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Abstract

Bryophytes is one of the important components of terrestrial ecosystems and widely used as biomonitoring is
very important in the formation of the world's biodiversity. In this study, zinc and lead effects on photosynthetic
pigment content of Bryum schleicheri and Plagiomnium undulatum species of heavy metals were investigated.
Bryophytes species were determined utilizing a variety of flora works. 15 and 30 minutes between 102-10* M ZnSO4
and PbSO, aqueous solutions treated on 0.1 g sample. Chlorophyll and carotenoid amount is determined to the Arnon
method. Consequently, zinc and lead heavy metals have been found to affect the photosynthetic pigment amounts of
Bryum schleicheri and Plagiomnium undulatum species. Lead heavy metal appears to be more effective in both species.
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*

Agir metallerin (¢inko ve kursun) Bryum schleicheri and Plagiomnium undulatum (Bryophyta)’un fotosentetik
pigment miktarlari iizerine etkisi

Ozet

Karasal ekosistemin dnemli bilesenlerinden olan ve biyomonitdr olarak yaygin sekilde kullanilan briyofitler
diinyadaki biyolojik ¢esitliligin olugsmasinda ¢ok 6nemlidir. Bu ¢alismada ¢inko ve kursun agir metallerinin Bryum
schleicheri ve Plagiomnium undulatum tiirlerinin fotosentetik pigment igerigi lizerine etkileri arastirilmustir. Briyofit
tiirleri gesitli flora eserlerinden faydalanilarak tespit edilmistir. 0,1 g 6rnek iizerine 15 ve 30 dakika 102-10 M arasinda
ZnSO, ve PbSO4 sulu g¢ozeltileri uygulanmistir. Arnon metoduna gore klorofil ve karotenoid miktarlari belirlenmistir.
Sonug olarak ¢inko ve kursun agir metallerinin Bryum schleicheri ve Plagiomnium undulatum tiirlerinde fotosentetik
pigment miktarlarini etkiledigi tespit edilmistir. Her iki tiirde de kursun agir metalinin etkisinin daha fazla oldugu
goriilmektedir.

Anahtar kelimeler: karayosunu, karotenoid, klorofil, PbSO4, ZnSO4
1. Giris

Giliniimiizde karasal ekosistemin 6nemli bilesenlerinden olan, evrimsel agidan alg ve mantarlardan daha
yiiksek, egrelti ve cicekli bitkilerden daha ilkel seviyede bulunan briyofitler diinyadaki biyolojik cesitliligin
olugsmasinda ¢ok onemlidir. Ancak kii¢iik boyutlartyla fazla géze ¢carpmayan ve genellikle birgok botanikgi tarafindan
ihmal edilmis olan bu bitkiler, yeryiiziinde tohumlu bitkilerden daha fazla yayilis alanina sahiptirler (Schofield, 2001).

Briyofitlerde klorofil konsantrasyonu vaskiiler bitkilere nazaran oldukca diisiik seviyelerde olmasina ragmen,
biiyiime ve fotosentez olay1 vaskiiler bitkiler ile paralellik gostermektedir. Hemen hemen tiim briyofitler klorofil igerigi
bakimindan gélge bitkilerinin karakteristigini tagimaktadir. Agir metaller genellikle insan faaliyetleri sonucu ortaya
cikan yaygimn cevresel kirleticilerdir. Ozgiil agirliklar1 5 ve {izerinde olan metaller, agir metal olarak nitelenmekte (Ag,
As, Cd, Cu, Fe, Hg, Ni, Pb, Zn gibi) ve bunlarin gerek toprakta ve gerekse su ve atmosferde ¢ok yonlii zararlara neden
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oldugu (Cepel, 1997), bitkilerin degisik yasam evrelerini etkiledigi bilinmektedir. Bu etki ortamdaki konsantrasyonun
artisina bagl olarak, cogu zaman tohumun ¢imlenmesi ve bitki gelismesini engelleme yoniinde olmaktadir (Yiicel ve
Yiicel, 2013).

Briyofitler ozellikle atmosferik biyomonitorler olarak yaygin sekilde kullanilmaktadirlar. Agir metaller
bliylimede diisiis olmaksizin bazi briyofitler tarafindan hiicreler arasi bosluklarda biriktirilmekte olsa da bitkinin
toleransina bagli olarak fotosentetik pigment konsantrasyonlart ve canliliklart etkilenmektedir (Fernandez ve
Carballeira, 2002; Saxena vd., 2008). Briyofitlerin 6zellikle diisitk pH’da klorofil miktarlarinin azaldigi bilinmektedir
(Garty vd., 1992).

Bu ¢alismada ¢inko ve kursun agir metallerinin B. schleicheri ve P. undulatum tiirlerinin fotosentetik pigment
igerigi lizerine etkileri arastirilmis olup ileride bu konuda yapilacak ¢aligmalara kaynak teskil etmesi amaglanmustir.

2. Materyal ve yontem
2.1. Materyal
Caligmanin materyalini B. schleicheri ve P. undulatum tiirleri olusturmakta olup tiirlere ait lokalite bilgileri

Tablo 1’de verilmistir.

Tablo 1. Tirlere ait lokalite verileri

Tiir Lokalite GPS Kordinatlar1  Yiikseklik (m)
Bryum schleicheri DC Adana, Pozanti, Mazmili Dag1 37°407292" K 1980
35°34'223" D
Plagiomnium undulatum (Hedw.)  Kayseri, Yahyali, Kapuzbas1 Takim 37°46'540" K 766
T.J.Kop Selaleleri (Gliney Selalesi) 35°23'255" D

2.2. Yontem

Briyofit 6rnekleri dogal ortamlarindaki habitatlardan toplanmis olup ¢esitli flora eserlerinden (Cortini Pedrotti,
2001; 2006; Smith, 2004) faydalanilarak teshis edilmistir. Teshis edilen 6rnekler iizerindeki tas, toprak ve yabanci otlar
oncelikle mekanik olarak temizlenmis, temizlenen ornekler musluk suyu ile ve sonrasinda distile su ile yikanarak
kurumaya birakilmstir.

Agir metal uygulamalar1 i¢in 0,1g Ornek tartilarak cam kavanoza alinmistir. 0,1g karayosunu &rneklerinin
iizerine 102-10* M arasinda degisen agir metallerin [ZnSO4 ve PbSQOy4] sulu ¢ozeltileri uygulanmis, kontrol grubu icin
ise distile su kullanilmistir. Ornekler agir metal ¢ozeltilerinde 15' ve 30' olmak iizere iki farkl siirede bekletilmek
suretiyle pigment konsantrasyonlarindaki degisim tespit edilmistir.

Orneklerin klorofil ve karonetoid konsantrasyonu Arnon (1949) metoduna gére belirlenmistir. 15' ve 30' olmak
tizere iki farkli siirede metal uygulanmis olan 0,1g’lik 6rnekler %80’lik 15 ml (hacim/hacim) aseton ile homojenize
edilmis ve whatman no:l filtre kagidindan siiziilmistiir. Deney tiiplerine alinan ekstraktlarda Jenway U.V.
spektrofotometresinde (CE 5502 UV) 652 nm’de toplam klorofil, 663 nm’de klorofil-a, 645 nm’de klorofil-b ve 470
nm’de karotenoid absorbans degerleri 6l¢lilmiistiir. Hesaplamalar Lichtenthaler ve Wellburn (1983) tarafindan asagida
verilen formiillere gore yapilmstir (A: 6lgiilen absorbans degeri).

Toplam klorofil = A652 x 27.8 / mg 6rnek agirhgi

Klorofil-a (Kl a) = (11.75 x A663 - 2.35 X A645) x 20 / mg 6rnek agirhigt

Klorofil-b (KI b) = (18.61 x A645 - 3.96 X A663) x 20 / mg 6rnek agirlig

Karotenoid = ((1000 x A470 — 2.27 x Kl a— 81.4xKI b) /227) x 20 / mg 6rnek agirhig

) Istatistik analizler SPSS 16.0 One-Way Anova Tukey (1954) testine gore p<0.05 seviyesinde yapilmustir.
Ornekler ii¢ tekrarl ¢alisilmig olup standart sapma degerleri + olarak gosterilmistir.

3. Bulgular

Farkli konsantrasyonlar ve siirelerde uygulanan Zn ve Pb agir metallerinin B. schleicheri ve P. undulatum
tiirlerine ait klorofil miktarlar1 tizerine etkileri Tablo 2 ve Sekil 1” de gésterilmistir.

Sonuglar istatistik olarak Tukey (SPSS 16.0 One-Way Anova) testine gore p<0.05 seviyesinde analiz edilmis
olup her kolonda farkli harfler 6nemlilik derecesinde farklihig1 gostermektedir.
B. schleicheri’nin klorofil-a degerlerinde kontrole gére en yiiksek azalmalar PbSO4 uygulamasmda 102 M 15' da (0,794
mg.mL? dan 0,426 mg.mL"’a) belirlenirken, ZnSO4 uygulamasinda ise 10* M 30' da (0,794 mg.mL* dan 0,599
mg.mL"" a) saptanmustir. Her iki azalma da istatistiksel acidan énemlilik derecesindedir (p<0.05). P. undulatum tiiriinde
ise ¢inko uygulamasmin 102 M 15' harig tiim konsantrasyonlari ve siireleri ile kursun agir metalinin tiim konsantrasyon
ve siirelerinde kontrole gore klorofil-a miktarinda azalmalar meydana gelmistir. ZnSO4 104 M 15' haricindeki tiim artig
ve azalmalar istatistiki agidan 6nemlidir (p<0.05) (Tablo 2).
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Tablo 2. Farkli konsantrasyonlar ve siirelerde uygulanan Zn ve Pb agir metallerinin B. schleicheri ve P. undulatum

bitkilerinde klorofil-a ve klorofil-b miktarlari ile klorofil a/b tizerine etkileri (+ SE)

Tiir Grup Klorofil-a (mg.mL ) Klorofil-b (mg.mL 1) Klorofil a/b
Kontrol 0.794+0.015x 0.308+0.024x 2.442+0.043x

ZnS0410415' 0.696+0.055x 0.331+0.002x 1.9994+0.096y

ZnS0410-30' 0.599+0.037y 0.317+0.011x 1.82540.050y

G ZnS0410215' 0.681+0.004x 0.368+0.008y 1.868+0.017y
5 ZnS04 10330’ 0.684+0.001x 0.375+0.008y 1.841+0.043y
k) ZnS0410215' 0.644+0.027y 0.329+0.009x 1.92540.068y
§ ZnS0410230' 0.858+0.019x 0.42140.025y 2.053+0.075y
IS PbS0410415' 0.600+0.012y 0.298+0.011x 2.074+0.081y

= PbS0410430' 0.652+0.031y 0.319£0.002x 2.145+0.079y

o0 PbS0410-315' 0.534+0.003y 0.2274+0.013y 2.395+0.085x
PbS0410-330" 0.501+0.014y 0.1824+0.015y 2.475+0.041x

PbS0410215' 0.426+0.047y 0.2474+0.005y 1.9994+0.021y

PbS04107230' 0.541+0.054y 0.235+0.011y 2.243+0.106x

Kontrol 1.181+0.012x 0.730+0.018x 1.617+0.027x

ZnS0410%15' 1.046+£0.017x 0.719+£0.037x 1.455+0.053x

g ZnS041030' 0.812+0.019y 0.5734+0.038y 1.420+0.065x

T ZnS04102%15' 0.876+0.059y 0.603+0.065x 1.379+0.099x
g ZnS0410330' 0.753+0.118y 0.714+0.065x 1.425+0.072x
5 ZnS0410215' 1.414+0.067y 1.063+0.038y 1.338+0.023x

g ZnS0410230' 0.990+0.041y 0.699+0.020x 1.417+0.055x

= PbS0410415' 0.673+0.052y 0.570+0.037y 1.373+0.095x
g PbS041030' 0.662+0.074y 0.598+0.048x 1.404+0.066x

'§ PbS0410-315' 0.770+0.035y 0.485+0.008y 1.588+0.084x
o PbS0410330" 0.775+0.071y 0.394+0.021y 1.569+0.132x
PbS0410215' 0.768+0.022y 0.476+0.009y 1.546+0.074x

PbS0410-230' 0.646+0.013y 0.436+0.008y 1.481+0.024x

Yapilan literatiir taramalari sonucunda ¢inko ve kursun agir metallerinin B. schleicheri ve P. undulatum
tiirlerinin fotosentetik pigment igerigi lizerine etkisi ile ilgili herhangi bir ¢aligmaya rastlanmamustir. Tremper vd.,
(2004), bakir, ¢inko ve kursun agir metalleri uyguladigi Rhytidiadelphus squarrosus tiiriinde klorofil-a miktarinin
azaldigini tespit etmistir. Bu sonug elde ettigimiz veriler ile benzerlik gostermekte olup klorofil-a miktarmdaki
azalmanin agir metallerin karayosunlarmin biyokimyasal ve fizyolojik mekanizmalar: {izerine yikici etkisinden
kaynaklandigi s6ylenebilir (Fatoba vd., 2008). B. schleicheri tiiriiniin klorofil-b degerinde ZnSO4s’da kontrole gore
artiglar meydana gelmis, en yiiksek artis % 36,69 ile 102 M ve 30' da saptanmustir (p<0.05). PbSO4 uygulamasinda ise
kontrole gére azalmalar gériilmiis, en fazla azalma % 59,09 ile 10° M ve 30" da tespit edilmistir (p<0.05) (Tablo 2).

P. undulatum tiiriniin klorofil-b miktarinda ZnSO4 ve PbSO4 uygulamalarinda kontrole gore farkliliklar
meydana gelmis olup azalma yoniinden en fazla zarar ZnSO4 10 M 30' (% 21,51) ve PbSO4 10° M 30' (% 46,03)
uygulamalarinda ortaya ¢ikmustir (p<0.05) (Tablo 2).

Metal stresinde klorofil b genellikle yiikselmektedir. Ciinkii metaller klorofil a’nmin klorofil b’ye doniisiimiine neden
olmaktadir (Chettri vd., 1998). Klorofil a igerigindeki azalma agir metal toksiSitesinin yaygin bir semptomudur
denebilir.

Klorofil a/b oranlarinda B. schieicheri’de PbSO4 103 M 30' harig tiim metal konsantrasyonlari ve siirelerinde
kontrol grubuna gore azalmalar meydana gelmistir. Klorofil a/b oran1 ZnSO4 uygulamasinda 10* M 30' da ve PbSO,
uygulamasinda 102 M 15' da en fazla azalmay1 gostermistir (p<0.05). P. undulatum’da ise kontrol grubuna gdre
azalmalar meydana gelmis, fakat istatistik agidan onemlilik derecesinde bir farklilik tespit edilmemistir (Tablo 2).
Chettri vd., (1998) tarafindan liken tiirleri iizerinde yapilan ¢aligmada, klorofil a/b oraninda Cladonia convoluta’da Pb
ve Zn uygulamalar1 %10-15 azalmaya neden olurken, C. rangiformis’te Zn 6nemli bir etki géstermemis buna karsin Pb
ise hafif bir artisa neden olmustur. Bu durum ¢alisma verilerimizle benzerlik gostermekte olup ¢inko ve kursun 6zellikle
klorofil a/b oraninda likenlerde oldugu gibi karayosunlarinda da azalmaya neden olmustur.

Bu calismada uygulama gruplarinda klorofil a/b oraninin azalmasmin en énemli nedeni klorofil a miktarimin
azalmasidir. Klorofil a/b oranindaki azalma tipik olarak yaslanma sirasinda meydana gelir (Dean vd., 1993). Bu durum
fotosistem II’yi i¢eren grana lamelleriyle karsilastirildiginda, fotosistem I ve klorofil a’nin biiyilk kismimni igeren
kloroplast stroma lamellerinin 6nceki yapisini daha fazla kaybetmesiyle agiklanabilir (Bricker ve Newman, 1982).

B. schleicheri tiiriiniin toplam klorofil miktarlarina bakildiginda ZnSO4 10-2 M 30 dakikasinda kontrole goére
artis meydana gelmis ve bu artisin istatsitik agidan dnemlilik derecesinde oldugu saptanmistir. PbSO4 uygulamasinda
ise 10-2 M, 10-3 M ve 10-4 M 15' ve 30' siirelerde kontrol grubuna gore 6nemlilik derecesinde (p<0.05) azalmalar
oldugu goriilmiis, en 6nemli azalmanin 10-3 M 30 dakikada (%38,35) meydana geldigi tespit edilmistir (Sekil 1). P.
undulatum’da ise en dikkat ¢ekici azalmalarin ZnSO4 10-3 M 30' uygulamasinda ve PbSO4 10-2 M 30' uygulamasinda
oldugu saptanmistir (p<0.05) (Sekil 2).
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Sekil 1. Farkli konsantrasyonlar ve siirelerde uygulanan Zn ve Pb agir metallerinin B. schleicheri’nin toplam Kklorofil
miktar1 iizerindeki etkisi. a: kontrol grubu, b: 10* M ZnSQ, uyg., ¢: 10° M ZnSO, uyg., d: 102 M ZnSO; uyg., e: 10*
M PbSO, uyg., f: 0° M PbSO, uyg., g: 102 M PbSO, uyg., Her siitunda farkli harfler 6nemlilik derecesinde farklilig
gostermektedir p<0.05 (Tukey test)
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Sekil 2. Farkli konsantrasyonlar ve siirelerde uygulanan Zn ve Pb agir metallerinin P. undulatum 'un karotenoid miktar
tizerindeki etkisi. a: kontrol grubu, b: 104 M ZnSO, uyg., ¢: 10° M ZnSO, uyg., d: 102 M ZnSO4 uyg., €: 104 M PbSO,4
uyg., f: 10° M PbSOs uyg., g: 102 M ZnSO4 uyg. Her siitunda farkli harfler énemlilik derecesinde farkliligt
gostermektedir p<0.05 (Tukey test)

Agir metallerin yiiksek konsantrasyonlarinin vaskiiler bitkilerde (Pétsikka vd., 2002), briyofitlerde (Brown ve
Wells, 1990; Guschina ve Harwood, 2002) ve likenlerde (Chettri vd., 1998) membran zararlanmasi, iyon sizintisi ve
klorofil miktarinda azalmalara neden oldugu bilinmektedir. Shakya vd., (2008) tarafindan yapilan ¢alismada karayosunu
Thuidium delicatulum (L.) Mitt, T. sparsifolium (Mitt.) Jaeg., ve cigerotu Ptychanthus striatus (Lehm. ve Linderb.)
tiirlerine 102 M ve 10'1° M arasinda degisen konsantrasyonlarda bakir, ¢inko ve kursun agir metalleri uygulanmis ve
klorofil igerigi iizerine etkileri arastirilmigtir. Cinko ve kursun birikmesinden sonra her iki Thuidium tiirtiniin klorofil
iceriginde onemsiz bir azalma olurken, cigerotunda 6nemlilik derecesinde bir artis meydana geldigi gorilmiistiir. Agir
metal konsantrasyonlarina maruz kalan bitkilerde klorofil miktarindaki azalmalarin nedenini klorofil yikiminin artmasi
veya sentezinin engellemesi ile agiklanabilir. B. schleicheri’de karotenoid miktar1 ZnSO4 102 M 15" uygulamasinda
(%13,28) ve PbSO4 10 M 30' uygulamasinda (%32,20) kontrol grubuna en énemli azalmalari (p<0.05) gdstermistir
(Sekil 3).
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Sekil 3. Farkli konsantrasyonlar ve siirelerde uygulanan Zn ve Pb agir metallerinin B. schleicheri nin karotenoid miktari
iizerindeki etkisi. a: kontrol grubu, b: 10* M ZnSO4 uyg., ¢: 10° M ZnSO4 uyg., d: 102 M ZnSO; uyg., e: 10* M PbSO4
uyg., f: 0% M PbSO4 uyg., g: 102 M PbSO4 uyg., Her siitunda farkli harfler énemlilik derecesinde farklilig1
gostermektedir p<0.05 (Tukey test)
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Sekil 4. Farkli konsantrasyonlar ve siirelerde uygulanan Zn ve Pb agir metallerinin P. undulatum’un karotenoid miktari
tizerindeki etkisi. a: kontrol grubu, b: 10 M ZnSO; uyg., ¢: 10 M ZnSO4 uyg., d: 102 M ZnSO4 uyg., e: 104 M PbSO,
uyg., f: 10° M PbSOs uyg., g: 102 M ZnSO4 uyg. Her siitunda farkli harfler énemlilik derecesinde farklilig
gostermektedir p<0.05 (Tukey test)

P. undulatum’un karotenoid degerlerinde PbSO4 uygulamasinda 10 M, 10° M, 102 M 15' ve 30' siirelerde
kontrol grubuna gére dnemlilik derecesinde (p<0.05) azalma saptanirken ZnSO4 uygulamasmda 102 M 15' siirede
kontrol grubuna gore Onemlilik derecesinde (p<0.05) artis oldugu belirlenmistir (Sekil 2). PbSO4 uygulamasinda
karotenoid miktar1 10* M 15' siirede 0,628 mg.mL™ den 0,452 mg.mL "> ye en 6nemli azalmay1 gostermis, ZnSO4
uygulamasinda ise 102 M 15' siirede 0,628 mg.mL*’den 0,839 mg.mLV’ye artmistir (Sekil 4).

Karotenoidler agir metal stresi ve bircok dejeneratif stresten korunmada antioksidan olarak gorev yapmaktadir
(Sytar vd., 2013). Ancak agir metaller bitkilerdeki klorofiller kadar karotenoidleri de etkiler (Ghnaya vd., 2009). Farkli
bitkiler ve bitki kisimlar1 agir metallerin birikimine kars1 fotosentetik pigment sentezinde farkli tepkiler gosterebilir.
Ornegin, klorofil ve karotenoid igerigini azaltabilirler (Shakya vd., 2008) ya da ROS iiretimiyle iligkili olarak
karotenoid gibi molekiil agirlig: diisiik bilesiklerin sentezini tesvik edebilirler (Kumar vd., 2012).

Agir metal uygulamalarinda toplam klorofil igerigi hem karayosunlarinda hem de cigerotlarinda (Cu, Zn, Pb)
azalmigtir. Azalmanin nedeni klorofil biyosentezindeki inhibisyon olabilir (Krupa vd., 1996; Kastori vd. 1998).
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Sonug olarak ¢inko ve kursun agir metallerinin B. schleicheri ve P. undulatum karayosunu tiirlerinde
fotosentetik pigment miktarlarini etkiledigi saptanmistir. Klorofil a miktarindaki azalmalar ve karotenoid miktarindaki
artmalar stres gostergesidir. Her iki tiirde de kursun agir metalinin etkisinin daha fazla oldugu goriilmektedir. Ozellikle
kisa siireli agir metal stresi altinda P. undulatum tiiriiniin antioksidan 6zellik tasiyan karotenoid miktarini arttirarak, B.
schleicheri tiiriine oranla daha fazla dayaniklilik gosterdigi soylenebilir.
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