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ON SOZ

Bu kitap, biyoloji biliminin ¢esitli alanlarinda goérev alan
arastirmacilar tarafindan titizlikle hazirlanmistir. Kitap igerisindeki
her bolimde konular teorik veya uygulamali esaslar1 aciklanarak
verilmigtir. Kitabin ilk iki bolimiinde giincel akademik arastirmalar ve
sonuglarina yer verilirken, diger bdliimlerde de biyoloji alaninda

onemli yer tutan konular ile ilgili teorik bilgiler bulunmaktadir.

Degerli yazilart ile bu kitabin ortaya ¢ikmasina katkida bulunan
yazarlara, kitabin hazirlanmanda ve basilmasinda gorev alan yayin
ekibine tesekkiir eder, kitabin siz degerli arastirmaci, 68renci ve

ilgililere faydali olmasini dilerim.

Prof. Dr. SiFA TURKOGLU
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BOLUM 1
LAMBDA-CYHALOTHRIN INSEKTISITININ ALLIUM CEPA
L. KOK UCU HUCRELERINDE DNA MiKTARI UZERINE
ETKILERININ ARASTIRILMASI

Prof. Dr. Sifa TURKOGLU'!
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GIRiS

Diinya niifusunda hizli ve kontrolsiiz bir artis meydana gelmektedir.
Buna karsilik, bu artis1 karsilayacak oranda kaliteli ve yeterli iiriin
saglanamamakta, bunun sonucunda da gida ihtiyact her gecen giin
artmaktadir. Ulkemizde ve diinyada bu ihtiyacin karsilanmasi
amaciyla  tarim  alanlarinda  birgok  teknolojik  yenilikler
kullanilmaktadir. Bunlara ek olarak tarim alanlarindaki {iriine zarar
veren bitki ve hayvansal organizmalarla savasmak icinde yogun
pestisit kullanimina gidilmektedir. Bu iirlinlerin kullanilmasiyla {iriin
miktart ve kalitesinde artis saglamaktadir. Ancak bu kimyasallar suda,
toprakta, meyve ve sebzeler lizerinde uzun siire kalmakta ve bdylece
cevre kirliligine neden olarak, besin zinciri yoluyla insanlara kadar
ulagabilen ¢esitli zararlara sebebiyet vermektedir (Liman ve ark. 2011;
Sinha ve Kumar, 2014; Bianchi ve ark. 2015; Datta ve ark., 2018;

Verma ve Srivastava, 2018).

Giliniimiizde yaygin olarak kullanilan pestisitler, adsorbsiyon sonucu
meyve ve sebzelerin ylizeylerine yapisirlar. Bu gidalar ¢ogunlukla ¢ig
tikketildiginden yeterli arindirma saglanmaz ve sindirim sistemi
aracilig1 ile maruziyet meydana gelir. Bazen de soluma veya temas
sonucu deri yoluyla emilerek kan dolasimina katilarak hayati

organlara ve sistemlere ulasabilirler.

Insektisitler pestisitler icinde zararlilara karst en yaygm kullamilan
grupturlar. Tarim alanlarinda kullanilan insektisitlerin = %30’nu
olusturan sentetik piretroidler hedeflenen organizmaya karsi ¢cok, buna

karsilik kuslar ve memelilere karsi daha az toksik olmalar1 nedeniyle




siklikla tercih edilmektedirler (Mazmanci ve ark. 2008). Bu
kimyasallar, toksik etkilerini memeliler ve bdceklerin sodyum
kanallar1  lizerinde gostererek, periferik ve merkezi sinir

sistemlerindeki aksonlar1 etkileyen, sinir sistemini bozan zehirlerdir

(Bradbury ve Coats, 1989).

Birgok lilkede lambda-cyhalothrin, sivrisinek, triatomin bdcekleri ve
diger eklem bacaklilar gibi bulasici hastalik vektorlerinin kontroliinde
basariyla kullanilmistir (Schenone ve Rojas, 1992; Awumbila ve
Bokuma, 1994). Ote yandan bu insektisitin memeliler {izerinde
genotoksik etkileri oldugu da gosterilmistir (Campana ve ark., 1999;
Celik ve ark. 2003 ve 2005; Fahmy ve Abdalla, 2001; Naravaneni ve
Jamil, 2005; Velmurugan ve ark., 2006).

Allium cepa, farkli kimyasallarin genotoksik etkilerini belirlemek i¢in
kullanilan bir test materyalidir. Birlesmis Milletler Cevre Programa,
Diinya Saglik Orgiitii, Bitki Bioassay Uluslararas1 Programi ve ABD
Cevre Koruma Ajanst gibi c¢evre kuruluslari, bitkilerin test

organizmalar1 olarak kullanilmalarin1 onaylamaktadirlar.

Allium cinsinin, 6zellikle de A.cepanin genotoksik calismalarda
kullanildig1 birgok makale mevcuttur (Yiizbasioglu ve ark. 2009;
Saxene ve ark., 2010; Bianchi ve ark. 2016; Datta ve ark. 2018).

C degeri bir haploit hiicrenin igerdigi DNA miktaridir. 2C degeri
replike olmamis durumda diploit hiicrenin igerdigi DNA miktaridir. C

degeri tiirden tiire degisir. Fakat bir tiir i¢in sabittir. DNA miktar1 basit
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organizmalardan gelismis organizmalara dogru paralel olarak bir artig

gosterir.

Nuklear DNA igerigi, hiicre siklusunun sentez fazinda (S-faz)
genellikle 2 katina ¢ikar. Sentez faz1 baglamamis ya da tamamlanmis
ploidi seviyesi bilinen nukleuslarin kullanilmasi ile C degerleri
saptanabilmektedir. Diploit bitkilerin meristem hiicrelerindeki (kok
ucunda) tek mitotik nukleuslarin 6l¢iimlerinde DNA miktar1 telofazda
2C, profazda ve meteafazda 4C dir (Bennett ve Smith, 1976).

Bir tiriin DNA igerigi evrimsel gelismisligi ile pozitif iliski
gostermesine ragmen, yakin akraba tiirler birbirinden farkli 2C degeri
gosterebilirler. Bu durum ‘C  degeri paradoksu’  olarak
tanimlanmaktadir. Bu farklt miktardaki DNA’nin herhangi bir gen
iirtiinlinii kodlamayan DNA’lardan ibaret oldugu saptanmistir (Nagl,

1980).

Pestisitler ile yapilan c¢alismalar genellikle bu maddelerin
kromozomlar ve mitotik indeks ilizerine olan etkilerini arastirmayi
amaglamaktadir. Tirkiye’de elma, armut, findik, bugday, musir,
domates, iizim, zeytin, patates, seker pancari vb. bircok kiiltiir
bitkisinin biiylime ve gelisim siirecinde halen yogun bir sekilde
insektisit olarak kullanilmasina karsilik yapilan literatiir taramalarinda
lambda-cyhalothrin insektisitinin ¢ekirdek DNA miktar1 {izerine olan
etkilerini arastiran bir ¢alismaya rastlanmadigindan, bu maddenin A.
cepa kok ucu hiicrelerinde ¢ekirdek DNA miktar lizerine herhangi bir

etkisinin olup olmadiginin arastirilmasi amaglanmaistir.




MATERYAL METOD

Lambda-cyhalothrin sentetik bir piretroidtir. Yaygin ismi “Karate”
olan bu insektisitin kimyasal adi (R+S)-y-cyano-3-(phenoxy-
phenyl)methyl-(IS+IR)-  Cis-3-  (z-2-chloro-3,3,3-trifluoroprop-1-
enyl)-2,2-dimethyl-cyclopropare-carboxylate’dir. CAS  Numarasi
91465-08-06 olan bu insektisit kokusuz, beyaz veya renksiz kristal

formdadir.

Calismada arastirma materyali olarak esit biiylikliikteki A.cepa baglar
kullanilmistir. Ornekler bir kontrol ve ii¢ uygulama grubu olmak iizere
toplam dort gruba ayrilmistir. 72 saat siire ile oda sicakliginda
koklenmeye birakilmistir. Insektisitin ECso degerinin belirlenmesi kok
biliylimesi inhibisyonu kullanilarak ger¢eklestirilmistir. Bu amacla
insektisitin 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 ve 100 ppm lik dozlar
kullanilmistir.  ECso degeri 80 ppm olarak belirlenmistir. Uygulama
dozlar1 ise ECsp dozundan asagida olacak sekilde tercih edilmis ve 25,
50 ve 75 ppm olarak belirlenmistir. Kontrol grubu distile su
kullanilarak yapilmigtir. Yukarida belirtilen dozlarda hazirlanan
insektisit ¢dzeltisi bulunan behere 5’er tane saglam goriiniislii, benzer
biiyiikliikteki, dolgun sogan tohumlar1 konularak 24 saat siire ile oda
sicakliginda bekletilmistir. Siire sonunda tohumlar distile su ile
yikanmis ve iginde saf su bulunan beherlere alinarak 20 °C ‘ye ayarh
etiivde 5 (bes) glin boyunca ¢imlendirilmislerdir. Kok uzunluklar 1-
1,5 cm olunca kesilmis ve fiksasyon amaciyla 24 saat karnoy
soliisyonunda bekletilmistir. Bu islemden sonra tespit edilmis olan

kok uglart IN HCL’de 60 °C ‘lik etiivdel0 dakika siireyle hidroliz
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edilmistir (Fiskesjo, 1985). Hidrolizden sonra kok uglar1 1 dakika siire
ile damitik suda yikanmig ve bir filtre kagidi lizerinde kurulanmustir.
Bu islemden sonra kok uglart 1 saat siire ile oda sicakliginda Feulgen
boya ile boyanmistir. Feulgen reaksiyonu hidroliz sonunda
niikleotitdeki baz kisminin pentozdan ayrilarak, pentozdaki serbest
hale gegen aldehit grubunun leubazik fiiksin ile muameleye girmesi
sonucu fiiksinin kirmizi renginin ¢ikmasindan ibarettir. Asit

hidrolizinden sonra Feulgen reaksiyonu, DNA i¢in karakteristiktir.

Boyanan kok uclar ii¢ kez 10 dakikalik stirelerle kiikiirtlii suda (SO»
suyu) yikanmistir. Daha sonra bu kok uglart damitik suya alinarak
preperat yapma asamasindan gecirilmistir. Ezme preperat yontemi ile
hazirlanan preperatlardan hiicreleri 1yi dagilmis olanlar secilerek
entellan ile kapatilarak daimi preperatlar hazirlanmistir. Kontrol grubu

icin de yukaridaki islemler uygulanmistir (Nagl, 1976).

Daimi preperatlardan DNA Ol¢imii amaciyla, 6l¢iime uygun telofaz
hiicrelerinin cekirdek absorpsiyonlari Reichert-Zetopan
mikrospektrofotometrede 550 nm de Olgiilerek gerceklestirilmistir.
Her grup i¢in ayr1 ayr1 100 lgiim yapilmistir ve bu 6l¢timler ii¢ tekrar

iizerinden gergeklestirilmistir.

Kontrol grubu ile insektisitin uygulandigr gruplar arasindaki farkin

belirlenmesi i¢in SPSS 22 programi kullanilmistir.

BULGULAR

Farkli dozlardaki (25, 50 ve 75 ppm) Lambda-cyhalothrin insektisiti

ile muamele edilen A.cepa kok ucu hiicrelerinde belirlenen ¢ekirdek




DNA miktar1 Tablo 1 de verilmistir. Tablodan da goriildiigii gibi
uygulanan tiim dozlarin kontrol ile karsilastirilmasi sonucu aralarinda
istatistiksel olarak fark oldugu belirlenmistir. Benzer sekilde dozlar
kendi aralarinda karsilastirildiginda da aralarinda istatistiksel olarak
fark bulundugu gozlenmistir. 2C ¢ekirdek DNA miktarindaki azalma

doz artigina paralel olarak gerceklesmistir.

Tablo 1: Lambda-cyhalothrin Insektisitinin 25 ppm, 50 ppm ve 75 ppm lik lik
Dozlarinin Allium cepa Kok Ucu Hiicrelerine Uygulanmasi Sonucu Elde Edilen 2C

Cekirdek DNA Miktarlar1 (pikogram olarak)

Doz 2C ¢ekirdek DNA miktari
ORT. +£S. H.*
Kontrol 90.27+0.11 a
25 ppm 76.75+0.53 b
50 ppm 62.70+0.31 ¢
75 ppm 40.52 +£0.48 d

ORT.£S. H.: Ortalama+Standart Hata
*: Her veri Ui¢ tekrarin ortalamasidir. Aynmi harflerle gosterilen degerler 0,05
diizeyinde dnemsizdir.

TARTISMA

Lambda-cyhalothrin’nin 2C ¢ekirdek DNA miktan {izerine etkilerini
igeren caligmalar1 arastirmak amaci ile yapilan literatiir taramasinda,
bu konuya iligkin bir caligmaya rastlanmamistir. Ancak bagska
pestisitlerin  etkilerini gosteren calismalar az sayida da olsa elde
edilmistir. Stomp herbisitini Allium cepa kok ucu hiicrelerine
uygulayan Bilaloglu (1984), ¢alisgma sonunda bu maddenin kdk ucu
hiicrelerinde DNA miktarin1 kontrole gore artirdigini saptamistir. Bu
calismada stompun ig iplikleri olusumunu engelleyerek poliploidi

olusturdugu ve buna bagli olarak da DNA miktarimi artirdigi
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belirtilmistir. Fierment ve Gurther (1970), dalaponu Agropyron
repens’ e uygulamiglar ve calisma sonunda bu maddenin DNA
miktarini azalttigini tespit etmislerdir. Turbutry herbisitinin Vicia faba
kok uglarina uygulandigi bagka bir caligmada, tiim uygulamalarda
mitotik indeksin baskilandigt ve DNA ve RNA miktarlarinda
azalmalarin meydana geldigi belirtilmistir (Badr, 1986). Chand ve
Roy (1981), 2,4-dinitrofenoliin bitkilerde oksitatif fosforilasyonu
azalttigin1 ve bununda ATP seviyesinde azalmalara neden oldugunu
ve sonugcta DNA ve RNA sentezinde inhibisyonlarin meydana
geldigini ileri stirmiislerdir. Badr ve Ibrahim (1987), glean herbisitinin
Allium cepa ve Vicia faba’da DNA ve RNA miktarini azalttigini ve bu
durumun mitotik indekste diistislere neden oldugunu belirtmislerdir.
El-Ghamery ve Ark., (2000), atrazin herbisitini Allium cepa ve Vicia
faba kok meristemlerine uygulamislardir. Calisma sonunda DNA ve
RNA miktarinin doz ve uygulama siiresinin artigina paralel olarak
azaldigimi tespit etmislerdir. Arastirmacilar DNA sentezindeki
inhibisyonun RNA sentezini de baskiladigini ve tiim bunlarin sonunda

mitotik indeksin azaldigim ileri siirmiiglerdir.

22-24 Kasim 2019 tarihleri arasinda Gaziantep’te diizenlenen
“Zeugma III. Uluslararas1 Bilimsel Arastirmalar Kongresi”nde sozlii
olarak sunulan “Lambda-Cyhalotrin Insektisitinin A. cepa K6k Ucu
Hiicrelerinde  Genotoksik  Etkilerinin  Arastirilmas1”  baslikh
calismamizda bu insektisitin mitotik indeksi etkin bir sekilde azalttig
ve kromozomlarda anafaz kopriisii, c-mitoz, kromozom yapiskanligi

ve bintikleus olusumlar1 gibi ¢esitli hasarlara neden oldugu




gosterilmistir (3rd International Zeugma Conference on Scientific
Researches, November 22-24, 2019 Gaziantep, Turkey, Full Text
Book on Applied Sciences, ISBN 978-605-7811-39-4, sayfa 508-517).
Bu kromozom anormallikleri tamir edilemeyen DNA hasarlarinin bir
gostergesidir. Bunun sonucunda da 2C c¢ekirdek DNA miktarinda
azalmalarin meydana geldigi sdylenebilir. Daha net sonuglar i¢in bu
maddenin  DNA  ¢ift heliksindeki  etkilerinin  arastirilmasi
gerekmektedir. Bu amagla da molekiiler ve biyokimyasal ¢alismalara

ihtiyag vardir.
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GIRIS

Agir metaller oldukca yiiksek yogunluga sahip olan metaller olarak
adlandirilmaktadir. Cogunlukla bu terim, fiziksel 6zellikler agisindan
yogunlugu 5 g/cm™iin iizerinde olan metaller i¢in kullanilir. Bu grupta
demir (Fe), bakir (Cu), kursun (Pb), civa (Hg), nikel (Ni), krom (Cr),
kobalt (Co), ¢inko (Zn) ve kadmiyum (Cd) olmak {iizere altmisin
tizerinde metal yer almaktadir. Bu elementler dogal olarak
diinyamizda kiikiirt, silikat ve karbonat gibi kararli bilesikler olarak

veya silikatlarda baglanmig olarak bulunur.

Agir metaller, biyolojik siirecler iizerindeki etki derecelerine gore
yasamsal (gerekli) ve yasamsal olmayan (zorunlu olmayan) olarak
smmiflandirilir.  Enzimatik bir reaksiyonlarda kofaktdr olarak rol
oynayan ve organizmada belirli bir diizeyde bulunmasi gereken
vitamin ve hormon bilesenleri yasamsal olarak smiflandirilir. Fe, Cu,
Zn, Ni ve Se gibi metaller organizmada belirli bir derisimden sonra
toksik etki gosterirken, Hg, Cd ve Pb gibi yasamsal olmayan agir
metaller ¢ok diisiik derisimlerde bile toksik etkilere neden
olabilmektedir. Giinlimiizde teknolojik gelismeleri ve beslenme
gereksinimlerini karsilamak i¢in madencilik, boya, plastik, cam ve
metal kaplama gibi cesitli endiistriyel alanlarda agir metallerin
kullanilmasi, bunlara ek olarak tarimsal alanlarda daha fazla kaliteli
iriin elde etmek amaciyla artan pestisit ve suni giibre kullanimi1 dogal
ortamlardaki derigimlerini tehlikeli seviyelere ¢ikarabilmektedir (Hu,

2000).




Bakir, ozellikle elektrik endiistrisinde diinyada en c¢ok kullanilan
metallerden biridir. Madencilik ve metal kaplama endiistrilerinin yan1
sira, istenmeyen bitki Ortlislinlin gelismesini dnlemek i¢in kullanilan
yosunlar, tarimsal verimliligi artirmak icin kullanilan giibreler, dogal
ekosistemlerdeki bakirin  ana kaynaklaridir. (Nussey, 1998).
Hayvansal organizmalarda bakir; kemik olusumu, omuriligin
miyelinasyonu, hemoglobin sentezi ve 6zellikle sitokrom oksidazlarla
birlikte metaloenzimlerin redoks reaksiyonlarinda calisan enzimlerin
yapisal bilesenini olusturmaktadir. Bu islevleri nedeniyle canlida
yuksek diizeyde regiile edilmektedir. Yiiksek organize olmus
organizmalar yapisal ve metabolik siirecleri i¢in eser miktarda bakir
gibi agir metallere ihtiya¢ duyarlar, ancak belirli bir konsantrasyonun
tizerinde alindiginda metabolik olarak aktif dokularda birikerek toksik
etkilerini gosterirler. Organizmalarda agir metallerin birikmesi, reaktif
oksijen tiirlerinin (ROS) olusumuna, hiicre zar1 biitiinliglinlin

bozulmasina ve enzimlerin inhibisyonuna neden olmaktadir.

Molekiiler oksijen (O,) aeroblarin yasami i¢in gerekliyken potansiyel
olarak toksiktir (Fridovich, 2013). Birikmis O,' nin toksisitesiyle basa
¢ikmak i¢in, birka¢ farkli enzim gelistirilmistir. Biyolojik olarak,
antioksidan kavrami, oksitlenebilir bir substratinkinden daha diisiik bir
konsantrasyonda mevcut olan, substratin oksidasyonunu geciktirebilen
veya Onleyebilen herhangi bir bilesik olarak tanimlanmaktadir.

(Pisoschi ve Pop, 2015).

Oksidatif stresin en Onemli nedenlerinden biri serbest radikal

olusumudur. Oksidatif stres, reaktif oksijen tiirlerinin iiretimi ve
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bozulmasi1 arasindaki bir dengesizlige dayanan fizyolojik veya
patofizyolojik siire¢ olarak tanimlanmaktadir (Staerck ve ark., 2017).
Antioksidan sistemler tiim organizmalarda bulunur. Antioksidan
enzimlerin islevleri, oksidatif hasar1 onarmak ve reaktif oksijen
tiirlerini  ortadan kaldirarak  organizmalar1  oksidatif stresten
korumaktir. Antioksidan savunma bozuldugunda, oksidatif stres DNA
hasarina ve enzim fonksiyonlarinin bozulmasina neden olur (Doyotte

ve ark., 1997).

Aerobik organizmalardaki hiicresel metabolizma, O, nin azaltilmasini
iceren en etkili enerji metabolizmasi bi¢imlerinden biridir. O;’ nin
eksik indirgenmesi, endojen reaksiyonlarda olduk¢a toksik olan
radikal ve radikal olmayan reaktif oksijen tiirlerinin olusumuna yol
acmaktadir. (Mates, 2000; Livingstone, 2001). ROS olusumu, O,’ nin
oksidasyonu ve indirgenmesi ile ilgilidir. Bu indirgemenin bir sonucu
olarak, molekiiler oksijen O, radikaline ve ardindan daha reaktif
H,0, ve OH’ radikaline ve son olarak suya (H,O) indirgenir. O;"
radikali ¢cok zararli olmasa da, H>O, kaynagi oldugu i¢in 6nemlidir.
Stiperoksit kendiliginden veya siiperoksit dismutaz enzimi (SOD)
tarafindan parcalanarak H,O,' ye doniistiiriilebilir (Lesser, 2006;
Unfried ve ark., 2007). H,O, yiiksiizdiir, O, 'den daha kararlidir ve su
icerigi nedeniyle biyolojik membranlardan kolaylikla gecebilir.

Katalaz (CAT) enzimi, H,O,' yi su ve oksijene katalize eden enzimdir.

Glutatyon peroksidaz (GPx), indirgenmis glutatyon (GSH) kullanarak
H,0,' nin indirgenmesini katalize eden ve GSH' yi fazla oksitlenmis

glutatyonu oksitleyen bir peroksidazdir. Glutatyon peroksidaz,




hidrojen peroksit ve lipid peroksitleri, genellikle mitokondriyi, bazen
sitozolii alkole parcalayan Onemli bir hiicre i¢i enzimdir (Peric-
Mataruga ve ark., 2019). Genel olarak aktivitesi, mikro besin
kofaktorii olarak bilinen selenyuma baglidir (Ighodaro ve
Akinreprene, 2018). Elektron kaynagi olarak glutatyon kullanan GPx,
organik hiperoksit ve hidrojen peroksitlerin indirgenmesinden sorumlu
bir enzimdir. Selenyum bagimli glutatyon peroksidaz enzim aktivitesi,

Lepidoptera takimina ait tiirlerde nispeten diisiiktiir. (Tungsoy, 2016).

H,0,, katalaz veya glutatyon peroksidaz enzimleri tarafindan yok
edilmez ve tamamen H,O ve O,'ye indirgenmezse en reaktif oksijen
tiirlerinden OH’" radikaline doniistiiriilebilir (Halliwell ve Gutteridge,
1999; Lesser, 2006; Unfried ve ark., 2007). Endojen H,O, detoksifiye
edilmezse, Haber-Weis ve Fenton reaksiyonlarinin bir sonucu olarak
metaller tarafindan katalize edilir. Haber Weis ve Fenton
reaksiyonlari, demir ve bakir gibi gecis metallerinin varliginda H,O,'
nin azalmasi sonucu OH’ radikali seklinde olusur (Lesser, 2006;

Unfried ve ark., 2007).

Glutatyon S-transferaz (GST) enzimi viicuda giren yabanci
bilesiklerin detoksifikasyonunda oOnemli rolii olan bir enzimdir.
Boceklerde bu enzim, hiicresel zarlarin oksidatif yikima ve insektisit
detoksifikasyonuna karst korunmasini saglar (Yu, 2008). Bu enzim,
toksik metabolitlerin glutatyon ile konjugasyonunu katalize eder. Ayni1
zamanda hiicre, doku, organ biitiinligli ve diger antioksidan

molekiillerin korunmasindan ve riboniikleotitlerin azaltilmasindan
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sorumlu olan 6nemli bir antioksidan molekiildiir (Casalino ve ark,

2004).

Hidrolazlardaki en Onemli enzim gruplar1 esterazlardir. Esteraz
enzimleri, boceklerde feromon ve hormon metabolizmasi, sindirim
sistemi ve sinir iletimi, lireme davranist ve insektisitlere direng gibi
birgok Onemli mekanizmada rol oynar. Asetilkolinesteraz (AChE),
asetilkolini hidrolize eden lipofilik etkiye sahip bir enzimdir.
Asetilkolin, sinir uyarilarini sinir ucundan baska bir sinir hiicresine
tasir. Ayrica sinir ve kas hiicreleri yoluyla biyoelektrik akim
olusumunu saglayan biyolojik dnemi biiyiik bir esterdir (Alon ve ark.,
2008). Cesitli inhibitorler tarafindan indiiklenen enzim inaktivasyonu,
asetilkolin  birikimine, reseptorlerin  hiperstimiilasyonuna  ve
boceklerde lokomotor davranista degisikliklere neden olan bozulmus
norotransmisyona yol acar. Asetilkolinesteraz aktivitesinin spesifik
inhibitdrleri, Hgﬂ, Cd™?, Cu, Pb™ gibi agir metalleri igerir (Frasco
ve ark., 2007). Inhibisyon, protein-SH kalntilarina baglanarak
gergeklesir (Lionetto ve ark., 2013).

Bilinen bodcek tiirlerinin ¢ogu otguldur ve besinlerdeki toksik
maddelerle reaksiyonlar1 hizli ve gii¢liidiir. Toksik metallerin bu tiir
bocekler Tlizerindeki biiylime inhibisyonu, gelisim bozukluklari,
mortalitesi, fizyolojilerinin yeniden diizenlenmesi, biyokimyas1 gibi
akut ve kronik etkilerinin oldugu bilinmektedir (Peric-Mataruga ve
ark., 2019). Calismada materyal olarak kullanilan Galleria mellonella
L., Pyralidae ailesinin bir iiyesidir. G. mellonella bir holometabol

bocektir ve dort farkli yasam evresine sahiptir (yumurta, larva, pupa,




yetigkin). Ayni zamanda model organizma olarak da kullanilan bu
tiirlin larvalar1 pupa asamasinda polen, balmumu, bal aris1 derileri ve
yavrulari ile beslenerek, petek icinde tlineller olusturur ve toplu olarak
yumurtlama aglart meydana getirir. Bu siire zarfinda kovana zarar
verirler. Ayrica, kolonilerin larvalar tarafindan bliyiik 6lgekli istilasi
genellikle koloni kaybina yol agar. Bu tiiriin en 6nemli 6zelliklerinden
biri in vitro kosullarda rahatlikla biiyliyebilmesi ve genis larva
gruplarinin kullanabilmesi agisindan ¢aligsmalarin istatistiksel giiciinii
arttirmakta ve arastirmalarla ilgili maliyetleri diistirmektedir (Cook ve
McArthur, 2013; Maguire ve ark., 2017; Lange ve ark., 2018).

Agir metallerin endiistriyel alanlarda kullaniminin artmasiyla birlikte
cevre ve hedef dis1 organizmalar lizerindeki olumsuz etkiler de ayni
oranda artmaktadir. Organizmalarda agir metallerin birikimi sonucu
besin zinciri ile organizasyonlar1 daha yiiksek organizmalara transfer
edilerek derisimleri artar. Bocekler, karasal ekosistemin biiyiik bir
popiilasyonunu olusturan canli gruplar olduklari i¢in besin zincirinde
onemli bir basamag olusturmaktadirlar. Bu amac¢ kapsaminda yapilan
calismada canli organizmalar iizerinde, 6zellikle sinir sistemi ve diger
metabolik sistemler lizerinde toksik etkilere neden olan bakirin, model
organizma G. mellonella larvalarinin antioksidan savunma sistemleri

tizerindeki etkileri arastirilmistir.
1. MATERYAL- METOT

Stok kiiltiirtin devami igin Bronksil (1961) tarafindan belirlenen
kepek, bal petegi, bal, gliserin ve saf sudan olusan besin karisimi 5

litrelik cam kavanozlara yerlestirilerek 5 disi ve 5 erkek ergin G.
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mellonella birakilmigtir. Besin karigimi  igerisine kepek ilave
edilmeden Once kontaminasyonu Onlemek amaciyla FN 400 Niive
marka sterilizatérde 150 °C' de sterilize edilmistir. Disilerin yumurta
birakmasi i¢in kavanozlarin kapaklaria birakilan kagitlar giin asirt
degistirilerek  petek igceren farkli kavanozlara aktarilmstir.
Kavanozlarin agizlari hava sirkiilasyonunu engellemeyecek ince bir
tiil ile kapatilmigtir. Hazirlanan kavanozlar bocek kiiltiirii odasinda 30
+ 1 °C sicaklikta, % 65 £ 5 bagil nemde ve giinliik 12:12 (K: A) foto
periyodunda inkiibasyona birakilmistir. Populasyon yogunluguna
baglh olarak zaman zaman kavanozlara bal petegi eklenmistir. Bu
yontemle elde edilen 5. evre larvalarin se¢imi Singh (2010) tarafindan

belirlenen boy ve agirlik verilerine gore yapilmistir.

Yapilan ¢alismada Cu' nun dogadaki derisimlerinin G. mellonella
larvalar tizerindeki etkileri belirlenmistir. Besin igerisine 100 g besin
icerisine 10 pg /mL CuSO4 uygulanmistir. Yumurtadan yeni ¢ikan
larvalar CuSO4.5H,0O igeren besine aktarilmistir (N=20). Kontrol
boceklerinin Cu igermeyen besin ile beslenmeleri saglanmistir.
Larvalar son (7.) evreye ulastiginda (yaklasik 15 giin sonra; 150-200
mg), besin ortamindan alinmis, hemolenf, orta bagirsak ve yag dokusu
disekte edilerek igerisinde soguk homojenizasyon tamponu (20 mM
Tris tamponu pH 7.6) bulunan Eppendorf tiiplerine aktarilmustir.
Melanizasyonu onlemek icin her tiipe birkag feniltioiire (PTU) kristali
eklenmistir. Elde edilen homojenatlar 500 x g'de 15 dakika (+4 °C)
santrifiij edildikten sonra, siipernatanlar yeniden 12.000 x g'de 45
dakika (4 °C) tekrar santrifiij edilmistir. Yag dokular1 50 W, 40-50 s'




de ultrasonik homojenizatérde (Bandelin Sonoplus. HD 2070, Berlin,
Almanya) santrifiij edilmistir. Sitosolik fraksiyon hacimleri, toplam
protein Ol¢limii i¢in her numunenin 100 pL alikotunu ayirarak
Olclilmiis ve diisiik molekiiler agirlikli proteinleri uzaklagtirmak icin
Sephadex® G-25 jel kolonlar1 uygulanarak saflastirma islemi
yapilmustir (Gonzalez ve ark., 2014). Antioksidan enzimlerin tayini

icin 6rnekler, analiz isleemlerine kadar - 80 °C' de saklanmustir.
1.1 SOD Enzim Aktivitesinin Tayini

Stiperoksit ~ dismutaz ~ (SOD: EC: 1.15.1.1)  aktivitesi,
ksantinoksidaz/hipoksantin sistemi ile sitokrom c¢' deki azalmanin
Olclilmesiyle belirlenmistir. 1 birim SOD, sitokrom ¢ azalmasinin %
50'sinin inhibisyonu ile biriken enzim miktar: ile tanimlanmaktadir
(McCord ve Fridovich, 1969). SOD aktivitesi, toplam proteinin U mg”

! olarak tammlanmasiyla elde edilmistir.
1.2. CAT Enzim Aktivitesinin Tayini

Katalaz (CAT: EC: 1.11.1.6) aktivitesi, bir dakika boyunca 240 nm
absorbansta H>O,' nin par¢alanmasiyla salinan azalmig absorbansin
Slgimiidiir. Sabit sayr (6240 = 40 M’'cm™) kullamilarak birim
zamandaki absorbans degisiklikleri, katalaz aktivitesinin bir Ol¢iisii
olarak belirlenmistir. Enzim aktivitesi nmol min"' mg™ protein birimi

cinsinden ifade edilmistir (Greenwald, 1985).
1.3. GPx Enzim Aktivitesinin Tayini

Toplam glutatyon peroksidaz (GPx: EC: 1.11.1.9), NADPH'nin 340

nm'de oksidasyonunu takiben substrat olarak glutatyon rediiktaz,
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indirgenmis glutatyon ve kiimen hidroperoksit varliginda 6l¢tilmiistiir
(Lawrence ve Burk, 1976). GPx aktivitesi, toplam protein

konsantrasyonunun nmol min” mg']' 1 olarak ifade edilmistir.
1.4. AChE Enzim Aktivitesinin Tayini

Asetilkolinesteraz (AChE: EC: 3.1.1.7), asetiltiyokolinin tiyokolin ile
asetata ayrigma reaksiyonunu katalize eden bir enzimdir. Hemolenf,
orta bagirsak ve yag doku, % 10 Triton iceren Tris-HCl tamponunda
(100 mM, pH 8.0) buz iizerinde homojenize edilmis daha sonra
12.000 g' de 30 dakika (4°C) santrifiij edilmistir. AChE aktivitesi, 41
nm dalga boyunda tiyokolin ile DTNB arasindaki reaksiyon sonucu
olusan 5-tiyo-2-nitrobenzoik asidin verdigi sar1 rengin yogunlugu

Olciilerek belirlenmistir (Ellman ve ark., 1961 ).
1.5. GST Enzim Aktivitesinin Tayini

1-kloro-2,4-dinitrobenzenin (CDNB) indirgenmis glutatyon ile
konjugasyonunu katalize eden toplam GST aktivitesi Ol¢iilerek
belirlenmistir. Absorbanstaki degisiklik 340 nm' de tespit edilmis ve
enzim aktivitesi, molar ekstinksiyon katsayis1 9.6 mM™ cm™ olarak
kullanilarak ~ mmol  konjuge = CDNB/dk/mg protein  olarak
hesaplanmistir (Habig ve ark., 1974).

1.6. Total Protein Tayini

Bradford yontemi, proteinlerdeki arginin, triptofan, tirozin, histidin ve
fenilalanin gibi amino asit kalintilarinin, mavi renkli bir kompleks

olusturan Coomassie brillant blue G-250 boyasina baglanmasina




dayanir. Renkli soliisyonun absorbansi 595 nm'de Ol¢iilmiistiir

(Bradford, 1976).
1.7. istatistiksel Analizler

Verilerin istatistiksel analizi SPSS 21.00 programi kullanilarak bir dizi
Varyans Analizi ve Bagimsiz ornekler t testi ile degerlendirilmistir.

P<0.05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.

2. BULGULAR

CuSO4 uygulamasi sonucunda larvalarin orta barsak ve yag dokuda
SOD aktivitelerinde sirasiyla 1.27 kat ve 1.20 kat oranlarinda azalma

meydana geldigi belirlenmistir (Sekil 1; P<0.05).
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Sekil 1. Bakira maruz birakilan G. mellonella larvalarinin hemolenf, orta barsak ve
yag dokusundaki SOD aktivitesi. t testine gore “*” ile gosterilenler arasinda
istatistiksel bir fark bulunmustur (P <0,05).
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Bakir maruziyeti sonucunda G. mellonella larvalarinin hemolenfinde
CAT aktivitesinde 1.53 kat oraninda azalma meydana gelirken, orta
barsak ve yag dokusunda sirasiyla 1.37 kat ve 1.04 kat oranlarinda

artis meydana geldigi belirlenmistir (Sekil 2; P<0.05).
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Sekil 2. Bakira maruz birakilan G. mellonella larvalarinin hemolenf, orta barsak ve
yag dokusundaki CAT aktivitesi. t testine gore “*” ile gosterilenler arasinda
istatistiksel bir fark bulunmustur (P<0,05).

GPx aktivitelerinde ise, G. mellonella larvalarinin hemolenf ve orta
barsakta sirasiyla 2.46 ve 1.52 kat oranlarinda azalma tespit edilmistir.
Larvalarin yag dokularinda ise GPx aktivitesinde 1.14 kat oraninda

artis meydana geldigi belirlenmistir (Sekil 3; P<0.05).
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Sekil 3. Bakira maruz birakilan G. mellonella larvalarinin hemolenf, orta barsak ve
yag dokusundaki GPx aktivitesi. t testine gore “*” ile gosterilenler arasinda
istatistiksel bir fark bulunmustur. (P<0,05).

AChe aktivitesinde ise, hemolenf, orta barsak ve yag dokuda sirasiyla

% 52, % 46 ve % 15 inhibisyon meydana gelmistir (Sekil4; P<0,05).
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Sekil 4. Bakira maruz birakilan G. mellonella larvalarinin hemolenf, orta barsak ve
yag dokusundaki AChE aktivitesi. t testine gore “*” ile gdsterilenler arasinda
istatistiksel bir fark bulunmustur. (P <0,05).

30 || BiYOLOJIDE GUNCEL AKADEMIK CALISMALAR
TEORIK VE UYGULAMA



GST aktivitesinde, hemolenfte 24 kat oraninda artis meydana gelirken,
orta barsakta 1.45 kat oraninda artis meydana gelmistir (Sekil 5;
P<0,05).
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Sekil 5. Bakira maruz birakilan G. mellonella larvalarinin hemolenf, orta barsak ve
yag dokusundaki GST aktivitesi. t testine gore “*” ile gosterilenler arasinda
istatistiksel bir fark bulunmustur. (P <0,05).

3. TARTISMA

Bu ¢alismada elde edilen sonuglar, antioksidan enzimlerin boceklerde
metal etkisi sonucunda giiclii bir sekilde etkilendigini gostermistir.
Metaller, genellikle diizenleme mekanizmalariyla kontrol edilen
Lepidopter larvalarinda birikime neden olmakta veya zor asimile
edilebilebilmektedir (Gintenreiter ve ark., 1993). Larvalarda metal
iceriklerin diizenlenmesi, genellikle bagirsak hiicrelerinin (metallerin
biriktigi yerlerde) diskida atilmak {izere sindirim sisteminin liimenine

parg¢alanmas1 veya malpigian tiibiiller yoluyla metallerin atilmasi




yoluyla ger¢eklestirilir (Dallinger, 1992). Bakirin bir¢ok organizmanin
orta bagirsagindaki sitozol metalotiyonine baglanmasi, Cu/Zn
stiperoksit dismutaz, sitokrom c oksidaz veya transkripsiyon faktorleri
gibi bir¢ok biyolojik aktivitede yer alan temel bir element olmas1 gibi
Ozelliklerine ragmen, hiicrelerde belirli bir derisimin {izerinde
alindiginda toksik etki meydana getirdigi yapilan caligmalarda ortaya
konmustur (Baghban ve ark., 2014).

Marshall (1983), bakirin kiikiirt igeren bir metalotioneine
baglanabilecegini ve graniillerin ya bakir detoksifikasyonunun son
driinlerini temsil ettigini ya da bakir depolarinin, misetomal
simbiyotlar tarafindan enzimlerin ve makromolekiillerin sentezini
olusturdugunu ortaya koymustur. Bunun yami sira Huang ve ark.
(2012), daha yiiksek Cu konsantrasyonlarinin protein denatiirasyonuna
neden olabilecegini ve S. litura' da ileri diizeyde disfonksiyona yol
acabilecegini bildirmislerdir. Ayrica, maruziyetin diisiik bir diizeyde
devam etmesi halinde, bu metalin birikmesi nedeniyle biiyiime

tizerinde olumsuz bir etki gézlendigini de ortaya koymuslardir.

Bu calismada, CuSOy etkisindeki G. mellonella son evre larvalarinin
orta barsak ve yag dokusunda CAT aktivitesi artarken hemolenfte
azalma meydana gelmistir. Tiim dokularda SOD aktivitesinde ise
azalma meydana geldigi tespit edilmistir. GPx aktivitesi hemolenf ve
orta barsakta azalmis, buna karsin yag dokuda artis meydana geldigi
belirlenmistir. GST aktivitesinde, hemolenf ve orta barsata artis
meydana gelmistir. AChE aktivitesinde ise, tiim dokularda inhibisyon

meydana geldigi tespit edilmistir.
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Agir metaller de diger tiim kirleticiler gibi ya direkt organizmalarda
reaktif oksijen tiirlerini olusturarak ya da antioksidan hiicre
savunmasini yok ederek oksidatif strese neden olmaktadir (Janero,
1990; Kong ve ark., 2013). Cu canli organizmalarda Haber-Weiss ve
Fenton reaksiyonlarin1 katalizleyerek reaktif oksijen tiirlerini
olusturmakta ve oksidatif strese neden olmaktadir (Prousek, 2007).
Cu™ iyonu direkt olarak negatif yiikli protein-SH gruplarma
baglanarak, enzimleri denatiire ederek ya da indirekt olarak reaktif
oksijen tiirlerini olusturarak oksidatif strese yol agmaktadir (Ahmad ve
ark., 2005; Bopp ve ark., 2008). Tiim organizmalarda agir metallerin
neden oldugu oksidatif stresin zararl etkileri SOD, CAT ve GPx gibi
antioksidan enzimler tarafindan etkisiz hale getirilmektedir (Ma ve
ark., 2010). Diger organizmalar gibi boceklerde de oksijen tiirlerinden
kaynakli oksidatif stres SOD, CAT ve GPx enzimleri tarafindan
superoksit (O,7) radikalini hidrojen peroksite (H,O;), ardindan
H,0,’yi de H,O ve Oy’ye cevirerek yok edilmektedir (Valavanidis ve
ark., 2006). Yapilan ¢alismalarda boceklerde metal iyonlarinin, SOD,
CAT ve GPx gibi antioksidan enzimler dahil olmak iizere detoksifiye
edici enzimlerin aktivitelerindeki degisimle ilgili oldugu bildirilmistir
(Kafel ve ark.,, 2012). Orta barsak ve yag dokudaki CAT
aktivitesindeki artisin, metal etkilesiminin neden oldugu artan
oksidatif stres ile iligkili olabilecegi, hemolenfteki azalmanin ise,
metalin enzim molekiilii iizerindeki —SH gruplarina dogrudan
baglanmasiyla iliskili olabilecegi diisiiniilmektedir. Ayrica, boceklerde
orta barsak, emilimin meydana geldigi yer olup, metabolik

aktivitelerde 6nemli bir rol oynamaktadir. Sindirim sisteminde metal




etkilesimi oldugunda, barsak hiicreleri metalleri biriktirir ve bunlarin

hemolenfe girisini engeller (Ballan-Dufrancais, 2002).

Suganya ve ark. (2016), Spodoptera litura larvalar ile yaptigi
calismada farkli konsantrasyonlardaki Cd ve Pb uygulanmasi
sonucunda yag dokudaki CAT ve SOD aktivitelerinin artan
konsantrasyona bagli olarak degistigini  bildirmislerdir. Peri¢-
Mataruga ve ark. (2019) ise, dordiincii evre Lymantria dispar
larvalarinda beyindeki ve orta barsaktaki Cd biyoakiimiilasyonunu,
oksidatif stresi ve kolinesteraz aktivitesi parametrelerindeki
farkliliklar1 arastirmislar, sonug olarak oksidatif stresin belirteci olan
enzim aktivitelerinde (SOD, CAT, GR, GST, APOX, GSH ve SH
gruplar1)) ve Cd birikiminin her iki doku i¢inde artis meydana
getirdigini tespit etmislerdir. Kolinesteraz aktivesi ise beyinde orta
bagirsaga gore onemli derecede arttigini belirlemislerdir. Sun ve ark.
(2011), yaptiklar1 calismada S. litura larvalarinda besine eklenen
nikelin GST ve karboksilesteraz aktivitelerinde artis oldugunu tespit

etmislerdir.

Sonug olarak, bakirin G. mellonella larvalarinda oksidatif strese neden
olarak antioksidan enzim aktivitelerinde degisikliklere yol actig1
belirlenmistir. CuSO,4 tarimsal alanlarda insektisit olarak siklikla
kullanilmaktadir ve toksik etkisi oksidatif stresin indiiksiyonundan
kaynaklanmaktadir. Arastirilan metalin etkisindeki uygulamada G.
mellonella  larvalarinda  antioksidan  enzim  aktivitelerinde
degisikliklere neden oldugundan, bu parametrelerin kirlilik belirteci

olarak kullanilabilecegi sonucuna varilmistir.
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GIRiS

Toprak ekosistemi, sayisiz mikroorganizmay:r barindirmaktadir
(Flemming ve Wuertz, 2019). Cesitli mikroorganizmalar tarafindan
olusturulan toprak biyofilmlerinin, mineral yiizeyler, gozenek
bosluklar1 ve bitki kokleri gibi ¢esitli substratlarda kolonilestigi
belirlenmistir (Ramey ve ark., 2004). Dogal ortamlarda, bakterilerin
yaklagik % 99unun biyofilm matrisinde bulundugu tahmin
edilmektedir (Gutiérrez Castorena ve ark., 2016). Bakteriyel yiizey
bilesenleri ve  hiicre dis1  bilesikler [0zellikle  flagella,
lipopolisakkaritler (LPS) ve ekzopolisakkaritler (EPS'ler)], sinyal
molekiillerin ¢ogu bakteri tiiriinde otoagregasyon ve biyofilm
gelisiminde olduk¢a Onemli olmustur (Antoun ve Prevost, 2005;
Gobat ve ark., 2004). Biyofilmler, hiicrelerin bir ylizeye bagl hiicre
dist polimerik bilesiklerin bir matrisine gomiilii oldugu bakteri
topluluklaridir (Gupta ve ark., 2015). Biyofilmlerde yasamak,
bakterilerin zararli kosullardan korunmasima yardimct olmakla
birlikte, hem hayvanlarda hem de bitkilerde bakteriyel patojenlerin
hastalik dongiisiinde de 6nemli bir faktér gibi goriinmektedir (Gupta

ve ark., 2015).

Baglanmanin ilk asamalarina dis zar proteinleri, pili veya LPS'ler
aracilik eder. Mikrokolonilerin olusumundan sonra, olgun bir biyofilm
olusumu i¢in yeteri miktarda sinyallerin tretilmesi gerekir (Weller,
2007). EPS'ler, biyofilmlerin yapilarim olusturur ve 3 boyutlu
yapilarini stabilize eder. Biyofilmler, bakterilerin su, besin, enzim ve

sinyal aligverisi yapmasina, potansiyel olarak toksik metabolitleri




atmasina ve gelismis metabolik isbirligi sergilemesine izin verir

(Gobat ve ark., 2004; Whipps, 2001).

Toprak biyofilmlerinin gelisimi topragin fizikokimyasal 6zelliklerini
etkilemektedir. Mikroorganizmalar tarafindan salgilanan EPS,
mineraller arasinda baglantiy1 saglayarak, toprak mikro agregatlarinin
i¢ kohezyonunu da giiclendirmistir (Lin ve ark., 2016). Boylece,
toprak biyofilmleri; ¢evresel stres altinda mikroorganizmalarin hayatta
kalmasim arttirdig gibi, toprak mikro ortamlarinin
sekillendirilmesinde de belirleyici bir rol oynamaktadir. Toprak
biyofilmlerinin topragin asir1 kurumasi, asirt otlatma ve agir metaller
gibi c¢evresel olumsuzluklara karsi koruyucu 6zellikleri genel olarak
kabul edilmekle birlikte, cevaplanmasi gereken temel sorular vardir.
Ornegin, toprak matrisindeki biyofilm gelisim siirecleri, toprak
biyofilm olusumunun ¢evresel ve biyolojik belirleyicileri, toprak
biyofilmine katki saglayan mikroorganizmalarin metabolik aktivitesi
ile topluluk yapisinin etkileri biiylik oOl¢iide bilinmemektedir.
Bakteriyel biyofilmler, tarimsal ekosistemler i¢indeki ¢esitli nislerde
bulunur ve bitki kokiindeki diger mikroorganizmalarla basarili bir
sekilde rekabet edebilir. Bakteriler ve mantarlar da toprakta birlikte
yasar ve ortak mikro nigleri paylasir. Bu bir arada yasama, yalnizca
mikroorganizmanin metabolik faaliyetlerine fayda saglamakla kalmaz,
ayn1 zamanda bitki ve ekosistem sagligina da katkida bulunmaktadir
(Deveau ve ark., 2018). Bakteriyel biyofilm ve bunlarin etkilesimleri
ile ilgili caligmalar, genellikle biyoteknolojik uygulamalarda ve klinik
alanlarda dikkat ¢ekerken (Kenny ve Balskus, 2018; Magana ve ark.,
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2018), toprak biyofilmlerinin énemi de son yillarda biiyiikk Olcilide
artmistir (Bystriansky ve ark., 2019).

Mantar-bakteriyel biyofilmler olarak bilinen mantar ylizeylerine
yapisan bakteriyel biyofilmlerin, biyofilm olusumu olmayan tek veya
kanigik kiiltiirlere gore bitki biliylimesini, besin alimini ve gevre
stresine kars1 toleransini artirdigi bildirilmistir (Hassani ve ark., 2018).
Bitki kokleriyle iliskili bu tiir dogal olarak var olan biyofilmler,
sadece bitkisel iiretimi iyilestirmekle kalmaz, ayn1 zamanda konuk¢u
bitkiyi farkli ¢evresel stresler altinda da korumustur (Hassani ve ark.,
2018). Bitki i¢in, rizosferde bulunan mikrobiyal topluluk ve biyofilm
topluluklar olarak etkilesimlerinin bitki metabolik siire¢lerini dnemli
ol¢iide etkilemesi olasidir. Bu boliimde, toprak bakteriyel biyofilmler,
stirdiiriilebilir tarimda ve verimliliginin artirilmasindaki roli, bitki
kokleri ile ortak yasamda bulunan dogal mikrobiyal biyofilmler ilgili

calismalar 6zetlenmistir.
1. TOPRAK BiYOFILMLERININ OZELLIKLERI

Toprakta bulunan tiim  mikroorganizmalar1 igeren  toprak
mikrobiyomu, bir¢ok énemli biyojeokimyasal dongiiyii yiirliten arag
olarak bilinir. Mikrobiyom, besin dongiisiinii, toprak verimliligini
korudugu gibi, toprakta karbon depolamada rol oynamakta olup
(Liang ve Balser, 2011), karasal ekosistemlerdeki bitki ve hayvanlarin
saglig1 iizerinde de dogrudan veya dolayl bir etkiye sahiptir (Ahmad
ve ark., 2017; Fierer, 2017). Dogal ortamdaki mikroorganizmalar

siklikla biyofilm ad1 verilen ylizeye bagl yapilar olusturur (Flemming




ve ark., 2016). Biyofilmler genellikle bitki kokleri ve kil mineralleri
gibi toprak ortaminin karbon bakimindan zengin yiizeylerini kolonize
eder ve kiimeler olusturmak i¢in EPS salgilar (Ma ve ark., 2017; Cai
ve ark., 2018). Topraktaki mikroorganizmalar, kendilerinin {rettigi
hiicre dis1 polimerik madde (EPS) ile, toprak pargaciklarina, kokler
veya mantar hifleri gibi biyotik yiizeylere baglanir ve organik
materyali ayristirir (Flemming ve Wuertz , 2019). Toprak ortamlari
karmasik ve dinamik olsa da, biyofilmler bakterileri c¢evreleyen
kosullar1 stabilize edebilir; avlanma, kuruma ve antibiyotiklere maruz
kalmaya karsi koruma saglarken, besinlerin ve oksijenin igerigini
diizenler, gen transferi i¢in uygun bir nis saglar (Madsen ve ark.,
2012). Topraklarda mikroorganizmalar gesitlilik gosterir, topraklarda
cok sayida mikro habitatin olusumu oldugu gibi, zit nislerde yasayan
mikroorganizmalar i¢in farkli yasam alan1 bulunmaktadir (Rilling ve
ark., 2017). Yapilan bir arastirmada, toprakta mikroorganizmalarin
bireysel mikroagregatlar seklinde var oldugu kanitlanmistir (Nunan,
2017). Bu mikroagregatlar kii¢iik boyutludur, sadece birkag yiiz hiicre
ve smirli sayida tiir icermekte; diger mikroagregatlardan birkag
mikrometre ile ayrilmaktadir (Raynaud ve Nunan, 2014). Bu nedenle,
tek bir agregat, farkli mikrobiyal topluluk icerebilmektedir (Rillig ve
ark., 2017).

Bir toprak biyomunun yasam dongiisii; kati yiizeylere baglanma
(mineraller ve bitki kokleri gibi), bu ylizeylerin kolonizasyonu,
gelisme, olgunlagma ve hiicre dagilimi gibi birka¢ asamaya ayrilabilir

(Cai ve ark., 2013). Baglanma, yiizey yiikii, ¢6zlinmiig iyonlar ve sivi
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mekaniginin etkilesimine bagl fizikokimyasal bir siirectir (Cai ve
ark., 2013). Mikroorganizmalar yiizeyi algiladiginda, kolonizasyonu
tesvik eden fizyolojik degisiklikler meydana gelmektedir (O’Toole ve
Wong, 2016). Bir biyofilm gelisimi sirasinda, hiicrelerin fizyolojisi
farklilagsarak biyokimyasal olarak farkli bir fenotip ve farkli bir form
olusturur. Olgunlagsmada biyofilm yapis1i ve bilesimi nispeten
kararlidir. Bununla birlikte, biyofilm igindeki hiicreler; besinlerin
tiikkenmesi veya olusan stres kosullarina karsi biyofilmi dagitabilen ve
hiicrelerin dagilmasini tetikleyebilen enzimleri salgilayarak hizla tepki
verebilir (Oppenheimer-Shaanan ve ark., 2013). Biyofilm dagilim1
sirasinda hiicreler, aktif veya pasif yollarla biyofilm matrisinden
ayrilabilir. Bu ayrilmis hiicreler, baska bir bolgede kolonilesebilir ve

yeni bir biyofilm dongiisii baslatabilir (O’Toole ve Wong, 2016).

Hiicre dist polimerik matris (EPS), biyofilmdeki etkilesim sirasinda
mikroorganizmaya stabilite saglayan biyofilm olusumunun baglanma
asamasinda olusur (Jamal ve ark., 2018). EPS, organik madde,
ekzopolisakkaritler, proteinler, hiicre dist DNA, niikleik asit, enzim,
lipidler vb. bilesiklerden olusur (Jamal ve ark., 2018). Bakteriyel
biyofilm matris olusumunda yer alan her bir yapisal element, biyofilm
olusumunda ve stabilitesinde belirli bir isleve ve role sahiptir (Fong ve
Yildiz, 2015). Ekzopolisakkaritler, mikrobiyal biyofilm olusumu ve
organizasyonu i¢in ¢ok Onemlidir. Bu nedenle polisakkaritler,
agregatif  (hiicrelerin yilizeye yapismasi), koruyucu (hiicreleri

antibiyotik penetrasyonundan korudugu difiizyon bariyeri) ve yapi




(biyofilm olusum diizenlemesi ve yapisi) olarak kategorize edilir (Lin

ve ark., 2016) .

Staphylococcus aureus'ta ekzopolisakkaritlerin  varhiginda bile
biyofilm ile iligkili proteinlerin biyofilm olusumunu indiikledigi
tanimlanmistir (Shukla ve Rao, 2017). Polisakkaritlerin disinda bir
diger 6nemli faktor; bakteriler tarafindan aktif olarak salgilanan hiicre
dist DNA'dir. Yiizeyle iliskili mikrokolonilerde eDNA'nin ana islevi
bakteriyel baglanma, stabilizasyon, agregasyon ve olgunlagmay1
saglamaktir ve eDNA'min P.aeruginosa'da erken biyofilm olusumunda
da gerekli oldugu gosterilmistir (Chang, 2018). Uygun kosullarda
herhangi bir ylizeyde biyofilm olusumu, tek tek bakteri hiicrelerinin
etkilesimi ile baslar. Biyofilm matrisindeki {i¢lincli dnemli unsur; pili,
lektin, flagella, fimbriae ve seker baglayici proteinlerdir. Bu yiizey
proteinlerinin, flagella ve pili'nin, bakteri hiicrelerinin yiizeye ilk
yapismasinda ve bazi durumlarda da hiicrelere baglanma yiizeyini
kolonize etmesine yardimci olan gdcte rol aldig bilinmektedir (Fong
ve Yildiz, 2015). Matriks proteini, biyofilm matrisinin yeniden
diizenlenmesini veya proteinlerin enzimatik 6zelliklere sahip olmasi
nedeniyle matrisin diger bilesenlerine dogru parcalanmasint ve
dagilmasimi saglar. EPS, matrisin daha uzun siire sulu kalmasina
yardimct olan ve bakteri hiicrelerini kurumaya kars1 koruyan % 97

sudan olugsmaktadir (Flemming ve ark., 2016).

Biyofilm ile iligkili bakteriler genellikle bircok avantajlara sahiptir
(Kragh ve ark., 2016). Bu biyofilmlerin kii¢iik hacimlerinde, ekolojik

olarak 6nemli biyojeokimyasal siire¢ler olusmaktadir (Kragh ve ark.,

48 | BIYOLOJIDE GUNCEL AKADEMIK CALISMALAR

TEORIK VE UYGULAMA




2016). Ornegin, bir arada bulunan Bradyrhizobium japonicum SEMIA
5019 ve Penicillium spp. toprakta organik azot ve fosfor
mineralizasyonunu artirmig ve ayni tiirlin farkli iyelerini igeren
topraklara oranla daha yiiksek nitrojenaz aktivitesi gostermistir
(Seneviratne ve Jayasinghearachchi, 2005). Biyofilmlerin ig¢indeki
taksonomik gruplar arasindaki tiir etkilesimleri de toprak
kiimelenmesi iizerindeki olumlu etkilerini ortaya c¢ikarmaktadir
(Lehmann ve ark., 2017). Biyofilm kuru kiitlesinin % 80'ini olusturan
EPS, mikroorganizmalar1 biyotik ve abiyotik streslere karsi korumak
gibi toprakta ¢ok sayida yararh islev saglayabilir (Or ve ark., 2007).
Ornegin EPS, kendi agirhiginin 15-20 kat1 su depolayabildigi icin
(Chenu ve Roberson, 1996), topraklarin su tutma kapasitesini dnemli
olgiide artirabilmektedir (Adessi ve ark., 2018). EPS ayrica, topragin
ozelliklerine bagli oldugu toprak agregatlarinin olusumuna ve

stabilitesine de katkida bulunmaktadir (Bezzate ve ark., 2000).

2.TOPRAK BiYOFILMLERINDE MIiKROBIiYAL
ETKILESIMLER

Biyofilmlerdeki hiicrelerin birbirleriyle etkilesime girdikleri ve pek
cok aktiviteye sahip olduklar1 bilinmektedir (Parsek ve Greenberg,
2005). Bu, hiicrelerarast ve i¢i etkilesimleri, metabolik {iriinlerin
degisimini ve hiicreler arasi sinyallesmeyi icerir (Burmolle ve ark.,
2014). Biyofilm topluluklarindaki mikroorganizmalarin ¢esitliligi
nedeniyle, biyofilmlerdeki etkilesimler her zaman c¢esitli ve
dinamiktir, toprak biyofilmlerinin olusumunda ve islevinde onemli

roller oynar (Adessi ve ark., 2018).




Dogadaki mikroorganizmalar tek baslarina var olmama egilimindedir
ve bir biyofilm olusturmak icin isbirligi yapabilirler (Faust ve Raes,
2012). Biyofilmlerin olusumu, cevresel streslere karst korumaya
elveriglidir, bu da mikroorganizmalarin, olumsuz yasam kosullariyla
birlikte basa cikabilen cok tiirlii biyofilmler olusturmak i¢in isbirligi
yapabileceklerini isaret etmektedir (Burmolle ve ark., 2007; Ren ve
ark., 2015). Ornegin, Burmolle ve ark. (2007) tarafindan yapilan
calismada; Pseudomonas putida SB5'in  Chryseobacterium sp
tarafindan biyofilm olusumunu tesvik edebilecegi belirlenmistir.
Bagka bir calisma, Stenotrophomonas rhizophila, Xanthomonas
retroflexus, Microbacterium oxydans ve Paenibacillus amylolyticus
iceren dort tlirtin biyofilmin de Xanthomonas retroflexus baskin rol
oynadigi, diger suslarin biyofilmlerinin olusumunda da etkili oldugu

saptanmistir (Ren ve ark., 2015).

Rizosfer, biyofilm olusturabilen ve bitki gelisimi, besin dongiisii, bitki
patojenlerinin biyolojik kontroliinde etkili ve biyoremediasyon gibi
onemli siireglerde yer alan bitkiye yararli bakteriler tarafindan
kolonize edilir (Shaikh ve ark., 2018; Velmourougane ve ark., 2019).
Rizosfer biyofilmlerinin islevleri tam olarak bilinmemektedir. Belirli
toprak uygulamalar1 ile rizosferdeki biyofilmlerin rollerini agikliga
kavusturmak icin metagenomik yaklasimlarin kullanarak daha fazla
calismanin yapilmasimin gerekli oldugu agiklanmistir (Schmeisser ve

ark., 2017).

Bitki mikrobiyomundaki onemli mikrobiyal simbiyont grubu, bitki

biiylimesi ile birlikte toprak kalitesinin iyilestirilmesinin yani sira
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hemen hemen tiim ekosistemlerde bitkilerin iyilestirilmesine yardimci
olan arbuskiiler mikorizal mantarlar (AMF) ve ektomikorizal
mantarlardir (EMF) (Guennoc ve ark., 2018). Rizosferde biyofilm
olusturan bakteriler; bu mantarlarin sporlarinda veya mikorizal
yapilarin yiizeyinde de bulunabilmektedir (Torres-Cortés ve ark.,
2015). Mikoriza ile iligkili bakterilerin, kok gelisiminde rol oynadig;;
kok ve AMF arasindaki tamima silirecine katki saglayarak,
sporiilasyonu, miselyal olusumunu ve biiylimesini uyardigi,
antagonistik maddelere karst korumayi tesvik ettigi, fosfat
¢cOziinlirligli, azot fiksasyonu, antibakteriyel veya antifungal
ozellikleri tesvik ettikleri bildirilmistir (Wagner ve ark., 2019). Bu
bakteriler, mantar yapilarimi degistirerek veya bakteri-mikoriza
etkilesimi ve sinyallesmede 6nemli bir rol oynarken, sitrik ve maleik
asidi karbon kaynagi olarak saglayarak AMF'nin gelisimini tesvik
etmektedir (Kannan ve ark., 2011). Bununla birlikte, bu tiir bakteriler
mikorizal simbiyoz tipine bagli olmadiklar1 i¢in spesifik degildir.
Bacillus megatarium, Bacillus sp.’nin mikorizal tiirlerden Gigaspora
margarita’min  gelisimini  tegvik ettigi (Budi ve ark.,, 2012),
Paenibacillus  validus ve  Rhizobium  tropici’nin  Glomus
intraradices’in hif gelisimini arttirarak simbiyotik etkilesime katki
sagladig1 (Hildebrandt ve ark., 2005), Pseudomonas fluorescens’in ise
Glomus mosseae‘in bitki kok kolonizasyonunda rol oynadigi (Pivato

ve ark., 2009) yapilan ¢calismalarda agiklanmistir.




3. BITKILERLE ILiSKiLi HABITATLARDA BiYOFILMLER

Rizosfer, bitki koklerinden ve topraktaki sizintilarindan etkilenir,
bakteriler tarafindan kolonize edilir. Rizobakterilerin bitki kokleriyle
iligkisi, bitki kok yiizeyleri ile iliskili mikroorganizmalarin
(Psuedomonas, Burkholderia, Bacillus ve Paenibacillus vb.) hiicrelere
yapismasina, mikrokolonilerin olusumuna ve etkilesimlerine baglidir
(Jung ve ark., 2018; Velmourougane ve ark., 2017). Bitki koklerinde
biyofilm olusumu, besin ve su varlig: ile bakteri-bakteri etkilesimleri
gibi sinyallerle de baglatilabilir, stresli kosullar altinda da
olusturulabilir (Zuniga ve ark., 2017). Kok ylizeyinin o6zellikleri
koklerin uzunlugu boyunca degisiklik gosterir. Biyofilm olusumunun,
farkli yerlerde kokler tarafindan salinan eksiidalar ve besinlerden
etkilendigi rapor edilmistir (Timmusk ve ark., 2005). Metallerle kirli
topraklardaki yonca kok bolgesinden izole edilen ve biyofilm
olusturan Proteus sp., Pseudomona sp., Ensifer meliloti ‘nin metal
kontamineli topraklarin remediasyonunda kullanilabilecegi yapilan bir
arastirmada agiklanmistir (Raklami ve ark., 2019). Ansari ve Ahmad
(2018) tarafindan yapilan bir c¢alismada ise; Pseudomonas
entomophila tarafindan olusturulan biyofilmin abiyotik strese karsi
bugdaya toleranshilik kazandirdig1 belirlenmistir. Ayrica Azotobacter
chroococcum-Anabaena ortaklifinca iretilen biyofilm olusumunun

bitki gelisimini arttirdig1 rapor edilmistir (Prasanna ve ark., 2011).

Bitkiler genellikle dogal ekosistemde karsilikli bir etkilesim iginde
AMF ile birliktelik olustururlar. Bu simbiyotik birliktelikte; mikoriza

bitkiler tarafindan salinan fotosentatin yaklasik % 20'sini tiiketir,
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karsiliginda konukgu bitkiye su ve besin saglar (Wipf ve ark., 2019).
Bu organizmalar kok bdlgesinin yakininda bulunduklarindan, bitki
gelisimini ve biiyiimesini desteklerken besin maddelerinin emilimini
artirmaya yardimci olduklarindan, biyogiibreleme olarak kullanilirlar

(Wipf ve ark., 2019).

AMF'nin hifleri, mikroorganizmalar igin tercih edilen bir mikro
habitat olabilir ve birgok bakteri, mantar hif ylizeyini farkli oranlarda
kolonize edebilir, biyofilmler olusturabilir (Frey - Klett ve ark., 2011).
Bunun nedeni biiyiik olasilikla, hiflerin zengin bir besin bolgesi
olmasinin yan sira, hif filmi boyunca go¢ ederek veya biyofilmlerdeki
hif uclarin1 biiyliterek uzaktaki besinlere ulagsmada "giivenli yol"
gorevi gorebilmesinden kaynaklanmaktadir (Ghignone ve ark., 2018).
AMF'de biyofilm olusumu sadece bakterilere besinler saglamakla
kalmaz, ayn1 zamanda bakterilere avcilardan ve streslerden uzakta
giivenli bir nis saglayarak onlara avantajlar da saglayabilir (Guennoc
ve ark., 2018). Dis mikorizal hifler, bitki konaginin fizyolojisini ve
kok eksiidasyon modelini degistirerek toprakta bulunan bakterilerle
dogrudan veya dolayli olarak etkilesime girer. AMF'yi kolonize eden
bitki ile bazi1 bakteri tiirleri arasindaki bu tiir "ti¢li" iliskilerde ¢ok
yiiksek 6zgiillik vardir, ¢linkii farkli tiirler belirli mikoriza varligina
degisken sekilde yanit verir (Ghignone ve ark., 2012). Farkli bakteri
suslar1, sporlar ve hifler gibi cesitli mantar yapilariyla etkilesime
girebilir ki bu iliskiler, kolonize bitki kdkiinde biyofilm formunda
korunabilir. Bu bakteriler, biyofilm seklinde sporun yiizeyinde veya

sporun sitoplazmasi i¢inde endobakteriler olarak bulunur (Taktek ve




ark., 2017). Mantar-bakteri iliskisi, hem mantar tiirlerine hem de
kolonizasyon bdlgesine gore secici olabilir (Agnolucci ve ark., 2019).
Bakteriler, besin kaynagini kesfetmek ve daha Once erisilemeyen
besin alanlarmma ulagmak i¢in mantar yiizeyinde koloni olustururlar

(Agnoluccik ve ark., 2019).

AMF sporu ve spor duvarlariyla iligkili kiiltiirlenebilir bakterilerin
izole edildigi ve g¢esitli izolatlarlarin tanimlandig1 rapor vardir
(Magallon-Servuin ve ark., 2019). Sporla iligkili bakterilerin yani sira
mikoriza, sitoplazmalarinda endobakterilere de ev sahipligi yapar
(Torres-Cortes ve ark., 2015; Zhang ve ark., 2014). Mikoriza iliskili
bakterilerin ¢ogu, azot ve fosfor gibi besin maddelerinin varligini
artirmig; fitohormonlar, sideroforlar, indol asetik asit {iretmis ve
fungal patojenlerine karsi diren¢ saglamislardir (Agnolucci ve ark.,
2015). Ayrica, mikorizosfer bakterilerinin spor ¢imlenmesini, hif
genislemesini iyilestirdigi, mikorizal aktiviteyi artirdigi bildirilmigtir
(Agnolucci ve ark., 2019). Mikoriza (EMF veya AMF) ile iliskili
bakteriler, mikorizal yapilarla biyofilm olusturma yetenegine sahiptir

(Deveau ve Labbe, 2017; Guennoc ve ark., 2018).

Asirt derecede kirlenmis topraklardan (petrol hidrokarbonlari), ¢ok
cesiti AMF tanimlanmis, Sphingomonas sp., Pseudomonas sp.,
Massilia sp. ve Methylobacterium sp. ise AMF ile iliskili bakteriler
olarak tanimlanmistir. Bu bakteriyel tirler AMF propagiilleriyle
biyofilmler olusturmustur (Iffis ve ark., 2014). Bir havu¢ kokiinde
P.fluorescens'in, arbuskiiler —mikorizal mantar olan Glomus

intraradis’in miselleri ilizerinde biyofilm olusturdugu belirlenmistir
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(Bianciotto ve ark., 2001). Hem bakteri hem de AMF, konakci
koklerle dogrudan etkilesime girerek bitki biliylimesini uyarmustir,
mikorizal mantarlarin ve bakterilerin bitki saghigr {izerindeki
sinerjistik etkileri {izerine bir¢ok ¢aligsma yapilmistir (Revillini ve ark.,
2016). Son g¢alismalar, mikorizal mantarlarin ve bakterilerin bitkiler
iizerinde olumlu sinerjistik etkileri oldugunu gostermistir (Magallon-
Servin ve ark., 2019. Misir mikorizosferinde bulunan bakteriyel
biyofilmler, fosforu ¢6zmiis ve konak¢i biiylimesini artirmistir
(Magallon- Servin ve ark.,, 2019). Misir mikorizosferindeki
G.margarita'nin spor ylzeylerinde Bacillus sp., Bacillus thuringiensis
ve Paenibacillus 'un rizosfer suslarinin olusturdugu biyofilm, toprak
kaynakli bitki patojenlerini inhibe ettigi gibi, fosfor ¢oziiniirliigi,
etilen iretimi, nitrojenaz aktivitede artig saglamistir (Cruz ve Ishii,
2012). Rhizobium miluonense ve Burkholderia anthina suslarinin
Rhizoglomus irregulare ylzeyine giiclii bir sekilde yapistig1 ve fosfati

cozebildigi gozlemlenmistir (Taktek ve ark., 2017).

4. TARIM BIYOTEKNOLOJISINDE BiYOFIiLM
FONKSiYONLARI

Toprak rizosferinde olusan biyofilmler, ayni zamanda mikrobiyal
topluluklar1 da sekillendirirler (Hassani ve ark., 2018). Biyofilm
iireten bakterilerden iiretilen iirlinlerin bitkiyi yalmzca gesitli cevre ve
toprak kaynakli hastaliklara karst degil, aym1 zamanda tuzluluk,
kuraklik, inorganik ve organik kirleticiler gibi abiyotik streslere karsi
koruyarak potansiyel olarak verimliligini artirabildigi ag¢iklanmustir

(Malusave ve ark., 2012). Rizosferdeki biyofilmlerin, stres altinda kdk




ekstidasyon tepkisini tesvik edebilen mikrobiyal biyokiitle ile birlikte
su stabilitesini iyilestirmede de katki sagladigi belirlenmistir (Kasim
ve ark., 2016). Toprakta organik kirleticilerin ve agir metallerin
biyolojik olarak parcalanmasi biyofilm varliginda saglanabilmistir.
Ciinkii bu tiir yapilar matrisin varlig1 nedeniyle zorlu ortamlara karsi
bozulmadan kalabilmistir (Kasim ve ark., 2016). Faydali bakteriyel
biyofilmler as1 olarak, bitki gelisimini ve biiylimesini tesvik etmek
icin toprakta veya toprak iistii kisimlara sprey seklinde dogrudan

bitkilere uygulanabilir (Hettiarachchi ve ark., 2014).

Mantar varliginda metabolik isbirligi ise, mantar yiizeyine bakteri
yapismasi i¢in fungal sizintilarin bakterilerce kullanilmasi nedeniyle
toprakta yeni bakteri nislerinin olugmasinda O6nemlidir (Deveau ve
ark., 2018). Bakteriler ve mantarlar arasindaki metabolik isbirligi,
biyofilmi olusturan mikroorganizmalara, 6zellikle bakteri tiirleri igin
daha fazla koruma saglar (Deveau ve ark., 2018). Mikorizal bitkilerde
meydana gelen bitki-mikroorganizma etkilesimleri, mikorizalagmay1
artirmaya ve c¢evresindeki mikrobiyal popiilasyon ¢esitliligini
dogrudan etkilemeye yardimci olmustur (Guennoc ve ark., 2018). Bu
nedenle, bu tiir etkilesimler sadece bitki biiyiimesine katki saglamakla
kalmaz, ayn1 zamanda besin dongilisiindeki artigla toprak kalitesini de
artirmaktadir (Velmourougane ve ark., 2017). Bitki biiylimesi ve
toprak sagligi lizerinde daha fazla olumlu etkiye sahip polisakkaritler
ve biyoaktif bilesikler Tretebileceklerinden, c¢ok sayida tiirden

biyofilmlere daha fazla odaklanilmalidir.
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SONUC

Dogal ortamlarda, bitki kokleri ile iliskili bulunan ¢ok sayida
mikrobiyal topluluk vardir ve bu {ic yonlii bitki-mantar-bakteriyel
biyofilm simbiyotik birlikteligi bitkilerin var olusundan beri
stiregelmistir. Cesitli sinyallesmeler, dogadaki mikrobiyal topluluklar
tarafindan bitkileri etkilemek icin kullanilmaktadir ve bunlarin
anlagilmasinin, tarimsal iretkenligi artirmak i¢in gelecekteki
calismalar tlizerinde etkili olacagi belirgin hale gelmistir (Mhlongo ve
ark., 2018). Yeni nesil dizileme ve metagenomik yaklasimlar gibi yeni
teknolojilerin ~ kullanilmasi,  arastirmacilarin  bitkilerle  iliskili
mikrobiyal topluluklarin fizyolojik potansiyellerini agiklamaya
yardime1 olan mekanik bir analizini gergeklestirmelerine olanak tanir.
Bu tiir bilgiler, rizosfer bdolgesindeki mikrobiyal siiregleri ve
etkilesimlerin anlasilmasina da yardimci olur (Knief, 2014). Toprak
biyofilmleri, mikroorganizmalar i¢in de avantajlar sunar. Toprakta
biyofilm  gelisimi, organizasyonu ve mikrobiyal etkilesim
mekanizmalar1 iizerine yapilacak caligmalar, ¢evresel, tarimsal veya
biyoteknolojik alanlarda toprak mikroorganizmalarinin yonetimi igin
yararl bilgiler saglayacaktir. Uygun floresan etiketler ve goriintiileme
teknikleriyle birlestirilmis cihazlar, bu karmasik mikro ¢evrenin mikro
Olcekli ekolojisini agiklayabilir (Cai ve ark., 2019). Tarim sektdriinde,
biyogiibre olarak kullanilacak biyofilmlerinin o6nemli potansiyel
faydalar1 olabilir. Bu tiir yenilik¢i ¢evre dostu firiinler, geleneksel
kimyasal bazli giibrelerin yetersizliklerinin {istesinden gelme

potansiyeline sahiptir. Bitki ve biyofilm arasindaki etkilesimin daha




iyi anlagilmasi, topraktaki fungal-bakteriyal biyofilmlerin ve
biyogiibre olarak kullanilacak biyofilmlerin verimliligin artmasina
yardimet olacaktir. Bitkiler ve dogal olarak iliskili mikroorganizmalar
arasindaki ortak yasam ve patogenez derinlemesine incelenirken,
mikrobiyal biyofilmlerin bitki biliylimesi, sagligi ve hastaliklar
iizerindeki etkilerinin belirlenebilmesi i¢in daha fazla caligmaya

ithtiyag vardir.
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GIRiS

"Mikroalg" terimi, 6ncelikle hem deniz hem de tatli su ortamlarinda
cok yaygin olan sucul mikroskobik algler ve siyanobakteriler igin
kullanilmaktadir (Priyadarshani ve ark., 2011). Mikroskobik alglerin
aksine siyanobakteriler, oksijenik fotosentez yapabilen gram negatif
fotosentetik  prokaryotlardir  (Singh ve ark., 2016). Bazi
siyanobakterilerin heterosistler olarak bilinen 6zel yapilari vardir;
bunlar azot fiksasyonundan sorumludur.  Mikroalgler, ©nemli
miktarda karbonhidrat, lipit ve yag asitleri icerir. Baz1 mikroalgal
tirleri, zarf veya kilif olarak bilinen hiicrelerini kaplayan hiicre dis1
polisakkaritlere  sahiptir. Azot fiksasyonunda rol oynayan
siyanobakterilerin, bitkilerin besin dongiisiinde de Onemli olan ve
biiylimeyi destekleyen vitaminler, organik asitler ve antagonistik
maddeler irettigi bilinmektedir (Singh ve ark., 2016). Ayrica
irettikleri polisakkarit yapili maddeleri ile topragin gézenek boyutu
ve su tutma kapasitesi gibi fiziksel Ozelliklerini de iyilestirdikleri

bildirilmistir (Singh ve ark., 2016).

Mikroalgler esas olarak agik sistemlerde (agik havuzlar, yuvarlanma
yolu havuzlari ve tanklar) veya kapali sistemlerde (tiip, diiz ve kolon,
foto-biyoreaktorler) yetistirilir (Wang ve ark., 2012; Kumar ve Singh,
2016). Acik sistemlere gore kapali sistemler, biiylime kosullar1 ve
cevresel faktorler agisindan daha 1yi kontrol saglar; bu sistemler belirli
tirlerin basarili bir sekilde yetistirilmesine yardimci olur. Bununla

birlikte, acik yetistirme sistemleri, atik su kullanilmasi durumunda




daha iyi alternatif olabilir ve atik suda bir¢ok mikroalgal tiiriiniin

yetistirilmesi i¢in daha diisiik enerji maliyetlerine sahiptir.

Mikroalgler, yeterli miktarda azot (lire, amonyum veya nitrat), fosfor,
karbon (organik veya inorganik) ve diger eser elementlere sahip
olduklar1 i¢in evsel, belediye, su iiriinleri yetistiriciligi, siit Uriinleri
veya endiistriyel gibi ¢esitli atik sularda yetistirilebilir. Atik su aritim1
icin mikroalg kullanimi, sadece verimli atik su biyoremediasyonunu
saglamakla kalmaz, ayni zamanda biyogiibreler (Singh, 2015),
biyoyakit (Kumar ve ark., 2018) i¢in mikroalgal biyokiitle iireten
diisik maliyetli ve siirdiiriilebilir bir endiistriyel {iretim sistem
sunabilir (Kumar ve ark., 2017). Kanalizasyon aritma tesisleri ve atik
su aritma tesisleri ile atik suda mikroalgal yetistirme gibi tesisler

entegre edilebilir (Kumar, 2017).

Mikroalgal yetistirme icin atik su aritmanin faydalar1 vardir; bunlar;
su ve besinin geri kazanimi1 yoluyla atik suyun cevresel ve ekonomik
degerini  iyilestirir, tarimsal ve endistriyel amagclar igin
kullanilabilecek  biiyilkk hacimlerde su saglar, biyogiibreler,
biyoyakitlar ve endiistriler i¢in diger katma degerli iirlinler igin
mikroalgal biyokiitlenin yetistirilmesine izin verir; atik su aritimi
sirasinda kanalizasyon ve atik su aritma tesisleri tarafindan tiretilen
CO,'yi yakalayarak karbon ayak izini azaltir (Kumar ve ark., 2018;
Priyadarshani ve ark., 2011).
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1. BiYOGUBRE OLARAK MiKROALG

Mikroalglerin bircok yonii, onlari, azot fiksasyonu, bitki bliytimesini
tesvik etmek icin c¢esitli maddelerin iretimi ve topragin fiziksel
ozelliklerinin 1iyilestirilmesi gibi potansiyel bir biyogiibre varlig
yapar. Siyanobakterilerin, atmosferik azotu diazotrofi olarak bilinen
biyolojik olarak yararli bir forma (yani amonyak) sabitledigi
bilinmektedir. Bazi siyanobakteriyel suslar, azot fiksasyonu ig¢in
nitrojenaz enzimi igeren oOzel kaln duvarli hiicrelere, yani
heterosistlere sahiptir. Bu heterosistoz siyanobakteriler, aerobik
fotodiazotroflardir ve tarim alanlarimi ozellikle de celtikleri dogal
olarak inhibe ederler (Singh ve ark., 2016). Siyanobakterilerin celtik
tarlalarma yaklasik 20-30 kg N / ha azot katkisinda bulunabilecegi
tahmin edilmektedir (Issa ve ark., 2014). Trichormus variabilis,
Desmonostoc muscorum, Aulosira fertilissima ve Tolypothrix tenuis
gibi diazotrofik siyanobakteriler, ¢eltik icin biyo-asilayici olarak

kullanilabilir.

Anabaena-Azolla egrelti otu simbiyotik birlikteliginin, mevsimde 60
kg N / ha'ya kadar azot katkist yaptigi ve ayrica topraga Onemli
miktarda organik madde sagladigi agiklanmistir (Moore, 1969).
Siyanobakteriyel biyogiibreler, c¢eltik yetistiriciligi i¢in azotlu
giibrelerin yerine Cin, Vietnam, Hindistan vb. Asya ililkelerinde ¢ok
stk kullanilmaktadir (Lumpkin ve Plucknett, 1982). Celtikler,
siyanobakterilerin biiyiimesi i¢in glines 15181, su, sicaklik, nem ve
besin maddelerine ihtiyaglar1 gibi uygun kosullar sunar (Kumar ve

ark., 2018b). Bununla birlikte, yiliksek seviyelerde azot varligi,




siyanobakterilerin biiylimesi ve azot fiksasyon yetenegini inhibe
etmektedir. Mikrobiyal biyokiitle karbonunun topraktaki degisikligini
olgmek igin bir gosterge olabilecegi iyi bilinmektedir. Mikroalglerin
veya siyanobakterilerin agilanmasiyla ilgili tiim uygulamalar,
asilanmamis kontrole gdre mikrobiyal biyokiitle karbonunda dnemli
bir artis gostermistir (Albiach ve ark., 2000). Yapilan bir ¢alismada
mikroalgal biyokiitlenin, topragin kuru kosullarda canliligin1 ve
verimliligini korumasina yardimci olan humus olusumuna 6nemli
Olciide katkida bulundugu goézlemlenmistir (Nekrasova ve
Aleksandrove, 1982). Kaushik (1985), dogal alglerin 6 aylik bir siire
boyunca in vitro kosullarda toprak organik karbonunda yaklasik %
0.03'liik (672 kg/ha) bir artisla katkida bulunabilecegini gézlemlerken,
Subhashini ve Kaushik (1984) sodik topraklardaki siyanobakteriyel
halotolerant tiirler ile asilamanin, ekim mevsiminde organik karbonu

yaklasik 5.3—7.6 ton karbon / ha artirabilecegini bildirmistir.

Toprakta fosforun almabilir formda olmamas: biiyiikk bir sorun
olusturmaktadir. Siyanobakterilerin, organik fosforu fosfataz enzim
iretimi ile c¢oziindiirerek fosforun biyoyararlanimini arttirdigi
bilinmektedir. Siyanobakteriler; trikalsiyum fosfat, demir fosfat,
aliminyum fosfat ve hidroksiapatit gibi ¢oziinmeyen fosfor formunu
topraklarda ve tortularda ¢ozebilirler (Cameron ve Julian, 1988; Singh
ve ark., 2016). Toprakta inorganik olarak bulunan fosfora oranla
mikroalgal asilama ile bitkilerin fosfat aliminin ¢ok daha yiiksek

oldugu bildirilmistir (Fuller ve Roger, 1952).
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2.TOPRAGIN FiZiKSEL OZELLIiKLERININ
IYILESTIRILMESINDEKI ROLLERI

Mikroalgler ve siyanobakterilerin, topraktaki gelismeleri sirasinda
polisakkaritler, peptitler ve lipitler gibi c¢esitli bilesikleri serbest
biraktiklar1 bilinmektedir; bu, mikro agregatlar olusturmak i¢in toprak
parcaciklarinin  birbirine baglanmasina yardimci olur. Ayrica
polisakkaritler, kil partikiillerini yakalayabilen lif benzeri yapilar
olustururlar; bodylece mikroagregatlarin yapisinin korunmasini da
saglarlar. Olusan mikroagregatlar, makroagregatlar olarak bilinen
daha biliyiik toprak agregatlarini olusturmak igin birbirine baglanir

(Singh, 2014).

Toprak  kiimelemesini  zenginlestirme  kapasiteleri  nedeniyle,
siyanobakteriler kurak veya yar kurak boélgelerdeki bozulmus
arazilerin toprak kalitesini iyilestirmek icin kullanilabilir (Singh,
2014). Siyanobakterilerin asilanmasina bagli olarak, topragin
polisakkarit igceriginin arttig1, bdylece hem topragin agregat stabilitesi
hem de su tutma kapasitesi artmistir (Kaushik, 1998). Rogers ve Burns
(1994); makro agregatlarin, riizgar ve su kaynakli toprak erozyonuna
kolayca direnebilen siyanobakterilerin miisilajli filamentleri ile daha
da giiclendirildigini 6ne siirmiistiir. Siyanobakterilerin aracilik ettigi
makro agregatlarin stabilitesi, kurak ve yar1 kurak kosullarda, bitkisel
iretimde olduke¢a faydalidir. Desmonostoc muscorum ile asilamanin
celtik fide gelisimini olumlu yonde etkiledigi gibi, besin igerigi ve
agregat stabilitesini de etkiledigi rapor edilmistir (Regers ve Burn,

1994). Siyanobakteriyel biiylimenin topragin havalandirilmasini




iyilestirdigi, bu da topraklardaki sikismay1 azalttigit ve yer alti
biyogesitliligini destekledigi bildirilmistir (Rogers ve Burns, 1994).

3. MIKROALGLERIN KULLANIMI iLE TUZLU TOPRAGIN
ISLAHI

Siyanobakteriler, tuzlu topraklar gibi asir1 ortamlarda hayatta kalabilir
ve bu nedenle bu topraklar iyilestirmek i¢in kullanilabilir. Moisander
ve ark. (2002), Anabaena oscillarioides, Sphaerospermopsis
aphanizomenoides  ve  Microcystis  aeruginosa  gibi  bazi
siyanobakteriyel  suslarin  7-15 g/l arasinda degisen tuz
konsantrasyonlarint tolere edebildigini bildirmistir. Ayrica, bu
siyanobakteriyel tiirlerin ekzopolisakkaritler iirettigi ve topragin daha
iyl partikiil baglama ve su tutma kapasitesine yol actifni da

gbzlemlenmistir (Kumar ve ark., 2019).

4 MIKROALGLERIN BiTKi BUYUME DESTEKLEYICIiLERI
OLARAK KULLANIMI

Siyanobakteriler, bitki bliylime hormonlar1 (gibberellinler, sitokinin,
oksin veya absisik asitler), vitaminler (B vitamini veya amino asitler),
antibiyotikler ve toksinler iiretir. Misra ve Kaushik (1989) celtik
bitkilerinde  siyanobakterilerin  bitki  biiylimesini  destekleme
kapasitesini incelemisler ve siyanobakterilerin c¢eltik tohumlarmin
cimlenmesini, ayrica koklerin ve  siirgiinlerin  biiylimesini

destekledigini rapor etmislerdir.
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5.MiKROALG BAZLI BiYOGUBRE

Mikroalgler,  agik  sistemlerde  veya  kapali  sistemlerde
(Fotobiyoreaktorler veya PBR'ler olarak da adlandirilir) yetistirilebilir
(Takenaka ve Yamaguchi, 2014; Fernandes ve ark., 2015; Kumar ve
Singh, 2016; Singh ve ark., 2016).

5.1.Acik Havuzlar ve Yiiksek Oranh Alg Havuzlar1 (HRAP)

Siyanobakterilerin yetistirilmesi icin agik havuz sistemleri yaygin
olarak kullanilmaktadir. Bunlar ¢cogunlukla dogal gdletler, gbller veya
alg havuzlaridir (Spolaore ve ark., 2006; Dragone ve ark., 2011). Alg
havuzlari, derinligi 0.2-0.4 m (bazen 1 m'ye kadar) olan s1g tipi agik
havuzlardir. Goletler, lagiinler; goller gibi agik havuzlarla
karsilagtirildiginda, mikroalgal {iretimini verim agisindan ii¢ kata
kadar iyilestirebilir (Craggs ve ark., 2011). A¢ik havuz sistemlerinin
en bliylik avantajlari, kullanim kolaylig1 ve daha diisiik insa maliyeti
ile ayrica kapali sistemlere gore daha fazla biyokiitle iiretimine
sahiptirler (Carlsson, 2007; Dragone ve ark., 2011). Bununla birlikte,
kirlenmeye ve ayrica iklim kosullarina, 6zellikle buharlagma ve yagis
nedeniyle besin ve hiicre sayilarindaki degisikliklere karsi ¢ok

hassastirlar (Tredici, 2004; Dragone ve ark., 2011).

Acik sistemlere gore, fotobiyoreaktdrler; hiicre sayisi, pH, sicaklik ve
O2 ve CO; konsantrasyonunun daha iyi diizenlenmesi ve kontroliine
sahiptir (Pulz, 2001). Daha siirdiiriilebilir ve esnek yetistirme
sistemleridir, iirlin tlirtine, {iretim seviyesine ve yerel hava sartlarina

gore acik veya kapali kosullarda caligtirilabilirler. Yiiksek degerli




iriinlerin  gerekli oldugu ilag ve kozmetik endiistrilerinde,
kontaminasyon igermedikleri icin oldukca avantajlidir (Dragone ve

ark., 2011).
5.2.Hasat

Mikroalgal biyokiitlenin hasat edilmesi, oncelikle boyut, yogunluk ve
hasattan sonra gereken iirlin gibi mikroalglerin 6zelliklerini dikkate
alir. Brennan ve Owende (2010) hasadi toplu hasat ve yogunlastirma

olarak iki agamaya ayirmistir.

Toplu hasat agamasinda, mikroalgal biyokiitle, acik havuzlardan veya
kapali foto-biyoreaktorlerden toplanan yigin silispansiyondan ayrilir.
Brennan ve Owende (2010), toplam kati maddenin yaklasik % 2-
7'sinin toplu siispansiyondan ayrilabilecegini belirtmis ve bunu
basarmak i¢in sedimantasyon, yiizdiirme veya flokiilasyon gibi cesitli
yontemler kullanilmigtir. Yercekimi sedimantasyonu, mikroalgal
biyokiitlenin toplu olarak toplanmasi i¢in en yaygin tekniktir, ancak
Spirulina gibi biiylik mikroalglerin toplanmasinda daha yararlidir
(Brennan ve Owende, 2010). Ayrica, ¢ok basit bir teknik olmasina
ragmen, On islem i¢in ¢cok uzun bir siire ve yiiksek sicaklik kosullar

gerektirdigi ileri siirlilmiistiir (Uduman ve ark., 2010).

Yogunlagtirmada ise; toplu hasatta elde edilen mikroalgal kati
biyokiitle, filtrasyon, santrifiijleme ve ultrasonik agregasyon gibi
cesitli tekniklerle daha da konsantre edilir (Brennan ve Owende,
2010). Filtreleme yontemi, Coelastrum ve Spirulina (70 um'den biiyiik
hiicre boyutu) gibi biiyilkk mikroalgler i¢in yaygin olarak
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kullanilmaktadir. Bu yontem, membran filtrasyonunun kullanilmasi
nedeniyle nispeten pahalidir; bu nedenle biiyiik Olgekli hasat igin

uygulanamaz (Brennan ve Owende, 2010).
5.3.Biyokiitle Degerlemesi

Mikroalgal  biyokiitlenin  toplu  olarak  toplanmasindan ve
kalinlagtirilmasindan sonra, konsantre kati biyokiitle (kuru agirlik)
genellikle % 15-25'dir (Uduman ve ark., 2010). Bu konsantre
biyokiitle, bir hayvan yemi olarak veya tarimsal amaglar i¢in bir
biyogiibre olarak gelistirilebilir. Uriin degerini daha da artirmak icin
konsantre = mikroalgal  biyokiitle  kurutulabilir.  Biyokiitlenin
denatiirasyonunu Onledikleri i¢in gelistirilmis iki tlir kurutma;
puskiirtmeyle kurutma ve giinesle kurutma vardir. Hem piiskiirtmeyle
kurutma hem de giines enerjisiyle kurutma c¢ok verimli olmasina
ragmen (Leach ve ark., 1998), piiskiirtmeyle kurutma sicak gaz (azot
veya hava) kullanimiyla daha fazla enerji gerektirirken, giines
enerjisiyle kurutma genis bir ylizey alanina ihtiya¢ duyar (Prakash ve
ark., 1997). Kurutulmus mikroalgal biyokiitle, hayvan yemi (Becker,
2007) veya bir biyogiibre (Mulbry ve ark., 2005) olarak kullanilabilir.

5.4.Atik Suda Mikroalg Y etistiriciligi

Atik su aritma ic¢in yaygin olarak kullanilan atik stabilizasyon
havuzlarinda Synechococcus, Leptolyngbya, Nostoc, Merismopedia ve
Limnothrix gibi c¢esitli siyanobakteriyel cinslerin varhigina iligskin
bir¢ok rapor bulunmaktadir (Vasconcelos ve Pereira, 2001; Oudra ve

ark., 2002; Furtado ve ark., 2009). Mikroalglerin oksijen, pH ve giines




15181 gibi bazi kosullan iyilestirdigi de gozlemlenmistir (Asada ve
Takahashi, 1987), bunun da belediye kanalizasyonundaki toplam
bakteri ve koliform sayisini azaltmaya yardimci olabilecegi

aciklanmistir (Uma ve ark., 2002).

SONUC

Ekilebilir arazinin siirekli olarak ekim i¢in kullanilmasi, topraktaki
azot ve fosfor gibi temel besin maddelerinin kaybina yol agmistir. Bu
nedenle, giibreler, maksimum verime ulagmak i¢in tarimin
tyilestirilmesinde hayati bir rol oynamaktadir. Tarim uygulamalarinda
yogun kimyasal giibre ve pestisit kullanimi, toksik olmakla kalmayip,
ayn1 zamanda fiyati1 da yiikselen sentetik tarim kimyasallarina karsi
asirt  bagimhiliga yol agmustir (Chakhalyan ve ark. 2008).
Siyanobakterileri  igeren = mikroalglerin, tarim  ve  gevre
stirdiirtilebilirligi i¢in yararli olabilecek cesitli biyoaktif bilesiklerin
tiretiminde Onemli biyokaynak oldugu kamitlanmistir (Mishra ve
Kaushik, 1989a,b). Son yillarda, mikroalglerden biyogiibrelerin
gelistirilmesi i¢in bir¢ok calisma yapilmistir. Mikroalgal biyogiibreler,
azot fiksasyonu ve bitki biiyiimesini destekleme yetenekleri nedeniyle,
kimyasal gilibrelerle karsilastirildiginda  diisik  maliyetli  ve
strdiiriilebilir  bir alternatif sunabilir (Agwa ve ark., 2017;
Dineshkumar ve ark., 2017; Garcia-Gonzales ve Sommerfeld, 2016).
Genetik mihendisligi ve biyoteknoloji, yiiksek kaliteli tiriinler
gelistirmek amaciyla kullanilabilir. Atik su, mikroalg yetistirme
ortam1 i¢in bir kaynak olarak kullanilabilir ve sonucta maliyetleri

diisiirmeye yardimeci olabilir (Navarro Lopez ve ark., 2020). Ayrica,
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mevcut pahali kimyasal (pihtilagsma) ve biyolojik yontemlerin (aktif
camur) yerini alarak atik su aritma maliyetini distirebilir. Ayrica,
mikroalgal iyilestirme entegre atik su aritma, besinleri ve suyu geri
kazanarak atik suya deger saglar. Sonugta mikroalglerin bitki
biiylimesini artirmada kimyasal giibrelerin yerini almasi i¢in verimli,
ekonomik ve giivenli bir biyo-giibre oldugunu ve bitki iizerinde higbir

zararl etkisi olmadigin1 gostermektedir.
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GIRiS

Bitki biiylimesini destekleyen bakteriler, bitkiler i¢in yararli olan
serbest yasayan toprak, rizosfer ve filosfer bakterileri olarak
tanimlanmistir (Bashan ve ark., 2005; Bashir ve ark., 2020). Bu
yararli bakterilerin faaliyetlerinin ¢ogu rizosferde ve daha az Olgilide
de yaprak yiizeylerinde incelenmistir (Kamran ve ark., 2020). Bu tip
mikroorganizmalar, bitki biiyiimesini farkli yollarla desteklemislerdir;
genellikle yetersiz bulunan maddeleri saglayarak  bitkilerin
metabolizmasini dogrudan etkilerler, atmosferik azotu sabitleyebilir,
fosfor ve demiri ¢6zebilir ve bitki hormonlarinin tiretimini artirabilir.
Ayrica kuraklik, yiiksek tuzluluk, metal toksisitesi ve pestisit gibi

streslere karsi bitki toleransini gelistirebilmislerdir (Kamran ve ark.,

2020).

Pek ¢ok toprak ve oOzellikle rizosfer bakterisi, bitki metabolizmasini
dogrudan etkileyerek, major bir patojenin yoklugunda bitkilerin
biliylimesini uyarabilir. Bu bakteriler, Acetobacter, Achromobacter,
Anabaena, Arthrobacter, Azoarcos, Azospirillum, Azotobacter,
Bacillus, Burkholderia, Clostridium, Enterobacter, Flavobacterium,
Frankia, Hydrogenophaga, Kluyvera, Microcoleus,
Phyllobactasloccia, Pyllobacterium, Pyllobacterium, Pyllobacterium,
Pyllobacterium gibi ¢esitli cinslere ve baklagil symbiont1 olan
Rhizobium cinsi bakterileridir (Bashan ve Holguin, 1998; Bashan ve
de-Bashan, 2005). Uriin asilayicilar1 olarak kullanimlarma ek olarak,
son yillarda gevresel uygulamalarda da kullamlmistir. Ornegin,

Azospirillum tirleri, mikroalglerin ¢ogalmasini ve metabolizmasini




artirarak mikroalglerle aritilmis atik suyun biyoremediasyonuna katki

saglamistir (Ghani, 2011; Ahmad ve ark., 2014).

Toksik metaller tarafindan su ve topragin kontaminasyonu,
ekosistemde onemli toksisiteye neden olmaktadir. Sadece toprak ve su
kalitesini etkilemekle kalmaz, ayn1 zamanda tarimsal iiretimi ve insan
saghigini da olumsuz etkiler. Yogun fungisid ve herbisidlerin
kullanim1 ve sulamalar, kanalizasyon, endiistriyel iiretim, yogun tarim,
hizli1 kentlesme gibi nedenler agir metaller tarafindan olusturulan
kirlilige neden olmaktadir. As, Cd, Cu, Pb, ve Zn gibi agir metaller
insan sagliginda olumsuz etkilere neden olmaktadir (Bolan ve ark.,
2014). Son yillarda bircok iilkede agir metallerin neden oldugu
zararlar rapor edilmistir. Ornegin; Banglades ve Hindistan’da arsenik
kontaminasyonu olan tarlalarda yetistirilen celtik ile beslenen
insanlarda arsenik zehirlenmeleri goriilmiistiir (Bhattacharya ve ark.,
2012). Yeni Zelanda’da hayvanlarin beslendigi otlarda Cd
depolanmasi belirlenmistir (Bolcn ve ark., 2014). Benzer olarak
Hindistan’da ¢iftlik hayvanlarinda agir metallerin toksik diizeyi rapor
edilmis, bu hayvanlarin besin olarak kullanilmasi sonucunda da
insanlarda zehirlenmeler ortaya c¢ikmistir (Rajaganapathy ve ark.,

2011).

Insan saglign iizerinde toksik metallerin olumsuz etkilerinin
azaltilmasi, toprak ve atik sulardan toksik metallerin temizlenmesi i¢in
remediasyon teknikleri gelistirilmistir. Kontaminasyonlu c¢evrelerden
agir metallerin temizlenmesi i¢in fiziksel, kimyasal ve biyolojik

prosesler iimit verici olmustur. Bununla birlikte, her bir remediasyon

90 | BiYOLOJIDE GUNCEL AKADEMIK CALISMALAR

TEORIK VE UYGULAMA




alternatifi  c¢evre giivenligi ve maliyet bakimindan avantaj ve
dezavantajlara sahiptir (Bradl ve Xenidis, 2005). Ornegin atik
sulardan agir metallerin giderilmesinde geleneksel olarak kimyasal
presipitasyon kullanilmaktadir. Kimyasal uygulama ¢ok kirli sularin
temizlenmesinde etki olmasina ragmen, metal iyon konsantrasyonu
diisiik oldugunda etkisi oldukea diisiiktiir (Fu ve Wang, 2011). Termal
uygulama, biyolojik uygulama ile karsilastirildiginda, kisa periyotlar
icin kullanilsa da olduk¢a maliyetli bulunmustur. Biyolojik uygulama
ise, toksik bilesikleri pargalayabilen mikroorganizmalar bulunmasina
ragmen, mikrobiyal biyoremediasyonun kullanimi sinirlidir (Megharaj
ve ark., 2011). Agir metal kontaminasyonun ¢evre ve insan sagligi
iizerindeki  risklerini  azaltmak  i¢in  bitki ile  iligkili
mikroorganizmalarin ~ kullanimi ile ilgili yeni teknolojilerin
gelistirilmesi son yillarda artis gostermistir (Fatima ve Ahmed, 2018;
Rashid ve ark., 2013). Bitki gelisimini tesvik eden bakteriler, metal
kontaminasyonlu  topraklarda  bitkilerin  biyomas  iiretimini
artirabilmektedir. Bu boliimde metal ile kontaminasyonlu topraklarda
bitki gelisimini tesvik eden bakterilerin bitki gelisimi {iizerindeki

etkileri ile ilgili yapilan ¢alismalar 6zetlenmistir.
1. AGIR METAL STRESI

Agir metaller, diinya iizerinde ¢evre ve insan niifusu i¢in en tehlikeli
kirleticiler arasindadir. Bunlar, pestisitlerden ve siilfiirdioksit ile
karbondioksit gibi diger inorganik kirleticilerden daha tehlikeli hale
gelmistir (Chen ve ark., 2007). Agir metaller ¢evreye olan toksisiteleri

acisindan kat1 ve niikleer atiklardan daha tehlikeli olabilir (Lajayer ve




ark., 2017). Agr metaller ayrica oksidatif stresi indiikleyerek
antioksidatif sistemleri inhibe edebilen asir1 reaktif oksijen tiirleri
(ROS) iireterek dolayli hiicre toksisitesi saglar. Bazi bitkiler giiclii
antioksidatif sistemler gelistirmistir ve bu nedenle agir metal stresine

daha iyi uyum saglayabilirler (Choudhury ve ark., 2017).

Agir metalle kirlenmis bolgeleri temizlemek i¢in farkli fizikokimyasal
stratejiler kullanilmaktadir. Bu teknikler arasinda fizikokimyasal
ekstraksiyon (topragin yikanmasi), metal yapmin kimyasallarla
degistirilerek yerinde sabitlenmesi, metal stabilizasyonu vb. yollar

bulunmaktadir (Hollenbach ve ark., 1997).

Fizikokimyasal teknikler, topragin fizikokimyasal ve biyolojik
ozelliklerini olumsuz etkilemektedir (Ali ve ark.,, 2013). Bu
stratejilerin yiiksek maliyeti ve diisiik verimliligi nedeniyle, bilim
adamlart agir metal kirlenmis topraklari iyilestirmek i¢in uygun
maliyetli, c¢evre dostu ve tekrarlanabilir alternatifler iizerinde
calismaktadir (Ali ve ark., 2013). Baz1 toprak mikroorganizmalari
daha ytiiksek konsantrasyonlarda agir metalleri tolere edebilir ve ayrica
fitohormon iiretme kabiliyetine sahiptir, bu nedenle fitohormon iireten
agir metale toleransli bitki gelisimini tesvik eden bakterilerin
uygulamasi, tarim sistemlerinde agir metal toksisitesi sorununu
¢6zmek i¢in umut verici bir yaklagim olarak diistiniilmiistiir (Roman-

Ponce ve ark., 2017).
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2.BITKILERDE AGIR METAL STRES TOLERANSINI
INDUKLEMEK ICIN FITOHORMON URETEN
BAKTERILERIN UYGULAMALARI

Faydali toprak mikroorganizmalar: ile bitkilerin asilanmasi, modern
tarim sistemlerinde iirlin verimi i¢in en umut verici yaklagimlardan
biri olarak ortaya ¢ikmaktadir. Arastirmalar, bitki-toprak-mikrop
etkilesimleri, bitkileri metalle kirlenmis ortamlara alistirmak icin
kullanilabilmis ve boylelikle bitkilerde metal toleransini indiiklemek
i¢in aragtirllmistir (Tiwari ve ark., 2018). Toprak mikroorganizmalari,
agir metallerin varliginda hayatta kalmak i¢in farkli mekanizmalar
gelistirdiklerinden, agir metal stresi altinda bitki biiyiimesini
iyilestirmede etkili olabilirler (Weyens ve ark., 2013). Bitkiye yararl
olan mikroorganizmalar, atik malzemeleri basit/toksik olmayan
bilesiklere doniistiirerek atiklari tiiketebilirler ve agir metalleri daha az

toksik formlara doniistiirebilirler.

Toprak mikroorganizmalar1 ayrica fitohormonlar iireterek veya
organik asit liretimi yoluyla toprak pH'in1 diisiirerek asitlestirme,
cokeltme ve selasyon yoluyla agir metal biyoyararlanimini
degistirebilmistir (Mishra ve ark., 2017). Roman-Ponce ve ark.
(2017), agir metalle kirlenmis toprakta gelisen Spharealcea
angustifolia ve Prosopis laevigata’nin rizosferlerinden 60 bakteri
susu izole etmislerdir. Secilen Curtobacterium sp. NMIR1 ve
Microbacterium sp. CE3R2’yi test etmigler, secilen suslarin yiiksek
diizeylerde Cu, Zn, Pb ve As" tolere edebildigini ve IAA trettigini

belirlemislerdir. Bu suslarinin, Brassica nigra'min agir metal stresi




altinda ¢cimlenmesini ve kok biiyiimesini 6nemli dlgiide iyilestirdigini
gbozlemlemisler ve bu nedenle, bunlar1 biyoremediasyonda
kullanilabilecegini ve agir metal stresi altinda bitki biiylimesini
iyilestirmek i¢in potansiyel adaylar olarak onermislerdir. Variovorax
sp. (Va), Pseudomonas fluorescens (Pf) gibi fitohormon iireten bakteri
suslart ile asilama, ayr1 ayr1 ve kombinasyon halinde, Zn ve Cd ile
kontamineli aliivyal toprakta Brassica napus’un biiylimesini
gelistirmistir (Dabrowska ve ark., 2017). Bakteriyel suslarin tek tek
asilanmasi, metal stresi altinda B.napus bitkilerinin yapraklarindaki ve
klorofil igeriklerindeki potasyum konsantrasyonunu onemli o6lgiide
tyilestirmistir. Test edilen suslarin, metalle kirlenmis topraklarda
B.napus'un  bliylimesini  iyilestirmek i¢in etkili bir sekilde
kullanilabilecegini ve metalle kontamine topraklarin iyilestirilmesine
yardimci olabilecegini bildirmislerdir (Dabrowska ve ark., 2017).
Bagka bir calismada ise Bacillus sp. RI16 ve Pseudomonas sp. RJ10,
toksik Cd konsantrasyonlar1 altinda gelisen kolza bitkilerinin kok
biliylimesini desteklemistir (Weyens ve ark., 2013). Siderofor iireten,
agir metale toleransl rizobakteriyel tiir Pseudomonas aeruginosa'nin,
kabak ve hardal bitkilerinde Cd toksisitesi altinda Cd alimini1 azaltarak

bitki biiylimesini iyilestirdigi bildirilmistir (Pereira ve ark., 2015).

Siderofor iireten, agir metale toleransli bitki gelismesini tesvik eden
rizosfer bakterilerinin bitkilerde agir metallerin biyoyararlanimi ve
besin birikimini hizlandirabilmis, bdylece agir metallerin bitkiler
iizerindeki zararl etkilerini azaltmaya yardimci olmustur (Gamalero

ve ark., 2011). TAA {ireten, agir metal toleransli rizobakterilerden
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Microbacterium sp. 3ZP2, Achromobacter sp. 1AP2 ve Rhodococcus
erythropolis EC 34’nin Zn ve Cd ile kontamineli topraktaki Trifolium
repens biyokiitlesini artirdigi agiklanmigtir (Hasan ve ark., 2017).
Seneviratne ve ark. (2016), Ni, Pb ve Cu'nun bakteri biiyiimesi, [AA
liretim yetenegi ve marul fidelerinin biiylimesini tesvik {izerindeki
etkisini incelemislerdir. Arastiricilar, IAA iireten B.japonicum'un agir
metal stresi altinda marul fidelerinin kok ve slirglin biiyiimesini
iyilestirmede etkili oldugunu bildirmislerdir. Baska bir ¢alismada ise,
fitohormon tireten, metale toleransli bakteri suslart Bacillus cereus ve
Pseudomonas moraviensis ile asilama, tuzlu sodik toprak kosullarinda
bugday gelisimi lizerindeki agir metallerin toksik etkilerini azaltmistir

(Fatima ve Ahmed, 2018; Wang ve ark., 2020).

Bitkiye yararli bakteriler, bitki gelisimi ve bilylimesini olumlu olarak
etkiledigi i¢in, bitki gelisimini tesvik eden bakteriler olarak
adlandirilmaktadir (Bashan ve Holguin, 1998). Bu bakteriler bitki
patojenlerini bastirarak, bitki gelisme ve biiylimesini dolayli olarak
etkileyerek biyokontrol etmenleri olarak islev gorebilirler. Diger
yandan hormon diizeylerini diizenleyerek veya mevcut mineral
besinleri arttirarak bitki gelisimi ve biiylimesini dolayli olarak da

etkileyebilmektedir (Rashid ve ark., 2013).

Bu yararli bakteriler, bitki gelisimi icin kullanilabilir fosfor gibi
minerallerin ¢6ziiniirliigiinii artirirlar, bitki etilen diizeyini azaltabilen
1-aminosikloprop-1-karboksilat (ACC) deaminaz sentezlerler, bitki
patojenlerinin aktivitesini inhibe ederler, bitkilerin demir beslenmesini

attiran siderofor olarak tanimlanan demir selatlar1 sentezleyerek bitki




gelisiminin farkli asamalarini ilerletebilen oksin, sitokin ve gibberellin
gibi fitohormanlar1 sentezleyebilirler (Glick,2010). Farkli c¢evre
kosullarinda  bitki  gelisimini  tesvik eden Dbakteriler farkl
mekanizmalart kullanabilirler ve bu mekanizmalarin bir veya daha
fazlasim kullanarak bitki gelisimi ve biiyiimesini ilerletebilirler (Glick
ve ark., 2015). Bitki gelisiminde bakterilerin yararh etkileri, bitkilerin
tuzluluk ve agir metal gibi stresli kosullar altinda ortaya ¢ikmaktadir

(Brigido ve ark., 2013).

Bitki gelisimini tesvik eden bakteriler, kok gelisiminde etkili olan
fitohormonlar: salgilayabilirler (Ma ve ark., 2016). En 6nemli oksin,
indol-3-asetik asit (IAA)’dir. IAA, bitkinin fizyolojik proseslerinde
onemlidir (Gravel ve ark., 2007). Bitki dokularindan sentezlenen [AA,
bitki ile iligkili bakteriler arasinda da yaygin olarak iiretilmistir (Shin
ve ark., 2012). Ornegin; bitki ve bakterilerin her ikisi tarafindan
sentezlenen TAA, toprakta Streptomyces’in antibiyotik lretimi igin
sinyal olabilir, boylece Streptomyces tarafindan iiretilen antibiyotikler
topraktaki bitki patojenlerinin inhibisyonuna neden olurken,

patojenlere karsi bitkiyi korur (Matsukawa ve ark., 2007).

Bununla birlikte, bakteriyal IAA, kok ylizeyini, yan koklerin sayisini,
kok saglarini arttirir, topraktan minerallerin bitkiler tarafindan alimini
kolaylastirir (Kong ve ark., 2017). Bitki gelisimini tesvik eden
bakteriler tarafindan salgilanan IAA, tuzluluk, agir metal, asidik pH
gibi cevresel strese karsi bitkileri korur (Kong ve ark., 2017). Arsenik-
direncli TAA iireten Brevundimonas diminuta’nin arsenik stresinin

zararli  etkilerinden celtik bitkilerini  korumus ve bitkinin
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fitostabilizasyonunu artirmistir (Singh ve ark., 2015). Bakteriyal IAA,
bitki gelisimine etkili oldugu gibi, bitkinin hiicre boliinmesinide tesvik
etmektedir.  Pseudomonas  brassicacearum ve  Sinorhizobium
meliloti 'nin 1AA, siderofor ve ACC deaminaz aktivite gosteren susglari
ile birlikte asilanmasi sonrasi Medicago lupulina’nin gelisiminin
arttigr  tespit edilmistir (Kong ve ark., 2017). Arastiricilar
P.brassicaceaurum ve Sinorhizobium meliloti’nin asir1 bakir ile
kontamineli toprakta bitkinin bakir alimi, nodulasyon ve gelisiminde
onemli artis oldugunu bildirmislerdir (Kong ve ark., 2017). IAA
ireten  bitki  gelisimini  tesvik eden  bakterilerin  metal
fitoremediasyonunu iyilestirdigi yoniinde bir¢ok calisma yapilmistir

(Zhang ve ark., 2015; Gamalero ve Glick, 2011; Duca ve ark., 2014).

Gibberellinler kadar sitokinlerde bitki biiylimesi ve gelismesinde
onemli rol oynar. Pseudomonas, Rhizobium, Azotobacter,
Azospririllum, Bacillus ve Arthrobacter’in serbest hiicre kiiltiirlerinde
bakteriyal sitokinler belirlendigi gibi, Azospirillum, Clostridium,
Bacillus, Azotobacter, Arthrobacter, Pseudomonas, Rhizobium gibi
epifitik ve rizosferik bakteriler tarafindan iiretilmektedir (Tsavkelova
ve ark., 2006). Bu bakteriler tarafindan salgilanan sitokinin veya
gibberallin bitkileri abiyotik strese karsi korumuslardir (Arkhipova ve
ark., 2007). Bununla birlikte agir metal ile kontamineli kosullarda

bitki gelisimine etkileri lizerine yapilan ¢aligmalar ise sinirhidir.

Bakteriler tarafindan ACC deaminaz iiretimi ile toksik metallerin
yiiksek diizeylerinde bitkilerin etilen miktar1 azalmistir (Lugtenberg

ve Kamilova, 2009). ACC deaminaz iireticisi S.meliloti ile asilanmis




M.lupulina’nin gdvde ve koklerinde toplam biyomasin arttigi
belirlenmistir (Kong ve ark., 2015). Agir metal ile kontaminasyonlu
topraklarda fitoremediasyon ig¢in siderofor lireten yararli bakterilerin
Oonemi yapilan ¢alismalarda aciklanmistir (Ma ve ark.,2011; Sinha ve
Mukherjee, 2008). Siderofor iireten Pseudomonas putida ile asil
fasulyenin Pb ve Cd varhiginda bakteri ile asisiz olanlara gore
gelismenin daha iyi oldugu ve klorofil iceriginin arttig1 bildirilmistir
(Tripathi ve ark., 2005). Siderofor lireten Streptomyces tendae’nin
aycicegi bitkilerinin Fe ve Cd alimi ile gelisimini 6nemli Olgtide
arttirdig1 aciklanmistir (Dimkpa ve ark., 2009). Yapilan baska bir
calismada ise siderofor lireten Kluyvera ascorbata’nin domates ve
kanola bitkilerini Ni, Pb ve Zn gibi metal toksisitesinden korudugu
rapor edilmistir (Burd ve ark., 1998; 2000). Fosforu c¢o6zen
bakterilerden Acinetobacter sp., P.aeruginosa, Bacillus thuringiensis,
Pseudomonas fluorescens’in metal fitoremediasyon ¢alismalarinda

kullanildig bildirilmistir (Ahemad, 2014).

2. BITKIYE YARARLI BAKTERILERIN BiTKi METAL
ALIMINI DEGISTIRME MEKANIZMALARI

Baz1 toprak bakterileri, konak¢1 bitkilerin yetersiz toprak kosullarina
adaptasyonunu kolaylastirabilir ve bitki biiytimesini tesvik ederek,
metal  fitotoksisitesini  azaltir,  bdylece  topraktaki  metal
biyoyararlaniminm1 degistirir. Bitki i¢indeki metalin igerigini azaltarak
fitoremediasyonun verimliligini artirabilir. Bitki 1slah1 siirecini tegvik
etmek ic¢in kullanilan PGPB mekanizmalari, bitkinin metallere

toleranshiligini arttirdig1 gibi, bitki biiyiimesini olumlu yonde etkiler,
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bitkilerdeki metal birikimini azaltir. Ayrica, PGPB, metal direnci,
detoksifikasyon, birikim, transformasyon gibi ¢ok sayida bitki
bliytimesini tesvik edici Ozellikleriyle bitkilerdeki metal biriktirme
kapasitesini ve translokasyonunu degistirebilir, bdylece metal
fitotoksisitesini azaltabilir ve kontamine topraklarda agir metallerin
fitoyararlanimimi  degistirebilir. (Ma ve ark.,, 2016). Metal
fitotoksisitesi, fitoremediasyonun basarisint engelleyen kritik bir
faktordiir (Shin ve ark., 2012). Metal hiperakiimiilatér Alnus'un
koklerinden izole edilen kursuna direngli bakteri olan Bacillus sp.
MN3—4, hiicre i¢i birikim yoluyla metallerin fitotoksik etkilerini
azaltarak fitoremediasyon potansiyelini artirmistir (Shin ve ark.,

2012).

Bir yandan, asilanmis suslar rizosferdeki dogal mikroplarla rekabet
etmekte basarisiz olabilir, bu nedenle hayatta kalma ve kolonizasyon
yetenekleri, fitoremediasyonu etkin bir sekilde desteklemek igin
yeterli olmayabilir ((Agarry ve ark., 2013; Ma ve ark., 2011). Diger
yandan, yerli olmayan bitki ve mikrobiyal tiirlerin (6zellikle genetigi
degistirilmis organizmalar) kirlenmis bir boélgeden yayilabilecegi,
dogal tiirlerle yer degistirebilecegi konusunda 6nemli endiseler vardir
(Karene ve ark., 2009). Bu baglamda, bitki ilaglama sirasinda yabanci
bakterilerin yerli mikrobiyal topluluklar iizerindeki ekolojik etkisi hala

net degildir.




SONUC

Bitki gelisimini tesvik eden bakteriler ile giiclendirilmis bitki 1slahi,
agir metalle kirlenmis topraklarda bitki stresinin zorluklariin
iistesinden gelmek icin basarili bir strateji olarak ortaya ¢ikmaktadir.
Son yillarda yapilan ¢aligmalar da bilim adamlari, ¢esitli yararli toprak
bakterilerinin bitki biiyiimesine nasil katkida bulundugunu ve
ardindan fitoremediasyonun verimliligini nasil iyilestirdigini ortaya
koymuslardir. Saglikli bir toprak ekosistemi olusturmak i¢in, sadece
yer lstii bitki Ortiistinii eski haline getirmek degil, aym1 zamanda
yeralti toprak mikrobiyal komiinitesinin iyi bir biyoaktivite ve
stabilitesini saglamak i¢in de gereklidir. Topragin; 6zellikle tarim
arazilerinin iyilestirilmesinin ana amact yalniz topraktan fazla
metalleri gidermek degil, aym1 zamanda mikrobiyal toplulugu ve
topragin  genel ekolojik islevlerini zenginlestirmektir. Iyi bir
biyoremediasyon stratejisi, besin mevcudiyetine, metal formlarina ve

toprakta bulunan mikrobiyal topluluga baghdir.
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GIRIS

Yunanca istenilen sekle doniistiiriilebilen anlamina gelen “plastikos”
sOzcligiinden tlirevlenen plastik, petrol tlrevlerinden {iretilen
polimerik yapiya sahip malzemeleri ifade etmek icin kullanilir.
Plastikler, yiiksek sicaklik altindaki durumlarina goére termoset
(1isitilldiginda erimeyen) ve termoplastik (1sitildiginda eriyen) olmak
tizere iki kisimda incelenirler. Termoset plastikler yapilarindaki ¢capraz
baglar sayesinde yiiksek sicakliklarda bile kati halde bulunurken,
termoplastikler ¢apraz baglarin bulunmamasi nedeni ile yliksek
sicaklikta akiskan bir hal alan plastiklerdir. Termoplastikler kendi
icinde; diisiik yogunluklu polietilen (DYPE), yiiksek yogunluklu
polietilen (YYPE), polistyrene (PS), polypropylene (PP), polyethylene
tetrapythalate (PET veya PETE) ve polivinilkloriir (PVC) olarak alt1
grupta simiflandirilir (Onder ve ark. 2020; Kilig ve Yiice, 2014).

Plastikler islenmeleri ve sekillendirilmeleri kolay malzemelerdir. Bu
sayede ilave katki maddeleri ile plastiklerin 6zellikleri gelistirilerek
daha dayanikli plastikler iiretilebilir. Genellikle tek kullanimlik olarak
kullanilan bu malzemeler elektrik akimina, sicaga ve soguga karsi
yalitkan davranirlar. Ayrica plastikler cesitli kimyasallara karsi
dayanikli  olup, toksik maddeleri tizerlerinde adsorplayarak
tastyabilirler (Yurtsever, 2018). Olumsuz yonlerine ragmen plastikler;
hafifligi, dayaniklilig1 ve korozyon direnci gibi 6zelliklerinden dolay1
endiistride ve giinliik yasamda yaygin olarak kullanilmaktadir (Meng
vd, 2020). Giinlik yasamimizda kullanilan neredeyse tiim {iriinler

plastik icermektedir (Zhang vd., 2015). Ornegin oyuncaklar,
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ambalajlar, pet siseler, paketleme icin kullanilan plastik kaplar,
damacanalar ve tekstil riinleri farkli polimer tiirlerinde plastikler
icermektedir (Onder ve ark. 2020; Sevencan ve Vaizoglu, 2007).
Bununla birlikte 1950’11 yillardan itibaren gelisen plastik endiistrisi ile
birlikte plastik atiklar gliniimiizde kiiresel bir ¢evre problemi haline
gelmistir. Istatistiklere gore bugiine kadar 8.3 milyar ton plastik
tiretilmis ve bunun yaklasik 6.3 milyar tonu atik haline gelmistir ve bu
atigin sadece % 9’u geri doniistiiriilmiistiir (Zhang ve ark. 2020). Son
zamanlarda yapilan c¢aligmalar plastik kirliliginin dogadaki canlilar
tizerindeki olumsuz etkilerine odaklanmis ve plastiklerin c¢evre
tizerindeki olumsuz etkilerini ortaya ¢ikmasi ile birlikte konu ile ilgili

cesitli onlemler alinmaya baslanmistir (Aydin ve ark. 2019).
MIKROPLASTIKLER

Plastiklerin pargcalanmasi milyonlarca mikroplastik (MP) olusumuna
yol agmaktadir. MP’ler bilinen en genel tanimiyla boyutlar1 5 mm’den
daha kiiciik plastik materyalleri ya da fragmentleridir (Yang ve ark.
2015). Thomson ve ark. (2004) MP’leri sedimentlerde biriken plastik
parcalar1 olarak tanimlamistir. Ardindan Arthur ve ark. (2009)
MP’lerin boyutlarin1 da hesaba katarak MP’lerin 5 mm’den daha
kiiclik plastik partikiilleri oldugunu ifade etmistir. 2011 yilinda ise
Cole ve ark. MP’leri orijinlerine gore siniflandirmigtir. MP’ler
konusunda yapilan arastirmalar sonucunda elde edilen bilgiler 15181inda
MP’ler; boyutlar1 1um-5 mm arasinda degisen, diizenli ya da diizensiz
sekilli, primer ya da sekonder orijinli olarak olusabilen ve suda

coziinmeyen herhangi bir sentetik kat1 partikiil ya da polimerik madde
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olarak tanimlanir (Fria ve Nash, 2019). MP’ler genel (sekilsiz, uzun,
parcalanmis, kirik kenarli), pelet seklinde (silindirik, diiz, disk, oval,
kiiresel) ve par¢a seklinde (yuvarlak, yar1 yuvarlak, koseli, yar1 koseli)
olabilirler (Yurtsever, 2018). Ayrica tanimda belirtildigi gibi MP’ler
farkl1 kaynaklardan olusabilirler. Temel olarak MP’ler primer ve
sekonder kaynaklardan olusmaktadir. Primer kaynaklar tekstil
iriinleri, ilaglar, kisisel bakim iirlinlerinden, sekonder kaynaklar ise
plastik kaplar, aglar, filmler ve lastikler dahil olmak iizere daha biiytik
plastik ¢oplerin UV radyasyonu, dalga, rlizgadr asinmasi, hidroliz,
termal bozulma ve mikrobiyal bozunma gibi siireglerle bozulmasi
sonucu meydana gelmektedir (Xu vd., 2020, Lenaker vd., 2019). Yani
MP’ler direkt iretildigi gibi makroplastiklerin riizgar, hava, giines
15181, sularda ki dalga, akinti, tuzluluk, canl faaliyetleri gibi etkenlere
bagl olarak parcalanmasi ve asinmasiyla da olusmakta ve olusan bu
MP’ler nehir, g6l ve denizlere ge¢mektedir (Mendoza ve Balcer,
2019). Bununla birlikte MP’ler son zamanlarda tarimsal alanlari,
sehirleri ya da endiistriyel alanlar1 da igeren c¢ogu karasal
ekosistemlerde de tespit edilmistir (Rilling ve ark. 2019). MP’ler
konusunda yapilan arastirmalar her ne kadar sucul ekosistemler
lizerine yogunlagsa da aslinda MP’ler sulara biiyiilk oranda karasal
kullanimlarin bir sonucu olarak ulagsmaktadir (Tunca, 2020). Karasal
ekosistemlerde MP’ler toprak icinde birikebilir, ¢esitli faktorlerin
(UV, oksijen bollugu, yiiksek sicaklik vb.) etkisi ile bozunabilir,
yeralti sularina sizabilir ya da toprakta yasayan cesitli canlilarin
viicuduna gegebilir. Ayn1 zamanda MP’ler sucul ekosistemlerde de

onemli bir kirlilik kaynagi olup sucul organizmalarda birikebilir ve
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besin zinciri yolu ile insanlara ulasip bir takim saglik sorunlarma yol

acabilir (Esmeray ve Armutcu, 2020).

MIKROPLASTIKLERIN SUCUL EKOSISTEMLERDEKI
ETKIiLERI

Giinlik hayatimizda siklikla kullandigimiz plastikler sadece karasal
ekosistemlerde degil aym1 zamanda sucul ekosistemlerde de dnemli
Olcide MP kirliligine sebep olmaktadir. MP’ler sucul ¢evreye bazi
tiketim irilinleri yolu ile dogrudan ya da daha biiyiik plastik
materyallerin UV radyasyonu, fiziksel kuvvetler, hidroliz ya da
termal bozunma gibi siirecler vasitasiyla yikimi sonucunda dolayli
olarak sucul ekosistemlere karisabilirler. Ayrica MP’lerin ¢esitli
canlilar tarafindan yutulmas1 ve dokularda birikmesi de mikroplastigin
sucul ekosistemlere ulasmasinin bir diger yoludur (Kalcikova ve ark.
2017; Tunca, 2020). Sekil 1°’de dogrudan ya da dolayli yolla sucul
ekosistemlere karigsan bazi MP ornekleri goriilmektedir. Son yillarda
MP’lerin deniz habitatlarinda (Cole ve ark., 2011) ve gesitli tatli su
ekosistemlerindeki (Baldwin et al., 2017) varlig1 defalarca kez tespit
edilmistir. Ozellikle giindelik hayatimizda siklikla kullanilan losyon,
sabun, dis macunu gibi kisisel bakim {irtinleri ve kozmetik iiriinler tath
su sistemlerinde MP’lerin 6nemli bir kaynagini olusturmaktadir

(Kalcikova ve ark. 2017).
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Sekil 1. Primer (A ve B) ve Sekonder (C ve D) Mikroplastik Ornekleri. A ve B
Kisisel bakim iiriinlerinden tiirevlenen mikroboncuklar. C ve D daha biiyiik
plastiklerin veya sentetik tekstil fiberlerinin parcalanmasi sonucu olusan pargaciklar
(Talvitie ve ark. 2017)

Literatiirde MP’lerin deniz ve tatli sularda yasayan omurgali ve
omurgasiz hayvanlar iizerindeki olumsuz etkilerini gdsteren ¢ok
sayida calisma mevcuttur. Sucul ekosistemlerde MP’ler sadece
hayvansal organizmalari degil ayni zamanda sucul bitkileri de
etkilemektedir (Kalcikova ve ark. 2017). Sucul organizmalar, MP’ler
tarafindan kirletilmis sulari ya da mikroplastige maruz kalmig diger
organizmalar1 tiilketerek MP ile kontamine olabilmekte ve bu
kontaminasyon besin zinciri boyunca insanlara kadar ulasip insan
saghgini tehlikeye atabilmektedir. MP’ler deniz suyundan cesitli
kimyasallar1, toksinleri ya da metalleri emerek deniz canlilarina
aktarma yetenegindedir. Birgok deniz canlisinin insanlar igin temel
gida maddeleri oldugunu diisiintirsek MP’lerin bu canlilar vasitasi ile
insanlara ulagmasi kagimilmazdir (Esmeray ve Armutcu, 2020). Bu
nedenle MP’lerin basta insan sagligi olmak iizere g¢evre lizerinde

gosterdigi tiim olumsuz etkilerin dniine gegebilmek i¢in sadece karasal
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ekosistemlerde degil aynmi zamanda sucul ekosistemlerde de
kontaminasyon yollarinin ve etkilerinin arastirilmasi 6nemlidir. Bu
boliimde MP’lerin sucul ekosistemler iizerine etkilerini ayrintili bir
sekilde analiz etmek amaciyla kirlilik arastirmalarinda yaygin olarak
kullanilan {iretici ve tiiketici basamaklarindaki bazi organizmalarda

mikroplastigin etkileri ayr1 ayr1 degerlendirilecektir.

MIKROPLASTIKLERIN URETICi BASAMAKTA BULUNAN
BAZI MODEL ORGANIZMALAR UZERINE ETKILERI

Mikroplastiklerin Chlorella Uzerine Etkileri:

Mikroalgler okyanuslarda, denizlerde ve tatli sularda dagilim
gosteren, genellikle kiy1 seritlerinde, ¢okeltilerde, plajlarda ve atik
sularda bulunan organizmalardir (Song ve ark. 2020). Besin aglarinin
birincil iiretici basamaginda yer alan mikroalgler; oksijen iiretme,
yuksek trofik seviyeler icin besin saglama ve ekosistemlerin
devamliligin1 koruma gibi 6nemli goérevlere sahiptir (Wang ve ark.
2020). Bu organizmalar, MP ve nanoplastik (NP)ler gibi
kontaminantlardan  asir1  derecede  etkilenmektedir.  MP'ler,
mikroalglerin hiicre biiylimesini engellemekte ve hiicre hasarina neden
olmaktadir (Fu ve ark. 2019). Sucul ekosistemde kirleticilere karsi
olduk¢a duyarli olan Chlorella cinsine ait tlirler, ekotoksisite
testlerinde model organizma olarak kullanilmaktadir (Wang ve ark.

2020).

Fu ve ark. (2019) tarafindan yapilan bir arastirmada, diisiik

konsantrasyonda polivinil kloriiriin = Chlorella vulgaris’in hiicre
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bliylimesini énemli dlgiide inhibe ettigi, yiiksek konsantrasyonda ise
herhangi bir inhibisyona neden olmadigi gozlenmistir. Bu durumun
yilksek  konsantrasyonda  polivinil  kloriiriin ~ ¢okelmesinden
kaynaklanabilecegi belirtilmistir. Hazem ve ark. (2020) polistiren
kontaminasyonunun C. vulgaris’de hiicre canliliginda azalma ve ROS

tiretiminde artisa neden oldugunu rapor etmistir.

MP’ler mikroalglerde klorofil igeriginin ve fotosentetik aktivitenin
azalmasina yol agmaktadir. MP’ler fotosistem II reaksiyon merkezini
ve elektron tagima  zincirlerini  etkileyerek  fotosentezi
engelleyebilmekte ve oksidatif stresten sorumlu reaktif oksijen

tiirlerinin tiretimine neden olmaktadir (Bhattacharya ve ark. 2010).
Mikroplastiklerin Sumercimekleri Uzerine Etkileri

Lemnoideae alt familyasina ait tilirleri igeren sumercimekleri, tatl
sularda bulunan, su yiizeyinde ylizerek ya da kismen batik olarak
yasayan cok yillik otsu bitkilerdir. Birgcok kirlilik caligsmasi igin
onemli bir model bitki olarak kullanilan su mercimekleri ayni
zamanda yiiksek protein igerigi sayesinde balik ya da diger hayvanlar
icin de 6nemli bir besin maddesi olarak bilinmektedir (Coskun ve ark.
2018). Ozellikle son yillarda MP kirliliginin énemli bir ¢evre problemi
haline gelmesi iizerine konu ile iliskili ¢aligmalar artmig ve sucul
ekosistemler lizerinde yapilan ¢alismalarin bir kismi su mercimekleri

tizerine odaklanmuistir.

Kokalj ve ark. (2019), primer kokenli MP uygulamasmin su

mercimeginin kok uzunlugunu azalttigini ifade etmistir. Mateos-
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Cardenas ve ark. (2019) ise polietilen mikroplastiklerin su mercimegi
tarafindan gii¢lii bir sekilde adsorblandigini ancak bitkide fotosentez
ve bilylime iizerine etki etmedigini rapor etmistir. Ayrica
arastirmacilar Lemna tarafindan tutulan MP’lerin bir su omurgasizi
olan Gammarus duebeni’e besin zincir yolu ile transfer edilebildigini
belirtmistir. Bu bulgulara benzer sekilde Kalcikova ve ark. (2017)
polietilen MP’lerin sumercimeginde yaprak gelisimi ve fotosentetik
pigmentleri olumsuz yonde etkilemedigini ancak kok gelisimini
belirgin sekilde etkiledigini ifade etmistir (Kalcikova ve ark. 2017).
Kalc¢ikova ve ark (2020) MP’lerin yapay olarak bozulmasinin onlarin
ozelliklerini  degistirdigini  belirtmistir. Arastirmacilar yaptiklar
calismada bozulmamis MP’lere kiyasla bozulmus MP’lerin daha fazla
glimiis absorbladigini ve giimiis adsorblamanin etkisi ile MP’lerin
Lemna minor ve Daphnia manga lizerinde daha toksik bir potansiyele

sahip oldugunu belirtmistir (Kalcikova ve ark. 2020).

MIKROPLASTIKLERIN TUKETICi BASAMAKTA
BULUNAN BAZI MODEL ORGANIZMALAR UZERINE
ETKIiSi

MP kontaminasyonuna maruz kalan sucul organizmalar, bu sentetik
maddeleri dogal avlarindan ayirt edemeyerek veya istemeyerek
yutmakta ve bu durum trofik seviyelerde bozulmalara neden
olmaktadir (Anbumani ve ark. 2018). Sucul ortamda MP’lerin
yutulmast  zooplankton, balikk, amfibi gibi organizmalarda
gozlenmektedir (Rehse ark. 2016). Organizmalar; biyolojik olarak
parcalanamadiklar1 i¢in MP’lere kars1i olduk¢a hassastir. MP’ler
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tiikketici organizmalarin viicut dokularinda veya sivilarinda birikerek
iltihaplanma sebep olmakta ayrica bagirsagin tikanmasi, beslenmenin
ve sindirimin bozulmasi gibi olumsuz durumlara yol ag¢maktadir

(Jemec ve ark. 2016).
Mikroplastiklerin Dapnia Uzerine Etkileri:

Cladocera grubundan olan Daphnia tiirleri ekotoksikolojik
calismalarda kullanilan Onemli zooplanktonik model
organizmalardandir (Castro ark. 2020). MP partikiillerinin Daphnia

tarafindan yutulmasi partikiiliin tipine, boyutuna ve sekline baglidir.

Literatiirde MP’lerin Daphnia tizerindeki olumsuz etkilerini gosteren
¢ok sayida calisma mevcuttur. Ornegin Jaikumar ve ark. (2019) hem
bozulmamis (PMP) hem de yapay olarak bozulmus (SMP) MP’lerin
D. magna tlizerine toksik etkileri arastirmis ve her iki tip MP’nin de
maruz kalan bireylerde iireme verimliligini azalttigini ifade etmistir.
Ayrica MP kontaminasyonu Daphnia yavrularimin viicut uzunlugunun
azalmasmi tesvik etmistir. Yin ve ark. (2020), 5.8 pum partikiil
boyutuna sahip olan polistirenin (PS) diisiik PS konsantrasyonlarda
(0.5 mg/L), D. magnanm iremesi lizerinde 6nemli etkiye neden
olmazken, 2 mg/L ve iistii konsantrasyonlarda ilk kulucka siiresinin
uzamasina, kulucka sayisinin smirlanmasina ve toplam neonat
sayisinin azalmasina neden oldugunu belirtmistir. Arastirmacilar
neonat sayisinin azalmasini, organizmalarin sindirim sisteminde
olusan fiziksel hasarla ve gida aliminin engellenmesiyle
iligkilendirmistir. MP’lerin etkilerini inceleyen bir diger arastirmada

tekstil {irlinlerinden kaynaklanan mikrofiberlere 48 saat boyunca
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maruz kalan D. magna tiirtine ait bireylerin, bagirsak bolgesinde 300
ile 1400 pm uzunlugunda sentetik lifler tespit edilmis ve Olim
oranlarinda artis gozlenmistir. Oliim oraninda ki bu artigin,
mikrofiberler tarafindan bagirsakta meydana gelen tikanmadan
kaynaklanabilecegi belirtilmistir (Jemec ve ark. 2016). Bosker ve ark.
(2019) 21 giin boyunca MP’e maruz kalan bireylerin biyokiitlelerinde
%21 oraninda azalma goriildiigiinii ve bu azalmanin bagirsaktaki MP
birikimi ile iliskili olabilecegini belirtmistir. Rosenkranz ve ark.
(2009) D. magna'nin bagirsak epitelindeki 0.01 ve 1 mm boyutundaki
MP’leri hizla sindirebildigini ve lipit damlaciklarinda biriktirdigini

rapor etmistir.
Mikroplastiklerin Zebra Balig Uzerine Etkileri:

Zebra baligt (Danio rerio) , kiicik boyutlu olmasi, lireme ve
yetistirme kolayligi nedeniyle toksikolojik ¢alismalarda omurgali

modeli olarak kullanilan tropikal tatli su baligidir (Lei ve ark. 2018).

Polistiren kirliligine maruz kalmak balik iireme organlarini olumsuz
etkileyebilmektedir. 100 pg/L'nin {zerindeki konsantrasyonlarda
polistirene maruz kalan hem erkek hem de disi zebra baliklarinin
karaciger ve gonadlarinda reaktif oksijen tiirlerinin seviyesi
artmaktadir (Qiang ve Cheng, 2021). Ayrica polistiren zebralarda
viicut agirligini azaltmaktadir (Zhao ve ark. 2020). Jin ve ark. (2018),
farkli boyut ve konsantrasyonlarda polistirene maruz birakilan
yetiskin zebra baliklarinda bagirsak mikrobiyotasinin degistigini,
polistirenin bagirsak mukus hacmini etkiledigini ve bu durumun

baliklarin bagirsaklarinda mikrobiyota disbiyozuna neden oldugunu
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rapor etmistir. Lu ve ark. (2016) tarafindan 5 ve 20 um boyutunda
polistiren partikiillerine maruz birakilan yetigkin zebra baliklarinda; 5
um boyutundaki partikiillerin solungaglarda, karacigerde ve bagirsakta
birikirken, 20 um boyutunda ki partikiillerin ise solungac¢larda ve

bagirsakta biriktigi ifade edilmistir.

Zebra balig1 dokularinda MP alim yetenekleri oldukca farklidir. Zebra
baliklarinda en fazla MP birikiminin gastrointestinal (GIT) sistemde
oldugu bunu solungaclarin izledigi, buna karsin beyinde ve kasta MP
birikiminin olmadig1 rapor edilmistir. Bu durum kas dokusuna giren
parcaciklarin  genellikle oOnce dolagim sistemine girmesinden
kaynaklanabilir. Beyin dokusunda birikimin olmamasi ise, kan-beyin
bariyeri (BBB) ile iligkili olabilir. Ciinkii BBB, beynin mikro
cevresini korumak i¢in ¢ogu madde icin asilmaz bir engel
olusturmaktadir ve sadece molekiiler agirligt 400 Da'dan kii¢iik olan

lipofilik kimyasallarin bu bariyeri gecebilecegi bilinmektedir.

MP’lerin sekli de onlarin organizmadaki birikimini etkilemektedir.
Qiao ve ark. (2019), li¢ farkli sekilde (boncuk, fragman, lif) MP’nin
birikimini incelemis ve bagirsakta sekle bagli olarak birikimi sirasi ile
lif>fragman>boncuk olarak go6zlemlemistir. Arastirmacilar kiiresel
olmayan MP’lerin, kiiresel MP’lerden daha uzun bagirsak gecis
stiresine sahip olabilecegini ifade etmig ve MP birikmesinin bagirsakta
mukozal hasar, gecirgenligin artmasi, iltthaplanma ve metabolizma
bozulmasi gibi ¢ok sayida toksik etkiye neden oldugunu rapor

etmistir.
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GIRIS

Nanobilim, olgularin incelenmesi ve malzemelerin 100 nanometre ile
atomik seviyeye (yaklastk 0,2 nm) kadar degisen boyutlarda
manipiilasyonu olarak tanimlanir. Bu boyut araliginda malzemeler artan
nispi yiizey alan1 ve kuantum etkileri nedeniyle, ayni malzemenin daha
biiylik boyutlarindan daha farkli mekanik ve kimyasal ozelliklere sahip
olabilir. Aslinda, partikiiller boyut olarak kiigiildiikge, i¢cindeki atomlarla
karsilastirldiginda yiizeyinde daha ¢ok oranda atom bulunur. Oregin, 30
nm boytundaki nanopartikiilin (NP’lin) atomlarinin %5°1 yiizeyde
bulunurken 3 nm boyutundaki NP’{in atomlarinin %350’si yiizeyde
bulunur. Boylece, NP’ler daha biiyiik partikiillere kiyasla birim kiitle
basina ¢ok daha biiyiik bir yiizey alanina sahiptir. Biiyiime ve katalitik
kimyasal reaksiyonlar yiizeylerde meydana geldigi i¢cin, NP formundaki
malzemenin kiitlesi bilyiik partikiillerin kiitlesinden ¢ok daha reaktiftir.
Yiizey alam etkileri ile, kuantum etkileri nano boyutta maddenin
Ozelliklerine hakim olarak malzemelerin optik, elektriksel ve manyetik
davraniglarini etkileyebilir. Nanomalzemeler, boyutlarindan en az birinin
nanometrik olgegi nedeniyle tammlanmis nano-nesnelerden olusur'.
Nanometre boyut araliginda yiiksek kontrollii 6zelliklere sahip ¢esitli
nanoyapilarin  artan  mevcudiyeti,  biyoteknolojik  sistemlerde
kullanimlarinda yayginlagan bir ilgi uyandirmistir. NP’lerin boyutu,
bircok ortak biyomolekiilin boyut araligina benzer olup, hibrid
sistemlerde dogal biyomolekiiller gibi goriinmesini saglar’.  Daha
onemlisi, nanoyapilar biyoteknolojik uygulamalara yeni ve benzersiz

ozellikler kazandirmustir.  Ayrica, gelistirilmis  sulu  ¢Oziiniirliik,
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biyouyumluluk veya biyotanima i¢in yiizey katmanlarmin degistirilmesi
gibi biyolojik sistemlerle entegrasyonlarina daha iyi uyacak sekilde
nanoyapilarda degisiklik yapilabilir>. Nanoyap: yiizeylerine bagli segilmis
biyomolekiiller ile biyoalgi ve goriintiileme gibi uygulamalar i¢in yeni
hibrid nanoyapilar elde edilebilir veya nanoyapilar, malzeme 6zelliklerini
degistirmek veya yeni islevler kazandirmak igin diger biyouyumlu

malzemelere gdmiilebilir’.

Nanobiyoteknoloji, biyoteknoloji ve nanoteknolojinin kesismesi ile olusan
bir bilim dalhidir. Bu bilim dali, atomik 6l¢ekli makinelerin molekiiler
diizeyde biyolojik sistemlerin birlestirilmesini taklit ederek veya atomlar
tarafindan dogal yapi 6zelliklerini; atomu incelemek veya degistirmek i¢in
kiictik aletler olusturmay1 da saglayan hibrid bir disiplindir. Bu nedenle,
nanobiyoteknoloji nano dl¢ek 6zellikleri, molekiiler ve biyolojik nanoyapi
uygulamalar ile ilgili olmast nedeniyle, kimyasal, biyolojik ve fiziksel
bilimler arasinda arayiiz konumundadir. Bu teknolojinin inovasyon yaratir
ve ila¢c dagitimi, gen tedavisi, molekiiler goriintiileme, biomarker ve

biyosensorler gibi gesitli biyomedikal uygulamalarda hayati bir rol oynar'.

1. NANOPARTIKULLERIN MOLEKULER BiYOLOJIDE
UYGULAMALARI

1.1. Nanopartikiillerin sensor uygulamasi

NP’ler, ¢ok diisiik konsantrasyonlarda analitlerin teshis edilmesi,
patojenlerin tespit edilmesi ve ayrilmasi, hiicrelerin belirlenmesi ve
yakalanmasinin yanisira molekiiler ve hiicresel fonksiyonlar saptanmasi

dahil olmak {izere ¢esitli uygulamalar i¢in sensorlerde kullanilmistir.
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1.2. Nanopartikiillerin analit tespiti

DNA, RNA ve proteinler gibi biyolojik analitler i¢cin yeni algilama
tekniklerinin gelistirilmesi, bu analitlerin diisiik konsantrasyonlarda daha
hassas ve etkili bir sekilde tespitine yol agmaktadir. Bu yeni tekniklerin
birgogu, NP'lerin, biiyiik yiizey alani, kiitle orani, kiiciik boyutu ve
bilesimine bagl benzersiz O6zelliklerinden faydalanmistir. NP'lerin bu
ozellikleri, algilama esigini yiikseltmek veya daha hizli saptama saglamak
i¢in yiizey ligandlarmin kullanimimi saglar’. NP'leri hedefleme ligandlari
ile kolayca islevsel hale getirme yetenegi analitlerin baglanmasi ve
sinyallemesinde o6zglinliigiinii saglayarak etkili bir saptama saglar. NP
biyosensdrlerin - gelistirilmesi  Oncelikle inorganik NP'lerin, ozellikle
metalik veya manyetik NP'lerin kullanimma odaklamlmistir. Ozellikle
altin NP'leri ylizey kimyalarindan dolay1 sensor olarak yaygin sekilde
kullanilmaktadir. Sinyal transdiiksiyon amplifikasyonu i¢in altin NP'lerin
essiz yiizey kimyasini kullanmanin bir yontemi Mirkin grubu tarafindan
gelistirilen biyo-barkod yontemidir. Bu yontem, protein ve DNA hedef
tespiti i¢in uygulanmustir™>. Alzheimer hastalig1 igin ¢dziiniir patojenik
biomarker sitokinlerin saptanmasi® ve prostat kanserinin varhgini
gosterebilen kanser biyo-belirteci olan prostat spesifik antijen (PSA)'1
saptamak’ i¢in bu yontem kullanmustir. Nano sensorlerde, SPION'ler gibi
manyetik NP'lerin manyetik 6zelliklerinden yararlanarak gelistirilmistir.
Giiclii manyetik 6zelliklere sahip olduklar1 ve ¢gogu biyolojik numunenin
ihmal edilebilir manyetik duyarhilik sergiledikleri i¢in manyetik NP'lere
onemli Olciide 1ilgi vardir. SPION’ler, manyetik partikiillerin sensor

yizeyine baglanmasina dayanan dev magnetoresistive (GMR)
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biyosensorleri dahil birgok farkli sensor tipi i¢cin manyetik etiket olarak

kullamlmastir®,
1.3. Nanopartikiillerin patojen tespit ve ayrimi icin kullanimi

Kompleks karigimlardan belirli hiicrelerin verimli izolasyonu, biyolojik
aragtirmalar ve bir¢ok biyolojik uygulama i¢in gereklidir. NPler, diisiik
frekansta (az yogunlukta) bulunan spesifik hiicre tiplerinin ve hiicrelerin
saptanmasl i¢in hassas araglar olarak arastirilmistir. Ornegin, dolasimdaki
timor hiicrelerinin saptanmasi ve yakalanmasi amaciyla uygulanmistir.
Ciinkii dolasimdaki tiimor hiicreleri, metastatik meme, kolorektal ve
prostat kanserli hastalarda genel sagkalim ig¢in giiclii bir prognostik
biomarker olarak tanimlanmis olmakla beraber kanser metastazimin
biyolojisinin anlasilmasina yardimei olabilecek potansiyeli tasimaktadir®
10" Bunun haricinde NP immiinomagnetik teknikler, dolagimdaki tiimor
hiicrelerinin tanimlanmast ve yakalanmasi icin daha sik kullanilan
yontemlerden bazilaridir. Bu teknikte, ligand-reseptor bazli mekanizma
kullanarak dolagimdaki tiimor hiicrelerinin hedeflenmesi ve izole edilmesi

icin manyetik NP'ler kullanilir.

Hiicrelerin tanimlanmasi ve ayrilmasi igin diger teknikler, dogal olarak
olusan iglemlerden yararlanan biyomimetik nanoteknolojinin kullanimini
igerir. Bu amagla, hiicrelerin tanimlanmasi ve ayrilmasi i¢in mikroakigkan
cihazlarin gelistirilmesi i¢in biyomimetik yaklasimlar arastirlmistir. Bu
cihazlar, hiicre dongiilerinin dogal siirecini kullanirlar. Bu, kanser
hiicreleri tizerindeki endotelyal veniiller ve glikoprotein reseptorleri

iizerinde eksprese edilen selektif molekiiller arasindaki yapiskan
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etkilesimlerinden kaynaklamir!'!. Son zamanlarda, selektin kullanan hiicre
dongiileme islemi, gelistirilmis yiizey duyarliign ve Ozgilligi icin
dolasimdaki tiimér hiicrelerinin tespitine uygulandi!!-'* Yedinci nesil (G7)
poli (amidoamin) (PAMAM) dendrimerler, ¢oklu ligandlarin ¢oklu
reseptorlere (multivalent baglanma) eszamanli olarak baglanmasi igin

hiicre yakalama yiizeylerini olusturmak icin de kullanilmstir'®.
1.4. Nanopartikiillerin goriintiileme ajam olarak kullanimi

NP'ler molekiiler goriintiilemede yeni etiketler ve kontrast maddeler
olarak arastirtlmistir. NP'lerin  benzersiz  6zellikleri, kanser ve
kardiyovaskiiler hastaliklar gibi hastaliklarla iliskili hiicre cevaplarinin
yani sira molekiiler hedeflerin hassas ve spesifik olarak izlenmesini

saglayabilir'®,
1.5. Nanopartikiillerin hedeflenen goriintiileme icin kullanim

NP'lerin hedeflenen goriintiileme i¢in birgok umut verici 6zelligi vardir.
Birincisi, NP'ler yiizey alanlarindan dolay1 bir seferde ¢ok sayida
goriintiileme ajam saglayabilir ve hassasiyetti artirabilir'®. ikincisi, NP'ler
permeabilite ve retensiyon etkisiyle (EPR) in vivo dokular1 pasif olarak
hedefleyebilir veya molekiiler hedefin ifade edildigi yerlerde birikerek,
kontrast maddelerinin lokal konsantrasyonunu arttirarak hedeflenebilir.
NP modifikasyonu icin yliksek kapasite, in vivo goriintiileme igin
amplifikatorler olarak kullanilmalarini saglar. Son olarak, ¢ok modlu
goriintiilemeyi gerceklestirmek icin birkag farkli goriintiileme araci

sunabilirler. Ozellikle kuantum noktalar1 (KN'ler) gibi inorganik NP'ler,
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hiicresel goriintiileme i¢in en umut verici floresan etiketler arasindadir.
KN'ler, belirli dalga boylarinda 151k yayabilir ve ayrica, doku
otofloresansinin azaldigt ve uyarma 1s1k penetrasyonunun arttig
spektrumun NIR bélgesinde yayilmak iizere ayarlanabilir'®. Cok islevli
KN'ler, hiicrelerdeki tek tek proteinleri ile metastaz ve gelisimleri boyunca
hiicre hareketine katillan reseptdrleri izlemek i¢in kullanilmugtir!?;!7-1°,
KN'ler, integrin av3'lin hedeflenmesi i¢in arginin-glisin-aspartik asit
(RGD) peptid-konjuge NIR QDS kullanim1 gibi spesifik timor
biyobelirteglerinin gériintiilenmesi i¢in kullanilngtir.

1.6. Nanopartikiillerin Dagitim araclar olarak kullanilmasi

1.6.1. Biyolojik calismalar icin siRNA verilmesi

RNA interferanst (RNA girigsimi=RNAI1), hiicre kiiltiirinde ve canl
organizmalarda kullanim i¢in 6nemli bir biyolojik aragtir. Geleneksel
olarak gen fonksiyonlarini incelemek icin kullamlir, ¢linkii sekansa 6zgii
cift zincirli RNA'larin hiicrelere girmesinden sonra mRNA'nin
hedeflenmis bozulmasim saglar. Etkili siRNA uygulamasi icin bazi
biyolojik engellerin iistesinden gelinmesi gerekir. Bu zorluklar, yiiksek
molekiil agirlig1 ve negatif yiikler nedeniyle hiicreye girme zorlugu, hiicre
icindeki niikleazlar tarafindan bozulma, uygun hiicre kompartmanlarina
hedefleme, in vivo izl temizleme ve kararsizliklardir 2?2, Bu nedenle,
RNAI potansiyelini ger¢eklestirmek i¢in verimli ve biyo-uyumlu dagitim
sistemlerine ihtiyag vardir. NP'ler siRNA dagitiminda zorluklara
potansiyel bir ¢oziim sunmaktadir. Katyonik lipit veya polimer NP'ler,

niikleik asitlerle yogunlastirllmis kompleks olusturma yeteneklerinden

132 || BiYOLOJIDE GUNCEL AKADEMIK CALISMALAR

TEORIK VE UYGULAMA




dolay1r anyonik niikleik asitleri hiicrelere tasimak icin kullamlmis olup
enzimatik bozulmadan korur. Katyonik maddeler ayrica NP'lerin
endozom/lizozomlarda sekestrasyondan kagmasina yardimci olabilir.
Endozom/lizozomlarin pH ortaminda proton haline gelen katyonik
polimer polietilenimin (PEI) i¢cindeki nitrojenler gibi gruplar, asidik pH’da
protonasyona yanit olarak Cl =~ akisim1 artirarak endozomal kacisi
kolaylastirabilir. Sonug olarak, ozmotik basingta ve sigsmede bir artis
meydana gelir. Bu da organelin patlamasina ve siRNA NP'lerin
verilmesine yol agar. Bu olay “proton siinger etkisi” olarak adlandirilir.
Bununla birlikte, yakin tarihli bir calismada, katyonik lipit NP sisteminde
siRNA uygulamasimin, igsellestirilmis siRNA'min yaklasik %70'nin, geg
endozom lizozomlardan lipit NP'lerinin ¢ikmasina bagl olarak hiicre dist
ortama geri doniistiiriildiigii i¢in biiyiik dl¢iide azaldig1 gosterilmistir''; >,
Boylece, geri doniisim yollarindan kagabilen yeni NP araglar
tasarlanarak siRNA teslimati gelistirilebilir. Niikleik asitlerin NP
uygulamasinin endositik olmayan alimlarimin aktif hedefleme yontemleri
de flizojenik peptidler ve hiicre-penetrans peptidler kullanilarak
arastirlmistir®®. siRNA NP'lerin biyolojik sistemlerle etkilesimlerini daha
iyl anlamak i¢in siRNA problari, hiicre ici trafigin yam sira siRNA
NP'lerinin montaji ve demontajim incelemek igin kullanilmistir™2’. Son
zamanlarda, NP'ler, immiin hiicrelerde genleri susturmak i¢in siRNA'y1
iletmek i¢in kullanilmistir, ¢linkii bu hiicreler homeostazi ve hastalikta
onemli rollere sahip olabilir®®. Ornegin, bir calismada NP'ler, bagirsak
iltthabinda molekiiliin tam rollerini belirlemek i¢in in vivo olarak
16kositlerde hiicre dongiisii diizenleyici molekiilii olan Cyclin D1'1 (CyDI)
susturmak icin kullanmislardir®. Calismada NPler, CyD1 siRNA’s1 ile
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yiiklendi ve B7 integrin'e karsi antikorlar ile fonksiyonel hale getirildi.
Sonugta, hedeflenmis NP'lerin 16kositlerde CyD1'1 susturdugu ve 16kosit
proliferasyonunu ve T yardimcir hiicre 1 sitokin ekspresyonunu
baskilayarak farelerde deneysel olarak indiiklenen koliti tersine ¢evirdigi
gdzlenmistir’®. Diger bir cahsmada, immiin hiicrelerde hastalik genlerini
susturmak i¢in siRNA'min in vivo olarak iletilmesi icin lipit NP'leri
kullamlmistir'%?°.  Calisma, insan dist primatlarin  miyeloid hiicre
tiplerinde siRNA aracili susturmay1 ve kemirgen miyeloid hiicrelerinde
coklu gen hedeflerinin hedeflenmesinin uygulanabilirligini gdstermistir.
Terapotik potansiyel, tlimor nekroz faktorii-a'yt (TNF o) hedefleyen
siRNA kullanilarak dogrulamiglardir. Baska bir calismada, non alkolik
steatohepatiti (NASH) tetikleyen immiinolojik mekanizmalar aragtirmak
icin NP'ler kullanilmistir®®. Arastirmacilar, Kupffer hiicreleri tarafindan
iretilen TNF o'nin, gelistirilmis IP-10 ve MCP-1 kemokinleri iiretimi
yoluyla NASH''m gelisimini tetikleyebilecegini  gozlemlemislerdir.
Dahasi, miyeloid hiicrelerde TNF o susturulmasi kemokin iiretimini
azaltmig ve NASH'n gelismesini engellemis ve NASH'de yeni bir
terapotik hedef olarak TNF o'nin potansiyelini ortaya koymustur. NP'ler
ayrica, tek hiicre seviyesinde hiicresel yollar1 incelemek iizere bitki
hiicrelerinde siRNA iletmek icin bir ara¢ olarak kullamlmistir®. Baska bir
arastirma grubu, seliilloz biyosentez yolunda spesifik genleri hedefleyen
siRNA'lara yonelik araglar olarak amin-konjuge polimerik NP'leri
kullanmigtir. Tiim bitkilerde hiicre duvari sentezinde rol oynayan bir
faktor olan NtCesA-1'in izole protoplastlarda hiicre duvan

rejenerasyonunda da 6nemli bir rol oynadigmi bulmuslardir'?.
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1.6.2. Solvent veya eksipiyan olmadan hidrofobik bilesiklerin

iletilmesi

Biyolojik olarak aktif olan bir¢ok bilesik, hidrofobik 6zelliktedir ve suda
zayif bir sekilde ¢oziiniir. Bu tiir bilesikleri biyolojik arastirmalarda
kullanmak sulu ortamlardaki zayif ¢oziintirliikleri nedeniyle zor olabilir.
Bu ylizden, dimetil siilfoksit (DMSO) gibi ¢dziicii veya cremophor gibi
eksipiyanin kullanilmasini iceren giincel yaklagimlar vardir. Bununla
birlikte, biitiin bilesikler bu ¢oziiciiler kullamlarak ¢oziilemez ve ayrica bu
coziiciilerin kendileri de siklikla canli organizmalardan toksik o6zellik
gosterir. Bu sebeple, hidrofobik ajanlari iletme-dagitma zorlugunun
istesinden gelme stratejilerinden biri NP’leri  kullanmaktir. Birgok
nanopartikiil, 6zellikle polimerik NP'ler, hidrofobik ¢ekirdeklere sahiptir
ve hidrofobik maddelerin iletilmesi i¢in ¢ok uygundur. NP iletim
araglarmim kullanim1 sadece aktif maddenin ¢oziliniirligiiniin iistesinden
gelmekle kalmaz ayn1 zamanda ajan, tastyicist olan NP’den salinana dek
cevreden korur. Ornegin, NP’lerin wortmannin'in ¢dziiniirliigiinii ve
stabilitesini artirdig1 kaydedilmistir. Ayrica NP wortmannin gibi hiicreler
iizerinde de ayni sinyalleme etkilerine sahip oldugu bulunmustur'% 3!,
Bununla birlikte, NP wortmannin, in vivo fare modelinde etkili bir

terapdtik ajan olarak islev gdrmiistiir'2.
1.6.3. Subseliiler organellere nanopartikiillerin iletilmesi

Son yillarda en popiiler arastirma konularindan birisi, spesifik
organellere cesitli ajanlarin iletmesidir. Ozellikle, bir hedefin

subseliiler kullanilabilirligi ve erisilebilirligi, terapotik ve goriintiileme
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ajanlarinin etkili iletilmesinde Onemlidir. Kanser tedavisi i¢in es
zamanli hedefleme, goriintiilleme ve tedaviler icin subseliiler organele
Ozgii reaktifler oldukca caziptir. Bunun yanisira, hiicre regiilasyonu,
sinyalleme ve sinyal iletimi gibi canli hiicrelerde meydana gelen
karmasik olaylar1 ¢ozebilmek, bu siireclere miidahale edebilmek ve
bunlar1 modiile edebilecek tedavilerin tasarlanmasi subseliiler diizeyde
iletim ve hedeflemeyi daha 6nemli hale getirmistir’’. Ornegin,
fliioresan yar1 iletken kuantum noktalari, zamana gore milisaniye/saat
Olgeklerinde goriintii molekiilleri olusturabilir ve goriintiileyebilir ve
boylece arastirmacilara organik floroforlar kullanilarak
gerceklestirilemeyen  hiicre  i¢i  dinamikleri  izleme olanag
saglayabilmektedir’>34, Bunun kadar énemli olan diger bir durum,
nanopartikiil temelli terapodtikler icin subseliiler hedeflemedir.
Mitokondri gibi sitoplazmik organellerin dogrudan hedeflenmesi,
fotodinamik terapilerde 1s18a duyarli hasar1 artirabilirken, gen terapisi
icin oligoniikleotidleri tastyan NPler, terapotik acidan etkili olan
hiicrelerin sitosol ve ¢ekirdekleri iizerinde yer almahdir3?;35-3,
Nanopartikiillerin hiicrelere ve bunlarin subseliiller hedeflerine
ulastirilmasi i¢in, dncelikle plazma zarin1 gecebilmeleri gerkmektedir.
NP’ler, ya dogrudan membrana gomiilii reseptorler ile etkilesime
girerek ya da dolayli olarak iki tabakali lipit ile iliskilendirilerek
i¢sellestirilebilir. Ik yaklasimda, NP’ler hiicre iizerinde yiiksek afinite
ve 0zgiilliige sahip reseptorlere baglanan ligandlar ile fonksiyonel hale
getirilir. Ligandlar, saglikli ve hastalikli hiicreler iizerinde asir1 ifade
edilmis reseptorleri hedeflemek icin segilebilir veya tasarlanabilir.

Ortaya c¢ikan reseptor-ligand komplekslerinin icsellestirilmesi daha
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sonra NP’lerin reseptdr aracili endositozuna yol agar. Alternatif
olarak, NP’ler, membran ile hidrofobik ve elektrostatik etkilesimler
araciligiyla etkilesime girebilir ve hiicre igine pinositoz yoluyla sivi
faz alimi1 seklinde alinabilir. Hiicreler, hiicre i¢i yiikleri farkli hiicre i¢i
lokasyonlara ve etkilesimlere yonlendirmek i¢in ¢ok sayida
mekanistik olarak farkli ve yiiksek Ol¢iide diizenlenmis endositik
yollar kullanmaktadir. Endositik siireglerin sadece besinleri ve
membranla iliskili molekiilleri ig¢sellestirmeyi degil, ayni zamanda
hiicre sinyalleme devresinin uzaysal dinamiklerini diizenledigi
bilinmektedir®. Ciinkii, NP’lerin hiicresel alim mekanizmalarinin
anlasilmasi, sinyalin nerede ve nasil modiile edildigini ve hiicrenin
sonraki molekiiler tepkisininin belirlenmesi acisindan énemlidir®®-43,
Daha onceden bildirildigi gibi, makromolekiiller veya NP’ler,
endositoz adi verilen bir islem yoluyla hiicrelerin i¢ine alinabilir.
Ozellikle, tiim hiicre tiplerinde pinositoz ortaya cikar ve en az dort
temel mekanizma buna aracilik eder: a) makropinositoz, b) klatrin
aracilikli endositoz, c¢) kaveolaya bagli endositoz ve d) klatrin-kaveola
ve dinamin-bagimsiz endositoz**. Bunlar arasinda klatrin aracili
endositoz, en ¢ok anlagilan ve bilinen reseptdr aracili endositoz
yoludur’?;*. Ornegin, Harush-Frenkel ve ark’lari, NP’lerin klatrin
aracili endositik yolaga hedeflenmesi ¢alismalarida, yiizeylerinde ya
negatif ya da pozitif yiike maruz birakilan NP'lerin HeLa hiicrelerine
endositozunu karsilastirmislardir. Sonuc¢ta, maruz kalan yiike bagh
olarak, kullanilan hiicresel endositoz mekanizmasinin yani sira
icsellestirme yeteneklerini 6nemli 6l¢iide etkiledigini kaydetmislerdir.

Negatif yiiklii NP'ler, diisiik bir endositoz orani gdsterirler ve klatrin
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aracili endositoz yolunu kullanmazlar. Ote yandan, pozitif yiiklii
NP'ler klatrin aracili yolak araciligiyla hizla igsellestirilmistir. Bu yol
engellendiginde, NP'ler daha da yiiksek NP birikimiyle sonuglanan
telafi edici endositoz yolunu harekete gegirir. Bu sebeple, NP'lere
pozitif ylk eklenmesinin, ilag dagitimi i¢in NP’lerin tasiy1
potansiyellerini artirabilecegini diistindiirmiistiir. Nanopartikiil boyutu,
ylizey Ozellikleri ve fizyolojik kosullar gibi bir¢ok fiziksel, kimyasal
ve biyolojik faktorler, hem hiicresel etkilesimleri hem de sistemik
dagilimi etkileyebilir. Bu faktorler arasinda, partikiil biiyiikliigiiniin,
ozellikle 500 nm'den daha kii¢iik olan NP’ler i¢in plazma membranina
yapisma, hiicresel alim ve sonraki hiicre i¢i islemlerde énemli bir rol
oynadigi  diisiiniilmiistiir***’.  Bu durum, Oh ve ark.’nin
calismalarinda, etkili hiicresel alim ve ilag dagitim yolu i¢in katmanl
cift hidroksit (LDH) NP’lerinin optimum biiy