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Ozet

Giiniimiizde hizli sanayilesme, yogun endiistriyel faaliyetler, ¢esitli fosil kaynaklarin enerji elde edilmesi i¢in
coke¢a kullanilmasi, madenlerin hizla tasfiye edilmesi ve otomobil kullanimmin artmasiyla beraber metallerin
cevreye yayilmast da artmistir. Metallerin, 6zelliklede agir metallerin canlilar tizerinde uzun siireli ve yikici
etki yapmasidan dolay1 ¢evre kirlenmesinde onemli bir yeri vardir. Atmosferik kirliligin belirlenmesinde
enstriimantal yontemlerin yani sira biyolojik sistemler, 6zellikle bitkiler ve likenler etkili ve basarili olarak
kullanilmaktadir. Likenlerin ¢evre kirligi ile ilgili ¢aligmalarma molekiiler biyoloji teknikleri ilave edilerek
daha detayli incelendiginde hem bolgedeki kirlilik seviyeleri hakkinda bilgi sahibi olunur, hem de kirliligin
boyutlarinin canlililar tizerinde meydana getirebilecegi etkiler direk olarak genetik yapi tlizerinden tespit edilmis
olur.

Anahtar Kelimeler: Likenler, Agir metal kirliligi, DNA.
Abstract

Today emission of heavy metals to the environment has increased by rapid industrialization, intensive
industrial activities, extensive usage of fossil fuels to obtain energy, rapid discharge of mines and increased
automobile usage. Metals, particularly heavy metals have a great impact on environmental pollution because of
their long term and destructive effects on organisms. Biological systems, especially plants and lichens are also
used effectively and successfully to detect the atmospheric pollution in beside instrumental methods. In depth
analysis by addition of molecular biological techniques to environmental pollution studies with lichen, provide
not only information about the degree of pollution in the subject area but also provide the identification of the
extent of pollution levels directly from the genetic structure of living organisms .

Key Words: Lichens, heavy metal pollution, DNA.

GiRiS ayaktakalabilmelerilikenlerinradikal gevre kosullarina
karst  dayanikli  olmalariyla iligkilendirilebilir.

Likenler farkli alemlerden canlilarm olusturdugu  gayurucu stcakliga, dondurucu sofuga ve uzun siire

bir hayat formu olmanin yani sira ¢ok ggnis ve faﬂfll kurakliga ragmen hayatta kalabilirler, su potansiyelleri
cografik yayilimlari, gok gesitli ve renkli morfolojik  ceyre kogullarla pasif olarak farklilagir, ayrica bazi

yapilara sahip olmalan, radikal ¢evre kosullarma  iirler cesitli atmosferik kirliliklerine karsi oldukga
dayanikli olmalar1 ve ¢ok uzun siire yasamalari gibi  (gleranshdirlar [1].
ozellikleri sayesinde de dikkat ¢ekerler.

Likenler gogunlukla karasal olmalarina ragmen [ jKENLERIN ATMOSFERIK KiRLILIK

birka¢ tanesi tath su akintilarinda bulunurlar. i e . PR
Ekvatorlardan kutuplara ve alt kutup bolgelere kadar, ILE ILISKILI KARAKTERISTIK

daglik veya kiyr bolgelerden, giiney yarimkiirenin OZELLIKLERI
thman yagmur ormanlart ve kuzey yarimkiirenin
orman ekosistemlerine ya da ¢ollere kadar tiim karasal
ekosistemlerde bulunurlar [1].

Makro ve mikro besinlerin biriktirilmesi ve
islenmesi canliligin fizyolojik fonksiyonlart igin esas
oldugundan, herhangi bir organizma gibi likenler i¢in
de bu durum biiyiime ve gelisme i¢in kritiktir. Likenler
vaskular bitkiler gibi koklere sahip degildirler, bundan

Birbirine ¢ok da benzemeyen gevre sartlarda ve
genis bir cografik yayilim g¢ergevesinde uzun yillar
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dolay1 daha zengin besin kaynag: olan toprak
yerine atmosferik besin kaynagini kullanmak
ve biriktirmek {izere sistemler gelistirmislerdir
[2]. Atmosferik tortu likenlerin iizerine kuru
ya da nemli fazlar seklinde ¢oker, likenler bu
cokiintiiyli, sivi iginde c¢ozlilmiis maddeler,
gazlar ya da kati partikiiller halinde alir, besin
havuzu olarak kullanirlar [3].

Vaskular bir kdk sistemine sahip olmamanin
yani sira, likenler yapraklar gibi bir kutikul
tabakas1 ve stomalara da sahip degildirler [1].
Bunun sonucu olarak madde alis verisi tiim liken
ylizeyi ile yapilir [1] ve genel olarak likenlerde
yiizey hacim orant yiiksektir [4]. Bu 6zellikler
sayesinde likenler atmosferik tortuya ya da
depozisyona yogun olarak maruz kalirlar.

Likenler aerosol depozisyonu besin kaynagi
olarak kullanabilmenin yaninda, ihtiyaglarindan
fazla mineral element biriktirebilirler [4].
Biriktirilen bu elementlerin i¢inde metaller ve agir
metaller 6nemli bir yer tutar. Bu metaller liken
tallusu tarafindan ¢Oziiniir veya pargacik halde
yakalanir [4]. Liken talllusu iizerindeki gesitli
girinti ve ¢ikintilar, sil benzeri yapilar partikiil
yakalamada yardime1 yapilar olarak ¢alisir [S].

Metaller organik bilesiklerdeki karboksil,
hidroksil, stilfhidril, fosforil, aldehit ve amin
gruplarma baglanirlar [6]. Metal katyonlart
hiicre duvarindaki iyon degisim bolgelerinden
hiicreye gegerler, bu siirecte iyonlarin karsiliklt
degisimi s6z konusudur. Hiicre icine alimda
bazi metaller i¢in, Ornegin kadmiyum,
kolaylastirilmig  aktif  tasima  isleminin
gerceklestigi diistiniilmektedir [2].

CEVRE KIiRLIiLiGi VE AGIR
METALLER

Hizli sanayilesme, yogun endiistriyel
faaliyetler, ¢esitli fosil kaynaklarin enerji elde
edilmesi i¢in ¢ok¢a kullanilmasi, madenlerin
hizla tasfiye edilmesi ve otomobil kullaniminin
artmastyla beraber metallerin ¢cevreye yayilmasi
da artmisti. Metallerin, O6zelliklede agir
metallerin canlilar izerinde uzun siireli ve yikict
etki yapmasindan dolayr ¢evre kirlenmesinde
o6nemli bir yeri vardir.

Agirmetallerinbiiyiikgogunlugucanllari¢in
esansiyel degildir ve diisiik konsantrasyonlarda
kisa siireli etkimeleri bile zarar verici olabilir.
Terim olarak agir metal goreceli bir kavram
olarak kabul edilir ve yogunlugu yaklasik 5 gr/
cm? den biiylik olan metalleri kapsar [4]. Fakat
yaygin kullanimda toksik etkisi g6z Oniine
aliarak bazen yogunlugu diisiik olan metaller
de agir metal olarak adlandirilabilmektedir.
Farkli olarak metaller siilfiir, oksijen ve azot
afinitelerine gore A, B ve gecis grubu olarak
siniflandirilmislardir [7]. Genellikle Cd, Co,
Cr, Cu, Fe, Hg, Mn, Mo, Ni, Pb, Sn, V ve Zn
yapilan ¢aligmalarda kullanilan ve agir metal
olarak belirtilen ortak elementlerdir [4].

Cizelge 1. Baz1 agir metallerin toksisitesi ve emisyon
kaynaklar1 [3].

Element Toksisite Kaynak
Bitkilerde fotosentezle |Metaliirji
ve element alimi ve fabrikalari,
cd taginmasiyla rekabete |atik tesisleri,

girer. Karsinojenik.
Itai-itai hastaligina

mineral giibreler,
kOmiir tiikketimi,

sebep olur. akiimiilatorler.
EZ;ZS;){::: ll( onlart Metalirji
Y fabrikalari,

hiicre zarlarmi .
Cr - o boya imalati,
gecebilir ve bitkiler, . .
. deri sanayi,
hayvanlar ve insanlar .
katalizorler.

icin toksiktir.
Klor-alkali

fabrikalari,
komiir tiikketimi,
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Fitotoksik. Solunum  [Maden ocaklari,
v sistemi yoluyla celik tiretimi,

girdiginde insanlar ve
hayvanlar igin toksik
olabilir.

komiir ve yag
yakan fabrikalar.
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Agir metallerin ¢evreye yayilmasinda
termik enerji santralleri, petrokimya fabrikalari,
cimento fabrikalari, klor-alkali fabrikalari yada
maden ocaklari gibi isletmelerin 6nemli etkisi
vardir [3]. Bu isletmelere yakin bolgelerdeki
kirlenme seviyeleri oldukg¢a yiiksek olabilir.
Ayrica biiylik kentler ve otoyol yakinlar1 da
agir metal Kkirliliginin yliksek olabilecegi
bolgelerdir. Birgok agir metalin canlilar iizerine
onemli zararl etkileri vardir (Cizelge 1).

ATMOSFERIK AGIR METAL
KIRLILIGININ LIKENLERLE
BELIRLENMESI

Atmosferik  kirliligin  belirlenmesinde
enstriimantal yontemlerin yani sira biyolojik
sistemler, Ozellikle bitkiler ve likenler etkili ve
basarili olarak kullanilmaktadir. Canlilarin pahali
ekipmanlar yerine belirleyici yada goriintiileyici
olarak kullanilmasinin, canlililar i¢inde bitkilerin
ve likenlerin tercih edilmesinin gesitli avantajlart
ve dezavantajlar1 vardir. Bu avantajlarin basinda
diisiik maliyet, inceleme oncesi kirlilik verilerini
de icerebiliyor olmasi, insan sagligi acisindan
biyolojik  karsilastirma  yapilabilmesi  gibi
secenekler yer alir (Cizelge 2) [8].

Kirlilik aragtirmalarinda likenler siklikla
bitkilerle yapilan ¢alismalara dahil edilir.
Bu calismalarda biyoindikatdr, biyomonitor

ve biyoakiimiilatér terimleri organizmalar
icin tanimlayici olarak kullanilir. Kisaca
biyoindikator; ¢evresi hakkinda kalitatif bilgi
verebilen organizmalar i¢in, biyomonitor; belirli
bir aragtirma siirecinde ¢er¢evesinde bulundugu
ortam hakkinda bilgi veren organizmalar
icin ve biyo-akiimiilator; belirli veya bazi
elementleri ¢evre ortamina gore daha yiiksek
konsantrasyonlarda biriktirebilen organizmalar
icin kullanilir [8]. Bu acilardan likenler hava
kirliligi caligmalarinda hem biyoindikator
hem biyomonitér hem de biyoakiimiilator
olarak degerlendirilir. Yapilan bu kirlilik
calismalarinda incelenen kirleticiler sadece agir
metaller degil siilfiirdioksit, organik kirleticiler
yada radyoniiklidler de olabilir [2]. Likenlerin
atmosferik agir metal kirliligi calismalarinda
kullanilmasinda 6nemli avantajlarinin yani sira
cesitli dezavantajlart da bulunur. Bu avantaj ve
dezavantajlar baslica [8];

e Likenler ihtiyaglarindan fazla mineral
element biriktirirler,

e  Genis cografik dagilima sahiptirler,

e Morfolojileri mevsimsel degisiklikler
gostermez,

e (Cok yavas biiyiirler,

e (Cok sayida calisma mevcuttur.

Cizelge 2. Enstriimantal ve biyolojik sistemlerin biyogoriintiilemecaligmalarinda kullaniminin
avantajlar1 bakimindan karsilastirtimast [8].
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Likenlerin  kullaniminda  karsilagilan
dezavantajlar ise;
e Likenlerin laboratuvarlarda
yetistirilmesi ¢ok giictiir,
e Kontrollii bir {iireme saglanmasi

miimkiin degildir,

e Liken fizyolojisi bir ¢ok yayima ragmen
hala tam agiklanabilmis degildir,

e Kiikiirt dioksit duyarliligi agir metal
kirliligi incelemelerinde engel
olusturur,

e Tallusun farkli parcalarinin yaslarin
tahmin etmek imkansizdir.

Dezavantajlarina ragmen likenler
atmosferik agir metal kirliligi  belirleme
calismalarinda kullanilan en iyi biyomonitor
organizmalardan biridir. Agir metal kirliligi
calismalart yapilirken kirletici kaynaklara cesitli
uzakliklardan ve uzak alanlardan kirlenmemis
liken 6rnekleri alinir. Bu 6rneklerin igerdikleri
agir metal konsantrasyonlart
analiz yontemleri kullanilarak belirlenir ve
kontroller dikkate alinarak karsilastirma yapilir.
Metal konsantrasyonu belirlemek i¢in genellikle
Atomik Absorbsiyon Spektrometresi (AAS)
kullanilir [9]. Farkl: olarak kirletici kaynaklarin
etrafindan liken toplamak yerine, temiz ve uzak
bélgelerden toplanan likenler kirliligin yogun
oldugu kentsel bolgelere yerlestirilerek belirli
stirelerde absorblanan metal miktar1 6l¢tiliir.

enstriimantal

AGIR METALLER VE DNA

ETKIiLESiMi
Metal iyonlart canlilar igin esansiyel
olanlarda  dahil olmak {izere  belirli

konsantrasyonlardan fazla bulunduklarinda
organizmalar i¢in toksiktir. Esansiyel olan
metallerin belirli konsantrasyonlardan diisiik
ya da daha yiiksek bulunmalari, normal
biyokimyasal stireglerde bozukluklara
yol agar. Agir metal olarak tanimlanan
metallerin ¢ogunlugu canlilar i¢in esansiyel
degildir ve esansiyel olmayan metallerin
diisiik konsantrasyonlar1 ya da cok diisiik
konsantrasyonlara uzun siire maruz kalinmasi
biyolojik sistemlerde kisa siireli ve onarilabilir

yada kalicit bozukluklara yol agabilir. Toksik
metallere tolerans gosterebilen organizmalar
olmasma ragmen, bu tolerans belirli bir
esik degerine kadar siirdiiriilebilir, tolerans
seviyesini asan miktarlar biyoakiimiilator ya
da hiperakiimiilatdr organizmalar i¢in de direk
ya da dolayl olarak fonksiyonel bozukluklara
sebep olabilir.

Hiicresel fonksiyonlarin genetik materyal
tarafindan kontrol edildigi dikkate alinirsa,
nukleik asitlerin olagan yapilarinin bozulmast
en etkili ve onarilmadigr siirece kalict
bozukluktur. Giliniimiizde nukleik asit yapisini
ya da fonksiyonunu bozan birgok mutajen yada
potansiyel mutajen ajan tespit edilmistir. Birgok
agir metal de bu mutajen ya da potansiyel
mutajen ajanlar sinifinda yer alir, Ornegin
kadmiyum ve kadmiyum bilesikleri Uluslararast
Kanser Arastirma Orgiitii tarafindan 1.grup
karsinojen olarak tanimlanmustir.

Metal  iyonlarinin  nukleik  asitlere
baglanmasi uzun zamandir arastirma konusudur,
fakat baglanma mekanizmasi nasil gergeklestigi
heniiz beraber
agir metal iyonlarinin zararl etkisi, bunlarin
DNA’nin 6zel bolgelerine baglanmasiyla kismi
olarak ilgili olabilir. Pozitif yiiklii metal iyonlar1
direk ya da dolayli olarak DNA’nin yiiksek
elektron yogunlugu ya da negatif yiiklii olarak
karakterize edilen bolgeleriyle etkilesime
girebilirler. DNA’nin bu gibi bélgeleri negatif
yukli fosfat gruplart ve azot ve oksijen gibi
bazlarin elektron vericisi olan atomlari olabilir.
Metal iyonlarinin baglanmasi tek zincirde ya da
her iki zincirde kirtlmalara yol agabilir [10].

bilinmemektedir. Bununla

Ekotoksikoloji caligmalarinda agir metal
olarak belirtilen elementlerin ¢ogunun dahil
oldugu gegis metalleri yada d-blok elementleri
kismi olarak dolu d orbitallerine sahiptir ve bu
ylizden serbest radikaller olarak davranabilirler.
Gegis metalleri ikiden fazla farklt bolge
ile etkilesime girerler ve bunlarin DNA ile
etkilesimi alkali
daha karmagiktir. Gegis metalleri direk olarak
bazlara ya da dolayli olarak fosfat gruplarina
baglanirlar. Bu metallerin ¢ogu piirinlerin 7.
azot atomu ve pirimidinlerin 3. azot atomuna

metallerin etkilesiminden
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baglanarak ¢ift zincirli heliks yapry1 bozarlar
[10].

Nukleik asitlerin yapilarinin  bozulmast
baglanan metal iyonunu ¢esidine baghdir ve
genellikle bu etkilesim baz eslesmesindeki
hidrojen baglarini bozar. Buna ek olarak, metal
iyonlarinin baglanmasi baz dizisi ile iligkilidir,
DNA’nin kiiciik oluguna baglanan katyonlar
genellikle Adenin-Timin bakimindan zengin
dizilere baglanirlar, biiyiikk oluga baglanan
katyonlarsa Guanin-Sitozin bakimindan zengin
dizileri tercih ederler [10].

EKOTOKSIKOLOJi VE
MOLEKULER BiYOLOJIK
YONTEMLER

80’li  yilarn  baslarindan  itibaren,
rekombinanat DNA  teknolojisi, gen

klonlanmasi, ve polimeraz zincir reaksiyonu
(PZR) teknolojisinin gelistirilmesine paralel
olarak molekiiler biyolojide ¢ok hizli ilerlemeler
kaydedilmeye baglanmistir. Ozellikle Polimeraz
Zincir Reaksiyonun makineler tarafindan
gerceklestirilen basit ve otomatik bir siire¢
haline getirilmesi yeni bir¢ok arastirma alaninin
ortaya ¢ikmasina ve hizla ilerlemesine olanak
saglamistir.

PZR  kullamm  alanlarmin  arasina
son yillarda  ekotoksikoloji  disiplinleri
de dahil olmustur. Cevresel Kkirleticilerin

organizmalar iizerindeki etkisi birka¢ yoldan
ve farkli seviyelerde gosterilebilir. Genotoksik
maddelerin DNA {izerinde etkili oldugu
durumlarda, mutasyon, biyiik kromozomal
anormallikleri, programsiz DNA sentezleri,
DNA eklenmeleri ve kirtlmalar gibi genotipik
degisiklikleri tespit edebilen biyomarkirlar
kullanilabilir. Bu uygulamalarin duyarliligi ve
spesifikligi degiskendir. Genotoksik etkenin
etkisinin direk DNA {izerinde gosterilmesinin
temel sebebi duyarlilig1 ve kisa siirede cevap
almabilmesidir [11].

Filogenetik cesitliligi
belirlemek  igin polimorfizm
analizlerinden anlam olarak ¢ok kiglk
bir farkla ekotoksikoloji ¢alismalarinda,

caligmalarinda
kullanilan

toksik etkene maruz kalmig bireylerde ya da
populasyonlarda etkenden uzak olanlara gore
bir fark aranir. Dolayisiyla bir 6rnek serisi
icinde her 6rnegin farkli olmasi, yani ¢esitlilik
degil, kontrol olarak belirlenen 6rnege gore
digerlerinin bir fark gostermesi anlamlidir,
fakat bu fark digerlerine benzememesi yoniiyle
yine polimorfizm teriminin sinirlari i¢indedir.
Bu anlamda polimorfizm genetik markirlar
sayesinde genotipik olarak belirlenebilir.

DNA parmak izi yontemleri de bu isleve
sahip genetik markirlardir. Genel olarak DNA
parmak izi islemleri; melezlemeye dayali
yontemler (RFLP: Restriction Fragment Length
Polymorphism) ve PZR tabanli yontemler
(RAPD: Random Amplified Polymorphic
DNA, AFLP: Amplified Fragment Lenght
Polymorphism) olarak iki ana grupta toplamak
miimkiindlir. DNA parmak izi ydntemlerinin
temel prensibi, DNA dizisinde bireysel diizeyde
bulunan farkliligin, DNA molekiiliinden farkli
uzunlukta parcgalar elde edip, PCR tabanli
islemler i¢in bu pargalarin ¢ogaltilmasi ve
elektroforez sistemlerinde karakteristik bantlar
halinde belirlenmesine dayanir. Bu temele
dayanan ve farkli siireclerle gerceklestirilen
birgok teknik gelistirilmistir, bunlarin arasinda
en yaygin kullanilanlar1 PZR tabanli RAPD,
AFLP teknikleridir.

Son yillarda gerceklestirilen caligmalarda
bitkilerde deneysel olarak olusturulabilecek
veya kirli ¢evre sartlarina maruz kaldigi i¢in
olusabilecek olabilecek DNA hasarlarinin ve
mutasyonlarin tespit edilmesinde RAPD ve
AFLP teknikleri basart ile kullanilmaktadir
[12-15]. Aras ve ark. tarafindan yiiriitiilmekte
olan likenlerde agir metal birikiminin DNA
lizerine etkisini ¢aligmalar1 devam etmektedir.
Bu c¢aligmalarda Yenice Ormanlarindan
Karabiik Demir Celik Fabrikasi’na kadar olan
bolgeden toplanan liken 6rneklerinin agir metal
icerikleri atomik absorbsiyon yontemi ile DNA
diizeyinde etkisi ise RAPD teknigi kullanilarak
incelenmektedir. Sekil 1’de RAPD analizlerine
ait bir sonug goriinmektedir. Sekil 1°de, 1 nolu
kuyuda Yenice Ormanindan 1750 m. yiikseklikte
toplanmis  Pseudevernia furfuraceae (L.)
Zopf. ornegi bulunmaktadir. 2.4,5,6,7,8,9,10
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nolu kuyularda ise temiz bolgeden fabrikaya
dogru her 5 km aralikla alinmig Pseudevernia
furfuraceae (L.) Zopf. 6rnegi yer almaktadir. 3
nolu kuyuda ise kontrol 6rnegi yer almaktadir.
RAPD analizi sonuglari, kontrol 6rnegi ve 1
nolu kuyudaki Yenice ormanindan toplanan
ornek ile fabrika etrafindan toplanan diger
orneklerle karsilastirildiginda, gerek bant
sayist gerekse bant yogunlugu bakimindan
farkliliklar oldugunu gostermistir (Sekil 1).
Ayni  orneklerin agir metal igeriklerinde ise
fabrikaya dogru yaklasildik¢a artis oldugu
gozlenmistir.

SONUC

Atmosferik agir metal kirliligini belirleme
calismalarinda, bircok acidan degerlendirme
yapildiginda likenler en iyi organizmalar olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. Molekiiler biyolojik
teknikler ile birlestirilen ¢aligmalarda hem
bolgedeki kirlilik seviyeleri hakkinda bilgi
edinilir, hem de kirliligin boyutlarinin canlililar
lizerinde meydana getirebilecegi etkiler direk
olarak genetik yapi lizerinden tespit edilmis
olur. Fakat bu bilgiler genellemeler yapacak
kadar yeterli degildir ve ornegin AFLP gibi
diger teknikler ile daha giivenli sonuglar
saglanabilir.

M 1

23 456 78 9 10

Sekil 1. Pseudevernia furfuraceae (L.) Zopf agir
metal birikimini RAPD teknigi OPA18 primeri
ile yapilan ¢aligmanin jel goriintiisii (M Marker,
1 Yenice Ormanindan toplanan temiz Ornek, 3
Kontrol 6rnegi, 2,4,5,6,7 Fabrika etrafindan degisik
istasyonlardan alinan Pseudevernia furfuraceae (L.)
Zopt.) érnekleri.
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