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Ozet

Gergeklestirilen bu ¢alismanin amaci dogal ortamdan elde edilen midyumda kiiltiire
alman Lemna minor iizerinde Cd ve Pb’nin kombine toksik etkilerini saptamaktir.
Calisma 1 hafta stirdiiriilmiistiir. Deney stiresince bitkiler 0.1, 0.5, 1, 2, 4 mg L-1Cd ve
Pb konsantrasyonuna ayri ayri maruz birakilmistir. Ayrica bu metal ve dozlarin kendi
aralarmdaki tiim kombinasyonlar1 da antagonistik ve sinerjistik etkiyi gozlemlemek i¢in
calisilmistir. Calismanin sonucunda agir metallerin teker teker uygulandiginda goriilen
etki ile beraber uygulandiklarinda goriilen etkinin farki (kombine toksik etki) Mann
Whitney U analizi kullanilarak ortaya konmustur. Sonug olarak tekli doz denemelerinde
Pb’nin Cd’ye gore biliylime lizerinde daha yogun bir inhibisyon olusturdugu gozlenmistir.
Pbicgin 0.1 ile 0.5 mg/L'lik doz gegisinde biiylime stimiile edilmis daha sonra doz artisiyla
biiyiimede inhibisyon goriilerek hormesis fenomeni olusmustur. 0.1 mg/L'lik Cd
konsantrasyonunda etkiler tiim kombinasyonlar i¢in additive olarak bulunmustur. Ancak
artan konsantrasyonla beraber sinerjistik etkiler de goriilmeye baglanir. 0.5, 1 ve 2 mg/L
konsantrasyonlarda, konsantrasyon artislarina bagli olarak sinerjistik etki sayisinda
azalma gorulurken, 4 mg/L'lik maksimum konsantrasyonda sinerjistik etki sayisinda
tekrar artis goriilmiistiir. Pb i¢in ise Cd’den farkli olarak kombine toksik etki en az
konsantrasyon olan 0.1 mg/L de maksimum sinerjistik etki yakalanirken artan dozla
beraber dalgalanmalar gdzlenmis, olusan trend Cd’ye benzerlik géstermistir.

Anahtar Kelimeler: Kursun; Kadmiyum; Kombine toksik etki; Lemna minor

COMBINE TOXIC EFFECT OF CD AND PB ON Lemna minor AT
NATURAL ENVIRONMENT

Abstract

The aim of this study was to determine the combined toxic effects of Cd and Pb on On
Lemna minor which cultured in the midyum obtained from natural environment. The
study was continued for 1 week. During the experiment, the plants were individually
exposed to 0.1, 0.5, 1, 2, 4 mg L-1Cd and Pb concentrations. It was also attempted to
observe the antagonistic and synergistic effect for all combinations of metals and doses
among themselves. As a result of the study, the effect of applying heavy metals one by
one and the difference in efficacy observed (combined toxic effect) was demonstrated
using Mann Whitney U analysis. As a result, in the single dose trials, it was observed that
Pb gave a more intensive inhibition on growth than Cd. Growth was stimulated at a dose
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of 0.1 to 0.5mg/L for Pb, then hormesis phenomine was formed by inhibition of growth
by dose increase. The effects at Cd concentration of 0.1mg/L were found as additive for
all combinations. However, synergistic effects are started observing with increasing
concentration. At concentrations of 0.5, 1 and 2mg/L, there was a decrease in the number
of synergistic effects, while arise in the number of synergistic effects was observed at the
maximum concentration of 4mg/L. For Pb, unlike Cd, the combined toxic effect showed
a maximum synergistic effect at 0.1mg/L, which was the lowest concentration, while
fluctuations were observed with increasing dose, showing similar trend to Cd.
Keywords: Lead, Cadmium, Combine toxic effect, Lemna minor
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1. Giris

Bir¢cok canliya ev sahipligi yapan yerkiire, cesitli kirletici unsurlarin tehdidi altinda
bulunmakta olup bu kirletici unsurlarin en tehlikeli smiflarindan birini agir metaller
olusturmaktadir. Artan diinya niifusunun ihtiyaglarmi karsilamaya yonelik gelisen sanayi
sektorii yasal dlizenlemenin olmamasi ve yaptirimlarin yetersiz kalmasindan
faydalanarak kirletici maddeleri kontrolsiiz olarak dogaya birakmaktadirlar. S6z konusu
kirletici maddeler icerisinde yer alan agir metaller farkli ekosistemlerde tiim canlilar i¢in
son derece énemli bir problemdir. Kayalarin ve maden cevherlerinin biinyesinde dogal
olarak bulunan agir metaller toprakta, suda, sedimentte ve yasayan organizmalarinda da
bulunabilmektedir (Alloway & Ayres, 1993). Su, toprak ve sedimentte bulunan metaller,
cesitli yollarla canlilarin biinyesine yerleserek birikme 6zelligi gosterir ve belli bir esik
degerin iistiinde esansiyel olsun ya da olmasin toksik etki gostererek hasara yol acabilirler
(Antdn et al 2000).

Pek cok laboratuvar calismasinin aksine dogada metaller tek tek bulunmazlar. Cogu
zaman tek bir kirletici kaynak ayni1 anda birden fazla metalin dogaya karigmasindan
sorumludur. Bu durum dogadaki pek ¢ok canlinin aslinda tek bir metale degil de ayni
anda birden fazla metale maruz kalmasina yol acar. Buna paralel olarak da canlilarda agir
metallerin kombine toksik etkileri goriiliir. Canlilarda ayr1 ayr1 agwr metallere maruz
kaldiklar1 zaman goriilen etki ile birden fazla agir metale ayni anda maruz kaldiklar
zaman goriilen etki ¢ogu zaman birbirlerinden farklidir. Bu durum kombine toksik etki

olarak adlandirilir.
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Metallerin bitkiler iizerinde ve sudaki karisimlarinin toksik etkilesimlerini agiklamak gii¢
oldugundan, karisim ile ilgili ¢alismalar oldukga sinirlidir (Horvat et al 2007). Bu sebeple
Lemna minor ile yapilan ¢alismalarin biiyiikk bir ¢ogunlugunu tek metal kullanilarak
yapilan ¢aligmalar olusturmaktadir (Basile et al 2012; Demim 2013; Megateli 2009).
Ancak iki veya daha fazla metalin kullanildig1 caligmalar da az da olsa mevcuttur (Khellaf
et al 2010).

Calisma icin tercih edilen su mercimekleri diinyada yayilis alan1 son derece genis
kozmopolit bir tiir olmakla beraber {lilkemizin de ¢ofu cografi bolgesinde; gollerde,
havuzlarda, batakliklarda, kanallarda bulunmaktadirlar (Ugiincii, 2011). L. minor,
toksisite calismalarinda siklikla kullanilan son derece onemli bir biyoindikator tiirdiir.
Farkli toksik ¢alismalar metallerde (Antunes et al 2010; ), nanopartikiillerde (Uglincii et
al 2014; Oukorroum et al 2015), pestisitlerde (Megateli et al 2013; Obermeier et al 2015)
siklikla kullanilmistir.

Calismada kullanilan metallerden biri olan Cd biikiiliip sekil verilen, mavimsi beyaz
renklere sahip ve nadir bulunan bir ge¢is metalidir (Ercal et al 2001). Yer kabugunda
dogal olarak bulunan kadmiyum, genellikle oksijen (kadmiyum oksit), klorin (kadmiyum
klorit) veya siilfir (kadmiyum stilfat) gibi elementlerle bilesik halde bulunmaktadir
Anonim (2016). Kimyasal olarak ¢inko ve kalsiyuma benzerlik gésterir. Toksikolojik
yonden problem yaratabilecegi disliniilmeyen kadmiyum, sanayi sektoriindeki
kullannominin artmasi neticesinde kursun ve civa gibi ekotoksikolojik olarak ©nem
kazanmustir (Conti et al 2003). Genis bir yelpazede yayilim gosteren kadmiyum ¢evresel
bir kirletici olup farkli organlardaki toksisitesi ile karakterize olan bir metaldir
(Gunnarson et al 2003). Endiistriyel kirlenme ile dogaya karistiktan sonra ¢esitli yollarla
insan biinyesine giren kadmiyum cesitli kanserler basta olmak {izere, bosaltim sistemi,
sindirim sistemi hastaliklaria sebebiyet verebilmektedir (Benaduce et al 2006). Sigara
bagimlilarinin kaninda igmeyenlere nazaran 4-5 kat fazla, bobreklerinde ise 2-3 kat fazla
kadmiyum birikebilmektedir (Mudgal et al 2010).

Caligmadaki bir diger metal ise Pb’dir. Oksitlenme sonucu giimiis-mat renge sahip olan
Pb, ilk islendiginde mavi-beyaz renge sahiptir ve yumusak bir yapisi olup kolay doviilen
yeralt1 mineralidir (Dogru 2007). Yapisal 6zelliklerinden dolay:1 akiilerde, boyalarda,
metal igerikli borularda, benzinde ve bir¢ok sanayi iriiniinde katki maddesi olarak

bulunabilmektedir (Benaduce et al 2008). Genis kullanim alanmna sahip olan kursun,
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kullaniminin artmasiyla dogaya verdigi zarar1 da kademeli olarak arttwrmistir. Diinya
hiikiimetlerinin yasal calismalar1 neticesinde kursun icerikli boyalarin kullanimi
smirlandirilmistir (Kime 1998). Kansorejendir (Alcorlo et al 2006).

Gergeklestirilen bu ¢alismanm amaci iki farkli metalin degisik dozlarda, lemna minor

iizerindeki kombine toksik etkisini aragtirmaktir.

2. Materyal ve Yontem

Bu calisma, Ordu Universitesi Fatsa Deniz Bilimleri Fakiiltesi laboratuvarinda
gergeklestirilmistir.
2.1. Kiiltiir Sartlart

Ankara Universitesi biinyesindeki seralardan temin edilen Lemna minor, dogal ortamdan
getirilen mediumda kiiltire alinmistir. Dogal ortamdan getirilen medium, daha 6nce
yapilan ¢alismalarda bitkilerin saglikli biiylime gostermesinden dolay1 Gaga Golii'nden
temin edilmistir. Lemna minor kiiltiir sartlar, OECD prosediirlerine uygun olarak
hazirlanmigtir (Anonymous 2002). Calismada 3 yaprakli olan bitkiler secilerek, her bir
test grubunda 5 bitki kullanilmistir.

2.2. Kullanilan Ekipmanlar

Calismada kullanilan ekipmanlarin, tepkimeye girmeyen kimyasal materyalden veya

camdan olmasina 6zen gosterilmistir.

2.3. Deney Yontemi

Deney 3 tekrarli olacak sekilde kontrol grubu hari¢ 5 farkli doz i¢in kurulmustur. Toksin
ajan olarak kursun nitrat Pb(NOs)2 ve kadmiyum klorid CdCl..H2O kullanilmustir.
%62,56's1 Pb olan Pb(NO3)2 bilesiginden 1,60 gr alinarak 1 It saf suda ¢oziilmis ve 1 gr/l'
lik Pb stok soliisyonu hazirlanmistir. Ayni sekilde %55,83"1 Cd olan CdCI2.H20
bilesiginden 1,79 gr almarak 1 It saf suda ¢6ziilmiis ve 1 gr/l' lik Cd stok solisyonu

hazirlanmustir.
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Deney siresince bitkiler 0.1, 0.5, 1, 2, 4 mg L*Cd ve Pb konsantrasyonuna ayri ayri
maruz birakilmistir. Ayrica bu metal ve dozlarin kendi aralarindaki tiim kombinasyonlar1
da antagonistik ve sinerjistik etkiyi gézlemek i¢in ¢aligilmigtir.

2.4. Istatistiksel Analiz

Calismada 105 grup test ve 3 kontrol grubu incelenmistir. 7 giin devam eden ¢alismada,
her 24 saatte bir yaprak sayilar1 0.25, 0.50, 0.75 ve 1 tam yaprak olacak sekilde sayilarak
not edilmistir (Uglincii et al 2014). Ayrica ¢alisma kapsaminda antagonistik ve sinerjistik
etkilerin tespitinde Mann Whitney-U analizinden yararlanilmistir (Tunca et al 2016).
Analiz veri sayismin yogun olmamasi sebebiyle normal dagilima bakilmaksizin
uygulanmistir. Tiim sonuglar %95 lik (p<0.05) anlamlilik seviyesindedir. Testler SPSS
v 21(IBM USA) ile gerceklestirilmistir.

3. Bulgular ve Tartisma

Kurmus oldugumuz ¢alisma ortaminin inceleme verilerine baktigimiz zaman, iki metalin
lemna minor tzerindeki toksik etkisi karsilastirildiginda, uygulanan tim
konsantrasyonlarda Pb' nin Cd'ye gore daha toksik oldugu gozlenmistir. Pb toksisitesinin
Cd toksisitesinden farkli olarak 0,5 mg/L konsantrasyonundan sonra artig gosterdigi
gozlemlenirken Cd toksisitesi verilen dozlarda dalgalanma gostermistir (Cizelge 1.).
Uysal & Taner (2009) sucul bitki Lemna minor' un ¢6ziiniir Pb' nin farkli laboratuvar
kosullarinda uzaklastirma yeteneginin incelenmesi i¢in bir ¢aligma gergeklestirmislerdir.
Lemna minor, farkli Ph degerlerine ve sicakliga maruz birakilmistir. 168 saat boyunca
kuru agirlik bazinda elde edilen biyomas miktari, Pb’nin ortamindaki ve Lemna minor
tarafindan tutulan net miktar1 her kosulda calisma periyodu boyunca oOl¢iilmiistiir.
Ortamda bulunan Pb konsantrasyonunun artisiyla Pb akiimiilasyonunun da arttig1
g0zlenmistir. Pb konsantrasyonun artis1 ile birikim miktarindaki artis yapmis oldugumuz
calismada Pb' nin artan konsantrasyonlarda toksik etkisinin neden arttigini
agiklamaktadir. Piston et al (1999) yapmis olduklar1 ¢alismada Se' nin Lemna minor
tizerindeki biiylime etkileri arastirilmis ve su sonuglara ulagilmistir: 50 mg/L Se' nin 1
hafta siiresinde, bitkilerin renginde solma meydana getirmistir. Se' nin disiik
konsantrasyonlarinda bitkilerde onemli bir degisiklik kaydedilmemis ve bitkilerin

klimelenerek bir arada yiizdiigii gozlemlenmistir. Konsantrasyon arttikca bitkilerde
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ayrilmalar ve tek basmna yiizmeler goriilmistiir. Yapmis oldugumuz calismada, diistik
konsantrasyonlarda ayni sekilde kiimelenme goriilirken artan konsantrasyonlarda
kiimelenmenin dagilip yapraklarda solmalar oldugu tarafimizca gézlenmistir. Prasad et al
(2001) yapmis olduklar1 ¢alismada, Lemna trisulca L. Gizerinde Cu ve Cd' un etkilerini
arastirmiglardir. Yapilan ¢alisma sonucuna gore Cu' nun Cd' ye oranla 1000 kat daha
diisiik konsantrasyonlarda toksik etki gosterdigi gézlenmistir.

Karisim igerisinde bulunan metaller birbirlerinin etkilerini arttirici, azaltic1 veya thmal
edilebilir dliizeyde etki gosterebilirler (Paustenbach 2000). Bu ¢alismada Cd ve Pb' nin
kombine toksik etkileri incelendiginde en diisiik doz olan 0,1 mg/L'de Cd’ nin
antogonistik ve sinerjistik etki gostermedigi buna karsin 0,5 mg/L' de iki metalinde en
yiiksek sinerjistik etkiyi gosterdigi gozlenmistir (p<0,05). Artan konsantrasyonlarda
sinerjistik etkinin azalma egilimi maksimum konsantrasyona yaklastik¢a artma egilimine

dondiigi goriilmektedir (Cizelge 2.).

Cizelge 1. Cd ve Pb'nin Lemna minor Gzerindeki etkileri

Table 1. The effect of Cd and Pb on Lemna minor

Test Konsantrasyonu Yaprak Buylme
(mg/L) Ortalamalar:
01 6,08
0,5 7,5
Cd 1 7,25
2 7,5
4 7,91
0,1 5,41
0,5 6
Pb 1 55
2 5
4 4,16
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Table 2. Combine toxic effects of Cd and Pb on Lemna minor

Kullanilan Deney sonucu Hesaplanan degerler Fark Istatistiksel Etki
dozlar ortalamasi ortalamasi Anlamhlik (p)
Cd Pb
0,1 4 6,58+3,26 5,08+1,66 -1,5 0,121 ADD
0,1 2 4,66+2,29 6,08+1,91 1,42 1,268 ADD
0,1 1 5,5+2,89 6,68+1,94 1,18 0,827 ADD
0,1 0,5 5,25+2,86 7,29+£2,21 2,04 0,513 ADD
0,1 0,1 5,58+3,16 6,571 0,99 0,827 ADD
0,5 4 4,5+2,18 6,24+2,04 1,74 0,05 SIN
0,5 2 3,5+1,50 7,5+3,06 4 0,046 SIN
0,5 1 3,58+1,65 8,25+3,39 4,67 0,05 SIN
0,5 0,5 3,75+1,88 9+3,69 5,25 0,05 SIN
0,5 0,1 3,752 8,11+3,15 4,36 0,05 SIN
1 4 4,91+2,05 6,03+2,05 1,12 0,127 ADD
1 2 4,41%1,75 7,25%2,75 2,84 0,05 SIN
1 1 4,08+1,78 7,97+3,13 3,89 0,05 SIN
1 0,5 4,76+2,33 8,7+3,22 3,94 0,05 SIN
1 0,1 4,16+2,13 7,84+2,89 3,68 0,05 SIN
2 4 5,33+1,68 6,24+2,42 0,91 0,127 ADD
2 2 340,58 7,5+3,51 45 0,05 SIN
2 1 4,66+1,89 8,25+3,19 3,59 0,127 ADD
2 0,5 5,58+2,61 9+3,20 3,42 0,127 ADD
2 0,1 5,08+2,51 8,11+2,80 3,03 0,05 SIN
4 4 4,16+0,09 6,58+3,28 2,42 0,05 SIN
4 2 4,41+1,29 7,91+3,31 3,5 0,05 SIN
4 1 5,16+2,15 8,7+3,28 3,54 0,127 ADD
4 0,5 542,36 9,49+3,60 4,49 0,05 SIN
4 0,1 5,75+2,40 8,55+3,08 2,8 0,05 SIN

ADD: Etkisiz, SIN: Arttiric1 yonde etki
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Ghiani et al (2014) biyoindikator olarak kullanilan Trifolium repes L. izerinde Cd ve As'
in kombine toksik ve genotoksik etkisini aragtirmiglardir. Yapmis olduklari ¢aligmada iki
farkli metal tarafindan kirletilen toprakta, toksik etkinin bitki iizerinde daha yogun oldugu
sonucuna ulasmiglardir. Verilen dozlardan As 5 mg/L, Cd 60 mg/L - As 10 mg/L, Cd 60
mg/L - As 20 mg/L, Cd 60 mg/L konsantrasyonlar1 kok ve siirgiinlerdeki biiylimeye
etkileri sinerjistik olmustur. Yapmis oldugumuz c¢alisma ile benzerlik gosteren bu sonug
metallerin karisim icerisinde birbirini etkiledigi anlamini tasimaktadir. Uclinci et al
(2013) ise yapmis olduklari ¢alismada farkli agir metal karigimlarmin L. minor tzerindeki
biiylimeye etkilerini gdzlemlemistir. Cr+Pb 20,8-02 (mg/L) konsantrasyonlu karigimin,
kontrol grubundan daha yiiksek biiylime orani1 gosterdigi gozlenirken Cr+Pb+Cu 10,4-
0,2-3 (mg/L) ve Pb+Cu 0,4-3 mg/L konsantrasyonlu karigimlarin kontrol grubu ile
esdeger biiyiime oranm1 gosterdigi gozlemlenmistir. Farkli konsantrasyonlardaki
karigimlarm biiylimeye etkisinin negatif yonlii olabilecegi gibi pozitif yonliide olacagi
sonucu bizim kurmus oldugumuz c¢alismada da gozlemledigimiz bir sonug¢ olmustur.
Dirilgen (2011) yapmus oldugu ¢alismada Pb ve Hg etkilesiminin L. minor Gzerindeki
biiylimeye etkisini istatistiki olarak anlamli bulmustur. Yapmis oldugumuz ¢alismada Cd
ve Pb etkilesiminin biiylimeye etkisi degiskenlik gostermesi ile paralellik gostermektedir.
Megateli et al (2009) yapmis olduklar1 ¢alismada, L. gibba' da Cd, Cu, Zn toksisitesi ve
akiimiilasyonunu incelemislerdir. Cd, Cu ve Zn i¢in artan dozlarda bitkinin biiylimesinde
yavaslama gozlenen calismada toksisite etkisi en fazla Cd' de goriilmiis olup Cu ve Zn
olarak takip etmistir. Calismamizda toksik etki Pb>Cd olup Pb' nin artan dozlar1 L. minor
biiylimesinde negatif etkiyi dogrusal olarak gostermekte iken Cd' nin artan dozlarinda
biiylime dalgalanma gostererek azalis géstermistir.

Hou et al (2007) yapmis olduklar1 fitoremediasyon ¢alismasinda Cd ve Cu' nun L. minor’
de toksik etkilerini incelemislerdir. Yapmis olduklar1 ¢aligma sonucunda Cd, Cu' dan
daha toksik bulunmustur.

Naumann et al (2007) yapmis olduklar1 ¢alismada L. minor' de on farkli agir metalin
biiyiimeye etkisini incelemislerdir. Agir metallerin bitkiye gostermis oldugu toksik
etkileri Ag*>Cd?*>Hg?*>TI">Cu?*>Ni?*>Zn*>Co?*>Cr(VI)>As(II1)>As(V) seklinde
srralamiglardir.

Uysal et al (2007) yapmis olduklar1 ¢alismada 0,005-20,5 ppm dozundaki Cd iyonunun

L. minor' deki biiylime hizina olan etkisini ¢alismiglardir. Yaptiklar: ¢alisma neticesinde
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Cd iyonunun L. minor i¢in toksik etki gosterdigi ve biiyiime hizini diigiirdiigii sonucuna

ulagilmistir. Yapmis oldugumuz ¢aligma bulunan sonuglar1 destekler niteliktedir.

4. Sonug

Calismada Pb ve Cd' un Lemna minor Gzerindeki kombine toksik etkisi incelenmis olup
Pb' nin Cd' ye gore uygulanan deney sartlar1 altinda Lemna minor i¢in daha toksik oldugu
sonucuna ulasilmistir. Bununla beraber Cd artan dozlarda toksik etkisini dalgalanma
seklinde gosterirken Pb’ de hormesis etkisi gozlenmis ve ardindan artan dozlara paralel
artan bir biiylime inhibisyonu saptanmistir. Kombine toksik etkilerde de her iki metal
arasinda da farkliliklar gozlendigi gibi benzer taraflarda saptanmstir. Cd diisiikk dozlarda
additif etki gosterirken artan dozlarla beraber etki sinerjistik olarak kendini gosterir. Pb
de ise her doz icin sinerjistik etki gozlenmektedir. Ancak gruplarda olusan toplam
sinerjistik etki sayismin gozlenen trendi, paralel dalgalanmalar gostererek Cd’ de ve Pb
icin benzerlik ortaya koymaktadir. Ayrica gergeklestirilen ¢alisma kapsaminda, bu iki

metalin Lemna minor iizerinde antagonistik etkisi gézlenmemistir.
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