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OZET

Gergeklestirilen bu ¢alisma ile kadmiyum (Cd) ve bakirin (Cu), Lemna minor iizerinde
gostermis oldugu toksik etkiler belirlenmeye calisilmistir. Agir metal secimi, kirlenmis
ortamlarda siklikla ayr1 ayr1 ve beraber olarak goriilen, toksik etkisi yiiksek, metabolik agidan
esansiyel ve esansiyel olmama durumuna gore segilmistir. Lemna minor ise toksisite
caligmalarinda sik kullanilan, dogada oldukca yaygin olarak bulunan, ¢evre sartlarina karsi
tolerans1 yiiksek biyoindikator 6zelligi olan model bir organizmadir. Calisma, 6zellikle
konsantrasyonlarin yiiksek oldugu ortamlari simiile edecek seklide tasarlanmistir. Test
gruplart sadece Cd, sadece Cu ve Cd+Cu igerecek sekilde olusturulmus olup, bu metallerin
test organizmasi lizerinde kombine toksik etkileri de belirlenmeye calisilmistir. 7 giin
siirdiiriilen deney, Cd ve Cu'nun 4 farkli konsantrasyonu (0.2, 0.8, 1.6 ve 3.2 mg L7?) ile
yiirtitiilmiistiir. Modellemeler icin regresyon tahmin analizi kullanilmis olup; lineer, kiibik ve
kuadratik olmak iizere ii¢ farkli denklem kullanilmistir. Tiim test gruplarmmin modelleri
incelendiginde, genel bir inhibisyon egiliminden bahsetmek (Cd' nin 0.2 ve 1.6 mg L'lik

konsantrasyonlar1 hari¢) miimkiindiir. Olusturulan modellerin R? degerleri incelendiginde;
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kiibik modellerin, lineer ve kuadratik modellere gore daha iyi sonuglar verdigi ve genel olarak
gercek inhibisyon degerlerine en yakin modelleri olusturdugu belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: kontaminant, regresyon, makrofit

ABSTRACT

The aim of this study was to determine the toxic effects of cadmium (Cd) and copper
(Cu) on Lemna minor. The heavy metal selection was chosen according to the toxic effect,
and metabolically essential and non-essential status. These heavy metals are also often seen
separately and together in polluted environments. In addition, Lemna minor is a model
organism that is frequently used in toxicity studies, is widely found in nature, and has a high
tolerance to environmental conditions. The study was specifically designed to simulate high
environments heavy metal concentrations. Test groups were formed to contain only Cd, only
Cu and Cd + Cu, and the combined toxic effects of these metals on the test organism were
also tried to be determined. The experiment, which lasted for 7 days, was carried out with 4
different concentrations of Cd and Cu (0.2, 0.8, 1.6 and 3.2 mg L-1). Regression estimation
analysis was used for modeling; three different equations were used as linear, cubic and
quadratic. When the models of all test groups were examined, it is possible to say about a
general inhibition trend (except for Cd concentrations of 0.2 and 1.6 mg L-1). When the R?
values of the created models were examined; It has been determined that cubic models give
better results than linear and quadratic models and generally form the models closest to the
actual inhibition values

Keywords: contaminant, regression, macrophyte

1. GIRIS

Sanayinin gelismesi ve niifusun hizli artis1 pek ¢ok ¢evresel degredasyona ve kirlilige
sebebiyet vermektedir [1,2]. Ozellikle madencilik, akii imalat;, metal kaplama gibi pek ¢ok
endiistriden, ¢evreye yiiksek oranlarda agir metal iyonu salinmakta [3] ve bu kirleticilerin
cevredeki konsantrasyonlar1 hizli bir sekilde artmaktadir. Ayrica, glibre uygulamasi, fungisit

gibi pek c¢ok tarimsal faaliyet sonucu da sucul sistemlerde ve toprakta agir metal kirliligi

olusabilmektedir [4].
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Ekosistemlerde konsantrasyonlar1 hizla artan agir metaller, potansiyel toksik etkileri
[2], parcalanamiyor olmalari, varliklarini uzun siire devam ettirebilmeleri [1], canlilar
tarafindan biriktirilebiliyor olmalart gibi [5] sebeplerden otiirii endiseye sebebiyet vermekte
ve bu konuyla ilgili yapilan ¢alismalarin 6nemini artirmaktadir. Metaller ve metalloidler
canlilar iizerinde akut ve kronik etkiler olusturabilen kirleticilerdir [6]. Diisiik dozlarda bile
yiiksek oranda toksik etki olusturabilen ve 6nemli bir ¢evresel kirletici olan kadmiyum (Cd);
bitkilerde biiyiime inhibisyonu, klorozis ve 6liime sebep olabilmektedir [4]. Cd, Hg ve Cr gibi
agir metallerin, canli hiicrelerinin yapisini ve seklini direkt olarak etkiledigi de bilinmektedir
[7]. Ayrica, Cd'un insanlarda bobrek ve akciger rahatsizliklari, hepatoksisite ve

karsinojenisiteye sebep oldugu tespit edilmistir [8].

Esansiyel bir metal olan Cu, insanlarda pek ¢ok akut ve kronik rahatsizliklara sebep
olabilmektedir [9]. Cu, bitkiler igin yapisal ve enzimatik fonksiyonlar1 yerine getiren bir
mikronutrient olmasina ragmen, yliksek konsantrasyonlarda toksik etkiler gosterebilmektedir
[10]. Ekosistemlerdeki bu kirleticilerin bu sebeple, canlilar iizerindeki pozitif ya da negatif

etkilerinin belirlenmeleri ve degerlendirilmeleri biiyiik 6nem tagimaktadir.

Literatiirde, agir metallerin farkli organizmalar iizerindeki toksik etkilerinin
belirlendigi ¢ok sayida ¢alisma mevcuttur [8,11-14]. Fakat, metallerin herhangi bir canli
tizerindeki kombine etkilerinin belirlendigi ve kiyaslandigi ¢alismalar yetersiz sayida olup,
gelistirilmeye gerek duymaktadir. Metaller dogada ¢ogu zaman tekli halde degil, pek ¢ok
metal ile birlikte bulunurlar [15]. Bu sebeple, metallerin kombine etkilerinin degerlendirilmesi

Oonem tagimaktadir.

Literatiire bakildiginda bu calismada oldugu gibi farkli test organizmalar1 iizerinde
birden fazla agir metalin tek tek ve beraber olacak sekilde toksik etkilerinin arastirildigi
calismalara rastlanilmaktadir. Pb ve Cd’nin bitki tiirleri olan Brassica oleracea ve Trifolium
repens iizerinde ayri1 ayr1 ve beraber toksik etkileri [16] Ni ve Cd’nin E.coli iizerinde ayr1 ayri
ve beraber toksik etkileri [17], Se ve Hg’nin bir bitki tiirii olan Suaeda salsa tizerindeki
etkileri [18]. Bunlarla beraber 2 den daha fazla metalin yer aldigi caligmalara da
rastlanilmaktadir. As, Cd, Cr, Cu, Fe, Hg, Ni, Pb, ve Zn’nin ayr1 ayr1 ve beraber olarak bir
rotifer tiirii olan Proales similis iizerindeki etkisi gibi [19]. Ayrica farkli kirleticilerin bir arada
yer aldig1 calismalarda goriilmektedir. Mikroplastikler ve metaller [20] ve ya agir metaller ve

pestisitler gibi [21].
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Agir metal toksisite ¢alismalarinda, bitkiler [10, 22-23] deniz kestanesi [24], makrofit
[25, 26] plankton [23, 27] gibi ¢ok farkli organizmalar kullanilmaktadir. Makrofitler, oksijen
iiretimi ve besin dongiisiindeki rolleri, baz1 akuatik canlilar i¢in siginak olmalar1 gibi pek ¢cok
yonden onem tasimaktadir [28]. Sucul ekosistemler i¢in olduk¢a Onem tasiyan makrofitler
agir metal toksisite c¢alismalarinda siklikla tercih edilmektedir. Bunun pek ¢ok sebebi
olmasina karsin; yaygin olarak bulunmalar1 [28], hasatlarinin kolay olmasi, hizli biiyiime ve
cogalmalart [29] en 6nemli tercih sebeplerindendir. Ayrica; farkli kosul ve farkli tiirlerdeki
atik sulara uyum saglamada iyi olmalari, agir metallerin biriktirilmesinde verimli olmalari

sebebiyle de ideal bir test organizmasi olarak kabul edilmektedir [30].

Yapilan bu g¢aligmada toksik oldugu bilinen Cd ve Cu'nun sucul bir makrofit olan
L.minor tizerindeki ayr1 ayr1 ve kombine toksik etkilerinin belirlenmesi ve inhibisyon
modellemelerinin olusturulmasi hedeflenmistir. Modellemeler icin regresyon analizinin
kullanildig1 ¢alismada, inhibisyon oranlarinin lineer, kiibik ve kuadratik olmak iizere ii¢ farkli

denklem kullanilarak modelleri olugturulmus ve kiyaslanmaistir.

2. MATERYAL VE METOD

2.1 Deneyin Kurulusu

Calisma, Ordu Universitesi Fatsa Deniz Bilimleri Fakiiltesi Laboratuvarlari'nda
gerceklestirilmigtir. Bu c¢alisma i¢in tercih edilen test organizmasi L. minor, Ankara
Universitesi seralarindan temin edilmistir. Ortam degisikligi kaynakli stresin, biiyiimede
inhibisyon yaratmamasi igin, Ankara Universitesi'nden getirilen lemnalar deneyin
gergeklestirilecegi ortam sartlarina alistirilmak tlizere 3 ay siiresince kiiltiire alinmistir.

Deney 100 mL 'lik test kaplarinda gergeklestirilmis, her grup igin 3’er yaprakli 10 bitki
(toplam 30 yaprak) olacak sekilde test gruplari olusturulmustur [31]. Testler; dogal
aydinlatma ve sicaklik sartlarinda gergeklestirilmistir. 7 glin boyunca siirdiiriilen deneyde,
L.minor' lerin temin edildigi sera suyu kullanilmistir.

Deneyin basinda secilen toksik maddeler bir kez verilmis ve deneyin sonuna kadar
yaprak sayilar1 her 24 saatte bir sayilarak gozlenmistir. Yaprak sayimlari; tam yaprak 1 baz
alinmak tizere; 0.25, 0.5, 0.75 ve 1 degerleri verilerek gergeklestirilmistir. Deneyler 3 tekrarl

olacak sekilde yiiriitiilmiistiir.
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2.2 Kullanmilan kimyasallar

Calisma kapsaminda kullanilan toksik maddelerden Cu, bakir siilfat pentahidratin
(Cu2S04.5H20), Cd ise kadmiyum kloriiriin (CdCl2.H20) suda ¢oziilmesi ile elde edilmistir.
Bilesiklerden ayr1 ayri, igerisinde 1 g Cd ve 1 g Pb olacak sekilde 1’er L'lik stok soliisyon
hazirlanmis ve test gruplari bu stok soliisyonun seyreltilerek verilmesi suretiyle
olusturulmustur. Calisma kapsaminda her iki metal i¢in 4 farkli doz (0.2 mg L%, 0.8 mg L,
1.6 mg Llve 3.2 mg L) kullanilmistir. Bu dozlar ile sadece Cu, sadece Cd ve Cu+Cd’nin
biitiin kombinasyonlar1 halinde test gruplar1 olusturulmustur. Kombinasyonlar Tablo 1°de
goriilmektedir.

Tablo 1. Calisma kapsaminda test gruplarina uygulanan dozlar

Cu (mg/L) Pb (mg/L)
X X
0.2 X
0.8 X
1.6 X
3.2 X
X 0.2
X 0.8
X 1.6
X 3.2

0.2
0.8
0.2 16
3.2
0.2
0.8
0.8 16
3.2
0.2
0.8
1.6 16
3.2
0.2
0.8
3.2 16
3.2
X: kontrol
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2.3 istatistiksel Yontemler

Calisma kapsaminda olusturulan modeller SPSS v21 ile verilere regresyon analizi
uygulanarak gerceklestirilmistir. Egri tahmini (curve estimation) yontemi kullanilmistir [28].
Regresyon analizi yaygin olarak kullanilan bir tahmin analiz yontemidir [31]. Bu ¢alismada
bu analiz yontemi; L.minor'un biiyime inhibisyonun, segilen toksik madde
konsantrasyonlarina bagli olarak modellenmesi i¢in kullanilmistir.

Tim gruplara hem lineer, hem kiibik, hem de kuadratik yontem uygulanmistir.
Inhibisyon degerleri asagidaki formiiliin yardimiyla hesaplanmistir [31].

%I, = L= X 100

c

1)
% lp: Inhibisyon yiizdesi
bc: Kontrol grubu yaprak sayisi artig ortalamasi

br: Test grubu yaprak sayisi artis ortalamast

3. BULGULAR VE TARTISMA

Calisma kapsaminda biiylime inhibisyon modelleri; lineer, kiibik ve kuadratik olacak
sekilde 3 fakli denklem iizerinden modellenmistir. Elde edilen sonuglar gdstermektedir ki R?
degerlerine gore, tiim modellerde en yiiksek dogruluk oranlar kiibik modellere aittir. L.minor
tizerinde gergeklestirilen ve toksisitenin modellendigi ¢alismalarda 3. dereceden denklem ile
olusturulan kiibik modelin literatiirde de kullanildig1 goriilmektedir [32]. Gergeklestirilen bu
calismada ozellikle sabit Cd konsantrasyonunda degisen Cu dozlarina gore inhibisyon
modellemelerinde kiibik modelin yliksek dogruluk oranlari ile tahmin modelleri olusturdugu
goriilmektedir (Sekil 1). 02 mg L% 08 mg L?* ve 1.6 mg L7lik sabit Cu
konsantrasyonlarinda R? degerleri sirastyla 0.985, 0.903, 0.949 olarak bulunmustur. 3.2 mg L
Mik Cu konsantrasyonunda ise yine en basarili model kiibik olmasina karsmn, R? degeri
nispeten daha diislik olarak bulunmus, modelin giivenilirligi goreceli olarak daha az olacak

sekilde saptanmustir.
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Sekil 1. a) 0.2, b) 0.8, c¢) 1.6, d) 3.2 mg/L sabit Cd konsantrasyonunda degisen Cu

dozlarina gdre inhibisyon modellemesi

Sabit Cu konsantrasyonunda degisen Cd dozlarina gore inhibisyon modellemeleri ise

gerek R? degerleri olarak, gerekse olusturulan modellerin bicimleri olarak, sabit Cd

konsantrasyonu modellerine gére daha az giivenilirlik gostermektedir (Sekil 2).
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Sekil 2. a) 0.2, b) 0.8, ¢) 1.6, d) 3.2 mg/L sabit Cu konsantrasyonunda degisen Cd
dozlarma gore inhibisyon modellemesi

Sabit Cu konsantrasyonunda modellerin R? degerleri 0.2 mg L icin 0.672 (kiibik) ve
0.587 (kuadratik), 0.8 mg L igin 0.735, 1.6 mg L icin 0.520 ve 3.2 mg L igin 0.354 olarak
tespit edilmistir. 0.2 mg Llve 1.6 mg L "Y'lik sabit Cd konsantrasyonu i¢in en yiiksek R? degeri
kiibik modellerde olmasi karsin modelin sekli gerceklestirilen deney agisindan problem teskil
edebilir. Modelin sekline gore artan konsantrasyon biiyiimedeki inhibisyonu azaltacaktir.
Ancak gergekte bdyle bir durum séz konusu olamaz. Artan konsantrasyon biiytimedeki
inhibisyonda zaman zaman azalmalar goriilecek sekilde dalgalanmalar olustursa da [33] nihali
olarak artan konsantrasyon ile inhibisyonda artis beklenilmektedir [34, 35]. 0.2 mg L*

konsantrasyonda bu durum kuadratik modelin eklenmesiyle asilmistir. Ancak 1.6 mg L%
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konsantrasyonda kuadratik modelde de ayni sikinti olusmaktadir. Bu konsantrasyonda bu
problemden kurtulmak i¢in yapilmasi gereken deney sirasinda daha yiiksek
konsantrasyonlarin kullanilmasidir. Kullanilan konsantrasyon arttik¢a biiytimedeki inhibisyon
da artacak ve bu durum modelin diizelmesi ile sonuclanacaktir.

Sabit Cd konsantrasyonunda degisen Cu dozlarina goére inhibisyon modellemeleri
incelendiginde 0.2 mg L™ sabit Cd konsantrasyonunda, inhibisyonun 0.8 mg L' Cu
konsantrasyonuna kadar ani bir yiikselis yaptig1, daha sonra inhibisyonun ¢alisilan maksimum
doz olan 3.2 mg L 'ye kadar yiikselis egiliminde oldugu ancak inhibisyondaki artis hizinin
azaldigr goriilmektedir. Bu durum diger sabit Cd konsantrasyonlarina gore degiskenlik
gostermektedir. Diger sabit Cd modellerinde 1.6 mg LYlik Cu konsantrasyonunda tiim
modellerde inhibisyonda 0.8 mg L™'lik Cu konsantrasyonuna gore géreceli bir azalma ve 3.2
mg L™ Cu konsantrasyonunda tekrar yiikselise gegen bir inhibisyon egilimi vardir.

Sabit Cu konsantrasyonunda degisen Cd dozlarina gore inhibisyon modellemeleri
incelendiginde ise genel bir egilimden bahsetmek oldukga giictiir. Ancak burada dikkat ¢ekici
olan nokta 0.8 mg L, 1.6 mg L ve 3.2 mg L™lik sabit Cu konsantrasyonunda maksimum
doz olan 3.2 mg L Cd testinde inhibisyonda gériilen géreceli diisiistiir. Bu diisiis artan dozun
etkisiyle mutlaka egilimini artig yoniinde ¢evirecektir. Ancak deneyde kullanilan doz araligi
bu artis1 gormeyi engellemektedir.

Tiim testlere bakildiginda, modellemelerde genel bir egilimden bahsetmek miimkiindiir.
Ortak olan bu egilime, sabit Cu test gruplarinda 0.2 mg L™ ve 1.6 mg L1k test gruplari
uymamaktadir. Bu egilime gore; degisken olan metalin 1 mg L™lik konsantrasyonuna kadar
inhibisyonda ani bir ziplama olmakla birlikte, daha sonra bu sert yiikselis yerini 2 mg L7 ile 3
mg L7 arasina kadar diisiise birakmaktadir. Bu diisiis, biiyiimede inhibisyonun olmadig
anlamina gelmemekte sadece biiylimeyi inhibe etme miktarinda bir azalis goriilmektedir.
Daha sonra 2 mg L™ ile 3 mg L lik konsantrasyon araliginda diisiis dip yapmakta ve tekrar
yiikselise ge¢mektedir. Calisma araliginin maksimum konsantrasyonu olan 3.2 mg L™Ylik
konsantrasyonda da yiikselis devam etmistir.

Literatiir incelendiginde degisen konsantrasyonla beraber bu c¢alismada oldugu gibi
biiyiimede, dolayisiyla biiylime inhibisyonunda, dalgalanmalar oldugu goriilmektedir [36].
Hatta diisiik dozlarda bu dalgalanmalar inhibisyonun sifir noktasinin otesine gegerek
biiyiimeyi stimiile bile edebilmektedir [37-38]. Bununla beraber hem biiyiimeyi hem biiyiime

inhibisyonunu ve hatta metalin canlida birikimini gosteren farkli modellere de literatiirde
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rastlanilir DEB ve TD modelin birlesimi olan DEBtox model [39], kinetic modeller; 6rnegin
Langmuir izotermleri [40], biotik ligand modelleri [41] gibi. Ayrica yeni model denemelerine
de literatiirde rastlanilmaktadir [42]. Ancak bu calismada gergeklestirilen lineer, kiibik ve
kuadratic modellerin karsilastirilarak tahmin modelinin ortaya ¢ikartilmasi ve bu modellerin
mevcut toksisiteyi agiklamak ic¢in ayr1 ayri sinanmasi bu c¢alismayi literatiirden ayirmis ve
literatiirde kendine yer edinmesini saglamistir.

Calisma kapsaminda lineer, kiibik ve kuadratik modellerin denklemleri de
olusturulmustur. Ancak sabit Cu konsantrasyonunda Cd’nin 0.2 mg L™ konsantrasyonunun
kullanildig1 test grubu harig, diger tiim test gruplarinda kiibik modeller en yiiksek R? degerini
vermis ve gercek inhibisyon degerlerine en ¢ok benzeyen sekli olusturmuslardir. Bu
modellerin sekilleri ¢alisma kapsaminda olusturulmus olmasina karsin, bu makalede bu

sekillere yer verilmemistir. Ancak Tablo 2’de denklemleri ve R? degerleri goriilebilmektedir.

Tablo 2. Tahmin modellerinin denklemleri ve giivenilirlikleri

y=Inhibisyon yiizdesi (max.100)

Sabit olan metal Model x= Cu dozu (mg/L) R?
Lineer y= 78.43+8.74x 0.589
0.2 mg/L Cd Kiibik y=67.62+61.78-36.16x°+6.26x> 0.985
Kuadratik  y=70.84+32.23x+-7.29x? 0.919
Lineer y=79.97+6.09x 0.381
0.8 mg/L Cd Kiibik y=68.61+77.05x-58.06x?+11.45x> 0.903
Kuadratik  y=74.51+23x-5.25x? 0.609
Lineer y=86.7+4.07x 0.440
1.6 mg/L Cd Kiibik y=79.72+44.16x-31.03x°+5.9x3 0.949
Kuadratik ~ y=82.76+16.28x-3.79x> 0.747
Lineer y=73.11+8.21x 0.245
3.2mg/L Cd Kiibik y=58+1.11E2x-87.79x>+17.79x° 0.592
Kuadratik  y=67.16+26.62x-5.72x> 0.341
y=Inhibisyon yiizdesi (max.100)
x= Cd dozu (mg/L)

Lineer y=86.05+3.31x 0.508
0.2 mg/L Cu Kiibik y= 89.05+-15.04x+14.81x2-2.89x° 0.672
Kuadratik  y= 87.56-1.38x+1.46x? 0.587

Lineer X
0.8 mg/L Cu Kiibik y= 85.45+30.09x-20.34x?+3.5x3 0.735
Kuadratik  y= 87.25+13.58x-4.21x? 0.619
Lineer y=96.07-2.48x 0.426
1.6 mg/L Cu Kiibik y= 95.53-4.7x+4.58x%-1.24x3 0.520
Kuadratik  y=94.89+1.15x-1.13x? 0.497

Lineer X
3.2mg/L Cu Kiibik y=91.27+19.26x-14.99x2+2.94x3 0.354

Kuadratik X
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4. SONUC ve ONERILER

Pek cok endiistriyel alanda kullanilan ve c¢evredeki konsantrasyonlar1 hizla artan agir
metallerin, ekosistemler ve canlilar lizerindeki toksik etkilerinin belirlenmesi olduk¢a onem
tagsimaktadir. Yiritilen bu ¢alismada, iki farkli kirleticinin (Cu ve Cd), L.minor iizerindeki
kombine toksik etkilerinin belirlenmesi ve biiylimede goriilen inhibisyon oranlarmin
modellenmesi amaglanmustir. Ug farkli denklem kullanilarak yapilan regresyon analizi
sonucunda, R? degerlerine gore, kiibik modellerin lineer ve kuadratik modellere gore daha
yiiksek dogruluk oranlarina sahip oldugu tespit edilmistir. Tiim modeller incelendiginde (sabit
Cu konsantrasyonunda degisen Cd grafiklerinden 0.2 ve 1.6 mg L'lik konsantrasyona sahip
olanlar hari¢) genel bir inhibisyon egiliminin oldugu gdézlenmistir. Ayrica, tim test gruplar
icin (sabit Cu konsantrasyonunda Cd’nin 0.2 mg L™ konsantrasyonunun kullanildig1 test
grubu harig), en yilkksek R? degerlerine ulasilan kiibik modellerin gergek inhibisyon

degerlerine en yakin modelleri olusturdugu belirlenmistir.
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