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OZET

KURSUN METALI iLE KiRLENMIiS TOPRAKLARIN TRANSGENIK BiTKi
KULLANILARAK TEMiZLENME OLANAKLARININ ARASTIRILMASI

Bu calisma kursun ile kirletilmis topraklarin bitki kullanilarak temizlenebilme
olanaklarinin aragtirilmasi icin yapilmistir. Bu maksatla genetigi degistirilmis tiitiin
bitkisi (p-cV-ChMTIIGFP) ile normal bir tiitiin bitkisi (SR-1, Nicotiana tabaccum var.
Petit Havana) biiyiime kabininde gerceklestirilen saks1 denemesiyle karsilastirilmigtir.
Mahmutlu serisi topragina Pb(NOs3), kaynagindan 0, 25, 50, 100, 200 ve 400 g Pb kg'1
uygulandiktan sonra 3 hafta bitkisiz inkiibasyona birakilmistir. Ekimden 6nce saksilara
(NH4),S0; tan 200 mg kg N; KH,PO4 ten 100 mg kg P ve 125 mg kg-1 K ve Fe-
EDTA dan 2.5 mg kg' Fe uygulanmustir. Daha sonra Murashige-Skoog (MS) ortaminda
cimlendirilen transgenik bitkiler ve perlit:torf kariggminda (1:1) ¢imlendirilen SR-1
bitkileri saksilara aktarilmigtir. Topragin nem igerigi tarla kapasitesinin % 60-80 olacak
sekilde 6 haftalik biiyiime periyodu siiresince saf su ile sulanma yapilmistir. Deneme
sonunda bitkilerde klorofil analizi fenolojik gézlemler alindiktan sonra, bitkiler toprak
seviyesinden kesilerek hasat edilmistir. Bitkilerin siirgiinlerindeki Pb, Zn, Cu, Mn, Fe,
N, P ve K konsantrasyonlar1 belirlenmistir. Bitkilerin dokularinda biriktirdigi Pb
konsantrasyonu toksisiteye neden olacak seviyelere ulasmamustir. 400 mg kg Pb
uygulamasinda transgenik tiitinde Pb konsantrasyonu 5.26 mg kg'1 iken, SR-1 de 3.36
mg kg'1 oldugu belirlenmistir. Ancak, transgenik tiitiin bitkisi kursunla kirletilmis

topraklarin temizlenmesinde kullanilma potansiyeline sahiptir.
2010, 64sayfa

Anahtar kelimeler: Trangenik tiitiin, kursun, fitoremediation, kirlilik



II

ABSTRACT

RECLAMATION POSSIBILITY OF LEAD CONTAMINATED SOIL BY USING
TRANSGENIC TOBACCO

The possibility of the reclamation of polluted soils with lead by
phytoremediation was investigated. For this purpose, the performance of transgenic
tobacco (p-cV-ChMTIGFP) and SR-1 tobacco cultivar (Nicotiana tabaccum var. Petit
Havana) grown in the growth chamber was compared. Triplicates of 0, 25, 50, 100, 200
and 400 mg Pb kg'1 were applied as Pb(NOs3), to Mahmutlu series soil and incubated
without plant at growth chamber for 3 weeks. Before transplantation, 200 mg kg'1 N as
(NH4)2SO4, 100 mg kg'1 P and 125 mg kg'1 K as KH,POy, and 2.5 mg kg'1 Fe as Fe-
EDTA were applied to each pot. Then the plantlets of trangenic plant germinated in the
Murashige-Skoog (MS) media and SR-1 germinated in the perlite:torf mixture (1:1) was
transplanted into the pots. Moisture content of the soil was kept in the range of 60-80%
of field capacity by irrigating de-ionised water during the entire growing period (6
weeks). Before the harvest, chlorophyll content was determined by means of Spad-502
and the phenological observations were taken. Then the plants were harvested by
cutting just above the soil surface. Shoot concentration of Pb, Zn, Cu, Mn, Fe, N, P and
K were determined. The Pb accumulation in shoots did not reach to a toxic level. Shoot
Pb concentration for transgenic tobacco was 5.26 mg kg'1 whereas it was 3.36 mg kg'1
for SR-1 cultivar. However, the trangenic tobacco has a potential for phytoremediating

the polluted soils with lead.

2010, 64 pages

Key words: Trangenic tobacco, lead, phytoremediation, pollution
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1. GIRIS

Topraklardaki agwr metal kirliligi, endiistrinin ve madencilik aktivitelerinin
gelismesi ve yayginlagsmasiyla global bir problem halini almaktadir. Agir metallerle
kirlenmis topraklar1 temizleme calismalar1 giiniimiiziin en zor ve en 6nemli konulardan
biridir. Toprakta meydana gelen agir metal kirliligi sadece verim ve iiriin kalitesi
izerinde degil, atmosferik ve sucul (aquatik) ¢evre kalitesini bozmakta, hatta besin
zinciri yoluyla insan sagligi iizerinde de ¢ok onemli etkiler yaratmaktadir. Bu nedenle,
insan saghigl i¢in ciddi tehditler olusturan agir metallerce kirletilmis alanlarin
temizlenmesi i¢in, etkin ve uygulanabilir bir teknolojik ¢dziime ihtiya¢ duyulmaktadir.
Kirlenmis topraklarin 1slahi cesitli fiziksel, kimyasal ve biyolojik yontemler ile miimkiin
olabilmektedir. Biyolojik temizleme yontemleri icinde yer alan fitoremediasyon, diger
yontemlere gore en ucuz ve ekolojik acidan en uygun yaklagimdir. Bitki yetistirilerek
topragin temizlenmesi fitoremediasyon olarak tammlanmaktadir. Fitoremediasyon
teknolojilerini fitostabilizasyon (bitki kullanilarak topraktaki metallerin mobilitelerinin
ve yarayishliklarinin sinirlanmasi), rizofiltrasyon (kirlenmis suyun bitki kullanilarak
temizlenmesi) ve fitoekstraksiyon (toprakta kirlilige neden olan metalin, bitki kokleri
yolu ile alinarak bitkinin yesil aksamina tasinmasi ve biriktirilmesi) olmak iizere ii¢
smifta incelemek miimkiindiir.

Fitoekstraksiyonda kullanilacak bitkinin; hasat edilebilir aksaminda yiiksek
oranda metal biriktirebilmesi, biriken agir metale toleransh, hizli biiyiiyebilen, derin
koklii, kolayca hasat edilebilir ve yliksek biyomas iiretiyor olmasi gerekmektedir.
Yiiksek miktarda agir metal biriktirme ©6zelligine sahip olan hiperakiimiilator bitkiler,
kuru agirlik esasina gore % 0,1 den fazla krom, kobalt ve nikel, %1 cinko ve manganez
icerebilmektedir. Ancak, bu bitkilerin fitoektraksiyon amaciyla kullamlmalarini
siirlayan yavas biliyiime ve az yesil aksam iiretme gibi istenmeyen durumlar soz
konusudur. Ayrica, bu tip bitkiler bir ka¢ elementi degil, yalnizca 6zel bir elementi
biinyelerine alarak biriktirebilmektedirler. Fakat gen miihendisligindeki gelismelerle;
fazla yesil aksam iiretebilen, ¢cok sayida agir metali ayn1 anda absorbe edebilen, absorbe
ettikleri agir metalleri biriktirebilen ve biriken agir metali tolere edebilen transgenik

bitkiler gelistirilerek bu sorun ortadan kaldirilabilir (Daghan, 2004).



Agir metallerce kirlenmis topraklart 1slah etmek amaci ile farkli kaynaklardan
metallotiyonin (MT) genleri bitkilere aktarilabilmektedir. Metallothionein, metal
baglayan sisteince zengin ve diisiik molekiil agirlikli (6-7 kDa) bir proteindir. Bu
protein, hiicreyi agir metal toksisitesine karsi korumaktadir. Bu ¢alismada amag; Cin
hamsterinden (kobay faresinden) izole edilen MT geni aktarilmis transgenik tiitiin
bitkisi (p-cV-ChMTIIGFP) ve kontrol tiitiin bitkisinin (SR-1) kursun (Pb)’a tolerans ve
birikim diizeyleri ve tolerans mekanizmalarina gore kiyaslanarak gen aktarilmig
bitkilerin agir metallerle kirlenmis topraklarin temizlenmesinde kullanim
potansiyellerini arastirmaktir. Transgenik tiitiin bitkisinin kursun (Pb) agir metalinin
hangi diizeyde tolere ettigi belirlenerek, kirli alanlarin tekrar tarimsal kullanima geri
kazandirilabilme olanaklar1 aragtirilmastir.

Bu calisma; endiistri, sanayi, madencilik ve giibreleme gibi yollarla kirlenmis
topraklarin en uygun ve en ucuz teknolojiyle 1slah edilmesi acisindan biiyiik 6nem

tasimaktadir.



2. ONCEKIi CALISMALAR

Giiniimiizde topraklar; tarimsal (giibreler, pestisitler, herbisitler, bitkisel ve
hayvansal atiklar), endiistriyel (fosil yakitlar, madenler, sivi ve gaz formundaki atiklar),
kentsel (kagit, yiyecek atiklari, metaller, cam, seramik, plastik vb.) ve niikleer kokenli
atiklarla hizli bir sekilde kirlenmektedir (Daghan, 2004).

Ozellikle 1900’1ii yillardan sonra gelisen sanayinin kotii bir miras1 olarak bu giin
sahip oldugumuz kirletilmis kaynaklar icerisinde en 6nemlilerinden biri olan ve hayatin
devamlilig1 icin vazgecilmez unsurlardan birisi olan topraktir. Topraklar fiziksel,
kimyasal ve biyolojik olarak kirletilebilmektedir. Bu kirletici etmenlerden en tehlikeli
olanlar1 biyolojik ve kimyasal kirlenmedir. Bu etmenlerle kirletilmis alanlarin geri
kazanimi1 son derece zor ve yiiksek maliyet gerektirmektedir. Kimyasal kirlenmelerle
ilgili olarak agir metal kirliligi bu kirlilik etmenlerinden en yaygin olanlardan bir
tanesidir.

Diinyada binlerce hektarlik fiziksel, kimyasal veya biyolojik olarak kirlenmis
alan bulunmaktadir. Amerika’da 1000’den fazla farkli noktada bulunan kirlenmis
alanlar gelecekte temizlenmeyi beklemektedir. Son yillarda endiistrisi hizla gelisen
Cin’in bazi bolgelerinde toprak kirliligi ciddi boyutlara ulasmistir. Cin’de islenen
100000 km® topragimn 21670 km”lik alami kirlenmis sularin sulama suyu olarak
kullanmasi nedeniyle; 1300 km? lik alani ise kat1 atiklarla kirlenmis bulunmaktadir. Bat1
Avrupa’da yaklasik olarak 400000 farkl alanin kirlenmis bulundugu bildirilmistir. Yine
Orta ve Dogu Avrupa iilkelerinde de bir¢ok kirlenmis alan bulunmaktadir (Robinson,
1997). Ulkemizde ise, ozellikle sanayinin ve tarimin i¢ ice oldugu bolgelerde tarim
topraklar1 belirgin bir sekilde sanayi atiklari tarafindan kirletilmektedir. Istanbul, izmir,
Bursa ve Adana gibi iller bu tiir kirlenmeye verebilecek Orneklerin basinda yer
almaktadir. Ozellikle Balikesir, Kepsut, Susurluk, Karacabey Ovalari’'nda 81 312 ha
arazi bu yolla kirlenmistir. Yine Afsin-Elbistan, Yatagan ve Kangal termik santralleri ile
Aliaga ve Tiipras rafinerileri gibi kuruluslar, dogal kaynaklarin (toprak, su ve hava gibi)
kirlenerek bozulmasinda veya kullanilamaz hale doniismesinde en Onemli noktasal
kirlilik kaynaklarini olusturmaktadir (Ceritli, 1997).

Ulkemiz, tarima agilabilir toprak kaynagi kalmamis 19 iilkeden biridir. Tarimda
iiriin ve kaliteyi artirmak i¢in kullanilan kimyasallar (giibre, hormon, pestisit, vb.)

toprak ve sularin kirlenmesine neden olmaktadir. Ulkemizde toprak kirlilili§inin 6nem



ve boyutlar1 ile bunun ¢evre ve insan saghg iizerine etkisi konusunda kapsamli bir
caligma heniiz yapilmamistir. Topraga girmis bulunan agir metallerin en tehlikeli yan;
bunlarin bitki yapisina girmeleri, buradan besin zinciriyle diger canlilara gecmeleridir.

Ayrica bu agir metallerin toprak ¢ozeltisindeki konsantrasyonu arttiginda taban
suyuna kadar sizarak, buradan elde edilecek kullanma ve i¢gme sularinin niteligini
bozmaktadir. Bunun diginda, bu metaller toprak canlilarinin aktivitelerini etkileyerek,
islevlerine engel olur, dolayisiyla ekolojik dongiileri olumsuz yonde etkilerler (Cepel,
2003).

Delibacak ve ark. (2002), sanayi ve endiistriyel atiklarla kirlenmis olan Gediz
Irmag ile sulanan tarim alanlarindaki topragin kirlilik diizeyini, iz elementler ve agir
metal icerikleri ve topraklarin verimlilik durumlarin1 aragtirmiglardir. Bu amagla Gediz
nehrinin kaynag ile denize dokiildiigii bolgeler arasinda 12 farkli alandan toprak
ornekleri alinmistir. Topraklarin % 33 oranminda bor (B) ve kiikiirt (S) diizeyinin yiiksek
oldugu, ayrica total Fe, Zn, Mn, Cd, Ni, B, Cr ve Co konsantrasyonlarinin oldukca
yiiksek oldugu tespit edilmistir.

Yilmaz ve ark. (2003), Izmit Korfezinde endiistrinin yogun oldugu bolge,
kentsel alanlar ve kirsal alan yiizey topraklarinin metal konsantrasyonlar1 Sl¢tilmiistiir.
Ug farkli bolge topraklarinin Cd diizeyleri diisiik bulunmustur. Ancak, Co, Cu, Mn, Pb
ve Zn konsantrasyonlarinin, endiistriyel ve kentsel alan topraklarinda yiiksek oldugunu
bildirmislerdir. Genel olarak, korfez bolgesindeki topraklarin metal igeriklerinin kirsal
alan topraklarmin metal iceriklerinden daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. Izmit
korfezi yogun endiistriyel faaliyetlerin ve trafigin yogun oldugu bir bolge olmasi
nedeniyle bu bolge topraklarinin hizla kirlendigi gdzlenmistir.

Topraklarimizin agir metallerce kirlenmesine, endiistriyel faaliyetler, metal
madenciliginin yam sira fosforlu giibre uygulamalar1 da neden olmaktadir. Ham kaya
fosfatinin icindeki Cd, fosforlu giibrelerle topraga karismaktadir. Ozellikle Orta
Anadolu’da dekara 20 ile 50 kg civarinda saf fosfor kullanilmaktadir. Bu bdolge
topraklarimin % 60’inda Cd, baz1 yerler de Ar, Pb ve Cr kirliligi oldugu bildirilmistir.
Bu topraklarda yetistirilen patates, bugday ve diger bitkiler topraktaki agir metalleri de
aldiklar1 i¢in bu bitkilerle beslenen insanlarda ciddi saglhik problemleri

goriilebilmektedir (Gezgin, 2005).



2.1 Agir Metaller

Toprak kirliligine neden olan en énemli kirleticilerden biri agir metallerdir. Bu
metaller, yerkabugunda dogal olarak bulunan, yogunlugu 5.6 g/cm3’den daha fazla olan
kursun (Pb), aliminyum (Al), kadmiyum (Cd), krom (Cr), bakir (Cu), civa (Hg), nikel
(Ni), cinko (Zn), mangan (Mn) vb. elementlerdir. Bazi agir metaller (Zn, Cu, Mn gibi)
bitki, hayvan ve insanlar icin gerekli veya faydali besin elementi olmalarina ragmen,
yiiksek konsantrasyonlarda insan, hayvan ve bitki sagligi icin oldukca tehlikelidirler
(Daghan, 2004).

Topraklardaki agwr metal kirliligi, endiistrinin ve madencilik aktivitelerinin
gelismesiyle ve yayginlagmasiyla global bir problem halini almaktadir. Agir metallerle
kirlenmis topraklari temizleme calismalar1 giinlimiiziin en zor ve en 6nemli konulardan
biridir. Toprakta meydana gelen agir metal kirliligi sadece verim ve iiriin kalitesi
izerinde degil, atmosferik ve sucul (aquatik) ¢evre kalitesini bozmakta, hatta besin
zinciri yoluyla insan saglig iizerinde de ¢cok onemli etkiler yaratmaktadir.

Tarimsal ekosistemlere cesitli kaynaklardan giren agir metaller ciddi kirlilik
sorunlarina neden olurlar. Agir metaller, su kaynaklarina endiistriyel atiklar veya asit
yagmurlarinin topragr ve dolayisi ile bilesimde bulunan agir metalleri ¢dzmesi ve
coziinen agwr metallerin wrmak, g6l ve yeralti sularma ulagsmasiyla gecerler. Agir
metallerin ekolojik sistemde yayinimlar1 dikkate alindiginda, dogal ¢evrimlerden daha
cok insanin neden oldugu etkiler nedeniyle cevreye yayinimi sdz konusu oldugu

goriilmektedir (Haktanir ve Arcak, 1998).

2.2 Kursun

Agir metaller icinde yer alan Pb kullanilmakta olan en eski metallerden biridir.
Diisiik erime noktasina (326°C) sahip, yumusak ve islenebilen bir metaldir. Kolayca
cesitli sekillere doniistiiriilebilir ve diger metallerle alasim olusturabilir. Onemli sanayi
iriinlerinden borular, boyalar, lehimler, cam, ¢comlek sir1, plastik ve insektisitler de Pb
icerirler (Landis ve Yu, 2004 ; Keser, 2005’den).

Biyosfere insan faaliyetlerine bagli olarak ©nemli oranda yayilan kursun,
giiniimiizden 4000-5000 yi1l Oncesinde, antik uygarliklar tarafindan giimiis tiretimi
esnasinda yan iiriin olarak kesfedilmis ve tarih boyunca kursun iiretimi ve kullanimi

giderek arti gostermistir. Kursun, Roma Imparatorlugunda su borularinda, su saklama



haznelerinde kullanilmigtir ve giiniimiiz bilim adamlar1 ve tarih¢iler bu kullanim
seklinin Roma Imparatorlugunun sonunu hazirladif1 goriisiinii ortaya atmaktadirlar.
Kursun zehirlenmesi sonucu, yonetici sinifinin diisiinme kapasitesinin diismesi, dogum
oranlarindaki azalis ve kisalan yasam siiresinin bu ¢okiisiin temelini olusturdugu iddia
edilmektedir (Anonim, 2009a).

Landis ve Yu, (2004), tarafindan bildirdigine gore, insanlar tarafindan binlerce
yildan beri kullanilan kursun, diinyadaki biitiin sanayilesmis iilkelerin ekonomisinde
biiyiik rol oynamistir. Amerika Birlesik Devletleri’nde kursunun endiistriyel tiiketimi
her yil i¢in 1.3 milyon ton oldugu tahmin edilmekte ve kirleticiler ile cevreye 600.000
ton Pb yayilim1 olmaktadir (Keser, 2005).

Cevre kirliligine neden olan kusun kaynaklar1 Sekil 2.1°de gosterilmistir
(Sharma ve Dubey, 2005).

EKSOZ GAZLARI

FABRIKA BACALARI

KENTSEL TOPRAK

METALLERIN | |

RENK MADDESI PIGMENT VE
PETROL URUNLERINDEKI

=l KATKI MADDELERI
PIL ENDUSTRISI GUBRELER
SIVI ATIKLAR VE
PESTISITLER

METAL iSLEME

Sekil.2.1. Cevreyi kirleten Pb kaynaklar1

Kursun, hava, su ve topraklarin tasiyici etkisiyle, solunumla ve besinlere
karigarak biyolojik sistemlere giren son derece zehirleyici dzelliklere sahip bir metaldir.
Yiiz binlerce ton Pb, kursunlu petrolden elde edilen ve kursun tetraetil ((CH3CH,)4Pb)
eklenerek oktan sayis1 arttirilan yakitlarla calisan icten yanmali motorlardan cikan
gazlarla diinya atmosferine verilmektedir. Atmosferden kursun (biiyliik oranda metal
oksitleri ve tuzlar1 seklinde) yagmurla tekrar yeryiiziine inerek cevremize her gecen giin

daha fazla yayilmaktadir. Kursun madenleri ve metal endiistrileri, akii ve pil fabrikalari,



petrol rafinerileri, boya endiistrisi ve patlayic1 sanayi atik sularinda da istenmeyen
konsantrasyonlarda kursun kirliligine rastlanir. Pil fabrikasi atik sularinda 5,66 mg/L,
asidik maden drenajlarinda 0,02-2,5 mg/L, tetraetil kursun iireten fabrika atik sularinda
125-150 mg/L organik, 66-85 mg/L inorganik kursun kirliligine rastlanmistir (Anonim,
2009Db).

2.3 Topraktaki Pb Kaynaklar

Kursun dogal olarak tiim topraklarda bulunur. Topraklarda Pb, 1-200 pg/g
arasinda degisir ve ortalama miktar 15 pg/g’dir (Swaine, 1955 ). Aubert ve Pinte (1977)
Pb miktariin yer kabugunda 16 pg/g oldugunu tarim topraklarinda da genelde 15-25
pg/g arasinda degistigini bildirmistir (Kacar, 1995).

Yiiksek Pb icerigi, ozellikle insanlarin kirlettigi topraklarda goriiliir. Kursun
isletilen endiistriyel kuruluslarin yakinlarinda yer alan topraklarda 3000 mg/kg
dolayinda Pb saptanmistir. Trafigin yogun oldugu yollara yakin yorelerde ise 700 mg/kg
Pb saptanmistir. Kontamine olmus akarsu sedimentlerinde de Onemli miktarda Pb
birikimi oldugu bildirilmistir. Kursun 6zellikle hava hareketi ile topraga ulasmaktadir.
Toz hareketi ve volkanik aktivite ile meydana gelen dogal emisyonun yillik miktarinin
yaklagik 19000 t oldugu tahmin edilmektedir. Kursun igeren toz partikiilleri ve
aerosoller riizgarla olduk¢a uzak mesafelere tasinirlar ve bdylece endiistriden uzak
bolgelerde yiiksek Pb birikimi meydana gelebilir (Ozbek ve ark, 1993).

Kursun icerigi fazla olan yerler, Almanya’nin Kuzey Harz bélgesinin nehir
vadileri gibi ender bolgelerdir. Bu bolgede topragin iist katmaninda Pb degeri 3000
mg/kg ve bu degerin lizerindeki bir degere ulasabilmektedir. Asir1 derecede kursun
iceren topraklar iizerinde yetisen bitkilerde bitki biiyiimesi bozulmaktadir (Ozbek ve
ark, 1993).

Sonmez ve ark.(2007)’nin bildirdigine gére Ure ve Berrow (1982) yaptiklar1 bir
calismada, topraklarda toplam Pb konsantrasyonu 1-888 mg kg™ arasinda degismesine
ragmen, ortalama olarak 29,2 mg kg'1 oldugunu tespit etmislerdir.

Genel olarak Pb konsantrasyonlari bazik kayalardan asit piiskiiriik kayalara
dogru bir artis egilimi gostermektedir. Kursunun siilfit ile ¢ok gii¢lii bir iliskisi vardir ve
boylece Pb siilfitin fazlar1 icerisinde konsantre olmaktadir. Baslica Pb iceren

minerallerden galena agirlikga %87’ ye kadar Pb icerebilmektedir. Galena indirgenen ve



oksijensiz sistemlerde en stabil kursun formu iken, oksitlenmis (yiikseltgenmis)
sistemlerde anglesit (PbSOs), serusite (PbCO3) ve piromorfitler (Pbs(PO4)3) X;X=CI', F,
OH)) kursunun en yaygin genel formlaridir (Alloway, 1990).

Kursun etkili bir agir metal kirleticisi olarak gevre iizerine biiyiiyen antropojenik
baskidan dolayr dikkat ¢ekici bir onem kazanmistir. Kursunla kirlenmis topraklarda
iiriin veriminde keskin bir azalma goriilmektedir. Kursun cogunlukla kok sistemi
yoluyla, az miktarda da yapraklar yoluyla bitki tarafindan alinmaktadir. Bitki i¢inde ise
Pb koklerde birikme egilimi gostermektedir, ancak koklere giren Pb’nin ¢ok az bir
kism1 yesil aksama tasimnmaktadir (Sharma ve Dubey, 2005). Bu durum kok
endodermisinin engelleme fonksiyonundan dolayr kursunun, kokten bitkinin diger

organlarina taginmasindan ortaya ¢ikmaktadir.

2.4 Kursun Almina Toprak Ozelliklerinin Etkisi

Asirt miktardaki Pb, gerek bitki ve hayvanlar gerekse de toprak i¢in toksik etki
yapmaktadir. Cevreyi kirleten en énemli Pb kaynagi ise hava ile taginan kursundur.
Bitki kokleri ve stomalar araciliiyla alinan Pb, bitkinin degisik kisimlarinda birikir ve
besin zincirine girerek dolayli olarak ya da solunum yoluyla dogrudan insan sagligini
etkileyebilir.

Kursunun topraktaki yarayishligini etkileyen etmenler ile ilgili bilinenler sinirl
olmakla beraber, toprak pH’si, toprak tekstiirii, kil minerallerinin cins ve miktarlari,
organik madde miktari, katyon ve anyonlarin cins ve miktarlar ile toprak drenaji gibi
faktorlerin kursunun yarayishiligi iizerine etkili oldugu bildirilmektedir (Ozbek ve ark,
1993).

Toprak pH’si, toprak parcaciklarin biiyiikliigii, katyon degisim kapasitesi ve
bunlarin yam sira kok yiizey alam, kok salgilar1 ve mikorizal tasinma oram gibi bitki
faktorleri Pb’un yararlanilabilirligi ve alimini etkilemektedir (Sharma ve Dubey, 2005).

Farkli toprak bilesenlerince baglanir ve/veya farkli kati fazlarda ¢okelir. Bu
arada kursunun ¢oziiniirliigli ortamin pH’si, toplam kursun icerigi, topraktaki diger
kirleticilerin durumu ve redoks kosullar1 tarafindan etkilenmektedir.

Kadmiyum, ¢inko ve nikelin aksine kursun topraklarda son derece hareketsiz bir
elementtir ve pH>5’te ¢Oziiniirligii cok disiiktiir. Ancak pH 4-4,5’ta kursunun

¢cOziiniirliigli ve buna bagli olarak da bitki tarafindan alinabilirligi artmaktadir.



Ayrica organik madde igerigi yiiksek topraklarda, organik madde icerigi diisiik
olan topraklara oranla daha diisiik Pb ¢oziiniirliigii 6lciilmektedir. Topraklardaki organik
madde, mineral komponentlere oranla asidik ortamda Pb ¢Oziiniirliigiinii 6nemli dl¢iide
azaltmaktadir (Ozbek ve ark, 1993).

Kursun, Fe, Al ve Mn oksitlerce spesifik olarak adsorbe edilir ve diger
metallerden daha giiclii tutulurlar. Ozellikle yiiksek pH’larda (Pb>4,5-5) Pb’nin
ylizeylere baglanma enerjisinde biiyiik bir artig oldugundan alkali ve toprak alkalisi
elementlerle iyon degisimi reaksiyonlarina girmektedir. Ayrica, kursun ve fosfor icerigi
yiiksek topraklarda Pb bilesikleri ¢oziiniirliigii ¢ok diisik kursun fosfatlar
[Pb3(POy)2;PbsO(PO,),;Pbs(PO,);0H] seklinde cokelirler (Ozbek ve ark, 1993).

Topraklarda P icerigi gerek giibreleme gerekse diger tarimsal islemlerle
gereginden fazla yiikseltildiginde Pb ile olusturdugu coziinmeyen Pb fosfatlar hem
kursunun bitkilere alinabilirligini azaltmakta hem de Pb nedeniyle olusabilecek P

noksanlig giderilebilir.
2.5 Bitkilerde Kursun

Bitkiler biiylime ve gelismeleri icin gerekli olan agir metalleri topraktan ve
sudan alip biriktirebilme yetenegine sahiptirler. Bu metaller Fe, Mn, Zn, Cu, Mg, Mo ve
Ni’dir. Baz1 bitkilerin de biyolojik fonksiyonlar1 bilinmeyen Cd, Cr, Pb, Cu, As, Se ve
Hg gibi elementleri biriktirdikleri yapilan arastirmalarda gosterilmistir (Baker ve
Brooks, 1989; Raskin ve ark., 1994; Keser, 2005’ den).

Metal akiimiilasyonu bitki tiiriine, organlarma, toprak cozeltisindeki metal
iyonlarina, metal kontamineli partikiillerin gegisine, pH ve sicaklik gibi abiyotik
faktorlere baghidir (Lewis, 1995; Lewander ve ark., 1996).

Kursun toksisitesinin enzim aktivitelerini engeller, mineral beslenmeyi ve su
dengesini bozar, hormonal durumu degistirir ve membran gecirgenligini azaltir (Sharma
ve Dubey, 2005). Misir fidelerinde Pb toksisitesi K iyonlarinin kok hiicresinden
sizmasina neden oldugu bildirilmistir (Malkowski ve ark., 2002).

Pb toksisitesi makro ve mikro elementlerin alimmi 2 farkli mekanizma ile
azalttig1 One siiriilmiistiir: i) fiziki olarak adlandirilan ve metal iyonlarinin yarigaplarinin
etkisi ii) kimyasal mekanizma olarak tanimlanan ve Pb metalinin membran striiktiiriine

ve enzim aktivitelerinin degismesine yol acarak hiicre metabolizmasinin bozulmasidir.
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Kursun bir¢ok iyonun kokler tarafindan absorbe edilmesini bloke etmektedir. Kursuna
maruz kalmis koklerin ucunda Ca, Fe, Zn diizeyleri azalmaktadir. Ornegin igne yaprakli
Norveg ladinin Ca ve Mn diizeyleri Pb uygulamasi ile azalmistir. Bu durum, kok ve kok
uclarinin zarar gérmesi ve buna bagl olarak besin elementlerinin aliminin azalmasindan
kaynaklanabilir (Sharma ve Dubey, 2005). Benzer sekilde Sieghardt, (1988) Picea abies
bitkisinin igne yapraklarinin Mn diizeyi Pb uygulamasi ile azalmistir (Sieghardt, (1988);
Sharma ve Dubey, 2005°den).

Cucumis sativus fidelerinde Pb uygulamasi, K, Ca, Mg, Fe ve NO7 alimin;
Misir bitkisinde ise Ca, Mg, K, P alimini1 azaltmistir (Walker ve ark., 1997).

Kursun besin elementlerin farkli bitki organlarindaki genel dagilimim da
etkilemektedir. Kursun toksisitesi altinda Mn ve S’tin genel dagilim orami kok ve yesil
aksamda degismektedir.

Kok N igerigi, Pb toksisitesi altinda onemli bir oranda daha azdir. Kursundan
dolayr nitrat aliminin azalmasi, Pb’nin tetikledigi nem stresinin sonucu olabilecegi
bildirilmektedir.

Toprakta yiiksek konsantrasyonlarda Pb bulunmasi bitkilerin mineral
beslenmesinde dengesizlige neden olmaktadir. Bircok arastirmada yiliksek Pb’un dolayl
olarak hiicre i¢indeki mineral dengesizlige neden oldugu goriilmiistiir (Sharma ve
Dubey, 2005). Sekil 2.2°de de goriildiigii gibi, Pb’nin bitki ve toprakta neden oldugu
etkileri goriilmektedir.

Kabata-Pendias (1992), Pb toksisitesi altinda bitkilerin mineral besin
iceriklerinde ve besin elementlerinin oranlarinda 6nemli degisiklikler meydana geldigini
bildirmistir. Bircok durumda Pb bazi katyonlarin (K, Ca, Mg, Mn, Zn, Cu, Fe) ve
anyonlarin (NOs3) kok sistemine girisini engeller (Sharma ve Dubey, 2005).
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‘ ENZIM AKTIVITESI ‘
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Sekil.2.2. Kursun toksisitesinin bitki metabolizmasi {izerine etkisi

Kontamine olmamis topraklarda bitkilerin Pb igerigi genellikle <10 mg/kg kuru
maddedir. Besin ¢Ozeltisi ve toprak ile yapilan saks1 denemelerinde, ortamdaki kursun
artigina bagh olarak bitkinin kursun iceriginin de arttigi bulunmustur (kg kuru maddede
birkag yiiz mg’a kadar). Kursun dnce bitkinin kok yiizeyinde ya da icinde birikmekte ve
daha yiiksek Pb uygulamalarinda iist organlara dogru taginmaktadir. Genel bir kural
olarak ¢esitli bitki dokularinin (aksamlarimin) Pb icerigi su swaya gore artig
gostermektedir: Dane < meyve < yumru < govde < yapraklar < kok. Yiiksek Pb
icerigine sahip topraklarda yetisen bitkilerde de ekstrem derecede yiiksek kursun
degerlerine rastlamlmistir. Ornedin pancar yapraginda 100 mg/kg kuru maddenin
izerinde, Pb igerigi yiiksek topraklarda yetisen bitkilerin gdvdelerinde (saplarinda) 480
mg/kg kuru madde ve koklerinde 720 mg/kg kuru madde Pb 6lgiilmiistiir (Ozbek ve
ark., 1993).

Kursunun farkli bitkilerde gelismeye, biyokimyasal olaylara ve fotosenteze
etkileri konusunda ¢ok sayida calisma yapilmistir. Bir ¢alismada Azadiracha indica,
Guaiacum officinale ve Eucalyptus sp. de motorlu arag kirliliginin tohum agirligi ve dal
uzunlugu iizerine olumsuz etki yaptig1 belirlenmistir. Bir bagka calismada ise yiiksek
konsantrasyonda kursun ile muamele edilen tahillarda kok gelisimlerinin olumsuz
etkilendigi gosterilmistir. Kursunun ayrica bitkilerde pek cok yapisal hasara yol agtig

da belirlenmistir. Bu hasarlara yapraktaki epidermis, epistomal odalar ve kutikula
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tabakasinin bozulmasi, stoma sayisinin artmasi ve stomalarin yapragin daha derinlerine
yerlesmesi Ornek olarak verilebilir (Cavusoglu ve Cavusoglu, 2005).

Bitki biiylimesi iizerine Pb’nun etkisi konusunda yapilmis bir calismada, besin
iceriginde 104 pg Pb bulunan ortamda birakilan Picea abies fidelerinin kok
uzunlugunun kontrol grubuna gore %30 azaldig1 tespit edilmistir. Kursun
konsantrasyonun 4 kat artirilmas1 durumunda kok uzunlugu kontrol bitkilerinin yarisi
kadar olmustur. Cesitli agir metallere (Se, Cd, Pb, Cu ve Zn) maruz birakilan Sorghum
bicolour L. bitkilerinde ¢cimlenmenin azaldigi, kok ve govde gelisiminin engellendigi
tespit edilmistir (Zengin ve Munzuroglu, 2004).

Keser (2005) tarafindan bildirdigine gore, havada ve topraklarda bulunan
kursunun yiiksek diizeylerinin etkisi altinda kalan bitkiler metali biriktirebilirler ve
sonu¢ olarak toksisite gosterebilirler. Kursun toksisitesinin biiyiikliigli; metalin
absorbsiyonuna, hareketliligine ve hiicredeki bolgesel birikime baghdir. Kursun
yoniinden zengin ortamlarda biiyiiyen dayanikli bitki tiirleri, organlarinda cok fazla
kursun biriktirebilirler (Singh ve ark., 1997).

Bitkinin icerdigi kursun bakimindan, bitki diizeyi ya da bitki i¢cinde havadan
alman kursun yoluyla meydana gelen birikim topraktan alinana oranla ¢ok daha
onemlidir. Kursun isleyen kuruluglarin yakinlarinda, karayollar1 yakinlarinda ve yogun
yerlesim yerlerine yakin bolgelerde bitkilerin kursun icerigi, normal degerlerden birkag
kez fazladir. Bitkilerin iist organlarinda birikim gosteren kursun bilesikleri, daha ¢cok dig
ylizeye adsorbe olmaktadir ve biiyiik olasilikla ¢ok az bir kismui bitki icerisine niifuz
etmektedir. Bu nedenle bitki tiiriine bagh olarak bitkilerdeki toplam Pb’nin %30-70’1
yikanma ile veya endiistriyel gida maddesi {iretimi sirasinda ¢esitli tekniklerle
uzaklastirilabilirler (Ozbek ve ark, 1993).

Kursun toksisitesi diger metallerde oldugu gibi bitki tiirlerine gore degisir. In
vitro ¢aligmalarina dayanan toksisite sonuclar1 birka¢ tiir i¢in belirlenmistir. Arpa
bitkisinin Pb’ye Cr, Cd, Ni veya Zn’den daha fazla hassas oldugu gosterilmistir
(Oberlander ve Roth, 1978). Yu, 1991 yaptig1 calismada yiiksek diizeyde Pb’nun
etkisinde kalan fasulye tohumlarinin ¢imlenmesinin engellendigi tespit etmistir. (Yu,
1991). Bununla beraber kursunun ¢imlenmeye etkisi Cd, As ve Hg gibi birka¢ metale
gore daha az oldugu bulunmustur (Koeppe, 1977).



13

Agir metaller iizerine yapilan bir ¢alismada, Pb’nun ve Cd’un domates ve
patates bitkilerinde kuru madde ve besin derisimlerine etkisine bakilmis, diisiik
dozlarda, Pb ve Cd’un olumlu etkisi, yiiksek dozlarda toksik etkisi oldugu ayrica
domatesin patatesten agir metallere kars1 daha toleransli oldugu goriilmiistiir. Her iki
bitki icin toksisite siralamasi Cd>Pb seklinde olmustur (Khan ve Khan, 1983).

Besin ¢ozeltisi ile cesitli bitkilerde yapilan deneyler, toksisite baglangici i¢in
bitkideki 20-35 mg/kg kuru madde kursun miktarinin kritik deger oldugunu ortaya
cikarmistir (Sauerbeck, 1983).

Topragm kursun iceriginin yiiksek olmas1 durumunda bitkide ¢esitli klorozlar ve
kok ve toprak iistii organlarda biiylime arazlar ortaya ¢ikar. Ayrica mikrobiyel aktivite
olumsuz olarak etkilenir. Ancak diger agir metallere oranla kursun daha az toksisite
gostermektedir (Ozbek ve ark., 1993).

Bitkilerde Pb konsantrasyonu, yiiksek dozda Pb’ye maruz kalmis bitkilerde
fizyolojik ve morfolojik degisimler olmaktadir. Kursun toksisitesinin spesifik olmayan
belirtileri; kok biiyiime ve gelismesinin kisitlanmasi, ciicelesme ve klorozdur (Burton et
al., 1984; Dogan ve Colak, 2009°dan)’da, arastirma boyunca yapilan gbézlemlere gore,
ozellikle 100 mg/L'lik Pb etkisindeki bitkilerin yapraklarinda lokal kahverengilesmeler
ve kloroz olustugu goriilmiistiir (Dogan ve Colak, 2009).

Besin cozeltisi ile cesitli bitkilerde yapilan denemeler toksisite baslangic esik
degerini bitkideki 20-35 mgPb/kg kuru madde oldugunu ortaya koymustur. Bazi
denemelerde ise oldukca yiiksek konsantrasyondaki Pb aliminin fitotoksik bir etkiye yol
acmadig1 goriilmiistiir. Cesitli bitkilerde toksisite baslangici i¢in besin ¢ozeltisindeki 5-

>10 mgPb/L degerinin smir deger oldugu ortaya konmustur (Ozbek ve ark., 1993).

2.6 Kursunun Insan Saghg1 Uzerine Etkileri

Insanlar tarafindan Pb’nun almimi ise biiyiik 6lgiide solunum ve beslenme
yoluyla olmaktadir. Bu da kan, kemik ve doku Ornekleri icinde metal
konsantrasyonlarinin artmasina yol agmaktadir. Bu metale maruz kalma kan basincinda
artiga, cocuklarda zihinsel gelisim bozukluklarina, kalp-damar, bobrek, kemik ve sinir
hastaliklarina, insan gelisiminde gerilemeye, bobrek hasarina ve ¢esitli kanserlere sebep
olmaktadir. Yiiksek Pb dozlarma maruziyet Olimle bile sonuclanabilmektedir

(Cavusoglu ve Cavusoglu, 2005).
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Insanlarda kisi basina kursunun giinlik almmi 20-400 mg kadar oldugu
hesaplanmigtir. FAO/WHO uzmanlar1 haftalik tolere edilebilir miktarin 3000 mg
oldugunu saptamislardir. Yalnizca bu miktarin yarisinin ¢cocuklar i¢in giivenli oldugu
aciklanmistir. Mideye giren kursunun % 5-15 kadar1 absorblanmaktadir. Bu miktar
giinliik olarak 15-25 mg/giin’diir ve toplam absorblanan kursunun iicte ikisi kadardir.
Solunum yoluyla alinan kursunun %20-40 kadar1 absorblanir ve bu kursunun miktar1 ise
yaklasik olarak 8 mg/giin’diir veya toplam absorbe edilen kursunun ii¢te biri kadardir
(Keser, 2005)

Kursun kirliligi ¢evreyi ve besin zincirinde birikim yoluyla da insan sagligim
tehdit eden en onemli sorunlardan biridir. Alinacak onlemlerle bu sorunun giderilmesi
ya da kontrol altina alinmas1 gelecek nesillerin saglig1 i¢in zorunlu hale gelmistir.

Bu nedenle, insan saglig1 i¢in ciddi tehditler olusturan agir metallerce kirletilmis
alanlarin temizlenmesi icgin, etkin ve uygulanabilir bir teknolojik ¢Oziime ihtiyag

duyulmaktadir.

2.7 Metallerle Kirlenmis Topraklarin Temizlenmesi

Insan saglig: igin ciddi tehditler olusturan agir metallerce kirletilmis alanlarin
temizlenmesi icin, etkin ve uygulanabilir bir teknolojik ¢Oziimii gerekli kilmaktadir.
Kirlenmis topraklarin 1slahi cesitli fiziksel, kimyasal ve biyolojik yontemler ile miimkiin
olabilmektedir. Biyolojik temizleme yontemleri icinde yer alan fitoremediasyon, diger
yontemlere gore en ucuz, ¢evre dostu ve yan etkisi ¢cok diisiik olan ekolojik yaklasimdir.
Bitkileri kullanilarak topragmn kirletici etmenlerden temizlenmesi fitoremediasyon
olarak tammlanmaktadir. Fitoremediasyon teknolojilerini bitkilerin kirleticiyi zararsiz
kilma sekline gore i) fitostabilizasyon (bitki kullamlarak topraktaki metallerin
mobilitelerinin ve yarayighiliklarinin sinirlanmasi) ii) rizofiltrasyon (kirlenmis suyun
bitki kullanilarak temizlenmesi) ve iii) fitoekstraksiyon (toprakta kirlilige neden olan
metalin, bitki kokleri yolu ile alinarak bitkinin yesil aksamina taginmasi ve
biriktirilmesi) olmak iizere li¢ smifta incelemek miimkiindiir. Bu uygulamalardan agir
metallerin temizlenmesinde en yaygin olarak kullanilani fitoekstraksiyon yontemidir.

Bugiin diinyada kirli toprak ve suyun temizlenmesi i¢in fiziksel, kimyasal ve
biyolojik yontemler gelistirilmistir. Ancak, bu yontemler olduk¢a pahali ve uygulama

alanlar1 olduk¢a sinirhidir. Glass (1999)’un yaptigi bir ekonomik analizde; kirli bir
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alanin toprakla doldurulmasi i¢in 100-500 $/ton, kimyasal kullanilarak temizlemesi i¢in
100-500 $/ton, elektro kinetik yontemle temizlenmesi icin 20-200 $/ton ve
fitoekstraksiyonla (bitki ektraksiyonu) temizlemek icinse 5-40 $/ton harcandigini tespit
etmistir. Kidney (1997)’in yaptig1 arastirmada; yeraltt suyundan organik atiklarin
taginmast igin yalnizca 2-3 milyon $, agir metallerin topraktan temizlenmesi iginse 1-2
milyon $ harcandigi tespit edilmistir (EPA, 2000). Ayni ¢alismada; 2005 yili i¢in
fitoremediasyon pazarinda, yeralt1 suyunun organik kirleticilerden arindirilmasi i¢in 20-
45 milyon $, metallerin topraktan arindirilmasi igin 40-80 milyon $ ve radionukleidlerin
temizlenmesi i¢inse 25-50 milyon $ harcanacagi tahmin edilmistir. Tiim bu sonug¢lardan
da goriildiigii gibi, bu yoOntemlerin icinde en ucuzu bitkilerin kullanildig
fitoremediasyon yontemidir.

Bitki kullanilarak toprak ve sudaki kirleticilerin taginmasi veya inaktif hale
getirilmesi fikrini ilk olarak Utsunamyia (1980) ve Chaney (1983) tarafindan ortaya
atilmig ve gelistirilmistir. Son yillarda fitoremediasyon teknigi biiyiik bir Onem
kazanmis ve bu konudaki caligmalar ozellikle agir metallerin bitki kullanilarak
ekstraksiyonu metodu yaygin bir sekilde kullanmaya baslamislar (Cunningham ve ark.,
1995; Salt ve ark., 1995; Raskin 1996; Chaney ve ark., 1997; Raskin ve ark., 1997;
Blayblock, 2000; Pilon-Simits ve Pilon, 2000; Kayser, 2000; Kraemer ve Chardonnens,
2001; Daghan, 2004).

Fitoekstraksiyonda kullanilacak bitkinin; hasat edilebilir aksaminda yiiksek
oranda metal biriktirebilmesi, biriken agir metale toleransl, hizli biiyiiyebilen, derin
koklii, kolayca hasat edilebilir ve yliksek biyomas iiretiyor olmasi gerekmektedir.
Yiiksek miktarda agir metal biriktirme ©6zelligine sahip olan hiperakiimiilator bitkiler,
kuru agirlik esasmna gore % 0,1’den fazla Cr, Co, ve Ni, % 1 Zn, ve Mn
icerebilmektedir. Ancak, bu bitkilerin fitoekstraksiyon amaciyla kullamlmalarim
siirlayan yavag bliylime ve az yesil aksam iiretme gibi bazi durumlar s6z konusudur.
Ayrica, bu tip bitkiler bir ka¢ elementi degil, yalnizca 6zel bir elementi biinyelerine
alarak biriktirebilmektedirler. Fakat gen miihendisligindeki gelismelerle; fazla yesil
aksam {iretebilen, cok sayida agir metali aym anda absorbe edebilen, absorbe ettikleri
agir metalleri biriktirebilen ve biriken agir metali tolere edebilen transgenik bitkiler

gelistirilerek bu sorun ortadan kaldirilabilir (Daghan, 2007).
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Kirli topraklar1 1slah etmek amaci ile farkli kaynaklardan metallotiyonin (MT)
genleri bitkilere aktarilabilmektedir. MT, metal baglayan sisteince zengin ve diisiik
molekiil agirlikli (6-7 kDa) bir proteindir. Bu protein, hiicreyi agir metal toksisitesine
kars1 korumaktadir.

Cesitli MT genleri (fare MTI, insan MTIA, insan MTII, maya CUPI, bezelye
PSMTA) tiitiine (Nicotiana sp.), kolzaya (Brassica sp.) ve Arabidopsis thaliana’ya
aktarilmistir. Ancak, bitkilerin agir metal alimlar1 belirgin olarak artmamistir: bazen
hi¢bir degisim olmazken, baz1 ¢alismalarda normale gore % 60-70’den fazla Cd
biriktirdigi tespit edilmistir (Kraemer ve Chardonnens, 2001).

Ik olarak Lefebvre ve ark, (1987), cin faresinden izole ettigi MT-II (ChMTII)
genini bitkiye aktararak bitkinin Cd toksitesini onleme caligmasini yapmustir. Suh ve
ark., (1998), ilk olarak agir metallerin biyorimediasyonu i¢in bitki orijinli MT
genlerinin kullanilabilinecegini bildirmistir.

Liu ve ark (2000) ve Suh ve ark (1998), Nicotiana glutinosa MT cDNA’y1
agrobakteri yoluyla tiitiin bitkisine aktarmislardir. MT geni aktarilan tiitiin bitkisinin
200 uM Cd’a tolerans gosterdigi; transgenik olmayan kontrol bitkisinin ise 50 uM
CdSOs kosullarinda yapraklarinda sararmalar goriildigii ve gelisemedigi tespit
edilmistir.

Song ve ark. (2003), maya proteini (YCF1) aktardiklar1 transgenik Arabidopsis
thaliana bitkilerinde bu genin oldukga aktif oldugunu ve bitkinin 6nemli miktarlarda Pb
ve Cd biriktirerek tolerans gosterdigini saptamiglardir.

Daghan (2004), Cin kobayindan izole edilen MT-II (MTII) genini tiitiin bitkisine
(SR-1 Petit Havana) agrobakteri yoluyla aktararak su kiiltiiri denemeleri ile test
etmistir. Transgenik tiitiin bitkisinin kontrol bitkisine gore % 50 daha fazla yesil aksam
ve % 70 daha fazla kok irettigi saptamistir. Ayrica, yesil aksamin Cd
konsantrasyonunun, kontrol bitkisine kiyasla % 70-90 oraninda daha fazla oldugunu
tespit etmistir.

Bu amacgla bu calismada; Cin kobay faresinden izole edilen MT-II geni
aktarilmig transgenik tiitiin (p-cV-ChMTIIGFP) ve kontrol tiitiin (SR-1) bitkileri, Pb
metalini alma, biriktirme ve tolerans diizeyleri ile mekanizmalarma gore
kiyaslanacaktir. Gen aktarilmis bitkilerin agir metallerle kirlenmis topraklarin

temizlenmesinde kullanim potansiyelleri aragtirilmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

3.1.1 Bitki Materyali

Arastirmada materyal olarak transgenik olmayan SR-1 (Nicotiana tabaccum var.
Pelit Havana) ve trangenik p-cV-ChMTIIGFP tiitiin genotipleri kullanilmigstir. p-cV-
ChMTIIGFP tiitiin genotipi biinyesine daha fazla agir metal absorbe edebilmesi icin
genetik yapis1 degistirilmis bir tiitiindiir. Her iki tiitiin genotipi RWTH-Aachen

Universitesi, Molekiiler Biyoloji Béliimii, Almanya’dan temin edilmistir.

3.1.1.1 Genetik Yapis1 Degistirilmis p-cV-ChMTIIGFP Tiitiin Bitkisinin

Ozellikleri

Bir tiir Cin Hamster’indan izole edilmis olan Metallothionein II (MTII) geni
(Sekil 3.1A) agrobakterium yolu ile SR-1 genotipine aktarilmigtir (Sekil 3.1-3.2).
Ayrica SR-1 tiitiin genotipine agir metalin bitki biinyesine baglandiktan sonra hiicre
vakuoliinde depolanmasini saglayan vakuol hedef sinyal geni ve ChMTII geninin bitki
yaprak hiicrelerindeki yerini tespit etmek amaci ile Green Florecent Protein (mGFP4-
S65C) geni eklenerek transgenik p-cV-ChMTIIGFP tiitiin genotipi elde edilmistir (Sekil
3.1-3.2). Bitki 6nce gecici transforman olarak test edilmis (Fy), sonra yapilan analiz ve
testler sonucu kalict transgenik tiitlin bitkisi olarak F; jenerasyonuna kadar
cogaltilmistir. Ayrica p-cV-ChMTIIGFP bitkisinin su kiiltiirii denemeleri ile Cd
toksisetisine dayanikliligi denenmis ve sonuclar normal tiitiin bitkisiyle kiyaslanmistir

(Daghan, 2004).
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6 kDa

1056bps

200bps

Sekil.3.1. ChMTII geninin PCR’la ¢ogaltilmasi ve klonlanmasi. PCR’la ¢ogaltilan ChMTII
geni %1.2 (w/v) agaros jelde molekiiler agirligina gore ayrilmistir. A: (1)DNA’s1z
negatif kontrol; (2-3) 5 ul PCR’la ¢ogaltilmug ChMTII geni, M: 100 bp markir. B:
EcoRI/Xbal enzimleri ile kesilmis p-cV-ChMTII-GFP plasmidi (1 ve 2); M: A Pstl
markir (Daghan, 2004).

EcoRl Ndel Ncol Ncol Xbal

p-cV-ChMTII-GFP

Sekil.3.2. Chinese hamster Metallotiyonin II geninin pTRA-kc bitki ekspressiyon
vektoriindeki aktarilmug durumu. CHS 3: chalcone synthase 5 ‘in translate
edilmeyen bolge; cV: C. roseus strictosidine synthase’den izole edilen Vacuolar
targeting signal; ChMTIL: Chinese Hamster Metallotiyonin II; GFP: green
florescent protein (mGFP4-S65C) (Daghan, 2004).

3.1.2 Deneme Toprag

Toprak denemesi i¢cin 0-30 cm derinlikten Jackson (1962) tarafindan bildirildigi
sekilde alinan Mahmutlu toprak serisi kullanilmistir. Amik Ovasi’nin en yaygin serisi
olan Mahmutlu serisi, mollisol toprak ordosunda yer almaktadir (Yalcin, 2004).

Saks1 denemesinde kullamilan Mahmutlu serisi topraginin bazi fiziksel ve
kimyasal 6zellikleri Cizelge 3.1°de verilmistir.

Cizelgeden de goriilecegi gibi arastirmada kullanilan toprak killi tin (CL) bir
biinyeye sahiptir. Deneme topraginin kireg icerigi yaklasik % 11.4 degerle orta kirecli,
satiirasyon camurundaki pH 7.60 yani hafif alkalidir. Yiizde doygunluk degerleri
ortalama %53.3 olarak belirlenmistir. Tuzluluk yOniinden herhangi bir sorun

bulunmamaktadir.



19

Kontamine olmamis topraklarda DTPA yontemine gore ekstrakte edilmis
metallerin sinir degerleri; Cd < 0.5 ppm, Cu <0.2 ppm, Zn 0.7-2.4, Mn 14-50 ppm ve Fe
0.2-4.5 ppm olarak belirlenmistir (Alparslan ve ark., 1998). Bu siir degerlerine gore
deneme topraginda agir metal toksisitesi bulunmamaktadir. Ancak, Cu (0.61+0.02 ppm)
ve Zn konsantrasyonlar1 (0.40+0.01ppm) diisiik ve Fe konsantrasyonu (0.194+0.01 ppm)

ise sinirdan yiiksek olarak tespit edilmistir.

Cizelge 3.1 Arastirmada kullanilan Mahmutlu serisi topraginin baz fiziksel ve kimyasal

ozellikleri

Ozellik Mahmutlu . o oldar
Serisi

Tarla Kapasitesi (%) 329 Alpaslan ve ark.,1998
Nem (%) 5.27 Kacar, 1995
Suya doygunluk (%) 533 Richards, 1954;
Tuz (%) 0.026 Soil Survey Staff, 1951
Saturasyon ekstraktinda pH 7.60 Richards, 1954
Kum (0.06-2 mm) (%) 433 Bouyoucus, 1952
Silt (0.002-0.06 mm) (%) 224 Bouyoucus, 1952
Kil (<0.002 mm) (%) 34.3 Bouyoucus, 1952
Tekstiir Sinifi CL (killi tin) Bouyoucus, 1952
Kire¢ (CaCO3) (%) 114 Loeppert ve ark., 1996
Organik madde (%) 2.16 Kacar, 1995
Organik C (%) 1.25 Kacar, 1995
Toplam N (%) 0.09 Bremner, 1965
Almabilir P (mg P,Os/kg) 17.63 Olsen ve ark., 1954
Almabilr K (mg K,O/kg) 93.50 Richards, 1954
EPA 3051-Toplam Pb (mg/kg) 3.92 EPA, 1995
EPA 3051-Toplam Cu (mg/kg) 23.86 EPA, 1995
EPA 3051-Toplam Fe (mg/kg) 473 EPA, 1995
EPA 3051-Toplam Mn (mg/kg) 524 EPA, 1995
EPA 3051-Toplam Zn (mg/kg) 59.32 EPA, 1995
DTPA ile ekstrakte edilebilir Pb (mg/kg) 0.29 Lindsay ve Norvell, 1978
DTPA ile ekstrakte edilebilir Cu (mg/kg) 0.61 Lindsay ve Norvell, 1978
DTPA ile ekstrakte edilebilir Fe (mg/kg) 0.19 Lindsay ve Norvell, 1978
DTPA ile ekstrakte edilebilir Mn (mg/kg) 5.30 Lindsay ve Norvell, 1978

DTPA ile ekstrakte edilebilir Zn (mg/kg) 0.40 Lindsay ve Norvell, 1978
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3.2 Yontem
3.2.1 Bitkinin Cimlendirilmesi

Transgenik tiitiin tohumlar1 antibiyotik iceren (Kanamisin) MS (Murashige-
Skoog) besi ortammda (Daghan, 2004) 16/8 saat 1sik/karanlikta dongiisiinde, 25°C
sicaklikta ¢imlendirilerek saksi denemelerinde kullanilmistir. Normal tiitiin bitkisi (SR-
1) ise torf perlit karigimi (1:1) ortamda 2-3 yaprakli hale gelip hafif koklendikten sonra

denemelerde kontrol bitkisi olarak kullanilmistir.

3.2.2 Toprak Hazirhg:

Toprak denemesi i¢in 0-30 cm derinlikten Jackson (1962) tarafindan bildirildigi
sekilde alinan Mahmutlu toprak serisi kullanilmistir (Yalgin, 2004).

Saks1 denemesi i¢in yaklagik 100 kg toprak ornegi alinmistir. Laboratuara
getirilen toprak Ornegi, temiz bir naylon iizerine serilmis, tas ve bitki parcaciklari
ayiklanarak, havada kurumaya birakilmistir. Kuruyan toprak ufalanarak 4 mm’lik
plastik elekten gecirilmistir. Elenen toprak ornegi bazi fiziksel ve kimyasal toprak
analizleri yapilmak {iizere temiz polietilen kaba konulmus ve laboratuarda muhafaza

edilmistir.
3.2.3 Deneme Topragimin Fiziksel ve Kimyasal Analizleri

3.2.3.1 Nem (%)

Toprak ornekleri kurutma firininda (etiivde) 105 °C 'de sabit agirliga gelinceye
kadar 48 saat kurutularak nem hesaplanmigtir. Toprak ile ilgili verilerin tiimii 105°C'de
sabit tarttma getirilen kiitle yani firmn kurusu toprak kiitlesi olarak ifade edilmistir

(Kacar, 1995).

3.2.3.2 Suya Doygunluk (Saturasyon) (%)

Richards (1954) tarafindan bildirildigi sekilde topraga doyuncaya kadar saf su

ilave edilerek tayin edilmistir.
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3.2.3.3 Toplam Tuz (%)

Saturasyon ekstraktindaki iletkenligin, iletkenlik Olger aleti ile Olciilerek

bulunmusg ve % olarak ifade edilmistir (Soil Survey Staff, 1951).

3.2.3.4 Toprak Reaksiyonu (pH)

Richards (1954) tarafindan bildirildigi sekilde hazirlanan suyla doygun toprakta
ve Kacar (1995) tarafindan bildirildigi sekilde CaCl, metoduna gore cam elektrotlu pH

metre ile tayin edilmistir.

3.2.3.5 Kire¢ (CaCO3)

Loeppert ve ark., (1996) tarafindan bildirildigi sekilde volumetrik metoda gbre

tayin edilerek % olarak ifade edilmistir.

3.2.3.6 Organik Madde (%)

Kacar (1995) tarafindan bildirildigi sekilde modifiye Walkley-Black yontemine

gore tayin edilerek, sonuglar % olarak ifade edilmistir.

3.2.3.7 Toplam Karbon (%)

Toplam organik maddenin % 58’inin organik karbondan olustugu varsayimiyla,

organik maddenin 1,72’ ye oranindan hesaplanmistir (Kacar, 1995).

3.2.3.8 Toplam N Analizi

5 g toprak Ornegi iizerine katalizatdr tuz kansimi ve 35 mL siilfiirik asit
eklenerek yakilip, destilasyona alinan balonlardan ayrilan azot borik asitte tutulmus ve

titre edilen azot, total azot olarak ifade edilmistir (Kacar,1995).

3.2.3.9 Alinabilir Fosfor (mg/kg)

Olsen ve ark., (1954) tarafindan gelistirilen metoda gore (0.5 M sodyum
bikarbonat (pH 8.5) ile ekstrakt edilerek) tayin edilmistir.



22

3.2.3.10 Alinabilir Potasyum

Richards (1954) tarafindan bildirildigi gibi ekstrakt cozeltisi olarak 1 N
NH,OAc (pH 7.0) kullanilmis ve ¢Ozeltiye gecen potasyum alev fotometresi ile

belirlenmistir.

3.2.3.11 Toplam Metal Analizi

Topragmm baslangi¢ Pb, Cu, Fe, Mn ve Zn konsantrasyonu hem EPA 3050B hem
de EPA 3051 mikrodalgada metoduna gore ekstrakte edilip ICP- AES’de belirlenmistir.
Yapilan deneylerin dogrulugunu test etmek icin standart sertifikali bir 6rnek (CRM-LO-
O) kullanilmagtr.

3.2.3.12 Tekstiir (Biinye)

Topraklarin kum, silt ve kil fraksiyonlar1 Bouyoucus (1952) tarafindan
bildirildigi sekilde hidrometre yontemi kullanilarak yapilmis ve sonuglar % olarak ifade

edilmigtir. Topragin tekstiir sinifi, tekstiir ticgeninden yararlanarak tespit edilmistir.

3.2.3.13 Bitki Tarafindan Almabilir Metal Analizi (DTPA Yo6ntemi)

Toprak orneginin bitkiye yarayisli metal analizi, 0.05 M DTPA (pH 7,3)
(Lindsay ve Norvell, 1978) ile 10 g toprak: 20 mL ekstrakte edilerek Pb, Cu, Fe, Mn, Ni

ve Zn konsantrasyonu ICP-AES’de belirlenmistir.

3.2.3.14 Tarla Kapasitesi

Bozulmusg toprak Orneklerinde tarla kapasitesi Alpaslan ve ark., (1998)

tarafindan bildirildigi sekilde yapilmistir.

3.2.4 Saksi1 Denemesi

4 mm’lik elekten elenmis hava kuru toprak orneklerinden 2,5 L’lik saksilara 2
kg firin kuru toprak doldurulmustur. Toprakta homojen bir dagilim saglamak i¢in
saksilara ekim 6ncesinde Pb dozu artan oranlarda (0-25-50-100-200-400 mg kg ve
Pb(NO3), formunda) ¢ozelti formunda verilmis ve tarla kapasitesinin % 60-80’ine
getirilerek 3 hafta siireyle kontrollii kosullarinda inkiibasyona birakilmistir. Denemede

uygulanacak Pb dozu Lindsay (1979) tarafindan bildirilen ortalamalar ve iist limitler
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g6z Oniinde bulundurularak belirlenmistir. Ayrica ekimden once her saksiya 200 mg
kg'1 N (NH4SO4’tan), 100 mg kg'1 P ve 125 mg kg'lK (KH2PO4’tan) ve 2,5 mg kg'1 Fe
(Fe-EDTA’dan) cozelti formunda ilave edilmistir. Deneme tesadiif parsellerinde
boliinmiis parseller deneme deseninde 3 paralelli olarak kurulmustur. Tiitiin genotipleri
ana parsellere, agir metallere ait dozlar ise alt parsellere yerlestirilmistir.

Tiitiin tohumlar1 MS besi ortaminda ve torf ortaminda ¢imlendirildikten sonra
2-3 yaprakli iken saksilara sasirtilmigtir. Saksilar tarla kapasitesi % 60-80 olacak sekilde
deiyonize su ile sulanmistir. Bitkiler Pb uygulanmis saksilarda 6 hafta siire ile
ciceklenmeye kadar yetistirilmistir. Onceki calismalarda, tiitiin bitkisinin toprak
ortamina aktarilmasin takiben 6 haftalik bir gelisme doneminin sonunda ¢iceklenmeye

basladig1 gézlenmistir (Daghan, 2004).
3.2.5 Fenolojik Gozlemler

Deneme siiresince bitkilerin Pb toksisitesi karsisinda ugradiklari morfolojik
degisimler asagidaki skalaya gore degerlendirilmistir. Ayrica bu degisimler
fotograflanarak gorsellestirilmistir.

1-Saglikli, yesil bitki

2-Cok hafif kloroz

3-Orta siddette kloroz

4-Siddetli kloroz ve nekrozlar

5-Olii bitki

3.2.6 Klorofil Analizi

Bitkilere Pb uygulamasmin etkisiyle yapraklarda degisen klorofil igerikleri,
bitkilerin hasat edildigi giin klorofil Olciim cihaz1 (Konica-Minolta SPAD-502)

kullanilarak belirlenmistir.

3.2.7 Bitki Orneklerinin Hazirlanmasi ve Analizi

Saks1 denemelerinden elde edilen bitki ornekleri yesil aksam (yaprak, gdvde ve
cicek) olarak hasat edilip saf suyla yikamp, kurulandiktan sonra kurutma dolabinda

65°C de sabit agirhga gelinceye kadar kurutulmustur. Daha sonra bitkilerin kuru
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agirliklart alinarak bitki analizleri icin agat tash bitki Oglitme degirmeninde

ogiitiilmiistiir. Deneme sonuglari tiim bitki olarak degerlendirilmistir.

3.2.8 Bitki Orneklerinde Pb, Zn, Cu, Fe, Mn, N, P ve K Analizi ve Olciimii

Opgiitiilen bitki 6rnekleri HNOj ile mikro dalga firinda ¢oziiniirlestirilerek toplam
metal konsantrasyonlart (Pb, Fe, Cu, Zn ve Mn) ICP-AES (Inductively Coupled
Plasma-Atomic Emmission Spectrometry; Varian Series-1I)’de belirlenmistir. Ug
paralelli yapilan metal analizlerinin dogrulugu, metal igerigi belli standart sertifikali bir
bitki (Virginia Tobacco Leaves (CTA-VTL-2)) 6rneginin aym1 yontemle analiz edilmesi

ile kontrol edilmistir.
3.2.9 N Analizi
Bitki orneklerinde N analizi, Kjheldal yontemine gore yapilmistir (Kacar, 1984).
3.2.10 P Analizi
Bitki orneklerinde P analizi, ICP-AES ile yapilmistir.
3.2.11 istatistiksel Analiz

Saks1 denemesi sonucunda elde edilen veriler SAS istatiksel analiz programi
kullanmlarak degerlendirilmis ve ortalamalar arasindaki fark LSD testi uygulanarak

gruplandirilmistir.



25

4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1 Fenolojik Gozlemler

Deneme siiresince artan dozda Pb uygulanmis transgenik p-cV-ChMTII GFP ve
transgen olmayan SR-1 tiitiin bitkilerinin ugradiklar1 morfolojik degisimler gozlenerek
kaydedilmistir. Ayrica bu degisimler fotograflanarak gorsellestirilmistir. (Sekil 4.1 ve
4.2). Transgenik ve transgenik olmayan bitkilerde Pb uygulanmis bitkilerin higbirinde
Pb toksisite simptomu gozlenmemistir (Sekil 4.1 ve 4.2). Ancak 0 mg/kg Pb uygulanmig
SR-1 bitkilerinin boyunun diger Pb dozlarina gore daha kisa olduklar1 tespit edilmistir
(Sekil 4.1). Bu durum tiitiin fidelerinin saksilara aktarilmasi sirasinda bitki boylarinin
homojen olarak secilememesinden kaynaklanabilir. Yine ayn1 bitkilerde ¢iceklenme az
iken 25-50 ve 100 mg Pb/kg dozlarinda c¢igeklenme artmis, 200 mg Pb/kg dozunda
azalmis ve 400 mg Pb/kg dozunda tekrar artmistir. Benzer durum transgenik p-cV-
ChMTIIGFP bitkisinin 0 mg Pb/kg dozundan 100 mg Pb/kg dozuna dogru ¢i¢eklenme
artarken 200 ve 400 mg Pb/kg dozlarinda ise ¢i¢ceklenmenin azaldigi gézlenmistir (Sekil
4.2).

Kursunun spesifik olmayan simptomlar;; kdok ve yesil aksam gelisiminin
engellenmesi ve klorozdur. Bitki tarafindan c¢ok diisiik miktarda aliman Pb bile
fizyolojik siire¢ lizerine olumsuz etki yapmaktadir (Sharma ve Dubey, 2005).

Xiong ve ark., (2005) artan dozlarda Pb uyguladiklar1 topraklarda yetistirdikleri
B. pekinensis Rupr. bitkisi {izerine Pb’un toksik etkilerini arastirmislardir.
Arastirmacilarin elde etikleri verilere gore, toprakta ve yesil aksamda Pb
konsantrasyonundaki artigla birlikte Pb bitkilerde gozle goriilebilir herhangi bir
simptoma neden olmamistir (Keser, 2005). Bu sonu¢ sonuc¢larimizi desteklemektedir.

Artan dozlarda Pb uygulanmig her iki tiitiin bitkisinde de toksisite belirtilerinin
goriilmemesi bitkilerin 400 mg Pb/kg dozuna kadar Pb uygulamasma toleransl
oldugunu gostermektedir. Bu dozdan daha yiiksek dozlarda belirgin toksisite
belirtilerine rastlanacagi tahmin edilmektedir. Ayrica, bircok arastirmacinin yaptigi
caligmaya gore, toprak ozellikleri bitkinin Pb alimi etkilemekte ve alinan Pb genellikle
bitkinin koklerinde birikmekte, yesil aksama ise cok az miktar1 taginmaktadir. Bu
sonuca gore, transgenik ve transgenik olmayan tiitiin bitkileri yesil aksamlarinda Pb

biriktirmelerine ragmen toksisite gdstermemelerinin sebepleri;
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1) Toprak 6zelliklerinin Pb’nun ¢oziiniirliigiinii etkilemesi,

2) Alabilen Pb ¢ogunlugunun koklerde birikmesinden dolay1 yesil aksama az

taginmasi olabilir.

Bu sebeplerden dolay1 gelecekte yapilacak denemelerde Pb dozlarmin
arttirilarak kok ve yesil aksamda biriktirilen Pb miktarlarinin belirlenmesi ve toksisite
simptomlarinin gézlenmesi gerekmektedir.

Khan ve Khan (1983), agir metaller iizerine yaptiklar1 bir ¢alismada Pb ve Cd
domates ve patates bitkilerinde kuru madde ve besin derisimlerine etkisine bakilmis,
diisiik dozlarda kursun ve kadmiyumun olumlu etkisi, yiiksek dozlarda toksik etkisi
oldugu, ayrica domatesin patatesten agir metallere karst daha toleransh oldugu
goriilmiistiir. Her iki bitki i¢in toksisite siralamasi Cd>Pb seklinde olmustur (Keser,

2005).
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Sekil.4.1. Farkli1 dozda Pb uygulamalariin transgenik olmayan SR-1 bitkisi iizerine etkileri
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Sekil.4.2. Farkli dozda Pb uygulamalarinin transgenik p-cV-ChMTIIGFP bitkisi iizerine etkileri
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4.2 Klorofil Analizi

Bitkilere Pb uygulamasmin etkisiyle yapraklarda degisen klorofil igerikleri,
bitkilerin hasat edildigi giin klorofil ol¢iim cihaz1 (Konica-Minolta Spad-502)
kullanilarak belirlenmistir.

Bu yontemle bitkilerdeki klorofil icerikleri daha pratik ve hizli bir sekilde
olciilebilmektedir. Klorofil-metre (Spad-metre) cihazi ile Spad degerleri dl¢iilerek tespit
edilmistir.

Bircok arastiric1 tarafindan yapilan calismalar, asir1 Pb’nun bitkilerde klorofil
sentezini engelledigi ve sonug olarak klorofil miktarlarinda azalmalara neden oldugunu,
mineral besinlerin dengesini degistirdigini, hormon diizeylerini modifiye ettigi ve
plasma membraninin permeabilite ve yapisini etkiledigini tespit etmislerdir (Dogan ve
Colak, 2009; Bekiaroglou ve Karataglis, 2002; Gupta ve ark, 2008)

Giiler (2006)’nin bildirdigine gore, (Xiong) 1997 yaptig1 bir ¢aligmada; farkl
dozlarda (0, 800, 1600 ve 3200 mg kg' kuru agwrhk) kursun asetat uygulanan
topraklarda S. oleraceae tiiriinde ortaya cikan bazi etkileri (Pb, biyomas ve klorofil
icerigi, peroksidaz aktivitesi ve siirgiin uzunlugu) belirlemistir. Topraktaki kursun
miktarinin artmasi ile klorofil, biyomas ve siirgiin uzunlugu azalmig, buna karsin, bitki
dokularindaki Pb miktar1 ve peroksidaz aktivitesi artmigtir.

Kursun aliminin transgenik ve transgenik olmayan bitki iist yapraklarin klorofil
icerikleri degerlerine ait varyans analiz sonuclar1 ve degisim katsayis1 (% D.K.) Cizelge

4.1’de verilmistir.
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Cizelge 4.1. Kursun uygulamalarinin transgenik ve transgenik olmayan bitkilerde alt ve
ist yaprak klorofil icerikleri degerlerine ait varyans analiz sonuglar1 ve
degisim katsayisi (% D.K.)

Varyasyon SD Klorofil Alt Yaprak Klorofil UstYaprak
Kaynagi " | Kareler ortalamas1 | F Degeri | Kareler Ortalamas: | F Degeri
Tekerriir 2 0.53 391 0.86 2.66
Cesitler 1 4.20 31.17** 0.72 2.23
Doz 5 1.75 12.95%** 4.16 12.83%**
Doz x cesit 5 1.61 11.94%** 44.16 136.20**
Hata 22 0.135 0.32

Genel 35

% D.K. 0.98 1.18

(*)P<0.05

**) P<0.01

Cizelge 4.1°den de goriilecegi gibi farkli dozlarda Pb uygulamasinin transgenik
p-cV-ChMTII GFP ve transgen olmayan SR-1 bitkilerinin alt yapraklarin klorofil icerigi
degerleri yoniinden doz, cesitler ve doz x cesit interreaksiyonunun ¢ok onemli oldugu
(P<0.01), oldugu (P<0.05) goriilmektedir. Ust yapraklarm klorofil icerigi degerleri
yoniinden ise doz ve doz x cesit interaksiyonunun 6nemli oldugu goriilmektedir (P<
0.01).

Kursun uygulamalarinin transgenik p-cV-ChMTIIGFP ve transgenik olmayan
SR-1 (Nicotiana tobaccum Petit Havana) tiitiin bitkilerinin klorofil diizeylerine etkileri

Cizelge 4.2’de verilmistir.

Cizelge 4.2. Kursun uygulamalarinin transgenik p-cV-ChMTIGFP ve transgenik
olmayan SR-1 tiitiin bitkilerinin klorofil diizeylerine etkileri (LSD % 5)

Cesit Klorofil Alt Yaprak Klorofil Ust Yaprak
p-cV-ChMTIIGFP 37.86 a 48.30 a

SR-1 37.18b 48.02 a

LSD 0,05 0.25 O.D.

O.D.=Onemli Degil

Kursun uygulamalarinin p-cV-ChMTIIGFP ve SR-1 tiitiin bitkilerinin alt yaprak
klorofil diizeylerine etkileri LSD %5 oraminda onemli bulunurken {iist yaprak klorofil

diizeylerine etkisi onemsiz bulunmustur.
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Farkli Pb dozlarinin tiitiin bitkilerinin (p-cV-ChMTIIGFP ve SR-1) klorofil

diizeylerine etkileri Cizelge 4.3’de verilmistir.

Cizelge 4.3. Farkli Pb dozlarinn tiitiin bitkilerinin (p-cV-ChMTIIGFP ve SR-1) klorofil
diizeylerine etkileri

Doz (mg/L.) Klorofil Alt Yaprak Klorofil Ust Yaprak

0 37.03b 4842 b

25 3790 a 47.73 cd

50 37.778 a 4745d

100 38.00 a 48.13 cb

200 36.67b 49.68 a

400 3773 a 47.53 cd

LSD 0.05 0.44 0.68

Alt yaprak klorofil diizeylerine farkli dozda Pb uygulamalarinin etkisi en yiiksek
25-50-100 ve 400 mg/kg Pb dozlarinda en diisiik ise O ve 200 mg/kg Pb doz
uygulamalarinda goriilmiistiir (Cizelge 4.3). Farkli dozda Pb uygulamalarimin {ist
yapraklarin klorofil diizeylerine etkisi ise, en yiiksek 200 mg/kg Pb dozunda goriiliirken
en diisiik diizey 50 mg/kg Pb dozunda goriilmiistiir.

Cizelge 4.3’de alt yapraklarin klorofil icerikleri iist yapraklardan daha az oldugu
goriilmektedir. Bu durum daha yashh olan alt yapraklarin Pb toksisitesine iist
yapraklardan daha 6nce ve uzun siire maruz kalmasindan kaynaklanmis olabilir. Benzer
sonucu Bekiaroglou ve Karataglis (2002) su kiiltiiriinde artan dozlarda Pb ve Zn
uygulamalarimin (Mentha spicata) bitkisine etkileri iizerine yaptiklar1 ¢aligmada elde
etmiglerdir. Aymi aragtiricilar Zn ve Pb’nun bitkinin klorofil konsantrasyonunu
azalttigini tespit etmislerdir. Bitkilerin alt yapraklarinin klorofil konsantrasyonlarinin
iist yapraklara gore yiiksek olmasinin, bitkilerin fide olarak su kiiltiiriine aktarilmasi ve
2 hafta siire ile Zn ve Pb uygulamasina maruz birakilmalarindan kaynaklandigini
bildirmislerdir. Dolayisiyla alt yapraklarin su kiiltiiriine aktarilmadan sekil ve yapilarini
gelistirmis ve daha sonra uygulanan metalden daha az etkilenmis, {ist yapraklar ise, daha
genc ve uzun siire metale maruz kaldigi icin klorofil konsantrasyonunun azalmig

oldugunu tespit etmiglerdir.
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Farkli Pb uygulamalarinin transgenik p-cV-ChMTIIGFP ve transgenik olmayan
SR-1 (Nicotiana tobaccum Petit Havana) tiitiin bitkileri alt ve tist yapraklarinin klorofil

diizeyleri lizerine cesit doz interaksiyonu Sekil 4.3 ve 4.4 te verilmistir.

8 p-cV-ChMTIIGFP B SR-1
40 T

39 1
38
37 A

36

Klorofilalt Yapral

35
34

33
0 25 50 100 200 400

Pb Dozkar (mgkg)

Sekil.4.3. Farkli Pb uygulamalarinin transgenik p-cV-ChMTIIGFP ve transgenik
g
olmayan SR-1 tiitiin bitkileri alt yapraklarinin klorofil diizeyleri {izerine
cesit doz interaksiyonu

Sekil 4.3’de de goriildiigii gibi Pb dozlarindaki artigla birlikte p-cV-ChMTIGFP
bitkisinin alt yaprak klorofil icerigi SR-1 tiitiin bitkisine oranla artis gostermis. Alt
yaprak klorofil icerigi her iki tiitiin ¢esidinde 100 mg Pb/kg dozuna kadar artig

gbstermis sonra azalmistir.
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Sekil.4.4. Farkli Pb uygulamalarinin transgenik p-cV-ChMTIIGFP ve transgenik
olmayan SR-1 tiitiin bitkileri iist yapraklarimin klorofil diizeyleri iizerine
cesit doz interaksiyonu

Kursun dozlarindaki artigla birlikte p-cV-ChMTIIGFP bitkisinin iist yaprak
klorofil icerigi SR-1 tiitiin bitkisine oranla 400 mg/kg Pb dozuna kadar daha yiiksek
degerlere sahip olmustur (Sekil 4.4). Ancak 400 mg/kg Pb dozunda SR-1 bitkilerinden
daha az klorofil icerigine sahip oldugu tespit edilmistir. SR-1 tiitiin bitkilerinin {iist
yaprak klorofil igerigi 200 mg/kg Pb uygulamasina kadar degismezken 200 ve 400
mg/kg Pb dozlarinda ise artis gdzlenmistir.

Giiler (2006)’nun bildirdigine gore, Baycu ve ark. (1999) Istanbul ilinde Cd ve
Pb elementlerinin fistik cami ibreleri ile topraktaki birikim degerleri, yapraklardaki
klorofil igerigi ve peroksidaz aktivitesine etkisi arastirtlmislardir. Yapilan analizlerde;
en yiiksek Cd ve Pb degerleri, iki yasindaki yitkanmamig ibreler ve kent merkezinde
trafigin yogun oldugu bolgelerden alinan toprak drneklerinde saptanmislar. Genel olarak
iki yillik yapraklarda bir yillik olanlara gore daha yiiksek klorofil oldugu, ancak kirlilik
yogunlugunun artmasina bagli olarak tiim yaprak orneklerinde azaldigi, peroksidaz
aktivitesinin ise kirlilikle paralellik gostererek arttigi, kirlilige daha uzun siire maruz
kalmalar1 nedeniyle 6zellikle iki yillik ibrelerde bu artisin daha yiiksek oldugu ortaya

konulmustur.
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Farkli dozda kursun uygulamalarinin transgenik ve transgenik olmayan bitkilerin

yas ve kuru agirlik degerlerine ait varyans analiz sonuglar1 ve degisim katsayisi (%D.K.)

Cizelge 4.4 te verilmistir.

Cizelge 4.4. Kursun uygulamalarinin transgenik ve transgenik olmayan bitkilerde yas
ve kuru agirlik degerlerine ait varyans analiz sonuglar1 ve degisim

katsayisi (%D.K.)

Varyasyon SD Yas Agirlik Kuru Agirlik

Kaynagi " | Kareler ortalamas1 | F Degeri | Kareler Ortalamas1 | F Degeri
Tekerriir 2 2.32 1.53 0.048 1.25
Cesitler 1 106 70.03#* 1547 406.27%*
Doz 5 110 72.63%* 2.97 78.04%*
Doz x cesit 5 56.39 37.22%* 3.84 100.71%*
Hata 22 1.515 0.038

Genel 35

% D.K. 1.198 1.73

(**) P< 0.01

Cizelge 4.4’te goriilecegi gibi yas ve kuru agirlik degerleri yoniinden cesitler,

doz ve doz x cesit interaksiyonunun ¢ok 6nemli oldugu goriilmektedir (P< 0.01).

Cizelge 4.5. Kursun uygulamalarinin transgenik p-cV-ChMTIIGFP ve transgenik
olmayan SR-1 tiitiin bitkilerinin yesil aksam yas ve kuru agirligina

etkileri
Yas Agirlik Kuru Agirlik
Cesit (g/bitki) (g/bitki)
p-cV-ChMTIIGFP 101.02 b 10.64 b
SR-1 104.46 a 11.95 a
LSD 0.05 0.85 0.13

Kursun uygulamalariin p-cV-ChMTIIGFP ve SR-1 tiitiin bitkilerinin yesil

aksam yas ve kuru agirhigina etkileri LSD %5’e gore onemli bulunmustur. Yas agirlik

degerleri 101.02-104.46 g/bitki arasinda degisim gostermis, kuru agirlik degerleri ise

11.95 ve 10.64 arasinda degisim gostermis olup yas ve kuru agirlik yoniinden en yiiksek

degerler SR-1 bitkilerinde elde edilmistir.
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Farkli dozda Pb uygulamalarinn tiitiin bitkilerinin (p-cV-ChMTIGFP ve SR-1)
yesil aksam yas ve kuru agirligina etkileri Cizelge 4.6’da gosterilmistir.

Cizelge 4.6. Farkli Pb dozlarinin tiitiin bitkilerinin (p-cV-ChMTIIGFP ve SR-1) yesil
aksam yas ve kuru agirligina etkileri

Doz Yas Agirlik Kuru Agirlik
(mg/kg) (g/bitki) (g/bitki)
0 95.17d 9.90 ¢
25 101.17 ¢ 11.62b
50 106.57 a 1145b
100 106.37 a 11.88 a
200 10243 ¢ 11.50b
400 104.17 b 1142b

LSD 0.05 1.47 0.23

Tiitlin bitkilerinin yas agirliklar1 dozlara gore farklilik gostermektedir (Cizelge 4.
6). En fazla yas agirlik 50 ve 100 mg Pb/kg uygulamalarinda (106.57-106.37), en diisiik
agirlik (95.17 g/bitki) 0 mg Pb /kg uygulamasinda goriilmiistiir. Benzer sekilde kuru
agirlik sonuglarinda da tespit edilmistir. En yiliksek kuru agirlik (11.88 gr) 100 mg Pb/kg
doz uygulamasinda goriilirken, en diisilk kuru agirliksa (9.90 gr/bitki) 0 mgPb/kg
uygulamasinda goriilmiistir. Bu durum bitkilerin ¢imlendirilip fidelerin saksiya
alinmasi sirasinda bitkilerin biiyiikliiklerinin heterojenliginden kaynaklanmaktadir.

Romerro ve ark. (2006)’da bildirdigine gore; Labri ve ark. (2002)’nin Pb
uygulanmis su kiiltiiriinde yetistirdikleri turp (Beta vulgaris var. Saccharifera) bitkisinin
kok kuru agirligi artarken, yesil aksam kuru agiliginda bir degisim olmadigini tespit
etmislerdir. Arastirmada elde ettigimiz sonuglar Labri ve ark, (2002)’nin bulgulari ile
uyum icerisindedir.

Gupta ve ark., (2008) Pb uygulanmis toprakta yetistirdikleri Vigna mungo
bitkisinin yas ve kuru agirliklarinda artan Pb dozu ile birlikte azalma tespit etmiglerdir.
Yas agirliktaki azalmanin bitkinin cok fazla nem kaybindan, kuru agirliktaki azalmanin
ise bitkinin bazi elementleri biriktirmesinden, fotosentezdeki ve klorofil a sentezindeki
azalmadan kaynaklanmis olabilecegini belirtmislerdir.

Benzer sonuglar bazi arastirmacilar (Zengin ve Munzuroglu, 2004; Sharma ve

Dubey, 2005; Romerro ve ark., 2006) tarafindan da bildirilmistir
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Sekil 4.5’te farkli Pb dozu uygulamalarinin transgenik p-cV-ChMTIIGFP ve
transgenik olmayan SR-1 tiitiin bitkileri yesil aksamlarinin yas agirliklar1 {izerine cesit

doz interaksiyonunun etkileri verilmistir.
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Sekil.4.5. Farkli Pb dozu uygulamalarinin transgenik p-cV-ChMTIIGFP ve
transgenik olmayan SR-1 tiitiin bitkileri yesil aksamlarimin yas agirliklari
lizerine cesit doz interaksiyonu

Kursun uygulamalar1 bitkilerin yas agirliklarinda c¢ok biiyiikk farkliliklar
yaratmamistir (Sekil 4.5). p-cV-ChMTIIGFP tiitiin bitkileri SR-1 bitkilerinden nispeten
fazla yas yesil aksam iiretmiglerdir.

Sekil 4.6’te farkli Pb dozu uygulamalarinin transgenik p-cV-ChMTIIGFP ve
transgenik olmayan SR-1 tiitiin bitkileri yesil aksamlariin kuru agirliklar: iizerine cesit

x doz interaksiyonunun etkileri verilmistir.
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Sekil.4.6. Farkli Pb dozu uygulamalarinin transgenik p-cV-ChMTIIGFP ve
transgenik olmayan SR-1 tiitiin bitkileri yesil aksamlarinin kuru
agirliklar izerine ¢esit doz interaksiyonu

Sekil 4.6.’da SR-1 tiitiin bitkilerinin p-cV-ChMTIIGFP tiitiin bitkilerine oranla
daha fazla kuru agirliga sahip oldugu, bu farkin 200 ve 400 mgPb/kg dozlarinda daha
fazla oldugu goriilmektedir.

Elde ettigimiz sonuclara gore p-cV-ChMTIIGFP bitkisi SR-1’e gore daha fazla
yas agirlik iiretirken, kuru agirhiklarda tam tersine fazla nem kaybindan dolayr (Gupta

ve ark, 2008) SR-1 bitkisinin daha fazla kuru agirhga sahip oldugu goriilmiistiir.

4.4 Bitki Analizleri

Mikro dalga firinda HNOs ile ¢oziiniirlestirilen bitki drneklerinin toplam metal
konsantrasyonlar1 (Pb, Fe, Cu; Zn ve Mn) ICP-AES (Inductively Coupled Plasma-
Atomic Emmission Spectrometry; Varian Series-II)’de belirlenmistir. Bitki analizine ait

sonuglar agagida da verilmistir.
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Cizelge 4.7. Kursun uygulamalarimn transgenik ve transgenik olmayan bitkilerde Pb
konsantrasyonu ve Pb icerigi degerlerine ait varyans analiz sonuclar1 ve
degisim katsayis1 (%D.K.)

Varyasyon SD Pb (mg/kg) Pb (ug/bitki)

Kaynagi " | Kareler ortalamas1 | F Degeri | Kareler Ortalamas1 | F Degeri
Tekerriir 2 0.004 0.04 0.035 0
Cesitler 1 448 48.58** 174 13.87#%*
Doz 5 16.44 178.24%* 2114 168.45%*
Doz x cesit 5 0.69 7.46%* 56.08 4.47%*
Hata 22 0.09 12.55

Genel 35

% D.K. 15.27 15.70

(**) P< 0.01

Cizelge 4.7°den de goriilecegi gibi farkli dozlarda Pb uygulamasinin transgenik
p-cV-ChMTII GFP ve transgenik olmayan SR-1 bitkilerinin Pb konsantrasyon degerleri
yoniinden cesitler,

goriilmektedir (P< 0.01).

doz ve doz x cesit interaksiyonunun ¢ok Onemli oldugu

Kursun uygulamalarinin transgenik p-cV-ChMTIIGFP ve transgenik olmayan
SR-1 (Nicotiana tobaccum Petit Havana) tiitiin bitkilerinin Pb konsantrasyonu ve Pb

icerigine etkileri Cizelge 4.8’de verilmistir.

Cizelge 4.8. Kursun uygulamalarinin transgenik p-cV-ChMTIGFP ve transgenik
olmayan SR-1 tiitiin bitkilerinin Pb konsantrasyonu ve Pb icerigine etkileri

Cesit Pb (mg/kg) Pb (ug/bitki)
p-cV-ChMTIIGFP 234 a 24.76a
SR-1 1.64 b 20.36b
LSD 0.05 0.21 245

Kursun uygulamalarinin p-cV-ChMTIIGFP ve SR-1 tiitiin bitkilerinin Pb

konsantrasyonu ve Pb icerigine etkileri %5 seviyesinde énemli oldugu tespit edilmistir.

Farkli Pb dozlarmin tiitiin bitkilerinin (p-cV-ChMTIIGFP ve SR-1) Pb element

konsantrasyonlarina ve Pb icerigi etkileri Cizelge 4.9°da verilmistir.
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Cizelge 4.9. Farkli Pb dozlarinin arastirmada kullamilan tiitiin bitkilerinde (p-cV-
ChMTIIGFP ve SR-1) Pb element konsantrasyonlarina ve Pb igerigi

etkileri
Doz Pb Pb
(mg/L) (mg/kg) | (ug/bitki)
0 0.26e 2.57e
25 0.46e 5.32¢e
50 0.997d | 11.02d
100 2.66¢ 31.75¢
200 3.24b 36.68b
400 431a 48.01a
LSD 0.05 0.36 4.24

Bitkilerin kursun konsantrasyonuna farkli dozda Pb uygulamalarinin etkisi en
yiiksek (4.31 mg/kg) 400 mg/kg Pb dozunda, en diisiik Pb konsantrasyonuna (0.26-0.46
mg/kg) ise 0 ve 25 mg/kg Pb doz uygulamalarinda oldugu goriilmektedir. (Cizelge 4.9).
Benzer sekilde farkli dozda Pb uygulamalarinin bitkilerin Pb icerigine etkisi ise, en
yiiksek 400 mg/kg Pb dozunda (48.01 pg/bitki) elde edilirken en diisiik Pb igerigi ise 0
ve 25 mg/kg Pb doz uygulamalarinda (2.57-5.32 pg/bitki) elde edilmistir.

Farkli Pb dozu uygulamalarinin transgenik p-cV-ChMTIIGFP tiitiin bitkisi ve
transgenik olmayan SR-1 tiitiin bitkileri yesil aksamlariin Pb konsantrasyonu iizerine

cesit doz interaksiyonu Sekil 4.7°de verilmistir.
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Sekil.4.7. Farkli Pb dozu uygulamalarinin transgenik p-cV-ChMTIGFP ve
transgenik olmayan SR-1 tiitlin bitkileri yesil aksamlarimin Pb
konsantrasyonu iizerine ¢esit doz interaksiyonu

Kursun dozlarindaki artisa bagli olarak transgenik p-cV-ChMTIIGFP tiitiin
bitkisinin transgenik olmayan SR-1 bitkisine gore daha fazla Pb aldigr Sekil 4.7°de
goriilmektedir. Bu durum transgenik tiitiin bitkisinin bir agir metal olan Pb alim ve
tolerans yeteneginin transgenik olmayan SR-1 tiitiin bitkisinden daha fazla oldugunu
gostermektedir. Ayrica 400 mg Pb/kg dozunda bitkilerin herhangi bir toksisite
gostermemis olmasi1 da bitkinin daha yiiksek Pb dozlarina kars1 toleransh olabilecegini
gostermektedir. Elde edilen sonug transgenik p-cV-ChMTIIGFP tiitiin bitkisinin Pb
metali ile kirlenmis topraklarin temizlenmesinde kullanilabilecegini gostermistir.

Farkli Pb dozu uygulamalarimin transgenik p-cV-ChMTIIGFP ve transgenik
olmayan SR-1 tiitin bitkileri yesil aksamlarinin Pb icerigi iizerine c¢esit doz

interaksiyonu etkileri Sekil 4.8’de verilmistir.
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Sekil.4.8. Farkli Pb dozu uygulamalarinin transgenik p-cV-ChMTIGFP ve
transgenik olmayan SR-1 tiitiin bitkileri yesil aksamlarinin Pb icerigi
lizerine cesit doz interaksiyonu

Sauerbeck, (1983), besin ¢ozeltisi ile cesitli bitkilerde yapilan deneyler toksisite
baslangict i¢in bitkideki 20-35 mg/kg kuru madde kursun miktarimin kritik deger
oldugunu ortaya ¢ikarmistir (Keser, 2005).

Kursun dozlarindaki artisla birlikte transgenik p-cV-ChMTIIGFP tiitiin
bitkisinin Pb igerigi transgenik olmayan SR-1 bitkisine oranla daha fazla artmistir (Sekil
4.8).

Yukarida da deginildigi gibi bu durum transgenik tiitiin bitkisinin topraktan
kaldirdigr Pb miktarimin transgenik olmayan SR-1 tiitiin bitkisinden daha fazla olmas1
beklenen bir sonugtur. Fitoekstraksiyon yontemi icin gelistirilen p-cV-ChMTIIGFP
bitkisinin 400 mgPb/kg dozuna kadar herhangi bir toksisite gdstermemis olmas1 da bu
bitkinin daha yiiksek Pb dozlaria kars1 toleransh olabilecegini gostermektedir. Bircok
arastirmacinin yaptiklari caligmalar sonuclarimizi desteklemektedir.

Lee ve ark. (2003), genetiksel olarak modifiye ettikleri Znt Arobidobsis thaliana
bitkilerini Pb, Cd ve Zn ortamda yetistirdiklerinde bu bitkilerin kontrol bitkisine gore

daha iyi gelistiklerini saptamiglardir.
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Song ve ark. (2003), YCF1 geni aktardiklar1 Arobidopsis thaliana bitkisinin
yiikksek Zn ve Pb igerigine karsi toleransli oldugunu tespit etmislerdir. Transgenik
bitkilerinin agir metallere karsi toleransli olma yetenegi bitkinin fitoremediasyon
yontemi icin kullanilabilecegini gdstermektedir.

Bazi bitkiler (cogunlukla Brassicaceae, Euphorbiaceae, Asteraceae, Lamiaceae
ve Scrophulariaceae familyalar1) yiiksek Pb alim potansiyeline sahip olarak
tanimlanmigtir. Farkli dozlarda Pb uygulanmis su kiiltiirii ortaminda yetistirilen B.
Jjuncea bitkisi onemli miktarda Pb’nu biriktirmis ancak bu Pb’nun ¢ok az bir miktarini
yesil aksamda biriktirmistir (Liu ve ark., 2000).

Genetiksel olarak modifiye edilmis tiitlin bitkisinin (Nicotiana glauca R.
Graham) yiiksek miktarda Pb’u akiimiile etmesi, genis bir cografik dagilimda yetistirile
bilmesi, hizli biiylime ve bol yesil aksama sahip olmasi bu bitkinin fitoremediasyon i¢in
ideal bitki oldugunu tespit edilmistir (Gisbert ve ark., 2003).

Cesitli bitki organlarimin Pb igerigi su siralamaya gore belirlenmistir; kok >
yaprak > govde > c¢icek > tohumlar. Ancak bu swralama bitki tiirlerine gore
degismektedir (Sharma ve Dubey, 2005)

Kursun bitki tarafindan topraktan ve hava kaynagindan alinmaktadir. Lane ve
Martin (1977), kursunun bitki tarafindan alinmasi ile ilgili yaptiklar1 ¢alismada kokler
onemli miktarda kursunu alma yetenegine sahipken aym zamanda yesil aksama Pb
taginmasi ise oldukca sinirlt bir sekilde oldugunu saptamislardir.

Bu fikrin aksini Miller ve Koeppe (1971) yaptiklar1 calismada misir bitkilerinin
konsantrasyonuna baghi bir sekilde ©nemli miktarda Pb’un yapraklara tasinip
biriktirilebildigini ispat etmislerdir.

Cunningham ve ark. (1995), Pb’nun kokteki birikimi yesil aksamdaki
birikiminden ciddi derecede daha yiiksek oldugunu, bu durumunda kokten yesil aksama
Pb taginiminin diisiik olmasindan kaynaklandigim bildirmislerdir. Yesil aksam/kok Pb
konsantrasyonu yiiksek olan bitki tiirleri Pb’un tasinmasinda cok etkilidirler.

Bazi1 Brassica juncea bitki ¢esitleri 760 uM Pb uygulanmis su kiiltiirii ortaminda
yetistirildiginde yesil aksamlarinda % 1,5 Pb biriktirmislerdir (Kumar ve ark 1995).

Huang ve Cunningham (1996), Pb ile kontamineli toprakta yetistirdikleri misir
bitkisinin yesil aksam Pb konsantrasyonunun en fazla Pb akiimiile eden Brassica Juncea

cesitlerinden 6nemli bir sekilde daha yiiksek oldugunu tespit etmistirler.
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Thlaspi rotundifolium bitkilerinin kuru agirlik lizerinden yesil aksamlarinda

130-8200 mg Pb/kg biriktirdikleri bildirilmistir (Reeves ve Brooks, 1983). Ancak

bitkinin yavas biiyiiyen ve az biomass {iretmesinden dolayi, Pb’la kirlenmis topraklarin

fitoekstraksiyonu icin uygun degildir.

Farkli dozda Pb uygulamalarinin transgenik ve transgenik olmayan bitkilerin Cu

ve Fe konsantrasyonu degerlerine ait varyans analiz sonuclar1 ve degisim katsayisi

(%D.K.) Cizelge 4.10’da verilmistir.

Cizelge 4.10. Kursun uygulamalarinin transgenik ve transgenik olmayan bitkilerde Cu
ve Fe konsantrasyonu degerlerine ait varyans analiz sonuclar1 ve degisim
katsayisi (%D.K.)

Varyasyon SD Cu (mg/kg) Fe (mg/kg)

Kaynagi " | Kareler ortalamasi1 | F Degeri | Kareler Ortalamas1 | F Degeri
Tekerriir 2 0.11 1.15 224 0.68
Cesitler 1 3.88 40.03#* 7.65 0.02
Doz 5 3.60 37.13%* 481 1.47
Doz x cesit 5 1.15 11.81#%* 786 2.40
Hata 22 0.097 328

Genel 35

% D.K. 9.31 11.36

Cizelge 4.10°da goriilecegi gibi farkli dozlarda Pb uygulamasinin transgenik p-

cV-ChMTII GFP ve transgen olmayan SR-1 bitkilerinin Cu konsantrasyon degerleri
yoniinden ¢esitler, doz ve doz x ¢esit interaksiyonunun cok dnemli oldugu (P<0.01)
ancak Fe konsantrasyonu degerlerinin ise 6nemsiz oldugu goriilmektedir.

Kursun uygulamalarinin transgenik p-cV-ChMTIIGFP ve transgenik olmayan
SR-1 tiitiin bitkilerinin Cu ve Fe konsantrasyonlarina etkileri Cizelge 4.11°de

verilmistir.

Cizelge 4.11. Kursun uygulamalarinin transgenik p-cV-ChMTIIGFP ve transgenik
olmayan SR-1 tiitiin bitkilerinin Cu ve Fe konsantrasyonlarina etkileri

Cesit Cu (mg/kg) Fe (mg/kg)
p-cV-ChMTIIGFP 3.67 a 159.93
SR-1 3.02b 159.01
LSD 0.05 0.22 O.D.
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Kursun uygulamalarinin p-cV-ChMTIIGFP ve SR-1 tiitiin bitkilerinin Cu
konsantrasyonuna etkisi LSD % 5’e gore onemli bulunurken Fe konsantrasyonuna etkisi
Onemsiz bulunmustur. Arastirmada en yiiksek Cu degerleri 3.67 mg/kg ile p-cV-
ChMTIIGFP tiitiin ¢esidinden elde edilmistir.

Farkli Pb dozlarinin tiitiin bitkilerinin (p-cV-ChMTIIGFP ve SR-1) Cu ve Fe

konsantrasyonlarina etkileri Cizelge 4.12’de gosterilmistir.

Cizelge 4.12. Farkli Pb dozlarinin tiitiin bitkilerinin (p-cV-ChMTIGFP ve SR-1) Cu ve
Fe konsantrasyonlarina etkileri

Doz Cu (mg/kg) Fe (mg/kg)
(mg/L)

0 2.79d 163ba
25 3.65b 150b
50 2.20e 154ba
100 3.17c 153ba
200 4.05a 175a
400 421a 162ba
LSD 0.05 0.37 21.68

Bitkilerin Cu konsantrasyonuna farkli dozda Pb uygulamalarinin etkisi en
yiiksek 400 ve 200 mg/kg Pb dozunda (sirasiyla 4.21 ve 4.05 mg Cu/kg), en diisiik Cu
konsantrasyonuna ise 0 mg/kg Pb doz uygulamasinda (2.79 mg Cu/kg) goriilmiistiir
(Cizelge 4.12). Ancak, Fe konsantrasyonlarina farkli dozda Pb uygulamalarinin etkisi
onemli bulunmamustir.

Farkli Pb dozu uygulamalarimin transgenik p-cV-ChMTIIGFP ve transgenik
olmayan SR-1 tiitiin bitkileri yesil aksamlarimin Cu ve Fe konsantrasyonlar1 {izerine

cesitxdoz interaksiyonunu Sekil 4.8 ve 4.9’de verilmistir.
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Sekil.4.9. Farkli Pb dozu uygulamalarinin transgenik p-cV-ChMTIIGFP ve
transgenik olmayan SR-1 tiitiin bitkileri yesil aksamlarmmin Cu
konsantrasyonu {izerine cesit doz interaksiyonu

Sekil 4.9’da goriildiigii gibi Pb uygulamalarinin 25 mg Pb/kg dozu disinda
transgenik tiitiin bitkilerinin Cu konsantrasyonunun transgenik olmayan tiitiinlere gore
daha fazladir. En yiiksek Cu konsantrasyonu 200 mg Pb/kg dozunda transgenik tiitiin
bitkilerinde Ol¢iilmiistiir.
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Sekil.4.10. Farkli Pb dozu uygulamalarimin transgenik p-cV-ChMTIIGFP ve

transgenik olmayan SR-1 tiitiin bitkileri yesil aksamlarimin Fe
konsantrasyonu iizerine ¢esit doz interaksiyonu

Sekil 4.10°da goriildiigii gibi tiitiin bitkilerinde Fe konsantrasyonuna farkli dozda

Pb uygulamalarinin etkisi onemli bulunmamistir. Bu sonu¢ Cizelge 4.12 ile de

desteklenmektedir.

Farkli dozda kursun uygulamalarinin transgenik ve transgenik olmayan bitkilerin

Zn ve Mn konsantrasyonu degerlerine ait varyans analiz sonuglar1 ve degisim katsayis1

(% D.K.) Cizelge 4.13’de verilmistir.

Cizelge 4.13. Kursun uygulamalarinin transgenik ve transgenik olmayan bitkilerde Zn
ve Mn konsantrasyonu degerlerine ait varyans analiz sonuclar1 ve
degisim katsayist (%D.K.)

Varyasyon SD Zn (mg/kg) Mn (mg/kg)

Kaynagi " | Kareler ortalamas1 | F Degeri | Kareler Ortalamas1 | F Degeri
Tekerriir 2 0.71 0.38 54.65 2.46
Cesitler 1 0.15 0.08 193 8.67**
Doz 5 4.67 247 136 6.13**
Doz x ¢esit 5 2.99 1.58 9.01 041
Hata 22 1.89 22.22

Genel 35

% D.K. 20.54 6.97
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Cizelge 4.13’de goriilecegi gibi farkli dozlarda Pb uygulamasinin transgenik p-
cV-ChMTII GFP ve transgenik olmayan SR-1 bitkilerinin Zn konsantrasyonu degerleri
cesitler, doz ve doz x ¢esit interaksiyonu yoniinden onemsiz oldugu goriilmektedir. Yine
Cizelge 4.13’de goriilecegi gibi farkli dozlarda Pb uygulamasimin transgenik p-cV-
ChMTII GFP ve transgenik olmayan SR-1 bitkilerinin Mn konsantrasyonu degerleri
yoniinden ¢esitler ve dozlarin ¢ok Onemli oldugu (P<0.01) ancak doz x c¢esit
interaksiyonunun ise 6nemsiz oldugu goriilmektedir.

Kursun uygulamalarinin transgenik p-cV-ChMTIIGFP ve transgenik olmayan
SR-1 tiitlin bitkilerinin Zn ve Mn konsantrasyonlarina etkileri Cizelge 4.14’de

verilmistir.

Cizelge 4.14. Kursun uygulamalarinin transgenik p-cV-ChMTIIGFP ve transgenik
olmayan SR-1 (Nicotiana tobaccum Petit Havana) tiitiin bitkilerinin Zn
ve Mn konsantrasyonlarina etkileri

Cesit Zn (mg/kg) Mn (mg/kg)
p-cV-ChMTIIGFP 6.63 69.94a
SR-1 6.76 65.31b
LSD 0.05 O.D. 3.26

Kursun uygulamalarimin p-cV-ChMTIIGFP ve SR-1 tiitiin bitkilerinin Mn
konsantrasyonuna etkisi %5 seviyesine gore onemli bulunurken Zn konsantrasyonuna
etkisi onemsiz bulunmustur.

Farkli Pb dozlarmin tiitiin bitkilerinin (p-cV-ChMTIIGFP ve SR-1) Zn ve Mn

konsantrasyonlarina etkileri Cizelge 4.15°de gosterilmistir.

Cizelge 4.15. Farkli Pb dozlarmnin tiitiin bitkilerinin (p-cV-ChMTIIGFP ve SR-
1) Zn ve Mn konsantrasyonlarina etkileri

Doz Zn (mg/kg) Mn
(mg/L) (mg/kg)
0 6.03b 67.98bc
25 5.90b 63.05¢c
50 6.98ba 63.17¢
100 8.03a 65.65bc
200 5.93b 70.53ba
400 7.30ba 75.38a
LSD 0,05 1.65 5.64
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Bitkilerin Mn konsantrasyonuna farkli dozda Pb uygulamalarinin etkisi en
yiiksek 400 mg/kg Pb dozunda (75.38 mg Mn/kg), en diisitk Mn konsantrasyonuna ise,
25 ve 50 mg/kg Pb doz uygulamasinda (63.05 ve 63.17 mg Mn/kg) oldugu tespit
edilmigtir (Cizelge 4.15). Ancak Zn konsantrasyonlarma farkli dozda Pb
uygulamalarinin etkisi dnemli bulunmamaigtir.

Farkli Pb dozu uygulamalarimin transgenik p-cV-ChMTIIGFP ve transgenik
olmayan SR-1 tiitiin bitkileri yesil aksamlarinin Zn ve Mn konsantrasyonlar1 {izerine

cesit doz interaksiyonu Sekil 4.11-4.12’de verilmistir

E p-cV-ChMTIGFP B SR-1
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Sekil.4.11. Farkli Pb dozu uygulamalarinin transgenik p-cV-ChMTIGFP ve
transgenik olmayan SR-1 tiitiin bitkileri yesil aksamlarinin Zn
konsantrasyonu iizerine ¢esit doz interaksiyonu

Farkli dozda Pb uygulamalarimn Zn konsantrasyonlarmna etkisi Onemli

bulunmamistir bu sonuglar Cizelge 4.13- 4.14 ve 4.15 ile paralellik gostermektedir.
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Sekil.4.12. Farkli Pb dozu uygulamalarimin transgenik p-cV-ChMTIIGFP ve
transgenik olmayan SR-1 tiitiin bitkileri yesil aksamlarinin Mn
konsantrasyonu {izerine cesit doz interaksiyonu

p-cV-ChMTIIGFP tiitiin bitkisi SR-1 bitkisine oranla topraktan daha fazla Mn
almigtir. Mn konsantrasyonu her iki bitki ¢esidinde dozlardaki artisla azalmis ancak 100
mg Pb/kg dozundan itibaren Mn konsantrasyonu tekrar artmustir.

Farkli dozda kursun uygulamalarinin transgenik ve transgenik olmayan bitkilerin
(%) N, P ve K konsantrasyonu degerlerine ait varyans analiz sonuclar1 ve degisim

katsayis1 (% D.K.) Cizelge 4.16’da verilmistir.



Cizelge 4.16. Kursun uygulamalarinin transgenik ve transgenik olmayan bitkilerde (%) N, P ve K konsantrasyonlar1 degerlerine ait varyans

analiz sonuclar1 ve degisim katsayis1 (%D.K.)

Varyasyon Kaynagi S.D. N (%) P (%) K (%)

Kareler ortalamas1 | F Degeri | Kareler Ortalamas1 | F Degeri | Kareler Ortalamas1 | F Degeri
Tekerriir 2 0.023 0.75 0.000 0.42 0.045 1.33
Cesitler 1 0.030 0.96 0.0023 50.01 % 1.690 50.10%*
Doz 5 0.226 7.25%* 0.005 102.09%* 0411 12.19%%*
Doz x cesit 5 0.022 0.70 0.001 31.03%* 0.196 5.80%**
Hata 22 0.031 0.000 0.034
Genel 35
% D.K. 11.00 2.21 2.79

0s
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Cizelge 4.16’dan da goriilecegi gibi farkli dozlarda Pb uygulamasinin transgenik
p-cV-ChMTII GFP ve transgenik olmayan SR-1 bitkilerinin (%) N konsantrasyonu
degerleri yoniinden dozun ¢ok onemli oldugu (P<0.01), cesitler ve doz x c¢esit
interreaksiyonunun ise 6nemsiz oldugu goriilmektedir. Diger yandan farkli dozlarda Pb
uygulamasimin transgenik p-cV-ChMTII GFP ve transgen olmayan SR-1 bitkilerinin
(%) P ve K konsantrasyonu degerleri yoniinden doz, cesitler ve doz x c¢esit
interreaksiyonunun ¢ok onemli oldugu goriilmektedir (P<0.01).

Kursun uygulamalarinin transgenik p-cV-ChMTIIGFP ve transgenik olmayan
SR-1 tiitiin bitkilerinin N, P ve K iceriklerine etkileri Cizelge 4.17°de verilmistir.

Cizelge 4.17. Kursun uygulamalarinin transgenik p-cV-ChMTIGFP ve transgenik
olmayan SR-1 tiitiin bitkilerinin N, P ve K igeriklerine etkileri

Cesit N (%) P (%) K (%)
p-cV-ChMTIIGFP 1.63 0.32a 6.79a
SR-1 1.58 0.30b 6.36b
LSD 0.05 O.D. 0.005 0.13

0.D.:Onemli Degil

Kursun uygulamalarinin p-cV-ChMTIIGFP ve SR-1 tiitiin bitkilerinin (%) N
konsantrasyonuna etkisi Onemsizken (%) P ve K konsantrasyonlarina etkisi %35
seviyesine gore 6nemli bulunmustur.

Farkli Pb dozlarmmin tiitiin bitkilerinin (p-cV-ChMTIIGFP ve SR-1) N, P ve K

iceriklerine etkileri Cizelge 4.18’de verilmistir.

Cizelge 4.18. Farkli Pb dozlarmun tiitiin bitkilerinin (p-cV-ChMTIIGFP ve SR-1)
N, P ve K iceriklerine etkileri

Doz (mg/L) N (%) P (%) K (%)
0 1.95a 0.35a 6.90a
25 1.64b 0.32b 6.86a
50 1.42¢ 0.32b 6.50cb
100 1.42¢ 0.30c 6.59b
200 1.59¢cb 0.29¢ 6.25d
400 1.62¢cb 0.27d 6.37cd
LSD 0.05 0.21 0.008 0.22
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Bitkilerin (%) N konsantrasyonuna farkli dozda Pb uygulamalarinin etkisi en
yiiksek 0 mg/kg Pb dozunda (% 1.95 N), en diisilk N konsantrasyonuna ise 50 ve 100
mg/kg Pb doz uygulamasinda (% 1.42 N) oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.18).

Farkli dozda Pb uygulamalarinin bitkilerin % P konsantrasyonuna etkisi en
yiiksek 0 mg/kg Pb dozunda (% 0.35 P), en diisiik P konsantrasyonuna ise 400 mg/kg
Pb doz uygulamasinda (% 0.27 P) tespit edilmistir. Diger yandan farkli dozda Pb
uygulamalarinin bitkilerin % K konsantrasyonuna etkisi en yiiksek 0 ve 25 mg/kg Pb
dozunda (% 6.90-6.86 K), en diisiik K konsantrasyonuna ise 200 mg/kg Pb doz
uygulamasinda (% 6.25 K) tespit edilmistir.

Farkli Pb dozu uygulamalarinin transgenik p-cV-ChMTIIGFP tiitiin bitkisi ve
transgenik olmayan SR-1 tiitiin bitkileri yesil aksamlarinin (%) N icerigi lizerine ¢esit

doz interaksiyonunu Sekil 4.13’de verilmistir.

O p-cV-ChMTIIGFP B SR-1

2,5+

N (%)

0 25 50 100 200 400
Pb Dozlar (mg/kg)

Sekil.4 13. Farkli Pb dozu uygulamalarimin transgenik p-cV-ChMTIIGFP ve
transgenik olmayan SR-1 tiitiin bitkileri yesil aksamlarinin (%) N
icerikleri lizerine cesit doz interaksiyonu

Kursun uygulamalarinin p-cV-ChMTIIGFP ve SR-1 tiitiin bitkilerinin (%) N

konsantrasyonuna etkisi dnemsiz bulunmustur.
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Farkli Pb dozu uygulamalarimin transgenik p-cV-ChMTIIGFP ve transgenik
olmayan SR-1 tiitiin bitkileri yesil aksamlarimin (%) P igerigi iizerine ¢esit doz

interaksiyonu Sekil 4.14’de verilmistir.

O p-cV-ChMTIIGFP B SR-1
0,40 ~
0,35 -
0,30 -
0,25 -
0,20 -
0,15 -
0,10
0,05 -
0,00

P (%)

0 25 50 100 200 400
Pb Dozlar (mg/kg)

Sekil.4.14. Farkli Pb dozu uygulamalarinin transgenik p-cV-ChMTIGFP ve
transgenik olmayan SR-1 tiitlin bitkileri yesil aksamlarinin (%) P
icerikleri lizerine cesit doz interaksiyonu

Kursun uygulamalarinin p-cV-ChMTIIGFP ve SR-1 tiitiin bitkilerinin (%) P
konsantrasyonuna etkisi %35 diizeyine gdre 6nemli bulunmustur.

Farkli Pb dozu uygulamalarinin transgenik p-cV-ChMTIIGFP tiitiin bitkisi ve
transgenik olmayan SR-1 tiitiin bitkileri yesil aksamlarinin (%) K icerigi lizerine ¢esit

doz interaksiyonu Sekil 4.15’de verilmistir.
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O p-cV-ChMTIIGFP B SR-1

K (%)
W

0 25 50 100 200 400
Pb Dozlar (mg/kg)

Sekil.4.15. Farkli Pb dozu uygulamalarinin transgenik p-cV-ChMTIGFP ve
transgenik olmayan SR-1 tiitiin bitkileri yesil aksamlarimin (%) K
icerikleri lizerine cesit doz interaksiyonu

Kursun uygulamalarinin p-cV-ChMTIIGFP ve SR-1 tiitiin bitkilerinin (%) K
konsantrasyonuna etkisi énemli bulunmustur. p-cV-ChMTIIGFP tiitiin bitkisi SR-1
bitkisine oranla topraktan daha fazla K almistir. Potasyum konsantrasyonu p-cV-
ChMTIIGFP bitki ¢esidinde dozlardaki artigla azalmistir.

Sonu¢ olarak artan dozlara Pb uygulamas: her iki bitkide de Pb alimini
arttirrken diger besin elementlerinin alimini azaltma egilimi gostermistir. Bu durum
yapilan aragtirmalara gore Pb toksisitesinin bitkide elementlerin (K, P, Mg, Ca, N, vb.)
allmim azaltmas1 ya da engellemesinden kaynaklandigimi gostermistir (Sharma ve
Dubey, 2005; Walker ve ark., 1997; Ozbek ve ark., 1993).

Transgenik p-cV-ChMTIIGFP bitkisi SR-1 bitkilerine gore daha fazla Pb ve
besin elementini almis ve Pb toksisitesine dayaniklilik gostermistir. Benzer sonuglar
bir¢ok aragtirmaci tarafindan bildirilmistir.

Toprakta yiiksek konsantrasyonlarda Pb bulunmasi bitkilerin mineral
beslenmesinde dengesizlige neden olur. Bir cok gézlemde Pb’un dolayl olarak hiicre
icindeki mineral dengesizlige neden oldugu goriilmiistiir (Sharma ve Dubey., 2005).

Kabata-Pendias (1992), Pb toksisitesi altinda bitkilerin mineral besin

iceriklerinde ve besin elementlerinin oranlarinda 6nemli degisiklikler meydana geldigini
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bildirmektedir. Bircok durumda Pb bazi katyonlarin (K, Ca, Mg, Mn, Zn, Cu, Fe) ve
anyonlarin (NOs3) kok sistemine girisini engellemektedir (Sharma ve Dubey, 2005).

Pb toksisitesi enzim aktivitelerini engeller, mineral beslenmeyi ve su dengesini
bozar, hormonal durumu degistirir ve membran gecirgenligini azaltir (Sharma ve
Dubey, 2005). Misir fidelerinde Pb toksisitesi K iyonlarin kok hiicresinden sizmasina
neden olur (Malkowski ve ark., 2002).

Kursun toksisitesi altinda makro ve mikro elementlerin aliminin azalmasinda 2
mekanizmanin etkili oldugu 6ne siiriilmiistiir. 1. mekanizma, fiziki olarak adlandirilan
ve metal iyonlariin yaricaplarina dayanan, 2. mekanizma ise kimyasal mekanizma
olarak tanimlanan ve Pb metalinin membran striiktiiriine ve enzim aktivitelerinin
degismesine yol acgarak hiicre metabolizmasinin bozulmasina dayanir. Kursun bircok
iyonun kokler tarafindan adsorbe edilmesini bloke etmektedir. Kursuna maruz kalmig
koklerin ucunda Ca, Fe, Zn diizeyleri azalmaktadir. Ornegin Norve¢ ladinin igne
yapraklarinda, Pb uygulamasi ile Ca ve Mn diizeylerinin azaldigi saptanmistir. Bu
durumun kok ve kok uglarmin zarar gormesinden kaynaklanabilecegi bildirilmistir
(Sharma ve Dubey, 2005).

Benzer sekilde Picea abies bitkisinin igne yapraklarmin Mn diizeyi Pb
uygulamasi ile azalmistir (Sieghardt, 1988).

Cucumis sativus fidelerinde Pb uygulamasi K, Ca, Mg, Fe ve NO’3 alimini, misir
bitkisinde ise Ca, Mg, K, P alimini1 azaltmigtir (Walker ve ark., 1997).

Kursun besin elementlerin farkli bitki organlarindaki genel dagilimini etkiler.
Kursun toksisitesi altinda Mn ve S’iin genel dagilim oran1 kok ve yesil aksamda degisir.

Kok N igerigi Pb toksisitesi altinda onemli bir sekilde azalir. Pb’den dolay nitrat

aliminin azalmasi, Pb tarafindan yaratilan nem stresinin sonucu olabilir.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu tez caligmasinda Cin kobay faresinden izole edilen MT-II geni aktarilmig
transgenik tiitiin (p-cV-ChMTIIGFP) ve kontrol tiitiin (SR-1) bitkilerinin, topraga artan
dozlarda uygulanan Pb metalini alma, biriktirme ve tolerans diizeyleri arastirilmis ve
kiyaslanmisgtir.

Artan dozlarda Pb uygulanmis topraklarda yetistirilen her iki tiitiin bitkisinde de
Pb toksisite belirtileri gdozlenmemistir. Topraga 400 ppm’e kadar Pb uygulandiginda
bile toprakta gergeklesen reaksiyonlar ve bitki kokiiniin tamponlayic1 etkisi nedeniyle
toksik seviyelerde Pb toprak iistii aksama tasginmamistir. Bu dozdan daha yiiksek
dozlarda belirgin toksisite belirtilerine rastlanabilecegi tahmin edilmektedir.

Bu sebeplerden dolay1 gelecekte yapilacak denemelerde Pb dozlarmin
arttirilarak kok ve yesil aksamda biriktirilen Pb miktarlarinin belirlenmesi ve toksisite
simptomlarinin gézlenmesi gerekmektedir.

Kursun toksisite simptomlar1 goriilmeyen bitkilerde klorofil icerikleri
bakimindan dozlar arasinda biiyiik farkliliklar goriilmemektedir. Ancak daha yash olan
ve Pb’a daha uzun siire maruz kalan alt yapraklar daha geng olan iist yapraklardan daha
az klorofil iceriklerine sahip olduklar1 goriilmiistiir. Ayrica p-cV-ChMTIIGFP bitkisinin
alt yapraklarinin kontrol bitkisine (SR-1) oranla daha fazla klorofil icerigine sahip
olduklari, iist yapraklarin ise klorofil icerikleri bakimindan her iki bitkide de &nemli
fark gostermedikleri tespit edilmistir.

Deneme sonucunda p-cV-ChMTIIGFP bitkisinin SR-1 kontrol bitkisine gore
daha fazla yas agirlik iirettigi belirlenmistir.

Artan dozlarda Pb uygulamalar ile birlikte transgenik p-cV-ChMTIIGFP tiitiin
bitkisinin transgenik olmayan SR-1 bitkisine gore daha fazla Pb aldig1 saptanmuistir.
Ayn1 sekilde, bu durum transgenik tiitiin bitkisinin bir agir metal olan Pb alim ve
tolerans yeteneginin transgenik olmayan SR-1 tiitiin bitkisinden daha fazla oldugunu
gostermektedir. Ayrica 400 mg Pb/kg dozunda bitkilerin herhangi bir toksisite
gostermemis olmas1 da bitkinin daha yiiksek Pb dozlarinda da gelisme gosterebilecegini
gostermektedir.

Yiiksek miktarda (400 ppm’e kadar) Pb ilavesi Cu elementinin alimin1 arttirmis,
Fe, Zn ve Mn alimin1 etkilememistir. Diger yandan Pb dozlarindaki artisla N, P ve K

besin elementlerinin alimini1 olumsuz olarak etkilemistir.



57

p-cV-ChMTIIGFP tiitiin bitkisi SR-1 bitkisine oranla topraktan daha fazla Mn
almistir. Mangan konsantrasyonu her iki bitki ¢esidinde de dozlardaki artigla azalmis
ancak 100 mg Pb/kg dozundan itibaren Mn konsantrasyonu tekrar artmistir.

Farkli dozlarda Pb uygulamasinin transgenik p-cV-ChMTII GFP ve kontrol
SR-1 bitkilerinin (%) N konsantrasyonu degerleri yoniinden dozun ¢ok 6nemli oldugu
(P<0.01), cesitler ve doz x cesit intereaksiyonunun ise dnemsiz oldugu saptanmistir.
Diger yandan farkli dozlarda Pb uygulamasinin transgenik p-cV-ChMTII GFP ve
transgen olmayan SR-1 bitkilerinin (%) P ve K konsantrasyonu degerleri yoniinden doz,
cesitler ve doz x cesit interreaksiyonunun ¢ok dnemli oldugu saptanmistir (P<0.01).

Yukarida da deginildigi gibi transgenik tiitiin bitkisinin topraktan kaldirdigi Pb
miktarinin transgenik olmayan SR-1 tiitiin bitkisinden daha fazla olmasi elde etmek
istedigimiz bir sonuctur. Fitoektraksiyon yontemi i¢in gelistirilen p-cV-ChMTIIGFP
bitkisinin 400 mg Pb/kg dozuna kadar herhangi bir toksisite gdstermemis olmasi da bu
bitkinin daha yiiksek Pb dozlarma karsi1 toleransli olabilecegini gostermektedir. MT-1I
geni aktarilmis transgenik tiitiin bitkisi topraktan daha yiiksek oranda Pb kaldirma
yetenegine sahiptir. Dolayisiyla bu transgenik bitki Pb ile kirletilmis topraklarin
fitoekstraksiyonla temizlenmesinde kullanilma potansiyeli olabilecegi tespit edilmistir.

Bu tez caligmasi; endiistri, sanayi, madencilik ve giibreleme gibi yollarla Pb’la
kirlenmis topraklarin en uygun ve en ucuz teknolojiyle 1slah edilmesi acisindan
potansiyel 6nem tagimaktadir. Bu yontem diger yontemlerden farkli olarak, ¢cok genis
bir alana uygulanabilir ve estetik olarak cevreye farkli bir goriiniim kazandirabilir.
Ayrica, fiziksel yontemlerden cok daha farkli olarak bitki kullanilarak riizgar ve su
erozyonu azaltilabilir. Bu sekilde taneciklerle kirletilmis alandan bagka alanlara bulasma

onemli derecede Onlenebilir.
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