulama dozu olan 40 j/cm? sonunda ise 7,77101 mg/kg degeri
bulunmustur. En az uygulama dozu olan 4 j/cmz’de klorofil-a miktarinda kontrol
Ornegine gore azalma gozlenmis 4 j/cm2 sonrasinda klorofil-a igerigi artmaya
baslamustir ve en fazla uygulama dozu olan 40 j/cm? sonunda ise kontrole gore ciddi bir

artis gézlenmistir.
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UVA+UVD mg/kg Klorofila Konsantrasyonu
Kontrol 2,30028 2 g 10
4jfem* 138994 § 22

: I
8 j/cm 369785 BELE S

2% =
12j/em®  3,93646 E 5d me/ke
i a ] T T T T T T 1

20j/em® 611343 & ° E E Kontrol 4 8 12 20 40
-’Jll)],*'f:r‘nZ 7.77101 ; £ Uygulama dozlan (jfcm? )

Sekil 4.31 UVA+UVD radyasyonu beraber uygulanmis Hypogymnia physodes liken
tiirline ait klorofil-a igerigi 6l¢ctimleri

UVA-+UVB radyasyonu uygulanmig Hypogymnia physodes liken tiiriine ait klorofil-a
Olgtimleri sekil 4.32°de verilmistir. Sekilde de gortildiigii gibi kontrol 2,30028 mg/kg
bulunmustur. En az uygulama dozu olan 4 j/cm2 sonunda 1,00131 mg/kg degeri
bulunup en fazla uygulama dozu olan 40 j/cm? sonunda ise 4,76033 mg/kg degeri
bulunmustur. En az uygulama dozu olan 4 j/em®de klorofil-a miktarinda kontrol
Ornegine gore bir azalma goézlenmis 4 j/cm2 sonrasinda klorofil-a icerigi artmaya
baslamistir ve en fazla uygulama dozu olan 40 j/cm2 sonunda ise kontrol 6rnegine gore

ciddi oranda artig gozlenmistir.

UVA+UVB mg/kg i Klorofila Konsantrasyonu
Kontrol ~ 2,30028) & & =~

e 8 53¢
4jfcm 1,00131 -% E-g ‘? p
8jfem® 515667) EE & T, I

[aa] W
12jfem®  4,72205| 2 %E - . [ B mg/ke
E T T T T T

20jfem®  4,02924 é § E Kontral 4 B 12 20 10
a0jfem®  4,76033 T Uygulama dozlan (jf/cm? )

Sekil 4.32 UVA+UVB radyasyonu beraber uygulanmig Hypogymnia physodes liken
tiirline ait klorofil-a igerigi 6l¢ctimleri
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4.3.2 Hypogymnia physodes liken tiiriiniin krom (Cr*®) ve kursun (Pb*?) stresi
altinda klorofil b 6lciimlerine ait bulgular

Bu tez kapsaminda Hypogymnia physodes liken tiiriinde 30, 60 ve 120 ppm Cr'*® ve Pb*?
agir metal stresine karsi total klorofil-b igerigi ¢izelge 4.5’de verilmistir. Total klorofil-b

miktar1 Arnon denklemine gore belirlenmistir (Arnon 1949).

Cizelge 4.5 H. physodes liken tiiriinde agir metal stresi altinda total klorofil-b igerigi

- | Hypogymnia physodes

klorofil-
b igerigi

30 ppm 60 ppm 120 ppm 30 ppm 60 ppm 120 ppm
Cr+6 Cr+6 Cr+ﬁ Pb+2 Pb+2 Pb+2

1,51848 | 1,51848 | 1,51848 | 1,51848 | 1,51848 | 1,51848
(mg/kg) | (mg/kg) | (mg/kg) | (mg/kg) | (mg/kg) | (mg/kg)

Kontrol

30 0,09264 | 0,06906 | 1,21424 | 0,4853 | 1,28112 | 1,13618
dakika | (mg/kg) | (mg/kg) | (mg/kg) | (mg/kg) | (mg/kg) | (mg/kg)

0,2678 | 0,1254 | 0,35422 | 5,60986 | 1,15122 | 0,6571
(mg/kg) | (mg/kg) | (mg/kg) | (mg/kg) | (mg/kg) | (mg/kg)

1 saat

0,29738 | 0,3763 | 0,7855 | 2,21834 | 1,00028 | 1,1788
(mg/kg) | (mg/kg) | (mg/kg) | (mg/kg) | (mg/kg) | (mg/kg)

2 saat

0,8089 | 0,46922 | 0,52688 | 0,86656 | 0,60394 | 0,7706
(mg/kg) | (mg/kg) | (mg/kg) | (mgrkg) | (mg/kg) | (mglkg)

6 saat

0,92072 | 0,83712 | 0,66596 | 0,75974 | 1,12314 | 1,23696

18 t
2% | (mg/kg) | (mg/kg) | (mg/kg) | (mg/kg) | (mg/kg) | (mg/kg)

0,23704 | 0,99442 | 0,6088 | 0,0134 | 1,35214 | 1,00396

24 t
% | (mg/kg) | (mglkg) | (mglkg) | (mg/kg) | (mglkg) | (mglkg)

1,17712 | 0,92908 | 0,4072 | 1,34964 | 1,7403 1,4586

48 t
% | (mg/kg) | (mg/kg) | (mg/kg) | (mglkg) | (mglkg) | (mg/kg)

09762 | 0,48544 | 0,1797 | 1,22646 | 0,20964 | 1,20188

72 t
2| (mg/kg) | (mg/kg) | (mg/kg) | (mg/kg) | (mg/kg) | (mg/kg)
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4.3.2.1 30, 60 ve 120 ppm Cr*® katyonunun Hypogymnia physodes liken tiiriinde
klorofil-b él¢iimlerine ait bulgular

30 ppm Cr*® katyonu uygulanmis Hypogymnia physodes liken tiiriine ait klorofil-b
Olctimleri sekil 4.33’de verilmistir. Sekil 4.33’de de goriildiigii gibi kontrol 1,51848
mg/kg bulunmustur. En az bekleme siiresi olan 30 dakika sonucunda klorofil-b miktari
0,09264 mg/kg degeri bulunup en fazla bekleme siiresi olan 72 saat sonunda ise 0,9762
mg/kg degeri bulunmustur. Biitiin bekleme siirelerinde klorofil-b miktarinda kontrol

ornegine gore azalma gozlenmistir.

cr mg/kg Klorofil-b Konsantrasyonu
Kontrol 1,51848 e _ 5
J0dakika 0,09264| _ & 3
1saat 026782| 83 12

=25 _ 1
SRl L E

' Y¥8E mmg/ke

18 saat 0,92072 E & -: =0
24 saat 0,23704 Q_E E Kontrol 30 1sast 2sast Gsaat 18saat 24 sast 48 saat 72 saat
sgsaat  1,17712| B3 dakika
72 saat 0,97622 = Uygulama siireleri

Sekil 4.33 30 ppm Cr'® katyonu uygulanmis Hypogymnia physodes liken tiiriine ait total
Klorofil-b igerigi 6l¢timleri

60 ppm Cr*® katyonu uygulanmis Hypogymnia physodes liken tiiriine ait klorofil-b
Olctimleri sekil 4.34°de verilmistir. Sekil 4.34’de de goriildiigli gibi kontrol 1,51848
mg/kg bulunmustur. En az bekleme siiresi olan 30 dakika sonucunda klorofil-b miktari
0,06906 mg/kg degeri bulunup en fazla bekleme siiresi olan 72 saat sonunda ise 0,48544
mg/kg degeri bulunmustur. Biitiin bekleme siirelerinde klorofil-b miktarinda kontrol

Ornegine gore azalma gozlenmistir.
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+E
cr me/kg Klorofil-b Konsantrasyonu
Kontrol 1,51848 g
0dakika  0,06%06 £ 3
1 saat 0,12542 5_@ T 2
2 saat 037633 § 3 g 3
6saat 046922 & % 23
18saat 083712 &30 mmg/ke
24 caat 0,99442 n-E :g Kontral SFI 1saat 2saat Gsaat 18saat 24 saat 48saat 72 saat
g4 dakika
49saat  0,92908 B L
5 Uygulama siireleri
72 saat 0,48544

Sekil 4.34 60 ppm Cr'® katyonu uygulanmis Hypogymnia physodes liken tiiriine ait total
Klorofil-b igerigi dlglimleri

120 ppm Cr*® katyonu uygulanmis Hypogymnia physodes liken tiiriine ait klorofil-b
Olctimleri sekil 4.35 ’de verilmistir. Sekil 4.35°de de goriildiigii gibi kontrol 1,51848
mg/kg bulunmustur. En az bekleme siiresi olan 30 dakika sonucunda klorofil-b miktar1
1,21424 mg/kg degeri bulunup en fazla bekleme siiresi olan 72 saat sonunda ise 0,1797
mg/kg degeri bulunmustur. En az bekleme siiresi olan 30 dakika sonucunda klorofil-b
miktar1 kontrol drnegine gore yakin bir degerde bulunmus 30 dakika sonrasindaki diger

bekleme siirelerinde ciddi oranda azalmalar gézlenmistir.

cr® g/ ki .
gke Klorofil-b Konsantrasyonu
Kontrol 1,51348 -
-
30 dakika  1,21424 Eg % _
1saat 035422 § E 3 %
2saat 078551 % z 8§
W C
6 saat 052688 £ 23 8
g5 mme/ke
18 saat 0,66536 ﬁ n=n c E Kontrol 30 1saat 2sast 6Gsast 18saat 24 sast 48 saat 72 saat
2saat 060881 o5& dakika
48 saat 0,40721 Uygulama siireleri
72 saat 0,17971

Sekil 4.35 120 ppm Cr*® katyonu uygulanmis Hypogymnia physodes liken tiiriine ait
total klorofil-b igerigi dlgtimleri
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4.3.2.2 30, 60 ve 120 ppm Pb*? katyonunun Hypogymnia physodes liken tiiriinde
klorofil b él¢iimlerine ait bulgular

30 ppm Pb*? katyonu uygulanmis Hypogymnia physodes liken tiiriine ait klorofil-b
Olctimleri sekil 4.36’da verilmistir. Sekilde de goriildiigii gibi kontrol 1,51848 mg/kg
bulunmustur. En az bekleme siiresi olan 30 dakika sonucunda klorofil-b miktar1 0,4853
mg/kg degeri bulunup en fazla bekleme siiresi olan 72 saat sonunda ise 1,22646 mg/kg
degeri bulunmustur. Bekleme siiresi 1 saat olan klorofil-b miktarinda kontrol 6rnegine

gore ciddi oranda artis gozlenmis, diger bekleme siirelerinde ise azalmalar gozlenmistir.

pb* mg/k .
alkg Klorofil-b Konsantrasyonu

Kontral 1,51848 g £

=
30 dakika  0,48531 Eg % &
1saat 56096 £ & a4
2 saat 22183 % %% g )
6 saat 086656 gg E —
18saat 075974 &5 4 0 |

o = Kontrol 30  1saat 2saat Gsast 18saat 24 saat 48saat 72 saat
24 saat 0,01341 = £ f dakika
48 saat 1,34964 N

Uygulama siireleri

72 saat 1,22646

Sekil 4.36 30 ppm Pb*? katyonu uygulanmis Hypogymnia physodes liken tiiriine ait total
Klorofil-b igerigi 6l¢timleri

60 ppm Pb*? katyonu uygulanmis Hypogymnia physodes liken tiiriine ait klorofil-b
Olctimleri sekil 4.37°de verilmistir. Sekil 4.37°de de goriildiigii gibi kontrol 1,51848
mg/kg bulunmustur. En az bekleme siiresi olan 30 dakika sonucunda klorofil-b miktari
1,28112 mg/kg degeri bulunup en fazla bekleme siiresi olan 72 saat sonunda ise 0,20964
mg/kg degeri bulunmustur. En az bekleme siiresi olan 30 dakika sonunda klorofil-b

miktar1 kontrole gore yakin bir degerde bulunmus 48 saatte ise artis gézlenmistir.
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PE”  mglk .
control ?55343 Klorofil-b Konsantrasyonu
ontro , -
- = =
J0dakika 128112 2§ §
l1saat 11512 g% E
-]
2 saat 1,00028 2 S2 8,
3
Gsaat 06039 £ g% ¥
18saat 112314 EC3 -0 meke
24 saat 135214 cd Kontrol 30  1saat 2sast Gsaat 18 sast 24 saat 48 saat 72 saat
' g @ dakika
48saat  1,74031 =3 N
Uygulama siireleri
72saat  0,20964

Sekil 4.37 60 ppm Pb*? katyonu uygulanmis Hypogymnia physodes liken tiiriine ait total
Klorofil-b igerigi dlglimleri

120 ppm Pb*? katyonu uygulanmis Hypogymnia physodes liken tiiriine ait klorofil-b
Olgtimleri sekil 4.38’de verilmistir. Sekilde de gortildiigii gibi kontrol 1,51848 mg/kg
bulunmustur. En az bekleme siiresi olan 30 dakika sonucunda klorofil-b miktar1 1,13618
mg/kg degeri bulunup en fazla bekleme siiresi olan 72 saat sonunda ise 1,20188 mg/kg
degeri bulunmustur. Biitiin bekleme siirelerinde klorofil-b miktarinda kontrol érnegine

gore azalma gozlenmistir.

Pb*™ mg/k -
g/ke Klorofil-b Konsantrasyonu
Kontrol 1,51848 _
R w =

30 dakika 1,13618 23 1‘_..:._'
1saat 0,65711 ?;% E
250t 117883 P 8Z

o
6 saat 0,77061| & i_ﬁ Eﬁ

E E - D T T T T T T T T T 1
18 saat 1,23696

& .E 3 Kontrol 30 1lsaat 2Zsaat 6saat 18 saat 24 saat 48 saat 72 saat me/ke
24 saat 100396 g 8 5 dakiks

o=k
48 saat 1,45862 =2 Uygulama siireleri
72 saat 1,20188

Sekil 4.38 120 ppm Pb*? katyonu uygulanmis Hypogymnia physodes liken tiiriine ait
total klorofil-b igerigi dlgtimleri
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4.3.2.3 Hypogymnia physodes liken tiiriiniin UV stresi (UVA, UVB, UVC, UVD,
UVA+UVB ve UVA+UVD) altinda klorofil b él¢iimlerine ait bulgular

Bu tez kapsaminda Hypogymnia physodes liken tiirinde UVA, UVB, UVC, UVD,
UVA+UVB ve UVA+UVD stresine karsi total klorofil-b icerigi ¢izelge 4.6’da

verilmistir. Total klorofil-b miktar1t Arnon denklemine gore belirlenmistir (Arnon 1949).

Cizelge 4.6 Hypogymnia physodes liken tiirtinde UV stresi altinda total klorofil-b igerigi

orofilb Hypogymnia physodes
icerigi UVA UVB UVC Daylight(U | ;yA+UVD | UVA+UVE

VD)
1,51848 | 1,51848 | 1,51848 | 1,51848 1,51848 1,51848
(mg/kg) | (mg/kg) | (mg/kg) | (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg)
4jlom? 1,37758 | 1,81486 | 2,66038 | 1,22846 0,88996 1,40562

(mg/kg) | (mg/kg) | (mg/kg) | (mg/ko) (mg/kg) (mg/kg)
8 jlom? 1,62948 | 2,87366 | 2,65938 | 2,22974 2,03318 2.85394

(mg/kg) | (mg/kg) | (mg/kg) | (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg)

0,9284 | 2,7737 | 7,34798 | 1,6651 1,96716 2,31302

Kontrol

12 jlem?®
J (mg/kg) | (mg/kg) | (mg/kg) | (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg)
20 jlom? 1,30652 | 5,7585 | 2,06008 | 1,32392 2,98334 2,10824
(mg/kg) | (mg/kg) | (mg/kg) | (mgrko) (mg/kg) (mg/kg)
40 jlom? 1,00914 | 3,56906 | 3,93836 | 1,3734 4,38814 1,15966

(mg/kg) | (mg/kg) | (mg/kg) | (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg)

UVA radyasyonu uygulanmis Hypogymnia physodes liken tiirline ait klorofil-b
Ol¢timleri sekil 4.39°da verilmistir. Sekilde de goriildiigii gibi kontrol 1,51848 mg/kg
bulunmustur. En az uygulama dozu olan 4 j/cm? sonunda 1,37758 mg/kg degeri
bulunup en fazla uygulama dozu olan 40 j/cm? sonunda ise 1,00914 mg/kg degeri
bulunmustur. En az uygulama dozu olan 4 j/cmz’de klorofil-a miktarinda kontrol
Ornegine gore azalma gozlenmis 8 j/cmz’da ise klorofil-b miktar1 artmistir. En fazla
uygulama dozu olan 40 j/cm? sonunda ise klorofil igerigi kontrol érnegine gore azalma

gostermistir.
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Klorofil-b Konsantrasyonu

UvA mg/kg g = 2

TE -
Kaontrol 1,51848 =3 ‘E ¥ s
4jfem®  1,37758 2E3g ? .

1> E
8jfem®  1,62948 %::;'E E

EZ T 05
12j/em® 09284 <E5E me/ke
20jfem®  1,30652 3 2§ O ' '

. ! I= Kontral 4 g 12 20 40

40 j/cm 1,00314 Uygulama dozlan (j/cm? )

Sekil 4.39 UV A radyasyonu uygulanmig Hypogymnia physodes liken tiiriine ait klorofil-
b igerigi dlgiimleri

UVB radyasyonu uygulanmis Hypogymnia physodes liken tiiriine ait klorofil-b
Olctimleri sekil 4.40°da verilmistir. Sekilde de goriildiigii gibi kontrol 1,51848 mg/kg
bulunmustur. En az uygulama dozu olan 4 j/cm2 sonunda 1,81486 mg/kg degeri
bulunup en fazla uygulama dozu olan 40 j/cm? sonunda ise 3,56906 mg/kg degeri
bulunmustur. En az uygulama dozu olan 4 jlcm®de klorofil-a miktarinda kontrol
drnegine gore artis gozlenmis ve 4 j/lem? sonrasinda da Hypogymnia physodes liken

tiiriine ait klorofil-b icerigi artmaya devam etmistir.

VB mg/kg Klorofil-b Konsantrasyonu
Kontrol 151848 §Z _8
ajjem’ | 181486 & E_E % 6

3 g B=E,
&j/cm 2,87366 _E- -
2jfem* 27171 EEgd? L u u k J W me/kg

= =
20j/fem®  5,75851 38-%° ' ' ' ' '
. 2y E Kontrol 4 B 12 20 40

40 j/cm 3,56906 == Uygulama dozlar (jfem? )

Sekil 4.40 UVB radyasyonu uygulanmis Hypogymnia physodes liken tiiriine ait klorofil-
b igerigi dlgiimleri
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UVC radyasyonu uygulanmis Hypogymnia physodes liken tiiriine ait klorofil-b
Olgtimleri sekil 4.41°de verilmistir. Sekilde de goriildiigi gibi kontrol 1,51848 mg/kg
bulunmustur. En az uygulama dozu olan 4 j/cm2 sonunda 2,66038 mg/kg degeri
bulunup en fazla uygulama dozu olan 40 j/cm? sonunda ise 3,93836 mg/kg degeri
bulunmustur. En az uygulama dozu olan 4 j/em®de klorofil-a miktarinda kontrol
drnegine gore bir artig gozlenmis ve 4 j/cm® sonrasinda da Hypogymnia physodes liken

tiirine ait klorofil-b igcerigi artmaya devam etmistir.

Klorofil-b Konsantrasyonu

uvc mg/kg g yo
Kontrol 151848 £Zg 8

= 52
ajfem’ 266038 22§ _°

o E =
gjfem’  2,65938 =z £ E % 4

@
12j/em’ 734798 gg : £z . . - W me/ke
20jfem*  2,06008 B g4 0 ' ' ' ' '
s v g = Kontrol 4 8 12 20 40

40jfem 333836 ; = Uygulama dozlar (jfcm? )

Sekil 4.41 UVC radyasyonu uygulanmis Hypogymnia physodes liken tiiriine ait klorofil-
b icerigi dlgtimleri

UVD radyasyonu uygulanmis Hypogymnia physodes liken tiiriine ait klorofil-b
Olgtimleri sekil 4.42°de verilmistir. Sekilde de gortildiigii gibi kontrol 1,51848 mg/kg
bulunmustur. En az uygulama dozu olan 4 j/crn2 sonunda 1,22846 mg/kg degeri
bulunup en fazla uygulama dozu olan 40 j/cm? sonunda ise 1,3734 mg/kg degeri
bulunmustur. En az uygulama dozu olan 4 jlcm®de klorofil-a miktarinda kontrol
Srnegine gore bir azalma gozlenmis 4 j/em® sonrasinda Hypogymnia physodes liken
tiiriine ait klorofil-b igerigi artmaya baslamistir ve en fazla uygulama dozu olan 40 j/cm2

sonunda ise klorofil-b igerigi kontrole yakin bir degerde bulunmustur.
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e = Klorofil-b Konsantrasyonu

UvVD me/kg E3 % .
=

kontrol | 151848 EEE

ET
4jfom® | 1,22846 LT
gjfem’ | 220974 8% % 1

Y E
12jfem’ 16651 £§a 05
0jjm*  1323% EEF ©

2 2 2 Kontrol
40 jfem 1,3734 =
U\rgulama dozlarn I_L."n:m2

Sekil 4.42 UVD radyasyonu uygulanmis Hypogymnia physodes liken tiiriine ait klorofil-
b igerigi ol¢limleri

UVA+UVD radyasyonu beraber uygulanmis Hypogymnia physodes liken tiiriine ait
Klorofil-b dlgtimleri sekil 4.43°de verilmistir. Sekil 4.43°de de gortldigi gibi kontrol
1,51848 mg/kg bulunmustur. En az uygulama dozu olan 4 j/cm?® sonunda 0,88996
mg/kg degeri bulunup en fazla uygulama dozu olan 40 j/cm2 sonunda ise 4,38814
mg/kg degeri bulunmustur. En az uygulama dozu olan 4 jlcm®de klorofil-a miktarinda
kontrol 6rnegine gore azalma gozlenmis 4 j/cm? sonrasinda Hypogymnia physodes liken
tiiriine ait klorofil-b igerigi artmaya baslamustir ve en fazla uygulama dozu olan 40 j/cm?

sonunda ise klorofil-b igeriginde kontrol 6rnegine gore ciddi oranda artis gozlenmistir.

UVA+UVD mg/kg Klorofil-b Konsantrasyonu
Kontrol 1,51848) 5 @ 2

. 2 EEE E &
4jfcm 088996 & 3¢ <,

£

gjfem®  2,03318 -EE-; £, .

B 2 T C
12jfem 1,96716 E £s -E 0 _mm . . . . . B mg/ke
20j/em®  2,98334 : -§ E EE Kontrol 4 B 12 20 40
A0 kaz 4,38814 3 ? é Uygulama dozlan (jfcm? )

Sekil 4.43 UVA+UVD radyasyonu beraber uygulanmig Hypogymnia physodes liken
tiirline ait klorofil-b igerigi 6l¢timleri

UVA+UVB radyasyonu uygulanmis Hypogymnia physodes liken tiiriine ait klorofil-b
Olctimleri sekil 4.44°de verilmistir. Sekil 4.44’de de goriildiigli gibi kontrol 1,51848
mg/kg bulunmustur. En az uygulama dozu olan 4 J/cm sonunda 1,40562 mg/kg degeri
bulunup en fazla uygulama dozu olan 40 j/cm? sonunda ise 1,15966 mg/kg degeri
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bulunmustur. En az uygulama dozu olan 4 j/em®de klorofil-a miktarinda kontrol
drnegine gore azalma gdzlenmis 4 j/cm? sonrasinda Hypogymnia physodes liken tiiriine
ait klorofil-b igerigi artmaya baglamistir ve en fazla uygulama dozu olan 40 j/cm?

sonunda ise klorofil-b igerigi kontrole yakin bir degerde bulunmustur.

UVA+UVB mg/kg - Klorofil-b Konsantrasyonu
= 9
Kontrol =~ 1,51848 S S & 5
1 2158

ajfem’ 140562 § §% 7,

- 2 -
8 j/cm 285394 E ?E HE
njfem’ 23302 3E55 1 | me/ke

R d ] T T T T T
20j/em® | 2,10824 = BgE Kontrol 4 8 12 20 40

-

40 j;‘rcmZ 1,15966 Uygulama dozlan (jfem? )

Sekil 4.44 UVA+UVB radyasyonu uygulanmig Hypogymnia physodes liken tiiriine ait
Klorofil-b igerigi dlgtimleri

4.3.3 Hypogymnia physodes liken tiiriiniin krom (Cr*® ) ve kursun (Pb*? ) stresi
altinda toplam klorofil 6l¢ciimlerine ait bulgular

Bu tez kapsaminda Hypogymnia physodes liken tiiriinde 30, 60 ve 120 ppm Cr'*® ve Pb*?
agir metal stresine karsi total klorofil igerigi ¢izelge 4.7°de verilmistir. Total klorofil

miktart Arnon denklemine gore belirlenmistir (Arnon 1949).

90



Cizelge 4.7 H. physodes liken tiiriinde agir metal stresi altinda total klorofil igerigi

| HYpOgymnia physodes

klorofil
icerigi
fens 30 ppm | 60 ppm 120 30 ppm | 60 ppm 120
crt crt bpm Pb*2 Pb* bpm
cr® Pb*2

3,81876 | 3,81876 | 3,81876 | 3,81876 | 3,81876 | 3,81876
mg/kg | mag/kg | mg/kg | mg/kg | mg/kg | mg/kg

Kontrol

30 1,62484 | 1,13017 | 2,67544 | 2,67609 | 3,51208 | 2,63085
dakika | mg/kg | mg/kg | mg/kg | mg/kg | mg/kg | mg/kg

1,08686 | 1,5687 | 1,23603 | 6,14161 | 2,48617 | 1,43043
mg/kg | mg/kg | mg/kg | mg/kg | mg/kg | mg/kg

1 saat

0,85781 | 1,91163 | 2,63727 | 3,98685 | 2,32866 | 2,49836
mg/kg | mag/kg | mg/kg | mg/kg | mg/kg | mg/kg

2 saat

2,59717 | 1,27677 | 0,9996 2,32 |1,16481 | 1,6521
mg/kg | mag/kg | mg/kg | mg/kg | mg/kg | mg/kg

6 saat

2,465 | 1,4192 | 1,4747 | 1,84907 | 2,53429 | 2,16088
mg/kg | mag/kg | mg/kg | mg/kg | mg/kg | mg/kg

18 saat

0,90176 | 1,92253 | 1,69156 | 1,1661 | 2,73639 | 2,44126
mg/kg | mg/kg | mg/kg | mg/kg | mg/kg | mg/kg

24 saat

2,14452 | 2,56958 | 0,96688 | 3,03794 | 4,33043 | 2,13778
mg/kg | mg/kg | mg/kg | mg/kg | mg/kg | mg/kg

48 saat

1,8943 | 1,54624 | 0,58385 | 3,42739 | 1,42434 | 3,05334
mg/kg | mg/kg | mg/kg | mg/kg | mg/kg | mg/kg

72 saat
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4.3.3.1 30, 60 ve 120 ppm Cr*® katyonunun Hypogymnia physodes liken tiiriinde
toplam klorofil dlciimlerine ait bulgular

30 ppm Cr*® katyonu uygulanmis Hypogymnia physodes liken tiiriine ait total klorofil
Olctimleri sekil 4.45’te verilmistir. Sekil 4.45’te de gorildiigii gibi kontrol 3,81876
mg/kg bulunmustur. En az bekleme siiresi olan 30 dakika sonucunda total klorofil
miktar1 1,62484 mg/kg degeri bulunup en fazla bekleme siiresi olan 72 saat sonunda ise
1,8943 mg/kg degeri bulunmustur. Biitiin bekleme siirelerinde total klorofil miktarinda

kontrol 6rnegine gore azalma gézlenmistir.

cr® mg/kg 5 -
£ Total Klorofil Konsantrasyonu
Kontrol  3,81876 o & I Y
=
30dk 16484 & % =
- - 3 4
1saat 108686 2S3
r* L
2 saat 0,85781 % PR
= 8
6saat 259717 EEfE, |
al3 g
18saat 246522 o &%
Msaat  0,90176 =g 0 ' ' ' ' ' ' ' '
18 <ast 514052 = Kontral 30dk  1saat 2saat Gsast 18sast 24sast 4B8saat 72 saat
>ad ! Uygulama siireleri
72saat | 1,89432

Sekil 4.45 30 ppm Cr'® katyonu uygulanmis Hypogymnia physodes liken tiiriine ait total
Klorofil igerigi 6l¢iimleri

60 ppm Cr*® katyonu uygulanmis Hypogymnia physodes liken tiiriine ait total klorofil
Olctimleri sekil 4.46’da verilmistir. Sekilde de goriildiigii gibi kontrol 3,81876 mg/kg
bulunmustur. En az bekleme siiresi olan 30 dakika sonucunda total klorofil miktari
1,13017 mg/kg degeri bulunup en fazla bekleme siiresi olan 72 saat sonunda ise 1,54624
mg/kg degeri bulunmustur. Biitiin bekleme siirelerinde total klorofil miktarinda kontrol

Ornegine gore azalma gozlenmistir.
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crt mg/k 5 .
glke " E Total Klorofil Konsantrasyonu
Kontrol 3,81876) %8 ,
30dk 113017, g 332 5
1saat 156872 § ‘E% 3 3
2saat 191163 § o8 D2
6 saat 127677, EEs g, |
18saat 141922 g':%g g )
- T T T T T T T T 1
£
24 saat 1,92253 “2 Kontrol  30dk  1lsaat 2Zsaat Gsast 1Bsast 24sast 4Bsast 72 saat
48 saat 2,56358 Uygulama siireleri
72saat  1,54624

Sekil 4.46 60 ppm Cr*® katyonu uygulanmis Hypogymnia physodes liken tiiriine ait total
klorofil igerigi 6l¢timleri

120 ppm Cr*® katyonu uygulanmis Hypogymnia physodes liken tiiriine ait total klorofil
Olctimleri sekil 4.47°de verilmistir. Sekilde de goriildiigii gibi kontrol 3,81876 mg/kg
bulunmustur. En az bekleme siiresi olan 30 dakika sonucunda total klorofil miktari
2,67544 mg/kg degeri bulunup en fazla bekleme siiresi olan 72 saat sonunda ise 0,58385
mg/kg degeri bulunmustur. Biitiin bekleme siirelerinde total klorofil miktarinda kontrol

Ornegine gore azalma gozlenmistir.

crt® mg/kg _ 51
Kontrol  3,81876) 3 § [ IEE Total Klorofil Konsantrasyonu
30dk 267544 28=g
] - 3 -
1sast 123603 &2 %_.-'5' 3
dsaat | 263727 58Tl
6 saat 099962 EES £,
&g E
18saat 147471 R T,
H =- T T T T T T T T 1
24 saat 1,69156 = g Kontrol 30dk 1saat 2saat Gsaat 1Bsast 24saast 48saat 72 saat
43saat | 0,96688
72 saat 0,58385 Uygulama siireleri

Sekil 4.47 120 ppm Cr*® katyonu uygulanmis Hypogymnia physodes liken tiiriine ait total
klorofil igerigi 6l¢iimleri
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4.3.3.2 30, 60 ve 120 ppm Pb*? katyonunun Hypogymnia physodes liken tiiriinde
toplam klorofil dlciimlerine ait bulgular

30 ppm Pb*? katyonu uygulanmis Hypogymnia physodes liken tiiriine ait total klorofil
Olctimleri sekil 4.48°de verilmistir. Sekilde de gorildiigii gibi kontrol 3,81876 mg/kg
bulunmustur. En az bekleme siiresi olan 30 dakika sonucunda total klorofil miktar1
2,67609 mg/kg degeri bulunup en fazla bekleme siiresi olan 72 saat sonunda ise 3,42739
mg/kg degeri bulunmustur. 1 saat olan bekleme siiresinde Hypogymnia physodes liken
tiirline ait total klorofil miktarinda kontrol 6rnegine gore bir artis gozlenmis 1 saatten
sonra total klorofil igerigi azalmaya baglamistir ve en fazla bekleme siiresi olan 72 saat

sonunda total klorofil miktar1 kontrol 6rnegine yakin bir degerde bulunmustur.

42 =
Pb mg/kg " 7 Total Klorofil Konsantrasyonu
Kontrol  3,81876 2 '{:a‘ g _57
30k 2,67609 _§§£ §5 1
1saat 614161 & y T E.
2 saat 3,98685| & @2 L]
EESE2-
f saat 2,32111 &'E SEq
183saat 184907 8 ;{:; 2 . . . . . . . ,
24 saat 1,16611 Kontrol 30dk  1saat 2sast Gsaat 1Bsaat 24sast 48saat 72 saat
48 saat 3,037%4 Uygulama siireleri
72 saat 3,42739

Sekil 4.48 30 ppm Pb** katyonu uygulanmis Hypogymnia physodes liken tiiriine ait total
klorofil igerigi olgiimleri

60 ppm Pb*? katyonu uygulanmis Hypogymnia physodes liken tiiriine ait total klorofil
Olctimleri sekil 4.49°da verilmistir. Sekilde de goriildiigii gibi kontrol 3,81876 mg/kg
bulunmustur. En az bekleme siiresi olan 30 dakika sonucunda total klorofil miktar1
3,51208 mg/kg degeri bulunup en fazla bekleme siiresi olan 72 saat sonunda ise 1,42434
mg/kg degeri bulunmustur. En az bekleme siiresi olan 30 dakikada total klorofil icerigi
kontrol Ornegine yakin bir degerde bulunmus, 48 saat olan bekleme siiresinde
Hypogymnia physodes liken tiiriine ait total klorofil miktarinda kontrol 6rnegine goére
bir artis gozlenmis diger bekleme siirelerinde ise total klorofil igerigi kontrol drnegine

gore azalmaya baslamistir.
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Pb™ mg/kg z > Total Klorofil Konsantrasyonu

Kontrol 3,81878) _ E E g

30dk 351208 g 3 F

1saat 243617 5 R E 3 7

2 saat 2,32866 ?& ié; ‘?2

6 saat 116481 EEB T

18saat  2,53479) & 'gn 2

nsaat | 27363 © BE O ' ' ' ' ' ' ' ' !
pry— 4,33043 = Kontrol 30dk  1saat 2sast Gsast 18saat 24sast 48sast 72saat
—— 1,42434 Uygulama stireleri

Sekil 4.49 60 ppm Pb*? katyonu uygulanmis Hypogymnia physodes liken tiiriine ait total
klorofil igerigi dlgtimleri

120 ppm Pb*? katyonu uygulanmis Hypogymnia physodes liken tiiriine ait total klorofil
Olctimleri sekil 4.50°de verilmistir. Sekil 4.50’de de goriildigi gibi kontrol 3,81876
mg/kg bulunmustur. En az bekleme siiresi olan 30 dakika sonucunda total klorofil
miktar1 2,63085 mg/kg degeri bulunup en fazla bekleme siiresi olan 72 saat sonunda ise
3,05334 mg/kg degeri bulunmustur. Biitiin bekleme siirelerinde total klorofil miktarinda

kontrol 6rnegine gore azalma gozlenmistir.

+2
5 1 .
i me/ke £ Total Klorofil Konsantrasyonu
Kontrol 3,81876 Eég 4
30dk 263085 g § E
1sast 143043 5§ 3 Es 1
2 saat 2,49836, r_+;., €250
=

6 saat 165211 EE £ £

] 14
18 saat 2,16088 5 Sy
24 saat 2,44126| = ?;E 0 . . : : . , , .
48 saat 213778 i~ Kontrol  30dk lsast 2sast Gsaat 18saat 24 sast 4B8sast 72 saat
72 saat 3,05334 Uygulama siireleri

Sekil 4.50 120 ppm Pb*? katyonu uygulanmis Hypogymnia physodes liken tiiriine ait
total klorofil igerigi 6l¢iimleri

4.3.3.3 Hypogymnia physodes liken tiiriiniin UV stresi (UVA, UVB, UVC, UVD,
UVA+UVB ve UVA+UVD) altinda total klorofil dl¢iimlerine ait bulgular

Bu tez kapsaminda H. physodes liken tiiriinde UVA, UVB, UVC, UVD, UVA+UVB ve
UVA+UVD stresine karsi total klorofil icerigi ¢izelge 4.8’de verilmistir. Total klorofil

miktar1 Arnon denklemine gore belirlenmistir (Arnon 1949).
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Cizelge 4.8 Hypogymnia physodes liken tiiriinde UV stresi altinda total klorofil igerigi

Toplam Hypogymnia physodes

Klorofil | - ;A | uve | uve | PNt | huaruvD | Uva+UVE

1¢erigl (UVD)

Kontro| | 381876 | 381876 | 381876 | 3,81876 | 3,81876 3,81876
(mg/kg) | (mg/kg) | (mg/kg) | (mg/kg) | (mg/kg) (mg/kg)

4 jlom? 4,11967 | 4,79719 | 7,98559 | 3,18615 2,2799 2,40693
(mg/kg) | (mg/kg) | (mg/kg) | (mg/kg) | (mg/kg) (mg/kg)

8 jlom? 4,34198 | 7,85791 | 8,10621 | 5,39419 | 5,73103 8,01061
(mg/kg) | (mg/kg) | (mg/kg) | (mg/kg) | (mg/kg) (mg/kg)

12 jlom? 2,09512 | 7,67249 | 10,17851 | 5,05383 | 5,90362 7,03507
(mg/kg) | (mg/kg) | (mg/kg) | (mg/kg) | (mg/kg) (mg/kg)

20 jlem? 3,23074 | 14,92377 | 5,26876 | 3,91436 | 9,09683 6,13748
(mg/kg) | (mg/kg) | (mg/kg) | (mg/kg) | (mg/kg) (mg/kg)

40 jlem? 2,37293 | 10,23341 | 12,98938 | 4,06738 | 12,15915 5,91999
(mg/kg) | (mg/kg) | (mg/kg) | (mg/kg) | (mg/kg) (mg/kg)

UVA radyasyonu uygulanmis Hypogymnia physodes liken tiiriine ait total klorofil

Olctimleri sekil 4.51°de verilmistir. Sekilde de goriildiigii gibi kontrol 3,81876 mg/kg

bulunmustur. En az uygulama dozu olan 4 j/crn2 sonunda 4,11967 mg/kg degeri

bulunup en fazla uygulama dozu olan 40 j/cm? sonunda ise 2,37293 mg/kg degeri

bulunmustur. En az uygulama dozu olan 4 j/cm? ile 8 j/cm?®de total klorofil miktarinda

kontrol drnegine gore bir artis gozlenmis 8 j/cm? sonrasmnda Hypogymnia physodes

liken tiirline ait total klorofil igerigi azalmaya baslamistir.

UVA
Kontrol

ajfem’
E»],J'::m1
12 j/em’
20j/cm’
anjfem’

mg/kg
3,81876

4,11967
4,34198
2,09512
3,23074
2,37293

uygulbnms

UVA radyasyonu
H. physodes 'te total

L= i

(mg/kg)

Total Klorofil Konsantrasyonu

- v

N———

klorofil miktarkarn

Kontrol 4

8

12 20

Uygulama dozlan (j/em? )

40

Sekil 4.51 UVA radyasyonu uygulanmis Hypogymnia physodes liken tiiriine ait total

klorofil igerigi dl¢timleri
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UVB radyasyonu uygulanmis Hypogymnia physodes liken tiiriine ait total klorofil
Olctimleri sekil 4.52°de verilmistir. Sekil 4.52’de de goriildiigi gibi kontrol 3,81876
mg/kg bulunmustur. En az uygulama dozu olan 4 j/cm2 sonunda 4,79719 mg/kg degeri
bulunup en fazla uygulama dozu olan 40 j/cm? sonunda ise 10,23341 mg/kg degeri
bulunmustur. Biitiin uygulama dozlarinda Hypogymnia physodes liken tiiriine ait total

klorofil miktarinda kontrol 6rnegine artig gézlenmistir.

UvB  mglkg _ Total Klorofil Konsantrasyonu

Kontrol  3,81876| 2 g Y

aifem  a7emis EE 8 E 3

gjjem? 785791 %%ﬁ E 3 10

wjfent 767249 § in'%_g = ol , , me/ke
0jfem’  14,92377 2= Kontral 4 8 12 20 40

0] chml 10,23341 Uygulama dozlan (jfom? )

Sekil 4.52 UVB radyasyonu uygulanmis Hypogymnia physodes liken tiiriine ait total
klorofil igerigi dl¢limleri

UVC radyasyonu uygulanmis Hypogymnia physodes liken tiiriine ait total klorofil
Olctimleri sekil 4.53°de verilmistir. Sekil 4.53’de de goriildigii gibi kontrol 3,81876
mg/kg bulunmustur. En az uygulama dozu olan 4 j/crn2 sonunda 7,98559 mg/kg degeri
bulunup en fazla uygulama dozu olan 40 jlcm? sonunda ise 12,98938 mg/kg degeri
bulunmustur. Biitiin uygulama dozlarinda Hypogymnia physodes liken tiiriine ait total

klorofil miktarlarinda kontrol 6rnegine gore ciddi oranda artis gézlenmistir.

- 15 .
uvc mg/kg . E: Total Klorofil Konsantrasyonu
= 2=
Kontrol 3,81876 g ?E 10+
ajfem’ 798559 BE.%&
i 2 = =T = '53 5
8 j/cm 810621 E =3 = E 37
=
Djfer? 1017851 3§ R
u:' T
- 2
20j/cm 5,26876 Kontrol 4 8 12 20 40
4Djfcm2 12,98938 Uygulama dozlari (jfem? )

Sekil 4.53 UVC radyasyonu uygulanmis Hypogymnia physodes liken tiiriine ait total
klorofil igerigi 6l¢timleri
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UVD radyasyonu uygulanmig Hypogymnia physodes liken tiiriine ait total klorofil
Olctimleri sekil 4.54°de verilmistir. Sekil 4.54’de de goriildigli gibi kontrol 3,81876
mg/kg bulunmustur. En az uygulama dozu olan 4 j/cm2 sonunda 3,18615 mg/kg degeri
bulunup en fazla uygulama dozu olan 40 j/cm? sonunda ise 4,06738 mg/kg degeri
bulunmustur. En az uygulama dozu olan 4 j/em®de klorofil-a miktarinda kontrol
drnegine gore azalma gdzlenmis 4 j/cm? sonrasinda Hypogymnia physodes liken tiiriine
ait total klorofil igerigi artmaya baslamistir ve en fazla uygulama dozu olan 40 j/cm2

sonunda ise total klorofil i¢erigi kontrole yakin bir degerde bulunmustur.

w6 Total Klorofil Konsantrasyonu

UD  mglkg - % . ) ¥
Kontrol ~ 3,81876) £ S E
4i 2 % E.E £ ¢

jfem 3,18615| g : A

L
sifem’ 53419 EEYE 2
[a]

12jfem’ 505383 2~ §§ 1
0j/em’  3,91436 g0 ' ' '

- 2 = Kontrol 4 g8 12 20 40
40 J,"cm 4,06738 Uygulama dozlan (jfem? )

Sekil 4.54 UVD radyasyonu uygulanmis Hypogymnia physodes liken tiiriine ait total
klorofil igerigi dlglimleri

UVA+UVD radyasyonu beraber uygulanmis Hypogymnia physodes liken tiiriine ait
total klorofil 6l¢timleri sekil 4.55°de verilmistir. Sekil 4.55’de de goriildiigi gibi kontrol
3,81876 mg/kg bulunmustur. En az uygulama dozu olan 4 j/cm? sonunda 2,2799 mg/kg
degeri bulunup en fazla uygulama dozu olan 40 j/em? sonunda ise 12,15915 mg/kg
degeri bulunmustur. En az uygulama dozu olan 4 j/cmz’de total klorofil miktarinda
kontrol Srnegine gore azalma gozlenmis 4 j/cm? sonrasinda Hypogymnia physodes liken

tiiriine ait total klorofil icerigi artmaya baglamistir.
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15 .
UVA+UVD mg/kg 2 = Total Klorofil Konsantrasyonu
Kontrol 381875 & 2§ 19
] EXy 5~
4jfcm 2,27991 T ESsd ;
au g
8jjom®  5,73103 E E'n§ z ?
) £
2jfem’ 530362 % =§_§ 0 : :
L X
20],:"cm2 5,09683 g i Kontrol 4 B 12 2 20 40
Uygulama dozlan (j/cm? )
40jfem® | 12,15915

Sekil 4.55 UVA+UVD radyasyonu uygulanmig Hypogymnia physodes liken tiiriine ait
total klorofil igerigi dl¢iimleri

UVA+UVB radyasyonu beraber uygulanmis Hypogymnia physodes liken tiiriine ait
total klorofil Olciimleri sekil 4.56’da verilmistir. Sekilde de goriildiigii gibi kontrol
3,81876 mg/kg bulunmustur. En az uygulama dozu olan 4 j/(:m2 sonunda 2,40693
mg/kg degeri bulunup en fazla uygulama dozu olan 40 j/cm2 sonunda ise 5,91999
mg/kg degeri bulunmustur. En az uygulama dozu olan 4 j/cm?®de total klorofil
miktarinda kontrol 6rnegine gore azalma gozlenmis 4 j/cm2 sonrasinda ise Hypogymnia

physodes liken tiiriine ait total klorofil i¢erigi artmaya baslamustir.

UVA+UVB mg/kg Total Klorofil Konsantrasyonu
= -
Kontrol 3,81876| £ & -
: RE
4jfem 2,40693 "
il . : E£2F w0
8j/em Bowel EEEE
=] b:»'c z E S
njfem’ 703507 3E31%5=
o S T LR - - - - : ——nme/ig
20jfcm 6,13743 z =z Kaontrol 4 g 12 20 40
a0jfem®  5,91999 Uygulama dozlar (j/em? )

Sekil 4.56 UVA+UVB radyasyonu uygulanmis Hypogymnia physodes liken tiiriine ait
total klorofil icerigi 6l¢iimleri

4.3.4 RAPD-PCR bulgulari

4.3.4.1 Hypogymnia physodes liken tiiriiniin krom (Cr*® ) ve kursun (Pb*?) ile UV
stresi alinda RAPD-PCR’larna ait bulgular

Hypogymnia physodes liken tiiriine Cr*® ve Pb*? katyonu ile birlikte UV radyasyonu
uygulanmistir. Bu liken tliriinde 18 tane primer denenmistir. Sonuglarin saglikli

degerlendirilebilmesi i¢in 2 farkli kontrol kullanilmistir. Kontrol oOrnekleri aymi
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lokasyona ait olup farkli agaclardan toplanmistir. Ayrica sonuglar iki defa yapilmistir ve
sonuglar karsilastirildiginda reaksiyonlarin saglikli olarak yiiriitildigi gozlenmistir.

Kullanilan primerler:

Cizelge 4.9 H. physodes liken tiiriinde kullanilan primerler

OPCO1 TTCGAG CCAG
OPC02 GTG AGG CGTC
OPCO3 GGG GGTCTTT
OPC04 CCGCATCTAC
OPC07 GTCCCGACGA
OPC10 TGT CTG GGT G
TubeA05 AGG GGT CTT G
OPO-03 CTGTTGCTAC
OPA 18 AGGTGACCGT
OPA 19 CAAACG TCG G
TubeA0O1 CAGGCCCTTC
TubeA02 TGCCGAGCTG
OPO-19 GGTGCACGTT
OPCO6 GAA CGGACTC
OPCO8 TGG ACCGGT G
OPAO03 AGT CAGCCAC
OPA08 GTG ACG TAG G

4.3.4.1.1 Hypogymnia physodes liken tiiriinde 30, 60 ve 120 ppm Cr*® katyonunun
RAPD-PCR’larina ait bulgular

Hypogymnia physodes liken tiiriine Cr*® agir metal katyonu degisik konsantrasyonlarda
(30, 60 ve 120 ppm) farkli siirelerde (30 dk, 1 saat, 2 saat, 6 saat, 18 saat, 24 saat, 48
saat, 72 saat) uygulanmigtir. H. physodes liken tiirtinde 18 tane primer denenmistir.
Ancak bu primerlerden jelde net goriintii olusturan 4 tanesi degerlendirmeye alinmistir
(Cizelge 4.10). Kullanilan primerlerin bir kismi ise amplifikasyon vermedigi i¢in

degerlendirilmeye alinmamigtir. Bu primerler:
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Cizelge 4.10 Cr*® katyonu uygulanmis H. physodes liken tiiriinde kullanilan primerler

Primer Dizi (5’- 3°)

OPCO01 TTC GAG CCAG
OPC02 GTG AGG CGTC
OPCO07 GTC CCG ACG A
OPC10 TGT CTG GGT G

Hypogymnia physodes liken tiiriinde Krom (Cr) stresi uygulanan orneklere ait sonuglar
incelendiginde, en yiiksek GTS degerinin 30 ppm’de 48. saatte (%88,54), 60 ve 120

ppm’de ise 72. saatte (%90,62) oldugu goriilmektedir. En diisiik GTS degerinin ise 30
ppm’de 0,5 ve 18. saatlerde (%69,79), 60 ppm’de 2. saatte (%70,83) ve 120 ppm’de
1.saatte oldugu goriilmektedir (Cizelge 4.14).

Hypogymnia physodes liken tiiriine 30, 60 ve 120 ppm Cr'® agir metal katyonu
uygulanarak OPC 01, OPC 02, OPC 07, OPC 10 primerleri kullanilarak elde edilen jel

goriintiileri sekil 4.57-4.59-4.61°de verilmistir. Hypogymnia physodes liken tiirtine 30,

60 ve 120 ppm Cr*® katyonu uygulanan orneklere ait polimorfizm oranlari ise sekil

4.58-4.60-4.62°de verilmistir.

K1 K2 30-130-230-330-430-530-630-7304

—
—
p—
L —
—_——
—_—
—
—

K1 K2 30-130-230-330-430-530630-730-8

M N Ki K2 30-130-230-330-430-530-630-7308

M- N K1 K2 30-130-230-330-430-530-630-7303
OoPC10

Sekil 4.57 30 ppm Cr*® katyonu uygulanmig Hypogymnia physodes liken tiiriine ait

RAPD-PCR jel goriintiisii
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| X1 RAFEER

H HEGATIF EONTEREOL

Kl Hypogymnia physodes: Kontrol

EZ Hupogymnia phyvrodss Kontrol

30-1 30 ppm 0.5 saat uvegnlanmy liken dmegl
30-2 30 ppm | saat uyvgulanmi; liken Gmeasi
30-3 30 ppm I saat uvgnlanmig liken drmegi
104 30 ppm & saat uvgnlanmi; liken Gmesi
30-3 10 ppm IF saat uvegnlanmmg [iken dmesl
30-6 30 ppm I4 saat uvgnlanmig [iken dmeEl
30-T 30 ppm 4% saat uvenlanmig iken dmaeg
30-8 30 ppm 72 saat uvgnlanmis liken drmesl

Hypogymnia physodes liken tiiriine ait 30 ppm Cr*® OPC 01, OPC 02, OPC 07 ve OPC
10 primerlerine ait kontrol 6rnegine karsin artan ve azalan bant sayisindaki degigim,

polimorfik bant degisimi sonucu ¢izelge 4.11°de verilmistir.

Cizelge 4.11 Hypogymnia physodes liken tiiriinde 30 ppm Cr'® katyonu uygulamasi
sonucunda OPC 01, OPC 02, OPC 07 ve OPC 10 primerlerine ait degisen
bant sayist

30 30
30 ppm 30 ppm | 30 ppm | 30 ppm | 30 ppm | 30 ppm
m m
PP Cr* PP Cr® Crt Cr*® Cr® Cr*®
Cr*t Cr*t

Primer C

30dk | 1saat | 2saat | 6 saat 18 saat | 24 saat | 48saat 72 saat

OPCO01 24 153417111413 )4]2]0]2]2)11]1

OPC 02 24 |23 24|16 3|5)2])53]1]1]3])J1] 2

OPC 07 24 414126104126 ]3])6|3]2)1]1]12]1

OPC 10 24 161412 ]|5121214)|5]1)5)2)|0p1]0})2]3

96 6] 9 J19] 4 10 | 20 9 J20] 10| 3 5 6 6 7

atb| 29 28 23 30 29 13 11 13

a: Yeni ortaya ¢ikan bant, b : kaybolan bant
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100 30 ppm Cr*¢ polimorfizm oranlan
90

80 -

60 -

50

40

30 M polimorfizm oranlari
20

10

O .

1 saat 2 saat 6 saat 18 saat 24 saat 48 saat 72 saat

dak|ka
Uygulama Siireleri

Sekil 4.58 Hypogymnia physodes liken tiiriine 30 ppm Cr'® katyonu uygulanmus
orneklerin polimorfizm oranlari

M K1 K260-160-260-360-460560660-763

M K1 K260-160-260-360-460-5 60660763 on il ACA DL IS IR St Sl D S

ek

—_— -

OPCO7 OPC10

C—
JE—
—_
—_—
—_
[ —
—_—

L

Sekil 4.59 60 ppm Cr*® katyonu uygulanmis Hypogymnia physodes liken tiiriine ait
RAPD-PCR jel goriintiisii
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.| MAFEEE

12 HNEGATIF KONTEOL
41 Hypogymnia phyvrodss Kontrol
K2 Hypogymmnia physodss Kontrol

60-I 60 ppm 0.5 saat uvenlanmis liken dmagi
60-1 B0 ppm | sast uvgulanmi; likan Gmea&i
60-3 60 ppm I saat uvgnlanmig liken dmagi
al-4 60 ppm & saat uvgnlanmig liken dmeei
60-3 60 ppm I¥ saat uvgnlanmiy [iken omeg
a0-8 60 ppm I4 saat uvgnlanms liksn dmegl
B0-7 80 ppm 4§ saat uvenlanmig liken dma
60-B 60 ppm 72 saat uvgnlanmmg likan dmag

Hypogymnia physodes liken tiiriine ait 60 ppm Cr*® OPC 01, OPC 02, OPC 07 ve OPC
10 primerlerine ait kontrol 6rnegine karsin artan ve azalan bant sayisindaki degisim,

polimorfik bant degisimi sonucu ¢izelge 4.12’de verilmistir.

Cizelge 4.12 Hypogymnia physodes liken tiiriinde 60 ppm Cr'® katyonu uygulamasi
sonucunda OPC 01, OPC 02, OPC 07 ve OPC 10 primerlerine ait degisen
bant sayist

60 60
60 ppm 60 ppm | 60 ppm | 60 ppm | 60 ppm | 60 ppm
ppm

m
c o Cr+6 Iz:p w6 Cr+ﬁ Cr+6 Cr+6 Cr+6 Cr+6
r r

Primer C

30dk | lsaat | 2saat | 6 saat 18 saat | 24 saat | 48saat 72 saat

OPCO01 24 12131 1]13]3)]4)12]3 114]11]0] 2 1] 2 1

OPC 02 24 1141213212512 )|5]1]4)J]1)10]1]0O0

OPC 07 24 141616 1412413 ]1 1 14]141]3] 0 310 2

OPC 10 24 13132 )5)4]|6]1]4 3131112 1 312 1

90 6] 11 J13})12 8 13 7 16 7 9 4 7 5 4

atb 26 24 28 21 23 16 11 9

a: Yeni ortaya ¢ikan bant, b : kaybolan bant
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100 60 ppm Cr*s POLIMORFiZM ORANLARI
90 -

70 -
60 -
50 -
40 -
30 - H POLIMORFiZM ORANLARI
20 -
10 -

Yiizdeler (%)

> X X X X X X
RNK > > 2> > > 2> 2
R R 2 2

(_,’b
AR AV

Uygulama Siireleri

Sekil 4.60 Hypogymnia physodes liken tiiriine 60 ppm Cr'® katyonu uygulanmus
orneklerin polimorfizm oranlari

K1 K2:120-1120-2-120-3 120-4 120-5-120-6120-7 120-8 K12 K2 l;Q;_,l__ziﬂ‘l;ZG 120:4 120:5-120-6 %2_0:8

OPCO02

M K1 K2 120-1 120-2120-3120-4120-5 120-6120-7120-8 . 1 -120-1 120-2-120-3-120-4-120-5120:6-120-7-120-8 e

OPCO7 OPC10

Sekil 4.61 120 ppm Cr'*® katyonu uygulanmis Hypogymnia physodes liken tiiriine ait
RAPD-PCR jel goriintiisii
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M MARKER

12 HEGATIF EONTEOL

Kl Hypogymmia physodes Kontrol

Bl Hypogymnia phyvrodss Kontrol

TZ0-1 IZ0 ppm 0.F saat uvgulanmi; likan dmasi
T20-2 120 ppm 1 saat uwgnlanmis liken drmegl
T20-3 | 120 ppm 2 saat uwsulanmig liken dmeEi
1204 120 ppm & saat uvgnlanmg [iken dmegi
120-> 120 ppm IF saat uvenlanmiy likan Gmegl
TZ0-6 IZ0 ppm 14 saat uygulanmiy liken Gmesi
T20-T 120 ppm 4% saat uvenlanms likan dmmagi
L120-8 120 ppm VI saat uvenlanmy liken Gmegi

Hypogymnia physodes liken tiiriine ait 120 ppm Cr*® OPC 01, OPC 02, OPC 07 ve OPC
10 primerlerine ait kontrol 6rnegine karsin artan ve azalan bant sayisindaki degigim,

polimorfik bant degisimi sonucu ¢izelge 4.13’de verilmistir.

Cizelge 4.13 Hypogymnia physodes liken tiiriinde 120 ppm Cr*® katyonu uygulamasi
sonucunda OPC 01, OPC 02, OPC 07 ve OPC 10 primerlerine ait degisen
bant sayist

120 120 120 120 120
120 ppm 120 ppm | 120 ppm
m m m m m
pp pp pp pp cr pp cr crt
Cr+ﬁ Cr+ﬁ Cr+ﬁ Cr+6 Cr+6

Primer C

30dk | 1saat | 2saat | 6 saat 18saat | 24saat | 48saat 72 saat

OPCO01 24 111411 ]|3]41)13]41]2 212 111 2 212 1

OPC 02 24 12131241143 )|312)|3]1)2]1]3]|]1] 2

OPC 07 28 121214 Q11112151211 joj1j]1

OPC 10 24 1113524211122 )|110)2jJ]0]1}]J0]1

96 63121917191 ¢ 9 7 11 3 7 4 6 4 5

a+b 18 21 19 18 18 10 10 9
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100 +
90 -
80 -
70 -
60 -
50 -
40 -
30 -
20 -
10 +

30
dakika

120 ppm Cr*¢ polimorfizm oranlari(%)

1 saat 2 saat 6 saat

18
saat

24
saat

Uygulama Siireleri

48
saat

72
saat

® polimorfizm oranlari(%)

Sekil 4.62 Hypogymnia physodes liken tiirine 120 ppm Cr'® katyonu uygulanmus
orneklerin polimorfizm oranlari

Cizelge 4.14 Hypogymnia physodes liken tirinde krom (Cr*®) stresi uygulanan
orneklere ait GTS ve primerlere ait polimorfizm oranlar

GTS GTS GTS
Ornekler Oranlarn Ornekler Oranlar Ornekler Oranlarn
(%) (%) (%)
0,5 saat 69,79 0,5 saat 72,91 0,5 saat 81,25
© 1 saat 70,83 © 1 saat 75,0 5‘3L 1 saat 78,12
G 2 saat 76,04 5 2 saat 70,83 O 2 saat 80,2
c 6 saat 68,75 = 6 saat 78,12 e 6 saat 81,25
o 18 saat 69,79 o 18 saat 76,04 % 18 saat 81,25
S [ 24saat 86,45 S [24saat 83,33 o | 24saat 89,58
™ 48 saat 88,54 © 48 saat 88,54 S 48 saat 89,58
72 saat 86,45 72 saat 90,62 72 saat 90,62
Polimorfizm . . -
Primerler Oranlar1 Primerler (I;ollmorflzom Primerler Poohrr?l?nglrznm
o ranlar1 (%) (%)
(%)
OPCO01 91,16 OPC 01 95,83 OPC 01 87,50
e OPC 02 95.83 = OPC 02 95.83 £ OPC 02 91.67
Q¥ . okd . Qe .
o~ OPC 07 91,67 O | OPCO7 95,83 Q' OPC 07 87,50
S Ol —opco 91,67 3 Ol —opc0 95,83 § Ol —orcto 87,50
Ortalama 92,58 Ortalama 95,83 Ortalama 88,54
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4.3.4.1.2 Hypogymnia physodes liken tiiriinde 30, 60 ve 120 ppm Pb*? katyonunun
RAPD-PCR’larina ait bulgular

Hypogymnia physodes liken tiiriine Pb*? agir metal katyonu degisik konsantrasyonlarda
(30, 60 ve 120 ppm) farkli siirelerde (30 dk, 1 saat, 2 saat, 6 saat, 18 saat, 24 saat, 48
saat, 72 saat) uygulanmigtir. H. physodes liken tiirlinde 18 tane primer denenmistir.
Ancak bu primerlerden jelde net goriintii olusturan 5 tanesi degerlendirmeye alinmistir
(Cizelge 4.15). Kullanilan primerlerin bir kismi ise amplifikasyon vermedigi igin

degerlendirilmeye alinmamustir. Bu primerler:

Cizelge 4.15 Pb*? katyonu uygulanmus H. physodes liken tiiriinde kullanilan primerler

Primer Dizi (5’- 3°)

OPCO01 TTC GAGCCAG
OPC02 GTG AGG CGT C
OPC04 CCGCATCTAC
OPCO07 GTC CCGACGA
OPC10 TGT CTG GGT G

Hypogymnia physodes liken tiirtinde Kursun (Pb) stresi uygulanan Orneklere ait
sonuglar incelendiginde, en yiiksek GTS degerinin her ii¢ Pb konsantrasyonu i¢in 72.
saatte oldugu gortilmektedir. Bunlar 30, 60 ve 120 ppm Pb stresi uygulanan 6rneklerde
strastyla %93,04-%93,04-%91,3 dir. En diisiik GTS degerinin ise 30 ppm i¢in 0.5, 2 ve
6. saatlerde (%82,6), 60 ppm i¢in 0,5. saatte (%78,26) ve 120 ppm i¢in 0,5.saatte
(%80,86) oldugu goriilmektedir. (Cizelge 4.19).

Hypogymnia physodes liken tiirine 30, 60 ve 120 ppm Pb*? agir metal katyonu
uygulanarak OPC 01, OPC 02, OPC04, OPC 07, OPC 10 primerleri kullanilarak elde
edilen jel goriintiileri sekil 4.63-4.65-4.67°de verilmistir. Hypogymnia physodes liken
tiirtine 30, 60 ve 120 ppm Cr' katyonu uygulanan 6rneklere ait polimorfizm oranlar ise

sekil 4.64-4.66-4.68°de verilmistir.
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: ; PCO7
K1 K2 30—6%’6—130—4 30-5 30-6 30-730-8 K1 K2 30DPLOR30-430-5 30-6 30-7 30-8 N K1 K2 81 %—2 30-330-4 30-5 30-6 30-7 30-8

=
V]

AT

Sekil 4.63 30 ppm Pb*? katyonu uygulanmis Hypogymnia physodes liken tiiriine ait

RAPD-PCR jeli
| X1 RAFEEER
N HEGATIF KEONTROL
Kl Hypogymnia phyvrodss Kontrol
| 4 Hypogymnia phyvrodss KRontrol

30-1 30 ppm 0.5 saat uvgnlanmiy liken omegl
30-I 30 ppm | saat uvegnlanmig liken dmegi
30-3 30 ppm I sast uvgulanmig [iken 6mesi
30-4 30 ppm 6 saat uvgnlanmig liken drmagi
-2 30 ppm L5 saat uvenlanmiy liken Gmegi
30-6 30 ppm 24 sast uvenlanmiy likan omagl
30-7 30 ppm 45 saat uvenlanmis liken dmagl
30 ppm 71 saat uveulanmig liken dmaeg

Hypogymnia physodes liken tiiriine ait 30 ppm Pb*? OPC 01, OPC 02, OPC04, OPC 07
ve OPC 10 primerlerine ait kontrol drnegine karsin artan ve azalan bant sayisindaki

degisim, polimorfik bant degisimi sonucu ¢izelge 4.16’da verilmistir.
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Cizelge 4.16 Hypogymnia physodes liken tiiriinde 30 ppm Pb*? katyonu uygulamasi
sonucunda OPC 01, OPC 02, OPC 04, OPC 07 ve OPC 10 primerlerine
ait degisen bant sayisi

30 30 30 30 30 30 30 30
ppm| ppm | ppm | ppm ppm ppm ppm ppm
Pb+2 Pb+2 Pb+2 Pb+2 Pb+2 Pb+2 Pb+2 Pb+2
Primer c ] 30 2 18 24
1 saat 6 saat 48 saat | 72 saat
dk saat saat saat
alblal]blalblalb]lal]blalbla]lblal]hb
OPCO01 | 23)11]2]2 2131113 1 011
OPCO02 | 23 ]3]4] 2 211141413 ]|]0 113]011]1
OPCO04 |23 J0]OJ1]0}2]1J0jO0jOojJoOojojojojoj2ijo0
OopPCO7 |23 2|61 1}3}]1]3)2]|3]1]4)0]3J0]J1]01]1
OpPC10 [ 232|110 }3})2|3)J1]4]2]0)3]2]10]3})2]1
1 1 1
115 7 6 9 gl11416 | 717]6] 4 51 4 4
3 3 1
a+b 20 19 20 20 13 13 9 8

100 -
30 ppm Pb*2 polimorfizm oranlari(%)

80 -

40 ) i
m polimorfizm
20 oranlari(%)
0 -

30 1 saat 2 saat 6 saat
dakika saat saat saat saat

Uygulama Siireleri

Sekil 4.64 Hypogymnia physodes liken tiiriine 30 ppm Pb** katyonu uygulanmus
orneklerin polimorfizm oranlari
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M K1 60-1 60-2 60-3 60-4 60-5 60-6 60-7 60-8 M K1 K2 60-1 60-2 60-3 60-4 60-5 60-6 60-7 60-8

OPC02 OPCO7

—_—
p—
p—
—

M.__ K1 K2 60-1 60-260-3 60-4 60-5 60-6 60-7 60-8 M K1 K2 60-160-2 60-3 60-4 60-5 60-6 60-7 60-8

OPC04

LI |

Ll

il
Wil

'
'

|11
I

Sekil 4.65 60 ppm Pb*? katyonu uygulanmis Hypogymnia physodes liken tiiriine ait

RAPD-PCR jeli
X | MAFEEE
| HEGATIF KON TROL
El Hypogymmnia physodss Kontrol
EZ Hypogymmia physodss Kontrol

80-1 60 ppm 0.7 saat uygnlanmi; liken dmesi
60-I &0 ppm [ saat uvenlanmig liken dmegi
6l-2 6l ppm £ saat uvgnlanmig liken dmeei
60-4 60 ppm & saat uvegnlanmig liken omeg
60-> 60 ppm 15 saat uwenlanmis likan dmaegl
Bl-8 60 ppm 24 saat uveulanmig liken dmes
60-7 60 ppm 4% saat uvenlanmy likan Gmegi
60-8 60 ppm 71 saat uwenlanmiy liken dmegl

Hypogymnia physodes liken tiiriine ait 60 ppm Pb*? OPC 01, OPC 02, OPC04, OPC 07
ve OPC 10 primerlerine ait kontrol 6rnegine karsin artan ve azalan bant sayisindaki

degisim, polimorfik bant degisimi sonucu ¢izelge 4.17°de verilmistir.
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Cizelge 4.17 Hypogymnia physodes liken tiirinde 60 ppm Pb*? katyonu uygulamasi
sonucunda OPC 01, OPC 02, OPC 04, OPC 07 ve OPC 10 primerlerine
ait degisen bant sayisi

60 60 60

ppm | ppm | ppm
Pb2 | Pb? | Pb*"

60 ppm | 60 ppm | 60 ppm | 60 ppm | 60 ppm
Pb+2 Pb+2 Pb+2 Pb+2 Pb+2

Primer C

30dk | lsaat | 2saat| 6saat | 18 saat | 24 saat | 48 saat | 72 saat

OPCO1 | 23 5|32 (|414)211)6})2]|1]1}|3j1)1}12]0

OPCO02 | 23 032 (|4)3|3)11)412]|0J1|210)0)J07]1

OpPCO4 | 23 0131121011 }3jo0ojoj1jop3j]o0

OPCO7 | 23 421201212343 ]J]0(3]J2]0)J0]0

OPC 10 23 |34 3 |3]1]j0)J1]2]J0)1)6]2]14]|2]1]1

115 12 1121118 5|16 9 8 8 10| 8 216 2

a+b 25 24 19 21 17 18 10 8

60 ppm Pb*? polimorfizm oranlari(%)
100 -

40 - ® polimorfizm

20 - oranlari(%)

30 1saat2saat6saat 18 24 48 72
dakika saat saat saat saat

Uygulama Siireleri

Sekil 4.66 Hypogymnia physodes liken tiiriine 60 ppm Pb*? katyonu uygulanmis
orneklerin polimorfizm oranlari
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K1 K2 120-1120-2120-3 120-4120-5120-6120-7120-8 §K1 K2 120-1 120-2 120-3120-4120-5120-6120-7120-8 K1 K2 120-1120-2120-3 120-4 120-5 120-6 120-7 120-8
e o -

OPCO1

OPC04

K1 K2 120-1120-2 120-3 120-4 120-5 120-6 120-7 K1 K2 120-1120-2 120-3120-4120-5120-6120-7120-8

OPCO7

OPC10

Sekil 4.67 120 ppm Pb*? katyonu uygulanmis Hypogymnia physodes liken tiiriine ait
RAPD-PCR jeli

M MAREEE

i NEGATIF EONTROL

ET Hypogymmnia physodes Kontrol
KT Hypogvmnia physodes Rontrol

120-1 120 ppm 1.2 saat uvgulanmis liken drnesi
T20-X I1Z0 ppm 1 sast uvgnlanmiy liken GmmeEl
TZ0-3 TZ0 ppm 2 saat uvenlanmis liken Grmegi
120-4 120 ppm & saat uvsulanmiz likan Gmmegi
T120-3 TZ0 ppm 1T saat uvenlanrg liken Grmesi
TZ0-6 TZ0 ppm 24 saat uvenlanmis liken Grmesl
T20-T 120 ppm 4% saat uvgulanmiz liken Gmesi
TZ0-E TZ0 ppm 72 saat uvenlanmis liken Grmegl

Hypogymnia physodes liken tiiriine ait 120 ppm Pb*? OPC 01, OPC 02, OPC04, OPC 07
ve OPC 10 primerlerine ait kontrol drnegine karsin artan ve azalan bant sayisindaki

degisim, polimorfik bant degisimi sonucu ¢izelge 4.18’de verilmistir.
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Cizelge 4.18 Hypogymnia physodes liken tiiriinde 120 ppm Pb*? katyonu uygulamasi
sonucunda OPC 01, OPC 02, OPC 04, OPC 07 ve OPC 10 primerlerine
ait degisen bant sayisi

120 120 120 120

ppm ppm ppm ppm
Pb+2 Pb+2 Pb+2 Pb+2

120 ppm | 120 ppm | 120 ppm 120 ppm
Pb* Pb*2 Pb*2 Pb*

Primer C

30 dk lsaat | 2saat 6 saat 18 saat 24 saat 48 saat 72 saat

OPC 01 2312|311 ]3]1)141)2] 3 1 2 2 2 0 1 2 1

OPC 02 2313|512 |3]3]3]3] 2 0 5 1 3 2 0 1 2

OPC 04 2311|111 0jo0ojoj1y2)]1 1 2 0 0 0 0 0 0

OPC 07 23 141211 ]5)11)14]1) 2 2 6 1 2 0 2 1 1

OPC 10 231011412101 2]1] 3 0 0 0 1 3 4 0 1

115{ 10 J12) 8 |18 5| 149 ]| 11 4 15 6 6 5 7 6 4

a+b 22 21 19 20 19 12 12 10

a : Yeni olusan bant, b : Kaybolan bant

120 ppm Pb*2 polimorfizm oranlari(%)

100 -
90 -
80 -
70 -
60 -
50 -
40 -
30 - M polimorfizm oranlari(%)
20 -
10 -

30 1saat 2saat 6saat 18 24 48 72
dakika saat saat saat saat

Uygulama Siireleri

Sekil 4.68 Hypogymnia physodes liken tiirtine 120 ppm Pb*? katyonu uygulanmis
orneklerin polimorfizm oranlari
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Cizelge 4.19 Hypogymnia physodes liken tiirinde Kursun (Pb*?) stresi uygulanan
orneklere ait GTS ve primerlere ait polimorfizm oranlari

GTS GTS GTS
Ornekler Oranlan Ornekler Oranlan Ornekler Oranlan
(%) (%) (%)
0,5 saat 82,6 0,5 saat 78,26 0,5 saat 80,86
§ 1 saat 83,47 § 1 saat 79,13 B 1 saat 81,73
g 2 saat 82,6 g 2 saat 83,47 ron 2 saat 83,47
c 6 saat 82,6 c 6 saat 81,73 = 6 saat 82,6
o 18 saat 88,69 o 18 saat 85,21 % 18 saat 83,47
S [ 24saat 88,69 S [ 24saat 84,34 o | 24saat | 8956
™ 48 saat 92,17 © 48 saat 91,3 S 48 saat 89,56
72 saat 93,04 72 saat 93,04 72 saat 91,3
Polimorfizm . . P
. Primerler Oranlar1 Primerler g?:;?::'(z(,;:) Primerler POO“lr‘T;lOlgll‘Zlm
(%) (%)
N OPC 01 95,65 N OPC 01 86,95 o OPC 01 91,30
a OPC 02 91,30 a OPC 02 95,65 a OPC 02 91,30
DE' OPCO04 73,91 DE' OPCO04 78,26 = OPCO04 78,26
% OPC 07 95,65 % OPC 07 95,65 % OPC 07 95,65
o OPC 10 73,91 o OPC 10 82,60 8 OPC 10 91,30
« Ortalama 86,08 © Ortalama 87,82 — Ortalama 89,56

4.3.4.1.3 Hypogymnia physodes liken tiiriiniin UV(UVA, UVB, UVA+UVB, UVC,
UVD ve UVA+UVD) stresi altinda RAPD-PCR’larina ait bulgular

Hypogymnia physodes liken tirine UVA, UVB, UVA+UVB, UVC, UVD ve
UVA+UVD isimlarinda farkli dozlarda (4, 8, 12, 20 ve 40 j/cmz) uygulama yapilmistir.
H. physodes liken tiirlinde 18 tane primer denenmistir. Ancak bu primerlerden, jelde net
gorlintii olusturanlar degerlendirmeye alinmistir (Cizelge 4.20). Kullanilan primerlerin

bir kismi ise amplifikasyon vermedigi i¢in degerlendirilmeye alinmamastir.
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Sekil 4.69 UV cihazi

Bunienaissbunjyensag ,‘

1eIN-A

Sekil 4.70 UV dozmetre cihazi

116



Cizelge 4.20 UVA, UVB, UVC, UVD, UVA+UVD ve UVA+UVB radyasyonu
uygulanmis H. physodes liken tiiriinde kullanilan primerler

Primer DiZI (5°-3°)
OPCO01 TTC GAG CCAG
OPCO02 GTG AGG CGT C
OPCO03 GGG GGTCTTT
OPC04 CCGCATCTAC
OPCO07 GTC CCG ACG A
OPC10 TGT CTG GGT G

TUBE-A05 AGG GGTCTTG

OPO-03 CTGTTGCTAC
OPA-18 AGG TGACCG T
OPA-19 CAAACGTCG G

TUBE-A01 CAGGCCCTTC
TUBE-A02 TGC CGAGCTG
OPO-19 GGT GCACGTT

4.3.4.1.3.1 Hypogymnia physodes liken tiiriinde UVA uygulanms orneklerin
RAPD-PCR’larina ait bulgular

Hypogymnia physodes liken tiirine UVA 1sininda farkli dozlarda (4, 8, 12, 20 ve 40
jlcm?) uygulama yapilmistir. H. physodes liken tiiriinde 18 tane primer denenmistir.
Ancak bu primerlerden jelde net goriintii olusturan 5 tanesi degerlendirmeye alinmastir
(Cizelge 4.21). Kullanilan primerlerin bir kismi ise amplifikasyon vermedigi igin

degerlendirilmeye alinmamastir.

Cizelge 4.21 UVA radyasyonu uygulanmigs H. physodes liken tiiriinde kullanilan

primerler
Primer Dizi (5°- 3°)
OPCO01 TTC GAG CCAG
OPCO02 GTG AGG CGT C
OPC04 CCG CATCTAC
OPCO7 GTC CCGACG A
TUBE-A05 AGG GGTCTT G

Hypogymnia physodes liken tirinde UVA uygulanan Orneklere ait sonuglar

incelendiginde, en yliksek GTS degerinin 4 j/cm2 dozda %87,82 oldugu goriilmektedir.
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En diisiik GTS degerinin ise 40 j/cm® dozda %76,52 olarak bulundugu goriilmektedir

(Cizelge 4.23).

Hypogymnia physodes liken tiiriine UVA radyasyonu uygulanarak OPC 01, OPC 02,

OPC 04, OPC 07 ve TubeAOS5 primerleri kullanilarak elde edilen jel goriintiileri sekil

4.71-4.72°de verilmistir. Ayrica Hypogymnia physodes liken tiiriine UVA radyasyonu

uygulanan 6rneklere ait polimorfizm oranlari ise sekil 4.73°de verilmistir.

M N K1 K2 4 8 12 20 40 K1 K2 4 8 12 20 40

OPCO1

N K1 K2 4

OPCO4

8

OPCO02

Sy v e o
. -
-—
. [

- -—

12 20 40 K1 K2 4 8 12 20 40

TubeAO5

Sekil 4.71 UVA radyasyonu uygulanmis Hypogymnia physodes liken tiiriine ait RAPD-

PCR sonuglari
M MARKER
N NEGATIF KONTROL
K1 Hypogymnia physodes Kontrol
K2 Hypogymnia physodes Kontrol
4 4 jlcm® uygulanmis liken érnegi
8 8 j/cm® uygulanmis liken Srnegi
12 12 jlem? uygulanmis liken rnegi
20 20 j/cm? uygulanmus liken Srnegi
40 40 jlcm? uygulanmus liken Srnegi
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Sekil 4.72 UVA radyasyonu uygulanmis Hypogymnia physodes liken tiiriine ait RAPD-

PCR sonuglari
M MARKER
N NEGATIF KONTROL
K1 Hypogymnia physodes Kontrol
K2 Hypogymnia physodes Kontrol
4 4 jlcm’® uygulannus liken Grnegi
8 8 jlcm? uygulanmus liken Grnegi
12 12 jlcm® uygulannus liken érnegi
20 20 jlcm?® uygulannus liken érnegi
40 40 j/cm? uygulanmis liken 6rnegi

Hypogymnia physodes liken tiiriine ait UVA 1sininda farkli dozlarda (4, 8, 12, 20 ve 40

jlcm?) uygulama yapilmasi sonucunda tiim primerlerine ait kontrol 6rnegine karsin artan

ve azalan bant sayisindaki degisim, polimorfik bant degisimi sonucu ¢izelge 4.22°de

verilmigtir.
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Cizelge 4.22 Hypogymnia physodes liken tiiriinde UVA 1511 uygulanmasi sonucunda
OPC 01, OPC 02, OPC 04, OPC 07 ve Tube A05 primerlerine ait degisen
bant sayi1s1

4j 8] 12 j 20j 40
Primer C

OPCO1 |23 1|22 |41 3|2]3]2]1

OPCO02 |23 1|31 |1j211]11]0]0]3

OPCO4 |23 1|02 (01| 112]1]2]¢O

OPCO7 |23 |1|1|3|3|1|52]14]3]7

Tube AO5| 23 |113]1|0|0] 4] 3]|]6]4]5

115]519]1 9 |8|5] 14|10 |14 |11]16

atb| 14 17 19 24 27

a : Yeni olusan bant, b : Kaybolan bant

UVA polimorfizm oranlari(%)
100 -

80 -

60
40 - B polimorfizm
oranlari(%)
20 -~
0 T T T T T
4 8 12 20 40

Uygulama Dozlari(j/cm?)

Sekil 4.73 Hypogymnia physodes liken tiiriine UVA radyasyonu uygulanmig 6rneklerin
polimorfizm oranlari
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Cizelge 4.23 Hypogymnia physodes liken tiiriinde UVA stresi uygulanan 6rneklere ait
GTS ve primerlere ait polimorfizm oranlari

.. GTS
Ornekler Oranlari (%)
4 jlem? 87,82
< 8 jlcm® 85,21
> 12 jlem® 83,47
> 20 jlcm? 79,13
40 jlem® 76,52
PRIMERLER Polimorfizm Oranlar
(%)
OPCO01 91,30
<>E OPC02 86,95
-] OPC04 82,60
OPCO7 91,30
TubeAO5 91,30
| [ Oralama [ 8869 |

4.3.4.1.3.2 Hypogymnia physodes liken tiiriinde UVA+UVD uygulanms érneklerin
RAPD-PCR’larina ait bulgular

Hypogymnia physodes liken tiiriine UVA+UVD 1sminda farkli dozlarda (4, 8, 12, 20 ve
40 jlem?) uygulama yapilmistir. H. physodes liken tiiriinde 18 tane primer denenmistir.
Ancak bu primerlerden jelde net goriintii olusturan 5 tanesi degerlendirmeye alinmigtir
(Cizelge 4.24). Kullanilan primerlerin bir kismi ise amplifikasyon vermedigi igin

degerlendirilmeye alinmamustir.

Cizelge 4.24 UVA+UVD radyasyonu uygulanmis H. physodes liken tiiriinde kullanilan

primerler
Primer Dizi (5’- 3°)
OPO-03 CTGTTGCTAC
OPA-18 AGGTGACCGT
OPA-19 CAAACGTCGG
TUBE-A01 CAGGCCCTTC
TUBE-A02 TGCCGAGCTG

Hypogymnia physodes liken tiirinde UVA+UVD uygulanan orneklere ait sonuglar
incelendiginde, en yiiksek GTS degerinin 4 j/cm2 dozda %88,69 oldugu goriilmektedir.
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En diisiik GTS degerinin ise 12 j/em? dozda %80,86 olarak bulundugu goriilmektedir
(Cizelge 4.26).

Hypogymnia physodes liken tiiriine UVA+UVD radyasyonu uygulanarak OPC 01, OPC
02, OPC 04, OPC 07 ve TubeAO5 primerleri kullanilarak elde edilen jel goriintiileri
sekil 4.74-4.75-4.76’da verilmistir. Ayrica Hypogymnia physodes liken tiiriine
UVA-+UVD radyasyonu uygulanan drneklere ait polimorfizm oranlar ise sekil 4.77°de

verilmistir.

——
—_—
——
—_—
—
—_—
—a
—_—
-
—

Sekil 4.74 UVA+UVD radyasyonu uygulanmis Hypogymnia physodes liken tiiriine ait
RAPD-PCR sonuglari

M MARKER

N NEGATIF KONTROL

K1 Hypogymnia physodes Kontrol
K2 Hypogymnia physodes Kontrol

4 4 jlcm? uygulanmus liken drnegi
8 8 jlcm® uygulannus liken Grnegi
12 12 jlcm? uygulanmus liken Srnegi
20 20 j/lcm? uygulanmus liken Srnegi
40 40 j/lcm? uygulanmus liken rnegi
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Sekil 4.75 UVA+UVD radyasyonu uygulanmis Hypogymnia physodes liken tiiriine ait
RAPD-PCR sonuglari

M MARKER I
N NEGATIF KONTROL

K1 Hypogymnia physodes Kontrol |
K2 Hypogymnia physodes Kontrol I
4 4 jlcm’® uygulannus liken Grnegi

8 8 jlcm? uygulanmus liken Grnegi I
12 12 jlem® uygulannus liken érnegi

20 20 j/lcm? uygulanmus liken Srnegi I
40 40 jlem? uygulanmis liken Srnegi

TubeA02

Sekil 4.76 UVA+UVD radyasyonu uygulanmis Hypogymnia physodes liken tiiriine ait
RAPD-PCR sonuglari

M MARKER

N NEGATIF KONTROL

K1 Hypogymnia physodes Kontrol
K2 Hypogymnia physodes Kontrol

4 4 jlem? uygulanmus liken Grnegi
8 8 jlcm? uygulanmus liken érnegi
12 12 jlem? uygulanmis liken Srnegi
20 20 j/lcm? uygulanmis liken Grnegi
40 40 j/cm® uygulanmis liken 6rnegi
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Hypogymnia physodes liken tiiriine ait UVA+UVD 1gininda farkli dozlarda (4, 8, 12, 20
ve 40 j) uygulama yapilmasi sonucunda tiim primerlerine ait kontrol 6rnegine karsin
artan ve azalan bant sayisindaki degisim, polimorfik bant degisimi sonucu g¢izelge

4.25’de verilmistir.

Cizelge 4.25 Hypogymnia physodes liken tiirinde UVA+UVD 1sm1 uygulanmasi
sonucunda TubeAO01, TubeA02, OPO03, OPA19 ve OPA18 primerlerine
ait degisen bant sayisi

4j 8j 12 20 40
Primer C

albla]blal]bl]al|b]lal]hb
OPO 03 |13l 1|1]2]4]l6]2]2]3
OPA 18 oglof1]1]2f1]3|s3|2]3]|1
OPA 19 3 l2l1lof43l1]o]l2]2]4
Tube A01 231132143 ]2]2]1]2
Tube A02 23 |1jofjaf3jo]lr1]oj1]o]2
11558 8 J11]Jwo)12jJ11] 9] 8|12

atb| 13 19 22 20 20

a: Yeni olusan bant b : Kaybolan bant
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UVA+UVD polimorfizm oranlari(%)
100 -

80 -

60 -
|
40 - UVA+UVP
polimorfizm
20 - oranlari(%)
0 T T T T T
4 8 12 20 40

Uygulama Dozlari(j/cm?)

Sekil 4.77 Hypogymnia physodes liken tiirine UVA+UVD radyasyonu uygulanmig
orneklerin polimorfizm oranlari

Cizelge 4.26 Hypogymnia physodes liken tiiriinde UVA+UVD stresi uygulanan
orneklere ait GTS ve primerlere ait polimorfizm oranlari

N GTS
Ornekler Oranlari (%)
A 4 jlem? 88,69
> 8 jlcm® 83,47
% 12 jlem® 80,86
> 20 jlcm? 82,6
40 j/cm® 82,6
PRIMERLER Polimorfizm Oranlar:
(%)
g TubeA01 82,60
2 TubeA02 86,95
< OPO03 95,65
2 OPAI8 91,30
OPAI19 91,30
| [ Ortalama [~ 895 |
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4.3.4.1.3.3 Hypogymnia physodes liken tiiriinde UVC uygulanmis orneklerin
RAPD-PCR’larina ait bulgular

Hypogymnia physodes liken tiiriine UVC 1smninda farkli dozlarda (4, 8, 12, 20 ve 40
jlem?) uygulama yapilmustir. H. physodes liken tiirinde 18 tane primer denenmistir.
Ancak bu primerlerden jelde net goriintii olusturan 5 tanesi degerlendirmeye alinmistir
(Cizelge 4.27). Kullanilan primerlerin bir kismi ise amplifikasyon vermedigi i¢in

degerlendirilmeye alinmamustir.

Cizelge 4.27 UVC radyasyonu uygulanmis H. physodes liken tiiriinde kullanilan

primerler
Primer Dizi (5°- 3°)
OPCO01 TTC GAGCCAG
OPCO02 GTGAGG CGTC
OPC04 CCGCATCTAC
OPCO07 GTCCCGACGA
OPC10 TGT CTG GGT G

Hypogymnia physodes liken tiirinde UVC uygulanan oOrneklere ait sonuglar
incelendiginde, en yiiksek GTS degerinin 4 j/cm2 dozda %92,17 oldugu goriilmektedir.
En diisiik GTS degerinin ise 40 j/cm2 dozda %76,52 olarak bulundugu goriilmektedir
(Cizelge 4.29).

Hypogymnia physodes liken tiiriine UVC radyasyonu uygulanarak OPC 01, OPC 02,
OPC 04, OPC 07 ve OPCI10 primerleri kullanilarak elde edilen jel goriintiileri sekil
4.78-4.79°da verilmistir. Ayrica Hypogymnia physodes liken tiiriine UVC radyasyonu

uygulanan orneklere ait polimorfizm oranlari ise sekil 4.80°de verilmistir
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M N K1 K2 4 8 12 20 40 K1 K2 4 8 12 20
OPCO1 OPC02

oy,

N K1 K2 4 8= -19 20 40 K1 K2 4 R 12 20
OPCO4 et e OPCO7+

[ |

Sekil 4.78 UVC radyasyonu uygulanmis Hypogymnia physodes liken tiiriine ait RAPD-

PCR sonuglar1
M MARKER |
N NEGATIF KONTROL I
K1 Hypogymnia physodes Kontrol
K2 Hypogymnia physodes Kontrol I
4 4 jlcm’® uygulannus liken 6rnegi
8 8 jlcm? uygulanmus liken drnegi |
12 12 jlem? uygulanmus liken Srnegi I
20 20 jlcm?® uygulannus liken érnegi
40 40 j/lcm? uygulanmis liken 6rnegi l
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Sekil 4.79 UVC radyasyonu uygulanmig Hypogymnia physodes liken tiiriine ait RAPD-

PCR sonuglari
M MARKER
N NEGATIF KONTROL
K1 Hypogymnia physodes Kontrol
K2 Hypogymnia physodes Kontrol
4 4 jlem? uygulanmus liken drnegi
8 8 jlcm® uygulanns liken Grnegi
12 12 jlcm? uygulanmus liken Srnegi
20 20 j/lcm? uygulanmus liken Srnegi
40 40 jlcm? uygulanmus liken Srnegi

Hypogymnia physodes liken tiiriine ait UVC 1sininda farkli dozlarda (4, 8, 12, 20 ve 40

j) uygulama yapilmasi sonucunda tiim primerlerine ait kontrol drnegine karsin artan ve

azalan bant sayisindaki degisim, polimorfik bant degisimi sonucu g¢izelge 4.28’de

verilmigtir.
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Cizelge 4.28 Hypogymnia physodes liken tiirliinde UVC 1511 uygulanmasi sonucunda
OPCO1, OPCO02, OPC04, OPCO07 ve OPC10 primerlerine ait degisen bant

sayisi

4] 8j 12 20 40

Primer cC

alb]A|blalblalb]alhb
OPC 01 <3 I I B I IR B BN B B )
OPC 02 23 |tz i1 2f1]°>|3]|4
OPC 04 23 (oo o1tz oy]s
OPC 07 23 |14 atfo4fr]r
OPC 10 <1 I I R I U N IS B B )
usf4s]p7elo||e|1s] 9|18

atb| 9 15 20 23 27

a : Yeni olusan bant b : Kaybolan bant

UVC polimorfizm oranlari(%)

100 -
>0 1 m UVC
polimorfizm
0 - oranlari(%)

4 8 12 20 40

Uygulama Dozlari(j/cm?)

Sekil 4.80 Hypogymnia physodes liken tiiriine UVC radyasyonu uygulanmis 6rneklerin
polimorfizm oranlari
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Cizelge 4.29 Hypogymnia physodes liken tiiriinde UVC stresi uygulanan 6rneklere ait
GTS ve primerlere ait polimorfizm oranlari

.. GTS
Ornekler Oranlari (%)
4 jlem? 92,17
o 8 jlcm? 86,95
= 12 jlcm® 82,6
20 j/lcm® 80,0
40 jlem? 76,52
PRIMERLER Polimorfizm Oranlari
(%)
OPC 01 91,30
%) OPC 02 86,95
2 OPCO4 91,30
OPC 07 91,30
OPC 10 82,60
| [ Ortalama [~ 8869 |

4.3.4.1.3.4 Hypogymnia physodes liken tiiriinde UVD uygulanms orneklerin
RAPD-PCR’larina ait bulgular

Hypogymnia physodes liken tiirtine UVD 1sininda farkli dozlarda (4, 8, 12, 20 ve 40
jlcm?) uygulama yapilmistir. H. physodes liken tiiriinde 18 tane primer denenmistir.
Ancak bu primerlerden jelde net goriintii olusturan 5 tanesi degerlendirmeye alinmistir
(Cizelge 4.30). Kullanilan primerlerin bir kismi ise amplifikasyon vermedigi i¢in

degerlendirilmeye alinmamustir.

Cizelge 4.30 UVD radyasyonu uygulanmis H. physodes liken tiiriinde kullanilan

primerler

Primer Dizi (5°- 3°)
OPCO1 TTCGAGCCAG
OPCO02 GTG AGG CGTC
OPCO3 GGG GGTCTTT
OPC04 CCGCATCTAC

TUBE-A05 AGG GGT CTT G
OPCO7 GTCCCG ACGA
OPC10 TGTCTG GGTG
OPO-19 GGT GCACGTT
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Hypogymnia physodes liken tirinde UVD uygulanan Orneklere ait sonuglar
incelendiginde, en yitksek GTS degerinin 8 j/cm? dozda %89,67 oldugu goriilmektedir.
En diisik GTS degerinin ise 40 j/cm? dozda %84,78 olarak bulundugu goriilmektedir
(Cizelge 4.32).

Hypogymnia physodes liken tiiriine UVD radyasyonu uygulanarak OPC 01, OPC 02,
OPCO03 OPC 04, TubeA0O5, OPC07, OPC10 VE OPO19 primerleri kullanilarak elde
edilen jel goriintiileri sekil 4.81-4.82’de verilmistir. Ayrica Hypogymnia physodes liken
tiiriine UVD radyasyonu uygulanan 6rneklere ait polimorfizm oranlari ise sekil 4.83’de

verilmistir

Sekil 4.81 UVD radyasyonu uygulanmis Hypogymnia physodes liken tiiriine ait RAPD-
PCR sonuglari
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M MARKER

N NEGATIF KONTROL

K1 Hypogymnia physodes Kontrol
K2 Hypogymnia physodes Kontrol

4 4 jlom? uygulanmus liken érnegi
8 8 jlcm? uygulanmus liken érnegi
12 12 jlem? uygulanmus liken Srnegi
20 20 j/lcm? uygulanmis liken Grnegi
40 40 j/cm? uygulanmis liken 6rnegi

TubeAO5

Sekil 4.82 UVD radyasyonu uygulanmis Hypogymnia physodes liken tiiriine ait RAPD-

PCR sonuglari
M MARKER
N NEGATIF KONTROL
K1 Hypogymnia physodes Kontrol
K2 Hypogymnia physodes Kontrol
4 4 jlem? uygulanmus liken drnegi
8 8 jlcm? uygulanmus liken érnegi
12 12 jlem? uygulanmis liken Srnegi
20 20 j/lcm? uygulanmis liken Srnegi
40 40 j/cm® uygulanmis liken 6rnegi
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Hypogymnia physodes liken tiiriine ait UVD 1sminda farkli dozlarda (4, 8, 12, 20 ve 40
j) uygulama yapilmasi sonucunda tiim primerlerine ait kontrol drnegine karsin artan ve
azalan bant sayisindaki degisim, polimorfik bant degisimi sonucu ¢izelge 4.31’de

verilmistir.

Cizelge 4.31 Hypogymnia physodes liken tiiriinde UVD 1s1m1 uygulanmasi sonucunda
OPCO01, OPC02, OPC03, OPC04, OPCO7, OPC10, OPO19 ve TubeAO5
primerlerine ait degisen bant sayisi

4j 8j 12 20j 40 j
Primer C

alb|]A]b]Jalb]la]|b]al]hb
OPC 01 2312] 3 112])2 2 0 1 2 1
OPC 02 23121 2 0l2]1 3 2 0 1 2
OPC 03 23 ]0] 1 112]10]0 01]o0 1 0
OPC 04 23 11] 2 21411 2 0 1 1 1
OPC 07 23111 Jojojojr]|3]4)]0]1
OPC 10 23 11] 1 012]2 4 5 0 1 6
OPO 19 23 1110 0J0]1 3 1 6 2 5
Tube A05 23 11] 1 0J12|0] 2 2 1 0 4
18419 11| 4 J15) 7 |17 |13)12| 8 |20

a+b 20 19 24 25 28

a: Yeni olusan bant b : Kaybolan bant
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UVD polimorfizm oranlari(%)

100 -

60 -
40 - B UVD polimorfizm
oranlari(%)
20 -
0 T T T T T
4 8 12 20 40

Uygulama Dozlari(j/cm?)

Sekil 4.83 Hypogymnia physodes liken tiiriine UVD radyasyonu uygulanmis 6rneklerin
polimorfizm oranlari

Cizelge 4.32 Hypogymnia physodes liken tiirlinde UVD stresi uygulanan 6rneklere ait
GTS ve primerlere ait polimorfizm oranlari

.. T
Ornekler Oralﬁarsl (%)

4 jlem? 89,13
A 8 jlcm? 89,67
> 12 jlcmz 86,95
20 j/cm 86,41
40 j/cm® 84,78

PRIMERLER Polimorfizm Oranlar1 (%)
OPC 01 95,65
OPC 02 82,60
OPCO03 86,95
) OPCO04 86,95
3 OpPC 07 91,30
OPC 10 86,95
OPO19 91,30
TubeA05 91,30

. [ ortalama [ 8912 |
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4.3.4.1.3.5 Hypogymnia physodes liken tiiriinde UVB uygulanmis orneklerin
RAPD-PCR’larina ait bulgular

Hypogymnia physodes liken tiiriine UVB 1smninda farkli dozlarda (4, 8, 12, 20 ve 40
jlem?) uygulama yapilmustir. H. physodes liken tiirinde 18 tane primer denenmistir.
Ancak bu primerlerden jelde net goriintii olusturan 6 tanesi degerlendirmeye alinmistir
(Cizelge 4.33). Kullanilan primerlerin bir kismi ise amplifikasyon vermedigi i¢in

degerlendirilmeye alinmamustir.

Cizelge 4.33 UVB radyasyonu uygulanmis H. physodes liken tiirtinde kullanilan

primerler

Primer Dizi (5°- 3?)
OPCO1 TTC GAG CCAG
OPC02 GTG AGG CGTC
OPC04 CCGCATCTAC

TUBE-AQ5 AGG GGTCTTG
OPCO07 GTCCCGACG A
OPC10 TGTCTG GGT G

Hypogymnia physodes liken tiirinde UVB uygulanan oOrneklere ait sonuglar
incelendiginde, en yiiksek GTS degerinin 4 j/cm2 dozda %88,4 oldugu goriilmektedir.
En diisik GTS degerinin ise 40 j/cm?® dozda %73,18 olarak bulundugu goriilmektedir
(Cizelge 4.35).

Hypogymnia physodes liken tiiriine UVB radyasyonu uygulanarak OPC 01, OPC 02,
OPC 04, TubeA0S, OPC07 ve OPC10 primerleri kullanilarak elde edilen jel goriintiileri
sekil 4.84-4.85te verilmistir. Ayrica Hypogymnia physodes liken tiirine UVB

radyasyonu uygulanan rneklere ait polimorfizm oranlar ise sekil 4.86°da verilmistir.

135



Sekil 4.84 OPCO1 primeri kullanilarak UVB radyasyonu uygulanmig

physodes liken tiiriine ait RAPD-PCR jeli

M MARKER

N NEGATIF KONTROL

K Hypogymnia physodes Kontrol

4 4 jlem? uygulanmus liken drnegi
8 8 jlcm? uygulanmus liken drnegi
12 12 jlcm? uygulanmis liken Grnegi
20 20 j/cm? uygulanmis liken 6rnegi
40 40 j/cm? uygulanmis liken 6rnegi
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M N K 4 8 12 2040 K 4 8 12 20 40 K 4 8 12 20

OPC02 OPC04 TubeA05
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M N K 4 .8 12.20.40 K 4 8 1272040
OPCO7 OPC10

LECHTHEEEEt

Sekil 4.85 UVB radyasyonu uygulanmis Hypogymnia physodes liken tiiriine ait RAPD-

PCR sonuglar1
M MARKER
N NEGATIF KONTROL
K Hypogymnia physodes Kontrol
4 4 jlom? uygulanmus liken drnegi
8 8 jlcm? uygulanmus liken drnegi
12 12 jlem® uygulannus liken érnegi
20 20 j/lcm? uygulanmus liken Srnegi
40 40 jlcm? uygulanmus liken Srnegi

Hypogymnia physodes liken tiiriine ait UVB 1sminda farkli dozlarda (4, 8, 12, 20 ve 40
J) uygulama yapilmasi sonucunda tiim primerlerine ait kontrol 6rnegine karsin artan ve

azalan bant sayisindaki degisim, polimorfik bant de§isimi sonucu c¢izelge 4.34’de

verilmisgtir.
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Cizelge 4.34 Hypogymnia physodes liken tiiriinde UVB 1511 uygulanmasi sonucunda
OPCO01, OPCO02, OPC04, OPCOQ7, OPC10 ve TubeAO5 primerlerine ait
degisen bant sayisi

4j 8] 12 20j 40 j

Primer C
alblJa]blalbla]lb]alb
OPC 01 23 1131 110 3 2 4 2 4
OPC 02 23 210131214213 3 1 3
OPC 04 23 |ojojoj2]0]3] 4 3 3 7
OPC 07 23 1141 213]1 3 1 7 0 4
OPC 10 23120l 1]2]2])2]1 2 2 6
Tube A05 23 oot |2]4f2]o] ]|

1 1 1

138| 6 0 7 1 9 7 131191 9 |28
atb| 16 | 18 | 26 | 32 37

a : Yeni olusan bant, b : Kaybolan bant

UVB polimorfizm oranlari(%)
100 -

60 -
40 j I I I l ® polimorfizm
20 oranlari(%)
0 - . . . .

4 8 12 20 40

Uygulama Dozlari(j/cm2)

Sekil 4.86 Hypogymnia physodes liken tiiriine UVB radyasyonu uygulanmis 6rneklerin
polimorfizm oranlari
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Cizelge 4.35 Hypogymnia physodes liken tiiriinde UVB stresi uygulanan 6rneklere ait
GTS ve primerlere ait polimorfizm oranlari

) GTS
Ornekler Oranlari (%)
4 jlem? 88,4
m 8 jlem’ 86,95
> 12 jlem® 81,15
> 20 jlem? 76,81
40 j/cm® 73,18
PRIMERLER Polimorfizm Oranlar
(%)
OPCO1 95,65
" OPC02 91,30
> OPC04 82,60
> 0PCO7 91,30
OPC10 91,30
TubeA05 86,95
|| Ortalama [ 898 |

4.3.4.1.3.6 Hypogymnia physodes liken tiiriinde UVA+UVB uygulanmis Orneklerin
RAPD-PCR’larina ait bulgular

Hypogymnia physodes liken tiiriine UVA+UVB 1sininda farkli dozlarda (4, 8, 12, 20 ve
40 jlem?) uygulama yapilmistir. H. physodes liken tiiriinde 18 tane primer denenmistir.
Ancak bu primerlerden jelde net goriintii olusturan 5 tanesi degerlendirmeye alinmistir
(Cizelge 4.36). Kullanilan primerlerin bir kismi ise amplifikasyon vermedigi igin

degerlendirilmeye alinmamastir.

Cizelge 4.36 UVA+UVB radyasyonu uygulanmis H. physodes liken tiiriinde kullanilan
primerler

Primer Dizi (5°- 3°)
OPCO01 TTC GAGCCAG

OPC02 GTG AGG CGTC
OPCO04 CCGCATCTAC

OPCO7 GTCCCGACGA
OPC10 TGT CTG GGT G
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Hypogymnia physodes liken tiirinde UVA+UVB uygulanan 6rneklere ait sonuglar
incelendiginde, en yiiksek GTS degerinin 4 j/cm? dozda %84,34 oldugu goriilmektedir.
En diisiik GTS degerinin ise 40 j/cm2 dozda %63,47 olarak bulundugu goriilmektedir
(Cizelge 4.38).

Hypogymnia physodes liken tiiriine UVA+UVB radyasyonu uygulanarak OPC 01, OPC
02, OPC 04, TubeAO05, OPCO7 ve OPCI10 primerleri kullanilarak elde edilen jel
goriintiileri sekil 4.87-4.88’de verilmistir. Ayrica Hypogymnia physodes liken tiirline
UVA+UVB radyasyonu uygulanan orneklere ait polimorfizm oranlari ise sekil 4.89°da

verilmistir.

—
———
—
—_—
—
S —
—
—
—_—
-.
—
_—
—
b e

OPCo1

Sekil 4.87 UVA+UVB radyasyonu uygulanmis Hypogymnia physodes liken tiiriine ait
RAPD-PCR sonuglari

M MARKER

N NEGATIF KONTROL

K Hypogymnia physodes Kontrol

4 4 jlcm?® uygulannus liken Grnegi
8 8 jlcm? uygulanmus liken drnegi
12 12 jlcm® uygulannus liken érnegi
20 20 j/lcm? uygulanmus liken Srnegi
40 40 jlcm? uygulanmus liken Srnegi
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Sekil 4.88 UVA+UVB radyasyonu uygulanmig Hypogymnia physodes liken tiiriine ait
RAPD-PCR sonuglari

M MARKER |
N NEGATIF KONTROL I
K Hypogymnia physodes Kontrol

4 4 jlem? uygulanmus liken 6rnegi I
8 8 jlcm’® uygulannus liken Grnegi

12 12 jlem? uygulanmus liken Srnegi

20 20 jlem? uygulanmus liken rnegi

40 40 j/cm? uygulanmis liken 6rnegi

Hypogymnia physodes liken tiiriine ait UVA+UVB 1sininda farkli dozlarda (4, 8, 12, 20
ve 40 j) uygulama yapilmasi sonucunda tiim primerlerine ait kontrol 6rnegine karsin
artan ve azalan bant sayisindaki degisim, polimorfik bant degisimi sonucu ¢izelge

4.37°de verilmistir.
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Cizelge 4.37 Hypogymnia physodes liken tiirinde UVA+UVB 1sm1 uygulanmasi
sonucunda OPCO01, OPCO02, OPC04, OPCO7 ve OPC10 primerlerine ait
degisen bant sayisi

4j | 8j | 12| 20j | 40j

Primer C
albJ]A]blalbla]l]b]alb
OPC 01 23 |1t ofsf3fef3|3f2]s3
OPC 02 23 | 131|625 2|4|4]5
OPC 04 23 1021141415634
OPC 07 23 12|43 2434|757
OPC 10 23 2|2t 22|13t ]6]3
1156%63%317212022
atb| 18 | 25 | 31 | 38 42

a : Yeni olusan bant b : Kaybolan bant

UVA+UVB polimorfizm oranlari(%)
100 -

80 -

= UVA+UVB
40 - . .
polimorfizm
20 - I oranlari(%)
O T T T T
4 8 12 20 40

Uygulama Dozlari(j/cm?)

Sekil 4.89 Hypogymnia physodes liken tiirine UVA+UVB radyasyonu uygulanmis
orneklerin polimorfizm oranlari
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Cizelge 4.38 Hypogymnia physodes liken tiirinde UVA+UVB stresi uygulanan
orneklere ait GTS ve primerlere ait polimorfizm oranlari

.. GTS
Ornekler Oranlari (%)

n 4 jlem’ 84,34

> 8 jlcm? 78,26

% 12 jlcm® 73,04

> 20 j/lcm® 66,95

40 j/cm® 63,47

PRIMERLER Polimorfizm Oranlari

(%)

0 OPC 01 95,65

5 OPC 02 91,30

:E OPC04 91,30

2 OPC 07 9565

OPC 10 100,0

4.3.5 CRED-RA bulgulan

CRED-RA analizinde RAPD analizi sirasinda keskin bantlar veren primerlerden biri
olan OPCI10 primeri kullanilmistir. Ayrica agir metal stresi uygulanmis liken
orneklerinin CRED-RA ile metilasyon analizinde orta deger olan 60 ppm strese maruz

kalmis 6rnekler kullanilmastir.
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4351 Hypogymnia physodes liken tiiriinde Pb™> katyonunun CRED-RA
analizlerine ait bulgular

Kontrol 30 DAKIKA 1 SAAT 2 SAAT 6 SAAT
A A A A A

Y Y Y Y
18 SAAT 24 SAAT 48 SAAT 72 SAAT

Sekil 4.90 60 ppm Pb*? stresi uygulanmis Hypogymnia physodes rneklerinin OPC10
primeri ile yapilan CRED-RA sonuglarini gosteren jel goriintiisii

Cizelge 4.39 60 ppm Pb*? stresi uygulanmis Hypogymnia physodes érneklerinin OPC10
primeri ile yapilan CRED-RA sonuglarinin degerlendirilmesiyle

olusturulan metilasyon tiplerinin yiizde olarak oranlarini gosteren ¢izelge

Metll_as,_yon Kontrol 39 1Saat | 2Saat | 6Saat 18Saat | 24saat | 48saat | 72saat
Tipi Dakika
T(gf’(;' 0 133 | 72 | 308 | 143 | 214 | 357 20 | 1875
T(%‘_’i’)” 5 133 | 214 | 154 | 143 | 214 | 286 30 | 125
Typelll
o) 20 0 0 0 0 0 0 0 0
Tz’lp_el')v 75 734 | 714 | 538 | 714 | 572 | 357 50 | 68,75

Kursun stresi uygulanmis Hypogymnia physodes liken orneklerinde grafikte de
goriildiigii iizere ilk yarim saatten itibaren, yani stres faktorlinlin uygulanmaya
baslamasiyla birlikte Type III metilasyon ortadan kalkmistir. Type 1 ve Type II

metilasyon ise dogrusal olmamakla birlikte 24. Saate kadar bir artis grafigi
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olusturmaktadir. Ayn1 noktada Type IV metilasyon en diisiik seviyeye gelmistir. 24.
saat sonrasinda ise metilasyon tiplerinin kontrol seviyesine geriledigi goriilmektedir.
Buradan hareketle ilk 24 saat metilasyon hareketlilikleriyle stresle basa ¢gikmaya calisan

organizmanin, 24. saatten sonra bu direncinin kirildig1 yorumuna gidilebilir.

80
70
60
50 Typel
40 T=Typell

30 : amime Typelll

20
10
0

Sekil 4.91 60 ppm Pb*? stresi uygulanmis Hypogymnia physodes érneklerinin OPC10
primeri ile yapilan CRED-RA sonuglarinin degerlendirilmesiyle olusturulan
metilasyon tiplerinin yiizde olarak oranlarin1 gosteren grafik
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4.3.5.2 Hypogymnia physodes liken tiiriinde
analizlerine ait bulgular

Kontrol

A

30 DAKIKA

A

1 SAAT

A

Cr*® katyonunun CRED-RA

M

I =

Y

18 SAAT

Y
24 SAAT

Y

48 SAAT

Sekil 4.92 60 ppm Cr*® stresi uygulanmis Hypogymnia physodes érneklerinin OPC10
primeri ile yapilan CRED-RA sonuglarini gosteren jel goriintiisii

Y

72 SAAT

Cizelge 4.40 60 ppm Cr'*® stresi uygulanmis Hypogymnia physodes érneklerinin OPC10
g ygu
sonuclarinin  degerlendirilmesiyle

primeri ile yapilan CRED-RA
olusturulan metilasyon tiplerinin yiizde olarak oranlarin1 gosteren ¢izelge
MetTlliaps,iyon Kontrol Da3k(;ka 1Saat Ssat 6Saat | 18Saat | 24saat | 48saat | 72saat
Typel (0-0) 0 125 | 11,7 | 294 | 77 143 | 273 | 154 | 1875
Typell (0-1) 5 125 53 | 353 | 231 286 | 454 | 615 125
Typelll (1-0) | 20 12,5 0 0 0 0 0 0 0
TypelV (1-1) | 75 625 | 353 | 353 | 692 | 57,1 | 273 | 231 | 68,75

Krom stresi uygulanmig Hypogymnia physodes liken tiiriine ait metilasyon egrisi

incelendiginde 1. ve 48. saatlerde en diisiik Type IV metilasyon orani goriiliirken Type

IT metilasyon orani en yiiksek degerine ulasmaktadir. Ayrica 6. ve 72. saatlerdeki Type

IT metilasyona ait degerler diisiise gecerken, Type IV metilasyon oran1 yiikselmektedir.

Buradan da anlasilacagi gibi krom stresinin uygulandigit Hypogymnia physodes liken

tiriinde meydana gelen metilasyon farkliliklarinin Type II ve Type IV metilasyon

modellerinin birbirine doniisiimiinii igerdigi goriilmektedir. Type Il metilasyon

modelinin ise kursun stresi uygulanmig Hypogymnia physodes 6rneklerinde oldugu gibi
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diistik stireli stres uygulamalarindan sonra ortadan kalktig1 ve grafik boyunca tekrar

varlik gostermedigi goriillmektedir.

Typel

T Typell
e Typelll

Kontrol 0,5

Sekil 4.93 60 ppm Cr*® stresi uygulanmis Hypogymnia physodes 6rneklerinin OPC10
primeri ile yapilan CRED-RA sonuglarinin degerlendirilmesiyle olusturulan
metilasyon tiplerinin yiizde olarak oranlarint gdsteren grafik

4353 UVA uygulanmis Hypogymnia physodes liken tiiriinde CRED-RA
analizlerine ait bulgular

KONTROL 4J/cm®>  8J/cm® 12J)/cm® 20J/cm® 40J/cm?
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Sekil 4.94 UVA stresi uygulanmig Hypogymnia physodes 6rneklerinin OPC10 primeri
ile yapilan CRED-RA sonuglarin1 gdsteren jel goriintiisii
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Cizelge 4.41 UVA stresi uygulanmis Hypogymnia physodes edrneklerinin OPC10
primeri ile yapilan CRED-RA sonuglarinin degerlendirilmesiyle
olusturulan metilasyon tiplerinin ylizde olarak oranlarini gosteren ¢izelge

MetT"iT)SiyO” Kontrol | 4¥m® | 8ym? | 120m2 | 203/m® | 401m?
Typel (0-0) 0 0 0 0 0 0
Typell (0-1) 5 125 0 333 | 167 0
Typelll (1-0) 20 625 | 286 | 167 0 20
TypelV (1-1) 75 8125 | 714 | 50 833 80

UVA uygulanmis Hypogymnia physodes liken 6rneklerinde kontrol grubundan itibaren
Type I metilasyon modeline rastlanmamaistir. 12 ve 20 j/cm2 UVA dozlar hari¢ olmak
tizere Type II ve Type III metilasyon oranlar1 birbirine zit yonde degisim gosteren bir
grafik izlemektedir. Bu UVA dozlarini igeren dilimlerde Type IV metilasyon modelinde
biiyiik degisimler olmadig1 ve Type I metilasyon modelinin hi¢ goriilmedigi gbz 6niinde
bulundurulursa, Type II ve Type III metilasyon modellerinin birbirine dontisiim halinde
oldugu sdylenebilir. 12 j/cm2 dozunda UVA uygulandiginda Type IV metilasyonda
goriilen biiyiik diistise karsilik Type Il metilasyonun arttig1 goriilmektedir.

Typel
T Typell

agime Typelll

A TypelV
\ A

A\' /
_ W
12 20 4

Sekil 4.95 UVA stresi uygulanmig Hypogymnia physodes 6rneklerinin OPC10 primeri
ile yapilan CRED-RA sonuglarinin degerlendirilmesiyle olusturulan
metilasyon tiplerinin yiizde olarak oranlarini gdsteren grafik

Kontrol 8

0
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4354 UVB uygulanmms Hypogymnia physodes liken tiiriinde CRED-RA
analizlerine ait bulgular

KONTROL 4J/cm?>  8J/cm®> 12J)/cm? 20J/cm® 40J/cm?
A A A A
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Sekil 4.96 UVB stresi uygulanmis Hypogymnia physodes 6rneklerinin OPC10 primeri
ile yapilan CRED-RA sonuglarini gdsteren jel goriintiisii

Cizelge 4.42 UVB stresi uygulanmis Hypogymnia physodes edrneklerinin OPC10
primeri ile yapilan CRED-RA sonuglarinin degerlendirilmesiyle
olusturulan metilasyon tiplerinin yiizde olarak oranlarini1 gosteren ¢izelge

Met{'i";ym Kontrol | 4ym? | 8ym? | 120im? | 203/m? | 40J/m?
Typel (0-0) 0 0 0 16,7 0 0
Typell (0-1) 5 66,7 0 0 0 0
Typelll (1-0) 20 0 10 0 25 429
TypelV (1-1) 75 333 90 833 75 571

UVB stresine maruz kalan Hypogymnia physodes liken oOrneklerine ait metilasyon
degisim cizelgesine gore, Type Il metilasyon 4j/cm® de yiiksek bir artig gdstermis, buna
karsilik ayni anda Type IV metilasyon yiiksek bir diisiis gostermistir. Type I metilasyon
ise 12 J/cm? ‘de %16,7’lik bir artig gostermis, diger dozlarda ise baslangigta oldugu gibi
sifir seviyesinde seyretmistir. 12 Jlem? dozunda UVB uygulamasindan sonra artan
dozlarda Type IV metilasyon diizeyinde diisiis goriiliirken, Type III modelinde artis

gorilmektedir.
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Typel

T Typell
s Typelll
TypelV

Kontrol

Sekil 4.97 UVB stresi uygulanmis Hypogymnia physodes 6érneklerinin OPC10 primeri
ile yapilan CRED-RA sonuglarinin degerlendirilmesiyle olusturulan
metilasyon tiplerinin yiizde olarak oranlarini gosteren grafik

4355 UVC uygulanmis Hypogymnia physodes liken tiiriinde CRED-RA
analizlerine ait bulgular
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Sekil 4.98 UVC stresi uygulanmis Hypogymnia physodes orneklerinin OPC10 primeri
ile yapilan CRED-RA sonuglarini gdsteren jel goriintiisii
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Cizelge 4.43 UVC stresi uygulanmis Hypogymnia physodes eorneklerinin OPC10
primeri ile yapilan CRED-RA sonuglarinin degerlendirilmesiyle
olusturulan metilasyon tiplerinin ylizde olarak oranlarini gosteren ¢izelge

MetT"iT)SiyO” Kontrol | 4um? | 8ym? | 120m? | 200m? | 403/m?
Typel (0-0) 0 0 0 0 0 0
Typell (0-1) 5 0 0 334 8.4 20
Typelll (1-0) 20 70 25 | 166 | 4.6 0
TypelV (1-1) 75 30 3 50 50 60

UVC stresi uygulanan Hypogymnia physodes liken oOrneklerinde Type 1 metilasyona
raslanmamustir. 12 J/cm? Type II metilasyon %0’dan %33,4’¢ yiikselirken, Type IV metilasyon
%75°den %50’ye gerilemistir.

A

Typel

/N
:/ N < o

TypelV

Kontrol 4 8 12 plo}

Sekil 4.99 UVC stresi uygulanmig Hypogymnia physodes 6rneklerinin OPC10 primeri
ile yapilan CRED-RA sonuglarinin degerlendirilmesiyle olusturulan
metilasyon tiplerinin yiizde olarak oranlarini gosteren grafik
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4.35.6 UVD uygulanmis Hypogymnia physodes liken tiiriinde CRED-RA
analizlerine ait bulgular

KONTROL 4J/cm®  8J/cm® 12J)/cm® 20J/cm? 40J/cm?
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Sekil 4.100 UVD stresi uygulanmis Hypogymnia physodes 6rneklerinin OPC10 primeri
ile yapilan CRED-RA sonuglarin1 gdsteren jel goriintiisii

Cizelge 4.44 UVD stresi uygulanmigs Hypogymnia physodes edrneklerinin OPC10
primeri ile yapilan CRED-RA sonuglarinin degerlendirilmesiyle
olusturulan metilasyon tiplerinin yiizde olarak oranlarini gosteren ¢izelge

MetT"if'iyon Kontrol 4ym? | 8uym? | 120/m? | 200im? | 403/m?
Typel (0-0) 0 0 625 | 133 214 0
Typell (0-1) 5 59 1875 0 0 0
Typelll (1-0) 20 59 6.25 6.7 0 715
TypelV (1-1) 75 88.2 68.75 80 786 | 92,85

Giinig1g1 uygulamasi ile birlikte Hypogymnia physodes liken tiirinde meydana gelen
metilasyon tiplerindeki degisimler grafiktede acikca goriildiigii gibi UVA, UVB ve
UVC’ye gore oldukga minimal diizeydedir. 4 J/cm? ile 20 J/cm? arasinda Type I
metilasyon kademeli bir artis gostermis, sonrasinda ise baslangig seviyesine
gerilemistir. Type I metilasyon modelinin metilasyonun bulunmadigi bir pozisyonu da
ifade ettigini hatirlayacak olursak, organizmanin gen ifadesini artirmak i¢in 20 J/cmz’ye

kadar metilasyonu ortadan kaldirmak i¢in direng gosterdigi diisiiniilebilir.
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Sekil 4.101 UVD stresi uygulanmis Hypogymnia physodes 6rneklerinin OPC10 primeri
ile yapilan CRED-RA sonuglarinin degerlendirilmesiyle olusturulan
metilasyon tiplerinin yilizde olarak oranlarin1 gosteren grafik

4.3.5.7 UVA+UVB uygulanmms Hypogymnia physodes liken tiiriinde CRED-RA
analizlerine ait bulgular

KONTROL 4J/cm®>  8J/cm® 12J)/cm® 20J/cm® 40J/cm?
A A : A A A

Sekil 4.102 UVA+UVB stresi uygulanmig Hypogymnia physodes 6rneklerinin OPC10
primeri ile yapilan CRED-RA sonugclarin1 gosteren jel goriintiisii
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Cizelge 4.45 UVA+UVB stresi uygulanmis Hypogymnia physodes edrneklerinin
OPC10 primeri ile yapilan CRED-RA sonuglarinin degerlendirilmesiyle

olusturulan metilasyon tiplerinin yiizde olarak oranlarmi gosteren

cizelge
MetT”iT)SiVO” Kontrol 4ym? | 8um? | 120m? | 200im? | 400/m?
Typel (0-0) 0 353 0 83 9.1 9.1
Typell (0-1) 5 0 31.25 0 273 0
Typelll (1-0) 20 0 0 0 0 0
TypelV (1-1) 75 64.7 6875 | 917 63.6 90,9

UVA ve UVB’nin birlikte uygulandigi Hypogymnia physodes liken o6rneklerindeki
metilasyon degisimini, bu UV 1sinlarinin ayri ayri olusturdugu degisimle karsilastiracak
olursak, UVA uygulamasmim 12 J/em® de Type 11 ve Type IV metilasyon modellerinde
meydana getirdigi degisimin benzeri degisimler, UVA ve UVB’nin birlikte uygulandigi
Hypogymnia physodes liken érneklerinde 12 J/em? 20 J/lcm? ve 40 J/icm? dozlarinda

gbzlemlenmektedir.

Typel
= Typell

e Typelll

TypelV

Sekil 4.103 UVA+UVB stresi uygulanmis Hypogymnia physodes érneklerinin OPC10
primeri ile yapilan CRED-RA sonuglarimin degerlendirilmesiyle

olusturulan metilasyon tiplerinin yiizde olarak oranlarin1 gosteren grafik
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4.3.5.8 UVA+UVD uygulanmms Hypogymnia physodes liken tiiriinde CRED-RA
analizlerine ait bulgular

KONTROL 4J/cm®*  8J/cm* 12J)/cm®> 20J/cm? 40J)/cm?
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Sekil 4.104 UVA+UVD stresi uygulanmis Hypogymnia physodes 6rneklerinin OPC10
primeri ile yapilan CRED-RA sonuglarini gosteren jel goriintiisii

Cizelge 4.46 UVA+UVD stresi uygulanmis Hypogymnia physodes eoérneklerinin
OPC10 primeri ile yapilan CRED-RA sonuglariin degerlendirilmesiyle
olusturulan metilasyon tiplerinin yiizde olarak oranlarmi gosteren

cizelge
Meﬁ'iﬁyon Kontrol | 4ym® | sym? | 120m2 | 203/m? | 401m?
Typel (0-0) 0 294 0 0 0 0
Typell (0-1) 5 0 0 154 0 0
Typelll (1-0) 20 0 715 0 715 20
TypelV (1-1) 75 706 | 9285 | 846 | 9285 | 80

UVA ve Giin 15181’ nin birlikte uygulandigi Hypogymnia physodes liken drneklerindeki
metilasyon degisimini, bu 1sinlarin ayr1 ayr1 olusturdugu degisimle karsilastiracak
olursak, UVA uygulamasimin 12J/cm? de Type I ve Type IV metilasyon modellerinde
meydana getirdigi degisimin benzeri degisimler, UVA ve giin 1s1gmim Dbirlikte
uygulandigt Hypogymnia physodes liken Orneklerinde de goriilmektedir. Ancak

UVA’nin tek basina olusturdugu degisimden daha az oranda bir degisim meydana

gelmistir.
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Sekil 4.105 UVA+UVD stresi uygulanmis Hypogymnia physodes 6rneklerinin OPC10
primeri ile yapilan CRED-RA sonuglarinin degerlendirilmesiyle
olusturulan metilasyon tiplerinin yiizde olarak oranlarin1 gosteren grafik
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5. TARTISMA

Ozellikle yirminci yiizyilin ikinci yarisinda, niifus artisindaki hizlanmaya bagli olarak
artan ¢evre kirliligi, yasam kaynaklarinin daha fazla kirlenmesine neden olmus ve
sonucta ekosistemin bozulmasi giderek ¢ok daha ciddi bir hal almigtir. Bu calismada
artan konsantrasyonlarda ve uygulama siirelerinde Cr*® ve Pb*? agir metalleri ile artan
dozlarda UV radyasyonlart uygulanmistir. Hypogymnia physodes liken tiiriine ait
toplam protein igerigi, toplam AAS agir metal cihazi ile dlgiimleri ve toplam klorofil
tayini yapilmistir. Bu ¢alismada ayrica likendeki agir metal birikiminin genotoksik

etkisi RAPD ve CRED-RA teknikleri ile incelenmistir.

Tez galisgmasinda Hypogymnia physodes liken tiiriiniin agir metal biriktirebilme yetisi
incelenmistir. Bu liken Ornegine farkli konsantrasyonlarda ve farkli uygulama
sirelerinde  Pb*? ve Cr'® agr metalleri uygulanmustir. Atomik absorpsiyon
spektrofotmetresi ile yapilan analiz sonuglarina gore Cr*® elementleri igin Hypogymnia
physodes liken tiiriinde daha fazla akiimiilasyonu gézlenmistir. Bu ¢alismanin sonuglart
gostermektedir ki, Hypogymnia physodes liken tiirleri her iki elementi de biriktirebilme
egilimini ortaya c¢ikarmistir. Bu calisma ile secilen liken tilirlerinin agir metal
biriktirebilmede ne kadar 6nemli olduklar1 gosterilmistir. Fernandez ve arkadaslar1 1992
yilinda yaptiklar1 calismada kaynaga yakin olmaya meyilli olan ugucu kiil normal olarak
kaba fraksiyon ile iligskili oldugunu belirtmistir. Ayni1 ¢alismada, demir c¢elik
fabrikasinin 5 km etrafindan toplanan 6rneklerin krom biriktirme kapasitesinin fazla
oldugu belirtilmistir. Ozellikle Hpogymnia physodes ve Evernia prunastri’nin krom
konsantrasyonlarinin benzer diizeyde oldugunu belirtmislerdir. Ayrica Aslan ve
arkadaglar1 (2006) yaptiklar1 ¢alismada, Ordu ilinden toplanan Hypogymnia physodes
liken tiiriiniin yiiksek miktarda Ca*?, Ti, Fe*? ve Ba™ agir metallerini biriktirebildigini
belirtmislerdir. Bu anlamda tez sonucu elde etti§imiz veriler literatiir verilerine uyum

saglamistir.

Kontrol ve farkli konsantrasyonlarda agir metal ve UV radyasyonu uygulanarak
Hypogymnia physodes liken tiirinde klorofil miktarin1 saptamak amaciyla

spektrofotometrik dl¢timler yapilmistir. 649 nm ve 665 nm dalga boylarinda absorbans
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degerleri oOlgiilerek klorofil a, klorofil b ve total klorofil miktarlari hesaplanmistir. 30
ppm Cr*® ve Pb*? agir metal stresine maruz birakilan Hypogymnia physodes liken
tiirlinde klorofil a, klorofil b ve total klorofil miktarlarinda bir azalig saptanmistir. 60
ppm Cr*® ve Pb* agir metal stresine maruz birakilan Hypogymnia physodes liken
tiirinde Pb*? katyonu uygulanmasinda bekleme siiresi olan 48 saat sonucunda klorofil a,
klorofil b ve total klorofil igeriginde bir artig saptanmistir. 120 ppm Cr*® ve Pb* agir
metal stresine maruz birakilan H. physodes liken tiiriinde 120 ppm Pb** ve Cr*® katyonu
uygulanmasinda klorofil a, klorofil b ve total klorofil i¢eriginde bir azalma gozlenmistir.
Benzer olarak, ingiliz ¢imi (Lolium perenne) bitkisinde yapilmis olan agir metal stres
caligmalarinda elde edilen klorofil miktarinda 10 ppm ile yapilan klorofil a miktar
tayininde sekiz giine kadar klorofil a miktarinda bir artis gozlenirken sekiz giinden
sonraki artan uygulama zamanlarinda klorofil a miktarinda bir azalma goézlenmistir
(Monnet vd. 2001). Garty ve arkadaslar1 (1987) Ramalina duriaei liken tiiriinde diisiik
pH, agir metal ve anyonlarinin klorofil degredasyonuna etkilerini arastirmislardir.
Yapilan ¢alismada OD 435nm/ OD 415nm oraninin degeri yliksek Pb*? ve Fe*? agir
metal konsantrasyon miktarlarinin artisiyla birlikte azaldigini belirtmislerdir. Ayrica
Garty ve arkadaslari, OD 435nm/ OD 415nm orani R. duriaei liken tiiriinde Pb, Cu ve
Zn miktarlartyla tersine bir iliskide olduklarin1 gostermislerdir (Garty vd. 1987).
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Sekil 5.1 Agir metal stresi altinda Hypogymnia physodes liken tiirtine ait klorofil
degisimi
UV radyasyonu uygulanarak Hypogymnia physodes liken tiiriine ait klorofil a, klorofil b
ve total klorofil miktarin1 saptamak amaciyla spektrofotometrik 6l¢iimler yapilmistir.
Bitkiler, fotosentetik sistemlerini kullanarak giinesten hayati enerjiyi lretmek igin
fotosentetik olarak aktif radyasyona (PAR) ihtiya¢ duyarlar. Fotosentez, UV
radyasyonunun ana hedefidir. UV radyasyonu fotosistem II’yi iki yolla etki etmektedir.
Birincisi, UV radyasyonu fotosistem II’'nin D1 proteinleri gibi anahtar komponentlerine
direk olarak etki eder, boylece fotosentetik pigmetler kaybolur ve Rubisko aktivasyonu
inhibe edilir. Bu etkilere ek olarak UVA radyasyonu oksidatif etres ve oksidatif hasari
tetikler, fotosentetik etkiyi disiiriir ve biiylimeyi engeller. UVA radyasyonuna maruz
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birakilan liken tiiriinde uygulama dozu 8 j/cm? sonrasindan itibaren klorofil a, klorofil b

ve total klorofil miktarlarinda bir azalma gézlenmistir.

Yapilan benzer bir calismada Unal ve arkadaslar1 (2008), Physica semipinnata ‘da UVA
stresi altinda fotosentetik cevaplar, lipit peroksidasyonu, protein ve klorofil a igeriginde
dis poliaminlerin roliinii aragtirmiglardir. Physica semipinnata radyasyona yanit olarak,
PSII fotosentetik kuantum verimindeki degisimin gézlemek i¢in 30 dakika, 1, 2, 24 ve
48 saat goriiniir 151k (210, 800 ve 2000 mW/cm?) ve UVA (352 nm) radyasyonuna
maruz birakmiglardir. Klorofil a icerigi goriiniir 1siktan etkilenmemistir. Fotosentetik
kuantum verim orani ise artan UVA radyasyonuna bagli olarak 6zellikle 24 ve 48.
saatlerde P. semminata’da azalmistir. Bu c¢alismada ayrica poliaminlerin klorofil
degradasyonundaki rolii de incelenmistir. Poliamin eklenmemis Orneklerle
kiyaslandiginda, ekzojen poliaminlerin eklenmesiyle yiiksek klorofil degredasyonu
engellenmistir. Ayrica ekzojenli spm ve spd eklenmesi klorofil a seviyesinin miktarinda
artis1 tetiklemektedir. Bu calisma poliaminlerin UVA radyasyonundan fotosistem II’yi

koruyabildigi acikca belirtilmistir.

Canak¢t ve Munzuroglu (2007) yilinda yaptiklart caligmada kontrollii sartlarda
yetistirilen 3 gilinlik misir (Zea mays L. cv. Luce) fidelerinde farkli
konsantrasyonlardaki (0, 20, 200 ve 2000 ppm) asetilsalisilik asit (ASA)’in taze agirlik
degisimi, pigment ve protein miktar1 {izerine etkileri arastirmislardir. Elde edilen
bulgulara gore 200 ve 2000 ppm ASA uygulamasinin fidelerin klorofil a, klorofil b ve
total klorofil miktarlarin1 6nemli oranda azalttigin1 belirlemislerdir. Asetilsalisilik asit’in
yiiksek konsantrasyonlarinin misir fidelerinde osmotik ve toksik stres yaratarak taze
agirhik artisini engelledigi, pigment ve protein miktarini azaltti§i sonucuna varilmistir.
Tez kapsaminda UVB radyasyonuna maruz birakilan liken tiiriinde ise klorofil a,
klorofil b ve total klorofil miktarinda bir artis gézlenmistir.

Benzer bir calismada Yamauchi ve arkadaslar1 (2010) yaptiklari ¢alismada, brokoli
ciceginin klorofil degredasyonunda ve klorofil degrede enzim aktivitesi lizerinde UVB
radyasyonunun etkisini arastirmislardir. Brokoli ¢icegine 4.4, 8.8 ve 13.1 kj m?’lik

UVB radyasyonu uygulanmistir ve sonra karanlhkta 15°C sicaklikta bekletilmistir.
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Yamauchi 8.8 kj m? UVB radyasyonu uygulanmis érnege kadar klorofil a ve klorofil b
icerigi ile renk acis1 degerinin azalmasini etkili bir bicimde engelledigini bulmuslardir.
Klorofil a ve 13*-hidroksiklorofil a yashlikla birlikte yavas bir sekilde azalmaktadir.
Feforbit a ve pirofeforbit a seviyeleri ise UVB uygulamasi olmadan 6nemli derecede
yiiksektir. Klorofilaz ve klorofil-degrede peroksidaz aktivitesi UVB uygulanmasindan
dolay1 baskilanmistir. Depolanmig brokoli ¢igeginde klorofil degredasyonunda UVA ve
UVB etkisi ac¢iga kavusturulamamistir. Onceki ¢alismalar UVA ve UVB
radyasyonlarinin bitkilerde antioksidan bilesenlerini ve antioksidan enzim aktivitelerini
arttirdigr gozlenmistir. Siiperoksit dismutaz, peroksidaz ve katalaz iceren antioksidan
enzimleri brokolide klorofil degredasyonunu geciktirmek i¢in olduk¢a dnemlidir. Fakat
brokoli ¢igeginde hasat sonrast UVA ve UVB radyasyonunun etkisine ait bir ¢alisma
gerceklestirilmemistir. Ayrica UVA ve UVB, UVC ile karsilastirildiginda daha az
zararli dalga boyuna sahiptir ve bu bize meyve ve sebzelerin kalitesinin hasat sonrasi da

devam edebilmesi i¢in yeni bir yaklasim sunmaktadir.

Yapilan diger bir caligmada Sass ve Vass (1988) yaptiklari ¢alismada Cladonia
convolute ve Peltigera aphthosa liken tiirlerinin kisa vadede ve yiiksek yogunlukta
UVB radyasyonuna kars1 fotosistem II'nin yiiksek tolerans gosterdigini bulmuslardir.
Ayrica De Vera ve arkadaslar1i (2003) yaptiklart ¢aligmada, Xanthoria elegans’in
mikobiyontunun yiiksek UV radyasyonuna karsi oldukca yiiksek diren¢ gosterdigini
belirtmiglerdir. Oliimciil UV streslerinden korunmak icin bircok organizma cesitli

stratejiler gelistirmistir.

Bircok arastirma gruplari, poliaminlerin bu stratejilerden biri oldugunu 6nermektedir.
An ve arkadaslar1 (2004) yaptiklar1 caligmada, salatalik yapraklarinda poliamin
birikiminin UVB stresiyle basa c¢ikmak icin adatif bir mekanizma olabilecegini
belirtmislerdir. Poliamin ve poliaminlerle iliskili tilakoidler, fotosentetik cihazlarin
korunmasinda ¢ok dnemli bir rol oynamaktadir. Yapilan ¢aligmalarda dis poliaminlerin
likenlerde UV stresi altinda F,/F, oraninda 6nemli koruyucu etkileri oldugunu
sOylemislerdir. UVC ve UVD (Daylight) radyasyonuna maruz birakilan liken tiiriinde
klorofil a, klorofil b ve total klorofil miktarinda bir artis gézlendi.
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Martinez ve arkadaslari (2006) yaptiklar calismada, brokoli ¢iceginde hasat sonrasi
yasliligin UVC radyasyonuyla birlikte geciktigini belirtmiglerdir. Brokoli ornekleri
toplandiktan sonra 4, 7, 10 ve 14 kj m?lik UVC radyasyonu uygulanmistir. Tiim
uygulamalarda 20°C’de sararma ve klorofil degredasyonu geciktirilmistir. UVC
uygulamasi sararmayi, klorofil a ve klorofil b degredasyonu geciktirmistir. Ayrica UVC
uygulamas1 feofitin artisini da geciktirmektedir. Klorofil peroksidaz ve klorofilaz
aktivitesi UVC uygulanmis brokolide diisiiktiir. Fakat Mg-deselataz UVC uygulanmis
orneklerin hemen ardindan artis gostermistir. Yapilan calisma sonucunda UVC
uygulamasinin klorofil degredasyonunu geciktirmede, doku hasar ve yikimini azaltmada
ve brokolide antioksidant kapasitesini slirdiirmede kimyasal olmayan bir metot olarak

kullanilabilecegini 6nermislerdir.

UVA+UVB ve UVA+UVD (daylight) radyasyonuna maruz birakilan liken tiiriinde
uygulama dozu 4 jlcm? sonrasindan itibaren klorofil a, klorofil b ve total klorofil
miktarlarinda bir artis gozlenmistir. Likenler mantar lifleri i¢inde fotobiyont olarak alg
iceren simbiyotik birliklerdir. Likenler kuraklik kosullar1 altinda bile asir1 151k
radyasyonu tarafindan fotoinhibisyona karsi toleransli olabilir. Goriiniir 15182 karst
ozellikle fotosentez iiriinlerinden sorumlu algin tepki verdigi bilinmektedir. Benzer bir
calismada, Larsson ve arkadaslar1 (2009) 21°C’lik ortam sicakliginda Xantoria aureola
liken tiirlinde yapmis olduklari ¢aligmada artan UVB radyasyonu ile klorofil a/b
oraninin artig gosterdigini belirtmislerdir. Bizim yaptigimiz ¢aligmada ise 8 j/cm2
UVA+UVB uygulanmis liken 6rneginde total klorofil oranm1 8,01 mg/kg iken kontrol
6rnegi 3,81 mg/kg olarak bulunmustur. 12, 20 ve 40 j/em? UVA+UVB uygulanan liken
orneklerinde de artis gozlenmistir. UVA+UVD uyglanmis liken 6rneklerinde de 4 j/cm2
sonrasinda 8, 12, 20 ve40 jlcm2 ‘de total klorofil oran1 sirasiyla 5,7 mg/kg, 5,9 mg/kg, 9
mg/kg ve 12 mg/kg bulunmustur. Kontrol 6rnegine gore tiim uygulama dozlarinda artis

gozlenmistir.
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Sekil 5.2 UV stresi altinda Hypogymnia physodes liken tiiriine ait klorofil degisimi




Hypogymnia physodes liken tiiriine ait total protein sonuglarina baktigimizda da artan
metal konsantrasyonlariyla genel olarak ters yonde bir iliski tespit edilmistir. 30 ppm
Pb*? ve Cr*® katyonlar1 karsilastirildiginda total protein igeriginde uygulama siiresi olan
30 dakika sonucunda protein iceriginin arttigi fakat sonrasinda protein miktarinin
azalmaya basladig1 gozlendi. 60 ppm Pb*?, Cr*® karsilastirldiginda bekleme siiresi olan
2 saat sonucunda protein miktarinin arttig1 fakat 2 saat sonrasinda azalmaya basladigi
belirlenmigtir. 120 ppm Pb*? ve Cr® katyonlar1 karsilagtirildiginda ise Pb*? katyonu
uygulanmis liken tiiriinde bekleme siireleri 18 ve 48 saat sonucunda kontrole yakin
olmakla birlikte protein miktarnmn arttigr Cr*® katyonu uygulanmus liken tiiriinde ise
bekleme siiresi 1 saat sonucunda protein miktariin arttigi gozlenmigtir. Diger
parametrelerde artan metal konsantrasyonlari ve uygulama siireleriyle birlikte total

protein igeriginde azalma gozlenmistir.

Dogan ve Saygideger 2009 yilinda yaptiklart c¢aligmada, farkli derisimlerdeki
kadmiyum (Cd) (0, 0.01, 0.1 ve 1 ml/L) etkisinde 96 saat birakilan Ceratophyllum
demersum L.’de meydana gelen baz1 fizyolojik ve morfolojik degisiklikleri
arastirmiglardir. Toplam ¢oziilebilir seker ver protein miktarlarinin  kadmiyum
uygulamasi tarafindan azaldigini belirtmislerdir (Dogan ve Saygideger, 2009). Shukla
ve Urpeti 2007 yilinda yaptiklar1 ¢alismada, Garhwal Himayalarinda dort farkli
bolgeden topladiklari Phyxine subcinerea Stirton likeninde Fe, Ni, Cu, Cr, Zn ve Pb gibi
agir metal kirleticilerinin klorofil a, klorofil b, toplam klorofil, karotenoid ve protein
iceriklerinde degisimlere neden oldugu ve bu degisimlerin Orneklerin toplandig
bolgelere gore farklilik gostermesi sonucunda bu tiiriin Himalaya biyosferinde ¢ollesme
ve sehirlesmeye bagli olarak degisen hava kalitesinin analizi i¢in biyomonitor bir tiir
olarak kullanilabilecegini gostermislerdir. Sonuglar ayn1 zamanda metalik kirleticiler ve
bu tiirlin baz1 fizyolojik parametreleri arasinda net bir iliski oldugunu ve bu iliskinin
uzun vadede bu tiiriin metabolik stirecleri lizerinde zararl etkileri olacagini géstermistir.
Yiiksek konsantrasyonlarda metalik kirleticilerin  6zellikle klorofil ve protein
iceriklerinde yarattig1 degisimler baz alinarak bu tiirlin genis alanda hava kirliliginin
gostergesi olarak kullanilabilecegi de anlasilmistir. Yaptigimiz ¢alismamizda goruldigi
gibi protein miktarinda azalmalar olmustur. Protein miktarlari kontrole gore azalmalar

gOstermis olmasina ragmen, akiimiile olan Cr*® ve Pb*? ile protein miktarlar1 arasinda
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onemli bir korelasyon bulunmamistir. Agir metal streslerinde bitkilerin protein
miktarlarinin azalmalarmin nedenlerinin genelde protein sentezinin engellenmesinden
ya da oksidatif streste lretilen ROT’larin tetikledigi proteolizisten kaynaklandigi
diistintilebilir. Bizim ¢alismamizda ise 60 ppm Cr* katyonu uygulanmis orneklerde
uygulama siiresi 2 saat sonucunda protein miktar1 0,012 mg/L iken kontrol 6rnegindeki
protein miktar1 0,018 mg/L bulunmustur. 6, 18, 48 ve 72. saatlerde protein miktarlari
sirastyla 0,010 mg/L, 0,011 mg/L, 0,009 mg/L, 0,008 mg/L bulunmustur. Sonucta

kontrol 6rnegine gore diger parametrelerde total protein oran1 azalmistir.

UV radyasyonu uygulanmis Hypogymnia physodes liken tiiriinde total protein miktarina
baktigimizda tiim UV radyasyonu uygulanmis orneklerde ters yonde bir iligki tespit
edilmistir. UVA, UVB, UVC, UVD, UVA+UVD ve UVA+UVB radyasyonlarinda
uygulama dozuna bagli olarak protein igeriginde kontrol Ornegine gore bir azalma
gozlendi. Duman ve arkadaslar1 2010 yilinda yaptiklar1 ¢alismada, sucul bir bitki olan
Ceratophyllum demersum L.’nin Cr+6‘ya karsi olusturdugu biyolojik cevabin
incelenmesi amaglanmistir. Krom akiimiilasyonu, bitki biiylimesi, lipit peroksidasyonu,
iyon kagisi, fotosentetik pigmentasyon, protein ve prolin igeriginin konsantrasyona bagl
degisimleri incelenmistir. Protein igerigi agisindan 1mM Cr'® uygulamasi ile 5 ve 10
mM Cr* uygulamalari arasinda istatistiksel bir fark belirlemislerdir. Unal ve arkadaslari
(2008) yaptiklar1 ¢aligmada, Physica semipinnata‘da UVA stresi altinda fotosentetik
cevaplar, lipit peroksidasyonu, protein ve klorofil a igeriginde dis poliaminlerin roliinii
aragtirmiglardir. Liken Orneklerindeki total protein igerigi UV-A radyasyonuna maruz
birakildiginda etkilendigini belirtmislerdir. Kontrol gruplarinda total protein igeriginin
miktar1 213.15 mg/ml iken, 24 ve 48 saat UVA radyasyonu uygulanmis liken
orneklerindeki protein miktar1 sirasiyla 75.9 ve 144.12 mg/ml bulunmustur. Fakat
ekzojenli poliamin eklenmis 6rneklerde eklenmemis 6rneklere gore daha yiiksek protein
miktar1 belirlenmistir. Ozellikle ekzojenli spm eklenen &rnekler, spd ve put eklenen

orneklere gore daha yiiksek protein konsantrasyonunda oldugunu gostermislerdir.

Bitki gelisiminin epigenetik diizenlenmesi stres kosullarina adaptasyon kadar iiriin
tretiminin gelisimi i¢in de kullanilabilir ¢linkii bir genin ifade edilmesi epigenetik

diizenlemeyle iligkili olan kromatin yapisi tarafindan etkilenmektedir (Viswanathan
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Chinnusamy ve Jian-Kang Zhu 2009; Mirouze ve Paszkowski 2011). Genomda
metilsitozin varliginin seviyesi bir¢ok bakis agisindan ¢oklu yaklagimlarla belirlenebilir.
Cinkii genomda metilasyon oraninin belirlenmesi i¢in birgok uygun teknik
bulunmaktadir (Saluz ve Post 1993 ; Grig ve Clark 1994 ; Rein vd. 1998). CRED-RA
(Cift Restriksiyon Enzim Kesimi ve Rastgele Cogaltma) genom metilasyon durumunu
calismak i¢in oldukga gii¢lii bir yontemdir (Cai vd. 1996). Tez kapsaminda uygulanan
agir metal (Cr'®, Pb*?) ve UV (UVA, UVB, UVC, UVD, UVA+UVB ve UVA+UVD)
streslerine maruz birakilmis Orneklerde yapilan RAPD ve CRED-RA analizlerinin
sonucunda 6nemli derecede polimorfizm ve metilasyon degisimleri gbzlemlenmistir.
RAPD ve CRED-RA analizlerinin karsilagtirllmasi sonucunda agir metal stresi
uygulanan 6rneklerde metilasyon modelindeki degisim orant UV uygulanan 6rneklere
gore daha fazla degiskenlik gosterirken, RAPD sonuglarinda agir metal stresi uygulanan
orneklerin yliksek GTS oranina sahip oldugu, UV uygulamasinda ise artan dozlara bagli
olarak GTS oranmnin distiigii gézlenmistir. Buradan yola ¢ikarak UV isinlarinin liken
DNA stabilitesine etkisinin agir metallerden daha fazla oldugu diisiiniilmektedir. Ote
yandan epigenetik acgidan agir metal uygulanan Orneklerin metilasyon modelinin
stabilitesinin daha az oldugu diisiiniilmektedir. Cansaran-Duman ve arkadaslarinin 2011
yilinda gerceklestirildigi calismada Evernia prunastri liken 6rneklerindeki genotoksik
kontaminasyon RAPD analizi ile belirlenmistir. Karabiik Demir-Celik fabrikasi,
otoyollar ve demiryolu yakinlarindaki E. prunastri érneklerinde genotoksik etki RAPD
teknigi ile gosterilmistir. En yliksek GTS oran1 %93,24 olarak bulunmustur. Yaptigimiz
caligmada Hypogymnia physodes liken tiiriinde krom (Cr) stresi uygulanan 6rneklere ait
sonuglar incelendiginde, en yliksek GTS degerinin 30 ppm’de 48. saatte (%88,54), 60
ve 120 ppm’de ise 72. saatte (%90,62) olarak bulunmustur. Kérpe-Aksoy ve Aras 2010
yilinda gergeklestirdikleri ¢alismada patlican tohumlarina farkli konsantrasyonlarda
bakir (Cu) metali stresi uygulanmistir. Elde edilen sonuglar gostermistir ki farkli Cu
konsantrasyonlarinda gelismis tohumlarin genomik kalip stabilitesindeki degisimler
RAPD profilleri ile tespit edilmistir. Yaptigimiz ¢alismada Hypogymnia physodes liken
tiiriinde Kursun (Pb) stresi uygulanan 6rneklere ait sonuglar incelendiginde, en yliksek
GTS degerinin her ii¢ Pb konsantrasyonu i¢in 72. saatte oldugu goriilmektedir. Bunlar

30, 60 ve 120 ppm PDb stresi uygulanan 6rneklerde sirastyla %93,04-%93,04-%91,3dr.
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Sekil 5.4 UV radyasyonu uygulanmig Hypogymnia physodes liken tiiriine ait RAPD-
PCR sonuglar1

Sonug olarak, krom ve kursun agir metali ile UV radyasyonuna maruz kalmis

Hypogymnia physodes liken tiiriinde, molekiiler seviyede ciddi degisimler gozlenmistir.

Calisma sonucunda krom ve kursun agir metali ile birlikte Uv radyasyonunun H.

physodes liken tiiriinde genotoksik bir ajan oldugu belirlenmistir. Ayrica biyoindikator

olarak kullanilan organizma ile kirliligin biyolojik etkileri de kantitatif olarak tespit

edilmistir.
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