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OZET

Anahtar kelimeler: Bentagram, Cambio, antioksidan enzim, herbisit, Chlorella
vulgaris, Arthrospira platensis

Pestisitler zararli olan hedef organizmayi engellemek, kontrol edebilmek ya da
zararlarin1 azaltmak i¢in kullanilan kimyasal karigimlardir. Bunlarin en yaygini da
Ozellikle artan diinya niifusunu beslemek amaciyla tarimda yaygin olarak kullanilan
herbisitler yani bitki oldiiriiciilerdir. Yabani ya da istenmeyen otlar1 yok etmeye
yonelik olarak kulanilan bu kimyasallar hedef organizmanin disindaki diger
organizmalara da zarar vermesi, biyobirikim gdstermesi, ekosistem icinde tagintyor
olmasi gibi nedenlerle ciddi tartisma konusu olmaktadir. Ozellikle besin zincirinin en
onemli halkasint olusturan birincil ireticileri etkiliyor olmasi tiim ekosistemi
etkilemektedir. Bu baglamda sucul ekosistem iiyelerinden alglere bu tip kimyasallarin
etkisi son derece 6nemlidir. Bu ¢alismada Cambio herbisitine maruz birakilan A.
platensis alginde klorofil-a ve OD560 degerlerinde 7 giin siiresince azalma
goriiliirken, SOD, APOD ve GR enzimlerinde ve H,O2 ve MDA miktarlarinda anlaml
degisiklik goriilmemis, prolin miktar1 ise artmigtir. Cambio herbisitine maruz birakilan
C. vulgaris alginde klorofil-a ve . OD560 degerlerinde 7 giin siiresince artma
goriilmiistiir. Ayrica her ne kadar SOD, APOD ve GR enzimlerinde 6nce artan, sonra
azalan egriler goriilse de bu degisiklikler istatistiksel olarak anlam tasimamaktadirlar.
Prolin, MDA ve H;0: miktarinda anlamli degisiklik goriilmemistir. Bentagram
herbisitinin farkli konsantrasyonlarina maruz birakilan A. platensis alginde klorofil-a
ve OD560 degerlerinde 7 giin siiresince anlamli azalma goriilmiistiir. SOD, APOD ve
GR enzimleri ile MDA ve H>O; miktarinda anlamli degisiklik goriilmezken, prolin
miktar1 azalmigtir. Ayni pestisite maruz birakilan C. vulgaris alginde OD560
degerinde 7 gilin siiresince azalma gozlenirken, klorofil-a miktarinda artan
konsantrasyon ve ilerleyen giinlerde anlamli artis gézlenmistir. SOD, APOD ve GR
enzimleri ile MDA, H202 ve prolin miktarinda anlamli degisiklik goriilmemistir.

Sonug olarak bu ¢aligmada biyokiitle ve antioksidan parametrelerdeki degisikligin
artan Cambio ve Bentagram konsantrasyonlarina bagli oldugu bulunmustur.
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THE EFFECTS OF TWO DIFFERENT HERBICIDES ON THE
DEVELOPMENT AND ANTIOXIDANT PARAMETERS OF
ARTHROSPIRA PLATENSIS GOMONT AND CHLORELLA

VULGARIS BEYERINCK

SUMMARY

Keywords: Bentagram, Cambio, antioxidant enzyme, herbicide, Chlorella vulgaris,
Arthrospira platensis

Pesticides are chemical mixtures used to prevent, control or reduce harmful organisms.
The most common of those are herbicides, which are commonly used in agriculture,
in order to nourish the growing world population. These chemicals, which are used for
destroying wild or undesirable weeds, are subject to serious controversy due to their
damage to other organisms rather than the target organism, to show their
bioaccumulation and to be carried within the ecosystem. The chemicals especially
affect the primary producers that constitute the most important link of the food chain
affects the whole ecosystem. In this context, the impact of such chemicals on algae
from aquatic ecosystem members is extremely important. In this study, chlorophyll-a
and OD560 values decreased for 7 days in A. platensis algae exposed to Cambio
herbicide while there was no significant change in SOD, APX and GR enzymes and
H.0> and MDA amounts, however proline amount was increased for 7 days.
Chlorophyll-a and OD560 levels increased for 7 days in C. vulgaris algae exposed to
the Cambio herbicide. In addition, although SOD, APX and GR enzymes showed
initial increases and then decreases on the curve, these changes were not statistically
significant. There was no significant change in the amounts of proline, MDA and
H>0>. A significant decrease in chlorophyll-a and OD560 values was observed for 7
days in A. platensis algae exposed to different concentrations of Bentagram herbicide.
SOD, APX and GR enzymes and MDA and H>0, amounts showed no significant
change, whereas prolin amount was decreased. In the C. vulgaris algae exposed to the
same pesticide, the decrease in OD560 value was observed, while the increase in the
amount of chlorophyll-a was significant for 7 days. There was no significant change
in MDA, H20- and proline levels and SOD, APX and GR enzymes.

As a result, in this study, changes in biomass and antioxidant parameters were found
to be related to increasing concentrations of Cambio and Bentagram.

xii



BOLUM 1. GIRiS

Algler, genel olarak akuatik sistemin en onemli bilesenleri olup, primer ireticiler
olarak ¢ok biiyiikk 6neme sahip olduklari bilinmektedir. Dogal sularda algler
morfolojileri, biiylikliikleri, biyokimyasal 6zellikleri ve ekolojik nisleri bakimindan
farklilik gostermektedirler. Alglerin fitoplankton gibi kiigiik boyutlu olanlar1 basta
olmak iizere 50 m uzunlugundaki kelplere kadar uzanan tiirlerinin ¢ogu besin
zincirinin tabanini olusturmaktadir. Ayrica algler su ekosisteminde olusan kirliligi

izlemede indikator tiirler olarak kullanilmaktadirlar.

Pestisit; gidadan-endiistriye kadar bir¢ok alanda kullanilan zirai {iriinlere zarar veren
organizmalar1 engellemek-azaltmak igin kullanilan kimyasal bir madde, viriis ya da
bakteri gibi biyolojik bir ajan, antimikrobik, dezenfektan ya da herhangi bir arag
olabilmektedir. Hedef organizmaya gore isimlendirilen farkli pestisitlerden en yaygin
olarak kullanilan1 herbisitler olup, yabani otlarla miicadele i¢in hem iikemizde hem
diinyada yaygin olarak kullanilmaktadirlar. Diinyada ve iilkemizde artan insan
poplilasyonunu besleyebilmek i¢in artan tarimsal faaliyetlere bagli kullanilan herbisit
oran1 da giinden giline artmakta, bu da herbisitlerin yeralt1 sularinda, denizde,
atmosferde, toprakta birikmesine sebep olmaktadir. Dolayisiyla da primer ireticiler
olan algler bu birikimin ilk halkas1 yani en c¢ok etkilenen canli grubunu

olusturmaktadir.

Bu calismada prokaryotik bir alg olan Arthospira platensis ve okaryot Chlorella
vulgaris algleri, Cambio ve Bentagram herbisitlerinin farkli konsantrasyonlarina
maruz birakilmistir.  Yaygin olarak kullanilan bu iki herbisitin artan
konsantrasyonlarmin bu alglerin klorofil-a miktarinda, OD560 absorbansinda,
enzimatik (SOD, APOD, GR) ve enzimatik olmayan (MDA, H2O> ve prolin)
antioksidan parametrelerinde olusturdugu degisimlere bakilmistir. Uygulanan farkli



konsantrasyonlardaki farkli herbisitlerin, iki farkli tiir tizerindeki antioksidan enzim
aktivitelerinin  ve parametrelerinin  iizerindeki etkilerinin farkli oldugunu

gbozlemlenmistir.



BOLUM 2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Algler

Tatl su ekosistemlerinde mikroorganizmalar sucul ekosistemin birincil iireticileri,
besin dongiisii elemanlar1 ve ayristiricilart olarak kritik rol oynamaktadirlar. Algler,
diger adiyla su yosunlari, genellikle biiylik ¢ogunlugunun fotosentez yapabilmesine
bagli olarak bitkilere benzetilen, lakin fotosentez iiriinlerini farkli tipte nisasta olarak
depolamalari, klorofil-c bulundurmalari ve bitkilerde bulunmayan
basgka pigment maddeleri bulundurmalari ile bitkilerden ayrilmaktadirlar. Fotosentetik
algler, sucul ekosistemin birinci derecedeki {ireticileri olduklarindan ve birgok
sucul canlinin  besin kaynagini olusturmalarindan dolayr 6nemlidirler. Algler
genellikle sucul ve yar1 sucul habitatlarda (okyanuslar, nehirler, tatl su golleri, gaylar,
dereler, kutup golleri, su birikintileri, vb.), bir kismi ise karalarda, nemli topraklarda,
likenlerde ya da kara bitkilerinin ylizeylerinde yasayabilirler. Algler tek hiicreliden,
koloni formuna, ipliksi ve dallanmis formlara kadar ¢ok genis morfolojik farkliliklar
gostermekle beraber bazilar1 simbiyotik olarak, bazilar1 da parazitik olarak
yasamaktadirlar. Yapisal olarak okaryotik (gelismis hiicre tipi) ve prokaryotik (basit
yapilt hiicre tipi) olmak iizere iki biyiik gruba ayrilan algler; mavi- yesil algler
(Cyanobacteria),  oglenoidler  (Euglenozoa), diyatomlar  (Bacillariophyta),
dinoflagellatlar (Miozoa), yesil algler (Chlorophyta), kriptomonadalar (Cryptophyta),
kirmiz1 algler (Rhodophyta), karofitler (Charophyta), Ochrophyta ve Haptophyta
olmak iizere farkli filumlarda incelenmektedirler. Ozellikle sucul ekosistemde besin
zincirinin temelini olusturan algler ¢evresel degisikliklerden en ¢ok etkilenen
canlilardir. Bu sebeple algler ekotoksikoloji c¢alismalarinda yaygin olarak
kullanilmaktadir (USEPA, 1989).



2.2. Alglerin Kullanim Alanlari

Deniz algleri iizerine ¢alismalar ¢ok uzun yillardan beri yapilmaktadir. M. O. 2700
yillarinda Kral Shen Nung yosunlar1 ilk kullanan kisi olarak bilinmektedir (Giiner,
1996). Tibbi ve besin kaynagi olmak {izere ¢ogu endiistriyel alanda alglerden
yararlanilmaktir (Kahvecioglu, 2003).

a. Besin maddesi ve mineral kaynag olarak: Algler 6zellikle denize kiyisi olan
iilkelerde dnemli besin kaynagidir. Ozellikle bir mavi- yesil alg olan Spirulina
(Arthrospira platensis) “stiper besin” olarak bilinmektedir. Besin degerleri
sebebiyle kiiltiirleri yapilan diger alg tiirleri; Chlorella ssp., beta- karotence ve
C vitaminince yiiksek degere sahip Dunaliella salina’ dir. Alglerden elde edilen
agar yiyecek sanayinde sertlestiri olarak pasta, marmelat, dayanikli ekmek
yapiminda kullanilmakta, ayrica sarap, birada berraklastirict olarak alkol
sanayinde kullanilmaktadir. Bunun disinda kabizlik giderici olarak da kullanilan
algler, A, B1, B2, B6, niasin ve C vitaminlerinin kaynagidirlar. Algler iyodin,
potasyum, demir, magnezyum ve kalsiyum bakimindan zengindirler. Besin
olmasinin yaninda salam, sucuk gibi gidalarda bagirsak yerine koruyucu kilif
olarak, ¢esitli siitlii tatlilarda, dondurmada vizkozite saglayici olarak da
kullanilmaktadirlar.

b. Kozmetik sanayii: Zehirsiz olmalari ve bozulmaya karsi dayanikli olmalart
nedeniyle tercih edilen alglerden elde edilen alginatlar sa¢ boyasinda,
deterjanlarda, tabletlerde dolgu maddesi olarak, yagli kremlerin homojenizasyon
ve stabilitesinin saglanmasinda, emiilsiyon, slispansiyon, losyon, pomat, tampon
ve pastil yapiminda kullanilmaktadirlar. Alginat musilajmin eriyikleri
losyonlarda, cilt temizleme maddelerinde, sag spreyinde, sa¢ boyalarinda ve cilt
kremlerinde ana madde olarak bulunmaktadirlar. Sabunlarda kopiik artirict
olarak kullanilmasinin yaninda, dis macunundaki tebesirin giderilmesi i¢in de
kullanilmaktadirlar. Sampuanlarin  iginde de temizleyici olarak
bulunmaktadirlar. Son yillarda Tiirkiye’ de de algler, deriyi yenileme ve mineral

bakimindan zengin olmalarindan otiirti  gilizellik enstitiileri tarafindan



“thallassoterapi” uygulamalar1 amaciyla oldukg¢a yaygin olarak kullanilmakta,
alg iceren kozmetik tiriinlerin gesitliligi artmaktadir (Aktar ve Cebe, 2010).

. Dis sanayii: Dis kaliplarinda bozulmayan, ¢abuk sertlesen daha iyi kolloidlerin
yapiminda kullanilmaktadirlar.

. Enerji sanayii: Algler biyodizel iiretiminde kullanilmakta, hatta ayni amagcla
yetistirilen toprak {irlinlerine gore cok daha fazla miktarda yag icerdikleri
bilinmektedir. Alglerin karbonhidrat igerikleri biyoetanol, biyobiitanol ve
hidrojen tiretiminde kullanilmaktadir. Biyobiitanoliin enerji yogunlugu benzine
cok benzemekte ve benzinli araglarda da rahatlikla kullanilabilmektedir.

. Kirlilik kontrolii: Algler atik su aritim tesislerinde tehlikeli madde igerigini
diistirmede adeta biyofiltre olarak kullanilmaktadirlar. Temizlenmesi gii¢ olan
azot ve fosfor gibi bilesikler alglerin bulundugu tanklara alinarak, algler
tarafindan besin kaynagi olarak kullanilmalari  suretiyle ortamdan
uzaklasabilmektedirler. Algler ciftliklerden yagmur suyu ile akan giibreleri besin
ortam olarak kullanirken ayni zamanda tutulmasimi saglamakta, hasat
edildiginde de bu zenginlesmis alglerin kendileri de giibre olarak
degerlendirilmektedir (Gonzalez, 2011). Alglerin metal sogurum yeteneklerinin
de yiiksek oldugu bilinmektedir.

. Tekstil sanayii ve kauguk: Alglerden elde edilen iiriinler kullanilarak daha
parlak, dokusu sikilagmis, atese dayanikli ve gilive yemesine kars1 dayanikli
kumaslar yapilmaktadir. Ayrica kauguga ilave edilerek yumusaklik ve akicilik
kazandirmaktadirlar.

. Kagit sanayii: Algler iizerinde yazildiginda miirekkebi dagilmayan kagitlarin ve
ince parsomen kagitlarinin yapiminda kullanilmaktadirlar.

. Ingaat sanayii: Algler kirilmayan camlar, ses-1s1 izolasyon malzemeleri, dis
cephe ve havaalani pistlerinde kaplama maddesi ve har¢ maddesinin yapiminda

kullanim alanina sahiptirler.

i. Zirai kullanimi: Bitkilere zarar veren bitki, bocek ve benzeri zararlilarla

savagmakta kullanilmaktadirlar. Mulla ve ark. (1977) Chlorella elliposidea’ nin
sivrisineklerin gelisim ve olgunlagsma asamalarini etkileyen bazi maddeler

urettigini kesfetmislerdir. Nassar ve ark. (1999) bazi siyanobakterilerin ve yesil



alglerin larva gelisimini inhibe eden ve disi yetiskin sivrisineklerin hayatta
kalmasini ve gelismesini geciktiren maddeler iirettigini bulmuslardir.

j. llag sanayii: Alglerden elde edilen aljinatlar dermatolojik vakalarda kullanilan
sarg1 bantlar1, flaster ve bandajlarin yapimi ile, bazi ilaglarin ana ve yardimci
maddesi olarak kullanilmaktadirlar (Aktar ve Cebe, 2010). Bunun diginda bazi
etken maddelerin (insiilin, antibiyotik, hormon, vitamin gibi) enjektabl ve oral
ilag formlarinda, yag ve mumlarin sulu ¢ozeltilerine akicilik kazandirmak igin,
tabletlerde ayristirma ve dolgu maddesi olarak da kullanilmaktadirlar. Cesitli
diyetlerde ya da seker hastalarinin diyetlerinde aroma saglama ve kalorisiz tad
maddeleri eklenerek tok tutucu yiyecek/ gida takviyelerinin tiretilmesinde de
alglerden yararlanilmaktadir. Bazi1 koruyucu jel ve film iretiminde
kullanilmaktadirlar.

k. Alkol sanayii: Berraklastirici olarak kullanilmasinin yaninda bazi igki ve
kokteyllerin ¢okmesini engellemede stabilizator olarak islev gormektedirler.

|. Gibre: Algler, ¢cok miktarda mineral ve bazi iz elementleri icermeleri, nem
tutabilme oOzellikleri ve de ¢iftlik giibresi kadar bol azot iceriyor olmasi

dolayistyla bitkilerin biiyiimesini kolaylastiricilar olarak kullanilmaktadirlar.

2.3. Arthrospira platensis

Arthrospira platensis, Spirulina olarak da bilinen, Cyanobacteria (Mavi-yesil algler)
filumunda yer alan, gram negatif, toksik olmayan, dogal ve ticari diinyada yaygin
olarak kullanilan bir algdir (Sekil 2.1.). Cogu prokaryotta gbzlenen ve azot fiksasyonu
icin kullanilan heterosist hiicresini bulundurmayan bu alglerin silindirik hiicrelerinin
caplar1 6-12 pm’ dir. Filament uzunluklar1 200-300 pm, heliks ¢ap1 ise 30-70 um
arasinda  degismektedir. Mavi-yesil renkleri, 1s183m  bu dalga boyunu
absorblayabilmesine bagli olarak gozlenen karakteristik 6zellikleridir. Mikroskopik
ipliksi yapida olan bu algin proteinler, vitamin B12, esansiyel amino asitler, 3-karoten
ve y-linolenik asit gibi esansiyel yag asitleri icermesi ve de antioksidanlar yoniinden

zengin olmasi bakimindan besin degeri oldukga yiiksektir (Belay ve ark., 1993).



A.platensis fotoototrofiktir ve klorofillere, karotenoidlere ve 151k enerjisini
absorblayarak fotosentezin gergeklestigi reaksiyon merkezine ileten fikobilinlere
sahiptir. Fikobilinlerden biri olan fikosiyaninler, mavi renkli olup klorofil-a ile birlikte
alge mavi-yesil rengini vermektedir (Manav, 2004). Silindirik ipliksi yapidaki
hiicrelerine ‘trikom’ adi verilmekte olup, hiicrelerin suda asili kalmalarini
kolaylastiran gaz vakuollerine sahiptir (Richmond, 1986). Trikomlar uzunluklar
farklilik gostermekle beraber, tipik olarak spiral seklinde kivrilarak sol-el helikal
yapisini almaktadirlar. Trikomlarin sahip oldugu gaz vakuolleri sayesinde su altinda
giines 1s18ina gore giinlik ve mevsimsel konumunu ayarlayabilmektedir. Ayrica
ototrofik canlilara 6zgii olan adaptasyonlardan karboksizomlar1 ve tilakoit membran
yapisint da bulundurmaktadirlar. Zarin yapisi yaklasik 0,5 mikrometre olup, lifli bir
ag1 andirmaktadir. Elektron mikroskobu ile gézlenen hiicresel yapida icten disa dogru
hiicre duvari; ince bir fibril tabaka, tizerinde trikomlarin etrafin1 saran proteinlerden
olusan peptidoglikan katman, protein ve tiim gram negatif bakterilerin hiicre duvarina
benzeyen bir en dis katman bulundurmaktadir. Tek diizlemde ikiye boliinmeye
ugrayan Vvejetetif hiicrelerin ceperleri kolayca goriilmektedir. Ayrica bu
siyanobakterinin hiicreleri, onlar yiiksek tuz konsantrasyonlarindan koruyacak olan
Ozel adaptasyonlara sahip olup, yiiksek tuz yogunluklu gollerde hayatta kalma
yeteneklerini artirmaktadir (Ciferri, 1983). Cok hizli biiyiiyebilen bu mikroalg,
hormogonyum adi verilen yapilari sayesinde yayilma ve eseysiz iremeyi

gerceklestirebilmektedir (Slonczewski, 2009).

A. platensis yiiksek pH’ nin (8-11) yami sira yiiksek karbonat, bikarbonat ile
karakterize tropikal ve subtropikal su kiitlelerinde yasayabilmektedir (Busson,1971).
Afrika golleri basta olmak iizere, Asya ve Gliney Amerika’ da yayilis gdstermektedir
(Vonshak, 1997). Tiirkiye florasina bakildiginda Arthrospira tiirlerinin bulundugu
belirtilmistir (Aysel, 2005).

Tarihte Aztekler tarafindan da kullanildig: bilinen ve 6zellikle 1990° 11 yillarin siiper
besini olarak tanimlanmig olan A. platensis, ticari degerinin yiiksek olmasi sebebiyle
calismalarin odaginda olup, 6zellikle tropikal iklim bolgesindeki insanlarca tiiketilen
bir besin kaynagidir (Fujisava ve ark., 2010; Richmond, 1986). Anti-kanserojen



ozelliginden dolayr 1986 Cernobil kazasindan sonra etkilenen bireylerde radyasyon
tedavisinde kullanilmistir (Mosulishvili ve ark., 2002). Son yillarda ise tiiketimine
bagli kolesterol ve kan basincimi diisiirme 6zelligiyle modern zamanlarin ilgisini
¢ekmektedir. Japon bilim adamlari A. platensis’ den elde ettikleri siilfatlanmis
polisakkarit selatinin (Ca-SP: Kalsiyum spirulinan) melanoma, karsinoma ve
fibrosarkoma basta olmak iizere kanser hiicrelerinde timor doku olusumunu ve
metastaz1 azalttigin1 gozlemlemislerdir (Mishima, 1998). A. platensis ile insan
lizerinde yapilan c¢aligmalarda kan basincini ve lipid yogunlugunu azalttidi, ayrica
LDL seviyesini (diisiikk- yogunluklu lipoprotein) azaltirken, HDL (yiiksek- yogunluklu
lipoprotein) seviyesini arttirdigi igin kalp damar hastaliklarinin tedavisi i¢in umut

verici oldugu diisiiniilmektedir (Uarez-Oropeza, 2009).

T

Sekil 2.1. Arthrospira platensis

2.4. Chlorella vulgaris

Mikro algler 40.000 iizerinde tiirii ile oldukga biiyiik bir biyogesitlilige sahiptir (Safi
ve ark., 2014). Bunlarn i¢inde en dikkat ¢ekici olani tatli su birikintilerinde yaygin
olarak bulunan ve okaryot bir mikroalg olan Chlorella vulgaris’ tir (Sekil 2.2.). C.
vulgaris tek hiicreli, tatli sularda bulunan Chlorophyta divizyosunda siniflandirilan bir
algdir. Mikroskopik C. vulgaris hiicreleri kiiremsi, 5-8 pum ile 5-10 pum arasi
biiyiikliiktedir. Sahip oldugu hiicre duvarinin kalinlig: bityiime fazina gore degisiklik
gostermekte olup, temelde algi dis ortamdan ve zararlilardan korumaktir. Ozellikle
olumsuz ¢evre kosullarinda amiloz ve amilopektin yapili nisasta molekiilerini, azot
stresi sirasinda ise yag globiillerini kloroplast ve sitoplazmada biriktirmektedir. Belli
bir hacimde C. vulgaris bilinen diger bitkilere gore daha fazla miktarda klorofil igerir.
Otospor olusturarak eseysiz ¢ogalmaktadirlar. Cogunlukla tatli sularda dagilim
gostermekle birlikte, aga¢ kabuklarinda ve taslar iizerinde yesil Ortiiler

olusturmaktadirlar. Mantarlarla birleserek likenleri meydana getirmektedirler.



Sahip olduklar1 zengin protein (kuru agirliginin yaklasik %70°1), gesitli vitaminler
(B12, B1, B2, pantotenik asit, niasin, tokoferol) ve yaglarin bol olmasi sebebiyle besin
maddesi ve hayvan yemi olarak kullanilmaktadirlar. Bazi tiirlerinden de antibiyotik
(korellin) elde edilmektedir. C. vulgaris hiicrelerinin biyokimyasal yapisi, yiiksek
protein ihtiva etmesi, tirettigi pigment maddelerinin (karotenler, ksantofiller) hayvan
dokularina, kiimes hayvanlarmin yumurtalarina sar1 renk kazandirmasi, oksidasyon
kapasitelerinin yiiksek olmas1 ve biiyiik oranlarda CO> yakalamas1 nedeniyle oldukca
6nem bir mikroalg tiirii olmustur (Safi ve ark., 2014; Yal¢in-Duygu, 2017). C. vulgaris
konusunda diinya lideri olan Japonya’ da bu alg tiirii immiin sistem tedavileri ve
antikanserojen 6zelligi nedeniyle ¢ok ¢alisilmaktadir. Bilim insanlari, C. vulgaris’ i
kanser tedavisinde gelecek vaad eden bir ajan olarak kabul etmektedir. Birgok
caligmada bilim insanlari, neoplastik biiyiimenin etrafina C. vulgaris’ in sulu ¢ozeltisi
enjekte edildiginde farelerdeki kanserli biiylimenin azaltilabildigini, hatta
durdurulabildigini gostermistir. Bazi vakalarda, timor hiicreleri C. vulgaris
enjeksiyonu yapilan noktalarda tamamen yok edilmistir. Daha sonra, oral yolla verilen
C. wulgaris’ in de antitimor etkiye sahip oldugu kesfedilmistir. Ayrica kalp
hastaliklari, yliksek tansiyon, katarakt gibi hastaliklarin tedavisinde de
kullanilmaktadir. Antibakteriyel 6zellige sahiptir. C. vulgaris alginin “alkali olusturan
besinlerin kral1” olarak bilinmesinin nedeni, viicudun ana detoksifikasyon organi olan
karacigeri giiclendirmesidir. Beta karotene ek olarak, C. vulgaris, 1spanaktan daha
fazla demir igermektedir. C. vulgaris, eklem sertligini azaltmasi, kan basincini
diisiirmesi ve gastrit ve tilserleri hafifletmesiyle de bilinmektedir. Zengin besin igerigi
nedeniyle kilo verme programlarinda da etkilidir. Daha ileri bir faydasi da diizenli C.
vulgaris tilketiminde artan enerji ve sagliktir. Alglerin 25000” den fazla tiirii iginde, C.
vulgaris en cok besinsel faydayr saglamaktadir, ¢linkii viicudun temizlenmesine
yardimet olan %1,7 - 7,0 dogal klorofil igermektedir. C. vulgaris basta azot ve fosfor
bilesikleri olmak iizere agir metallerin atilmasinda, attk su aritma igin

kullanilmaktadir.
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Sekil 2.2. Chlorella vulgaris

2.5. Pestisitler

Pestisitler, milattan 6nce kullanilmaya baslayan, insanlarin ¢evreyi ve besin kaynaklari
olan bitkileri, cesitli zararlilardan (pest-hasarat) korumak i¢in kullandiklar
maddelerdir. Pestisit, kimyasal bir madde, viriis ya da bakteri gibi biyolojik bir ajan,
antimikrobik, dezenfektan ya da herhangi bir arag olabilmektedir (Kaya, 1996).
Zararlilar ise, g¢esitli hastaliklar1 tasiyan parazitler, tarim ve bitki zararlis1 bocekler,
yabani ot ve mantarlar, sinek, bit, pire, kene, uyuz, hamam bdcegi gibi ucan ve yiirliyen
canlilardir (Kaya, 1996; Kaya ve ark., 2002). Artan diinya niifusunu doyurabilmek
adina bitkilere zarar verebilecek her tiirlii hastalik ve zararli ile miicadele i¢in
kaginilmaz bir {irlin olan kimyasal maddeler ile hem {iriin kalitesi artirilmakta hem de
tirin miktarinda artig saglanabilmektedir. Lakin bu pestisitlerin kontrolsiiz kullanimina
bagli olusturdugu ¢evre kirliliginin etkilerinin besin zinciri yoluyla insanlara kadar
ulastig1, alerjik, karsinojenik, mutajenik ve teratojenik etkiler yaptigir gosterilmistir

(WHO, 1984; Asal, 1985; FAO/WHO, 1991).

ABD’ deki bir yasada pestisitlerden "ekonomik zehirler" olarak bahsedilmektedir
(Giiler ve ark., 1997). Pestisitler goriiniislerine, fiziksel yapilarina, formulasyon

sekillerine, etkiledikleri zararli ve hastalik grubu ile bunlarin biyolojik dénemine,

icerdikleri aktif madde cins ve grubuna, zehirlilik derecesine ve kullanim teknigine
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gore cok degisik sekillerde siniflandirilabilmektedirler. Pestisit kullaniminda dikkat
edilmesi gereken nokta, daha giivenli, insan ve ¢evre sagligi a¢isindan daha az zararl
ve ekonomik kullanim potansiyeline sahip formulasyonlarin se¢imidir. Formulasyon;
bir zirai ilacin aktif maddesinin baz1 yardimci maddeler ile karistirilarak
kullanilmasidir. Bir formulasyonda bulunmasi gereken 6zellikler Birlesmis Milletler
Gida ve Tarim Orgiitii (FAO) ve Diinya Saglik Orgiitii (WHO) tarafindan belirli

esaslara baglanmustir.

Pesitisitlerin bitki zararlilari i¢in kullanilan formuna ‘herbisit” denilmekte olup, bitki
oldiiriicii anlaminda kullanilmaktadir. Yabanci otlarla miicadelede bu yabanci otlari
Oldirmede veya normal gelisimini Onlemede kullanilan zirai ilagtir. Bordo
Bulamaci’nin asma mildiydsii hastaligina karsi kullanilisi sirasinda, 1896 yilinda bu
bulamacin baglardaki yabanci otlar1 da oldiirdiigii dikkati ¢ekmis ve bu tarihten
itibaren kiiltiir bitkisi igerisindeki yabanci otlara karsi kimyasal miicadele lizerinde
caligmalar baglamistir. 1900 yilindan itibaren de siilfiirik asit, demirsiilfat, bakir nitrat,
amonyak ve bazi potasyum tuzlari herbisit olarak kullanilmistir. II. Diinya Savast’®
ndan sonra biiylime maddesi (hormon) tabiatli herbisitler iizerindeki ¢aligmalar biiyiik

geligsmeler gostermistir.

Herbisitlerin biiyiik ¢ogunlugunun birincil hedefi fotosentezin 11k reaksiyonlaridir.
Cogu herbisit elektron tasiniminin Hill reaksiyonlarini inhibe eder, bazilar1 da karoten
biyosentezini durdurmaktadir (Delorenzo ve ark., 2001). Dolayisiyla tarimda
kullanilan herbisitler istenmeyen yabani bitkilerde fotosentezin 151k reaksiyonlarini
etkilemektedirler. Ornegin Tablo 2.1.” de goriildiigii gibi paraquat ve diquat gibi
bipiridiniyum herbisitler 151k varliginda, fotosistem I’ den elektron akisini keserek
serbest radikal olusumuna sebep olmaktadirlar. Oksijen varliginda da bu serbest
radikal aktif oksijene doniiserek dokulara zarar vermektedir (Delorenzo ve ark., 2001).
Baz1 herbisitler fotosentezi inhibe ettikleri gibi karotoneid sentezini de inhibe
etmektedirler (Sikka ve Pramer, 1968). Bazilar1 yag asidi olusumunu engelleyerek
hiicre boliinme ve biiylimesini engellemektedirler (Couderchet ve Boger, 1993).
Kolsisin gibi pesitisitler de tiibiiliin olusumuna mani olarak ¢ekirdek boliinmesine ve

kromozomal ayrilmamaya neden olmaktadirlar (Fedtke, 1982).
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Pestisit

smfi Igerdikleri gruplar Genel toksik etkisi Ozel etki bolgesi
Fotosentez
Ureaz, siklik iireaz, triazinler, inhibisyonu Elektron taginiminin
asilanilidleri fenilkarbamatlar, . Hill reaksiyonu
. Fotosentetik . ).
triazinonlar e Fotosistem I’ in
R inhibisyon (151k . oy
Bipiridiniyum - indirgendigi yer
. T reaksiyonu)
Herbisitler  Piridazinonlar Bivosentez
Kloroasetamid inrz/ibis onu Karoten birikimi
Dinitroanilinler, fosforik amidler, Bi oseﬁtez Yag asidi sentezi
klortaldimetil, propizamid, B1yos Mikrotiibiil formu
.. inhibisyonu
kolsisin, terbutol .
Biyosentez
inhibisyonu
. Coklu durdurma Fotofosforilasyon,
Genis- o . I
Klorofenoller etkileri protein sentezi, lipid
spekrumlu S S . -
biyositler Tributil tinler, trialki tinler Soluqum blyosentez!
reaksiyonlari Mitokondrial ATPaz

2.5.1. Pestisitlerin akuatik ekosistem iizerine etkileri

Mikroorganizmalar, su ekosisteminin olmazsa olmaz canlilari olduklari i¢in dogrudan
veya dolayli olarak bu canlilara ulasan pestisitler, bu canlilar tizerinde akut veya kronik
toksisiteye sebep olmaktadir. Yapilan ¢ogu ¢alisma pestisitlerin bozunmasina yonelik
olup, dogal ortamlarindaki mikroorganizmalara etkilerine dair ¢alisma sinirlidir. Her
ne kadar pestisitler zaman zaman mikroorganizmalar i¢in toksik etki gosterse de,
belirli metabolize

mikroorganizmalar bu pestisitleri Olgiide Dbiriktirebilmekte,

edebilmekte ya da detoksifikasyona ugratabilmektedirler. Detoksifikasyon
saglayabilme yetenegine sahip olmalar1 bu canlilar1 etkilese de asil zarar1 diger trofik
diizeylerdeki canlilar gormektedirler (Delorenzo ve ark., 2001). Pestisitlerin hedef
organizmada yaptigi ile mikroorganizmalar iizerinde yaptigi etki ayni olmamakla
beraber, mikroorganizmalarda solunum, fotosentez, biiyiime, hiicre boliinmesi ve
molekiiler yap1 gibi biyosentetik reaksiyonlari etkileyebilmektedirler.

Pestisitler etki mekanizmalarina gore siniflandirilmis olup, herbisitler ana hedefi
fotosentez reaksiyonlar1 olan kimyasallardir. Herbisitler hedeflerinin disinda diger
bitkilere de etki etmekte, topraktan siiziilerek yer alt1 sularina, ¢evrede bulunan gol,
golet, baraj golleri ve akarsulara karismaktadir. Dolayisiyla kara ekosistemlerinden
tath su ekosistemlerine ulasabilen bu kimyasal maddeler, besin zincirinin en énemli

halkasii olusturan algleri de olumsuz yonde etkileyebilmektedir. Alglerin herbisit
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duyarhiliklar1 hakkinda fazla bilgi bulunmamaktadir. Sucul ekosistemin dolayisiyla
besin zincirinin en dnemli halkasini olusturan bu organizmalarin herbisit duyarliliklar
¢ok onemlidir (Ma, 2001). Tek bir alg tiiriinii etkileyen herhangi bir ¢evresel kirletici
farkli duyarlilikta bir siirii farkl tiirti de etkileyebilmektedir (Dere ve Sivaci, 2003).

Peterson ve ark. (1994) dort sulfoniliire grubu herbisiti dokuz farkli alg tizerinde
denediklerinde karbon aliminda herhangi bir degisiklik gozlemlemezken, ayn1 alglere
tebuthiuron gibi farkli bir herbisit ile muamele ettiklerinde oldukc¢a toksik etkiler
gozlemlemislerdir. Atrazin en ¢ok calisilan algisitik herbisit olup, elektron taginimini
durdurarak fotosistem II’ deki Hill reaksiyonlarin1 bloke etmektedir (Delorenzo ve
ark., 2001). Genis spektrumlu bir biyosit olan tributil tin alglerin ve yiiksek

organizmalarin solunum yolu fonksiyonlarini inhibe etmektedir (Bknz Tablo 2.1.).

2.6. Alglerde Oksidatif Strese Kars1 Tolerans: Antioksidan Enzimler

2.6.1. Serbest radikaller

Tabiatta tiim canlilar indirgenme - yiikseltgenme reaksiyonlarini kullanarak evrensel
enerji molekiilii olan adenozin trifosfati elde etmeye calismaktadirlar. Redoks
tepkimeleri olarak isimlendirilen bu reaksiyonlarda elektronlarin kaybedilmesine
oksidasyon, alinmasina rediiksiyon denmektedir (Caylak, 2011). Redoks tepkimeleri
elektron kaybederek veya alarak olusabilecegi gibi kovalent baglarda elektron
yoriingelerinin degismesi ile de meydana gelmektedir. Hayatin vazgecilmezi olan
oksijen molekiilii besinlerin pargalanarak enerjiye doniistiiriilmesi sirasinda reaktif
molekiiller yani serbest radikaller meydana getirmektedir. Son yoriingelerinde bir veya
daha fazla eslenmemis elektron bulunduran atom ya da molekiillere “serbest
radikaller” denilmektedir. Serbest radikaller, oksijen veya nitrojen kaynakli olmalarina
bagli olarak ROS (Reaktif oksijen tiirleri) ve RNS (Reaktif nitrojen tiirleri) olarak

isimlendirilmektedirler (Karabulut ve ark., 2016).

Serbest radikaller eslenmemis elektronlarindan dolay1 kararsiz yapidaki bilesikler

olup, diger maddeler ile reaksiyona girme egilimi gostermektedirler. Diger bir deyisle
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adeta bir indirgeci ya da yiikseltgeyici gibi davranmaktadirlar (Caylak, 2011). Serbest
radikaller, gerek normal metabolik faaliyetlerin bir yan iirlini olarak (endojen
kaynakl1), gerekse =zararli kimyasallarin (ekzojen kaynakli) etkisi sonucu
olusmaktadir. Normalde hiicrelerde en biiyiik serbest oksijen radikali kaynagi
mitokondriyal elektron transport zincirinde olugsan kagaklar, otoksidasyon
reaksiyonlar1 olup, redoks dongiileri, NADPH (nikotinamid adenin diniikleotid fosfat)
oksidaz gibi enzimler ile bir¢ok enzimin katalitik dongiisii sirasinda da serbest
radikaller ortaya c¢ikmaktadir. Bitkiler fotosentez reaksiyonlar1 sirasinda
kloroplastlarinda, plastit ve peroksizomlarda, mitokondrilerinde krebs olaylarinda rol
oynayan enzimler ile peroksidazlar gibi enzimlerin oldugu reaksiyonlarda endojen
kaynakli serbest radikaller olusturmaktadirlar (Caylak, 2011). Bitkilerde kuraklik, UV
15181, enddistriyel kirleticiler, agir metaller, yiiksek tuz-isik stresi, iyonize edici
radyasyon ve ksenobiyotikler ise ekzojen kaynaklari olusturmaktadir (Caylak, 2011;
Altinisik, 2000). Bazi1 toksik maddeler de serbest radikal olusturmaktadir. Bunu
yaparken, toksinin kendisi bir serbest radikal olabilecegi gibi, bu toksin bir serbest
radikali metabolize edebilmekte, toksinin metabolizmasi sonucu serbest oksijen
radikali meydana gelebilmekte veya toksinin kendisi antioksidan aktiviteyi
azaltabilmektedir (Altinisik, 2000).

2.6.2. Oksidatif stres

Organizmalarda hiicresel faaliyetler sirasinda serbest radikallerin artmasiyla, bunlarin
hiicresel yapilara verecegi hasar1 engellemek i¢in gerekli olan antioksidan sistemler ya
da kisaca antioksidanlarin yeteri kadar lretilememesine bagli oksidatif hasarin

olusmasina ‘oksidatif stres’ denilmektedir.

Kimyasal bilesiklerde kararli bilesiklerin elektronlar1 ¢iftlenmis halde bulunuyorken,
eger elektron ¢iftlenmemis ise molekiil daha reaktif ve kararsiz duruma gegerek serbest
radikal olusturmaktadir. Cesitli nedenlerle olusan bu serbest radikaller elektron
ihtiyacini karsilayip kararli hale gelebilmek i¢in adeta etrafina saldirmaktadir. Reaktif
oksijen tiirleri (ROS), normal metabolizma yan iiriinleri olarak Siiperoksit anyonlari

(02, O:), Hidrojen peroksit (H202) ve Hidroksil radikali (OH") gibi mutajenleri



15

meydana getirmektedir. Bunlardan ilk ikisi serbest radikal iken hidrojen peroksit ise
bir prooksidandir (Ozcan ve ark., 2015).

Serbest radikallerin miktar1 artmaya basaldiginda hiicrelerde geri doniisiimii olmayan
oksidatif stres olusturmakta ve lipitler, karbonhidratlar, proteinler ve kalitim materyali
gibi organik bilesiklerin iizerinde yapisal bozukluklara (hiicre 6liimii, enzim aktivitesi,
lipid peroksidasyonuyla membran permeabilitesinin bozulmasi1 gibi) neden olarak
zararl etkilere yol acabilmektedir (Ozcan ve ark., 2015; Karabulut ve ark., 2016).
Ozellikle siiperoksit radikali (O2") ve hidroksil radikali (OH") sitoplazma, mitokondri,
niikleus ve endoplazmik retikulum membranlarinda lipid peroksidasyonunu (yaglarin
yiikseltgenmesine bagli yag yapisinin bozulmasi), dolayisiyla membran akiskanligini
etkilemekte ve permeabilitesinin artmasin1 saglamaktadir. Serbest radikallerin sebep
oldugu lipid peroksidasyonuna ‘nonenzimatik lipid peroksidasyonu’ denir (Altinisik,
2000). Proteinler serbest radikallere karsi yag asitleri kadar hassas olmamakla beraber,
etkilenmesini belirleyen sey amino asit kompozisyonudur. Daha ¢ok enzim aktivitesi
ve yapisal proteinlerin fonksiyonlarini etkilemektedirler (Sharma, 2014). DNA
tizerinde Ozellikle OH" gibi serbest radikaller mutasyona, poli-sentetaz enziminin
(ADP-riboz) aktivasyonuna, bu enzim ise apoptozis ve DNA par¢alanmasina varan
hasarlara sebep olmaktadir (Sharma, 2014). Karbonhidratlardaki etkisi daha g¢ok
karbon atomlarindan birinden hidrojen atomu ¢ikarip karbon merkezli radikaller
olusturarak patolojik siire¢lerde énemli rol oynamasidir. Oksidan maddeler (serbest
radikal ya da reaktif tiirler) ve antioksidanlarin fizyolojik olarak dengede olmasi
organizmalarin hastaliklardan korunmasi agisindan énem tasimaktadir (Aliahmat ve

ark., 2012, Karabulut ve ark., 2016, Ighodaro ve ark., 2017).

2.6.3. Antioksidanlar

Serbest radikallerin birikimine kars1 aerobik canlilarda savunma mekanizmasi olarak
is goren cesitli bilesikler (antioksidanlar) vardir (Gokpinar ve ark., 2006). Serbest
oksijen olusumuna kars1 savasan, olusmus olan oksijen radikallerini tutarak
olusabilecek zararlar1 engelleyen maddelerdir (Sivritepe, 2000). Bitkisel katyonlar

fotosentezin 151k reaksiyonlar1 sirasinda serbest radikallere doniisiir. Oksijen
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varliginda bu serbest radikal oksitlenmekte ve hiicre dokusuna zarar vermektedir
(Delorenzo ve ark.,, 2001). Normal sartlar altinda oksijen radikallerinin
konsantrasyonu, organizmalar tarafindan bazi koruyucu enzimlerin aktiviteleri veya
enzimatik olmayan bazi1 kimyasallarin etKisi sonucu diisiik seviyede tutulabilmektedir
(Asada, 1994). Direncli alg tiirlerinde, stres sartlari detoksifikasyondan sorumlu
antioksidan enzimlerin aktivitelerini arttirarak ve osmotik birikimi saglayarak
koruyucu sistemleri uyarmaktadir. Bundan dolay1 antioksidan seviyesinin ayarlanmasi
kotii sartlara kars1 koyan 6nemli adaptif bir cevaptir. Bunun yaninda hiicredeki yiiksek
antioksidan kapasitesinin yonetimi farkli gesitte stres faktorlerine karsi artan toleransla
iligkilidir. Boylece ¢evredeki kirliliklere alglerin tolerans olusturmasinda oksidatif

hasar1 6nleyen savunma mekanizmalari olduk¢a 6nemlidir (Dat ve ark., 1998).

Antioksidanlar, endojen kaynakli (enzim ve enzim olmayan antioksidanlar) veya
eksojen kaynakli (vitaminler, ilaglar ve gida antioksidanlari) olabilmektedirler.
Polifenoller, askorbik asit, bilirubin, A vitamini, alfa-lipoik asit, thioredoxin,
glutatyon, melatonin, koenzim Q, beta karotenoidler, alfa- tokoferollerin yaninda
stiperoksit dismutaz (SOD), askorbat peroksidaz (APOD), katalaz (KAT), glutatyon
peroksidaz (GPX), glutatyon-S- transferaz ve glutatyon rediiktaz (GR) hiicrelerde
bulunan en 6nemli antioksidan enzimlerdendir (Hilmi, 1994; Aliahmat ve ark., 2012;

Ighodaro ve ark., 2017).

Antioksidanlar serbest radikallerle miicadele ederek onlarin olusturacagi DNA, protein
ve lipid hasarlarina kars1 farkli sekilde savunma saglamaktadirlar. Antioksidanlarin
serbest radikaller ile bas etme yollar1 su sekildedir:

1) Siipiirme/ toplama etkisi: Serbest oksijen radikallerini etkileyerek onlar1 tutma
veya daha zayif yeni molekiile cevirmektir.

2) Sondiirme/ bastirict etkisi: Serbest oksijen radikalleriyle etkilesip onlara bir
hidrojen aktararak aktivitelerini azaltma veya inaktif sekle doniistirmektir.
Vitaminler, flavanoidler bu tarz bir etkiye sahiptirler.

3) Zincir kiric1 etkisi: Serbest oksijen radikallerini baglayarak zincirlerini kirip

fonksiyonlarimi engellemektir.
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4) Onarici etkisi: Serbest radikallerin olusturduklari hasarin onarilmasi seklindedir

(Altimisik, 2000).

2.6.3.1. Antioksidan savunmanin ilk hatt

Toplayici antioksidanlar olup, hiicrelerdeki serbest radikal ya da reaktif tiir formunun
olusumu ya da baskilanmasini saglarlar. Cok hizli nétralizasyon saglarlar. SOD, KAT
ve GR antioksidan savunmanin ilk hattindaki kilit enzimlerin basinda gelmektedir.
SOD, KAT ve GR antioksidan savunmanin ilk hattin1 olusturmaktadir (Ighodaro ve
ark., 2017).

2.6.3.1.1. Siiperoksit dismutaz (SOD)

Siiperoksit dismutaz (SOD: EC 1.15.1.1) ilk detoksifikasyon enzimi olup, hiicrelerdeki
en giclii antioksidandir. Siiperoksit radikallerinden hidrojen peroksit (H20.) ve
molekiiler oksijen (O2) olusturan reaksiyonu katalizleyerek (Valentine ve ark., 1998),
sliperoksit anyonunu daha az zararli hale getirmektedir (Ighodaro ve ark., 2017). SOD
bir metalloenzim olup, kofaktor olarak Fe, Zn, Cu ve Mn’ e ihtiya¢ duymaktadir.
Okaryotik fotosentetik organizmalarda SOD’ un 3 izoformu vardir: CuZnSOD yiiksek
bitkilerin, belirli dinoflagellatlarin ve Charophyceae sinifi yesil alglerin tilakoid
zarlarinda ve sitozolde, kloroplast ve peroksizomlarinda bulunmaktadir. MNnSOD
prokaryotlarda ve okaryotlarin mitokondrisinde, FeSOD kloroplastin stromasinda ve
prokaryotlarda bulunmaktadir. FeSOD kloroplasttaki, MnSOD mitokondrideki en
onemli siiperoksit anyonu temizleyicisi olarak kabul edilmektedir (Asada, 1999).
Prokaryotik organizmalar olan mavi yesil alglerde SOD’un 4 izoformu vardir. NiSOD
az gelismis tiirlerde bulunurken, FeSOD ve MnSOD daha ileri formlarda
bulunmaktadir. NiSOD ya algde tek basina ya NiSOD ve FeSOD ikisi bir arada ya da
FeSOD ve MnSOD ikisi bir arada olacak sekilde bulunmaktadir. Mavi yesil alglerde
CuZnSOD ise nadir olarak bulunmaktadir (Priya ve ark., 2007). SOD lipid
peroksidasyonunun 6nlenmesinde gérev yapmaktadir (Altinisik, 2000). Savunmanin
ilk hatt1 olusturan bu enzim sinifi ayrica transferrin ve seruloplasmin gibi metal

baglayan proteinler ile serbest radikal olusumunu onlemektedir (Ighodaro ve ark.,
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2017). Arastirmalar, bitkilerde ¢esitli stres kosullarinda SOD enziminin
ekspressiyonunun arttigini dolayisiyla stresle basa ¢ikmada 6nemli rol oynadigini
gostermektedir (Biiyiik ve ark., 2012). SOD enziminin kataliz reaksiyonu soyledir
(Denklem 2.1):

Oy + 02 +2H" - H202+ - Oy (2.1)

2.6.3.1.2. Askorbat peroksidaz (APOD)

Askorbat peroksidaz (APOD: EC: 1.11.1.11), yiiksek bitkiler, algler, kam¢ililar gibi
bir¢ok organizmada ROS’ a kars1 gergeklestirilen savunmada énemli role sahip oldugu
diisiiniilen enzimatik antioksidanlardan olup, askorbati elektron dondrii olarak
kullanmakta ve hidrojen peroksitin suya indirgenmesini katalizlemektedir. Gorev
bakimindan katalaza (KAT) ¢ok benzeyen bu enzimin, tAPOD, gmAPOD, sAPOD,
cAPOD gibi en az bes farkli izoformu olup, APOD ailesi H2O2* ye karsi KAT’ a
kiyasla daha yiiksek bir affiniteye sahiptir. Ceratopyhllum demersum L. (tilki
kuyrugu), Brassica juncea L. Czern. (hardal), Triticum aestivum L. (bugday), Vigna
mungo L. (siyah mercimek) ve Phaseolus vulgaris L. (fasulye) gibi bitkiler {izerinde
yapilan ¢alismalar stres kosullarina bagli APOD enzim etkinliginin ve gen ifadesinin
arttigini dolayisiyla stresle basa ¢ikmada 6nemli oldugunu gostermektedir (Biiyilik ve
ark., 2012). Ozellikle H20,’ nin sekonder mesajc1 gibi calistigi, APOD gibi
antioksidan enzimlerinin gen ekspresyonunu artirdigi rapor edilmistir (Shigeoka ve
ark., 2002). APOD ile KAT”’ in diger bir farklilig1 da, APOD aktivitesine paralel olarak
‘Askorbat- peroksidaz reaksiyonu’ denilen yolu kullanarak dokularda H20>

olusumunu engellemektedir (Sekil 2.3).

: 1o 0 P
HO OH O 0
L- Askorbik asit L-Dehidroaskorbikasit

Sekil 2.3. APOD enziminin kataliz reaksiyonu
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2.6.3.1.3. Glutatyon rediiktaz (GR)

Glutatyon rediiktaz GSR ve GR (EC 1.8.1.7) olarak bilinen, bakterilerde, mayalarda,
alglerde, bitkilerde, hayvan ve insanlarda olduk¢a korunmus olarak bulunan bir
enzimdir. Prokaryotik ve Okaryotik tiim hiicrelerde bulunan glutatyon, tripeptid (y-
glutamil-sisteinil-glisin) yapisinda olan 6nemli bir tiyoldiir ve yapisinda bulunan —SH
gruplari ile okside molekiillerin zararli etkilerine karsi hiicreyi korumaktadir (Temel
ve ark., 2017). Organizma c¢esitli nedenlerle strese maruz kaldiginda glutatyon
peroksidaz (GPX) enzimi vasitastyla H2O2’ lerin indirgeyerek GSSG (indirgenmis
glutatyon disiilfidi-okside glutatyon) olusturulmaktadir. GPX (glutatyon: H>O>
oksidorediiktaz) H20?’ lerin indirgenmesinden sorumlu olan bir enzimdir (Altinisik,
2001). Canliy1 oksidatif stres kosullarindan korumak i¢in GR, GSSG’ yi GSH
(glutatyonun siilfidril formu- indirgenmis glutatyon)’ ye indirgemektedir. GR
enziminin Katalizledigi reaksiyonun bilinen en 6nemli hedeflerinden biri hiicre
ortamindaki indirgenmis glutatyon/yiikseltgenmis glutatyon (GSH/ GSSG) oranini
korumaktir. Bir oksidorediiktaz olan bu enzim prostetik grup olarak FAD’ 1
kullanmakta ve NADPH’ yi indirgeyerek hiicre savunmasinda ¢ok Onemli rol
iistlenmektedir (Contour- Ansel, 2006; Anjum, 2010). GR enziminin Kkataliz
reaksiyonu soyledir (Denklem 2.2.):

G-S-S-H + NADPH + H* —> 2GSH + NADP* (2.2)

Antioksidan enzimler reaktif oksijen tiirlerini zararsiz hale getirerek bunlarin hiicre
membranindaki lipitleri etkileyerek lipid peroksidasyonuna neden olmasini
engellemektedir. Bununla birlikte enzimlerce ya da diger antioksidan molekiillerce
etkisiz hale getirilemeyen oksidanlar hiicre membranindaki lipidleri etkileyerek lipid
peroksidasyonunu baslatmaktadir. Lipid peroksidasyonu membranlarda bulunan ¢oklu
doymamis yag asitlerinin serbest oksijen radikalleri tarafindan cesitli {riinlere
yikilmast reaksiyonudur ve sonugta ortaya ¢ikan sekonder iiriinler, biyo-aktif
aldehitler, hiicre hasarina neden olmaktadir (Benzer ve Ozan, 2003). Malondialdehit
(MDA) toksik ve aldehit metaboliti olup, lipid peroksidasyonunda son iirlindiir ve
oksidatif hasarin diizeyini gostermede kullanilmaktadir (Urso ve Clarkson, 2003).
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Ayni zamanda artan MDA konsantrasyonu mikroorganizmadaki serbest radikal tiretim

kapasitesinin arttigini belirtmektedir (Choudhary ve ark., 2007).

2.6.3.2. Antioksidan savunmanin ikinci hatti:

Stipiiriici antioksidanlardir. Hidrofilik bilesikler olan askorbik asit, glutatyon ile
lipofilik bilesikler olan alfa- tokoferol (vitamin E), karotenoidler ve ubiquinoldur.
Bunlar elektron vererek serbest radikalleri nétralize eder veya toplar, bu sayede daha
az zararl ya da diger antioksidanlarca zararsiz hale getirilecek yeni serbest radikaller
olusumunu veya kirik zincir reaksiyonlarinin olusumunu engellemektedirler (Ighodaro

ve ark., 2017).

Bitkilerin stres kosullarinda lipid peroksidasyonuna kars1 tirettigi diger bir savunma
proteini de prolindir. Abiyotik faktorlerin yarattig1 strese bagli oksidatif stres etkilerine
kars1 network olusturulmasinda, osmoregiilasyon gibi adaptif cevaplarin
olusturulmasinda ve ROS’ larin yakalanmasinda ¢ok dnemli olduguna dair kanitlar

bulunmaktadir (Kaul ve ark., 2008).

2.6.3.3. Antioksidan savunmanin ii¢iincii hatti

Bu hattaki antioksidanlarin temel 6zelligi serbest radikal hasari olustuktan sonra
biyomolekiilleri tamir ve zarar gérmiis hiicre membranin1 yeniden insa etmektir.
Dolayisiyla bu savunma hattinda ¢alisanlar hasarlt DNA, protein ve lipitleri tamir eden
enzimlerdir. Ayrica birer temizlik iscisi gibi calisarak okside olmus ya da zarar gormiis
proteinleri, DNA ve lipitleri tanir, pargalar ve uzaklastirir ki dokularda toksik etki
olusturmalarinin Oniine geg¢mektedirler. Tipik ornekleri DNA tamir enzimleridir

(polimerazlar, glikozilazlar, niikleazlar) (Ighodaro ve ark., 2017).
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2.6.3.4. Antioksidan savunmanin dordiincii hatti

Daha c¢ok serbest radikal olusumunun ve serbest radikallerin olusturacagi
reaksiyonlarin sinyallerini almaya yonelik adaptasyondur. Bu sinyal sayesinde

antioksidan tiretilmekte ve uygun yere tasinmaktadir (Niki, 1993).

Ozetle antioksidanlarin diizenlenmesi ve indiiklenmesi farkli stres faktdrlerine verilen
cevabr gerceklestirmektedir. Birgok durumda antioksidan enzimlerinin hemen
indiiklenmesi ROS seviyesini sabit degerlerde tutarak kontrol etmede kritik 6neme

sahiptir. Boylece oksidatif hasarin dnlenmesi saglanmaktadir.

2.7. Cahismada Kullanmilan Herbisitler

2.7.1. Cambio

Ulkemizde musir tarlalarinda yaygin olarak kullanilan Cambio’nun ‘Nikosiilfuron’ adi
verilen aktif maddesi sulfoniliire grubu kimyasal ailesine aittir. Misir tarlalarinda sorun
olan yillik ve ¢ok yillik ¢imensi otlarla, baz1 genis yaprakli yabanci otlara karsi, ¢ikis
sonrast kullanilan selektif bir herbisittir. Cambio’nun kimyasal adi 2-[[(4,6-
dimetoksipirimidin-2-yl) amino-karbonil] aminostilfonil]-N,N-dimethil-3-
piridinkarboksiamid monohidrat ve deneysel formiilii C1sHig Ns O¢ S.H20 seklindedir
(Pubchem, 2019). Molekiiler agirlig: ise 428,4 (monohidrat)’ diir (Sekil 2.4.).
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Sekil 2.4. Cambio’ nun kimyasal yapisi
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Genellikle topraktan kokler ile ve/veya bitkinin toprak tistii aksamlari ile bitki
biinyesine alinabilen ve bitki igerisinde tagmabilen sistemik etkili herbisittir. Bu
herbisit, bitkinin ALS (asetolaktat) enzimini inhibe ederek, 16sin, izoldsin ve valin
amino asitlerinin sentezini engellemektedir. Esansiyel amino asitler olan bu
yapitaglarinin  bloke edilmis olmas1 diger bitki bilesenlerinin de {iretimini
durdurmaktadir (Simpson ve ark., 1995; Leboulanger, 2001; Seguin ve ark., 2001; Ma
ve ark., 2002). Bu sayede hedef alinan yabanci otlarda gelismenin durmasina ve
bitkinin 6liimiine neden olmaktadir (Anonim, 2003; Serim ve ark., 2017). Boylece
bitkide hiicre boliinmesini durdurma ve bitki uzamasimi engellemek gibi etkileri
goriilmektedir (PMRA-ARLA, 1996). Uygulamadan hemen sonra otlarda gelisim
durmakta ve yapraklar kirmizi-mor renge doniismektedir. 15-20 giin icinde otlar
sararip kurumakta, rizomlar1 etkilenmekte ve yeni siirgiin vermeleri 6nlenmektedir.
Misir bitkisi nikosiilfurona karsi fitotoksik olmayan metabolitler iireterek tolerans
gosterebilmektedir. Misir tohumlarininin bu tolerans yetenekleri, misir strese
girdiginde nikosiilfuronu metabolize etme yeteneklerini azaltip, fitotoksik etkiyi
artirmalarindan kaynaklanmaktadir (PMRA-ARLA, 1996). Nikosiilfuronun ¢evresel
etkisinin degerlendirilmesi zordur ¢iinkii bu bilesigin c¢evresel olarak yiiksek

konsantrasyonlarda toksik olduguna dair giiclii bir kanit yoktur (Seguin ve ark., 2001).

ALS enzimi hayvan ve insanda bulunmamaktadir. Dolayisiyla kuslar, baliklar, sucul
omurgasizlar vb. hayvanlar i¢in toksik etki gostermez. Akut, uzun ve kisa donem
nikosiilfurona maruz kalan ratlar, fare ve kopeklerde olduk¢a az toksik etki
gbzlenmistir. Ayrica onkojen/ karsinojen etkisine dair bir kanit bulunmamaktadir
(PMRA-ARLA, 1996). Aymi sekilde rat ve tavsanlarda hamilelik déneminde
nikosiilfuron kaynakli teratojenik etkiye rastlanmamigtir. Mutajeniti testleri
nikosiilfuronun genotoksik potensiyeline dair bir kanit olmadig1 yoniindedir. Hayvan

tetslerinde norotoksik etkiye de rastlanmamistir (EPA, 2004).

Sucul ekosistemde diyatomlar1 olumsuz etkiledigine yonelik ¢alismalar mevcuttur.
Bunun sebebinin alglerin ALS’ nin allozimlerine sahip olmalari ya da diyatomlarin
frustul matriksinin sentezi i¢in bu amino asitlere ihtiya¢c duymasi olabilecegi

diistiniilmektedir (Seguin ve ark., 2001). Su mercimegi olarak bilinen Lemna gibba
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ile yapilan ¢aligsmalarda yogunluk, biiylime orani ve biyokiitleyi azalttig1 gézlenmistir
(PMRA-ARLA, 1996). Ayrica su mercimegi igin oldukga toksik olan nikosiilfuron, su
kuslarinin besin kaynaklarini etkileyebilmektedir (PMRA-ARLA, 1996; Leboulanger,
2001; Seguin ve ark., 2001).

Sulak alanlarla beraber, yaban hayati ve karasal habitatlarda bu herbisitten
etkilenebilmektedir. Kanada’ da nikosiilfuron kullanma oranlar1 ve bitki biiylime
kosullarina bakildiginda, 6zellikle musir tarlalarinda yapilan ¢alismalarda en kotii
senaryolarda bile bitki metabolitlerinde nikosiilfuron ve onun metabolitlerinin diisiik
oranlarda olmasi beklenmektedir (PMRA-ARLA, 1996).

Uluslararas1 Temel ve Uygulamali Kimya Birligi' nin degerlendirmesine gore
nikosiilfuron suda ¢oziiniirliigii yiiksek (7500 mg L) ve toprakta tasinmasi yoniinden
hareketli herbisitler smifina girmektedir (PMRA-ARLA, 1996; Anonim, 2014).
Topraga baglanmada yapisal olarak pek basarili olmasa da su ile temas ettiginde
kolaylikla baglarin1 kaybeder ve de yagislarin etkisiyle siiziinme ve taginma yoluyla
yiizey sularina karigma potansiyeli yiiksek bir herbisittir. Nemli topraktan ve su

yiizeyinden buharlagmaz.

Topraga temas eden ve toprak yiizeyinde kalan herbisit molekiillerinin bir kism1 15181
etkisi ile pargalanirken, toprak yiizeyinin altina inen molekiiller ise kimyasal
parcalanma ve mikrobiyal parcalanmaya maruz kalirlar (Serim ve ark., 2017). Ancak
anaerobik toprak kosullarinda tasinimi biraz artmaktadir. Nikostilfuronun oktonal/ su
ayrilim katsayisi diigiik oldugu i¢in biyobirikimi beklenmemektedir. Sadece asidik
ortamlarda hidrolize edilebilmektedir. Amerika ve Kanada’ da yapilan calismalar,
yeralti suyunun nikosiilfuron kalintilar1 tarafindan potansiyel olarak kirlenmesine
iliskin endiseleri hafifletmistir (PMRA-ARLA, 1996). Cevresel toksikoloji ¢aligmalari
bilimsel olarak aksini 6ne siirene kadar tarimda kullanilabilecek bir herbisittir (PMRA -

ARLA, 1996; EPA, 2004).
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Ulkemizde nikosiilfuron kullanimi her gecen giin artmaktadir. Herbisit iiretimi icin
ithal edilen nikosiilfuron miktar1 2001’ de 26,1 ton iken 2012 de 226,6 ton
yiikselmistir (Serim ve ark., 2017).

2.7.2. Bentagram

Soya fastilyesi, yonca, biber, kuskonmaz, sorgum, ¢im, piring, misir, fistik, nane, kuru
fasiilye ve etli lima fasulyesinin igindeki birgok genis yaprakli yabani ot ve sazlig
kontrol etmek i¢in kullanilan, selektif olmayan ve son zamanlarda ortaya ¢ikan genis
spekrumlu bir herbisittir (Galhano ve ark., 2011). Benzotiadiazol kimyasal ailesine iiye
olan bu herbisitin, etken maddesi ‘Bentazon’ ve kimyasal adi1 3-(1-metiletil)-1H-2,1,3-
benzotiadiazin-4(3H)-bir-2,2-dioksit’ dir. Deneysel formiil CioH12N203S ve
molekiiler agirligi ise 240,3” tiir (Pubchem, 2019). Ayrica ¢ok sayida sinonime sahip

olup, isimleri Basagran, Bentazon, Bentazone, Bentazone sodyum’ dur (Sekil 2.5.).
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Sekil 2.5. Bentagram’ 1n kimyasal yapis1

Bentazonda oktonal/ su ayrilim katsayisi diisiik olup, orta derecede kalicilik gdsteren,
oldukca hareketli, toprak yarilanma Omriiniin 12-20 giin oldugu tahmin edilen ve
toprak ve suda fotodegredasyonu olan bir herbisittir (WHO, 2011). Arastirmalar
(Richmond, 1986; Aysel, 2005), sudaki ¢oziniirliigi ¢cok yiiksek olan bentazonun
genellikle toprak tarafindan kolayca adsorbe edilmedigini ve bu nedenle bitisik tatli su
ekosistemlerine girerek sonunda nehir suyu ve deniz sularina dogru yol aldigini
gostermislerdir. Bu nedenle Portekiz ve diger Avrupa lilkelerinde yer alt1 ve ylizey
sularinda kirletici olarak dikkat ¢ekmektedir (Galhano ve ark., 2011). Buna ragmen
Kuzey Afrika, Yeni Zelanda, Hindistan, Filipinler, Kuzey Amerika, Avustralya ve
Avrupa olmak iizere diinyanin ¢cogu bolgesinde kullanilmaktadir (Galhano ve ark.,

2011). Yer alt1 sularinda rastlanmasina ve su bilesenlerine karsi yiiksek afinite
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gostermesine ragmen, dogada birikmez, gidadan dolayr maruz kalma riski diisiiktiir.
Solomon (1997)” un yaptig1 pestisit risk indeks degerlendirmesinde bentazonu az

zararl pestisit olarak siniflamistir (Macedo ve ark., 2008).

Bentazon, hedef olarak bitkilerde fotosistem II (FS II)’ de elektron transferini segerek,
bloke etmektedir. Boylece fotosentez ve CO: fiksasyonu inhibitorii ve lipid
peroksidasyon uyaricisi gibi ¢alismaktadir (Macedo ve ark., 2008; Kortekamp, 2011).
Ayrica bentazon, quinon B ile yarigsarak, onun plastokinona baglanma bolgesinde, FS
Il boyunca H.O’ dan NADP’ ye dogru elektron akisini azaltmaktadir (Mine ve
Matsunaka, 1975; Nimbal ve ark., 1996; Macedo ve ark., 2008; Munkegaard ve ark.,
2008). FS II’ deki bu elektron akisi saglanamadigi zaman da siiper oksit radikalleri
gibi hiicreleri oksidatif strese sokacak molekiiller olugsmaktadir (Macedo ve ark., 2008;
Kortekamp, 2011). Bentazonun ikincil bir etkisi ise riboniikleik asit, protein ve lipit
sentezini durdurmasidir (Al-Mendoufi ve Ashton, 1984; Han ve Wang, 2002; Macedo
ve ark., 2008). Bunun diginda bentazon hiicresel zarlara da baglanmakta, boylece
katyonlarin taginmasini engellemekte ve hiicresel gelisimde degisikliklere neden
olmaktadir (Galhano, 2009).

Bentazonun tarimda kullanilmasina bagli yiiksek bitkilere fizyolojik etkisi ile ilgili
caligmalar bulunmakla beraber, onun fizyolojik etkisinin dogada alg tiirleri iizerine
etkisine dair ¢ok az c¢alisma bulunmaktadir. Bu ¢alismalarda daha ¢ok laboratuvar
kosullarinda ekotoksisite degerlendirme g¢aligsmalar1 seklindedir (Macedo ve ark.,
2008). Tavsanlarda, ratlarda, farelerde, kopeklerde ve insanda toksik ve kanserojen
etkilerine dair bulgular mevcuttur (EPA, 1998; IMPR, 2012).

Bentazone atrazine ile beraber piring yetistiriciliginde kullanilmaktadir. Portekiz gibi
tilkelerde piring yetistiriciliginin yaninda siyanobakterileride igine alan mikrobiyal
poplilasyonun azaltilmast gibi dolayli hedefler i¢in de kullanilan bir herbisittir
(Galhano et al., 2009). Siyanobakteriler piring¢ tarlalarinda toprak verimliligi igin
onemli mikroorganizmalar olup, bu tip herbisitlerden ¢ok etkilenmektedirler. Bunun
sebebi ise bentazonun suda iyi ¢6ziinmesine bagh olusturdugu kontaminasyona yol

acan bir ksenobiyotik olmasina baglanmaktadir (Galhano ve ark., 2011). Bu nedenle,
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bu tip bentazon ve siyanokteri arastirmalart sayesinde, etkili bir biitlinlestirilmis piring
hagere yOnetiminin daha basarili bir sekilde uygulanmasi ve gelecekte piring
biyofertilizasyon programlarinda siyanobakterilerin umut verici bir sekilde

kullanilmasina katkida bulunabilecegine inanilmaktadir (Galhano ve ark., 2009).

2.8. Calismanin Amaci

Bu veriler dogrultusunda ¢alismamizin amaci, Cambio ve Bentagram gibi yaygin
olarak kullanilan iki herbisitin 6karyotik bir alg olan Chlorella vulgaris ile prokaryotik
alg olan Arthrospira platensis iizerinde gergeklestirebilecegi degisiklikleri farkli
parametreler kullanarak incelemektir. Bu amagla adi gegen algler bu iki herbisite
maruz birakilarak biyokiitle, klorofil-a miktarlarindaki degisimler ile, enzimatik
[stiperoksitdismutaz (SOD), askorbat peroksidaz (APOD), glutatyon rediiktaz (GR)]
ve enzimatik olmayan [malondialdehit (MDA), hidrojen peroksit (H202) ve prolin

miktarlari] parametrelerinde goriilen degisim incelenmistir.

Sucul ekosistemlerde adeta g¢evre kirliligi gostergeleri olarak kullanilan kiigiik
organizmalar kirlilik ve buna kars1 verilen cevaplar hakkinda bizlere 6nemli bilgiler
sunmaktadirlar. Bu anlamda bu c¢alisma ile ilk defa Cambio ve Bentagram
herbisitlerinin C. wvulgaris ve A. platensis alglerinin gelisimi ve antioksidan
parametrelerinde meydana getirdikleri degisimler incelenmistir. Yapilan ¢aligmanin
sucul ekosistemde pestisit stresinin olasi etkilerinin belirlenmesi i¢in yapilan
caligmalara katki saglayacagi diisiiniilmektedir. Ayrica pestisitlere karst direngli alg
tiirlerinin saptanarak, bu alglerin biyoremidiasyon ¢alismalarinda kullanilabilirligine

yonelik bilgi saglayacaktir.



BOLUM 3. MATERYAL VE METOD

3.1. Calisma Materyali

Calismada kullanilan Arthrospira platensis M2 (SLSOO01) susu Soley Mikroalg
Enstitiisii’ nden (California, USA) ve Chlorella vulgaris susu Cukurova Universitesi’
nden temin edilmis, Sakarya Universitesi Biyoloji Béliimii Bitki Fizyolojisi ve Alg

Ekolojisi laboratuarinda aksenik sartlarda yetistirilmistir (Sekil 3.1.).

Sekil 3.2. Kiiltiirde ¢ogaltilmig Arthrospira platensis
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3.2. Kullanilan Cihazlar

Calisma siirecinde kullanilan cihazlar Tablo 3.1.” de 6zetlenmistir.

Tablo 3.1. Kullanilan cihazlar

Cihaz islev Marka
Schimadzu UV mini 1240
Spektrofotometre Absorbans 6l¢timii uv
Iklim kabini Alg kiiltiirii ortami Dev/Pet
Istticilt manyetik
karigtirici Soliisyon hazirlanmasi Dragon med M 10068
Sogutuculu
mikrosantrifiij Siipernatant ve pelet eldesi Centurion scientific K3
Sogutuculu santrifiij Pelet eldesi Niive
Buzdolabi Numunelerin ve ¢6zeltilerin saklanmas1  Beko
Mikropipet takimi Enzim analizleri Eppendorf (10-100 pL)
Mikropipet takimi Enzim analizleri Eppendorf (100-1000 pL)
Soliisyon  hazirlanmast  ve enzim
Mikropipet takimi analizleri Isolab (1 mL)
Hassas terazi Tartim Schimadzu SLB 320
pH metre pH ol¢timleri Metler Toledo
Otoklav Sterilizasyon Alp
Etliv Kurutma ve sterilizasyon Niive
3.3. Yontem

3.3.1. Hiicre kiiltiiriiniin hazirlanmasi

3.3.1.1. Chlorella vulgaris kiiltiirii ve yetistirilme kosullar

Bu sus, BG11 ortaminda (Rippka ve ark.,1979) aksenik sartlarda yetistirilmistir (Tablo
3.2., Tablo 3.3. ve Tablo 3.4.). 250 mL’ lik erlenlerde steril olarak hazirlanmis 180
mL’lik kiiltir besiyerine 20 mL alg kiiltiirii inokule edilmis ve iklimlendirme
kabininde 25°C sicaklikta, full spektrum lambalarin kullanildigi 5000 lix 151k
siddetinde (12 saat aydinlik, 12 saat karanlik) olacak sekilde giinde 3 defa ¢alkalanmak
sart1 ile 10 giin beklemeye birakilmistir. Bu siire sonunda 1 pg mL™? olacak sekilde

kiltirler tazelenmistir.



Tablo 3.2. BG11 ortamu igerigi (Rippka ve ark., 1979)

Bilesik Miktar
NaNOs3 15¢gL?
NaHCOs 1gL?
KzHPO4 (1M) 0,2mLL*!
BG11 konsantre stok solusyon 10 mL L?

3.3.1.2. Arthrospira platensis Kkiiltiirii ve yetistirilme kosullar:

Tablo 3.3. BG11 konsantre stok soliisyonu igeri

QC
.

Bilesik Miktar
MgS0a.7H,0 75g L7
Sitrik asit 06gL?
EDTA-Naz 01lglL?
AS5 stok soliisyonu 100 mL?
CaCl2.2 H;0 36gL7
(NHa)s[Fe(CeH407)2] 06gL?
Na.COs3 2gL!

Tablo 3.4. A5 stok soliisyonu igerigi

Bilesik Miktar
H3;BO3 2,86gL?
MnCl,.4 H,O 1,81¢gL?
Na;M004.2H,0 0,31g Lt
ZnS04.7H,0 0,22mL L*
Co(NO3)2.6H,0 0,05gL?
CuS04.5H0 0,08gL?
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A. platensis M2 (SLYSPO1) susu Spirulina Medium (Aiba ve Ogawa, 1977) ortaminda
aksenik kosullarda yetistirilmistir (Tablo 3.5. ve Tablo 3.6.). 250 mL’ lik erlenlerde

steril olarak hazirlanmig 180 mL kiiltiir besiyerine 20 mL alg kiiltiirii inokiile edilmis

ve full spektrum lambalarin aydinlattig1 iklimlendirme kabininde 5000 lux 151k siddeti

ve 30°C sicaklikta (12 saat aydinlik, 12 saat karanlik) 10 giin beklemeye birakilmistir.

Bu siire sonunda 1 pg mL™? olacak sekilde kiiltiirler tazelenmistir.

Tablo 3.5. Spirulina Medium Icerigi (Aiba ve Ogawa, 1977)

Soliisyon (SL) Hacim (mL) Bilesik SL Konsantrasyon
NaHCO; 13,61 g 500 mL!
NaCOs 4,03 g 500 mL™!

SL-A 500 mL K;HPO, 0,50 g 500 mL-:
NaNO3 2,50 g 500 mL™!
K>S0, 1,00 g 500 mL!
NaCl 1,00 g 500 mL™*
MgS0O4.7H,0 0,20 g 500 mL™!

SL-B 500 mL FeS04.7H;0 0,01 g 500 mL™!
EDTA 0,08 g 500 mL™!

Mikrobesin tuzu

5,0 mL 500 mL*
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Tablo 3.6. Mikrobesin tuzlarinin igerigi

Soliisyon (SL) Bilesik Miktar
Distile su 881 mL
ZnS04,7H,0 1mL
MNSOQO44H,0 2mL

SL-1 H3BO3 5mL
CO(NOs3),.6H,0 5mL
Na;Mo0Q,4 2H,0 5mL
CuS04.5H20 1mL
EDTA 049
FE SO, 7H,0 0,79

SL-2 EDTA 0449
Distile su 100 mL

3.3.2. Uygulanan herbisit ¢ozeltileri

Agrofarm firmasindan herbisitler tedarik edilmistir (Agrofarm, 2019). Hazirlanan
kiiltiir ortamina eklenecek herbisitler olan Cambio ve Bentagram i¢in ayr1 ayri stok
sollisyonlar1 hazirlanmistir. Farkli herbisit konsantrasyonlar1 ayri1 ayri erlenlerde
bulunan klorofil- a degeri 1 pg mL? olan taze C. vulgaris kiiltiirlerine eklenmistir. Bu
kiiltiirlere Bentagram i¢in kullanilacak konsantrasyonlar 60, 120, 240, 480 ve 960 ug
mL™, Cambio i¢in kullanilacak konsantrasyonlar 100, 200, 300, 400 ve 500 ug mL*t
olacak sekilde paylastirilmistir. Olciimler kontrol dahil {i¢ tekrarli yapilmigtir. Aym
sekilde farkli herbisit konsantrasyonlari ayri ayr1 erlenlerde bulunan klorofil- a degeri
1 ug mL? olan taze A. platensis kiiltiirlerine eklenmistir. Bu kiiltiirlere Cambio i¢in
kullanilacak konsantrasyonlar 10, 20, 30, 40 ve 50 ng mL?, Bentagram igin
kullanilacak konsantrasyonlar 100, 200, 400, 600 ve 800 ug mL™? olacak sekilde
paylastiriimistir. Olgiimler kontrol dahil ii¢ tekrarl yapilmistir.

Calismada bire on seyreltilen ticari preperatlardan belirli derisimlerde kullanilmistir.
Bu derisimler kullanilan kimyasalin en etkili oldugu konsantrasyonun yarist (EC50)

degerinin altinda belirlenmis ve Tablo 3.7.’de verilmistir.

Tablo 3.7. C. vulgaris ve A. platensis’ e uygulanan Cambio ve Bentagram konsantrasyonlari

C. vulgaris A. platensis
Cambio Bentagram Cambio Bentagram
100 pg mL™*? 60 pg mL1t 10 ug mL* 100 ug mL*
200 pg mL* 120 ug mL* 20 ug mL* 200 ug mL*
300 pg mL? 240 pg mL* 30 pg mL? 400 ug mL*
400 ug mL* 480 ug mL* 40 ng mL* 600 pg mL*
500 pg mL* 960 ug mL* 50 pg mL? 800 pg mL*
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3.3.3. Deney ortam ve diizenegi

Herbisit ¢ozeltileri ilave edilmeden 6nce aktiflestirme i¢cin 200 mL A. platensis ve C.
vulgaris kiiltiirti on giin siire boyunca iklimlendirme dolabinda daha énce belirtilen
kosullarda gelistirilmistir. Bu siirenin sonunda 50 mL kiiltiir hazirlamak i¢in klorofil-

a miktar1 1 pg mL? olacak sekilde yenilenmistir.

Belirtilen derisimlerde herbisit ¢ozeltileri hazirlanmis ve aktiflesmis kiiltiirlere
uygulanmistir. A. platensis i¢in biiylime ortaminin pH’s1 9 olarak ayarlanmustir.
Deneyler ii¢ tekrarli yapilmistir. Bu siire zarfinda A. platensis ve C. vulgaris’ in
fotosentetik pigment (klorofil-a) ve optik yogunluk (OD) miktarlarindaki degisim
spektrofotometrik olarak hergiin Slgiilerek kayit edilmistir. 7. giin sonunda kiiltiirler
homojenizasyon iglemine tabii tutulmus ve elde edilen bu homojenatlar -20°C’ de
Stiperoksit Dismutaz (SOD), Glutatyon Rediiktaz (GR), Askorbat Peroksidaz (APOD)

enzim deneyleri ve MDA, H20>, prolin analizleri i¢in saklanmistir.

3.4. Olciim ve Analizler

3.4.1. Optik yogunlugun (OD) ve biiyiime oraninin belirlenmesi

Alglerin biiyiime oranin1 hesaplamak icin OD 560 degeri spektrofotometre
kullanilarak belirlenmistir. Kor olarak C. vulgaris i¢in BG11 ve A. platensis i¢in
Spirulina Medyumu (SM) kullanilmistir. C. vulgaris alginde 100 mL alg kiiltiirii 900
mL BG11 medyumu ile, A. platensis alginde de 100 mL alg kiiltiiri 900 mL SM ile
seyreltilmistir (1/10 oraninda). OD560 degerindeki degisim her giin 6l¢lim yapilarak
7 glin boyunca takip edilmistir. Boylelikle herbisit etkisine maruz birakilan bu tiirlerin

biiylime oranlari belirlenmistir (Dominguez ve Florencio, 1997).

3.4.2. Fotosentetik pigment analizi (Klorofil-a)

Klorofil-a miktarindaki degisim her giin Ol¢im yapilarak 7 giin boyunca takip

edilmistir. Kor ¢ozeltesi olarak saf metanol kullanilmistir. Klorofil-a hesaplanmasi



32

icin 1/10 oraninda (100 pL kiiltiir ve 900 uL saf metanol) seyretilen 6rnekler bir dakika
vortekslendikten sonra 2 dakika 13,800 rpm ve +4°C’de santifiriijlenerek 665 nm
spektrofotometrede okutulmustur (Mackinney, 1941). Mililitredeki Klorofil- a

Denklem 3.1°e gore hesaplanmaistir:

orotil-a mL™ = AessX13.43X .
Klorofil-a mL? = Asesx13.43x10 (3.1)

3.4.3. Toplam protein analizi

Toplam protein aktivitesi belirlenmesi igin Bradford (1976) yontemi kullanilmistir.
Kiiltiirlerden 2 mL alinarak 15000 rpm’ de +4°C” de 20 dakika santrifiij edilmis, SOD
ve GR analizleri i¢in yaklagik 0,2 g olan pellet elde edilmistir. Bu pellet
homojenizasyon i¢in kullanilmig, gerekli olan ekstraksiyon soliisyonu 100 mM
Potasyum- Fosfat (pH: 7,0), % 2’ lik polivinilpirolidon (PVP) ve 1 mM Sodyum
EDTA (Na2EDTA) ile hazirlanmistir. APOD analizi i¢in ise 50 mM Tris- HCI (pH:
7,2), % 2’ lik PVP, 1 mM Na;EDTA ve 2 mM askorbat ile hazirlanmigtir. Son hacmi
5,5 mL olan reaksiyon soliisyonu i¢in sirastyla 100 pg protein igeren enzim karigimi
0,031 M Sitrat-Fosfat tamponu (pH: 5,5), ve % 0,01’ lik Coomassie Brilliant Blue G-
250 kullanilmigtir. Ornekler 10-15 saniye siire ile vorteksleme islemine tabii
tutulduktan sonra, 30 dakika karanlikta bekletilmistir. Spektrofotometrede 595 nm’de
yapilan dlglimlerden elde edilen sonuglar ile protein miktarlarindaki degisim daha

once hazirlanmis olan standart grafikten faydalanarak bulunmustur.

3.4.4. Toplam siiperoksit dismutaz (SOD) enzim analizi

Toplam SOD aktivitesinin belirlenmesi i¢in Beyer ve Fridovich (1987)’in metodu
kullanilmistir. Kiltiirlerden 2 mL alinmis, 15,000 rpm ve +4°C’de 20 dakika
santrifiijlendikten sonra slipernatant atilmis ve ekstraksiyon igin pellet kullanilmistir.
0,2 g pellet 100 mM potasyum fosfat (pH 7,0), %2’lik PVP (polivinil pirolidon) ve 1
mM Sodyum EDTA (Na2EDTA) eklenerek hazirlanan ekstraksiyon soliisyonu ile
homojenize edilmistir. 14,000 rpm ve +4°C’de 20 dakika santrifiijlenmistir. Santrifiij
sonrasi, son hacim 1030 pL olacak sekilde 100 mM potasyum fosfat tamponu (pH 7,8),
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9,9x10 M metionin, 5,7x107° M nitroblue tetrazolyum (NBT), % 1°lik triton X100 ve
enzim karigimi i¢eren siipernatantdan olusan bir reaksiyon ¢ozeltisi hazirlanmistir. 0,9
uM riboflavin eklenmesi ile reaksiyon baglamis, olusan bu karigim 15 dakika boyunca
375 pmol m?s?! siddetinde 15132 maruz birakildiktan sonra 560 nm’de
spektrofotometrede absorbans degerleri belirlenmistir. Toplam SOD aktivitesi daha

once hazirlanmis olan standart grafikten faydalanarak hesaplanmistir (U/mg protein).

3.4.5. Toplam glutatyon rediiktaz (GR) enzim analizi

Toplam GR aktivitesi Sgherri ve ark. (1994)’ nin metoduna gore belirlenmistir. 2 mL
kiiltiir alinarak 15,000 rpm ve +4°C” de 20 dakika santrifiijlendikten sonra siipernatant
atilmis ve kalan pellet homojenizasyon i¢in kullanilmistir. 0,2 g pellet 100 mM
potasyum fosfat (pH 7,0), % 2’lik polivinil pirolidon (PVP) ve 1 mM sodyum EDTA
(Na2EDTA) eklenerek hazirlanan ekstraksiyon soliisyonu ile homojenize edilmistir.
14,000 rpm ve +4°C’de 20 dakika santrifiijlenmistir. Santrifiij sonrast son hacim 1000
uL olacak sekilde 100 mM potasyum- fosfat tamponu (pH 7,8), 2 mM sodyum EDTA
(Na2EDTA), 0,5 mM okside glutatyon (GSSG), 0,2 mM nikotinamid adenin
dintikleotit fosfat (NADPH) soliisyonu ve 100 ug protein ve enzim karisimi igeren
slipernatanttan olusan bir reaksiyon ¢ozeltisi hazirlanmigtir. Enzim aktivitesi
spektrofotometrik olarak 320 nm dalga boyundaki absorbans degerleri ile dl¢tilmiistiir.
Diizeltme, NADPH yoklugunda GSSG yiikseltgenmesi (oksidasyonu) ile yapilmistir.
Enzim aktivitesi NADPH’nin ekstinksiyon katsayis1 (6,2 mM/cm? 340 nm%)
kullanilarak reaksiyonun baslangi¢ hizindan hesaplanmistir (nmol NADPH dakika

'mg protein™).

3.4.6. Toplam askorbat peroksidaz (APOD) enzim analizi

Toplam APOD aktivitesi Wang ve ark. (1991)’ na gore belirlenmistir. 2 mL kiiltiir
alinarak 15,000 rpm ve +4°C” de 20 dakika santrifiijlendikten sonra siipernatant atilmis
ve kalan pellet homojenizasyon i¢in kullanilmstir. 0,2 g pellet, 50 mM tris-HCI (pH
7,2), % 2’lik PVP, 1 mM sodyum EDTA (Na2EDTA) ve 2 mM askorbattan olusan

ekstraksiyon ¢ozeltisi ile homojenize edilmistir. Homojenatlar 14,000 rpm ve +4°C’
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de 20 dakika santrifiijlenmistir. Bu santrifiijden elde edilen siipernatantdaki 100 pg
protein igeren enzim karisimi 50 mM Potasyum-Fosfat tamponu (pH= 6,6), 2,5 mM
askorbat ile olusan reaksiyon ¢ozeltisine ilave edilmistir. Reaksiyon, son hacim 1000
uL olacak sekilde 10 mM Hidrojen peroksit (H202)’ in eklenmesiyle baglatilmistir.
Askorbat konsantrasyonundaki azalma, spektrofotometrede 290 nm dalga boyunda
alian degerlerle enzim 6ziitii igermeyen reaksiyon ¢ozeltisine karsilik kaydedilmistir.
Enzim aktivitesi, askorbatin ekstinksiyon katsayis1 (2,8 mM cm?® 290 nm¥)
kullanilarak reaksiyonun baslangi¢ hizindan hesaplanmistir (nmol askorbat dakika™

mg protein?).

3.4.7. Prolin analizi

Prolin miktarinin belirlenmesi i¢in Weimberg (1987)’in metodu modifiye edilmistir.
15 mL alan kiltiirler 4,000 rpm ve +4°C” de 15 dakika santrifiijlendikten sonra
yaklagik 0,2 g olan pellet elde edilmistir. Elde edilen bu pellet 10 mL distile su ile
homojenize edildikten sonra tiipler sicak su banyosunda 95°C’ de 30 dakika
bekletilmistir. Daha sonra 6rnek sogutulduktan sonra 10 dakika 4,100 rpm’de santrifiij
edilmistir. Elde edilen silipernatanttan prolin miktar1 (umol/g kuru agirlik) asit-
ninhidrin yontemine gore 520 nm dalga boyunda yapilan okumalara gore

spektrofotometrik olarak olglilmiistiir (Bates ve ark., 1973).

3.4.8. Malondialdehit (MDA) analizi

Malondialdehit miktarinin belirlenmesi Heath ve Packer (1968)’ in kullandiklari
metoda gore yapilmistir. 15 mL alinan kiiltiirler 4,000 rpm ve +4°C’ de 15 dakika
santrifiijlendikten sonra 0,2 g olan pellet elde edilmistir. Daha sonra pelletler 5 mL
0,1% Trikloroasetik asit (TCA) (4°C) ile homojenizasyondan sonra 4,100 rpm’de 15
dakika santrifiij edilmistir. 0,5 mL siipernatant, 0,5 mL 0.1 M tris—HCI (pH 7,6) ve 1
ml TCA-TBA-HCIl ¢ozeltisi (20% wi/v) (Trikloroasetik asit —0,375% wl/v
Tiobarbiturik asit-0,25 N Hidroklorik asit) ile karistirilmis ve 30 dakika sicak su
banyosunda (95°C) bekletilmistir. Reaksiyon ¢ozeltisinin 532 ve 600 nm dalga
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boylarinda yapilan okumalar1 kaydedilmistir. Malondialdehit miktar1 155 mM™* cm?

ekstinksiyon (absorbsiyon) katsayisi kullanilarak hesaplanmistir.

3.4.9. Hidrojen peroksit (H202) analizi

H202 miktariin belirlenmesi Heath ve Packer (1968)’ in kullandiklar1 yonteme gore
yapilmustir. 15 mL alinan kiiltiirler 4,000 rpm ve +4°C’ de 15 dakika santrifiijlendikten
sonra yaklasik 0,2 g olan pellet elde edilmistir. Elde edilen bu pellet 5 mL 0,1% TCA
(4°C) ile homojenize edildikten sonra 4,100 rpm’ de 10 dakika santrifiij edilmistir. 0,5
mL siipernatanta, 0,5 mL 0,1 M Tris—HCI (pH 7,6) ve 1 mL, 1 M Potasyum iyodiir
(K1) eklenmis ve 390 nm dalga boyunda absorbanslar okutulmustur.

3.4.10. istatistiksel analizler

Olgiimlerden elde edilen degerlere, SPSS 20,0 paket programindaki tek yonlii varyans
analizi (ANOVA) ve degiskenler arasindaki farkliligin belirlenmesi i¢in LSD testi
uygulanmistir. Her bir bagimsiz degisken i¢in uygulama ve ¢esitler arasindaki farkin

onem kontrolii Anlamli Onemli Fark (AOF) % 5 igin hesaplanmistir.



BOLUM 4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. OD560 Absorbansi

A. platensis ve C. vulgaris alglerine uygulanan farkli konsantrasyonlardaki Cambio ve
Bentagram herbisitlerinin OD560 absorbansi iizerine etkisi Sekil 4.1., Sekil 4.2., Sekil
4.3., ve Sekil 4.4.de verilmistir.

C. vulgaris kiiltiirlerine 0, 60 pg mL™?, 120 pg mL™, 240 ug mL™?, 480 pg mL* ve 960
ug mL? konsantrasyonlarinda Bentagram uygulanmistir. Birinci giinden yedinci giine
kadar giinler kendi aralarinda kiyaslandiginda, Bentagram etkisine maruz birakilan C.
vulgaris kiiltiirlerinde, kontrole gére OD560 miktarinda 6nemli bir diisiis oldugu tespit
edilmistir (p<0,05). Konsantrasyonlar arasinda en fazla diisiisiin 960 ug mL™ eklenen

konsantrasyonda oldugu gézlemlenmistir.

35 HQpygmL™ ®m60 ug mL™* 120 ygmL™ ®240 ygmL™ ®™480 pgmL™ 960 pg mL™*

2,5 1 AOF %5 T ™ T I

1,5 1 T

Absorbans (OD 560)
N
_|

0,5 A T

Zaman (Gunler)

Sekil 4.1. Bentagram herbisitinin farkli konsantrasyonlarmin eklenmesiyle C. vulgaris alginde OD560 degerinin 7
giin boyunca degisimi
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C. vulgaris kiiltiirlerine 0, 100 ug mL™?, 200 ug mL™, 300 ug mL?, 400 ug mL* ve
500 pg mL? konsantrasyonlarinda Cambio uygulanmistir. OD560 degerleri birinci
ginden yedinci giline kadar giinler kendi aralarinda kiyaslandiginda artan
konsantrasyonlara bagli olarak 1., 3., 4., 5., 6., ve 7. glinlerde anlaml1 artig géstermistir
(p<0,05 ). Sadece 2. giinde bu artis 200 pg mL?, 400 pg mL? ve 500 pg mL*?

konsantrasyonlarinda gézlenmistir (p>0,05).

9
g | mOpug mL™ m100 pug mL™ m 200 ug mL™" m300 ug mL™" m400 ug mL™" =500 pg mL™’ T
T
7 1 T
o
T
B 6 T I
(=]
S ai T T r
“ AOF %5
c 4 A T
g i T
57 I
_<Q: 2 - T —
1 -
o J ———
0 1 2 3 4 5 6 7

Zaman (Giinler)

Sekil 4.2. Cambio herbisitinin farkli konsantrasyonlarinin eklenmesiyle C. vulgaris alginde OD560 degerinin 7 giin
boyunca degisimi

A. platensis kiiltiirlerine 0, 100 pg mL™?, 200 pg mL™, 400 ug mL?, 600 pg mL* ve

800 pg mL™ konsantrasyonlarinda Bentagram uygulanmistir. Birinci giinden yedinci

giine kadar giinler kendi aralarinda kiyaslandiginda, Bentagram etkisine maruz

birakilan A. platensis kiiltiirlerinde, 1. ve 2. giinlerde kontrole gore OD560 degerinde

onemli bir degisiklik gozlenmemistir (p>0,05). Diger giinlerde artan konsantrasyona

bagli anlamli diisiis oldugu tespit edilmistir (p<0,05).
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Sekil 4.3. Bentagram herbisitinin farkli konsantrasyonlarmin eklenmesiyle A. platensis alginde OD560 degerinin 7
giin boyunca degisimi

A. platensis kiiltiirlerine 0, 10 ug mL™, 20 pg mL™?, 30 ug mL™t, 40 pg mL ! ve 50 pg
mL" konsantrasyonlarinda Cambio uygulanmustir. Birinci giinden yedinci giine kadar
glinler kendi aralarinda kiyaslandiginda, Cambio etkisine maruz birakilan A. platensis
kiiltiirlerinde, kontrole gére OD560 degerlerinde 1. ve 2. giinlerde anlaml1 bir artig
goriiliirken, 3. giinden itibaren artan konsantrasyonlara (6zellikle 30 png mL?, 40 pg
mL1ve 50 ug mL?) bagh olarak anlamli azalmalar goriilmiistiir (p<0,05). 3. giin 10
ve 20 pg mL ™ konsantrasyonlarindaki degisim anlamsizdir (p>0,05).

4,5
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Sekil 4.4. Cambio herbisitinin farkli konsantrasyonlarinin eklenmesiyle A. platensis alginde OD560 degerinin 7
giin boyunca degisimi
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4.2. Fotosentetik Pigment Analizi (Klorofil-a Miktarlari)

A. platensis ve C. vulgaris alglerine uygulanan farkli konsantrasyonlardaki Cambio ve
Bentagram herbisitlerinin klorofil-a miktari tizerine etkisi Sekil 4.5., Sekil 4.6., Sekil

4.7. ve Sekil 4.8.”de verilmistir.

C. vulgaris kiiltiirlerine 0, 60 pg mL™?, 120 pg mL™, 240 ug mL™?, 480 pg mL* ve 960
nug mL™? konsantrasyonlarinda Bentagram uygulanmustir. Birinci giinden yedinci giine
kadar giinler kendi aralarinda kiyaslandiginda, Bentagram etkisine maruz birakilan C.
vulgaris kiiltiirlerinde, kontrole gore klorofil-a miktarinda ilk giin 6nemli bir degisiklik
gbzlenmemistir (p>0,05). 2., 3., ve 4. giinlerde 120 pg mL?' ve diger artan
konsantrasyonlarda, 5. giin 240 pg mL™? ve diger artan konsantrasyonlarda, 6. ve 7.

giinlerde 480 ve 960 ug mL? konsantrasyonlarinda azalma gozlenmistir (p<0,05).

25
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Sekil 4.5. Bentagram herbisitinin farkli konsantrasyonlarinin eklenmesiyle C.vulgaris alginde klorofil-a
miktarindaki 7 giin boyunca degisim

C. vulgaris kiiltiirlerine 0, 100 pg mL™, 200 ug mL?, 300 ug mL?, 400 ug mL™? ve

500 pg mL* konsantrasyonlarinda Cambio uygulanmistir. Birinci giinden yedinci

giine kadar giinler kendi aralarinda kiyaslandiginda, Cambio etkisine maruz birakilan

C. vulgaris kiiltiirlerinde, kontrole gore 1. ve 2. giinlerde klorofil-a miktarinda 6nemli

bir degisiklik olmamistir (p>0,05). 3. giin 100 pg mL, 4. giin ise 100 ug mL* ve 200
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ug mL* konsantrasyonlari icin anlamli bir degisiklik goriilmezken (p>0,05), diger giin

ve artan konsantrasyonlarda anlamli bir artis oldugu tespit edilmistir (p<0,05).
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Sekil 4.6. Cambio herbisitinin farkli konsantrasyonlarmin cklenmesiyle C.vulgaris alginde klorofil-a miktarindaki
7 giin boyunca degisim
A. platensis kiiltiirlerine 0, 100 pg mL™?, 200 pg mL™, 400 ug mL™?, 600 pg mL? ve
800 pg mL™ konsantrasyonlarinda Bentagram uygulanmistir. Birinci giinden yedinci
giine kadar giinler kendi aralarinda kiyaslandiginda, Bentagram etkisine maruz
birakilan A. platensis kiiltiirlerinde, kontrole gore 2. giin harig tiim konsantrasyonlarda
anlamli bir azalma gozlenmektedir (p<0,05). 2. giinde 100 pg mL?, 200 pg mL™*
konsantrasyonlarinda azalma anlamli olmamakla beraber (p>0,05), diger

konsantrasyonlarin orani arttik¢a azalma anlamlidir (p<0,05).
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Sekil 4.7. Bentagram herbisitinin farkli konsantrasyonlarinin eklenmesiyle A. platensis alginde klorofil-a
miktarindaki 7 giin boyunca degisim
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A. platensis kiiltiirlerine 0, 10 pg mL™, 20 ng mL™?, 30 pg mL™?, 40 ug mL™* ve 50 pg
mL? konsantrasyonlarda Cambio uygulanmistir. Birinci giinden yedinci giine kadar
giinler kendi aralarinda kiyaslandiginda, Cambio etkisine maruz birakilan A. platensis
kiiltiirlerinde, kontrole gore klorofil-a miktarinda ilk giin artan konsantrasyonlarin
tiimiinde ve 2. ve 6. giinlerde de 10 ug mL? konsantrasyonunda énemli bir degisiklik
olmazken (p>0,05), diger giin ve artan konsantrasyonlarda anlamli bir azalma

gbzlemlenmistir (p<0,05).
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Sekil 4.8. Cambio herbisitinin farkli konsantrasyonlarinin eklenmesiyle A. platensis alginde klorofil-a miktarindaki
7 giin boyunca degisim

4.3. Toplam Siiperoksit Dismutaz Aktivitesi

A. platensis ve C. vulgaris alglerine uygulanan farkli konsantrasyonlardaki Cambio ve
Bentagram herbisitlerinin toplam siiperoksit dismutaz (SOD) enzim aktiviteleri
tizerine etkisi Sekil 4.9., Sekil 4.10., Sekil 4.11. ve Sekil 4.12.’de verilmistir.

Bentagram etkisine maruz birakilan C. vulgaris kiiltiirlerinin 120, 240 ve 960 pg mL"
! konsantrasyonlarinda toplam SOD aktivitesi kontrole gore artis gostermis olmakla
beraber, bu artig istatistiksel olarak anlamli degildir (p>0,05). Sadece 480 pg mL™
konsantrasyonundaki artig anlamlidir (p<0,05). Toplam SOD aktivitesinin en yiiksek
(75,5 U protein™) ve en diisiik (14,83 U protein™) oldugu degerler sirastyla 480 ve 60

ug mL™* Bentagram konsantrasyonlarinda tespit edilmistir.
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Sekil 4.9. F(ziirlf.h.Bentagram konsantrasyonlarinin eklenmesiyle C. vulgaris alginin SOD aktivitesinde goriilen
egisim

Cambio etkisine maruz birakilan C. vulgaris kiiltiirlerinin 100, 200, 300, 400 ve 500

ug mL? konsantrasyonlarinda toplam SOD aktivitesine bakildiginda kontrole gore

sadece 100 pg mL™? konsantrasyonunda anlamli bir artis gozlenmistir (p<0,05).

Toplam SOD aktivitesinin en yiiksek (20,79 U protein™?) ve en diisiik (4,13 U protein-

1y oldugu degerler sirasiyla 100 ve 500 pg mL™ Cambio konsantrasyonlarinda tespit

edilmistir.
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Sekil 4.10. Farkli Cambio konsantrasyonlarinin eklenmesiyle C. vulgaris alginin SOD aktivitesinde goriilen
degisim
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Bentagram etkisine maruz birakilan A. platensis kiiltiirlerinin 200 ve 800 pug mL™*
konsantrasyonlarinda toplam SOD aktivitesi kontrole gore anlamli artis gostermistir
(p<0,05). Toplam SOD aktivitesinin en yiiksek (78,9 U protein™®) ve en diisiik (13 U
protein) oldugu degerler smrasiyla 200 ve 100 pg mL?' Bentagram

konsantrasyonlarinda tespit edilmistir.
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Sekil 4.11. (Flafl_d} Bentagram konsantrasyonlarmin eklenmesiyle A. platensis alginin SOD aktivitesinde goriilen
egisim

Cambio etkisine maruz birakilan A. platensis kiiltiirlerinin 10, 30 ve 40 pug mL*
konsantrasyonlarinda toplam SOD aktivitesi kontrole gore disiis gostermistir
(p>0,05). Her ne kadar 20 ve 50 ug mL™ konsantrasyonlarinda artis gdzlense de bu
artig istatistiksel olarak anlamli degildir (p>0,05). Toplam SOD aktivitesinin en
yiiksek (60,98 U protein™) ve en diisiik (19,93 U protein™?) oldugu degerler sirasiyla
20 ve 40 ug mL* Cambio konsantrasyonlarinda tespit edilmistir.
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Sekil 4.12. Farkli Cambio konsantrasyonlarinin eklenmesiyle A. platensis alginin SOD aktivitesinde goriilen
degisim

4.4. Toplam Askorbat Peroksidaz Aktivitesi

A. platensis ve C. vulgaris alglerine uygulanan farkli konsantrasyonlardaki Cambio ve
Bentagram pestisitlerinin toplam askorbat peroksidaz (APOD) enzim aktivitesi
tizerine etkisi Sekil 4.13., Sekil 4.14., Sekil 4.15. ve Sekil 4.16.” de verilmistir.

Bentagram etkisine maruz birakilan C. vulgaris kiiltiirlerinin 60, 120, 240, 480 ve 960
ng mL? konsantrasyonlarinda toplam APOD aktivitesi kontrole gére istatistiksel
olarak anlamli bir degisim gostermemistir (p>0,05). APOD aktivitesinin en yiiksek
(0,92 nmol askorbat dk. mg protein™) ve en diisiik (0,49 nmol askorbat dk. mg
protein) oldugu degerler sirasiyla 60 ve 480 pg mL? Bentagram

konsantrasyonlarinda tespit edilmistir.
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Sekil 4.13. lziar}gll_Bentagram konsantrasyonlarinin eklenmesiyle C. vulgaris alginin APOD aktivitesinde gériilen
egisim

Cambio etkisine maruz birakilan C. vulgaris kiiltiirlerinin 100, 200, 300, 400 ve 500

ug mL™? konsantrasyonlarinda toplam APOD aktivitesi kontrole gore istatistiksel

olarak anlamli bir degisim gdstermemistir (p>0,05). APOD aktivitesinin en yiiksek

(0,62 nmol askorbat dk. mg protein™) ve en diisiik (0,39 nmol askorbat dk.? mg

protein™) oldugu degerler sirasiyla 200 ve 500 pg mL™ Cambio konsantrasyonlarinda

tespit edilmistir.
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Sekil 4.14. Farkli Cambio konsantrasyonlarinin eklenmesiyle C. vulgaris alginin APOD aktivitesinde goriilen
degisim



46

Bentagram etkisine maruz birakilan A. platensis kiiltiirlerinin toplam APOD aktivitesi
kontrole gore 100 ve 800 pg mL™* konsantrasyonlarinda istatistiksel olarak anlaml1 bir
degisim gostermemis (p>0,05), 200 ug mL ! konsantrasyonunda anlamli olarak artmus,
400 ve 600 pg mL™? konsantrasyonlarinda ise anlamli olarak azalmustir (p<0,05).
APOD aktivitesinin en yiiksek (4,05 nmol askorbat dk.” mg protein™) ve en diisiik
(2,23 nmol askorbat dk.” mg protein™) oldugu degerler sirasiyla 200 ve 600 pg mL™*

Bentagram konsantrasyonlarinda tespit edilmistir.
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Sekil 4.15. Farkli Bentagram konsantrasyonlarinin eklenmesiyle A. platensis alginin APOD aktivitesinde goriilen
degisim

Cambio etkisine maruz birakilan A. platensis kiiltiirlerinin 10, 20, 30, ve 40 pg mL*
konsantrasyonlarinda toplam APOD aktivitesi kontrole gore istatistiksel olarak
anlamli bir degisim gostermezken (p>0,05), 50 ug mL™ konsantrasyonunda anlamli
olarak azalmistir (p<0,05). APOD aktivitesinin en yiiksek (2,29 nmol askorbat dk.™
mg protein™) ve en diisiik (1,01 nmol askorbat dk.? mg protein™) oldugu degerler

sirastyla 30 ve 50 ug mL™* Cambio konsantrasyonlarinda tespit edilmistir.
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Sekil 4.16. Farkli Cambio konsantrasyonlarinin eklenmesiyle A. platensis alginin APOD aktivitesinde goriilen
degisim

4.5. Toplam Glutatyon Rediiktaz Aktivitesi

A. platensis ve C. vulgaris alglerine uygulanan farkli konsantrasyonlardaki Cambio ve

Bentagram herbisitlerinin toplam glutatyon rediiktaz enzim aktivitesi (GR) {izerine

etkisi Sekil 4.17., Sekil 3.18., Sekil 4.19. ve Sekil 4.20.” de verilmistir.

60, 120, 240 ve 480 ug mL* Bentagram konsantrasyonlari etkisine maruz birakilan C.
vulgaris kiiltiirlerinin toplam GR enzim aktivitesi kontrole gore istatistiksel olarak
farkl1 degildir (p>0,05). 960 ug mL* Bentagram konsantrasyonuna maruz birakilan C.
vulgaris kiiltirinde GR enzim aktivitesi kontrole gore istatistiksel olarak anlamli
artmistir (p<0,05). GR aktivitesinin en yiiksek (5,29 nmol NADPH dk.™ mg protein™)
ve en diisiik (1,72 nmol NADPH dk.! mg protein™) oldugu degerler sirasiyla 960 ve

120 ng mL! Bentagram konsantrasyonlarinda tespit edilmistir.
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Sekil 4.17. Fz(lirlc}} Bentagram konsantrasyonlarmin eklenmesiyle C. vulgaris alginin GR aktivitesinde griilen
egisim

100, 200, 300, 400 ve 500 pg mL ™ Cambio konsantrasyonlari etkisine maruz birakilan

C. vulgaris kiiltiirlerinin toplam GR enzim aktivitesi kontrole gore istatistiksel olarak

farkli degildir (p>0,05). GR aktivitesinin en yiiksek (2,12 nmol NADPH dk.? mg

protein™t) ve en diisiik (0,69 nmol NADPH dk.™ mg protein™) oldugu degerler sirasiyla

200 ve 500 ug mL™ Cambio konsantrasyonlarinda tespit edilmistir.
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Sekil 4.18. Farkli Cambio konsantrasyonlarmin eklenmesiyle C. vulgaris alginin GR aktivitesinde goriilen degisim
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100, 200 ve 400 pug mL* Bentagram konsantrasyonlarina maruz birakilan A. platensis
kiiltiirlerinin toplam GR enzim aktivitesi kontrole gore istatistiksel olarak anlaml1 bir
artis gosterirken (p<0,05), 600 ug mL* Bentagram konsantrasyonuna maruz birakilan
A. platensis kiiltiiriinde GR enzim aktivitesi anlamli azalmistir (p<0,05). 800 pg mL"
! Bentagram konsantrasyonuna maruz birakilan A. platensis kiiltiirinde GR enzim
aktivitesi kontrole gore istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik gostermemistir
(p>0,05). GR aktivitesinin en yiiksek (14,18 nmol NADPH dk.™ mg protein™?) ve en
diisiik (8,16 nmol NADPH dk.* mg protein™) oldugu degerler sirastyla 100 ve 600 pg

mL! Bentagram konsantrasyonlarinda tespit edilmistir.
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Sekil 4.19. Zark_h_Bemagram konsantrasyonlarinin eklenmesiyle A. platensis alginin GR aktivitesinde goriilen
egisim

10, 30, 40 ve 50 pg mL™* Cambio konsantrasyonlarma maruz birakilan A. platensis
kiiltiirlerinin toplam GR enzim aktivitesi kontrole gore istatistiksel olarak anlamli bir
degisiklik gostermezken (p>0,05), 20 ug mL? Cambio konsantrasyonuna maruz
birakilan A. platensis kiiltiirinde GR enzim aktivitesi kontrole gore istatistiksel olarak
anlamli artig gostermistir (p<0,05). GR aktivitesinin en yiiksek (24,36 nmol NADPH
dk.” mg protein) ve en diisiik (5,32 nmol NADPH dk.™ mg protein™) oldugu degerler

sirasiyla 20 ve 40 ug mL™* Cambio konsantrasyonlarinda tespit edilmistir.
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Sekil 4.20. Farkli Cambio konsantrasyonlarinin eklenmesiyle A. platensis alginin GR aktivitesinde goriilen degisim

4.6. Malondialdehit (MDA) Miktari

A. platensis ve C. vulgaris alglerine uygulanan farkli konsantrasyonlardaki Cambio ve
Bentagram herbisitlerinin malondialdehit (MDA) miktar1 {izerine etkisi Sekil 4.21.,
Sekil 4.22., Sekil 4.23. ve Sekil 4.24.’de verilmistir.

60, 120, 240 ve 480 ug mL™! Bentagram konsantrasyonlarina maruz birakilan C.
vulgaris kiiltiirlerinin toplam MDA miktar1 kontrole gore istatistiksel olarak anlaml
degisiklik gostermezken (p>0,05), 960 ng mL™* Bentagram konsantrasyonuna maruz
birakilan C. vulgaris kiiltiirinde MDA miktar1 kontrole gore istatistiksel olarak
anlamli azalmistir (p<0,05). MDA miktarinin en yiiksek (50,21 nmol g TA™?) ve en
diisiik (11,85 nmol g TA) oldugu degerler sirasiyla 60 ve 960 pg mL™? Bentagram

konsantrasyonlarinda tespit edilmistir.
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Sekil 4.21. Farkli Bentagram konsantrasyonlarmi eklenmesiyle C. vulgaris alginin MDA miktarinda goriilen
degisim

100, 200, 300, 400 ve 500 pg mL™ Cambio konsantrasyonlarina maruz birakilan C.

vulgaris kiiltiirlerinin MDA miktar1 kontrole gore istatistiksel olarak anlamli degisim

gdstermemistir (p>0,05). MDA miktarmin en yiiksek (42,59 nmol g TA™) ve en diisiik

(19,46 nmol g TA™) oldugu degerler sirasiyla 300 ve 500 pug mL? Cambio

konsantrasyonlarinda tespit edilmistir.
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Sekil 4.22. Farkli Cambio konsantrasyonlarinin eklenmesiyle C. vulgaris alginin MDA miktarinda gériilen degisim
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100, 200, 400, 600 ve 800 pg mL™ Bentagram konsantrasyonuna maruz birakilan A.
platensis kiltiirlerinin MDA miktarlar: kontrole gore istatistiksel olarak anlamli bir
degisiklik gostermemistir (p>0,05). MDA miktarinmn en yiiksek (20,71 nmol g TA™)
ve en diisiik (4,88 nmol g TA™) oldugu degerler sirasiyla 100 ve 800 pg mL?

Bentagram konsantrasyonlarinda tespit edilmistir.
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Sekil 4.23. Farkli Bentagram konsantrasyonlarmin eklenmesiyle A. platensis alginin MDA miktarinda goriilen
degisim

10, 20, 30, 40 ve 50 ug mL! Cambio konsantrasyonlarina maruz birakilan A. platensis

kiiltiirlerinin MDA miktar1 kontrole gore istatistiksel olarak anlamli degisim

gdstermemistir (p>0,05). MDA miktarinin en yiiksek (36,07 nmol g TA™) ve en diisiik

(16,92 nmol g TA™) oldugu degerler sirasiyla 30 ve 50 pug mL* Cambio

konsantrasyonlarinda tespit edilmistir.
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Sekil 4.24. Farkli Cambio konsantrasyonlarinin eklenmesiyle A. platensis alginin MDA miktarinda goriilen degisim

4.7. Hidrojen Peroksit (H202) Miktari

A. platensis ve C. vulgaris alglerine uygulanan farkli konsantrasyonlardaki Cambio ve
Bentagram herbisitlerinin H2O2 miktar tizerine etkisi Sekil 4.25., Sekil 4.26., Sekil
4.27. ve Sekil 4.38.”de verilmistir.

60, 120, 240, 480 ve 960 ug mL* Bentagram konsantrasyonlarina maruz birakilan C.
vulgaris kiiltiirlerinin toplam H202 miktar1 kontrole gore istatistiksel olarak anlamli
degisiklik gdstermemistir (p>0,05). H2O2 miktarinin en yiiksek (0,71 nmol g TA ™) ve
en diisiik (0,56 nmol g TA™?) oldugu degerler sirasiyla 60 ve 240 ug mL™ Bentagram

konsantrasyonlarinda tespit edilmistir.
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Sekil 4.25.

Farkli Bentagram konsantrasyonlarinin eklenmesiyle C. vulgaris alginin H202 miktarinda goriilen

degisim

100, 200, 300, 400 ve 500 pg mL™ Cambio konsantrasyonlarina maruz birakilan C.

vulgaris kiiltiirlerinin toplam H20, miktar1 kontrole gore istatistiksel olarak anlamli

degisiklik gdstermemistir (p>0.05). H2O, miktarinin en yiiksek (1,23 nmol g TA™) ve

en diisiik (0,81 nmol g TA™) oldugu degerler sirastyla 200 ve 100 ug mL* Cambio

konsantrasyonlarinda tespit edilmistir.
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Sekil 4.26. Farkli Cambio konsantrasyonlarinin eklenmesiyle C. vulgaris alginin H2O2 miktarinda goriilen degisim

100, 200, 400, 600 ve 800 pg mL* Bentagram konsantrasyonlarina maruz birakilan A.

platensis kiiltiirlerinin toplam H2O2 miktar1 kontrole gore istatistiksel olarak anlamli

degisiklik gdstermemistir (p>0,05). H20O2 miktarinin en yiiksek (2,68 nmol g TA™) ve
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en diisiik (1,39 nmol g TA™) oldugu degerler sirasiyla 400 ve 800 pg mL™* Bentagram

konsantrasyonlarinda tespit edilmistir.
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Sekil 4.27. Farkli Bentagram konsantrasyonlarinin eklenmesiyle A. platensis alginin H202 miktarinda goriilen
degisim

10, 20, 30, 40 ve 50 ug mL! Cambio konsantrasyonlarina maruz birakilan A. platensis

kiiltarlerinin toplam H202 miktar1 kontrole gore istatistiksel olarak anlamli degisiklik

gdstermemistir (p>0,05). H,O2 miktarmin en yiiksek (5,45 nmol g TA™?) ve en diisiik

(2,72 nmol g TAY) oldugu degerler sirasiyla 50 ve 20 pug mL? Cambio

konsantrasyonlarinda tespit edilmistir.
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Sekil 4.28. Farkli Cambio konsantrasyonlarinin eklenmesiyle A. platensis alginin H202 miktarinda goriilen
degisim

4.8. Serbest Prolin Miktari

A. platensis ve C. vulgaris alglerine uygulanan farkli konsantrasyonlardaki Cambio ve
Bentagram herbisitlerinin serbest prolin miktar1 izerine etkisi Sekil 4.29., Sekil 4.30.,

Sekil 4.31. ve Sekil 4.32.” de verilmistir.

60, 120, 240 ve 480 ug mL?! Bentagram konsantrasyonlarina maruz birakilan C.
vulgaris kiiltiirlerinin serbest prolin miktar1 kontrole gore istatistiksel olarak anlamli
degisiklik gdstermezken (p>0,05), 960 ug mL™* Bentagram konsantrasyonuna maruz
birakilan C. vulgaris kiiltiiriinde serbest prolin miktar1 kontrole gore istatistiksel olarak
anlamli azalmgtir (p<0,05). Serbest prolin miktarinin en yiiksek (1,39 umol g TA™?)
ve en diisiik (0,14 pmol g TA?) oldugu degerler sirasiyla 240 ve 960 pug mL*

Bentagram konsantrasyonlarinda tespit edilmistir.
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Sekil 4.29. Farkli Bentagram konsantrasyonlarinin eklenmesiyle C. vulgaris alginin serbest prolin miktarinda
goriilen degisim

100, 200, 300, 400 ve 500 pg mL™ Cambio konsantrasyonlarina maruz birakilan C.
vulgaris kiiltiirlerinin serbest prolin miktar1 kontrole gore istatistiksel olarak anlamli
degisiklik gostermemistir (p>0,05). Serbest prolin miktarinin en yiiksek (4 umol g TA
1y ve en diisiik (2,4 pmol g TA) oldugu degerler sirastyla 300 ve 100 ug mL™* Cambio

konsantrasyonlarinda tespit edilmistir.
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Sekil 4.30. Farkli Cambio konsantrasyonlarinin eklenmesiyle C. vulgaris alginin serbest prolin miktarinda goriilen
degisim

100, 200, 400, 600 ve 800 pg mL* Bentagram konsantrasyonlarina maruz birakilan A.

platensis kiiltiirlerinin serbest prolin miktar1 kontrole gore istatistiksel olarak anlamli
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azalma gostermistir (p<0,05). Serbest prolin miktarinin en yiiksek (0,039 umol g TA
1y ve en diisiik (0,03 umol g TA™?) oldugu degerler sirasiyla 400 ve 200 pg mL™

Bentagram konsantrasyonlarinda tespit edilmistir.
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Sekil 4.31. Farkli Bentagram konsantrasyonlarmin eklenmesiyle A. platensis alginin serbest prolin miktarinda
goriilen degisim

10, 20, 30, 40 ve 50 pg mL* Cambio konsantrasyonlarina maruz birakilan A. platensis

kiiltiirlerinin serbest prolin miktar1 kontrole gore istatistiksel olarak anlamli artig

gdstermistir (p<0,05). Serbest prolin miktarinin en yiiksek (1,20 pmol g TA?) ve en

diisiik (0,59 pumol g TA™?) oldugu degerler sirasiyla 40 ve 10 pg mL™* Cambio

konsantrasyonlarinda tespit edilmistir.
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Sekil 4.32. Farkli Cambio konsantrasyonlarinin eklenmesiyle A. platensis alginin serbest prolin miktarinda goriilen

degisim



BOLUM 5. TARTISMA VE SONUC

Yapilan bu ¢alisma ile bir siyanobakteri olan A. platensis ve bir 6karyotik alg olan C.
vulgaris kiiltiirlerine farkli konsantrasyonlarda Cambio ve Bentagram herbisitleri
maruz birakildiginda, bu herbisitlerin alglerin OD560 degerinde, klorofil-a
miktarinda, enzimatik antioksidan parametrelerinde (sliperoksit dismutaz, askorbat
peroksidaz ve glutatyon rediiktaz) ve enzimatik olmayan parametrelerinde (H202,
malondialdehit ve prolin miktarlari) olusan degisimler hakkinda bilgi edinilmeye

calisiimustir.

Bentagram herbisitinin farkli konsantrasyonlarina 7 giin boyunca maruz birakilan C.
vulgaris’ de klorofil-a ve OD 560 degerlerinde artan konsantrasyonlara bagl anlaml
bir azalma gozlenmistir. Bentagram herbisitinin farkli konsantrasyonlarina 7 giin
boyunca maruz birakilan A. platensis’ de klorofil-a degerinde ilk 2 giin anlamli bir
degisiklik gozlenmezken, diger giinlerde artan konsantrasyona bagli anlamli bir
azalma gozlemistir. OD 560 degerlerinde ise sadece 2. giiniin 100 ve 200 pug mL™*
konsantrasyonlarinda anlamli olmamakla beraber bir azalma gozlenirken, diger giin ve
artan konsantrasyonlara bagli olarak anlamli bir azalma g6zlenmistir. Marques ve ark.
(2011), Portekiz piring tarlalarinda olusturduklart direnaj kanallarinda, herbisit
kirliliginin mikroalg Pseudokirchneriella subcapitata’da olusturdugu etkilere
bakmiglardir. Bentagram ve bazi farkli herbisitlerin etkilerine bakildiginda P.
subcapitata klorofil-a miktarinda azalmalar gostermistir. Gonzalez-Tomé (1996) yine
bir siyanobakteri olan Nostoc sp. ile yaptigi Bentagram calismalarinda klorofil-a
degerinde yiiksek konsantrasyonlarda uygulamaya bagli olarak azalmalar

gozlemlemistir.

Cambio herbisitinin farkli konsantrasyonlarina 7 giin boyunca maruz birakilan C.

vulgaris’de OD 560 degerlerinde artan konsantrasyonlara bagli anlamli bir artig
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gdzlenmistir. Bu artis 2. giinde 200, 400 ve 500 pg mL™ konsantrasyonlarinda
gozlenirken, 5., 6. ve 7. glinlerde artan konsantrasyonlarda artma gézlenmistir. 10, 20,
30, 40 ve 50 pg mL™?* Cambio konsantrasyonlar1 etkisine maruz birakilan A. platensis
kiltiirlerinin kontrole géore OD560 degerlerinde 1. ve 2. giinlerde anlamli bir artig
goriiliirken, 3. giinden itibaren artan konsantrasyonlara (6zellikle 30 ug mL™, 40 pg
mL? ve 50 pg mL™1) bagl olarak anlamli azalmalar goriilmiistiir. 3. giin 10 ve 20 pg
mL? konsantrasyonlarindaki degisim anlamsizdir. Cambio herbisitinin farkl
konsantrasyonlarina 7 giin boyunca maruz birakilan C. vulgaris’ de klorofil-a
degerlerinde artan konsantrasyonlara bagli genel olarak anlamli bir artig
goriilmektedir. Bununla birlikte 1. ve 2. giinlerde tiim konsantrasyonlarda, 3. giin 100
ug mL?, 4. giin ise 100 ve 200 ug mL™* konsantrasyonlari igin anlamli bir degisiklik
gbzlenmemistir. 10, 20, 30, 40 ve 50 ug mL* Cambio konsantrasyonlar: etkisine
maruz birakilan A. platensis kiiltiirlerinin kontrole gore klorofil-a degerlerinde artan
konsantrasyonlara bagli anlamli azalma gozlenmistir. Cambio herbisitinin A. platensis
siyanobakterisi tlizerinde hem biiylimeyi dnleyici hem de klorofil-a’y1 inhibe edici
etkileri bulunmaktadir. Bozic ve ark. (2016), aygicegi islahinda Nikostilfuronu
kullandiklarinda herbisit stresine bagli klorofil iiretiminin arttigini gozlemislerdir.
Bunu da Nikostilfuronun ALS sentaz enziminin durdurulmasina karst bir savunma
cevabi olusturmasina baglamiglardir. Bizim ¢alismamizda da artan OD 560 ve klorofil-
a degerlerinin artiginin herbisit stresine bir cevap olusturmak i¢in ya da herbisiti algin
substrat olarak kullanmasindan kaynakli olabilecegi diisiiniilmektedir. Leboulanger ve
ark. (2001), yaptiklar1 bir ¢alismada temiz su kaynaklarindaki Pseudokirchneriella
subcapitata, Chlorella vulgaris, Navicula accommoda ve Oscillatoria limnetica’nin
mikroalg popiilasyonu Tlizerinde Atrazin ve Nikosiilfuron herbisitlerinin farkl
konsantrasyonlarinin biiyiime kosullar1 tizerine etkisini incelemiglerdir. Bu ¢alismaya
gore EC50 (kullanilan kimyasalin en etkili oldugu konsantrasyonun yarisi) degerleri
belirlenmistir ve bu degerler dogrultusunda Geneva Golii’niin dogal algleri iizerine bir
mikrokozm deneyi diizenlenmistir. 40 ile 100 pg/L araliginda Nikosiilfuron eklendigi
10 giinliik deney siirecinde P. subcapitata, C. vulgaris ve N. accomoda alglerinin
bliylime oran1 ve klorofil-a miktar1 bakimindan incelendiginde artis oldugu
gbzlenmistir. Seguin ve ark. (2001), Atrazin ve Nikosiilfuronu 2 ile 30 pg/L kullanarak

yaptiklart mikrokozm deneylerinde fitoplanktonun klorofil-a miktarlarinin arttigini
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gozlemlemislerdir. Bunun sebebini de sulfoniliire grubu herbisitlerin alglerde

olusturdugu toksisiteye bagli amino asit duyarliliklarini etkilemesine baglamislardir.

Bentagram herbisitinin farkli konsantrasyonlarina maruz birakilan C. vulgaris’de SOD
enzim aktivitesi artig gostermistir. Fotosentetik inhibitor olarak calisan Bentagram,
redoks tepkimelerinde ROS’larin olusumunu saglayan bir herbisittir (Kortekamp,
2011). Hiicrelerde oksidatif stres yaratip, membran yapisi, antioksidan sistemler
arasinda dengesizlik olusturdugu diisiiniilmektedir. Galhano ve ark. (2010) Portekiz
piring tarlalarinda bulunan Anabaena cylindrica siyanobakterisinin Bentagrama maruz
birakilmasina bagli, bu tilirlin antioksidan savunma sistemleri {izerinde etkisine
bakmak iizere c¢alisma yapmislardir. Bu c¢alismada SOD aktivitesinin artan
konsantrasyonlara bagl artis gosterdigini gézlemlemislerdir. Yine Galhano ve ark.
(2011) Noctoc muscorum tizerinde Bentagram uyguladiklarinda artan konsantrasyona
bagli SOD enzim aktivitesinin arttigini1 géstermislerdir. Bentagram’a maruz birakilan
mutant bir siyanobakteri olan Synechococcus elongatus PCC7942 susunda SOD enzim
aktivitesi 2-3 kat artis gostermistir (Bagchi ve ark., 2012). SOD enzimi hiicrelerde ilk
detoksifikasyon enzimi ve reaktif oksijen tiirlerine (ROS) karsi birinci basamak
savunma sisteminin bir parcasi olarak gorev yapan 6nemli bir endojen antioksidan
enzimdir (Ighodaro ve ark., 2017). Kong ve Sang (1999) SOD enziminin alg
hiicrelerinde kirlilik orani arttik¢a, hiicresel detoksifikasyon sisteminin uyarildigini ve
SOD sentezinin basladigini, boylece aktif oksijeni yok eden anahtar enzim roliinii
istlendigini gostermislerdir. Ayrica bu tir degisiklikler molekiiler diizeyde
gerceklesiyor olup, biiylime ve iiremeden de Once olusmaktadir (Rabinowich and
Fridovich, 1985). Dolayisiyla, SOD enzimi hassas bir biyomarker ve kirliligin erken
uyarani gibi kullanilabilir (Li ve ark., 2005).

Bentagram herbisitinin farkli konsantrasyonlarina maruz birakilan A. platensis’ de
SOD enzim aktivitesinde anlamli bir arti gozlenmemistir. 200 pg mL?
konsantrasyonda kontrole gore istatistiksel olarak anlamli bir artis gostermis ise de
yiiksek konsantrasyonlarda kontrole gore degismemistir. Cambio etkisine maruz
birakilan A. platensis kiiltiirlerinin artan konsantrasyonlarinda toplam SOD aktivitesi

her ne kadar 20 ve 50 ug mL™? konsantrasyonlarinda artis gdsterse de bu artis
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istatistiksel olarak anlamli degildir. Cambio etkisine maruz birakilan C. vulgaris SOD
enzim aktivitesi once artma, daha sonra azalma seklinde bir egilim gostermistir. SOD
enzim aktivitesindeki bu artis sadece 100 pg mL™ konsantrasyonunda anlaml1 iken,
500 pg mL* konsantrasyonda en az seviyededir. Rai ve ark. (2013) C. vulgaris algi
tizerinde yaptig1 bir ¢alismada kullandiklar1 agir metalin artan konsantrasyonlari i¢in
SOD aktivitesinin once arttigini fakat yiiksek konsantrasyonlarda azaldigini bulmuslar
ve bunun sebebinin de agir metalin ya direk olarak SOD genine etki etmesi ya da
dolayl1 olarak Oy seviyesini artirmasi olarak yorumlamislardir. Scenedesmus obliquus
algi tizerinde Cypermethrin insektisiti denenmis ve diisiik konsantrasyonlarda bu
insektisitin SOD aktivitesi artirict etkisinin, yiiksek konsantrasyonlarda ise inhibe
edici etkisinin bulundugu belirlenmistir (Wang ve ark., 2012). Lee ve Shin (2003),
Nannochloropsis oculata algi tizerine kadmiyum stresini 6lgmek igin yaptiklari
calismada SOD enzim aktivitesinin azaldigin1 gérmiglerdir. H2O2 miktarinin artmis
olmasina bagli SOD enzim aktivitesini inhibe edebilecegi diisliniilmektedir (Vitoria ve
ark., 2001). Ayrica Gonyaulax polyedra algi tizerinde 15181n etkisi ¢alisilmis ve gece
fazinda fotosenteze paralel olarak SOD enzim aktivitesinin 2-3 kat azaldig
gbzlemlenmistir (Hollnagel ve ark., 1996). Bizim ¢alismamizda da Cambio herbisiti
uygulanan konsantrasyonlarda A. platensis’ de klorofil-a miktarinda azalmalara neden
olmustur. Fotosentetik metabolizmanin kaybi SOD enzim aktivitesinde anlamli
azalmalara neden olabilmektedir. Bu g¢alismalarin sonuglari bizim Bentagram ve

Cambio herbisit uygulamalarindan elde ettigimiz sonuglara benzemektedir.

Askorbat peroksidaz (APOD) ve glutatyon rediiktaz (GR), esas olarak kloroplastlarda
ve diger hiicre organellerinde fretilen ve H202'yi temizleyip hiicrenin redoks
durumunu koruyan enzimlerdir. APOD zararli H2O>'yi temizlemek igin askorbik asidi
kullanmaktadir (Verma ve Dubey, 2003).

Glutatyon rediiktaz bakteriden mayaya, hayvandan bitkiye kadar tiim canli aleminde
korunmus bir enzimdir. Bitki hiicreleri oksidatif stres sonucu olusan H2O: 'den
kurtulmak i¢in Asada - Halliwell yolagi adi verilen bir takim antioksidan enzimlerin
gorev aldig1 yolu kullanmaktadirlar ve bu yolda gérevli enzimlerden biri GR enzimidir

(Arora ve ark., 2002). Bu enzimlerin aktivitesinin artmasi hiicresel stresi belirler.
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Bentagram etkisine maruz birakilan C. vulgaris kiiltiirlerinin toplam GR enzim
aktivitesi sadece 960 pg mL* Bentagram konsantrasyonunda kontrole gére istatistiksel
olarak anlamli artmistir. APOD enzim aktivitesi ise kontrole gore artis gostermekle
beraber, bu artis istatistiksel olarak anlamli bir artis degildir. Bizim ¢alismamizda
sadece GR enziminin 960 pg mL™ konsantrasyonunda aktivitesinin artmasi bu dozun

hiicresel hasar icin kritik konsantrasyon oldugunu gostermektedir.

Bentagram  etkisine maruz birakilan A. platensis  kiiltiirlerinin  artan
konsantrasyonlarinda APOD aktivitesi kontrole gore 100 ve 800 pg mL™
konsantrasyonlarinda istatistiksel olarak anlamli bir degisim gostermemis, 200 g mL"
! konsantrasyonunda anlamli olarak artmis, 400 ve 600 ug mL™ konsantrasyonlarinda
ise anlaml1 olarak azalmistir. GR, askorbatin yeniden tretilmesi i¢in gerekli bir enzim
olup (Broadbent ve ark., 1995), APOD enzim aktivisitesi de ortamda bulunan askorbat
ve H>O, miktarlar ile iligkilidir. Artan Bentagram konsantrasyonlari etkisine maruz
birakilan A. platensis kiiltiirlerinin GR enzim aktivitesi 600 ug mL™ konsantrasyonu
hari¢ kontrole gore istatistiksel olarak anlamli bir artis gostermistir. Bitki hiicreleri,
gerekli thiol gruplarinin oksidasyonuyla inaktif enzim olusumunu Onlemek igin
glutatyon rediiktaz enziminin aktivitesini artirmaktadir (Gamble ve Burke, 1994).
Bizim ¢alismamizda da belirtilen konsantrasyonlarda GR enzim aktivitesinde degisim
olmamasi, bu pestisit uygulamalarinda benzer konsantrasyonlarda APOD enziminin
miktarinda degisim olmamasini destekler ciinkii askorbat havuzu GR enzimi
tarafindan dengelenir. GR enzim aktivitesinin APOD enzim aktivitesi ile iligkili
oldugu daha onceki ¢alismalarda rapor edilmistir (Maliick ve Rai, 1998; Teisseire ve
Vernet, 2001). Das ve Bagchi (2012), mutant Synechococcus elongatus PCC7942 susu
tizerinde Bentazon uyguladiklarinda GPX-GR enzim aktivisitesinin %60 oraninda
arttigin1 raporlamislardir. GR enzim aktivitesini savunma stratejisi olarak artirdigi
gozlenmigtir. Bu algin GR enzim aktivitesinin artan konsantrasyonlarda azalmasi, GR
aktivitesi i¢in substrat olusturacak olan GSH havuzunun etkilenmesine, boylece de
GSH’nin GSSG’ye doniisiimiiniin baskilanmasina sebep oldugu diisiiniilmektedir
(Galhano, 2010). Benzer sekilde 200 pg mL™? konsantrasyonundaki SOD enzim
aktivitesindeki degisimler ile paraleldir. Clinkii SOD enzimi ortama H.O saglar.

Ayrica gerek SOD gerekse glutatyon rediiktaz enzimlerinin oksijenin olusturucagi
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hasara karst oldukca duyarli bilesenler olduklar1 soylenmektedir (Foster ve Hess,

1980).

Cambio etkisine maruz birakilan C. vulgaris kiiltiirlerinin 100, 200, 300, 400 ve 500
ug mL? konsantrasyonlarinda toplam APOD, GR enzim aktiviteleri ile MDA, toplam
H20: ve serbest prolin miktarlar1 kontrole gore istatistiksel olarak anlaml1 bir degisim
gostermemistir. Dewez ve ark. (2005), tek hiicreli bir alg lizerinde denedikleri bir
fungisitin fotosentetik ve enzimatik biyomarker hassasiyeti iizerinde yaptiklari
calismada, GR’nin bundan pek etkilenmemesini okside glutatyon havuzunun diger
antioksidan enzimlerce kullanilmis olmasina baglamaktadirlar. Bizim ¢alismamizda

da grafiklerin paralellik gostermesi bu ¢alisma ile dogrulanmaktadir.

Cambio etkisine maruz birakilan A. platensis kiiltiirlerinin 10, 20, 30 ve 40 pg mL™*
konsantrasyonlarinda toplam APOD aktivitesi kontrole gore istatistiksel olarak
anlamli bir degisim gostermezken, 50 pg mL™? konsantrasyonunda anlamli olarak
azalmigtir. Kumar ve ark. (2008), endosiilfan uyguladiklar1 3 farkli siyanobakteri
tiirtinde artan konsantrasyonlara bagli APOD, KAT ve GR enzim aktivitesi ve prolin
miktar1 ile MDA miktarmi incelediklerinde, MDA miktarindaki degisim diger
antioksidan parametrelerdeki degisime paralellik gostermistir. Bu sonuglar da bizim

calismamizi desteklemektedir.

Cambio konsantrasyonlari etkisine maruz birakilan A. platensis kiiltiirlerinde sadece
20 pg mL*! konsantrasyonunda GR enzim aktivitesi kontrole gore istatistiksel olarak
anlamli artis géstermistir. Bajguz (2010)’un C. vulgaris ile yaptigi g¢aligmada
kadmiyum, bakir ve kursun gibi agir metaller uygulandiginda agir metal stresine kars1
GR enzim aktivitesinin arttigin1 gozlemlemistir. Yasar ve ark. (2008), karpuzun
(Citrullus lanatus (Thunb.) Mansf.) gelisimine tuz stresinin etkisine baktiklari
caligmalarinda, tuza-toleransh genotiplerin GR enzim aktiviteleri kontrol bitkilerine
gore oldukca yiiksek ¢ikmistir. Tuza-duyarli olanlarin GR aktiviteleri kendi kontrol

bitkilerine gore azalma gdstermistir.
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Hiicrelerde oksidatif strese bagli olarak goriilen lipid peroksidasyonun baslica yan
tiriinlerinden birini MDA olusturmaktadir. Bentagramin artan konsantrasyonlarina
baglh olarak C. vulgaris kiiltiirlerinin toplam MDA miktarlart kiyaslandiginda,
kontrole gére sadece 960 ng mL™' konsantrasyonunda istatistiksel olarak anlamli

azalma gozlenmistir. Artan GR enzim aktivitesi de bu bilgiyi desteklemektedir.

Bentagramin uygulanan tiim konsantrasyonlarina maruz birakilan A. platensis
kiltlirlerinin toplam MDA miktar1 kontrole gore istatistiksel olarak anlamli degisim
gostermemistir. Bentagram herbisiti i¢in MDA miktarindaki degisimler H20:
miktarindaki degisimler ile paralellik gostermektedir. Lin ve Kao (2000), Oryza sativa
bitkisinde tuz stresi denediklerinde hem H2O. miktarinda hem de MDA miktarinda
degisim olmamasini diger antioksidan enzimlerin aktivitesindeki degisimlere
baglamiglardir. Ayrica prolin miktarindaki degisimler ile H.02 ve MDA
miktarlarindaki degisimlere bakildiginda sonuglarin paralellik gostermesi, prolinin
hiicre zar hasarin1 ve MDA miktarini 6nlemis olabilecegini diisiindiirmektedir. Prolini
asir1 lireten transgenik Chlamydomonas reinhardtii alginde kadmiyum uygulamasinin
MDA miktarinda degisim olusturmamasi, prolinin antioksidan olarak davranmasi
nedeniyle serbest radikal zararini 6nledigi seklinde yorumlanmistir (Siripornadulsil ve
ark., 2002). 10, 20, 30, 40 ve 50 pg mL? Cambio konsantrasyonlari etkisine maruz
birakilan A. platensis kiiltiirlerinin de MDA miktari kontrole gore istatistiksel olarak
anlaml degisim gostermemistir. Biyolojik olarak MDA nin dlgtilmesi lipid peroksit
seviyelerinin indikatérii olmasi anlaminda onemlidir (Altimisik, 2000). Hidrojen
peroksitin kendisi zayif indirgeci bir bilesik olup, Fenton ve Haber —~Weis reaksiyonlar1
ile ROS’larn en gii¢liisii olan hidroksil radikali olusumuna ve bdylece hiicrede hasara
(lipid peroksidasyonuna) sebep olmaktadir (Ozcan ve ark., 2015). Bununla beraber
Cambio etkisine maruz birakilan C. vulgaris kiiltiirlerinin 100, 200, 300, 400 ve 500
ng mL? konsantrasyonlarinda toplam MDA miktarinda kontrole gore istatistiksel

olarak anlamli bir degisim gostermedigi gdzlenmistir.

Bentagram’in artan konsantrasyonlarina maruz birakilan C. vulgaris kiiltiirlerinin
toplam H20> miktar1 kontrole gore istatistiksel olarak anlamli degisiklik

gostermemistir. H202 miktarinda biiyiik degisikliklerin olmamasi, GR enzim
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aktivitesinin de artmasi ile desteklenmistir. Benzer sekilde artan Bentagram
konsantrasyonlari etkisine maruz birakilan A. platensis kiiltiirlerinin toplam H20:
miktar1 kontrole gore istatistiksel olarak anlamli degisiklik gdstermemistir. Das ve
Bagchi (2012), mutant S. elongatus PCC7942 susu iizerinde Bentagram ile yaptigi
calismalarda yabanil tipe gore bes kat daha hizli hiicre biiylimesi gézlemlemislerdir.
Bunu sahip oldugu H20: detoksifikasyon mekanizmasi ile basardigini, bdylece daha
sinirlt lipid peroksidasyonu gozlendigini belirtmislerdir. Galhano ve ark. (2010),
Bentazon uyguladiklar1 A. cylindrica’da GR-GSH, KAT ve APOD enzimlerince
H202nin ortamdan uzaklastirildigini rapor etmislerdir. Bizim c¢aligmamizda da bu
durum anlamli degisiklikler gostermeyen SOD ve APOD enzimleri ile agiklanabilir.
Ciinkii SOD enzimi etkinligini yitirirse, tiretilen H2O2 miktar1 da azalmis olurken,
APOD enzimi etkinligini yitirirse, bu durumda ortamda H20> birikimi artmis olur.
Hiicrelerdeki H20O> birikimini belirleyen ve 6nemli rol oynayan antioksidan enzim
APOD’tur (Asada, 1992).

Cambio etkisine maruz birakilan C. vulgaris kiiltiirlerinin 100, 200, 300, 400 ve 500
ng mL* konsantrasyonlari ile 10, 20, 30, 40 ve 50 ug mL™ konsantrasyonlari etkisine
maruz birakilan A. platensis kiiltiirlerinin toplam H2O> miktarindaki artis kontrole gore
istatistiksel olarak anlamli degisiklik gostermemistir. Hiicredeki H2O> miktarinda
onemli degisikliklerin olmamasi, muhtemel olarak APOD enzimi gibi H202 igerigini

tilketen enzimlerin etkinliginden ileri gelmekte olabilecegini diisiindiirmektedir

(Mallick ve Mohn, 2000).

Artan Bentagram konsantrasyonlari etkisine maruz birakilan C. vulgaris kiiltiirlerinin
serbest prolin miktar1 kontrole gore istatistiksel olarak anlamli degisiklik
gostermezken, en yiiksek konsantrasyon olan 960 upg mL?! Bentagram
konsantrasyonuna maruz birakilan C. vulgaris kiiltiiriinde serbest prolin miktar
kontrole gore istatistiksel olarak anlamli azalmigtir. Artan Bentagram
konsantrasyonlari etkisine maruz birakilan A. platensis kiiltiirlerinin serbest prolin
miktar1 kontrole gore istatistiksel olarak anlamli azalma gostermistir. Literatiir
caligmalarinda genellikle stres kosullarinda prolin miktarinin arttig1 calismalar bulunsa

da aksi ¢aligsmalar da mevcuttur. Trebouxia algi iizerinde siilfiir dioksit ad1 verilen
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atmosferik Kirleticinin, prolinin biyosentezini durdurmasina bagli serbest prolin
miktarinin azaldig1 gézlenmistir (Ewald ve Shclee, 1983). Buna benzer sekilde bizim
calismamizda da prolinin azalmasi ortamda toksik maddelerin biriktiginin, prolin
sentezinin engellenmis olabileceginin ve prolinin yapisinin bozulmus olabileceginin
bir gostergesi olabilir. Ayrica azalan prolin miktar1 serbest prolinin serbest radikaller
tarafindan kullanilmis olma ihtimalini disiindiirmektedir. Pestisit etkili prolin
iiretiminin siyanobakterilerde neredeyse hi¢ bulunmadigi bilinmektedir (Galhano,
2010). Aymi sekilde artan Cambio konsantrasyonlar1 etkisine maruz birakilan C.
vulgaris kiiltiirlerinin serbest prolin miktari1 kontrole gore istatistiksel olarak anlamli

degisiklik gostermemistir.

10, 20, 30, 40 ve 50 ug mL* Cambio konsantrasyonlar etkisine maruz birakilan A.
platensis kiiltiirlerinin serbest prolin miktar1 kontrole gore istatistiksel olarak anlamli
olarak artis gostermektedir. Fotosentez sirasinda endostilfanin olusturacagi toksisiteye
bagli olarak meydana gelen ROS’larin olusturdugu membran peroksidasyonu ve
oksidasyon problemlerine bagli olarak prolin birikimine yol agtigi rapor edilmistir
(Kumar ve ark., 2008). Bunun disinda Spirulina ve Anabaena siyanobakterilerinde
yapilan ¢calismalarda metal iyonu stresine bagli olarak metal selatlama 6zelligi bulunan
prolinin arttigi, bu durumun da hiicrelerin protein miktarini arttirdigr ileri
stiriilmektedir (Sultan ve Fatma, 1999; Kumar ve ark., 2004). Prolin stres kosullarinda
ROS’larin olusumu engellemekte (Alia ve Saradhi, 1993), osmotik diizenleyici olarak
rol oynamakta (Kavir ve ark., 2005) ve OH"iyonu yakalayicisi olarak protein, hiicre
zar1 gibi makromolekiiller ile etkilesime girerek fonksiyon ve yapi stabilizatorii gibi
caligmaktadir (Saradhi ve Saradhi, 1991; Kavir ve ark., 2005). Bu tip c¢alismalar

prolinin stres kosullarinda arttigin1 desteklemektedir.

Uygulanan her iki herbisitte de SOD enzim aktivitesinde anlamli degisiklik olmamasi,
ortamda serbest radikal olusumunu tesvik ettigini diisiindiirmektedir. Bunun diginda
herbisite maruz birakilan Chlorella pyrenoidosa alginde biiyiime ve klorofil miktari
azaldikc¢a, SOD ve peroksit enzimlerinin aktivitelerinde artis gézlenmistir (Zhang ve
ark., 2014). Dolayisiyla C. vulgaris’de Cambio uygulandiginda artan fotosentetik

pigment miktari, SOD enzim aktivitesinin azalmasiyla sonuglanirken, A. platensis ‘de
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azalan klorofil miktari, artan SOD enzim aktivitesiyle sonuc¢lanmistir. Bu da
siyanobakteride lipit peroksidasyonunu artiran bir faktoér oldugunu diistindiirmektedir.
Lipid peroksidasyonu ve MDA arasindaki dogru orant1 diisiiniildiiginde (Kumar ve
ark., 2008), Cambioya maruz birakilan C. vulgaris’de MDA ve hidrojen peroksit
miktarinda degisim olmamasi, bu herbisitin alg tarafinda stres olusturmadigini
diistindiirmektedir. Ayni1 sekilde GR, APOD enzim aktivitesi ve prolin de bu durumdan
etkilenmemistir. Cambioya maruz kaldiginda A. platensis’de H202’de degisiklik
gozlenmemesi, bu canlilarin Halliwel-Asada yolagini aktif kullanip, GR ve APOD
enzimlerini kullandigin1 diisiindiirmektedir. Ciinkii MDA oraninda 6nemli degisiklik
gozlenmemis, bu da lipid peroksidasyonunu azaltmistir. Ayrica artan
konsantrasyonlara bagl prolin miktarinda artis gézlenmesi, serbest radikal iiretimi ile
prolin birikmesi arasindaki korelasyonu dogrulamaktadir (Kumar ve ark., 2008). Lin
ve Kao (2008), piringte NaCl stresine baktiklarinda enzim aktivitesinin etkin olmasina
bagli, MDA birikiminin olmadigin1 dolayisiyla da lipid peroksidasyonu ve yaprak
dokularda sizinti olmadigini gozlemlemislerdir. Hiicre yaslanmasina karsi Pisum
sativum bitkisinde yapilan bir ¢alismada, MDA miktarinin, artan H2O2’ye ragmen
degismedigi, bu durumun gerekgesinin de MDA’ nin metabolize ediliyor olabilecegi
seklinde rapor edilmistir (Jimenez ve ark., 1998). Cambio ve Bentagram
uygulamalarinda benzer olarak yine prolin miktarinin artmast MDA miktarinin

dengelenmesine katkida bulunmustur.

Prolinin mantar ve mayalarda ROS olusumunu, alglerde ise agir metal stresine bagh
metal selator gibi islev gorerek lipid peroksidasyonunu engelledigine dair ¢alismalar
bulunmaktadir (Alia ve Saradhi, 1991; Bassi ve Sharma, 1993; Tamim, 2017). Bunu
yapabilmek i¢in ise glutamattan sentezlenen prolinin NADH ve H* miktarini ve
ortamin asitligini azaltmasma bagli bir adaptasyon gelistirdigi diisiiniilmektedir
(Venekemp ve ark., 1987). Prolin ayrica antioksidan enzim aktivitesini artirma (Liang
ve ark., 2013), antioksidan enzimlerin stabilizasyonu (Liang ve ark., 2013), serbest
radikallerin yakalanmasi (Alia ve Saradhi, 1993) ve singlet oksijen tutucu aktivitesi
(Szabados ve Savoure, 2009; Hayat ve ark., 2012; Liang ve ark., 2013), hiicreler arasi
redoks konsantrasyonun ayarlanmasi (NADP*/NADP ve GSH/GSSG oranlarini) gibi
gorevleri yiiriitmektedir (Saradhi ve Saradhi, 1991; Liang ve ark., 2013). Prolin,
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ozmolit ya da ozmoprotektan olarak isimlendirilmektedir (Kavir ve ark., 2005; Liang
ve ark., 2013). Maya ve mantarlarda ROS seviyesini azaltarak apoptozun 6nlenmesine,
alglerde agir metal kaynakli lipid peroksidasyonunun azaltilmasina ve insanda
karsinojenik oksidatif strese karsi prolinin 6nemine dair c¢alismalar mevcuttur
(Szabados ve Savoure, 2009). Prolin stres kosullarinda lipid peroksidasyonuna karsi
iretilen bir imino asittir (Fatma ve ark., 2007). Galhano ve ark. (2011), bir
siyanobakteri olan Nostoc muscorum iizerinde Bentazon herbisiti ile yaptiklari
calismada hiicre iginde rastladiklar1 prolin miktarinin arttigini, bunun da pestisit,
tuzluluk, kuraklik ve diger ¢evresel kosullar gibi stres kosullarina karsi tiretildiginin
Oonemli bir gostergesi oldugunu belirtmislerdir. Yiiksek bitkilerde de bu sekilde stres
kosullarinda prolin biriktigi gézlenmistir (Bates ve ark., 1973; Kumar ve ark., 2008).
Bu caligmalar prolinin stres kosullarinda arttigin1 desteklese de, prolinin stres
kosullarinda azaldigini gosteren calismalar mevcuttur. Trebouxia algi tizerinde
denenen siilfitin prolin sentezini durdurdugu gézlenmistir (Ewald ve Shclee, 1983).
Benzer sekilde kullanilan Cambio herbisitinin C. vulgaris 'de, Bentagram herbisitinin
de her iki alg {izerinde prolin sentezini engellemis veya prolinin konfigiirasyonunu
bozmus olabilecegi diisiiniilmektedir. Aynmi1 sekilde ara konsantrasyonlarda prolin
miktarinin azalmig olmasi ise serbest radikaller tarafindan kullanilmis olabilecegini

distindiirmektedir.

Sonug olarak bu calismada biyokiitle ve azalmanin artan Cambio ve Bentagram
konsantrasyonlarina bagh oldugu bulunmustur. Uygulanan farkli
konsantrasyonlardaki farkli herbisitlerin, iki farkli tiir iizerindeki antioksidan enzim
aktivitelerinin ve parametrelerinin etkilerinin farkli oldugu gozlenmistir. Sebep olarak
ise canlilarin ROS iretme yeteneklerinin farkli olmasina baglanabilecegi fikrini
diistindiirmektedir. Kullanilacak herbisitlerin se¢iminde bu calismada kullanilan
konsantrasyonlar baz alinmasi ilerleyen calismalara 1sik tutacaktir. Ayrica etken
maddesi Nikosiilfuron olan Cambio’ nun alglerin toksisitesi iizerine literatiirde yapilan
calismalar kisitlidir. Bu anlamda yapilan bu ¢alisma 6nemli bir boslugu dolduracaktir.
Su da unutulmamali ki bir akuatik sistem tek tip bir herbisit/ pestisite maruz kalmadig1
gibi, sisteme giren herhangi bir pestisit de degredasyona ugrayip farkli yan tiriinler de

olusturabilmektedir.  Dolayisiyla aslinda  pestisitlerin ~ mikroorganizmalarca



71

olusturulabilecek farkli kombinasyonlar1 ¢alisiimalidir (Delorenzo ve ark., 2001).
Herbisit kaynakli ¢evresel kirlenme tespitinde biiyiik bitkilere kiyasla tek hiicreli bu
kiiglik organizmalarin kullanilmasi hizli ve giivenilir gostergeler olarak daha sonraki

calismalara 151k tutacaktir.
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