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In witro Kosullarda Ceratophyllum demersum L.un Krom (III) Akiimiilasyonunun
Arastirilmasi
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OZET

Bu ¢aligma, farkl konsantrasyon (0-12 mg/L) ve siirelerde (1, 3 ve 5
giin) kroma (Cr) maruz birakilan Ceratophyllum dermersum L. 'un
agir metal akiimiilasyon seviyelerini ve Cr toksisitesinin taze ve
kuru agirliklar, fotosentetik pigmentasyon (klorofil a, klorofil b,
toplam klorofil ve karotenoid), protein icerigi ve lipid
peroksidasyonu uzerine etkilerini sunmaktadir. Cr akiimilasyonu,
metal konsantrasyonu ve uygulama suresinin artigi ile artig
gostermistir. En fazla Cr akiumiulasyon degeri 12 mg/LL Cr
uygulamasinda ve 5 gin sonunda tespit edilmistir. Cr
toksisitesinden kaynakli fotosenteik pigment ve protein
iceriklerinde 6nemli azaliglar kaydedilmigtir. Kontrol gruplariyla
karsilagtirildiginda, minimum fotosentetik pigment seviyeleri 5 giin
sonra 12 mg/L kromda belirlenmistir. Protein icerigindeki
maksimum azalma %35.84 olarak tespit edilmistir. Malondialdehit
(MDA) igerigi, lipid peroksidasyonunun bir iiriinii olarak
Olcilmustur. Konsantrasyon ve uygulama suresindeki artig ile
dogru orantili olarak MDA icerigi de artmistir (p<0,05). Bitkideki
maksimum MDA seviyesi 12 mg/LL kromda 15,58 nmol/g olarak
6lculmiuistiir.

ABSTRACT

This study presents heavy metal accumulation levels of
Ceratophyllum dermersum L. exposed to chromium (Cr) at different
concentrations (0-12 mg/L) and durations (1, 3 and 5 days) and effects
of Cr toxicity on fresh and dry weights, photosynthetic pigmentation
(chlorophyll a, chlorophyll b, total chlorophyll and carotenoid), protein
contents and lipid peroxidation. Cr accumulation increased with
increasing metal concentration and exposure time. The highest Cr
accumulation value was determined at 12 mg/L Cr application and
after 5 days. Significant reductions in photosynaptic pigment and
protein contents from Cr toxicity were noted. Compared with the
control groups, minimum photosynthetic pigment levels were
determined at 12 mg/L Cr after 5 days. The maximum reduction in the
protein content was determined to be 35.84%. Malondialdehyde
(MDA) content was measured as a product of lipid peroxidation. MDA
content has also increased in direct proportion to the increase in
concentration and application time (p<0.05). The maximum MDA
level in the plant was measured as 15.58 nmol/g at 12 mg L Cr..
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GIRIS

Dinya yuzeyinin %’unin sularla kapli olmasi,
diinyada su bollugu oldugu gériinimiiveriyorsa da,
icilebilir nitelikteki su orani ancak % 0.74 civarindadir
(Ery1lmaz ve ark., 2014). Sanayi Devrimi baslarinda 1
milyar olan dinya niifusu, 1950 yilinda 2.5milyar,
2005 sonunda iseortalama 6.5 milyara ulasmigtir.
Hizli niifus artigy, kentlesme ve sanayilesme gibi
faktorlerle doganmin esik  degerinin asilmaya
baglanmasi ve insanlar arasinda cevre bilincinin
yeterince yerlesememesi, igilebilir suyu tlikenme
tehlikesiyle karsi karsiya birakmistir. Ayrica, su
ekosistemleri  ve igilebilir su  kaynaklarinin
sorumsuzca kirletilmesi, geri doniisimi olanaksiz
problemlere ortam hazirlamaktadir (Akin ve Akin,
2017).

Su ve cevre kirliliginin olugsmasina neden olan
etkenlerden baginda sanayi faaliyetleri gelmektedir.
Sanayi atiksuyu toplam desar] edilen atiksuyun
yaklasik %11 kadar olsa da icerigindeki yiliksek
zehirlilik oranina sahip civa (Hg), kursun (Pb), krom
(Cr) ve cinko (Zn) gibi agir metaller ile cok biiyiik
tehdit olusturmaktadir. Yani sanayi faaliyetlerinden
kaynaklanan agir metal kirliligi, diger faaliyetlerden
kaynaklanan olumsuz etkilerden daha fazla cevreye
zarar vermektedir (Muluk ve ark., 2013).

Agir metaller disiik konsantrasyonlarda bile insan
saghg uzerinde toksik ve zehir etkisi gostererek ciddi
sorunlara yol acabilir (Arora ve ark., 2008; Memon ve
Schroder, 2009; Yousefi ve ark., 2016). Canlh
sistemlerinde bulunan toksik ve mutajenik metal
iyonu olan Cr’da, insan saglig1 Uizerine ciddi zararlara
neden olan agir metallerin baginda gelmektedir. Uzun
periyotlarda Cr maruziyetinde karaciger ve bobrekler
zarar gorilebilecegi gibi kan dolagim sistemi ve
solunum sistemi de bliyiik zarar gorebilir. Kisa siire ve
disik oranda krom maruziyetinde ise mide ve deri
rahatsizhigr gorilebilmektedir. Cr daha c¢ok sulu
ortamlarda birikerek ¢ogalir. Bu durum Cr ile
kirlenmis ortamdaki su canhlarinin tiketimi ile
kroma maruz kalinabilecegini gostermektedir (Yiice,
2011). Kisinin genetik yatkinligina bagh olarak Cr,
farkli organlarda kansere yol agabilmektedir ve en
temel kanserojen etkisi akcigerler {zerinde
gozlenmistir (Costa ve Klein, 2006).

Kirlenmig alanlarin ve atik sularin aritiminda
biyolojik, kimyasal ve fiziksel birgok metot
kullanilmaktadir.  Biyolojik artma  yontemleri
arasinda bulunan fitoremediasyon diger aritim
tekniklerine gore gilincel, diisiik maliyetli, etkili, cevre
dostu ve In situ uygulanabilir bir tekniktir ve agir
metal sorunu i¢in en Onemli ¢ozlimlerin basinda
gelmektedir. Fitoremediasyon, temelde bitkiler
kullanilarak ortamdaki kontaminantlarin
konsantrasyonlarin1 ve toksik etkilerini azaltmak
anlamina gelmektedir (Ali ve ark., 2013; Favas ve ark.,
2014). Bu calismada, in vitro kosullarda
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Ceratophyllum demersum L.’un Cr (I11)
akimilasyonunun arastirilmasi ve Cr'un toksik
etkilerinin (taze ve kuru agirlik, fotosentetik

pigmentasyon, protein icerigi ve lipit peroksidasyonu
iizerine) degerlendirilmesi amaclanmigtir.

MATERYAL ve METOT

Bitki Biiylitme Kosullar1 ve Bitkilerin Deneye
Hazirlanmasi

Fitoremediasyon ¢aligmalarinda  kullanilan C.
demersum, bitki doku kultira teknikleri ile

uretilmistir. /n vitro iretim igin bitkinin strgin ucu
eksplantlar: 0,40 mg/L benzilamino piirin (BAP) iceren
sivi Murashige ve Skoog (MS) temel besin ortaminda
(Murashige ve Skoog, 1962) sekiz hafta siire ile kiiltiire
alinmistir. In vitro uretilen bitkilerin dis kosullara
alistinnlmasi i¢in uzerindeki besin ortami
uzaklagtirilmig ve ardindan bitkiler %10’ luk Hoagland
besin ¢ozeltisi (Hoagland ve Arnon, 1950) iceren su
bulunan kaplar icerisine yerlestirilmis ve iki hafta
stire 1ile iklimlendirme dolabina kaldirilmigtir.
Iklimlendirme kabini, 24°C sicaklik, %80 bagil nem ve
16 saat flouresan aydinlatma 8 saat karanlik olacak
sekilde kurulmustur.

Bitkilerin Muamele Ortami ve Deney Diizenegi

Fitoremediasyon deneylerinde agir metal olarak krom
(Cr) icin Cr(NOs3)s.9H:0 (Sigma) kullanilmistir.
Cozeltiler hazirlanmadan o6nce her bir agir metal
uygulamasi igin stok soliisyonlar olusturulmus ve
diger derigsimler bu stok c¢ozeltinden seyreltilerek
hazirlanmistir. 400 ml su igeren beherglaslar icerisine
5 g bitki (yaklasik 5-6 cm) ve %10’ luk Hoagland besin
cozeltisi eklenmistir (pH:7). Bitkiler 3, 6, 9, 12 mg/L Cr
iceren su ortamlarinda 1, 3 ve 5 gun sire ile
bekletilmigtir. Ayrica bitkiler kontrol amach agir
metal eklenmemis su ortamina da aktarilmistir.
Denemeler, 25°C sicaklik, %80 bagil nem, 16 saat
aydinhk 8 saat karanhik olacak sekilde ayarlanmisg
iklimlendirme dolabinda ve 3 tekerrurli olarak
yurutilmustur.

Bitki Orneklerinin Alim1 ve Analizi

Laboratuvarda belirlenen kogullar altinda 1, 3 ve 5
glin boyunca Cr etkisine birakilan bitki érnekleri bu
stireler  sonunda  ortamlarindan  ¢ikarilmistir.
Bitkilerin kaba filtre kagidi ile sular1 alindiktan sonra
taze agirliklar: tartilmis ve etiive (70°C) yerlestirilerek
kurutulmustur. Ardindan 10 ml %65’lik HNO3 (Merck)
eklenerek, SINEO MDS-10 model mikrodalga
(Microwave Chemistry Technology, Cin) firinda
¢ozulmustiur. Bitkilerdeki Cr tayini i¢in o6rnekler
Atomik  Absorpsiyon Spektrofotometre  (AAS)
cihazinda  (Perkin  Elmer  PinAAcle  900T)
okutulmustur. Cr varhigimin dogrulugu ve kontroli
icin sertifikali referans materyal (SRM, NIST 1547)
kullanilmigtir. AAS her bir o6rnegi 3 okumanin
ortalamasini verecek gekilde ayarlanmigtir. AAS’da Cr
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element 6l¢iimlerinin dalga boyu 357,87 nm, slitaralig:
0,7 nm ve akim giddeti 25 mA’dir. Cihazin stabilitesini
degerlendirmek icin her 10 ornekte bir standart
okumasi yapilmigtir.

Biyokonsantrasyon Faktériiniin (BKF) Hesaplanmasi

Biyokonsantrasyon faktérii (BKF) fitoremediasyon
calismalarinda kullanilan bitkilerdeki agir metal
derisiminin, uygulanan agir metal derisimlerine
bélinmesiyle hesaplanmaktadir. Fitoremediasyon i¢in
kullanilan bitkilerin Cr agir metal uygulamalarindan
sonra BKF oran1 agagidaki formiil ile hesaplanmigtir
(Zayed ve ark., 1998).

BKF = Fitoremediasyondan sonra alinan bitkilerdeki
agir metal konsantrasyonu (mg/kg) / baslangicta su
ortamina eklenen metal konsantrasyonu (mg/L).

Taze ve Kuru Agirlik Miktarinin Olciilmesi

Farkli siirelerde ve konsantrasyonlarda agir metal
igeren ortamlardaki bitkiler ve kontrol grubu bitkileri
tartilarak taze agirhklar1 alindiktan sonra 70°C
etiivde bekletilmigs ve ardindan tartilarak kuru
agirhiklar: tespit edilmigtir.

Fotosentetik Pigment Analizi

Yikanmis taze bitki érnekleri (100 mg) 5 ml %80’lik
asetonla  homogenize edilmistir. Daha sonra
ekstraktin son hacimi 10 ml olacak sekilde %80’1ik
(v/v) asetonla tamamlanmis ve 3000 rpm’de 5 dakika
santrifiij edilmigtir. Klorofil a i¢in 663 nm, klorofil b
icin 646 nm ve Kkarotenoit i¢in 470 nm’de
spektrofotometrede  (Thermo  Fisher Scientific,
Multiskan Go) asetona karsi absorbans degerleri
okunmustur. Klorofil a, klorofil » ve karotenoit
hesaplamalar: Lichtenthaler ve Wellburn (1983)’e gére
yapilmistir. Toplam klorofil igerigi klorofil a + klorofil
b olarak verilmigtir.

Protein Analizi

Protein analizi Lowry ve ark. (1951)’nin saptadiklar:
yonteme gore yapilmigtir. 0,5 g taze bitki materyali 5
mL 0,1 M fosfor tamponunda (pH 7.4) homojenize
edildikten sonra 12.000 rpm’de 10 dakika santrifiij
edilmigtir. Supernatanttan 0,3 mL alinarak, tizerine 3
ml alkali ¢ozelti ilave edilmis ve 15 dakika oda
sicakhiginda bekletilmigtir. Sonra 0,3 ml Folin-
Ciocalteu ayiraci eklenerek 30 dk oda sicakliginda
bekletilmis ve absorbans 750 nm dalga boyunda
okutulmugtur. Aym iglem 0,3 ml saf su kullanilarak
tanik i¢in de uygulanmigtir. Standart egri ¢izimi igin
de ayni yontem farklh derigsimlerde hazirlanan sigir
serum albumin ¢ézeltileri kullanilarak yapilmigtir.

Lipit Peroksidasyonunun Belirlenmesi

Lipit peroksidasyonu Heath ve Packer (1968)
tarafindan anlatilan yonteme goére malondialdehit
(MDA) konsantrasyonu élciilerek belirlenmistir. Bitki
ornekleri 0,5 g alinarak 5 ml %0,1’lik trikloro asetik
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asit (TCA) icerisinde homojenize edilmistir.
Homojenat 10.000 rpm’de 5 dk santrifuj edildikten
sonra elde edilen siipernatantin 1 ml’sine 4 ml %20
TCA igerisinde hazirlanmig %0,5’lik tiobarbitirik asit
(TBA) ilave edilmistir. Hazirlanan karigim 95°C 30 dk
1isitildiktan sonra hizli bir sekilde buz igerisinde
sogutulmustur. Sogutulan tipler 10.000 rpm‘de 15
dakika santrifuj edildikten sonra supernatantlarin
absorbanst 532 ve 600 nm’de spektrofotometrede
okutulmustur. Spesifik olmayan absorbsiyon i¢in 600
nm’de okunan deger 532 nm’de okunan degerden
¢ikarilmig ve aktivite hesaplamasi yapilmigtir.

Istatistiksel Analizler

Tim denemeler tesadif parselleri deneme desenine
gore kurulmustur. Elde edilen veriler SPSS 21 for
Windows (Statistical Package for the Social Sciences
version 21.0, IBM Corporation, Armonk, NY, USA)
programi ile analiz edilmis ve Post Hoc testleri i¢in de
Duncan testleri uygulanmigtar.

BULGULAR

C. demersum farklh konsantrasyonlarda Cr (3-12
mg/L) ile 1, 3 ve 5 giin siire ile muamele edilmis ve
ardindan bitkilerin Cr akiimilasyonlari
degerlendirilmistir (Sekil 1A). Ortamdaki Cr
konsantrasyonu ve uygulama stresi arttikca bitkide
tespit edilen Cr miktar1 da artis géstermistir (p<0,05).
En yliksek Cr akiimiilasyon degeri 4035,83 mg/kg k.a
ile 5 gin sonunda 12 mg/LL Cr uygulamasindaki
bitkilerde tespit edilmigtir. 1 ve 3 giin sonunda ise en
yiksek Cr akimiulasyonlar1 sirasiyla 2533,67 ve
3609,17 mg/kg k.a olarak belirlenmigtir. Cr
akliimiilasyonu bakimindan 1 giin sonundaki veriler, 3
ve 5 gin uygulamasindaki verilere gore doldukca
distik bulunmustur. 1, 3 ve 5 giin sonunda en diisik
Cr akumilasyonlar: ise 3 mg/LL Cr uygulamasinda
sirasiyla 1642,75, 2604,25 ve 2996,67 mg/kg k.a olarak
tespit edilmigtir.

Farkl stirelerde ve konsantrasyonlarda Cr uygulanan
C. demersumun BKF degeri hesaplanmistir (Sekil
1B). BKF degerleri, uygulama siiresi ve uygulanan Cr
konsantrasyonuna bagh olarak azalis géstermis olup,
istatistiksel olarak anlaml bulunmustur (p<0,05). En
yiksek BKF degerleri 3 mg/L Cr iceren ortamda sirasi
ile 5 giin sonunda 998,89, 3 giin sonunda 868,08 ve 1
giin sonunda 547,58 olarak tespit edilmistir. En disiik
BKF degerleri ise 12 mg/Li Cr igceren ortamda 1 giin
sonunda 211,14, 3 giin sonunda 300,76 ve 5 gln
sonunda 336,32 olarak tespit edilmigtir. Genel olarak
en disik BKF degerleri 1 giin uygulamasinda, en
yiksek BKF degerleri 5 giin uygulamasinda
hesaplanmigtir.

Cr etkisi altinda C. demersumiun taze agirliklar: Sekil
1C’de verilmigtir. 1, 3 ve 5 giin sonunda bitkilerde
artan Cr konsantrasyonuna baghh olarak taze
agirliklarinda azalmalar tespit edilmigtir. En ylksek
taze agirhk, 5 gin sonunda 5,29 g ile kontrol
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grubundaki bitkilerde tespit edilirken, en dusiik taze
agirhik ise 4,81 g ile 12 mg/L Cr uygulanan bitkilerden
tespit edilmistir. 3 giin sonunda 3 mg/L Cr uygulanan
bitkilerin taze agirliklar1 kontrole kiyasla %1,74
oraninda artarken, 3 mg/L’den fazla uygulanan Cr
maruziyetinde ise bitkilerin taze agirliklar: azalmigtir.
5 gun sonunda artan Cr konsantrasyonuna bagh
olarak kontrole gore bitkilerin taze agirhiklarinda
sirasiyla %4,54, %6,87, %8,00 ve %9,14 oraninda
azaliglar kaydedilmistir.

Sekil 1D’de goruldugi gibi farkl stirelerde artan Cr
maruziyetinde C. demersumun kuru agirhiklar:
arasinda istatistiksel olarak anlaml farkliliklar tespit
edilmistir (p<0,05). 1 giin sonunda ortamdaki Cr
konsantrasyonun artisgina baglh olarak kuru
agirhklarda artiglar kaydedilmis olup, kontrole gére
en yliksek kuru agirhik artisi %26,90 ile 12 mg/L Cr
uygulanan bitkilerde gorulmiistir. 3 gin sonunda
kontrole gore en fazla kuru agirlik artis1 %12,84 ile en
az oranda Cr iceren (3 mg/L) ortamdaki bitkilerde
tespit edilirken, en fazla azalis ise %5,26 ile 9 mg/L Cr
iceren ortamdaki bitkilerde tespit edilmistir. 5 gun
sonunda uygulanan Cr konsantrasyonunun artigina
bagl olarak kuru agirliklarda azalmalar kaydedilmis
olup, en fazla azalma %10,56 ile 12 mg/L Cr iceren
ortamdaki bitkilerde goriilmuistur.

Farkli strelerde Cr etkisinde birakilan bitkilerin
fotosentetik pigment igerikleri incelenmis ve Sekil 2’de
klorofil a, klorofil b, toplam klorofil ve karotenoit
icerikleri gosterilmigtir. Bitkiye uygulanan Cr
konsantrasyonu ve uygulama stiiresi arttik¢a bitkide
tespit edilen fotosentetik pigment icerikleri dusus
gostermis ve bu igerikler p<0,05 seviyesinde
istatistiksel olarak énemli bulunmustur.

Klorofil aigerikleri bakimindan en yiiksek deger 1 giin
sonunda 0,78 mg/g t.a ile 3 mg/LL Cr uygulanan
ortamdaki bitkilerde tespit edilmis ve kontrole gére
istatistiksel olarak anlamli bir farklihik (p>0,05)
bulunmamistir (Sekil 2A). 3 ve 5 giin sonunda da yine
en yiksek klorofil aicerigi 3 mg/L Cr igeren ortamdaki
bitkilerden sirasi ile 0,70 mg/g t.a ve 0,66 mg/g t.a
olarak tespit edilmistir. Kontrole kiyasla klorofil b
iceriginde en fazla disiis oranlari 1, 3 ve 5 giin
sonunda sirasiyla %37,31, %61,40 ve %78,32 ile 12
mg/L Cr igeren ortamdaki bitkilerde tespit edilmistir
(Sekil 2B).

Uygulanan Cr konsantrasyonu ve uygulama siiresine
bagh olarak bitkilerde tespit edilen toplam klorofil
icerikleri arasindaki degisimler istatistiksel olarak
anlamli bulunmustur (p<0,05). Klorofil a ve klorofil
bde oldugu gibi uygulama siiresi ve uygulanan Cr
konsantrasyonu arttikga bitkideki toplam klorofil
icerigi de azalis gostermistir (Sekil 2C).

1, 3 ve 5 giin sonunda bitkilerin toplam klorofil
iceriklerinde kontrole gore en fazla diisiis oranlari
sirasiyla %46,40, %58,42 ve %69,07 ile 12 mg/L Cr
iceren ortamdaki bitkilerde kaydedilirken, en az
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distisoranlar: ise sirasiyla%8,19, %17,65 ve %22,25 ile
3 mg/L Cr iceren ortamdaki bitkilerde kaydedilmigtir.
Kromun farkli konsantrasyonlarina 1, 3 ve 5 glin
boyunca maruz kalan bitkilerde belirlenen karotenoit
miktar: Sekil 2D’de verilmigtir. Genel olarak bitkilerin
maruz kaldig1 Cr konsantrasyonu ve uygulama siresi

arttikga  bitkideki karotenoit icerikleri diisis
gostermistir. Karotenoit igerikleri arasinda degisimler
p<0,05 seviyesinde istatistiksel olarak anlamlh

bulunmusgtur. 1 giinliikk uygulamada 3 ve 6 mg/L Cr’a
maruz kalan bitkilerin karotenoit igerikleri ile kontrol
grubu Dbitkilerinin karotenoit igerikleri arasinda
anlamli bir farklhilik tespit edilmemis olup, 9 ve 12
mg/LL. Cr'a mazur kalan bitkilerdeki karotenoit
icerikleri 6nemli derecede diisiis gdstermistir (p<0,05).
Cr etkisindeki bitkilerin karotenoit iceriginde kontrole
gore en yuksek distiis oranlar: 1 giin sonunda %44,05,
3 glin sonunda %48,58 ve 5 giin sonunda %60,03 ile 12
mg/L Cr iceren ortamdaki bitkilerde tespit edilmistir.
C. demersum bitkisindeki protein igerigi degisimleri
Sekil 3A’da verilmis olup, bitkiye uygulanan Cr
konsantrasyonu ve uygulama siiresi arttik¢a protein
iceriginde 6nemli azahslar belirlenmistir (p<0,05). 1, 3
ve 5 glin boyunca Cr’a maruz kalan bitkilerde kontrole
gore protein iceriginde en fazla azaliglar sirasiyla
%18,42, %29,69 ve %35,84 ile 12 mg/L Cr bulunan
ortamdaki bitkilerde tespit edilmistir. Cr uygulanan
ortamlarda en yiksek protein igerikleri 1 glin sonra
9,36 mg/g t.a, 3 glin sonra 8,67 mg/g t.a ve 5 giin sonra
8,12 mg/g t.a ile Cr'un en diisiik konsantrasyonundaki
(3 mg/L) bitkilerde elde edilmistir.

Cr stresi altinda birakilan C. demersum bitkisindeki
lipit peroksidasyonunu belirlemek i¢cin MDA miktari
arastirilmistir  (Sekil 3B). Genel olarak Cr
konsantrasyonu ve maruziyet siirenin artigiyla, MDA
icerigi de artis gostermis ve istatistiksel olarak p<0,05
seviyesinde o6nemli bulunmustur. Kontrole gore
maksimum MDA igerigi Cr’a 5 giin boyunca maruz
kalan bitkilerde tespit edilmis olup, 3 mg/LL Cr’da
%26,75, 6 mg/L Cr'da %31,51, 9 mg/L Cr’'da %46,51 ve
12 mg/L Cr’da %58,23 artis ile kaydedilmistir. 1 ve 3
giin sonunda kontrole gore en yiksek MDA icerikleri
12 mg/L Cr uygulamasindasirasiyla %23,08 ve %39,99
artig ile tespit edilmigtir.

TARTISMA ve SONUC

C. demersum, 3-12 mg/Li Cr bulunan su ortamlarinda
1, 3 ve 5 gln siire ile muamele edilmis ve bitkilerin
ortamindaki Cr metallerini yiksek oranda akimiile
ettikleri tespit edilmistir. Benzer sekilde agir
metallerin C. demersum tarafindan akimiilasyonu
daha 6énce de bildirilmistir (Tripathive ark., 1995;
Yaowakhan ve ark., 2005; Duman ve ark.,2010). C.
demersum’un akumilasyon yetenegi, bitkinin agir
metali hiicre duvarina baglamasi veya diger glutatyon,
fitogelatin sentetaz gibi ligantlara baglamasi saglamig
olabilir (Yang ve ark., 2005). Ayrica énceki calismalar
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hiicre
kaldigim

duvar1 veya
gostermigtir

agir metallerin  bitkinin
vakuollerine bagh formda
(Mishra ve ark., 20086).

Uygulama siiresi ve uygulanan metal konsantrasyonu

arttikca bitkide tespit edilen Cr miktar1 da artis
gostermistir. Yani tim metal uygulamalarinda en
yiksek metal birikimi 12 mg/L Cr uygulamasinda ve 5
giin sonunda elde edilmistir.
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Sekil 1. Farkl konsantrasyon ve siirede Cr uygulanan C. demersum’™un (A) Cr miktari, (B) BKF degeri, (C) taze ve
(D) kuru agirliklari. Tiim degerler iic tekrarin ortalamasini ifade etmektedir (Ortalama + Standart sapma
n=3). Farkl konsantrasyonlardaki ayni giin icin farkli harfler ile gosterilen degerler istatistiksel olarak
birbirinden farkhidir (Duncan test, p<0,05) (MB: Metal Belirlenmedi)
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Sekil 2. Farkl konsantrasyon ve siirelerde Cr uygulanan C. demersum'un (A) klorofil a, (B) klorofil 5, (C) toplam
Kklorofil ve (D) karotenoit icerikleri. Tiim degerler ii¢c tekrarin ortalamasini ifade etmektedir (Ortalama +
Standart sapma n=3). Farkli konsantrasyonlardaki aym giin i¢in farkhi harfler ile gésterilen degerler
istatistiksel olarak birbirinden farklidir (Duncan test, p<0,05).
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Sekil 3. Farkli konsantrasyon ve siirelerde Cr uygulanan C.demersum’un (A) protein ve (B) MDA icerikleri. Tim
degerler ii¢c tekrarin ortalamasini ifade etmektedir (Ortalama + Standart sapma n=3). Farkl
konsantrasyonlardaki ayni giin i¢in farkli harfler ile gosterilen degerler istatistiksel olarak birbirinden

farklidir (Duncan test, p<0,05).

Benzer sekilde Duman ve ark. (2010) C. demersum
bitkilerini 6 giin boyunca 1, 5 ve 10 mM kroma maruz
birakmis ve C. demersunr’un 6nemli miktarda kromu
akiimile edebildigi ve maksimum Cr igerigini 10 mM
Cr uygulamasinda elde edildigini bildirmigtir. Al-
Ubaidy ve Rasheed (2015) C. demersum’u kullanarak
su ortamindan kadmiyumun uzaklastirilmas ile ilgili
bir calismada kadmiyuma 3, 6, 9 giin boyunca maruz
birakilan bitkilerin hizli bir sekilde kadmiyumu
absorbe ettigi ve zamanla da absrobe edilen Cd
miktarinda artig oldugu bildirilmigtir. Chen ve ark.
(2015) C. demersum’u kurgunun farkl
konsantrasyonlarinda (5-80 uM) 7, 14 ve 21 giin
boyunca maruz birakarak, bitkinin biyoakiimiilasyon
potansiyelini arastirmiglardir. Pb aktimiilasyonu,
uygulanan Pb konsantrasyonuna bagli olarak artis
gostermis ve maksimum aklimiilasyon 4016,4 mg/kg
k.a. olarak tespit edilmistir. Singh ve ark. (2010) sucul
bitki Najasindicanin Pb biyoakiimiilasyon
potansiyelini arastirmak i¢in igerisinde 1-100 uM Pb
bulunan ortamlarda 1, 2, 7 ve 14 glin boyunca bitkileri
bekletmis ve bitkilerdeki Pb miktarinin agir metal
dozuna bagli olarak artig: bildirilmistir.

Biyokonsantrasyon faktoru bitkiye uygulanan metal
konsantrasyonun bitki tarafindan akimiile edilme
yeteneklerinin  bir  gostergesidir  (Kara  ve
Zeytunluoglu, 2007). Uygulanan metal
konsantrasyonu ve uygulama stresi bitkilerin BKF
degerini 6nemli derecede etkilemigtir. Calismamizda
bitkilere uygulanan Cr derigimi arttikga Dbitkide
hesaplanan BKF degeri gittikce azalmigtir. Benzer
sekilde Bunluesin ve ark. (2004) farkli Cd toksisitesi
(0,1-10,0 mg/l) altindaki C demersumun BKF
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uzerine yaptiklari calismada en yiiksek BKF degerinin
uygulanan Cd konsantrasyonu ile azaldigin
bildirmislerdir. Das ve ark. (2016) Eichhornia
crassipes (Mart.) Solms bitkilerine uygulanan Cd
konsantrasyonu (5-20 mg/L) ve uygulama siiresi (0-21
giin) ile birlikte BKF degerlerinin genel olarak
azaldigini tespit etmigtir.

Cr agir metalinin etkisinde birakilan C. demersum’un
taze ve kuru agirliklari, fotosentetik pigmentasyonu,
protein icerigi ve lipit peroksidasyonu incelenmis ve
yuksek oranda kullanilan Cr metalinin toksik etkiler
gosterdigi belirlenmigtir. Benzer sekilde Cr agir
metalinin bitkiler tizerindeki toksik etkileri daha 6nce
bazi arastirmacilar tarafindan bildirilmigtir
(Satyakala ve Jamil, 1992; Gaur ve ark., 1994 ;
Sharma ve ark., 1995).

Bu c¢alismada artan Cr konsantrasyonuyla beraber
taze agirhiklarinda azahs goralmiustir. Ayrica Cr
konsantrasyonu ve uygulama siiresi arttik¢a bitkinin
fotosentetik pigment iceriklerinde oOnemli olglide
azaliglar tespit edilmistir. En dustik klorofil a, klorofil
b ve karotenoit igerikleri 12 mg/Li Cr uygulamasinda
ve 5 giin sonunda kaydedilmistir. Bu azalmanin
nedenini demir (Fe) icerigindeki azalma, klorofil
biyosentezinde gorevli enzimlerin inaktivasyonu ve
klorofil molekiilinde bulunan Mgun Cr ile yer
degistirmesi nedeniyle olabilecegini diisiniilmektedir.
Benzer sekilde Koca (2012), C demersum bitkileri
farkll siirelerde (1, 2, 4 ve 7 giin) icerisinde farkl
konsantrasyonlarda Cr bulunan (1-10 mM) su
ortaminda bekletmis ve fotosentetik pigment (klorofil
a, b ve karotenoit) iciriklerinin hem siire hem de
konsantrasyonun  6nemli  oranda  fotosentetik
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pigmentasyonu azalttig1 belirlenmigtir. Nath ve ark.
(2005) Raphanus sativus L.'u 2-10 mg/L Cr etkisinde
10 ve 20 gin Dbekletmis ve uygulanan Cr
konsantrasyonu ve slresiyle klorofil a ve klorofil »
igeriginde azalmay1 raporlamigladir.

C. demersum 1, 3 ve 5 giin suresince Cr'un farkh
konsantrasyonlarina maruz birakilmig ve bitkinin
protein icerikleri analiz edilmigtir. Genel olarak
bitkilere uygulanan agir metal konsantrasyonu ve
uygulama siiresi arttikga bitkide tespit edilen protein
icerikleri de azalis gOstermigtir. Protein igerigindeki
bu diisiisiin sebebi ROS (reaktif oksijen tiirleri)
miktarinin artisi ile bir¢ok proteinin zarar gérmesi ve
agir metal toksisitesi ile birlikte aktif hale gecen
proteaz veya diger katabolik enzimler ile proteinlerin
parcalanmasi neden olmus olabilir (Koca, 2012).
Yiiksek konsantrasyonlu metal stresi altinda protein
iceriginde azalmalar ise daha once C. demersum
(Mishra ve ark., 2006; Chen ve ark., 2015), N. indica
(Singh ve ark., 2010) W. arrhiza (Piotrowska ve ark.,
2009) bitkilerinde bildirilmistir.

Lipit peroksidasyonu membran lipitlerinin oksidatif
bozulmasi olarak tanimlanir. Canli sistemlerde MDA
ureten tek mekanizma lipit peroksidasyonudur. MDA,
lipit perokidasyonunun temel Uriint degildir, fakat
genel parcalanma iirtiniidiir (Dogan, 2005; Zhang ve
ark., 2007). C. demersum'da en yiiksek MDA icerikleri
12 mg/Li Cr maruziyetindeki bitkilerde kontrole gore
%58,23 artig ile Dbelirlenmigtir. Yiksek Cr
konsantrasyonu ve uygulama stresi MDA iceriginde
onemli artisa neden olmustur. Duman ve Koca, (2014)
C. demersum'u 1-10 mM Cr etkisinde 1-7 giin stire ile
birakmig ve bitkinin MDA icerigini artan Cr derigimi
ve uygulama stresi ile arttigim1 bildirmistir. Gill ve
ark. (2015) Brassica napusun dért kiiltiivatérini
farkl derigsimlerde Cr etkisinde birakmig ve en yliksek
Cr maruziyetindeki bitkilerde MDA igerigini daha

yiksek bulmusglardir.
Sonu¢ olarak, calismamizda Cr agir metalinin C.
demersum ile sulu ortamdan akiimilasyonu

arastirilmig ve C. demersun’un Cr metalini yiuksek
oranda akiime ettigi belirlenmigtir. Ayrica bitkinin
akimiilasyon yetenegi uzerine slire ve
konsantrasyonun o6nemli etkileri oldugunu tespit
edilmigtir. En yiiksek Cr akiimiilasyonunu 12 mg/L Cr
uygulamasinda ve 5 giin sonunda elde edilmigtir.
Sanayi faaliyetlerinin neden oldugu agir metal
kirliliginin giin gegtikge artmasi, agir metal kirliligine
kars1 disiik maliyetli, etkili, ¢evre dostu ve gilincel
teknoloji olan fitoremediasyonun o6nemini daha da
artirmigtir. Diger aritim tekniklerine alternatif
biyolojik kaynaklarin saglanmasi agisindan bu ¢alisma
datalarimin, ileride yapilacak fitoremediasyon
calismalarina 6nemli katkilar sunacagi
distinilmektedir.
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