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Ozet

Bu caligmada, p-laktam (sefalosporin) ve makrolid grubu (klaritromisin) antibiyotiklerin farkli derigimlerinin (0, 10, 100 ve 1000 mg/L) yiiziicii

yaprakli sucul makrofitlerden Su mercimegi, Lemna minor tizerindeki bazi fizyolojik etkileri arastirilmistir. 10, 100 ve 1000 mg/L’lik sefalosporin
derisimlerinin etkisinde, prolin miktarlar1 kontrole gore sirasiyla %4.,7, %27,9 ve %23,3 diizeylerinde arttig1 belirlenmistir. Prolin miktarlarinin
klaritromisinin 10 ve 100 mg/L’lik derisimlerinin etkisinde %11,6 ve %30,2 oraninda arttig1, buna karsin 1000 mg/L’lik derisimde ise azaldig
belirlenmistir. Her iki antibiyotigin 10 mg/L’lik derisimlerinde toplam karbohidrat miktarlarinda artisa, 100 ve 1000 mg/L’lik derisimlerinde ise
azalmaya neden oldugu belirlenmistir. Sefalosporin tiim derisimlerde, ¢oziilebilir protein miktarlarinda azalmaya neden olmustur. Klaritromisinin
10 ve 100 mg/L’lik derisimlerinin ¢oziilebilir toplam protein miktarinda artisa, 1000 mg/L’lik derisimde ise azalmaya neden oldugu bulunmustur.
Bulgulara gore, uygulanan antibiyotiklerin tiiriine ve derisimlerine bagli olarak L. minoriin farkli fizyolojik yanitlar verdigi sonucuna varilabilir.
Anahtar Kelimeler: Lemna minor, antibiyotik uygulamasi, fizyolojik yanit

Physiological Responses of Aquatic Macrophyte Lemna minor L. to Antibiotic
Applications

Abstract

In the present study, some physiological effects of different concentrations (0, 10, 100 ve 1000 mg/L) of S-laktam antibiotic cephalosporin
and macrolid antibiotic clarithromycin were investigated in free-floating macrophyte Lemna minor L. Proline contents in macrophyte treated with
10,100 ve 1000 mg/L cephalosporin concentrations were increased as 4.7%, 27.9% and 23.3%, respectively, with respect to control. Although
proline contents at 10 and 100 mg/L clarithromycin concentrations were increased as 11.6 % and 30.2 %, respectively, the content was decreased
by 1000 mg/L application. Total carbohydrate content was increased in 10 mg/L concentration of both antibiotics, the content, however, at 100 and
1000 mg/L concentrations was decreased. Protein contents were decreased by all cephalosporin concentrations applied. Although protein contents
at 10 and 100 mg/L clarithromycin concentrations were increased, 1000 mg/L application was decreased. According to findings, it can be concluded
that physiological responses of L. minor are changes as depending on antibiotic group and their concentrations.
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GIRIS

Antibiyotikler, simdiye kadar insan sagligin iyilestirmek
icin gelistirilmis ilaglar arasinda muhtemelen en basarilisidir. Bu
temel uygulanmanin yaninda, antibiyotikler hayvan sagliginda
da 6nemli miktarlarda kullanilmaktadir [1-3]. Yiizey sularinda
antibiyotik kontaminasyonuna iligkin ilk raporlar Watts ve ark.
[4] tarafindan bildirilmistir. Arastirmacilar nehir suyunda ppb
diizeyinde baz1 antibiyotik gruplarina ait (makrolid, siilfonamid
ve tetrasiklin grubu antibiyotikler) bulgular vermislerdir. Daha
sonra, yiizey sularinda diger antibiyotik gruplartyla ilgili veriler
yayinlanmistir [S-7]. Bununla beraber, antibiyotiklere yeralti
sularinda, sedimentte, hayvansal kokenli giibrelerde ve toprak
biyotasinda da rastlanmistir [8-10]. Rang ve ark. [11] insan ve
hayvanlarda kullanilan antibiyotiklerin %30 ile %90°1 biyoaktif
madde olarak idrarla atildigin1 belirtmistir.

Antibiyotik uygulamalar1 sonucu dogal ekosistemlere ciddi
derisimlerde antibiyotik girisi olmaktadir. Ancak bunlarin
dogal ortamlardaki etkileri ile ilgili ¢ok az bilgi mevcuttur

[12]. Antibiyotiklerin yiiksek derisimleri dogal ekosistemlerde
ozellikle atiksularda ve toprakta belirlenmistir. Insan etkisinin
az oldugu alanlarda diisiik derisimlerde bulunmalarina karsin,
ozellikle antropojenik aktivitelerin yogun oldugu alanlarda
yiiksek derisimlerde antibiyotik kontaminasyonu s6z konusudur
[13].

Serbest yiiziicii bitkilerden olan su mercimekleri, sulak
alanlarda sik rastlanan bitkilerdendir. Bu bitkinin sucul ortamlara
adaptasyon yeteneginin fazla olmasi, kii¢iik biyomasa sahip
olmast ve kontaminantlar1 akiimiilasyon yeteneginin yiiksek
olmas1 gibi nedenlerden dolayr bir¢ok arastirmaci tarafindan
laboratuvarda toksikolojik ¢alismalarinda kullanilmigtir [14].

Sucul ekosistemler hizli niifus artisi, plansiz kentlesme
ve sanayilesmenin beraberinde getirdigi kirlenmenin tehdidi
altindadir. Bu alanlarda yasayan organizmalar da bu kirlenmenin
sonucunda ciddi zarar gérebilmektedir. Bu kirleticiler arasinda
farmakolojik maddelerden olan antibiyotikler de sayilabilir.
Antibakteriyel maddelerin yiiksek derisimlerinin ¢evrede
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bulunmasi, canlilar iizerinde toksik etkiye neden olarak ekolojik
dengenin bozulmasina, diisiik derisimlerinin ¢evrede bulunmasi
ise patojen ve patojen olmayan bakterilerin antibiyotik direnci
kazanmasina neden olabilmektedir. Farmakolojik maddelerin
hedef olmayan organizmalardaki potansiyel etkileri genel
anlamda bilinmemektedir. Son zamanlarda hedef olmayan
organizmalara, terapotik ilaglarmn etkilerinin degerlendirilecegi
¢aligmalarin sucul bitkilerin de dahil oldugu bir¢ok organizmada
yapilmasimnin gerekliligi Onerilmistir [15-18]. Bu nedenle,
caligmamizda f-laktam grubu (sefalosporin) ve makrolid grubu
(klaritromisin) antibiyotiklerin farkli derisimlerinin yiizlici
yaprakli sucul makrofitlerden Su mercimegi, Lemna minor’deki
bazi fizyolojik etkileri aragtirilmistir.

MATERYAL VE YONTEM

Lemna minor (Su mercimegi) Lemnaceae’ye ait bir serbest
yiiziicli yaprakl bir bitkidir. Su mercimegi %10 Hoagland besin
¢ozeltinde, 26+1°C sicaklik ve yaklasik 120 pE.m2.s? 151k
siddeti (16 saat aydinlik: 8 saat karanlik) kosullarinda kontrolli
sartlardaki iklim dolabinda (Snijders Scientific, Hollanda) 7 giin
stire ile adapte edildi. Adaptasyondan sonra, su mercimekleri
1000 mI’lik plastik kaplarda, sefalosporin ve klaritromisinin 10,
100 ve 1000 mg/L’lik derisimlerinin etkisinde 6 giin boyunca
besin ¢ozeltili ortamda yetistirildi. Kontrol olarak sadece besin
¢ozeltili ortam kullanildi. Cozeltiler 2 giinde bir yenilendi.
Uygulama sonunda hasat edilen bitkilerde ¢oziilebilir toplam
protein, prolin ve toplam karbohidrat belirlendi.

Prolin miktarlarint belirlemek igin tartilan taze bitki
materyali % 3’lik siilfosalisilik asit kullanilarak havanda
homojenize edildi. Homojenat 5000 rpm’de 10 dakika santrifiij
edildi. 2 ml silipernatant 2 ml asit-ninhidrin ve 2 ml glasiyel
asetik asit test tiiplinde karistirtlarak, 95+2 °C’de 1 saat su
banyosunda bekletildi. Bu siire sonunda tiipler alinip buzlu
su igerisine sokularak reaksiyon sonlandirildi. Reaksiyon
karigimi1 4 ml toluen ile ekstrakte edildi ve 15-20 saniye tiip
karistiricida calkalandi. Renkli toluen fazi oda sicakliginda
bekletildikten sonra 520 nm dalga boyunda spektrofotometrede
(Cintra 202, Avustralya) absorbanst belirlendi. Standart olarak
L-prolin kullanildi [19]. Su mercimeginin ¢dziilebilir toplam
protein analizi Lowry ve ark. [20]’nin saptadiklar1 yonteme
gore yapildi. Toplam karbohidrat analizi i¢in taze bitkilerden
0,5 gram tartildt ve 5 ml 150 mM’lik fosfat tamponunda (pH
7,4) homojenize edildi. Ornekler 10000 rpm’de 15 dakika (+4
°C) santrifiij edildi. Siipernatanttan 0.1 ml alinarak distile su ile
3 ml’ye tamamlandi. Uzerine 5 ml Antron ¢dzeltisi eklenerek
80°C’de su banyosunda yaklagik 5 dakika bekletildi. Buzlu
su banyosunda sok sogutulan bu 6rneklerin absorbanslari 620
nm’de spektrofotometrede belirlendi.

Yapilan analizler t¢ tekrarli olarak c¢aligildi. Verilerin
istatistiksel analizi SPSS 11.0 paket programi kullanilarak
yapildi. Ortalama degerler arasindaki farklar ise LSD (Least
Significant Difference) test kullanilarak belirlendi.

BULGULAR VE TARTISMA

Biyotik ve abiyotik stres kosullarinin bitki dokularinda
genellikle prolin miktarinda artiglara neden oldugu bilinmektedir
[21]. Lemna minor dokularinin prolin miktarlart Sekil 1’de
verilmistir. Bulgularimiza gére, 10, 100 ve 1000 mg/L’lik
Sefalosporin derisimlerinin etkisinde serbest prolin miktarlar
kontrole gore sirasiyla %4,7 (p>0,05), %27,9 ve %23,3

(p<0,05) diizeylerinde artmistir. Klaritromisinin 10 ve 100
mg/L’lik derisimlerinin etkisinde %11,6 ve %30,2 artmisken
(p<0,05), 1000 mg/L’lik derisimde ise %11,6 diizeyinde
azalmustir. Prolinin biyolojik rolleri yapilan ¢alismalarla ortaya
konmustur. Bunlar arasinda hiicre i¢i pH ve NAD(P) /NAD(P)
H oranlarinin regiilasyonunda, karbon ve azot kaynagi olarak
kullanimda ve toksik reaktif oksijen tiirlerinin temizlenmesi
sayilabilir [22]. Buna gore her iki antibiyotigin diisiik ve
orta derisiminin prolin miktarlarinda artisa neden olmasi, bu
antibiyotiklerin neden oldugu streste sentezinin artiginin sonucu
olabilir. Prolin miktarinda azalmalar ise, muhtemelen asir1
stresten kaynaklanabilir.

Karbohidratlar bitkilerdeki 6nemli depo ve yapisal
materyallerdir. Bulgularimiza gore antibiyotiklerin derisimleri
toplam karbohidrat miktarlarinda degisime sebep olmustur
(Sekil 2). Toplam karbohidrat miktarlar1 her iki antibiyotigin
10 mg/L’lik derisimlerinde artis gdstermisken (p>0,05), 100
mg/L’lik derisimlerinde dnemsiz diizeyde azalmistir (p>0,05).
Antibiyotiklerin 1000 mg/L’lik derisimlerinde ise O6nemli
azalmalar belirlenmistir (p<0,05). Kerepesi ve Galiba [23],
bugdaylarda yaptig1 arastirma bulgularina gore tuza tolerant
tiirlerin ¢oziilebilir karbohidratlar1 hassas olan tiirlere kiyasla
daha fazla biriktirdigini belirtmistir. Elde edilen sonuglar
dikkate alindiginda, diigiik antibiyotik uygulamalar1 sonucu
karbohidrat miktarinda artiglarin olmasi, bu derisimlerdeki
streste karbohidratlarin rollerinden olabilir. Bunun aksine
uygulanan orta ve yiiksek antibiyotik derigimlerinin de
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Sekil 1. p-laktam (sefalosporin) ve makrolid grubu (klaritromisin)
antibiyotiklerin farkli derisimlerinin L. minor’iin prolin miktarlart
tizerine etkisi. Hata gubuklar1 ortalamalarin standart sapmasini ifade
etmektedir. Farkli harfi tagiyan ortalamalar arasinda p<0,05 diizeyinde
onemli fark vardir.
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Sekil 2. p-laktam (sefalosporin) ve makrolid grubu (klaritromisin)
antibiyotiklerin farkli derisimlerinin L. minor’iin toplam karbohidrat
miktarlar1 tlizerine etkisi. Hata cubuklar1 ortalamalarin standart
sapmasini ifade etmektedir. Farkl harfi tasiyan ortalamalar arasinda
p<0,05 diizeyinde 6nemli fark vardir.
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Sekil 3. p-laktam (sefalosporin) ve makrolid grubu (klaritromisin)
antibiyotiklerin farkli derisimlerinin L. minor’iin protein miktarlart
uizerine etkisi. Hata ¢ubuklar1 ortalamalarm standart sapmasini ifade
etmektedir. Farkl: harfi tagiyan ortalamalar arasinda p<0,05 diizeyinde
6nemli fark vardir.

karbohidrat miktarlarinda azalmaya neden olmasi, bitkide
stres sartlariin etkilerinin bir sonucu olabilir. Ayrica Munns
[24]’un da rapor ettigi gibi asir1 stres altina su mercimeginin
enerji kaynagi olarak karbohidratlar1 kullanmis olabilecegine
baglamaktay1z.

Su mercimegi dokularinin ¢oziilebilir toplam protein
miktarlari, antibiyotik cesidi ve uygulanan derisime gore
farkliliklar gostermistir (Sekil 3). Buna gore, sefalosporin
derisimlerinin artisina paralel olarak protein miktarlar1 da
onemsiz diizeyde azalmistir (p>0,05). Ancak, klaritromisinin
10 ve 100 mg/I’lik derisimleri protein miktarlarim1 kontrole
gbre Onemsiz diizeyde artirmigken (p>0,05), 1000 mg/L’lik
derisimi ise dnemli azalmaya neden olmustur (p<0,05). Protein
sentezindeki bu azalmalar muhtemelen protein sentezindeki
inhibisyon ve/veya agir1 stresin neden oldugu protolizisten
kaynaklanabilir [25,26]. Bununla birlikte, protein miktarindaki
artiglarin ise de strese toleransta rol oynayan bazi enzimlerin
miktarindaki artistan kaynaklanabilir. Bu artis ve azalislarin
hangi neden ya da nedenlerden kaynaklandigini tespiti igin ileri
caligmalara ihtiyag vardir.

Antibakteriyel maddelerin yiiksek derisimlerinin gevrede
bulunmasi, canlilar izerinde toksik etkiye neden olarak ekolojik
dengenin bozulmasina, diisiik derisimlerinin ¢evrede bulunmasi
ise patojen ve patojen olmayan bakterilerin antibiyotik
direnci kazanmasina neden olabilmektedir. Ayrica hedef disi
organizmalardan olan bitkilerin de bu sorundan ne sekilde
etkilenecegi tam olarak bilinmemektedir. Bu amagla yaptigimiz
aragtirma  bulgularma gore, uygulanan antibiyotklerin
derisimleri, hedef dis1 organizma olan su mercimeginde
fizyolojik degisikliklere neden olmustur. Bu degisimlerin
hangi neden ya da nedenlerden dolay1 oldugunun tam olarak
anlasilmasi i¢in ileri ¢aligmalara ihtiya¢ vardir. Calismamizin
daha sonraki benzer ¢aligmalara da yol gosterecegi kanisindayiz.
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