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Amac: Bakir iceren nanopestisitler (Cu(OH)2 NP), bitki koruma {irlinlerinin etkinligini artirmak
icin modern tarimda fungisitler olarak popiilerlik kazanmistir. Bununla birlikte, bu
nanopestisitlerin kiiltiir bitkileri iizerindeki etkileri ve toksisitesi tam olarak bilinmemektedir.
Tavuk tiliyii protein hidrolizatlar1 (TTH), yiiksek azot, protein ve amino asit igerikleriyle
taninmaktadir. Bu calismada, musir fidelerinde Cu(OH)2 NP stresinin neden oldugu oksidatif
hasarin azaltilmasinda fidelere eksojen olarak uygulanan TTH'in potansiyelinin aragtirmasi
amaglanmustir.

Yontem: Bu calismada model bitki olarak misir kullanilmigtir. Hidroponik olarak yetistirilen
musir fidelerinin yapraklarina, 500 mg/L Cu(OH)2 NP ve 500 mg/L TTH piskiirtiildiikten sonra
fidelerde kok ve gévde uzunlugu, klorofil, protein, prolin ve toplam fenolik madde miktarlarinin
yani sira malondialdehit (MDA), hidrojen peroksit (H202) ve siiperoksit (Oze-) seviyeleri
Olglilmistiir. Ayrica askorbat-glutatyon (ASA-GSH) dongiisiinde yer alan enzimatik ve enzimatik
olmayan antioksidanlarin aktiviteleri ve miktarlar1 analiz edilmistir. Yine, antioksidan enzimlerin
aktivitelerindeki degisiklikler ve azot metabolizmas ile iliskili enzimlerin aktivitelerinin yani sira
antioksidan sistem, ASA-GSH dongiisii ve azot metabolizmasi ile iliskili genlerin
ekspresyonlarindaki degisiklikler RT-PCR kullanilarak belirlenmistir.

Bulgular: Calismada Cu(OH). NP stresinin asirt ROS iiretimine yol agtigi, bitki biiyiimesini
engelledigi ve dogal savunma sistemine zarar verdigi gdzlenmistir. Bununla birlikte, Cu(OH)2 NP
stresi altindaki fidelere TTH uygulamasiin lipid peroksidasyonunun yani sira Oze- ve H20>
birikimini azaltarak stresin etkilerini hafiflettigi goriilmistiir. TTH’1in bunu hem enzimatik hem de
enzimatik olmayan antioksidan aktivitelerini artirarak, gen ekspresyonunu diizenleyerek ve ASA-
GSH dongiistinii modiile ederek basardigi tespit edilmistir. Ayrica, misir fidelerinin kok ve
govdesindeki Cu konsantrasyonunun, Cu(OH), NP uygulamas: ile o6nemli 6l¢iide arttig1
kaydedilmistir. Cu(OH). NP stresi altinda, eksojen TTH wuygulamasinin, ilgili genlerinin
ekspresyonu ile birlikte nitrat rediiktaz, nitrit rediiktaz, glutamin sentaz, glutamat sentaz ve
glutamat dehidrogenaz enzimlerinin aktivitelerini artirdig1 belirlenmistir.

Sonugc: Bu galigma, Cu(OH)2 NP stresinin kiiltiir bitkilerinde olumsuz kosullari tetikledigini, bitki
biliylimesini engelledigini ve Cu igerigini ve oksidatif stres belirteclerini artirdigimi ortaya
koymustur. Ote yandan, TTH uygulamasmin, ©6nemli antioksidan molekiillerin
konsantrasyonlarini artirarak ve oksidatif savunma sistemi enzimlerini aktive ederek bu olumsuz
etkileri hafiflettigi gozlenmistir. Yine, TTH in bitkilerde azot metabolizmasini olumlu yonde
etkiledigi tespit edilmistir. Bu bulgular, TTH'in Cu(OH)2 NP'nin zararh etkilerine kars1 koymak
icin umut verici bir madde olarak kullanilabilecegini ve bdylece tarimda bitki sagligini ve
tiretkenligini artirabilecegini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: antioksidan sistem, ASA-GSH dongiisii, azot metabolizmasi, gen
ekspresyonu, nanopestisit, tavuk tiiyii protein hidrolizati

Temmuz 2023, 112 Sayfa



ABSTRACT

Ph. D. DISSERTATION

DETERMINATION OF THE EFFECTS OF CHICKEN FEATHER PROTEIN
HYDROLYZATE APPLIED TO MAIZE (Zea mays L.) SEEDLINGS EXPOSED TO
COPPER OXIDE NANOPESTICIDE ON NITROGEN METABOLISM,
ANTIOXIDANT SYSTEM AND ASA-GSH CYCLE BY PHYSIOLOGICAL,
BIOCHEMICAL AND MOLECULAR ANALYSIS

Aykut KARAMAN
Supervisor: Prof. Dr. Ozkan AKSAKAL

Purpose: Copper-based nanopesticides (Cu(OH), NP) have gained popularity as fungicides in modern
agriculture. However, there is limited research on the behavior, movement, and toxicity of these
nanopesticides in crop plants. Chicken Feather Protein hydrolysates (CFPH) are known for their high
nitrogen, protein, and amino acid content. This study aimed to investigate the potential of CFPH in
mitigating oxidative damage induced by Cu(OH)2 NP stress in maize seedlings.

Method: In this study, maize was selected as the model plant. Hydroponically grown maize seedlings
were subjected to leaf spraying of 500 mg/L Cu(OH). NP and 500 mg/L CFPH. The effects on root
and stem length, chlorophyll content, protein content, proline content, total phenolic content, as well as
levels of malondialdehyde (MDA), hydrogen peroxide (H202), and superoxide (O2-) were evaluated.
Additionally, the activities of enzymatic and non-enzymatic antioxidants involved in the ascorbate-
glutathione (ASA-GSH) cycle were analyzed. Changes in the activities of antioxidant enzymes,
enzymes related to nitrogen metabolism, and the transcription of genes associated with the antioxidant
system, nitrogen metabolism, and ASA-GSH cycle were determined using RT-PCR.

Findings: Cu(OH), NP stress led to excessive ROS production, hindered plant growth, and damaged
the natural defense system. However, the application of CFPH mitigated these effects by reducing Oze-
and H202 accumulation, as well as lipid peroxidation. CFPH achieved this by enhancing both
enzymatic and non-enzymatic antioxidant activities, regulating gene expression, and modulating the
ascorbate-glutathione cycle. Furthermore, Cu concentration in the root and stem of maize seedlings
increased significantly with Cu(OH), NP treatment. Under Cu(OH). NP stress, exogenous CFPH
administration improved the activities of nitrate reductase, nitrite reductase, glutamine synthase,
glutamate synthase, and glutamate dehydrogenase enzymes, along with the expression of their related
genes.

Results: The study revealed that Cu(OH), NP stress induces adverse conditions, impeding plant growth
and increasing Cu content and oxidative stress markers. However, the application of CFPH alleviated these
negative effects by boosting the concentrations of crucial antioxidant molecules and activating oxidative
defense system enzymes. Moreover, CFPH positively influenced nitrogen metabolism in plants. These
findings suggest that CFPH could serve as a promising supplement to counteract the harmful impacts of
Cu(OH), NP, thereby enhancing plant health and productivity in agricultural settings.

Keywords: antioxidant system, ASA-GSH cycle, chicken feather protein hydrolyzate, gene
expression, nanopesticide, nitrogen metabolism

July 2023, 112 Pages
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GIRIS

Bitkiler diinya ekosistemindeki varliklari, iglevleri, yapilar1 ve birincil {ireticileri
olmalar1 nedeniyle yasamin devami igin vazgecilmez unsurlardan biridir. Bitkiler ¢evreden su
ve bazi inorganik maddeleri alarak 1s1k enerjisi yardimiyla hem kendileri hem de diger
canlilar i¢in gerekli besin maddelerini iiretirler. Bu islemi gergeklestirirken ekosistemdeki
mevcut karbondioksit ve oksijen dengesinin saglanmasina, azot ve fosfor dongiilerinin
ayarlanmasina son derece &nemli katki saglarlar. Ote yandan heyelan, sel ve erozyonun
onlenmesinde bitkilerin 6nemli islevleri vardir. Buna ilaveten, bitkiler toprak i¢in organik
giibre olarak kullanilirlar, bir¢ok canliya ev sahipligi yaparlar ve canlilarin temel besinlerini
olustururlar. Bitkiler ayrica kimya, tip, kozmetik, mobilya, ila¢ gibi bir¢ok sektorde
hammadde olarak kullanilirlar (Mahajan and Tuteja 2005).

Tiim canlilar gibi bitkiler de biiyiime ve gelismelerini siirdiirebilmek ve yasamlarini
devam ettirebilmek i¢in optimum 151k, 1s1, minarel madde, nem ve sicaklik sartlarina ihtiyag
duymaktadir. Ancak giiniimiizde giderek artan olumsuz cevre kosullari bitkilerin biiylime,
gelisme ve verimliliklerini biiyiik oranda siirlandirmaktadir (Gallego et al. 1996). Bitkilerin
fizyolojik ve biyokimyasal fonksiyonlarini bozarak hasar olusturan, iirlin kayiplarina neden
olan etkenlerin basinda biyotik (rekabet, patojenler vs.) ve abiyotik (sicaklik, tuzluluk,
kuraklik, agir metaller vb.) stres faktorleri gelmektedir (Biiyiik vd 2012). Yeryiiziinde {iriin
veriminin diisiik olmasinin ana nedeni olarak ise kuraklik ve tuzluluk gibi abiyotik stres
faktorleri gosterilmektedir (Bray et al. 2000). Bitki biiyiimesi ve iiretkenligi biiyiik 6l¢iide
azot metabolizmasi tarafindan belirlenmektedir (Xie et al. 2019). Cok sayida g¢alismada
abiyotik stres faktorlerinin azot metabolizmasini giiclii bir bigimde etkiledigi, azot alinimi ve
tasinimint kesintiye ugrattigi bildirilmistir (Heldt and Piechulla 2011). Bilindigi gibi azot
metabolizmasinda gerceklesen olaylar bitkilerin yasaminda, veriminde ve en temel
biyokimyasal siirecleri igermesinden dolay1 azot metabolizmasindaki en kiigiik bir bozulma
yada aksaklik, protein sentezinden hiicre boliinmesine, enzim aktivitesinden biiyliime ve
gelismeye, nihayetinde bitki verimine kadar biitiin bitki proseslerini dogrudan veya dolayh
olarak etkilemektedir. Bir makro element olarak azot (N) karbon (C), hidrojen (H) ve
oksijenden (O) sonra bitki yapisinda en fazla bulunan elementtir. Bu element fotosentetik
pigmenler dahil proteinler, niikleik asitler gibi ¢esitli hiicresel metabolitlerin nemli bir

bilesenidir. Bununla birlikte, diinya atmosferinin %78 ni olusturan molekiiler azot, (N2; N-N)



indirgenmedikge bitkiler tarafindan kullanilamaz. Ototrofik biiyiime sirasinda, hiicresel
organik madde olusumu i¢in gerekli azot miktari iki farkli metabolik yolla inorganik azottan

karsilanir. Bunlar;

1. Molekiiler azotun (N2) havadan fiksasyonu ile bitkiye alinmast;

2. Su veya toprakta bulunan amonyumun (NHs*) veya nitrat (NO3") asimilasyonudur.

Bazi bakteriler, ozellikle siyanobakteriler, atmosferik azotu (N2) kullanilabilir bir
forma doniistiirme yetenegine sahiptir. Bitkiler arasinda baklagiller, biyosferde bulunan
serbest azotu bazi azot fikse edici bakteriler veya siyanobakterilerle simbiyotik bir iligki
kurarak NOs™ asimilasyonundan {iretebilirler. NH4", genel olarak hayvanlarin ve bakterilerin
metabolizmasiyla organik ve atik maddelerin pargalanmasinin bir son {iriinii olarak meydana
gelir ve topraktaki bakteriler tarafindan nitrifiye edildikten sonra tekrar nitrat haline
oksitlenerek dontstiriiliir. Bu durum, topraktaki nitratin ve bitkilerdeki organik azotun
birbirleri arasinda siirekli bir dongiiniin oldugunu gésterir. NH4™ sadece yetersiz drenaja sahip,
yeteri derecede havalandirilmamis topraklarda yiiksek oranda birikir. Bundan dolay1 bu tiir
topraklarda oksijen yetersizliginden dolayi, nitrifikasyon bakterileri tireme sansi bulamaz.
Toprakta varolan NO3  yerine NH4", birgok bitkinin azot kaynagini olusturarak kullanilir
(Heldt and Piechulla 2011).

Azot Déngtistu

Sekil 1. Azot dongiisiiniin sematik gosterimi



Kara bitkilerinin ¢ogunda, kokler yoluyla alinan nitrat, hem koklerde hem de
yapraklarda asimilasyona ugrayarak organik maddenin bir parcasi haline gelir. Tek yillik otsu
bitkilerde nitrat asimilasyonu, kok ve govde yapilarindan dolayr agirlikli olarak otsu govde
veya yapraklarda gergeklesir. Bununla birlikte, bazi otsu bitkiler, 6zellikle erken biiylime
asamalarinda 6nemli olan nitrat1 koklerinde dziimseyebilirler. Ote yandan, pek ¢ok odunsu
bitki (6rnegin, agaglar, calilar, makiler), soya fasulyesi, nohut ve fasulye gibi baklagiller
nitrat: 6ncelikle kokleri yoluyla alirlar. Genel olarak nitrat, kok hiicrelerine girdikten sonra ii¢
farkl1 yolu takip eder. Bunlardan biri vakuolde nitratin gegici olarak depolanmasi veya kokiin
epidermal ve kortikal hiicrelerinde NH4"'ye doniistiiriilmesidir. Bu hiicrelerde olusan NHa4",
oncelikle glutamin ve asparagin gibi amino asitlerin sentezlenmesi i¢in kullanilir. Bu amino
asitler veya amidler, ksilem kanallar1 yoluyla yapraklara tagmabilir. Ote yandan, kokiin nitrat
asimilasyon kapasitesi maksimuma ulastiginda, emilen fazla nitrat ksilem yoluyla kdklerden
yapraklara tasinir. Yapraklarda tasinan nitrat ya dogrudan mezofil hiicrelerinde NHa™a
dontistiiriilir ya da daha sonra kullanilmak {izere ayni hiicrelerin vakuollerinde depolanir
(Heldt and Piechulla, 2011). Nitrat, bitkilerin farkli doku ve organlar1 arasinda kolayca
taginabilir veya kofullarda uzun siire depolanabilir. Bununla birlikte, belirli proteinlerin ve

organik bilesiklerin biyosentezinde kullanilmasi igin NOs™iin NH4"'e indirgenmesi gerekir.

Azot (N), diger birgok canli organizma icin gerekli oldugu kadar bitkiler i¢in de
hayati bir elementtir. Bitkiler azotu topraktan NO3™ ve NH4" formlarinda alirlar. Azot kaynagi
olarak kullanilan NOg3™ eksiksikliginde bitki biiylimesi azalir veya tamamen durur. Bu etkinin
kapsami bitkinin tipine, fizyolojisine ve biyokimyasal bilesimine baglidir. NO3™ bitkiye
alindiktan sonra hemen organik madde yapisina entegre olamaz. NO3™ 'iin asimile edilmeden
ve organik madde yapisina dahil edilmeden 6nce NH4™'e indirgenmesi gerekir. Dort temel
enzim, yani Nitrit Rediiktaz (NiR), Nitrat Rediiktaz (NR), Glutamin Sentaz (GS) ve Glutamat
Sentaz (GOGAT), nitratin (NO3s’) asimilasyonunda rol oynar. Bu enzimlerin aktivitelerinin
izlenmesi, bitkilerde azot asimilasyonunun mevcut durumu hakkinda bilgi saglar. Ayrica,
stres esnasinda azot metabolizmasindaki enzimlerin aktivitelerinin diizenlenmesi, stresin

neden oldugu hasar1 6nemli 6lgiide azaltabilir veya ortadan kaldirabilir (Sangwan et al. 2014).

Giliniimiizde meydana gelen dogal afetler, hizla gelisen sanayilesme, degisen iklim
sartlar1 ve insanoglunun cevreyi kirletmesinin dogal bir sonucu olarak bitki gelisimi ve
verimliligi ciddi zarar gérmektedir (Chopra and Selote 2007). Diinya niifusunun 1900’Li
yillardan bu yana hizla artmasi ve gliniimiizde bu rakamin 7 milyar1 ge¢gmis olmasi gelecek 30
yil igerisinde yani 2050 yillarinda 9.7 milyara ulagsmasin1 6ngérmektedir (Ezeh et al. 2012).
Mahajan and Tuteja (2010) niifus artisina paralel olarak ekilebilir alanlarin giderek azaldigin



bildirmistir. FAO (Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Organizasyonu) verilerine gore de
yeryiiziindeki toplam islenebilir tarim arazisi alanlar1 giderek azalmakta ve artan niifusun gida
talebini karsilayamamaktadir. Gerek olumsuz c¢evre kosullari, gerekse artan niifus orani goz
ontinde bulunduruldugunda yakin gelecekte insanoglunun kitlikla karsi karsiya kalacagi ciddi
bir sorun olarak karsimizda durmaktadir. Giintimiizde diinya niifusunun o6nemli bir
boliimiiniin kronik aglikla karsi karsiya olmasi, bu gercegi olduk¢a kuvvetlendirmektedir

(Tilman et al. 2011).

Tarimda siirdiirtilebilirlik; arazi doniisiimii, su kullanimi, ekosistemlerin zirai
kimyasallar tarafindan kontaminasyonu agisindan kabul edilebilir ¢evresel etkileri olan,
yiiksek verimli tarimsal uygulamalari ifade etmektedir (Tilman et al. 2002). Son zamanlarda,
tarimda siirdiiriilebilirlik ve dogal kaynaklarin daha verimli kullanimini saglamak amaciyla
cesitli nanoteknolojik uygulamalar yapilmakta, bu uygulamalarda nanoemiilsiyonlar,
nanopartikiiller ve nanopestisitler kullanilmaktadir. Nanopestisitler; agrokimyasal iirlinlerin
dezavantajlari ortadan kaldirmak amaciyla ticari pestisitlerin kayitli aktif bilesenlerinin
yeniden yapilandirilmasini igeren nanomateryallerdir (Kah et al. 2013; Kah et al. 2014). Bir
cok inorganik nanopartikiiliin (Si, TiO2, Ag, Cu, CuO, Al) antifungal ve antibakteriyel 6zellik
tasidig1 ve nanopestisit olarak kullanildigi bildirilmistir (Zhao et al. 2017a). Nanopestisitlerin
yapiminda kullanilan nanomalzemeler ¢ogunlukla aktif bilesenlerin etkinligini artirmakta,
canli dokulara niifuzu kolaylastirmakta ve pestisit kullanim miktarin1 azaltmaktadir. Ticari
kimyasal pestisitlere kiyasla nanopestisitler hedef organizmalar iizerine diisiik
konsantrasyonlarda bile daha fazla etki gostermektedir (Kah et al. 2018). Uretilen ve
kullanilan nanopestisitlerin sayist arttikca bu pestisitlerin kiiltiir bitkileri ve hedef olmayan
diger organizmalar iizerine olas1 etkilerini anlamak, insan ve ¢evre sagligl acisindan biiytlik
onem tagimaktadir (Zhao et al. 2017b). Yine, nanopestisitler dogrudan insanoglu vasitasiyla
cevreye salindigindan bu pestisitlerin biyoakiimiilasyonu ve kiiltiir bitkileri iizerine etkilerinin
calisilmas1t nanomateryallerin ¢evredeki dagilimi hakkinda olduk¢a ©nemli bilgiler

vermektedir.

Son yillarda bakir bazli nanopestisitlerin kullanimi olduk¢a yayginlasmistir. Piyasada
bakir oksit aktif bilesenine sahip 200’den fazla pestisit bulunmaktadir (Zhao et al. 2017c).
Bakir bazli nanopestisitler topraklarin ¢ogunda bakir bulundugundan dolayr diger organik
kimyasal pestisitlerden daha az toksik olarak kabul edilirler. Bunula birlikte, bakir iyonlari
bitki hiicrelerinde reaktif oksijen tiirevlerinin (ROT) olusumunu indiiklemekte ve ROT
birikimi membran lipidleri, DNA zincirlerinin kirilmasina, enzimlerin inaktivasyonuna,

proteinler ve niikleik asitler tizerinde oksidatif hasara yol agmaktadir. Oksidatif stres boyunca,



ROT’lar bitki hiicresinin mitokondri, kloroplast, peroksizom ve nukleus gibi farkh
kisimlarinda olusarak hiicrede diizeltilemez boyutta zarara sebep olur ve hatta 6liime bile
neden olabilir. Ayni zamanda, ROT’lar hiicre igerisinde savunma mekanizmasi olan
antioksidan sistemini harekete gec¢iren redoks tepkimelerini basalatan sinyal molekiilleridir.
ROT’lar kolayca elektron alig-verisine giren, kisa dmiirlii, bir veya daha fazla eslesmemis
elektrona sahip, kararsiz ve ¢ok reaktif molekiiller olarak tanimlanabilir. Baglica ROT ‘lar;
Bunlardan biri oksijenin yiiksek enerjili formu olan singlet oksijendir. Siiperoksit radikali
(O2-7) molekiiler oksijen (O2) bir elektronunu transferi sonucu kararsiz bir yapi olan superoksit
(O27) anyonu olusmaktadir. H.O. orta derecede reaktif ve daha uzun Omiirlii bir serbest
radikaldir. Oksijenin enzimatik olarak iki elektron ile indirgenmesiyle ya da siiperoksitlerin
enzimatik veya enzimatik olmayan tepkimeleri sonucu olusur. Hidroksil radikali (¢OH)
oksijen radikalleri igerisinde en aktif ve en toksik olanidir. En reaktif radikal molekiilii olan
hidroksil radikali (*OH) H.0O:’den metal katalizorlerin kullanildigi HaberWeiss veya Fenton
reaksiyonlart ile olusmaktadir. Cok sayida ¢alismada CuO bazli nanopestisitlerin misir, biber,
marul, feslegen, salatalik gibi ¢esitli mahsiil tiirlerinde oksidatif strese neden oldugu ortaya
konmustur (Zhao et al. 2016; Zhao et al. 2017b; Zhao et al. 2017c; Zhao et al. 2017d; Zhao et
al. 2018a; Zhao et al. 2018b). Bitkiler yiiksek ROT miktarin1 azaltmak igin enzimatik ve
enzimatik olmayan antioksidanlardan olusan etkili savunma sistemlerine sahiptir. Enzimatik
antioksidanlar arasinda peroksidaz (POX), siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT),
askorbat peroksidaz (APX) bulunur (Chawla et al. 2013). Enzimatik olmayan antioksidanlar
arasinda ise fenolik maddeler, flavonoidler, tokoferoller, askorbik asit (ASA) ve glutatyon
(GSH) bulunur (Rico et al. 2013). Bitkilerde, ASA — GSH déngiisii hiicresel redoks ve ROT
ile indiiklenen oksidatif strese kars1 korumada 6nemli bir diizenleyici olarak rol oynar (Shan
et al. 2018; Guo et al. 2020). GSH ve ASA'nin rejenerasyonu, yiiksek indirgenmis AsA /
[AsA + oksitlenmis askorbat, DHA] ve indirgenmis GSH / [GSH + oksitlenmis glutatyon,
GSSG] oranlarinin korunmasi ve oksidatif strese bitki toleransinin belirlenmesi igin ¢ok
onemlidir. ASA-GSH dongiisiiniin islevi, APX, monodehidroaskorbat rediiktaz (MDHAR),
glutatyon rediiktaz (GR) ve dehidroaskorbat rediiktaz (DHAR) gibi ilgili antioksidan
enzimlere baglidir (Apel et al. 2004).



H,0 AsA NADPH

APOD MDITAR
H,0, MDHA NADP*
AsA +DHA GSSG NADP*
OUOI AsA GSH NADPH
SOD

Sekil 2. Askorbat-glutatyon dongiisiisiiniin sematik gosterimi (APOD: askorbat peroksidaz;
MDHA: monodehidro askorbat; AsA: askorbik asit; DHA: dehidro askorbat; MDHAR:
monodehidroaskorbat rediiktaz; DHAR: dehidroaskorbat rediiktaz; GSSG: oksitlenmis
glutatyon; GSH: indirgenmis glutatyon; GR: glutatyon rediiktaz) (Dogru, 2006).

Kloroplastlarda, mitokondrilerde, peroksizomlarda ve sitozolde aktif bir sekilde islev
goren askorbat-glutatyon dongiisiit ROT’lara kars1 gelistirilmis en temel savunma mekanizmasi
olarak gorev alir (Edrewa, 2005). Bu dongii herhangi bir ROT olusumuna yol agmadan H20>’

nin su ve oksijene kadar pargalanarak detoksifikasyonunu saglar (Sekil 2).

Askorbat-glutatyon dongiisiinde bulunan enzimler APOD, MDHAR, DHAR ve
GR’dir. Bu enzimlerden APOD, indirgeyici molekiil olarak askorbati kullanarak hidrojen
peroksidi pargalarken; MDHAR ve DHAR enzimleri askorbatin rejenerasyonunu saglar.
Askorbatin rejenerasyonunun saglanmasi i¢in gorev yapan enzimlerden MDHAR indirgeyici
molekiil olarak NADPH’yi, DHAR ise glutatyonu kullanmaktadir. Elektronunu vererek

oksitlenen glutatyon ise GR enziminin katalizledigi bir reaksiyonla yeniden indirgenir.

Zhao et al. (2017) 100 mg Cu(OH)2 nanopestisiti uygulanmis misir bitkisinde kontrole
kiyasla klorofil a ve klorofil b miktarinin, yaprak biyomasinin énemli oranda azaldigini rapor
etmistir. Yine ayni1 ¢calismada antioksidan savunma sistemi ile iligkili CAT, GST1 ve POD
genlerinin ekspresyonlarinin 6nemli dl¢lide azaldigi, SOD1A geninin ekspresyonunun énemli
Ol¢iide arttig1 bildirilmistir. Aynm1 yazarlar tarafindan yapilan bir bagka ¢aligmada Cu(OH):
nanopestisiti uygulanmis marul bitkisinde total antioksidan kapasitenin diistiigii, askorbik asit,
kafeik asit, GABA ve oksoprolin, alanin ve aspartik asit gibi aminoasitlerin miktarinin énemli

Ol¢iide azaldig1 rapor edilmistir. Cu(OH)2 nanopestisiti uygulanmis 1spanak bitkisi lizerinde



yapilan metabolomik analizler askorbik asit, tokoferol, ferulik asit gibi antioksidanlarin
miktarinda azalmanin oldugunu, seker konsantrasyonlarmin ve bitkideki mineral

kompozisyonunun énemli dl¢iide degistigini ortaya koymustur (Zhao et al. 2017) .

Nanoteknolojiyi tarima entegre etmek heniiz yeni bir alan olsada Cu(OH). aktif
bilesenleri tagiyan ve halihazirda ticarilestirilmis mantar ilaglar1 ve bakterisitler piyasada
bulunmaktadir. Kocide 3000, nanopartikiiller ve mikron biiyilikliiglinde Cu parcaciklar1 ve
Cu(OH)2’den olusan nanotabakalar igeren ticari bir nanopestisittir (Adeleye et al. 2014). Bu
nanopestisit suda ¢oziindiiriildiikten sonra cesitli mantar ve bakteri hastaliklarin1 6nlemek i¢in
bitkilere plskiirtiilmektedir. Kocide 3000 yem bitkileri, sebzeler, meyveler ve agaglar dahil
olmak {tizere ¢esitli bitkilere uygulanmakta ve organik tarim i¢inde kullanilabilmektedir
(Simonin et al. 2018). Kocide 3000’in antifungal ve antibakteriyel ozelligi temel olarak
Cu(OH)2 partikiillerin ¢6ziinmesini takiben ortama siirekli Cu iyonu salinimindan
kaynaklanmaktadir (Keller et al. 2017). Kocide 3000 bitkileri mantar ve patojenik bakteri
hastaliklarindan korumakla birlikte bitki beslenmesinde 6nemli rol oynayan (mikoriza ve azot
fikse eden bakteriler gibi) mikroorganizmalar iizerinde olumsuz etkilere yol agabilmektedir
(Simonin et al. 2018). Ayrica toprak verimliligini saglayan mikroorganizmalar genis
spektrumlu etki gdsteren bu nanopestisite karsi duyarlidir (Simonin et al. 2018). Bu nedenle
tekrarlanan Kocide 3000 uygulamalari uzun vadede bitki ve toprak verimliligi lizerinde
istenmeyen etkilere neden olabilmektedir.

Tarimda iiriin verimini ve kalitesini artirmak i¢in uygulanan yontemlerden biri gesitli
biiyiime regiilatorlerinin veya kimyasallarin eksojen olarak bitkilere uygulanmasidir. Bu
uygulamalar bitkide verim ve iriin artisim1 bir dereceye kadar artirmakla birlikte, bitkisel
hastaliklara direnci yeterince saglayamamakta ve kullanilan kimyasallarin ¢evreye ve insan
saghgi tlizerine olumsuz etkileri bulunmaktadir. Buna ilaveten, bitkilere eksojen olarak
uygulanan bu maddeler bitkilerin ¢esitli doku ve organlarinda birikmekte ve onlar tiiketen
organizmalarda saglik sorunlarina yol acabilmektedir. Diger taraftan bu maddelerin gevreye
salinmas1 ¢evre kirliligine ve hedef olmayan organizmalarda toksik etkiye neden
olabilmektedir. Bu ylizden siirdiiriilebilir tarim i¢in ¢evreyle dost organik maddelerin
kullanim1 giderek ©nem kazanmaktadir (Lisiecka et al. 2011). Tarimda yeni, ucuz ve
stirdiiriilebilir organik maddelerin bitki biiyiitiilmesinde kullanilmasi verimliligi artirmanin
yani sira, topragin biyolojik, kimyasal ve fiziksel yapisin1 da énemli dlgiide gelistirmektedir
(Colla et al. 2015). Son yillarda bitki biiyiime ve gelismesinde kullanilan alternatif organik
maddelerin bir grubu hemen hemen tiim bitkisel dokular tarafindan kolayca alinabilen, diisiik

molekiiler agirlikli peptidler ve amino asitlerden olusan protein hidrolizatlaridir (Kunicki et



al. 2010). Genellikle bitki yapraklarina fide doneminde uygulanan bu hidrolizatlar, topraktan
mineral maddelerin ve suyun almimii uyarmakta, fotosentez, protein sentezi ve abiyotik
stresle iligkili baz1 biyokimyasal mekanizmalar1 etkileyerek bitkilerde biiylime, gelisme ve
iirtin verimini artirabilmektedir (Ertani et al. 2014). Bu hidrolizatlardan bazilar1 bitkilerde
cesitli katyonlar1 selatlayabilmekte ve strese toleransi tesvik etmektedir. Ancak strese tolerans
bitkinin yasam evresine, protein hidrolizatinin uygulandigi doneme, g¢evresel kosullara,
uygulanan konsantrasyona ve bitki tiirline bagl olarak degisiklik gostermektedir (Kunicki et

al. 2010; Ertani et al. 2014).

Protein hidrolizat1 kaynagi olarak kullanilabilecek amino asit igerigi ¢esitli, protein
orani yiiksek ve ¢evrede bol miktarda bulunan atik {irtinlerden biri tavuk tiiyiidiir (Colla et al.
2015). Bilindigi gibi her yil gida amaciyla yiizbinlerce ton tavuk kesilmekte ve yaklasik
7.7x108 kg tavuk tilyii atik olarak kalmaktadir. Tavuk tilyiiniin igerisinde protein kaynag
olarak bol miktarda keratin bulunmaktadir. Ancak, keratini parcalayan keratinaz enzimi
sadece bazi bakteriler ve mantarlarda bulunmaktadir. Dolayistyla tavuk tiiyii keratininin
islenmeden canlilar tarafindan dogrudan protein kaynagi olarak kullanilmasi miimkiin
degildir. Bu yiizden tavuk tiiyiliniin sanayide kullanimi son derece azdir (Taskin, 2012). Tavuk
tilyii buhar basincinda, kimyasal maddeler uygulanarak veya enzimatik olarak hidroliz
edilebilmektedir. Bu yontemlerle tavuk tliylinde bulunan keratinin i¢erdigi aminoasitlerin
sindirilebilirligi arttirllmakta ve boylece canlilarin kullanabilecegi besin formuna
doniistiiriilebilmektedir. Tavuk tiiyli hidrolizatinin tavuk ve balik yemlerinin igerigine zengin
protein kaynagi olarak ilave edilebilecegi ¢esitli arastiricilar tarafindan bildirilmistir (Onifade
et al. 1998; Taskin et al. 2012). Yine tavuk tiiyii protein hidrolizatinin biyogiibre olarak
kullanilmast da miimkiindiir. Tavuk tiiyii protein hidrolizatinin, tohum ¢imlenmesi ve fide
biiyiimesi {izerine olumlu etki yaptig1 bildirilmistir. Ornegin, Gurav and Jadhav (2013) muz
bitkisine uygulanan tavuk tiiyli protein hidrolizatinin demet agirhigini artirdigini, kolza
bitkisinde ise biyokiitle artisina neden oldugunu rapor etmistir. Tavuk tliyli hidrolizatinin
icerdigi inorganik madde miktarmin hidroliz yontemine gore degistigi (Taskin et al. 2012)
tarafindan rapor edilmistir. Tavuk tiiyli protein hidrolizatinda prolin, sistein, glutamik asit,
glisin ve diger amino asitler dnemli oranda bulunmaktadir. Bu amino asitler antioksidan
savunma sisteminin bir pargast olan GSH’1n 6nciil bilesenleridir. Bilindigi gibi GSH, reaktif
oksijen tlirevlerinin etkilerini dogrudan azaltabilecek potansiyele sahip, kiikiirt
metabolizmasindan fitoselatin liretimine kadar ¢esitli metabolik siireglerde rol alan 6nemli bir
antioksidandir (Taskin, 2012). GSH’1 olusturan aminoasitler tavuk tiiyii protein hidrolizati
iceriginde oldukca fazla miktarda bulunmaktadir. Dolayisiyla tavuk tiyli kullanilarak

hazirlanan hidrolizatlarin nanopestisitlere maruz kalan bitkilerde AsA-GSH dongiisii ve azot

8



metabolizmasini etkileyerek bitkilerin strese olan direncini artirmasi kuvvetle muhtemeldir.

Nanoteknoloji doku miihendisligi, ilag, kozmetik, biyomedikal sistemler, farmakoloji,
elekrtonik, eczacilik ve tarim alanlarinda yaygin bir sekilde kullanim alanina sahiptir.
Nanopartikiiller , nanoemiilsiyonlar ve nanopestisitler giinlimiizde tarimda genis bir kullanim
alan1 bulmaya baslamistir. Nanomateryallerin kullanimindaki artigsa paralel olarak bu
materyallerin ¢evreye olan etkisi giderek 6nem kazanmistir. Tarimda nanopestistler gibi
nanoemiilsiyonlarin gelistirilmesi  i¢in olduk¢a umut vadedici ¢ozlimler geligmistir.
Geleneksel pestisitlerle kiyaslandiginda nanopestisitler canli dokularmma daha fazla niifus
ederek veya pestisiti ucucu hale getirerek daha az pestisit kaybi ve daha fazla biyoyararlanim
gibi avantajlar saglar. Cozinmez ya da az c¢oziinilir pestisitler ile karsilagtirildiginda
¢oOziinebilirlik artar; abiyotik ve biyotik kosullar altinda hizli bozunma ve pestisit salinimi
kontrol edilebilir. Bu durum hem pestisit salinimin1 hemde tekrarlanma islemleri azaltir.
Bununla birlikte nanopestisitlerin kullanimi fizikokimyasal ve toksikolojik 6zellikleri
bilinmeyen kimyasallar {izerine etkilerinin ¢evreye verecegi olumsuzluklarin tam olarak

bilinmemesi giivenilir olmayan sonuglar dogurabilir.

Omegin daha yiiksek oranda biyoyararlanimdan faydalanmak icin kullanilan
nanopestisitler hedef olmayan organizmalarin {izerinde olumlu ya da olumsuz etki
olusturabilir. Benzer bi¢cimde nanopestisitlerin daha diisiik oranda bozunmasi ve sinerjik
etkiye neden olmasi beklenmedik toksisiteye ve hedef olmayan organizmalarda zarara neden
olabilir. Bitkilerde ve hayvanlarda nanopestisitlerin metabolik faaliyetleride bilinmemektedir.
Dahast nanopestistlerin  ¢oziiniirliiglindeki bir artis dogal su kaynaklarin1 kirletme
potansiyelini artirabilir. Bu baglamda nanopestisitlerin hedef olmayan organizmalar {izerine
etkisinin degerlendirilmesi giincel ve 6nii agik arastirma alanidir ve oncelikli alanlar arasinda

yer almaktadir.

Bu ¢alismada, Cu(OH)2 nanopestisitine maruz kalan misir fidelerine eksojen olarak
ugulanan tavuk tiiyli hidrolizatinin etkisi fizyolojik, biyokimyasal ve gen trasnkripsiyonu

seviyesinde degerlendirilecektir. Bu amacla,

i Misir fidelerinde kok uzunlugu ve gévde uzunlugu olgiilecek,

i Malondialdehit miktari, H202 seviyesi ve siiperoksit anyon miktarlarindaki
degisime bakilacak,

iii  Klorofil miktari, fenolik madde miktari, protein ve prolin miktarlari, AsA ve GSH
miktarlar1 belirlenecek,

IV Antioksidan enzimlerin ve azot metabolizmasinda yer alan enzimlerin

aktivitesinde olusan degisimler dl¢iilecek,



v RT-PCR kullanilarak antioksidan sistem, azot metabolizmasi ve AsA-GSH
dongiisii ile iliskili genlerin transkripsiyonlarinda meydana gelen degisimler tespit

edilecektir.
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KURAMSAL TEMELLER

Kiiresel olarak niifusun biiyiik bir boliimii ge¢imini tarimdan saglamakta ve gida, yem
ve lif bitkileri tiretimi ile ugragsmaktadir. Diinya niifusunun 2050 yilina kadar 10 milyara
ulagmasi beklenmekte ve 6zellikle gelismekte olan iilkelerde niifus artis hizinin yogun olacagi

tahmin edilmektedir (Carvalho 2006).

Teknolojik yenilikler {irin kalitesi ve verimini artirsa da, gelecekte dogal kaynaklarin
bozulmasi, biyogesitliligin kaybi, bitki hastaliklarinin  yayginlagsmasi, boceklerin  bir
boliimiiniin pestisitlere direncli hale gelmesine bagl olarak iirlin veriminin diisecegi tahmin
edilmektedir. Baz1 aragtirmalara gore diinya ¢apinda haserelerin %14’liik bitki patojenleri ve
yabani otlarin ise %13’liik iiriin kaybina neden oldugu tahmin edilmektedir (Dhawan and
Peshin 2009). Bilindigi gibi bocekler, patojenler ve yabani otlarla basa ¢ikmak igin en uygun
strateji pestisit ve herbisit uygulamalaridir. Pestisitler, kolay bulunabilirlikleri, etkinlikleri ve
uygulama kolayliklari nedeniyle tarimsal ekosistemlerde verimi ve Kaliteyi artirmak igin
yaygin olarak kullanilmaktadir. Pestisitlerin yaygin kullanimina bagh olarak, ¢evre kirliligi,
hasere direnci, biyolojik birikim ve saglik sorunlari ortaya c¢ikmaktadir. Bu sorunlarin
tistesinde gelmek icin tarimda kullanilan pestisit miktarinin azaltilmasi gerekmektedir. Son
yillarda pestisit kullanimmi azaltmak i¢in nanoteknoloji oldukg¢a ¢ekici bir ara¢ haline
gelmekte ve her gecen giin bu teknolojiye bagli yeni iirlinler piyasaya siiriilmektedir.
Nanoteknolojinin kullanimi, pestisit etkinligini artirarak, aktif bilesenlerin stabilitesini
tyilestirerek, gerekli pestisit dozunu azaltarak ve tarimsal girdileri koruyarak geleneksel
pestisitlerle iligkili sinirlamalarin tistesinden gelmektedir (Jasrotia vd. 2018). Yeni gelistirilen
nano tabanli formiilasyonlardan ise hedefe O6zel, kararl, farkli ortamlarda aktif olmasi,
formiile edilmesi, uygun maliyetle iiretilmesi ve tercihen yeni bir teknolojiye sahip olmasi
beklenmektedir (Smith et al. 2008). Nanopestisitler tarimda yaygin kullanilan nanoteknolojik
tirtinler arasinda yer almaktadir (Sasson et al. 2007; Hayles et al. 2020; Kashyap et al. 2020).
Nanopestisit formiilasyonlar diisiik toksisite, biyouyumluluk ve daha yiiksek biyoyararlanim
gostermis olsa da, uygulama alanlar1 hala smirlidir ¢linkii nanoteknolojinin  veya
nanopargaciklarin (NP'ler) kullanimi, toprak ve su kontaminasyonuyla baglantili olast toksik

etkilerin aragtirilmasini gerektirmektedir.
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Nanopartikiiller

Nanopartikiiller, nano 6lgekli dis boyutlara veya i¢ yapilara sahip malzemeleri ifade
eder. Nano 6l¢ek, yaklasik 100 nm'lik bir iist sinir1 olan boyut olarak tanimlanabilir (Sekil 3).
Parcacik boyutuna bagli olarak, nanoparcaciklar li¢ kategoride smiflandirilir: 1) ¢apr 100
nm'den kii¢iik olan ultra ince pargaciklar, 2) ¢ap1 100 nm ile 2,5 pm arasinda olan biriktirme
modu pargaciklari, 3) ¢apt 2,5 um'den biiyilik olan iri modlu pargaciklar (Sioutas vd. 2005).
Bununla birlikte Keck ve Miiller (2013) nanopartikiilleri partikiil boyutlarina ve biyolojik
olarak pargalanabilirliklerine gore dort siifa ayirmustir. Bunlar 1) 100 nm'den biiyiik ve
biyolojik olarak parcalanabilir olanlar, 2) 100 nm'den biiylik ve biyolojik olarak pargalanamaz
olanlar, 3) 100 nm'den kii¢iik ve biyolojik olarak pargalanabilir olanlar ve 4) 100 nm'den

kiigiik ve biyolojik olarak parcalanamaz olanlardir.

Bir nanosistem ise, aktif bir bilesen ve bir tasiyict olmak {izere iki temel bilesenden

olusur. Nanoformiilasyonlar ise;

1) inorganik bazl, kati ve biyolojik olarak pargalanamayan nanopartikiiller (altin,
giimiis, bakir, demir ve silika bazli nanopartikiiller)

2) organik bazli biyolojik olarak pargalanabilen nanopartikiiller (lipozomlar, kat1 lipid
ve polimerik nanopartikiiller)

3) hibrit (hem inorganik hem de organik bilesenlerin kombinasyonu) nanopartikiiller

olmak tizere tii¢ sinifa ayrilmistir.
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Sekil 3. Nano boyut araliginin yaygin olarak bilinen malzemelerle karsilastiriimasi
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Geleneksel Tarim Ilaclar {le ilgili Sorunlar

Pestisitler, 6nemli bitki koruma fiiriinlerinden biri olarak kabul edilir ve tarimda yaygin
olarak kullanilmaktadir. Yesil devrim doneminde kullanimlar, yiiksek verimli (iiriin
¢esitlerinin kullanilmasinin yani sira, {irlin verimini artirmaya yonelik énemli 6l¢lide katkida
bulunmustur (Popp et al. 2013). 1960'larin basinda Rachel Carson'in "Sessiz Bahar" kitabinin
yaymlanmasina kadar pestisit kullanimina bagli ¢evresel tehlikelerin gergekten fark edilmesi
mimkiin degildi (Kohler & Trieb-skorn 2013). O zamandan beri, insanlar ve hayvanlar
tizerindeki potansiyel toksisiteleri ve yasamin hassas ekolojik dengesi lizerindeki etkileri dahil
olmak iizere pestisit kullanimiyla iligkili riskleri degerlendirmek i¢in devam eden kiiresel
arastirmalar ylriitilmektedir. Bu alan giiniimiizde en ¢ok arastirilan konulardan biri olarak
kabul edilmektedir (Laborde 2008). Cesitli yontemlerle (piiskiirtme, toprak, tohum ilaglama
vb.) uygulanan pestisitlerin sadece %0,1'inin hedefe ulastigi, kalan %99,9'unun ise c¢evreye
sizarak toprak ve yeraltt sularmin kirlenmesine neden oldugu bildirilmistir (Goulson et al.
2015; Kumar et al. 2018). Buna ilaveten, se¢ici olmayan pestisitlerin kullaniminin, hedef disi

organizmalarin zarar gérmesine sebep oldugu ve ekolojik dengeyi bozdugu kaydedilmistir.

Zirai uygulamalarda (6rn. Islatilabilir Tozlar), piiskiirtme i¢in aktif bilesenin s1v1 fazda
uygun sekilde dagilmasi gerekmektedir. Su, diisiik maliyeti, kolay bulunabilmesi ve ekolojik
uyumlulugu nedeniyle pestisit uygulamalar1 i¢in en uygun ortamdir, ancak birgok pestisit suda
az ¢Oziiniir, hatta ¢oziinmez. Bu nedenle, pestisitleri ¢ozmek i¢in bilyiilk miktarda organik
¢oziicii kullanmak gerekir. Organik ¢6ziicli kullanimi ise, maliyet artigina, ¢evre kirliligine yol
acar (Stackelberg vd. 2001). Ote yandan, sprey etkinligi, pestisit formiilasyonundaki aktif
bilesenlerin stabilitesinede baghdir. Cevresel faktorler, pestisitleri hedef bolgelerine
ulagmadan 6nce bozabilir. Bir pestisitin kimyasal yapisi, kaliciligint ve hedef organizmalar
tizerine toksisitesini belirler. Bilindigi gibi kararli bilesikler, suda az ¢ozliniirler ve ¢evrede
kolayca pargalanamazlar ve bu nedenle yiizey sularin1 akmasi ile aquatik organizmalara kadar
ulagabilirler. Kimyasal pestisitlerin bir boliimii lipofiliktir ve sudaki organizmalarin yag
dokularinda birikme ve boylece besin zincirine girme egilimindedir. Pestisit konsantrasyonu,
biyoakiimiilasyonu her besin zinciri seviyesinde artarak hayvan ve insan sagligi iizerinde
toksik etkilere neden olmaktadir. Bazen, pestisitlerin birbirleri ile etkilesimleri mahsuliin
bozulmasina yol agabilen fitotoksik etkiler de ortaya ¢ikarabilir (Rizzati vd. 2016). Geleneksel
pestisitlerin  kullanimiyla ilgili sorunlarin {istesinden gelmek icin, diinya c¢apinda
aragtirmacilar, nanoteknoloji ilkelerine dayali yeni bir pestisit tiirli, yani bir "nanopestisit"
gelistirmek igin ¢alismalara baslanmistir. Nanoteknoloji, kimyasal pestisitlerle iligkili

sakincalar1 azaltma potansiyeline sahiptir. Malzeme boyutunun nano seviyeye diistiriilmesi
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verimliligin ve dayaniklihi@in artisina, hedef dis1 etkilerin ise azalmasina yol agarak bitki

koruma fiirtinleri i¢in ¢esitli avantajlar saglar.

Nanopestisitlerin Yararlari

Kimyasal pestisitlerden farkli olarak, nanoformiilasyonlar, ¢déziinmeyen veya az
¢oziinen aktif bilesenlerin ¢ozliniirliigiinii artirmak ve biyosidi kontrollii ve hedefli bir sekilde
serbest birakmak i¢in 6zel olarak tasarlanmistir (Margulis-Goshen & Magdassi 2013). Bu
nedenle, alan basina uygulama i¢in daha az miktarda aktif bilesen yeterlidir ve aktif bilesenler
uzun siire etkili kalabilir. Buna bagli olarak kullanilan doz azalir, tiretim maliyeti diiser, hedef
dis1 organizmalar az etkilenir ve fitotoksisite diiser (Sekil 4). Ayrica, kontrollii salim

formiilasyonlari i¢in, aktif bilesen salinana kadar pestisitin aktif kalmamasi 6nemlidir.

Nanokapsiiller, nanokiireler, nanojeller ve miseller en sik sentezlenen kontrollii salim
formiilasyonlaridir. Nanoformiilasyonlarin hazirlanmasi bazi fiziksel ve kimyasal yontemler
gelistirilmistir. Bunun bir 6rnegi, su bazli soliisyonlarda hidrofobik aktif bilesenlerin
dagilimmi arttirmak i¢in bir polimer matrisin kullanildigr nanokapsiillemedir. Bu teknik,
pestisitlerin biyosidal aktivitelerini korurken yiiksek secicilikle kontrollii salinimini saglar
(Peteu et al. 2010). Bir aktif bilesenin salim modeli, polimerik matrisin kimyasal 6zellikleri,
kimyasal baglarin giicii ve pestisit molekiillerinin boyutu gibi faktdrlerden etkilenir. Su ile
temas ve belirli uyaranlara maruz kalmanin ardindan, aktif maddeyi igeren polimerin

difiizyonu veya bozunmasi baglar.

Kontrollii kapsiilleme tarimsal uygulamalarda yaygin olarak kullaniimaktadir.
Kontrollii kapsiilleme teknolojisi kullanilarak hazirlanan salim formiilasyonlarinda,
hidrofobik veya hidrofilik biyoaktif bilesikler, Ornegin lesitin tarafindan olusturulan
lipozomlar ve misellerde tutulabilirler. Bunlar, kullanilan pestisit miktarin1 azaltabilir,
kararsiz ¢ekirdek malzemelerin stabilitesini artirabilir, salinan kimyasallarin keskin kokularini
bastirabilir ve tastyicit sistemlere biyouyumlulugu giivence altina alabilir. Kitosan, biyolojik
olarak pargalanabilirligi, toksik Olmamasi ve adsorpsiyon yetenegi nedeniyle kontrollii
dagitim icin degerli bir tasiyict olmaya adaydir. Bir kitosan matrisi kapsiillenmis aktif
bilesenler i¢in koruyucu bir rezervuar olarak islev gorebilir, onlar1 ¢cevreleyen ortamdan korur
ve salinimlarin1 kontrol eder. Geleneksel formiilasyonlar ile karsilastirildiginda polimer
kapsiillii nanoformiilasyonlar kontrollii salim, azaltilmig buharlasma, bozunma ve siizme
kayiplarinin az olmasi gibi avantajlara sahiptir. Bununla birlikte, nanoformiilasyonlar
geleneksel pestisitlere kiyasla 6nemli dl¢iide farkli 6zelliklere sahip oldugundan solunum yolu

ile teneffiis edilmesi veya deriye niifuz etme potansiyeli arastirilmalidir (Cao et al. 2015).
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Sekil 4. Geleneksel pestisitlere kiyasla nanopestisitlerin avantajlari
Nanopestisitlerin Siniflandirilmasi

Pestisitlerin nanoformiilasyonlar1 kullanim amaglarina gore;

1) Suda ¢oziinmeyen aktif bilesenlerin ¢6ziiniirliigiinii artiran formiilasyonlar
2) Aktif bilesenlerin salim hizin1 yavaslatan formiilasyonlar
3) Hedeflenen teslimati ve artirtlmis kimyasal stabiliteyi saglayabilen formiilasyonlar

(Kah et al. 2013).

Nanoemiilsiyonlar

Nanoemiilsiyon pestisit formiilasyonlari, gelismis biyoyararlanim, gelismis kimyasal
stabilite ve kontrollii salim mekanizmalar1 dahil olmak f{izere gesitli avantajlara sahiptir.
Kullanilan yiizey aktif maddenin miktarina ve tiirline bagl olarak nanoemiilsiyonlar (i)
termodinamik olarak kararli ve (i) kinetik olarak kararli nanoemiilsiyonlar olarak
smiflandirilabilir. Termodinamik olarak kararli nanoemiilsiyonlar, polar olmayan pestisit sulu
fazda kismen ¢oziiniirken ve kritik misel konsantrasyonundan daha yiiksek
konsantrasyonlarda bulunan daha giiglii bir aktif maddeye sahip oldugunda olusur. Bu tiir
nanoemiilsiyonlar, uygun kimyasal 6zellikleri ve basit hazirlama teknikleri nedeniyle ticari
formiilasyonlar igin tavsiye edilir (Tomlin 2009). Bununla birlikte, bu tiir nanoemiilsiyonlarin,

yiiksek miktarda siirfaktan gereksinimi, maliyetinin yiiksek olmasi ve fitotoksisiteye neden
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olmasi gibi dezavantajlar1 bulunmaktadir (Katagi 2008). Diger taraftan, kinetik olarak kararli
nanoemiilsiyonlar, pestisit sulu fazda tamamen ¢oziinmediginde ve yiizey aktif maddenin
zayif iticiligi nedeniyle ylizey aktif madde molekiilleri misellerde minimum diizeyde
toplandiginda olusur (Mason et al. 2006; Song et al. 2009). Buradaki ana avantaj, daha genis
bir yiizey aktif madde yelpazesinin kullanilabilmesidir (Mc Clements 2012), ancak bu tiir
formiilasyonlarin en biiylik dezavantaji, ylizey aktif madde stabilizasyon i¢in kaplanmadan
once pestisit molekiillerinin nano boyutlu damlaciklara boliinmesinin gerekmesidir. Sonug
olarak, bu yaklasim, biiyiik Olgekte ticari pestisit iiretimi igin kullanissizdir (Anton et al.
2008).

Nanosiispansiyonlar/Nanodagihimlar

Nanostispansiyonlar veya nanodagilimlar, sivi bir ortamda dagilmis kristal veya amorf
kat1 nanopartikiiller formunda aktif bilesenler igeren pestisit formiilasyonlaridir (Kah et al.
2013). Bu formiilasyonlarin stabilitesi, nanoparcaciklar {izerinde adsorbe edilmis siirfaktan
gibi yiizey aktif madde molekiillerinin varliginda suda karistirilarak saglanir. Siirfaktan
molekiilleri, polar kisim sulu ¢ozeltiye uzanirken polar olmayan kisim kati pestisit
nanopargaciklari ile etkilesime girecek sekilde stratejik olarak diizenlenir (Acosta 2009).
Nanoemiilsiyonlarin aksine, nanodispersiyonlar yalnizca kinetik olarak stabil formiilasyonlar
olarak hazirlanabilir, bu da gelistirilmis pestisit ¢oziinlirliigii ve 50 nm ila 200 nm cap
araliginda pargacik boyutlari ile sonuglanir (Miiller & Junghanns 2006). Bu nanosiispansiyon
formiilasyonlari, gelismis biyoyararlanim, gelismis kimyasal stabilite ve kontrollii salim

mekanizmalar1 gibi avantajlar sunar.

Polimer Bazh Nanopestisit Formiilasyonlar:

Giiniimiizde, foto-labil aktif bilesenlerin korunmasina ve hasere yonetimi programlari
icin polimerler kullanan herbisitler, fungisitler ve insektisitlerin kontrollii salim
formiilasyonlarinin gelistirilmesine odaklanilmaktadir. Nanoemiilsiyonlar gibi, polimer bazl
dagitim sistemi, aktif bilesenlerin sulu ortamdaki dagilimim artirir, koruyucu bir rezervuar
oOrtiisii gorevi gorlir ve pestisitlerin kontrollii salinimini kolaylastirir. Aktif bilesenlerin yavas
salinimi, nanotasiyicinin bozunma 06zelliklerine, aktif bilesenler ile tasiyici arasindaki baga ve
hava kosullarina baghdir. Polimer bazli nanoformiilasyonlarin kullanilmasi, ekosistem
tizerindeki olumsuz etkilerini en aza indirirken aktif bilesenlerin etkinligini artirmak i¢in umut
verici bir yaklasim sunar. Bu, formiilasyonlardaki organik c¢oziiciilere ve ylizey aktif
maddelere olan bagimlilig1 da azaltir (Li et al. 2018). Polimer bazli kontrollii formiilasyonlar

sayesinde doz azaltilip, stabilite ve etkinlik artirilip kayiplar en aza indirilir (Chen & Yada
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2011). Bu formiilasyonlar farkli etki modlari, biyouyumluluk ve biyobozunurluk ile birden
fazla aktif bileseni bir araya getirerek karmasik dagitim sistemleri olustururlar. Nanopestisit
formiilasyonlari i¢in kullanilan polimerler esas olarak polisakkaritlerden (6r. kitosan, aljinatlar
ve nisasta) ve poliesterlerden olusur (6r. poli-e-kaprolakton ve polietilen glikol). Giiniimiizde
bal mumu, misir yagi, lesitin (Nguyen et al. 2012) ve kaju sakiz1 (Abreu et al. 2012) gibi
cevre dostu ve biyolojik olarak parcalanabilir dogal malzemelerin kullanimina yonelik artan
bir egilim vardir. Son yillarda nanojeller, miseller, nanokapsiiller, nanolifler, nanosferler ve

kitosan bazli nanoformiilasyonlar gibi ¢esitli polimer nanoformiilasyonlar gelistirilmistir.
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Sekil 5. Etken maddenin nanotasiyici sistemlere yiiklenme yoOntemleri a) nanopargacik
yiizeyine adsorpsiyon b) Nanoparcgacik cekirdegine ligandlar vasitasiyla tutturma c) Polimerik
kabugun i¢ine kapsiilleme d) Polimerik matris i¢ine hapsetme (Athanassiou et al. 2018)

Polimer Nanokapsiiller

Polimer nanokapsiiller, 6zellikle nanokapsiiller, hidrofilik veya hidrofobik bir merkezi
boslugu cevreleyen bir polimer kaplama ile karakterize edilen nano yapilardir (Soppimath et
al. 2001; Balaure & Grumezescu, 2014). Bu nanokapsiiller, 6nceden olusturulmus polimer
iretimi yoluyla veya uygun monomerlerin polimerizasyonu sirasinda pestisitlerle
yiiklenebilirler. Aktif bilesenlerin kapsiillenmesi i¢in polimerik malzemelerin kullanimi, ¢evre
dostu ve biyolojik olarak pargalanabilir yapilar1 nedeniyle yaygindir (Kumar et al. 2017;
Ramasamy et al. 2017). Arastirmacilar son zamanlarda polietilen glikol (PEG), poli-g-
kaprolakton (PCL), seliiloz, kitosan ve aljinat-jelatin gibi ¢esitli sentetik ve dogal polimerleri

kullanarak aktif olarak nanokapsiil formiilasyonlar1 gelistiriyorlar (Rani et al. 2017; Kumar et
al. 2018).

Bu polimer nanokapsiillerin dikkate deger bir avantaji, ticari formiilasyonlara kiyasla
onemli Olgiide daha yavas olan, suda aktif bilesenlerin kontrollii salimidir. Salim oranlar,
polimerin molekiiler agirlig1 ile dogru orantilidir (Shakil et al. 2010). Bu farkli polimerik
nanokapsiiller, diislik  maliyetlerini, secici  toksisitelerini ve biyolojik  olarak
parcgalanabilirliklerini korurken pestisit tiikketiminde azalmaya katkida bulunan oOzellikler

sergiler.
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Nanokiireler

Nanokiireler, tipik olarak 10 nm ila 200 nm ¢apinda degisen, daha biiyiik kiirelerle
karsilastirildiginda benzersiz boyuta bagli 6zellikler sergileyen kiiresel parcaciklari ifade eder
(Singh et al. 2010). Bu nanosferler, amorf veya kristal formda bulunabilir ve aktif bilesen i¢in
enzimatik ve kimyasal bozunmaya kars1 etkili koruma saglar (Lee & Kim, 2005; Mohanraj &
Chen, 2006). Nanokiirelerin hazirlanmasi, emiilsiyon-¢oziicii difiizyon yontemi kullanilarak
kolloidal siispansiyonlarin olusturulmasini igerir. Bu yontem, suyla karisabilen bir organik
¢Oziiciinlin yagh bir fazdan sulu bir faza difiizyonunun bir sonucu olarak meydana gelen
polimerin ara yiizey ¢okelmesine dayanir. Ek olarak, kolloidal siispansiyonun dondurularak
kurutulmasi yoluyla nanokiirelerin toz formlar1 elde edilebilir. Bu toz haline getirilmis

nanosferler, aktif igerigi UV bozunmasina karsi korur (Costa et al. 2014).

Miseller

Polimerik miseller, tipik olarak amfifilik blok kopolimerlerin kendiliginden bir araya
gelmesiyle olusan, 6nemli bir polimer bazli nanopestisit kategorisini temsil eder (Kataoka et
al. 2001). Bu miseller, sudaki amfifilik blok kopolimerlerin agregasyonundan kaynaklanan,
¢ekirdek-kabuk yapisina sahip kolloidal pargaciklardir. Hidrofobik gekirdek, pestisit igin bir
rezervuar gorevi gorlirken, hidrofilik dis kabuk, aktif bilesenin stabilitesine, sulu
¢cozlinirligiine ve etkisizlestirilmesine katkida bulunur (Pérez Quifiones et al. 2018).
Hidrofilik bloklarin montaji, ¢ekirdegi ve aktif bilesenlerini bozunmadan, opsonizasyondan

koruyan ve suda ¢oziiniirliigii kolaylastiran koruyucu bir misel kabugu olusturur (Croy &
Kwon, 2006).

Miseller, yiiksek yiikleme kapasitesi, hidrofobik aktif bilesenlerin ¢oziinmesi, nano
ol¢ekli parcacik boyutlari, genis ylizey alanv/kiitle oran1 ve hedeflenen dagitim kapasiteleri
dahil olmak iizere dikkate deger 6zellikleri nedeniyle diger polimerik nano boyutlu dagitim
sistemleri arasinda 6nemli ol¢iide ilgi gormiistiir (Xu vd. 2013). Ayrica miseller, aktif
bilesenlerin siirekli ve talebe dayali olarak salinmasina izin vererek ¢esitli dig uyaranlara yanit
verir. Ornegin, misellerin 15132 duyarli 6zellikleri, belirli 151k kosullarma yamt olarak

kontrollii salimi1 miimkiin kilar (Jiang et al. 2006).

Nanojeller

Nanojeller, nano dlgekte var olan ve hidrofilik veya amfifilik polimer aglarin fiziksel
veya kimyasal ¢apraz baglanmasiyla olusan, yiiksek su tutma kapasitesi sergileyen hidrojel

bilesimleridir (Soni et al. 2016). Bu nanojeller, ¢esitli dogal veya sentetik polimerler veya
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bunlarin bir kombinasyonu kullanilarak gelistirilebilir. Essiz fiziksel ozellikleri, pestisit

uygulamalarinda diger nanomalzeme tiirlerine gore belirgin avantajlar saglar.

Nanosferlerle karsilastirildiginda, nanojeller birkag {istiin 6zellik sunar. Birincisi, suda
¢Oziinmezler, bu da onlar1 nemdeki degisikliklerle sismeye veya biizilmeye daha az duyarh
hale getirir (Bhagat et al. 2013). Ikinci olarak, nanojeller gelismis yiikleme ve kontrollii salim
kapasiteleri sergilerler (Paula et al. 2011). Hidrofilik yapilar1 nedeniyle, nanojeller yiiksek
biyouyumluluk sergilerler ve 6nemli bir ylikleme kapasitesi ile aktif bilesenleri verimli bir
sekilde kapsiilleyebilirler. Aktif bilesenlerin nanojel formiilasyonlarindan salinmasi, su
polimerik aga niifuz ettiginde gergeklesir, bu da pestisitlerin sismesine ve ¢dziinmesine ve
ardindan yiizeye difiizyonuna yol agar. Sonug olarak, pestisitlerin salinmasi, formiilasyonlarin

kimyasal bilesiminden etkilenen nanojellerin sisme 6zelliklerine yakindan baglidir.

Nanojeller, yalnizca pestisitleri bozulmaya karsi korumakla kalmaz, ayn1 zamanda
uyaranlara duyarl davranis sergileme, yumusaklik ve sisme gibi benzersiz dzelliklere sahiptir
ve hedef bolgede kontrollii ve kademeli salim saglar. Son yillarda, organik tarim standartlarini
karsilamak i¢in bitki koruma kimyasallarinda feromonlar, ugucu yaglar ve bakir igeren
nanojel formiilasyonlar1 kullanilmaktadir (Oh et al. 2008; Motornov et al. 2010; Mura, 2013;
Torchilin, 2014).

Nanolifler

Nanolifler, ¢ok cesitli polimerik malzemeler kullanilarak sentezlenebilir ve kii¢iik
boyutlu lifler olarak benzersiz 6zellikleri ve polimerlerin kendi 6zellikleri sayesinde gelismis
pestisit uygulamalari icin istenen Ozelliklere sahiptir. Nanolifler, kontrolli dagitim
formiilasyonlar1 olarak cesitli avantajlar sunar. Nanosferlere ve nanokapsiillere goére sahip
olduklar1 en 6nemli avantajlardan biri, aktif bilesenler polimerik matris i¢inde esit olmayan
bir sekilde dagildiginda meydana gelebilecek salim patlamalarini 6nleme yetenekleridir
(Xiang vd. 2013). Nanoliflerin salim profili, morfolojileri, gézenekli yapilar1 ve bilesimleri
ayarlanarak kontrol edilebilir. Kullanilan polimerlerin tiirii, aktif bilesenlerin ve polimerlerin
hidrofilikligi ve hidrofobikligi, ¢6ziiniirliik, katki1 maddelerinin varlig1 ve tampon ¢ozeltideki
enzimlerin varligt dahil olmak iizere ¢esitli faktorler nanoliflerin kontrolli salim

performansini etkiler.

Kitosan Nanoparc¢acik Bazh Formiilasyonlar

Kitinin deasetilasyonundan tiiretilen kitosan, bol miktarda bulunabilen dogal
polisakkaritler grubuna ait biyoaktif bir polimerdir (Badawy & Rabea 2011). Kitosan,

antimikrobiyal ve bocek oOldiriici aktivitesi, toksik olmamasi, modifikasyon kolayligi ve
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biyolojik olarak pargalanabilirligi nedeniyle biyomedikal endiistrisinde, tarimda, genetik
miihendisliginde, gida endiistrisinde ¢ok ¢esitli uygulama alanlarina sahiptir (Divya & Jisha
2018).

Kitosan, biyouyumlulugu, vyiiksek gegirgenligi, c¢ozlintirliigli, toksik olmamasi,
miikemmel film olusturma kabiliyeti, katyonik Ozellikleri ve maliyet etkinligi nedeniyle
agirhikli olarak nanotasiyici sistemler seklinde kullanilmaktadir (Shukla et al. 2013).
Kitosanin nanoformiilasyonlarda kullanilmasi, daha genis yiizey alani, daha kiigiik parcacik
boyutu ve artan mobiliteden yararlanarak etkinligi artirir (Sasson et al. 2007; Kah et al. 2013).
Aktif bilesenler igeren kitosan nanoparcaciklari, hiicre zarindan kolayca gecerek, aktif
bilesenlerin biyoyararlanimini artirir (Rodrigues vd. 2012). Ayrica kitosan, bitki yiizeylerine
kolayca yapisarak yiizey ve pestisidal aktif bilesenler arasindaki temas siiresini uzatir

(Kashyap et al. 2015).

Lipid bazh Nanopestisit Formiilasyonlari

Lipid bazli nanotasiyicilar, sulu fazi sinirlandiran birgok ¢ift tabakaya kendiliginden
birlestirebilen fosfolipitlerden olusur (Sala vd. 2018). Bunlar, fizyokimyasal depolama
kararliligi, ¢evresel giivenlik, yiiksek yiikleme kapasitesi ve hedef odakli akilli salim sistemi
gibi spesifik 6zelliklerinden dolayr kontrollii aktif icerik salimi i¢in olduk¢a verimli nano-
tastyicilardir (Zheng vd. 2013). Bitki korumada lipid nanomalzemelerin kullanimi nispeten
yeni bir aragtirma alani olmasina ragmen, birka¢ calisma bunlarin pestisit nanotasiyicilari
olarak etkinligini gostermistir. Nanopolimerler ve nanoemiilsiyonlar gibi aktif bilesenler i¢in
diger dagitim sistemleriyle karsilastirildiginda, lipit bazli nanomalzemeler ¢esitli avantajlar
sunar. Lipid bazli nanomalzemeler kimyasal bozunmay: azaltabilir, hem hidrofobik hem de
hidrofilik aktif bilesenleri barindirabilir ve biiyiik 6lgekli ticari tiretimi kolaylastirabilir (Wei
et al. 2017; Li vd. 2018). Ayrica, lipid nanotastyicilar, UV soguruculara ihtiyag duymadan
aktif bilegsenlerin foto-bozunmasini 6nleyebilir (Nguyen vd. 2012).

Nanolipozomlar

Nanolipozomlar, sulu bir ¢ekirdegi kapsayan bir fosfolipid ¢ift tabakasina sahip kiiciik
vesikiiler yapilardir. Nanolipozomlarin boyutlar1 tipik olarak 71 ile 350 nm arasinda degisir ve
gelismis fiziksel stabilite ve diisiik polidispersite sergilerler. Aktif bilesenlerin etkinligi biiyiik
6l¢iide nanotastyicilarin bozundurucu maddeler yoluyla difiizyona karsi direncine baghidir.
Nanolipozomlar, mekanik veya mekanik olmayan yontemler kullanilarak {iretilebilir.
Mekanik yontemler, digerlerinin yani sira sonikasyon, yiiksek basin¢gli homojenlestirme,

ekstriizyon, mikro-akiskanlagtirma ve kolloid 6giitmeyi icerir. Mekanik olmayan yontemler
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oncelikle ters fazli buharlasmay1 ve karisik deterjan-lipit misellerinin tiikenmesini igerir

(Nuruzzaman et al. 2016).

Lipozomlarin sulu dispersiyonlardaki fiziksel ve kimyasal kararsizliklar1 nedeniyle, bu
nanotastyicilarin uzun siireli depolanmasi 6nerilmez. Liyofilizasyon, nanolipozomlarin raf
omriinii uzatmak i¢in yaygin olarak kullanilan bir tekniktir (Chen et al. 2010). Pestisitlerin
kontrollii salinimi i¢in nanolipozomlarin hazirlanmasi ilk olarak (Bang et al. 2009) tarafindan
tarif edilmistir. (Kang et al. 2012), geleneksel ve nanoformiile edilmis aktif bilegenlerin ayni
anda uygulanmasinin, uygulama sikligini azaltabilecegini ve sonug olarak iiretim maliyetlerini

diisiirebilecegini 6ne siirmiistiir.

Kat1 Lipid Nanoparcaciklari

Kat1 lipid nanopargaciklari, su veya sulu bir ¢ozelti icinde dagilmis, yiiksek bir erime
noktasina ve kiiresel bir yapiya sahip bir lipid matrisinden olusan yenilik¢i nanotasiyicilardir.
Fiziksel kararlilik, miitkemmel biyouyumluluk, diisiik toksisite ve lipofilik aktif bilesenlerin
gelistirilmis iletimi dahil olmak iizere diger nanoformiilasyonlara gére ¢ok sayida avantaja
sahiptirler. Kat1 lipid parcaciklarin iiretimi i¢in, 6zellikle hidrofilik aktif bilesenler yiiklii kati
lipid parcaciklarin dretilmesi i¢in uygun olan yiiksek basin¢li homojenlestirme,
emiilsifikasyon-sonikasyon, solvent emiilsifikasyon-buharlastirma, solvent difiizyon, solvent
enjeksiyonu ve ¢ift emiilsiyon gibi ¢esitli teknikler kullanilmaktadir. (Das & Chaudhury,
2011).

Kat1 lipid parcaciklar, zirai kimyasallarin biiyiik 6lgekte verimli bir sekilde dagitilmasi
igin polimer bazli nanoformiilasyonlara bir alternatif olarak gelistirilmistir (Pardeshi et al.
2012). Yiki artirmak ve hizli foto bozunmayi ve aktif bilesenlerin sizmasini onlemek
amaciyla, (Nguyen et al. 2012), siv1 lipidleri kati matrise dahil eden ikinci nesil kati lipid

nanoparcaciklart gelistirmistir.

Kil Bazh Nanopestisit Formiilasyonlari

Kil bazli nanoformiilasyonlar olarak da bilinen nanokiller, genellikle volkanik kiilde
bulunan montmorillonite killeri gibi tabakalardan olusan ince silikat malzemelerdir. Bu
tabakalar yaklagik 1 nm kalinliga ve 70 ile 150 nm arasinda degisen genislige sahiptir
(Hakamy vd. 2015; Saba vd. 2016). Nanokillerin amaci, notr ve hidrofobik aktif bilesenlerin
adsorpsiyonunu ve kontrollii dagitimini iyilestirmektir. Ekonomik uygulanabilirlikleri ve
biyouyumluluklar1 nedeniyle tarimsal uygulamalarda potansiyel nanotasiyicilar olarak kabul
edilirler. Kil bazli nanomalzemelerin, ¢evre dostu aktif bilesen dagitim sistemleri igin

yenilik¢i bir yaklagim oldugu kanitlanmistir (Choudhary et al. 2006), kontrollii bir salim
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sisteminde karboksimetilseliiloz ile kombinasyon halinde ii¢ kil malzemesinin, yani bentonit,
kaolinit ve Fuller topraginin kullanimini arastirmiglardir. Akilli ve kontrollii bir aktif bilesen
salimimi elde etmek icin uyaranlara duyarli silika nanokapsiiller gelistirmek i¢in biiyiik ¢aba
sarf edilmistir (Chen et al. 2017). Kil bazli nanotasiyicilar, boyutsal ve termokimyasal
kararliliklar1 sayesinde aktif bilesenlerin yavas ve kontrollii salinimi agisindan avantajlar
sunar (Rani et al. 2014). Son arastirmalar, yenilenebilir ve biyolojik olarak pargalanabilir bitki
kaynaklarindan tiiretilen kil nanotasiyicilarin gelistirilmesine odaklanmistir (Mattos vd.
2017). Bununla birlikte, kil nanotasiyicilarda kristal safsizliklarin varligi ve iyi kurulmus
sentez prosediirlerine ve uygun yiizey modifikasyon tekniklerine duyulan ihtiya¢ dahil olmak

tizere ele alinmasi gereken belirli sinirlamalar vardir.

Gozenekli Silika Bazh Nanopestisit Formiilasyonlar:

Gozenekli silika bazli nanopestisit formiilasyonlari, biyomedikal sektoriinde yerlesik
kullanimlarindan, kolay ve uygun maliyetli ticari liretim avantajlarindan yararlanarak, tarimda
yeni bir yaklagim olarak ortaya c¢ikmistir. Bu nanoformiilasyonlar, belirli yiizey 6zellikleri,
gozeneklilik, biyouyumluluk ve artirilmis yilikleme kapasitesi ile daha gilivenli bir ekolojik
etki saglayan yiiksek verimli dagitim sistemleri olarak hizmet ederler (Liu et al. 2014;
Vaculikova et al. 2015). Polimerik malzemelerle karsilastirildiginda, gézenekli silika bazli
nanoformiilasyonlar iistiin mekanik kararlilik ve yapisal esneklik sergiledigi i¢in tarimsal

uygulamalar i¢in uygundurlar (Lou et al. 2008).

Silikon nanopartikiillerin dahil edilmesi, bir bitkinin hem abiyotik hem de biyotik
streslere karsi toleransini artirma potansiyelini gelistirir (Barik et al. 2008). Yiizey yiikli
hidrofobik silis nanoparcaciklar1 kullanilarak, tarimsal acidan 6nemli cesitli hagerelerin
basarili bir sekilde kontrol edildigi bildirilmistir (Ulrichs et al. 2006). Silis nanopargaciklar
ayrica mantar enfeksiyonlarini azaltmak i¢in tohumlar iizerine ince bir kaplama olarak
uygulanmistir. 3 nm ¢apinda birbirine bagli gdzeneklere sahip tek dagilmis mezogdzenekli
silika nanopartikiiller, tohum g¢imlenmesi {izerinde higbir olumsuz etki gostermemistir
(Robinson & Salejova-Zadrazilova, 2010). Bu nanopargaciklar, simplastik ve apoplastik
yollar vasitastyla farkli bitki organlarna tasinabilir ve degisen boyutlardaki pestisitler igin
yeni bir dagitim sistemi gorevi goriir (Sun vd. 2014). Ayrica, silika nanoparcaciklarin yaprak
ve govde dokularina uygulanmasi, ¢cok sayida ekin ve bahge bitkisinin fotosentez ve solunum
kapasitelerini artirmigtir. Bu nedenle, silika bazli nanopargacik formiilasyonlari, hasere

kontrolii i¢in umut vaat etmektedir.
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Aktif bilesenler Olarak Metal Nanopartikiiller Ve Nanoformiilasyonlar:

Metal ve metal oksit nanopartikiiller, tip, eczacilik, miithendislik, ¢evre ve tarimsal
uygulamalar basta olmak flizere pek ¢ok alanda genis kullanim yelpazesine sahip
nanomalzemelerdir.  Bu  nanopartikiiller, diger  geleneksel  formiilasyonlar  ve
mikropartikiillerle karsilastirildiginda ¢ok yiiksek bir yilizey-hacim oranina, yliksek gozenek
yapisina, esnek gozenek boyutuna, etkili yiizey Ozelliklerine ve yliksek termal kararliliga
sahiptir (Vellingiri et al. 2017; Nehra et al. 2019). Metal ve metal oksit nanopartikiillerin
sahip oldugu bu oOzellikler, hedef dis1 eylem, zayif ¢oziiniirlilk ve ekosistem toksisitesi gibi
geleneksel formiilasyonlarin toksik ve zararl etkilerini hafifletebilir (He et al. 2011; Pinto et
al. 2017). Metal ve metal oksit nanopartikiiller mikroorganizmalarin molekiiler yapilarini
tahrip eden siiperoksit radikallerinin salinmasina baglh olarak fotokataliz yoluyla
antimikrobiyal aktivite gosterebilirler, hiicrede birikerek membranlarin yirtilmasina sebep
olabilir veya metalik iyonlarin hiicrelere alinmasini takiben DNA replikasyonunun

bozulmasina yol agabilir (Chatterjee et al. 2014).

Bu nanoparcaciklar ya tek bagslarina aktif bilesenler olarak islev goriirler ya da
geleneksel pestisitlerle giivenli bir sekilde yeniden formiile edilebilirler. S6z konusu
nanoformiilasyonlar, gelismis iyon degistirme yetenekleri, yliksek adsorpsiyon kapasitesi ve
miikkemmel elektronik 6zellikler sergileyerek, aktif bilesenlerin salinimi igin birden fazla aktif
bolge saglar (Masoomi et al. 2016). Tarimsal uygulamalarda, giimiis, titanyum dioksit ve

bakir nanopartikiiller olduk¢a yaygin olarak kullanilmaktadir.

Giimiis Nanopartikiiller

Gimiis nanopartikiiller (AgNP'ler), nanopestisit elde etmek icin en etkili
nanomalzemelerden biri olarak kabul edilir ve 6nemli zirai kimyasal iiriinlerin saha hedefli
teslimati icin ve bitki patojenlerinin erken tespiti i¢in teshis araglari olarak yaygin bir sekilde
kullanilmaktadir (Kim et al. 2012; Kashyap et al. 2016). Bu nanoformiilasyonlar oldukc¢a
giiclii antifungal, pestisidal, bakterisidal ve antiviral etkiler gosterir (Chen & Schluesener
2008), bu da onlarn fitopatojenlerle miicadelede oldukg¢a umut verici kilar. Gilimiis,
mikroorganizmalara karsi ¢esitli inhibe edici mekanizmalar sergiler ve sentetik fungisitlere
kiyasla tistiin etkinlik gosterir (Aziz vd. 2016). Ayrica, giimiis nanoparcaciklara dayali pestisit
formiilasyonlari, geleneksel formiilasyonlara gore hedef tiirlere daha yliksek

konsantrasyonlarda aktif bilesenler saglar (Ragaei & Sabry 2014).

Etkili doz seviyelerinde geleneksel sentetik bocek ilaglarina kiyasla, bu

nanoformiilasyonlar, insanlar ilizerine daha az toksiktir. Ayrica bu nanoformiilasyonlar
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haserelerin direncini azaltmakta ve maliyetleride diisiik olmaktadir. (Jo vd. 2009; Jung vd.
2010). Bu nanoformiilasyonlarin memelilerin, tatli su ve deniz canlilarinin biyolojik
fonksiyonlarini bozmalari i¢in oldukca yiiksek dozda kullanilmasi gerekir. Dolayisiyla, glimiis
nanoformiilasyonlarin mikromolar konsantrasyonlarda insanlarda dahil hedef olmayan
organizmalar tlizerine zararh etkileri son derece sinirlidir. Diger taraftan, nano boyutlu giimiis
pargaciklarinin antimikrobiyal ajanlar olarak kullanimu, tiretimlerini daha uygun maliyetli hale
getiren teknolojik gelismeler sayesinde giderek daha yaygin hale gelmistir. Bununla birlikte
bu nanoformiilasyonlarin topraktaki nihai akibetleri tam olarak bilinmemekte ve cevrede
birikimlerine bagli olarak hedef olmayan organizmalar {iizerine etkilerinin arastirilmasi
gerekmektedir. Bu nanoemiilsiyonlarin dezavantajlari arasinda baslangigta gelistirme
maliyetinin yiiksek olmasi, hedef dis1 organizlar tizerindeki toksisitesi, diizenleyici mevzuatlar

ve olumsuz kamuoyu algilar1 gosterilebilir.

Titanyum dioksit (TiO2) Nanopartikiilii

Titanyum dioksit, diisiik toksisite ve minimal hedef dis1 biyolojik etkiler sergileyen,
dogal olarak olusan bir titanyum oksittir. Gida endiistrisinde genis uygulama alan1 bulmustur.
Ayrica giines kremleri ve dis macunu dahil olmak {izere gesitli farmasdtik iirlinlerde ve
kozmetiklerde yaygin bir bilesen olarak kullanilir. TiO2 nanopargaciklarinin antimikrobiyal
ozellikleri genis capta kabul gérmiistiir ve ¢ok sayida ¢alismada, bunlarin ekinlerdeki bakteri
ve mantar patojenlerini baskilamadaki etkinligi gosterilmistir (Norman & Chen 2011). Nano
Olcekli titanyum dioksit, ister tek basina ister glimiis veya cinko katkili olarak kullanilsin
domateslerde (Paret et al. 2013a) ve giillerde (Paret et al. 2013b) bakteriyel patojenlere karsi
basarili bir sekilde test edilmistir. Bu nanomalzemelerin etkinligi, boyut, kristal yap1 ve
fotoaktivasyon gibi kimyasal ve fiziksel Ozelliklerine dayanir. Birincil etki mekanizmasi,
oksidatif strese, genotoksisiteye ve metabolik degisikliklere yol agan reaktif oksijen tiirlerinin
tretimini igerir. Titanyum dioksit formiilasyonlarinin énemli bir avantaji, su anda kullanilan
giimiis ve bakir bazli tedavilerin aksine, hedef olmayan organizmalara yonelik ekolojik ve
toksikolojik riskleri azaltma potansiyelleridir. Bununla birlikte, bu nanopartikiillerin insan ve
hayvanlar tizerindeki biyolojik etkileri ve hiicresel yanit mekanizmalari hala tam olarak
aydinlatilamamistir. Bu nedenle, TiO2 NP'lerin insan bitki ve hayvanlar iizerine toksisitesinin

daha fazla arastirilmasi gerekmektedir.

Bakir ve Bakir oksit (CuNPs) Nanopartikiilleri

Bakir nanopartikiiller (CuNP'ler), boyutlar1 1 nm ile 100 nm arasinda degisen,

bakirdan olusan kiiclik parcaciklardir ve dogal siireclerle veya kimyasal yontemlerle
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sentezlenebilirler (Heiligtag & Niederberger 2013). Bakir nanopartikiiller, renklendirici
maddeler olarak tarihsel kullanimlar1 ve 6zellikle nanosensdrler olarak biyotip ve tarimdaki
cagdas uygulamalar1 nedeniyle olduk¢a 6nemlidir. Cok yonliiliikleri ve benzersiz 6zellikleri,
bakir nanopartikiilleri ¢ok ¢esitli bilimsel ¢alismalar i¢in degerli kilar (Kashyap et al. 2017).
CuNP bazh pestisitler, geleneksel biyositlere gore ucuz ve verimli oldugundan bitki koruma
sektoriinde yaygin olarak kullanilmaktadir (Timmer et al. 2008). Bununla birlikte, bu
nanopartikiillerin toprak ve ¢evrede birikmesinin insan ve ¢evre sagligini nasil etkiledigi tam
olarak bilinmemektedir. CuNP'lerden bakir iyonlarinin salinmasi, diger molekiillerle tipik
olarak kompleksler olusturmaz, bu da mahsul bitkilerinde potansiyel olarak fitotoksik etkilere

neden olabilir (Kurnik et al. 2012).

Diger Metaller ve Metal Oksitler

Caligmalar, nanoyapili aliimina tozunun veya aliiminyum nanopartikiillerin, depolanan
tahillar1 haserelerden korudugunu gostermistir. Yine, aliminyum nanopargaciklarin bdcek
oldiirticti aktivitesinin, piyasada bulunan bocek oldiriicii tozlarla karsilastirildiginda daha
yiiksek oldugunu rapor edilmistir (Stadler et al. 2010). Boyutu 100 nm'den kii¢iik olan ¢inko
oksit (ZnO) nanopargaciklarida nanopestisit formiilasyonlar1 gelistirmek i¢in kullanilmistir.
Ancak ZnO nanoparcaciklarin kok biiylimesini inhibe ettigi, bitki gelisimini geciktirdigi,
klorofil sentezini bozdugu hiicre zarma ve kromozomlara zarar verdigi gorilmiistiir. Bu
nedenle ZnO parcaciklarin pestisit olarak kullanilabilmeleri i¢in daha fazla arastirmaya

ihtiya¢ bulunmaktadir.

Nanopestisitlerin Cevre Uzerine Etkileri

Nanopestisitler — geleneksel pestisitlere  goére daha diisik konsantrasyonda
uygulandigindan kontaminasyon riskleri daha diisliktiir. Bununla birlikte nanopestisitler,
cevrede daha uzun kaldiklar1 ve atmosferde daha uzun siire tagindiklari i¢in aquatik ve karasal
ekosistemler i¢in yeni bir kirlenme sorunu olusturabilirler (Jasrotia et al. 2018). Nanopestisit
yapiminda kullanilan nanopartikiiller genis yiizey alani nedeniyle gilines 1s18inda hizla
bozunabilir ve bu da aktif bilesenlerin etkinliginin diismesine yol agabilir. Benzer sekilde, bu
nanopestisitlerin  kiigiik damlacik boyutlar1 hedefe ulasmadan ©nce buharlasabilir.
Nanoformiilasyonlarin farkli trofik seviyelerde mikroorganizmalar, bitkiler ve diger
hayvanlarla etkilesimini anlamak i¢in daha fazla arastirmaya ihtiyag¢ vardir. Ek olarak, pestisit
nanoformiilasyonlarinin toprak, yeralti suyu ve hedef olmayan organizmalar iizerindeki
etkileri agisindan c¢evresel kaderi biiyiik 6l¢iide bilinmemektedir. Nano tasiyicilarin 6zellikleri

ve aktif bilesenlerin nanoformiilasyon matrisi i¢indeki dagilimi, bunlarin ¢evreye salinmasinin
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belirlenmesinde ¢ok 6nemli bir rol oynamaktadir. Odak noktasi oncelikle dogal polimerler,
polisakkaritler ve lipitler gibi biyolojik olarak pargalanabilen nano tasiyicilar olmasina
ragmen, nanopartikiillerin gecikmeli saliniminin hedef olmayan organizmalar iizerindeki
potansiyel etkilerine iligskin endiseler ortaya ¢ikmustir. Metal ve metal oksitler gibi biyolojik
olarak parcalanamayan nanotasiyicilara siirli ilgi gosterilmistir (Kah et al. 2018). Ayrica,
sentezlenen nanotasiyicilarin ¢ogu, insan viicudunun sinirlt bir sekilde nanoformiilasyonlara
maruz kalmasina neden olan ve bdylece kapsiillenmemis pestisitlere kiyasla saglik risklerini
azaltan kontrollii salim i¢indir. Nanoformiilasyonlarin ¢evre tizerindeki etkilerini belirlemeye
yonelik  caligmalarin ~ biliylikk  ¢ogunlugunun laboratuvar diizeyinde yapildigi ve
nanoformiilasyonlarin ¢evresel etkilerinin saha kosullarinda degerlendirilmesine yonelik
kapsamli ¢aligmalarin eksik oldugu goriilmektedir (Kah et al. 2018). Nanopartikiillerin ¢esitli
bitki sistemleri iizerinde fitotoksik etkiler gosterdigi bulunmustur. Ornegin, piring
mahsullerinde, nanopartikiillerin uygulanmasi tohum c¢imlenmesinde ve fide biiyiimesinde
azalmaya neden olmustur (Thuesombat et al. 2014). Benzer sekilde, AgNP'lerin kullanimi
domateslerde kok uzamasinda 6nemli bir azalma ile iliskilendirilmistir (Song et al. 2013).
Misir fidelerine TiO2 nanopartikiillerin uygulanmasi kok hidrolik iletkenligini, yaprak
biiylimesini ve terlemeyi inhibe etmistir (Asli & Neumann 2009). Cvjetko et al. (2018) giimiis
nanopartikiillerin tiitiin (Nicotiana tabacum) bitkileri iizerinde fitotoksisiteye yol actigini rapor
etmistir. Nanoparcaciklarin bitkilerle etkilesimleri sonucu bitki mekanizmalarindaki
degisimleri gosteren ve etkilerini kismen anlatan ¢alismalar olmakla birlikte,
nanopargaciklarin ekin bitkileri iizerindeki potansiyel risklerinin daha iyi anlagilmasi i¢in
daha fazla arastirma yapilmasi gerekmektedir. Nanoparcaciklarin c¢evredeki akibetini
belirlemede Onemli rol oynayan topraktaki mikroorganizmalarla karmasik bir etkilesimi
vardir. Toprakta bulunan faydali mikroorganizmalar, topraktaki organik maddenin
ayrigmasina, besin dongiisiine, hastaliklarin baskilanmasina ve bitkilerin biiylimene yardimci
olmaktadir. Ancak, nanoformiilasyonlarin uygulamalarinin, topraktaki mikrobiyal toplulugu
olumsuz etkileyerek toprak kalitesini ve tarimsal siirdiiriilebilirligini  bozabilecegi
bildirilmistir (Sweet & Singleton; 2015). AgNP'lerin topraga uygulanmasindan sonra ¢am
agaclarinin ince kok gelisiminde ve siirgiin biyokiitlesinde bir azalma oldugu gozlenmistir ve
bu durum AgNP’lerin topraktaki mikorizayr bozmasina atfedilmistir (Sweet & Singleton;
2015). Toprak yapis1 ve tipide nanoparcgaciklarin topraktaki mikroorganizmalarla etkilesimini
etkilemektedir. Ornegin AgNP'lerin kumlu topraklara uygulanmasmin Pseudomonas
clororaphis igin toksik oldugu, tinli toprakta ise bakteri oOliimiinin gézlenmedigi
kaydedilmistir (Calder et al. 2012). Bu nanopargaciklarin toprakta zirai kimyasallar olarak

uygulanmas1 potansiyel olarak toprak mikrobiyal popiilasyonu iizerinde olumsuz etkilere

26



neden olabilir ve baglica baklagillerde cok 6dnemli olan simbiyotik azot fiksasyonu siirecini

bozabilir.

Bu noktalar goz Oniine alindiginda, pestisit aktif bilesenleri veya
nanoformiilasyonlarinin, etkinliklerini, fizikokimyasal 6zelliklerini, davraniglarini, ¢evresel
akibetlerini ve toksisitelerini anlamak ic¢in daha fazla arastirma yapilmasina ihtiyag
duyulmaktadir. Ayrica nanopestisitlerin geleneksel pestisitlerle her yoniiyle karsilagtiriimasi
nanopstisitlerin ¢evresel risklerine iliskin daha fazla kanit ortaya koyacaktir. Yakin gelecekte,
aktif bilesenlerin salimimi tizerinde gelismis kontrol sunan ve bdylece toksik maddelerin
cevreye yayllmasini en aza indiren akilli nanoformiilasyonlarin gelistirilmesine odaklanmak
cok onemlidir. Akilli nanoformiilasyonlar, geleneksel sentetik pestisitlere kiyasla daha diigiik
dozlarda aktif bilesen gerektirirken etkinligi artirma potansiyeline sahiptir. Ayrica bu
formiilasyonlar, geleneksel formiilasyonlarla baglantili olarak yiiksek toksisiteye ve olumsuz

cevresel etkilere sahip oldugu bilinen zararli organik ¢oziiciilerin kullanimini en aza indirir

(Novikov et al. 2010).
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MATERYAL VE YONTEM

Materyaller

Kullanilan Alet ve Cihazlar

Buzdolabi : Bosch

Derin dondurucu (-80°C) : NUAIRE

Hassas terazi : Mettler Toledo
Karistirict : Vevor Vortex Mixer
Manyetik karistirict : PCE Instruments
Elektroforez : BIORAD

Masa santrifiijii : Hettich EBA 21
Otomatik pipetleme cihazi : Qiagen (QiAgility)
Soguk su banyosu : Huber Polystat CC1
Kuru blok inkiibator : Allsheng

pH metre : Mettler Toledo

Sicak su banyosu : WiseBath Fuzzy Control System
Niikleik asit izolasyon robotu : Qiagen (Qiacube)
Spektrofotometre : Shimadzu UV mini—1240
PCR cihaz1 : SensoQuest

Sogutmali santrifiij : Hettich Micro 22 R
Real-Time PCR cihazi : Qiagen

Kullanilan Cozeltiler ve Hazirlanma Sekilleri

Bu calismada kullanilan c¢ozeltiler ve hazirlanis bicimleri asagida Ozetlenmistir.

Deneylerde kullanilan kimyasallarin biiyiik cogunlugu Sigma-Aldrich’den alinmistir.

1  Protein tayini ig¢in 3.4 gr potasyum fosfat 200 ml distile suda ¢6ziindiikten sonra
pH’s1 6.5°e ayarland1 ve en son hacim distile su ile 250 mL’ye tamamlandi.

2 Protein tayini icin BCA reaktifi 15 mL Bicionchonic asit ve 0.3 mL CuSOg4
karigtirilarak hazirlandi. Karisim bozulmayi 6nlemek i¢in buzdolabinda saklandi.

3 Antioksidan enzimler i¢in homojenizasyon tamponu 0.1 M potasyum fosfat (pH:
6.75), %1 polivinilpirolidon, 1 mM EDTA’dan olusmaktadir. Bu tamponu
hazirlamak i¢in 3.4 gr potasyum fosfat 200 mL distile suda ¢6ziindii ve 1 N sodyum
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11

12

13

hidroksit ile pH’s1 6.75’e ayarlandi. Nihai hacim daha sonra distile su ile 250
mL’ye tamamlandi. Ayrica ¢dzeltiye 2.5 gr polivinilpirolidon ve 0.073 gr EDTA
eklendi.

Katalaz aktivitesi 6lgmek i¢in 103.5 mM potasyum fosfat (pH 7.5) tamponu
kullanildi. Bu tamponu hazirlamak i¢in 1.41 gr KH2PO4, 70 ml distile su iginde
¢ozilildi. 1 N sodyum hidroksit kullanilarak pH 7.5’¢ ayarlandi ve son hacim distile
su ile 100 mL'ye tamamlandi.

Katalaz aktivitesinin 6lgtimii igin 40 mM H20> substrat soliisyonu hazirlandi. Bu
soliisyonu yapmak icin 346 pul %35°lik hidrojen peroksit alinip hacmi distile su ile
100 mL'ye tamamlandi.

Katalaz aktivitesini dlgmek icin standart grafik hazirlamakta 5 mM H2O> ¢ozeltisi
kullanildi. Bu soliisyonu yapmak i¢in 43 pL %35’luk hidrojen peroksit alindi ve
distile su ile hacmi 100 mL'ye tamamlandi.

Peroksidaz aktivitesini 6lgmek icin 0,1 M disodyum fosfat (pH 5.5) igeren bir
tampon sollisyonu hazirlandi. Bu 3.55 gr disodyum fosfat’in 200 mL distile suda
¢oziilmesi ve pH 5.5’e ayarlanmasi ile yapildi. Daha sonra son hacim saf su ile 250
mL'ye tamamlandi.

Peroksidaz aktivitesini 6lgmek igin kullanilan substrat soliisyonu 100 mL 0.1 M
fosfat tamponunda (pH= 5.5) ¢dziinmiis 5 mM guaikol + 5 mM hidrojen peroksitten
olusuyordu. Istenen konsantrasyonlari elde etmek igin ¢ozeltiye quaikol (54 pL) ve
H202 (15 uL) (d: 1.13 g/mol) eklendi.

SOD aktivitesini 6lgmek i¢cin 50 mM potasyum fosfat (pH 7.8) tampon ¢ozeltisi
hazirlandi. Bu ¢6zeltiyi yapmak i¢in 1.7 gr KH2PO4 200 ml distile suda ¢oziildi ve
pH=7.8’e ayarlandi. Son hacim saf su ile 250 mL’ye tamamlandi.

SOD reaksiyon karigiminin bir bileseni olarak 13 mM metiyonin soliisyonu
hazirlandi. Bu 0.586 gr metiyonin, madde 9’da hazirlanan 250 mL 50 mM KH2POg4
tamponunda ¢oziilerek yapildi.

SOD reaksiyon karisimi i¢in 63 uM NBT-Nitroblue Tetrazolium Kloriir ¢ozeltisi
hazirlandi. Bu 9. Maddede hazirlanan 250 mL 50 mM KH2PO4 tamponunda 0.0128
gr NBT ¢oziilmesini igeriyordu.

SOD reaksiyon karisimi i¢in madde 9°da hazirlanan 250 mL 50 mM KH2PO4
tamponunda 0.073 gr EDTA ¢oziilerek 0.1 mM EDTA ¢ozeltisi hazirlandi.

SOD aktivitesini 6lgmek igin ikinci soliisyon olarak 13 puM riboflavin soliisyonu

hazirlandi. Bu ¢ozeltiyi yapmak i¢in 0.019 gr riboflavin, 500 ml saf suda ¢6ziildii.
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3 mL’lik reaksiyon karisiminin 13 uM riboflavin igermesi i¢in 390 pL riboflavin
alind.

%0.1 lik TCA 100 ml saf su iginde ¢oziilerek lipid peroksidasyonunu 6l¢mek igin
bir homojenizasyon ¢6zeltisi hazirlandi.

Lipid peroksidasyon i¢in reaksiyon soliisyonu, 20 gr TCA’nin 100 mL distile suda
cozlinmesi ve ardindan %0.5 TBA (tiobarbutirik asit) eklenmesiyle hazirlandi.
Cozelti kullanimdan 6nce iyice ¢oziildii.

GR aktivitesini 6l¢mek i¢in 0.0022 gr NADPH 10 mL saf suda ¢6ziindiiriilerek 0.25
mM NADPH c¢o6zeltisi hazirlandi.

GR aktivitesini 6lgmek i¢in 1 mM oksitlenmis glutatyon (GSSG) ¢ozeltisi, 0.0061
gr GSSG’nin 10 mL saf su i¢ersinde ¢oziilmesi ile hazirlandi.

GR aktivitesini 6l¢gmek i¢in 0.0014 gr EDTA 10 mL distile suda ¢6ziindiiriildii ve
0,5 mM EDTA ¢6zeltisi hazirlandi.

GR aktivitesini dlgmek icin 50 mM Tris-HC1’den (pH 7.8) olusan bir tampon
soliisyonu hazirlandi. Bu 0.06 gr Trisin saf suda ¢oziilmesini ve nihai hacmin
10mL’ye tamamlanmasini igeriyordu.

10 mL distile suda 1 gr TCA ¢ozlindiiriilerek %5°lik soliisyonu hazirlandi.

GSH miktarini belirlemek i¢in 200 mM NaHPOQOg4 soliisyonu (pH 7.5) hazirlandi.
Bu 0.238 gr disodyum fosfat’in distile su igerisinde ¢6ziilmesi ve son hacmin 10
mL’ye tamamlanmasiyla yapildi.

GSH miktarini tayin etmek igin 0.186 gr Nax-EDTA 10 mL distile suda ¢oziilerek
50 mM Naz-EDTA ¢ozeltisi hazirlandi.

GSH miktarin1 belirlemek i¢in 2 mM B-NADPH ¢ozeltisi, 0.016 g 10 mL distile
suda ¢oziilerek hazirlandi.

GSH igerigini belirlemek i¢in 0,023 g distile suda ¢oziilerek 6 mM DTNB c¢ozeltisi
hazirland.

Siiperoksit miktarmi belirlemek i¢in homojenizasyon soliisyonu 60 mM KH2PO4
kullanilarak hazirlandi. Bu, 0,081 g KH:PO.+’iin suda c¢oziilmesi, pH'mm 7,8'e
ayarlanmasi ve nihai hacmin 10 mL'ye tamamlanmasiyla saglandi.

Stiperoksit anyonu miktarini belirlemek i¢in 10 mM hidroksilamin ¢ozeltisi, 0.0069
g 10 mL distile su i¢inde ¢oziilerek hazirlandi.

Stiperoksit anyonu miktarini belirlemek i¢in 0,029 g 10 mL distile suda ¢oziilerek
17 mM siilfamid ¢6zeltisi hazirlandi.

Stiperoksit anyonu miktarini belirlemek i¢in kullanilan 7 mM naftilamin ¢6zeltisi,

0.01 g 10 mL distile su iginde ¢oziilerek hazirlandi.
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Prolin miktarin1 belirlemek i¢in homojenizasyon soliisyonu %3 siilfosalisilik asit
kullanilarak hazirlandi. Bu, 0.3 g siilfosalisilik asidin 10 mL distile suda
cozlilmesiyle yapildi.
Prolin miktarmi belirlemek igin kullanilan asit ninhidrin ¢ozeltisi, 1.25 g
ninhidrinin 20 mL H3PO4 ve 30 mL CH3COOH iginde ¢6ziilmesiyle hazirlandi.
Antron ¢ozeltisi, 200 mg Antron'un 100 mL soguk %95 siilfiirik asit iginde
¢oziilmesiyle hazirlandi.
PBST tamponu 137 mM sodyum Kkloriir, 2.37 mM potasyum kloriir, 10 mM
disodyum fosfat, 2 mM potasyum fosfat (pH= 7.4), 1xPBS’ye %2 siit tozu ve %0.1
Tween-20 eklenerek hazirlandi. Cozelti kullanimdan 6nce iyice homojenize edildi.
a) Protein analizi i¢in homojenat tamponu (50 mM, pH 7.5), 2.738 g KH2PO4'iin
yaklasik 300 mL distile suda ¢oziilmesiyle hazirlandi. Daha sonra 0,35 gr EDTA, 4
gr bovin serum albumin, 0,4 gr polivinilpirolidon ve 0,24 gr sistein eklendi. pH 7,5'e
ayarlanip son hacim 400 mL'ye tamamlandiktan sonra soliisyon kullanima hazir hale
getirildi.
NR aktivitesini 6l¢mek i¢in kullanilan ¢ozelti, 0,68 g KH2PO4'li yaklasik 150 mL
distile su i¢inde ¢Oziip, 3,4 g NaNOs ilave ederek, pH'y1 7,4'e ayarlayarak ve son
hacmi 200 mL'ye tamamlayarak hazirlandi. 2 mM NADH NR aktivitesi i¢in 0,07 g
NADH 40 mL distile suda eritildi ve son hacim 50 mL'ye tamamlandi. Cinko siilfat
¢ozeltisi igin 100 uL 1 M g¢inko siilfat ve 7,2 g ¢inko siilfat 20 mL distile suda
eritilerek son hacmi 25 mL'ye tamamlandi. NiR aktivitesini 6lgmek i¢in kullanilan
soliisyonlar arasinda potasyum fosfat (0,5 M, pH 7,4, 1,5 mL), 100 uL sodyum nitrit
(15 mM), 200 pL metil viyole (5§ mM) ve 200 pL 190 mM NaHCOz3 (86 mM sodyum
ditiyonit igerir) yer alir. Bu soliisyonlari hazirlamak igin 10,2675 g potasyum fosfat
100 mL distile suda eritildi ve pH 7,4'%e ayarlanarak nihai hacim 150 mL'ye
tamamlandi. Ayrica 0,015 g sodyum nitrit 10 mL distile suda, 0,038 g metilviolet 20
mL distile suda ve 0,235 g sodyum bikarbonat 10 mL distile suda eritildi. Bu
solisyondan 10 mL alinarak 0,224 gr sodyum ditionit (10 M) igerisinde
¢ozlindiiriildii ve birinci hazirlanan sodyum bikarbonat soliisyonu (10 mL: 0,235 gr)
ile nihai hacim 15 mL'ye tamamlandi. ¢) NR ve NiR aktivitesi i¢in 20 mL HCl'e (1,5
M) 2 gr siilfanilamid ilave edilerek son hacmi 150 mL'ye tamamlanarak %21'lik
stilfanilamid soliisyonu hazirlandi. %0,02 N-(1-Naptif etilen diamin dihidrokloriir
(NED-HCI)) soliisyonu, 20 ml HCl'ye (1,5 M) 0,04 g NED ilave edilerek nihai hacim

150 mL'ye tamamlanarak hazirlandi.

34 a) Ekstraksiyon soliisyonunu (250 mL) hazirlamak i¢in 6 g HEPES yaklasik 200 mL
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distile suda c¢ozildi. Cozeltiye 0,19 g ditiotreitol, 0,07 g EDTA, 18 uL 2-
Mercaptoetanol ve 0,24 g magnezyum kloriir eklenip tamamen ¢dziinmesi saglandi.
pH 7,6'ya ayarland1 ve hacmi distile su ile 250 mL'ye tamamlandi.

b) Reaksiyon karisiminin (100 mL) 6l¢timii igin, 12,15 g Tris-HCI yaklasik 80 mL
distile suda ¢oziildii. Cozeltiyi karistirirken yavas yavas 0,5 g ATP, 0,24 g sistein,
0,96 g MgSOQs4, 0,55 g hidroksilamin hidrokloriir eklendi ve (NH20OH.HCI) eklenerek
pH 7,6'ya ayarlandi. Son olarak 0,95 g Glutamat eklenip hacmi 100 mL'ye
tamamlandi.

) %10 FeCls reaktifini (80 mL) hazirlamak igin iki ayr1 soliisyon hazirlandi.

Once 12 g FeCl3 alind1 ve 30 mL 0,2 M HC1 iginde ¢oziildii ve hacmi 40 mL'ye
tamamlandi. Sonra 14.4 gr TCA alind1 ve 30 mL saf suda ¢oziildii ve son hacmi 40
mL’ye tamamlandi. Cozeltiler birbirleri ile yavasca karistirildi ve kullanildi.

35 a) Ekstraksiyon Soliisyonu (100 mL) i¢in, 1,19 g HEPES 70 mL distile suda
¢oziildii. Uzerine 0,015 g ditiotreitol, 0,037 g Na-EDTA, 0,11 g KCI, 0,1 g
polivinilpirolidon ve son olarak 0,0174 g PMSF eklendi. pH'1 7,6'ya ayarlandi ve
hacmi 100 mL'ye tamamlandi. Cozelti karanlik bir ortamda saklandi.

b) Reaksiyon karisimini (100 mL) hazirlamak i¢in 0,6 g HEPES 70 mL distile suda
¢oziildii. Uzerine 0,146 g Oxoglutarate (o-Ketoglutarate), 0,145 g Glutamin, 0,01
g NADH, 0,075 g potasyum kloriir, 0,037 g Na-EDTA ve 500 puL. merkaptoetanol
eklendi. Iyice karistirildi ve pH 7,6'ya ayarlandi. Son hacmi 100 mL'ye
tamamlandi. Bu soliisyon her 6l¢iimden once taze olarak hazirlanmalidir. Hemen
kullanilmayacaksa +4°C'de 3-8 saate kadar saklanmalidir. Olgiim sirasinda

kullaniliyorsa 30°C'de tutulmali ve direkt 1siktan korunmalidir.

Yontemler
Tavuk tiiyii protein hidrolizatinin hazirlanmasi

Bu hidrolizat Orak et al. (2018) tarafindan kullanilan yonteme gore yapildi. Tavuk
tilyleri saf su ile iyice yikandi ve daha sonra 100°C’de kurutuldu. 95 gram tavuk tiiyli
tartilarak hidroliz edildi. Bu islem i¢in 95 grami tavuk tiiyii bir cam kaba kondu ve iizerine
150 mL 2.5 N potasyum hidroksit eklendi (60°C’de 6 saat). Elde edilen bazik karisim 6 N
H2SOs4 eklenerek notralize edildi. Notralizasyon asamasindan sonra hidrolizat siiziilerek 100

°C’de kurutuldu ve ogiitiilerek hazir hale getirildi (Sekil 6 ve 7).
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[ Tiyleri kurutmak (100 °C'de) ]

3

I-1V : Hidroliz adimlar ( 95 gr kurutulmus tiiy hidroliz islemine
tabi tutulmustur.

(60°C'de 150 mL 2,5 N KOH icinde hidroliz islemi).

{ J
Y
I1. Hidroliz: 30 gr kurutulmus tiiy, 150 mL 2,5 N ¢ozeltisi icerisinde

tekrardan 6 saat 60° C’de hidroliz edildi.

II1. Hidroliz: 25 gr kuru tiiy, alkali karnsima tekrar ilave edildi ve
karismm 6 saat 60 °C'de tekrar hidroliz islemine tabi tutuldu.

IV. Hidroliz: 15 gr kuru tiiy, alkali kannsima tekrar ilave edildi ve
kansimm 6 saat 60 °C'de tekrar hidroliz islemine tabi tutuldu.

A

V. Hidroliz: Toplam 95 gr tiiy iceren kansim 120 °C'de 4 saat tekrar
hidroliz islemine tabi tutulmustur.

v

[ Alkali karistmun 6 N H2SOs ile notralize edildi. ]

y

Filtreleme

(Yaklasik 5 g hidrolize olmayan tiiy alindi)

'

[ Kurutma (100 °C'de)

[ Zemin
v

[ Tavuk tiiyii pepton ( CFP ) (120.5 g) ]

Sekil 6. Tavuk tiiyii protein hidrolizat1 elde etme agamalari
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Sekil 7. Tavuk tiiyii hidrolizatinin hazirlanma asamalari

Tablo 1. Calismada Kullanilan TTH 1n Aminoasit Icerigi (Orak et al., 2018)

Amino-asitler (mg/100 g) Pepton (100 g)

TTH

Valin 7090
Glutamik asit 6768
Glisin 5900
Losin 4897
Alanin 4618

Serin 4491
Prolin 3494
Aspartik asit 3217
izolosin 3174
Fenialanin 2950
Sistein 1206
Treonin 2323
Lizin 2117
Hidroksi-L-prolin 1914
Tirozin 1622
Histidin 0.331
Metiyonin —
Triptofan —

Bitkilerin biiyiitiilmesi

Calismada model bitki olarak musir kullanildi. Misir (Zea mays L. cv. Arifiye-2)
tohumlar1 Sakarya Tarimsal Arastirma Merkezinden alindi. Tohumlar, ekim yapilmadan 6nce
etanol (%96) ile kisa siireli yikanarak saf sudan gegirildi daha sonra %5’lik ¢amasir suyunda 5
dakika sterilize edildi ve 5 kez saf su ile durulandi. Tohumlar ¢imlendirme kabininde 72 saat
26°C’de tutularak c¢imlendirildi ve % oraninda seyreltilmis Hoagland c¢ozeltisi igeren

hidroponik ortama aktarildi. Dokuzuncu giinde (2. yapraklarin ¢iktig1 donemde) yapraklara
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secilmis konsantrasyonlarda nanopestisit ve TTH piiskiirtiildii (Calismada kullanilan Cu(OH):
nanopestisiti ve TTH konsantrasyonlari yaptigimiz 6n denemeler sonucunda 500 mg/L
Kocide 3000 ve 500 mg/L TTH olarak belirlendi, 6n denemelerde 100, 250, 500 ve 1000
Kocide 3000 ve 250, 500, 750 ve 1000 mg/L TTH kullanild1 en iyi sonuglar 500 mg/L Kocide
3000 ve 500 mg/L TTH uygulama gruplarinda elde edildi.), kontrol grubuna herhangi bir
uygulama yapilmadi, 12. glinde misir fidelerinin kdk ve yapraklari ayri ayr1 hasat edildi.
Hasad1 yapilan bitki kisimlarindan taze olarak 6l¢tim yapilmasi gerekenler hemen kullanilmak
tizere ayrildi, kalan 6rnekler -86 °C’lik derin dondurucuda muhafaza edildi. Fidelerin kok ve

gbovde uzunluklar cetvel ile dl¢iiliip kaydedildi ( Sekil 8).

il
Cu(OH)2

Sekil 8. Hidroponik ortamda yetistirilen misir fidelerinin goriiniimii ( Uygulama gruplari)
Toplam fenolik madde miktarinin belirlenmesi

Maisir fidelerindeki total fenolik madde miktar1 Folin-Ciocalteu yontemi ile belirlendi.
0.2 g agirligindaki yaprak ornekleri alindi1 ve sivi azot iginde donduruldu. Bu numuneler daha
sonra 3 ml %80'lik aseton ile ekstrakte edildi ve +4 °C'de 12 saat karanlikta inkiibe edildi.
905xg'de 2 dakika santrifiijlendikten sonra siipernatan alindi. 50 pl numuneye 135 pl saf su,
750 ul %10 Folin-Ciocalteu reaktifi ve 600 pl %7.5 Na2COs eklendi. Karisim 20 saniye
vortekslendi ve 15 dakika 45°C'lik su banyosunda tutuldu. Reaksiyonun kesilmesinin
ardindan karisimin absorbansi spektrofotometre kullanilarak 765 nm dalga boyunda 6l¢tildii.
Ayni igslem ile hazirlanan bir gallik asit ¢ozeltisi kullanilarak standart egriler olusturuldu ve

sonuclar gallik asit esdegerleri olarak rapor edildi.
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Sekil 9. Fenolik madde miktarini belirlemek igin kullanilan standart grafigi
Lipid peroksidasyon (MDA) miktarimin belirlenmesi

Lipid peroksidasyon hesaplamasi i¢in 0,5 g bitki 4 mL %1 TCA iginde
homojenlestirildi. Homojenat daha sonra 13,000 rpm'de 15 dakika santrifiij edildi.
Siipernatandan 1 mL alind1 ve 1 mL %0.5 TBA ile karistirildi. Karisimi 40 dakika sicak suda
bekletildi ve 6rnekler buz iizerine alinarak reaksiyon durduruldu. 12.000 rpm'de 5 dakika
santrifiij edildikten sonra 532 nm ve 600 nm'de absorbans degerleri kaydedildi. 600 nm'deki
absorbans degeri, 1 ml'lik bir soliisyonda MDA'y1 (nmol/ml) hesaplamak i¢in 532 nm’deki
degerden cikarildi. Sonuclar MDA ng g™ doku olarak ifade edildi (Velikova et al. 2000).

Hidrojen peroksit (H202) miktarinin belirlenmesi

Hidrojen peroksit miktarin1 belirlemek igin 0.5 gram bitki 5 mL %1 TCA i¢inde
homojenize edildi. Karigim, 10.000 x g'de 10 dakika santrifiijlendi ve 0.5 mL siipernatan, 0.5
mL 10 mM potasyum fosfat (pH 7) ve 1 mL KI ile karistirildi. Karisim tekrar 10 dakika
10,000 x g'de santrifiijlendi. Absorbans 390 nm'de 6l¢iildii ve sonuglar, Velikova et al. (2000)

tarafindan aciklanan metodoloji izlenerek ug g doku olarak ifade edildi.

36



1,6 -
14 -

1,2 -

0,8 1

0,6 1

Absorbans (390nm)

0,4 1

0,2 1

0 18 36 54 7.2 9 108 126 144 162 18
H20, miktar (ng)

Sekil 10. H20: seviyesini belirlemek i¢in kullanilan standart grafigi
Siiperoksit anyonunun (Oz~) miktarinin belirlenmesi

Siiperoksit anyon seviyesini belirlemek i¢in 0,5 g bitki dokusu 2 mL 65 mM soguk fosfat
tamponunda (pH 7.8) homojenize edildi. 10,000 xg'de 10 dakika santrifiijlendikten sonra 0,5
mL siipernatan alindi ve 0,5 mL potasyum fosfat tamponu ve 0,1 mL 10 mM hidroksilamin
hidrokloriir ile karistirildi. Soliisyon 25°C'de 60 dakika inkiibe edildi. Homojenattan 1 mL
alinarak 1 mL 17 mM siilfonamid ve 1 mL 7 mM alfanaftilamin eklendi. Karisim, 25°C'de 20
dakika daha inkiibe edildi ve absorbans, bir spektrofotometre kullanilarak 530 nm'de 6l¢iildii.
Sodyum nitrit kullanilarak standart bir grafik olusturuldu. Siiperoksit anyonu (O2") miktar1
tarafindan agiklanan dokuda pg g* olarak ifade edildi (Elstner and Huepel, 1976).
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Sekil 11. O2e- seviyesini belirlemek i¢in kullanilan standart grafigi
Antioksidan enzim aktivitelerinin belirlenmesi

0.5gr doku tartilarak bir tiipe alind1 {izerine 5 mL soguk homojenat tamponu (%1 PVP
ve 1 mM EDTA ihtiva eden 0.1 M KH2PO4 pH: 7.0) ilave edilip elde edilen karigim 12000xg
de ve 15 dakika santrifiij edildi. Daha sonra karisimin siipernatant kismi antioksidan enzim

aktivitelerinin belirlenmesinde kullanilmak tizere +4 °C de muhafaza edildi.

Katalaz aktivitesinin belirlenmesi

Katalaz (CAT) aktivitesini belirlemek i¢in Havir and Mchale (1987) yontemi
kullanildi. Bu yontem, H202'nin Oz ve H2O'ya doniisiimii sirasinda 240 nm'de absorbansin
Olclilmesine dayanir. Enzim aktivitesini 6lgmek i¢in, 25 pLL enzim 6ziitii, 1.475 mL 103 mM
KH2PO4 tamponu ve 1.5 mL 40 mM H20; substrat ¢ozeltisi, 3 mL'lik bir spektrofotometre
kiivetine yerlestirildi. Kiivet, spektrofotometreye yerlestirildi ve absorbans, 1 dakikalik
araliklarla 3 dakika boyunca 240 nm'de 6l¢iildii. Dakika basina absorbans diisiisii, absorbans
diisiisiiniin lineer araligindan hesaplandi. Olgiilen ve hesaplanan ortalama absorbans degerleri,
standart bir grafik kullanilarak pmol hidrojen peroksite doniistiiriildii. 25°C'de 1 dakikada
absorbans1 1 pmol azaltan enzim miktar: doku gram bagma 1 enzim {initesi (Umg™ protein)

olarak kabul edildi ve sonuglar buna gore sunuldu.
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Sekil 12. Katalaz aktivitesini belirlemek i¢in kullanilan standart grafigi
Peroksidaz aktivitesinin belirlenmesi

Peroksidaz (POD) aktivitesinin belirlenmesi, guaiacol ve H2O2'nin substrat olarak
kullanimina dayanir. Bu reaksiyon sirasinda olusan nihai renkli bilesik, absorbanstaki artis
veya azalmayr degerlendirmek igin 470 nm'de olgilir (Angelini et al. 1990). Peroksidaz
aktivitesini 6l¢mek icin bir spektrofotometre (plastik veya cam) kullanild1 ve 100 mL 0,1 M
NaH2PO4 (pH: 5,5) ve 5 mM guaiakolden olusan 3 mL substrat soliisyonu bu kiivete eklendi.
Daha sonra 10 pL enzim ekstrakti eklendi. 470 nm'de absorbans 5 dakikalik periyotta 1'er
dakikalik araliklarla kaydedildi ve bu silire boyunca lineer artis veya azalis sergileyen
absorbans degerleri 1 dakika ile orantili kabul edildi. 25°C'de 1 dakikada 0,01 absorbans
artisina neden olan enzim miktari 1 enzim {initesi (EU) olarak tanimland1 ve sonuclar EU/mg

doku olarak ifade edildi (Esim 2011).

Siiperoksid dismutaz aktivitesinin belirlenmesi

SOD enziminin aktivitesi Agarwal and Pandey (2004) tarafindan bildirilen nitroblue
tetrazolyum kloriirtin (NBT) siiperoksit radikalleri ile SOD enzimi tarafindan mavi formazana
fotokimyasal indirgenmesinin inhibisyonuna gore spektrofotometrik olarak belirlendi. 3
mL’lik spektrofotometre kiivetine 30 pL siipernatant ve 2,58 mL reaksiyon karisimi (50 mM
potasyum fosfat (pH: 7.8), 13 mM metiyonin, 63 uM NBT ve 0.1 mM EDTA) konulup
tizerine 390 pL 13 uM’lik riboflavin eklendi, elde edilen bu karisim karistirildiktan hemen
sonra, daha onceden tasarlanmis beyaz bir 151k yayan kaynak oniine yerlestirilerek reaksiyon

baslatild1. Kiivet igerisindeki bu karigim, 151k kaynagi altinda 15 dk. tutuldu ve reaksiyon 1s1k
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kaynaginin uzaklastirilmasi veya kapatilmasiyla durduruldu. Bu 15 dakika zaman igerisinde
NBT’nin renginin agiklik koyuluk yogunlugu 560 nm’de kore karst okundu. SOD
aktivitesinin 1 {initesi, 560 nm absorbans degerinde gozlenen NBT indirgenmesinin %50
inhibisyonuna neden olan enzim miktari, 1 enzim iinitesi olarak kabul edilerek degerler Umg™

protein olarak verildi.

Askorbat Peroksidaz aktivitesi

Askorbat peroksidaz aktivitesi Nakano and Asada (1981)’nin yoOntemine gore
belirlendi. Reaksiyon karigimi 50 mM potasyum fosfat tamponu (pH:7), 250 uM askorbik
asit, 5 mM H2Oz ve 0.1 mL enzim ekstrakti igerdi. Askorbat oksidasyonu 290 nm’de 6l¢iildii.
Oksitlenmis askorbat konsantrasyonu, sonme katsayisi kullanilarak hesaplandi. Sonuglar

Umg? protein olarak verildi.

Glutatyon rediiktaz aktivitesinin belirlenmesi

GR enzim aktivitesi Halliwell and Foyer (1976) tarafindan onerilen spektrofotometrik
yontem kullanilarak belirlendi. Karigim (toplam 1 mL) 0.025 mM sodium fosfat tamponu
(pH:7.8), 0.5 mM GSSG, 0.12 mM NADPH.Nas ve 0.1 mL enzim ekstrakt1 iceren karisimin
NADPH’1n oksidasyonu 340 nm’de belirlendi. Sonuglar EU/mg doku olarak sunuldu.

Dehidroaskorbat rediiktaz aktivitesinin belirlenmesi

Dehidroaskorbat aktivitesinin belirlenmesinde Nakano ve Asada (1981) tarafindan
onerilen protokol kullanildi. Numuneler ekstaksiyon tamponunda (50 mM Tris-HCI (pH 7.4),
100 mM NaCl, 2 mM EDTA ve 1 mM MgCl,) 6giitiildi ve 18.000 x g’de 20 dakika 4°C’de
santrifiij edildi. Elde edilen bu reaksiyon karisimin igerigi 50 mM potasyum fosfat tamponu
(pH 7.0), 2.5 mM GSH, 0.1 mM DHA ve 50 pM ekstraktan olusuyordu. Aktivite 265 nm’de 1
dakika igerisinde absorbansta meydana gelen degisime gore hesaplandi. Sonuglar EU/mg

doku olarak sunuldu.

Monodehidroaskorbat rediiktaz aktivitesinin belirlenmesi

Monodehidroaskorbat rediiktaz aktivitesi (Hossain et al. 1984) tarafindan Onerilen
metoda gére NADH’in 340 nm’de 1 dakika oksidasyonu izlenerek belirlendi. Reaksiyon
karigimi (1 ml), 50 mM TRIS-HCI tamponu (pH 7.5), 200 uM NADPH, 2500 uM ASA, 0.5
U askorbat oksidaz ve 50 ul ekstrakt igeriyordu. Reaksiyon askorbat oksidazin ilave
edilmesiyle basladi. Sonuglar EU/mg doku olarak sunuldu.
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Askorbat ve glutatyon tayini icin ekstraksiyon

Kok ve yaprak ornekleri s1v1 azotta iyice oglitiildiikten sonra 0.2 gr doku 2 mL %5’lik
TCA i¢inde homojenize edilerek 12.000 x g’de 4°C’de 10 dakika santrifiijlendi. Olusan

stipernatan askorbat ve glutatyon miktarinin belirlenmesi igin kullanildu.

Askorbat tayini

Askorbat tayini Wu et al. (2009)’e goére yapildi. 250 gr bitki dokusu 2.5 mL %5°lik
TCA i¢inde homojenize edilerek 12000 x g’ de 10 dKk siire ile santrifiijlendi. Siipernatanttan
200 pL alinip 800 pl 50 mM KH2PO4 (pH: 7,4), 3 mM EDTA, 1 mM ditiotreitol ilave edilip
karistirildi ve etiivde 25 °C’de 10 dakika inkiibe edildi. Elde edilen bu reaksiyon karisim
icerisine sirasiyla 100 pl N- etilmaleimid, 400 ul 0,61 M TCA, 400 ul ortofosforik asit ve 400
ul a-bipiridil eklenerek iyice karistirildi. Reaksiyon karisimina 200 pl demir (IIT) kloriir ilave
edildikten sonra 40 °C’lik su banyosunda 60 dakika bekletildi ve 525 nm’de absorbans
Olciildii. Toplam askorbat ve indirgenmis askorbat konsantrasyonlari standart askorbat
egrisinden hesaplandi. Dihidroaskorbat (DHA) konsantrasyonu toplam askorbat degerinden

indirgenmis askorbat degeri ¢ikarildiktan sonra hesaplandi.
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Sekil 13. Askorbat miktarini belirlemek icin kullanilan standart grafigi

Glutatyon tayini

Glutatyon ve GSSG tayini Wu et al. (2009)’e gore yapildi. Glutatyon miktarini
belirlemek i¢in 0.1 mL siipernatant %5’lik TCA ile {li¢ kat seyreltildikten sonra 38.7 pL
K2CO3 eklendi ve 12.000 x g’de 4°C’de 10 dakika santrifiijlendi. Olusan siipernatanttan 0.1
mL alinarak iizerine 0.5 mL sodyum fosfat (200 mM pH:7.5), 0.1 mL Na. EDTA (50 mM),
0.1 mL B-NADPH (2 mM), 0.1 mL DNTB (6 mM), 0.1 mL GR konularak karistirildi, 30
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°C’de 5 dakika 412 nm’de absorbans degisim degerleri kaydedildi. GSSG miktarim
belirlemek i¢in 0.1 mL nétralize edilmis slipernatant 1 pl 2-Vinylpyridine (VDP) ile inkiibe
edildi (30 dk, 25 °C). inkiibasyondan sonra artik VDP birakmamak igin drnekler 2 kez
santrifiijlenecek daha sonra 20 pL siipernatant alinarak yukarida belirtilen deney tekrarlandi.

412 nm’de absorbans 6l¢iilerek glutatyon miktar1 hesaplandi.
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Sekil 14. Glutatyon miktarini belirlemek i¢in kullanilan standart grafigi
Protein miktarmn belirlenmesi

Bradford (1976) yontemi kullanilarak protein miktar1 tayin edildi. Bu amagla 6nce
Coomassie Brillant Blue G-250 ile hazirlanan Bio-Rad ¢ozeltisi ¥4 sulandirildi, 5 ml tampon
¢Ozelti icerisine protein igeren supernatant kismindan 0.1 ml ilave edildi. Kor i¢in ise 5 ml
tampon igerisine 0.1 ml distile su eklendi. Bu yontemle hazirlanan 6rnekler karanlik bir
ortama alinarak 20 dakika siire boyunca bekletildi ve daha sonra 595 nm dalga boyundaki
Olgtimleri yapilarak okunan degerler kaydedildi. Bu yontemde bovin serum albuminin (BSA)
kullanilarak farkli konsantrasyonlardaki miktar1 595 nm dalga boyunda 6l¢iilerek elde edilen
absorbsiyon degerleri ile standart protein egrisi ¢izilerek total ¢ozilinebilir protein miktarlar

belirlendi ve ug /gr doku cinsinden ifade edildi.
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Sekil 15. Protein tayini i¢in kullanilan standart grafigi
Prolin miktarimin belirlenmesi

Prolin miktar1 prolinin ninhidrin ile reaksiyonuna dayali olarak belirlendi (Bates et al.,
1973). 0.5 g bitki numunesi sivi azotla iyice ogitiildiikten sonra numune iizerine daha 6nce
hazirlanmis 10 ml %3’lik stilfosalisilik asit ilave edilerek karistirildi. Elde edilen homojenat
kistm mavi bant filtre kagidiyla (391,80g/m?) filtre edildi. Filtreden gegirilen siiziintiiden 2 ml
alinip, tizerine 2 ml asit ninhidrin (Asit ninhidrin ¢dzeltisinin hazirlanisi:1.25 g 1lik ninhidrinle
30 ml glasiyal asetik asit ve 20 ml 6 M fosforik asidin ¢oziilene kadar karistirilmasiyla
hazirlanir) ilave edildi. 24 saat boyunca bekletilen reagent sogukta (+4°C) korunur) ve 2 ml
glasiyal asetik asit ilave edildikten sonra etiivde 100°C’de 1 saat boyunca inkiibe edildi. Bu
bekletme iglemi reaksiyonun baslayip devam edilmesini sagladi. Daha sonra sicakta bekletilen
bu karisim buz banyosuna alinarak reaksiyonun durmasi i¢in iyice soguyuncaya kadar soguk
su banyosunda tutuldu. Bu reaksiyon karigimi 4 ml toluenle exstrakte edilerek yeni bir karigim
olusturuldu. Toluen sulu fazdan aspire edildi ve oda sicakliinda sogutulduktan sonra
absorbans degerleri UV spektrofotometresinde 520 nm dalga boyunda okundu. 0.1, 0.2, 0.3,
0.4 mmol/prolin  igeren  standartlar  hazirlandi.  Ornekler  ((mg  prolin/ml

toluen)/115.5mmol)/((g 6rnek) /5)= mmol prolin/g taze materyalin agirlig1 olarak hesaplandi.
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Sekil 16. Prolin miktarini belirlemek igin kullanilan standart grafigi
Klorofil miktar: tayini

Toplam klorofil miktar1 Witham et al. (1971) tarafindan onerilen protokole gore
belirlendi. 0.2 gr taze yaprak dokusu %80’lik soguk asetonda homojenize edildi (10 mL),
stiziildli ve 3000 x g’de santrifiijlendi. Siipernatantlarin absorbans degerleri 645 ve 663 nm’de

kaydedildi ve klorofil miktarlar1 hesaplandi.

Azot metabolizmasinda rol alan enzimlerin aktivitelerinin belirlenmesi

Enzimlerin eksraksiyon ¢ozeltisi i¢in misir fidelerinin yapraklarindan 0.25 gr alindi,
stvi azotla toz haline getirildikten sonra iizerine daha 6nce hazirlanmig 2.5 mL, 0.2 mM
EDTA, %0.1 PVP ve 1 mM ditiotreitol igeren 50 mM KH2PO4 (pH: 7) eklenerek homojenize
edildi. Homojenizasyon sonucunda elde edilen homojenatlar 12000xg’de 15 dakika siire de
santrifiij edildi (+4 °C). Siipernatant enzim aktivitelerini belirlemek i¢in kullanildi (Khan

1996; Zheng-xun et al. 2007).

Nitrat rediiktaz (NR) aktivitesinin belirlenmesi

NR aktivitesi, Barro et al. (1991) metoduna gore belirlendi. Doku 6rnekleri 0.1 M
Tris-HCL tamponu (pH:7.5), 1 mM EDTA, 10 mM sistein ve 5 uM FAD igeren ekstraksiyon
tamponu (4 mL) igerisinde dgiitiildii. Ornekler 15000 X g’de 25 dakika santrifiijlendi (+4 °C).
Elde edilen st sivi kisimdan yani siipernatanttan 0.2 mL alinarak iizerine 0.8 mL aktivite
tamponu [0.1 M KH2POg4 (pH:7.5), 10 mM KNO3, 1 mM EDTA, 300 uM NAD] eklenip iyice
karistirildi ve 30 °C’de 20 dakika siire ile etiivde inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra
reaksiyon, 100 ul baryum asetat (1 M) ve 1.9 mL %96 etanol eklenerek durduruldu. Karisim
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2300 x g’de 5 dakika santrifiijlendi. Santrifiij sonrasi elde edilen sivi kisim yani
stipernatanttan 1 mL alinarak iizerine 1 mL %1’lik siilfanilamid reaktifi (2N HCl iginde) ve 1
mL %0.02’lik N-(1-naftil) etilendiamin reaktifi eklenerek 0. 15. Ve 30. dakikada 540 nm’de
absorbans degerleri kaydedildi.
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Sekil 17. Nitrat Rediiktaz miktarini belirlemede kullanilan grafik grafigi
Nitrit rediiktaz (NiR) aktivitesinin belirlenmesi

Nitrit rediiktaz aktivitesinin Ol¢iimii Ida and Morita (1973) tarafindan Onerilen
protokole gore nitritin amonyuma indirgenmesiyle belirlendi. Doku 6rnekleri homojenizasyon
tamponunda [0.1 M KH,PO; (pH:7.5), 10 M sistein, 10° M EDTA] ekstrakte edilerek 16000
rpm’de 20 dakika santrifiijlendi (4°C). Elde edilen siipernatanttan 100 pl alinarak tizerine 600
ul safsu, 1 mL Trisin-KOH (0.1 M, ph:7.5), 200 ul NaNOz (5 mM) ve 100 pl metil viologen
(20 mM) ilave edilerek karistirildi, reaksiyonu baglatmak icin reaksiyon karigimina 0.2 mL
0.12 M sodyum siilfit (0.2 M sodyum bikarbonat i¢inde) ilave edildi. Reaksiyon karigimi 15
dakika 30°C’de inkiibe edildikten sonra meteil viologenin mavi rengi kaybolana kadar
karistirildi ve reaksiyon durduruldu. Reaksiyon ¢ozeltisinden 0.1 mL alinip {izerine 1 mL
%1’lin stilfonamid (1.5 N HCI i¢inde) ve 1 mL 0.02 NED ilave edildi ve nihai karisim 2.9
mL saf su ile tamamlandi. 20 dakika inkiibasyondan sonra 540 nm’de absorbans degisiklikleri
kaydedildi.
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Sekil 18. Nitrit Rediiktaz miktarini belirlemede kullanilan standart grafigi
Glutamin sentaz (GS) aktivitesi olgiimii

Glutamin sentaz aktivitesi Oneal and Joy’un (1973) yontemi kullanilarak olciildii. 0.2
gr doku tizerine 1 mL tampon [0.1 M Tris-HC1 (pH:7.9), 200 mM MgSOs4, 1 mM EDTA, 1
mM B-merkaptoetanol] ilave edildikten sonra doku homojenize edildi ve homojenat 20 dakika
boyunca 10000 x g’de 4°C’de santrifiijlendi. Santrifiij sonunda elde edilen siv1 kistmdan 0.25
mL alinarak iizerine 0.2 mL reaksiyon tamponu (265 mM glutamat ve 60 mM hidroksilamin)
ilave edildi. Bu karistma 50 pl ATP (80 mM) eklenerek reaksiyon baslatildi ve reaksiyon
karisimi 30 dakika 30°C’de inkiibe edildi. inkiibasyon bitince reaksiyon karigimina 125 ul
TCA eklerek 10000 x g’de 10 dk santrifiijlendi. Elde edilen siipernatanttan 0.5 mL alinarak
lizerine 0.25 mL FeCls eklendi ve 20°C’de 15 dakika inkiibe edildi. inkiibasyon bitiminde 540
nm’de absorbans degisiklikleri kaydedildi.

Glutamat sentaz (GOGAT) aktivitesi ol¢iimii

GOGAT aktivitesi, Groat and Vance (1981) tarafindan Onerilen yonteme gore 2-
ketoglutaratin glutamata indirgenmesiyle ol¢iildii. Kisaca 0.3 g doku sakkaroz (100 mM), 2
merkaptoetanol (%2 (h/h)), etilen glikol (%15 (h)) igeren 3 mL MES-OH tamponunda (100
mM, pH: 6.8) 4 °C’de homojenlestirildi, homojenat 4 °C’de 10000xg’de 10 dakika santrifiij
edildi. Reaksiyon karisim1 KH2PO4 tamponu (100 mM ph:7.6), 2-merkaptoetanol (%0.1(v/v)),
100uM NADH, 2-oxoglutarat ve glutamin (2.5 mM) icerdi. GOGAT aktivitesi NADH
oksidasyonu nedeniyle 340 nm’de absorpsiyondaki azalma olgiilerek kaydedildi. 1umol dk-1
NADH’1n oksidasyonu bir birim GOGAT aktivitesi olarak tanimlandi.
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Glutamat dehidrogenaz (NAD-GDH)

Glutamat dehidrogenaz (NAD-GDH) aktivitesi, Sukalovic'in (1990) tarafindan
Onerilen yonteme gore NAD'nin indirgenmesi ve NADH'nin oksidasyonu ile 6l¢iildii. Kisaca
0.2 g doku, MgCl: (3.3 mM), EDTA (1 mM), B-merkaptoetanol (1 mM), ditiyotreitol (1 mM)
ve fenilmetilsiilfonil floriir (I mM) igeren 5 ml Tris-HCI] tamponu (10 mM (pH 8.0) iginde
homojenize edildi ve elde edilen homojenat 4°C’de 22000 x g’de 10 dakika siire ile santrifiij
edildi. NADH-GDH ig¢in siipernatanttan 0.2 mL alinarak tizerine Tris—HCI tamponu (76 mM,
pH 8.1), a-ketoglutarat (20 mM), (NH4)2SO4 (150 mM), NADH (0.2 mM), MgCl: (1 mM)
eklenerek karistirildi ve 340 nm'de absorbans kaydedildi. NAD-GDH igin siipernatanttan 0.2
mL alinarak {izerine Tris-HCI tamponu (100 mM, pH 9), NAD*(0.6 mM), L-glutamat (50
mM) eklenerek karistirildi ve absorbans degerlerindeki degisiklikler 340 nm'de kaydedildi.
Bir birim GDH aktivitesi, dakikada bir mikromol NAD’nin azalmasi ve bir mikromol

NADH’1n oksidasyonunun 6l¢iilmesiyle belirlendi.

Gen Ekspresyonu Calismalar:

Gen ekspresyonu c¢alismalarinda onceki ¢alismalarimizda kullandigimiz protokol takip
edildi (Aksakal et al. 2017. Aysin et al. 2020). Misir fidelerinden RNA izole etmek igin
RNeasy Plant Mini Kit (Qiagen, Hilden, Almanya) kullanildi. Uretici firmanin 6nerileri
dogrultusunda RNA izolasyonu yapildi. RNA miktar1 ve safligi nanodrop ND-1000
spektrofotometre kullanilarak belirlendi. Elde edilen RNA numunelerinden cDNA elde etmek
icin RevertAidTM First Strand cDNA Synthesis Kit (Fermentas katalog no: K1622)
kullanildi. ¢cDNA sentezinden sonra Quantitect SYBR Green kiti kullanilarak iiretici firma
tarafindan onerilen protokol dogrultusunda qRT-PCR reaksiyonlar: yapildi (PCR dongiisii:
95°C 10 dakika, 40 dongii olacak sekilde (95°C 10 saniye, 52°C 15 saniye, 72°C 20 saniye) ve
72°C 5 dakika). Tim qRT-PCR reaksiyonlari Rotor-Gene Q (Corbett, Qiagen) cihazinda
yapildi. qRT-PCR reaksiyonlari igin kullanilacak primerler Tablo 2’de verildi. Referans gen
olarak aktin kullanildi, ¢alisilacak genlerin ekspresyon seviyeleri referans gene karsi
normallestirildi. ~ GenGlobe’ye  ait  veri  analiz  yazihmi  sistemi  (Qiagen-
https://www.qiagen.com/en/geneglobe) tarafindan saglanan Student t testi, kontrol grubu ve
deney gruplarinda eksprese edilen genlerin kat degisiminin istatistiksel Gnemini

degerlendirmek i¢in kullanildi.
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Tablo 2. PCR Icin Kullanilan Primerler

GEN Forward Reverse Referans

B-actin AGCAACTGGGATGACATGGA GGGTTGAGAGGTGCCTCAGT Zhao et al. (2017)

Pod CTGCTGAGTGACCCTGTCTTC GGATAGGGTCTATTTAAGCATCA  Zhaoetal. (2017)

Cat TGTTCTAACAGGCTGTCGTGAG TGTCAGTGCGTCAACCCATC Zhao et al. (2017)

Sod GTTGTTGGGAGAGCATTTGTG GAGCAACCTACAATGGAGTCAG Zhao et al. (2017)

Gr CACCAAAGCAGACTTCGACA AAGTTCGTCTTTGGCTTGGA Zhao et al. (2017)

Apx GCCCTCTTGTGGAGAAATATG GGATATGGACCATTTAAGCATCA Zhaoetal. (2017)

ZmMpk-17 CTCCGGTTGCTAGAGGGTTT TGGATCAGCTAAAGCCTCTTCAG  Silva-neta et al. (2015)

Dhar CAAAGCTCATGGCCCCTACA GCTCCTCGGATGGCTTAGTC Guo et al. (2020)

Mdhar GAGTTAAGCCTGGGGAGCTT AGGCAATAGCTTCTCTCCACC Guo et al. (2020)

Nr TCCTCGCCTACATGCAGAAC GGTAGTAGCTGTCGGACTCG Ren et al. (2020)

Nir CATATCTGCCTGCCCTCTTC GAGCGTTGCGGTTGTTTATTA Erdal and Tiirk (2016)

Gs GGAACCGGCATAGACCTCAG ACGGGTCCTTGAAAATGGCT Ren et al. (2020)

Gogat CTGATCGTTCTGAAGCACCT AGCAGACATACGGAGACCAT Erdal and Tiirk (2016)

Nad-Gdh GTCATAAACAAGGATAATGCTAAC CCAGTATGTCGGGGAGGAT Erdal and Tiirk (2016)
Istatistiksel Analiz

Deneyler en az 3 tekerriir olacak sekilde gerceklestirildi ve sonuglar ortalama +
standart sapma (SD) olarak sunuldu. Verileri analiz etmek i¢in, tek yonlii bir varyans analizi
(ANOVA) ve ardindan Duncan’in ¢oklu karsilastirma testleri gercgeklestirildi. *P < 0.05
anlamli kabul edildi. Tim istatistiksel analizler GraphPad Prism siirim 8.4 kullanilarak

yapildi.
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ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

Arastirma Bulgulari
Cu(OH)2 NP ve TTH uygulamalarimin musir fidelerinde biiyiime iizerine etkisi

Bitki biiylimesi siirgiin ve kok uzunlugu olgiilerek belirlendi. Kontrol bitkileriyle
karsilagtirildiginda misir fidelerine uygulanan bakir oksit nanopestisiti (Cu(OH)2 NP) hem kok
hemde siirgiin uzunlugunu 6nemli 6l¢iide inhibe etti. Bununla birlikte, fidelere eksojen olarak
uygulanan tavuk tliyli protein hidrolizat1 (TTH) hem kontrol gruplarina gére hem de yalnizca
nanopestisit uygulanan fidelere gore bitki biiyiimesini onemli 6lgiide indiikledi (Sekil 19).
Yine Cu(OH)2 NP uygulanan fidelere TTH uygulamasi yalnizca Cu(OH)2 NP gruplarina gore

kok ve govde uzunlugunu 6nemli dl¢giide artirdi.
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Sekil 19. Cu(OH)2 NP ve TTH uygulamalarinin musir fidelerinde kdk ve siirgiin uzunlugu
tizerine etkisi

Cu(OH)2 NP ve TTH uygulamalarimin musir fidelerinde toplam klorofil, protein,
prolin ve toplam fenolik madde iizerine etkisi

Cu(OH)2 NP uygulamast misir fidelerinde klorofil miktarini énemli dlgiide azaltti.
Fidelere eksojen olarak uygulanan TTH ise kontrol grubuna kiyasla klorofil miktarin1 énemli
Olciide artirdi. Buna ilaveten, yalnizca Cu(OH). NP verilen fidelere kiyasla Cu(OH):
NP+TTH uygulamasi klorofil miktarini istatistiksel olarak 6nemli oranda artird1 ( Sekil 20).
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Sekil 20. Cu(OH)2 NP ve TTH uygulamalarinin misir fidelerinde toplam klorofil miktari
tizerine etkisi

Misir fidelerine hem Cu(OH). NP hem de TTH uygulamas: kontrol grubuna gore
protein miktarini artirdi. Buna ilaveten fidelere Cu(OH): NP ve TTH 1n birlikte uygulanmasi
hem kontrole gére hemde ayr1 ayri uygulamalara gore protein miktarini1 6nemli 6lgiide stimiile

etti (Sekil 21).
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Sekil 21. Cu(OH)2 NP ve TTH uygulamalarinin misir fidelerinde protein miktari iizerine
etkisi

Kontrol grubu ile kiyaslandiginda misir fidelerine uygulanan Cu(OH). NP veya TTH
prolin miktarinda artiga yal acti. Buna ilaveten, Cu(OH): NP ve TTH 1n birlikte uygulanmasi
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hem kontrol grubuna gore hemde tek basina Cu(OH). NP veya TTH uygulamasina gore prolin

miktarini 6nemli Ol¢iide artirdi.

Misir fidelerine uygulanan Cu(OH)2 NP toplam fenolik madde miktarini artirirken tek
basina fidelere uygulanan TTH kontrol grubuna gore fenolik madde miktarin1 degistirmedi.
Cu(OH)2 NP ile birlikte TTH uygulamasi yalniz Cu(OH). NP uygulamasina gore fenolik
madde miktarini azaltt1 (Sekil 22).
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Sekil 22. Cu(OH)2 NP ve TTH uygulamalarinin misir fidelerinde prolin miktari tizerine etkisi
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Sekil 23. Cu(OH)2 NP ve TTH uygulamalarinin misir fidelerinde toplam fenolik madde
miktari iizerine etkisi
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Cu(OH)2 NP ve TTH uygulamalarinin misir fidelerindeki bakir miktari iizerine
etkisi

Misir fidelerine eksojen olarak uygulanan Cu(OH), NP ve TTH’in fidelerin kok ve
govdelerindeki bakir konsantrasyonuna etkisi Sekil 24’de goriilmektedir. Kontrol gruplar ile
kiyaslandiginda fidelere uygulanan Cu(OH)2> NP hem koklerdeki hemde govdelerdeki bakir
miktarii énemli dl¢iide artirdi. Ozellikle gdvdedeki bakir miktar1 kontrole gore yaklasik 5 kat
arttt. Fidelere tek basina uygulanan TTH bakir miktarinda 6nemli bir degisiklige neden
olmadi. Yalniz Cu(OH), NP uygulamasi ile kiyaslandiginda fidelere Cu(OH)2 NP ile birlikte

TTH uygulamas1 govdedeki bakir miktarini 6nemli 6l¢iide azaltt1.
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Sekil 24. Cu(OH)2 NP ve TTH uygulamalarinin misir fidelerinde toplam bakir {izerine etkisi

Cu(OH)2 NP ve TTH uygulamalarinin musir fidelerinde lipid peroksidasyon
(MDA), hidrojen peroksit (H202) ve siiperoksit anyonu (O2") miktarlari iizerine etKkisi

Sekil 25’de goriildiigii gibi TTH uygulamasi kontrole kiyasla MDA miktarinda artisa
yol agmadi. Ote yandan, Cu(OH), NP uygulamas1 misir fidelerinde MDA miktarini kontrole
gore onemli dlgiide artirdi. Cu(OH)2 NP uygulamasi ile birlikte fidelere TTH uygulamasi tek
basina Cu(OH); NP uygulamasina gére MDA miktarin1 6nemli 6lgiide azaltti.
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Sekil 25. Cu(OH)2 NP ve TTH uygulamalarinin musir fidelerinde lipid peroksidasyonu
(MDA) iizerine etkisi

Misir fidelerine uygulanan TTH kontrole gére H.O, miktarmi azaltti. Ote yandan
fidelere tek basina uygulanan Cu(OH)2 NP H202 miktarin1 kontrole kiyasla 6enmli 6lgiide
artirdi. Tek basina Oz uygulamasi ile karsilastirildiginda Cu(OH)2 NP+TTH uygulamas1 H20:

miktarini 6nemli 6l¢iide inhibe etti.
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Sekil 26. Cu(OH)2 NP ve TTH uygulamalarinin musir fidelerinde hidrojen peroksit (H203)
izerine etkisi
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Misir fidelerine Cu(OH)2 NP ve TTH uygulandiktan sonra fidelerdeki stiperoksit
anyonu miktarinda meydana gelen degisimler Sekil 27°de verildi. Sekil 4.9°dan goriildiigii
gibi kontrol grubuna kiyasla tek basina TTH uygulamasi siiperoksit anyonu miktarini
degistirmezken tek basina Cu(OH)2 NP uygulamai siiperoksit anyonu miktarini énemli oranda
artirdi. Ote yandan, tek basma Cu(OH)2 NP uygulamasina kiyasla Cu(OH) NP+TTH

uygulamasi siiperoksit anyonu miktarini diistirdii.
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Sekil 27. Cu(OH)2 NP ve TTH uygulamalarinin misir fidelerinde siiperoksit anyonu (O2")
tizerine etkisi

Cu(OH)2 NP ve TTH uygulamalarmin musir fidelerinde antioksidan sistemle
iliskili enzimlerin aktiviteleri iizerine etkisi

Antioksidan sistemle iliskili enzimlerden SOD aktivitesi kontrol grubuna kiyasla tek
basina Cu(OH)2 NP uygulama grubunda artis gosterirken, tek basina TTH uygulama grubunda
azaldi. Tek basina Cu(OH), NP uygulamasi ile karsilastirildiginda Cu(OH)2 NP+TTH
uygulamas1 SOD aktivitesini 6nemli Olgiide azaltti. Diger taraftan fidelere tek basina
uygulanan Cu(OH)2 NP CAT ve POD aktivitesini azaltirken, tek basina TTH uygulamasi bu
enzimlerin aktivitelerini kontrole gére dnemli oranda artirdi. Yine tek basina Cu(OH)2 NP
uygulamasina kiyasla Cu(OH), NP+TTH uygulamasit hem CAT hem de POD aktivitesini

Oonemli Olciide stimiile etti.
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Sekil 28. Cu(OH)2 NP ve TTH uygulamalarinin nusir fidelerinde SOD enzim aktivitesi

uzerine etkisi

Sekil 29. Cu(OH)2 NP ve TTH uygulamalarimin misir fidelerinde CAT enzim aktivitesi
55

uzerine etkisi
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Sekil 30. Cu(OH)2 NP ve TTH uygulamalarmin misir fidelerinde POD enzim aktivitesi
tizerine etkisi

Cu(OH)2 NP ve TTH uygulamalarimin musir fidelerinde ASA-GSH dongiisii ile
iliskili enzimler ve enzimatik olmayan antioksidanlar iizerine etkisi

Cu(OH)2 NP ve TTH uygulanmis musir fidelerinde ASA-GSH dongiisii ile iliskili
enzimlerin aktivitelerinde meydana gelen degisimler Sekil 31°de verildi. Kontrol gruplar ile
kiyaslandiginda APX, DHAR ve MDHAR enzimlerinin aktiviteleri tek basina Cu(OH)2 NP
uygulanan fidelerde azaldi. Tek basina TTH uygulamasi kontrol grubunlarmma goére APX
enzim aktivitesini artirirtken DHAR ve MDHAR aktivitesini degistirmedi. Tek basina
Cu(OH)2 NP uygulanan gruplar ile kiyaslandiginda Cu(OH)> NP+TTH gruplarinda APX,
DHAR ve MDHAR enzim aktiviteleri arttt. GR enziminin aktivitesi hem Cu(OH)2 NP hemde
TTH uygulama gruplarinda kontrole gére onemli 6l¢iide arttr. Cu(OH)2 NP+TTH uygulamasi

bu enzimin aktivitesinde daha fazla artisa yol agti.
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Sekil 31. Cu(OH)2 NP ve TTH uygulamalarmnin musir fidelerinde APX, GR, DHAR ve
MDHAR enzim aktiviteleri tizerine etkisi

Cu(OH)2 NP ve TTH uygulanmis musir fidelerinde ASA-GSH dongiisii ile iligkili
enzimatik olmayan antioksidanlardan ASA ve GSH ile onlarin oksitlenmis formlarinin (DHA,
GSSG) miktarlarinda meydana gelen degisimler Sekil 32°de verildi. Hem tek basina Cu(OH)2
NP veya TTH hemde Cu(OH), NP+TTH uygulamalar1 kontrole gore ASA ve GSH
miktarlarin1 6nemli 6l¢lide artirdi. Kontrol gruplari ile kiyaslandiginda tek bagina Cu(OH)2 NP
uygulamast DHA ve GSSG miktarlarini 6nemli oranda artirdi. Ote yandan, tek basina
Cu(OH)2 NP uygulama gruplari ile karsilagtirildiginda hem DHA hem de GSSG miktari
Cu(OH)2 NP+TTH gruplarinda 6nemli oranda azaldi. Tek basina Cu(OH)2> NP uygulamasi
kontrole gore ASA/DHA ve GSH/GSSG oranlarini azaltirken, tek basina THH veya Cu(OH)>
NP+TTH uygulamalar1 ASA/DHA ve GSH/GSSG oranlarin artird1.
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Sekil 32. Cu(OH)2 NP ve TTH uygulamalarinin musir fidelerinde ASA, DHA, GSH, GSSG,
ASA/DHA ve GSH/GSSG iizerine etkisi

Cu(OH)2 NP ve TTH uygulamalarinin misir fidelerinde azot metabolizmasi ile
iliskili enzimler iizerine etkisi

Cu(OH)2 NP stresi misir fidelerinde azot metabolizmasi ile iliskili enzimlerden nitrat
rediiktaz (NR), nitrit rediiktaz (NIR), glutamin sentaz (GS) ve NAD-GDH enzim
aktivitelerinde dikkate deger bir diisiise yol agti (Sekil 33). Cu(OH)2 NP stresi altinda
GOGAT aktivitesini degistirmezken Cu(OH)> NP+TTH uygulamasi bu enzimin aktivitesini
kontrole kiyasla onemli Olgiide artirdi. Misir fidelerinee tek basina TTH uygulandiginda
kontrole gore azot metabolizmasi ile iligkili tiim enzimlerin aktivitesi 6nemli oranda artti.
Cu(OH)2 NP stresi altindaki fidelere TTH uygulamast NR, NIR, GS ve NAD-GDH

aktivitesini onemli Ol¢iide artirdi.
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Sekil 33. Cu(OH)2 NP ve TTH uygulamalarinin musir fidelerinde NR, NiR, GS, GOGAT ve
NAD-GDH enzim aktivitesi lizerine etkisi

Cu(OH)2 NP ve TTH uygulamalarmin musir fidelerinde antioksidan sistemle
iliskili genler ve ZmMpk-17 geninin ekspresyonu iizerine etkisi

Tek basina Cu(OH), NP uygulamasi antioksidan sistemle iliskili genlerden Sod

geninin ekspresyonu onemli dlglide up-regiile ederken, Cat ve Pod genlerinin ekspresyonunu

dikkat deger bigimde down-regiile etti. Tek basina TTH uygulamasi hem Cat hem de Pod

genlerinin ekspreyonunu up-regiile etti. Kontrol ile kiyaslandiginda Cu(OH), NP+TTH

uygulamasi antioksidan sistemle iligkili genlerin ifadesini degistirmedi. Tek basina Cu(OH):

NP uygulamasina kiyasla Cu(OH)> NP+TTH wuygulamast Sod geninin ekspresyonunu

azaltirken Cat ve Pod genlerinin ekspresyonunu artirdi.
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Sekil 34. Cu(OH)2 NP ve TTH uygulamalarinin muisir fidelerinde Sod, Cat, Pod, ve ZmMpk-
17 genlerinin ekspresyonu iizerine etkisi
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Diger taraftan tek bagina Cu(OH)2 NP uygulamas1 ZmMpk-17 geninin ekspresyonunu
yaklagik 3.5 kat artirdi. Tek bagina TTH uygulamasi kontrole gére bu genin ekspresyonunu
onemli Ol¢iide azaltirken Cu(OH)2 NP+TTH uygulamasi ZmMpk-17 geninin ekspresyonunu

onemli oranda up-regiile etti (Sekil 34).

Cu(OH)2 NP ve TTH uygulamalarinin msir fidelerinde ASA-GSH sistemi ile
iliskili genlerin ekspresyonu iizerine etkisi

Misir fidelerine tek basina uygulanan Cu(OH)2 NP APX, DHAR ve MDHAR
genlerinin ekspresyonunu down-regiile ederken, Gr geninin ekspresyonunu up-regiile etti.
Diger taraftan, fidelere tek basina uygulanan TTH ASA-GSH sistemi ile iligkili ¢alisilan
genlerin tamaminin ekspresyonunu up-regiile etti. Fidelere birlikte uygulanan Cu(OH)2 NP ve

TTH GR ve MDHAR genlerinin ekspresyonunu 6nemli 6l¢iide stimiile etti (Sekil 35).
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Sekil 35. Cu(OH)2 NP ve TTH uygulamalarinin misir fidelerinde ASA-GSH sistemi ile iligkili
genlerinin ekspresyonu tizerine etkisi

Cu(OH)2 NP ve TTH uygulamalarimin musir fidelerinde azot metabolizmasi ile
iliskili genlerin ekspresyonu iizerine etkisi

Cu(OH)2 NP stresi altinda azot metabolizmast ile iliskili genler down-regiile olurken
Cu(OH)2 NP streli fidelere TTH uygulamasi1 bu genlerin ekspresonunu up-regiile etti. Fidelere
tek basina uygulanan TTH ise azot metabolizmasi ile iligkili genlerin ekspresyonunu stimiile

etti (Sekil 36).
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Sekil 36. Cu(OH)2. NP ve TTH uygulamalarinin musir fidelerinde azot metabolizmasi ile
iligkili genlerinin ekspresyonu iizerine etkisi.
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geninin ekspresyonunu azaltti (Sekil 37).
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Sekil 37. Cu(OH)2 NP ve TTH uygulamalarmin nmusir fidelerinde antioksidan sistem, ASA-
GSH sistemi ve azot metabolizmasi ile ilgili ¢esitli genlerin ekspresyonlarina etkisini gosteren
181 haritasi

Tartisma

Bu calismada bakir hidroksit nanopestisit (Cu(OH), NP) ve tavuk tliyli protein
hidrolizat1 (TTH) uygulamalarinin misir fidelerinin biiyiimesi iizerine etkisi ¢esitli fizyolojik
ve biyokimyasal parametreler kullanilarak arastirildi. Ayrica Cu(OH). NP ve TTH
uygulamalarinin antioksidan sistem, ASA-GSH dongiisii ve azot metabolizmasi ile iliskili
cesitli genlerin ekspresyonlar1 iizerine etkisi de incelendi. Calisma kapsaminda bitki
biiylimesi, klorofil icerigi, protein miktari, prolin birikimi, toplam fenolik madde miktari,
bakir konsantrasyonu, lipid peroksidasyonu, hidrojen peroksit ve siiperoksit anyon seviyeleri,
antioksidan enzim (SOD, CAT, POD) aktiviteleri, ASA-GSH dongiisii ile iliskili enzimatik
(APX, GR, DHAR, MDHAR) ve enzimatik olmayan antioksidanlarin (ASA, DHA, GSH,
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GSSG) miktarlari, azot metabolizmasinda yer alan enzimlerin (NR, NIR, GS, GOGAT, NAD-
GDH) aktivitelerindeki degisiklikler ile antioksidan sistem, ASA-GSH dongiisii ve azot
metabolizmasi ile iliskili ¢esitli genlerin ifadelerindeki degisikliklere bakildi.

Sonuglar, Cu(OH)2 NP uygulamasinin musir fidelerinin biiylimesini 6nemli 6lgiide
inhibe ettigini, hem siirgiin hem de kok uzunlugunu azalttigin1 gosterdi. Sonucglarimizla
uyumlu olarak Yan et al. (2022) marul fidelerine uygulanan Cu(OH). NP’nin fidelerde
radikula uzunlugunu 6nemli 6l¢iide inhibe ettigini rapor etmistir. Yine Zhao et al. (2017)
misir fidelerine uygulanan 100 mg Cu(OH). NP’nin yaprak biyomasini 6nemli Olgiide
azalttigim bildirmistir. Ote yandan, bu ¢alismada Cu(OH)2 NP muisir fidelerinin yapraklarina
uygulandiktan ii¢ giin sonra yapraklarda bariz toksisite semptomlart gézlenmedi. Yine bu
sonuglarimizla uyumlu olarak Zhao et al. (2017 a, b) musir ve salatalik yapraklarina
uygulanan Cu(OH)2 NP’nin yapraklarda gozle goriilebilir toksik semptomlara yol agmadigini
kaydetmistir. Cu(OH)2 NP stresi altindaki misir fidelerine uygulanan TTH fidelerde kok ve
govde gelisimini stimiile etmistir. Sonuglarimiza paralel olarak Gezgincioglu and Atici (2023)
TTH’1in soguk stresi altindaki bugday fidelerinde kok ve govde gelisimini tesvik ettigini
bildirmistir. TTH azot, kiikiirt, kalsiyum, fosfor, magnezyum gibi bitki beslenmesi agisindan
onemli elementleri yiiksek oranda ihtiva etmektedir. TTH ayrica arjinin, sistein, glutamat ve
fenil alanin gibi amino asitler bakimindan da olduk¢a zengin protein igeren bir biyogiibre
niteligindedir. Dolayisiyla TTH’in bitki biliylimesi ve gelismesine olumlu etki yapmasi

icerdigi mineral ve aminoasitlere atfedilebilir.

Klorofil miktarinin 6l¢iilmesi bitki stresinin degerlendirilmesinde en Onemli
parametrelerinden biri olarak kabul edilir (Pinheiro et al. 2013). Bu ¢alismada, Cu(OH)2 NP
uygulamast misir fidelerinde klorofil miktarin1 azaltmistir. Klorofil miktarindaki azalma
azalan fotosentetik aktivite nedeniyle govde biiylimesindeki azalmayi agiklayabilir.
Sonuglarimizla tutarl olarak Zhao et al. (2017a) 100 mg Cu(OH)2 NP uygulamasinin misir
fidelerinde klorofil miktarmi azalttigin1 rapor etmistir. Ote yandan Cu(OH)2 NP stresi
altindaki fidelere uygulanan TTH klorofil miktarin1 artirmistir. TTH prolin, glutamat gibi
klorofil biyosentezinde 6nemli rol oynayan amino asitleri bol miktarda bulundurmaktadir.
Bununla birlikte TTH’ 1n fotosentetik pigmentlerin biyosentezini indiikleyen sitokin benzeri
bilesikleri tasiyip tasinmadigi bilinmemektedir. Bu nedenle TTH’in bitki biiyiimesi ve
fotosentetik pigmentler ilizerindeki etki mekanizmasmin tam olarak anlasilmasi i¢in daha

detayli ¢alismalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Cu(OH)2 NP stresi altinda misir fidelerinde protein miktari artmigtir. Yine bitkilerdeki

onemli osmoprotektanlardan biri olan prolinin konsantrasyonu ve toplam fenolik madde
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miktar1 Cu(OH)2 NP stresi kosullar1 altinda artis géstermistir. Tek basina TTH uygulamasi
misir fidelerinde protein ve prolin miktarlarini artirmis fenolik madde miktarini kontrole gore
degistirmemistir. Tek bagina Cu(OH)2 NP uygulamalart ile kiyaslandiginda Cu(OH)2 NP
stresi altinda fidelere uygulanan TTH protein, prolin ve fenolik madde miktarlarin1 daha fazla
artirmistir. Sonuglarimizla paralel olarak TTH’in soguk stresi kosullar1 altindaki bugdayda
protein ve prolin miktarlarini artirdig1 Gezgincioglu and Atict (2023) tarafindan bildirilmistir.
Yine Horri et al. (2007) musir ve soya fasulyesine uygulanan balik protein hidrolizatinin
fenolik madde miktarini artirdigini rapor etmistir. Gurav and Judav (2013) tavuk tiiyii protein
hidrolizatinin muz fidelerinde fenolik madde miktarin1 artirdigini kaydetmistir. Bitkilerde
stres kosullar1 altinda prolin gibi osmoprotektanlarin miktarinin ve sekonder metabolitlerin
sentezinde kullanilan fenolik maddelerin miktarinin arttigi  bilinmektedir. Calismada
kullanilan TTH yiiksek oranda prolin tasimaktadir. Yine TTH ¢ok sayida mineral ve amino
asit ihtiva ettiginden stres kosullarindaki misir fidelerinde hem protein hem de prolin sentezini

indiiklemistir.

ICP-MS verileri Cu(OH)2 NP uygulanmis fidelerin hem kok hem de govdelerinde Cu
konsantrasyonunda artis oldugunu gostermistir. Ozellikle gévdedeki Cu konsantrasyonu
kontrol grubuna gore yaklasik 5 kat artmistir. Calismada Cu(OH)2 NP musir yapraklarina
spreyleme yontemi ile uygulanmistir. Uygulamayr takip eden ilk 24 saatte ¢ok sayida
nanopestisit partikiiliiniin yaprak yiizeyine yapismasi ve stomalar vasitasiyla bitkinin
hiicrelerine gectigi diisiiniilmektedir. Clinkii 10 giinliik misir fidelerinin stomalarin ¢ap1
nanopartikiillerin alinmasi i¢in yeterince biiyiiktiir. Cu(OH)2 NP uygulanmis misir kdklerinde
gozlenen Cu konsantrasyonu artist bakirin bazipetal olarak misir govdesinden koklerine
tagindigini gostermektedir. Bu sonuglar CuO NP’lerin misir ve patlicanda floem yoluyla
toprak iistli kisimlardan koklere tagindigini gosteren caligmalarla tutarlilik gdstermektedir

(Wang et al. 2012; Elmer et al. 2016).

Cu(OH)2 NP stresi altindaki musir fidelerinde MDA, H>O> ve siiperoksit anyonu
seviyesi Onemli oranda artmistir. Bu sonuglar, bitkilerin bakir bazli nanomalzemelere ortak
tepkileri olarak reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) olusumunu ve lipid peroksidasyonunun
artigini bildiren dnceki ¢aligmalarla tutarhidir (Lala, 2020; Yan et al. 2022). Cu(OH)2 NP stresi
altindaki fidelere TTH uygulanmasit MDA miktarin1 ve ROT seviyelerini azaltmistir. ROT
hiicre membranlari ile birlikte proteinler, lipidler ve niikleik asitler gibi makromolekiillere
zarar verebildiginden dolayr bitki hiicrelerinde normal metabolik kosular altinda dahi ROT
seviyelerinin diisliriilmesi elzemdir. Daha oOnce yapilan c¢alismalarda c¢esitli protein

hidrolizatlarinin reaktif oksijen tiirevlerini siipiiriicii etki gosterdigi ve yiiksek antioksidan
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aktiviteye sahip oldugu bildirilmistir. Geng and Atic1 (2019) ve Gezgincioglu and Atici (2023)
TTH’in soguk stresi altindaki bugday fidelerinde ROT seviyelerini ve MDA miktarini
diisiirdiigiinii rapor etmistir. Bizim verilerimiz ile birlikte literatiirde elde edilen bulgular
TTH’1n stres kosullar1 altinda bitkilerin antioksidan tepkilerine katkida bulunduguna isaret

etmektedir.

Bitkiler reaktif oksijen tiirlerinin neden oldugu hasari bertaraf etmek i¢in enzimatik ve
enzimatik olmayan antioksidanlardan olusan bir savunma sistemine sahiptir. Bu savunma
sistemin enzimatik antioksidanlar1 arasinda SOD, CAT ve POD enzimleri yer almaktadir.
SOD enzimi stiperoksit radikalinin molekiiler oksijen ve hidrojen perokside dismutasyonunu
kataliz ederken CAT ve POD enzimleri H202’yi su ve oksijene detoksifiye eder. Antioksidan
enzimler pestisit ve agir metal stresi gibi faktorlere yanitta temel rol oynadigindan bu
calismada SOD, CAT ve POD genlerinin ekspresyonu ve enzimlerinin aktivitesinde meydana
gelen degisimler incelenmistir. Cu(OH)2 NP stresi altindaki fidelerde SOD ekspresyonu ve
aktivitesinin arttigt buna karsin CAT ve POD ekspresyonu ve aktivitesinin azaldigi
kaydedilmistir. ZmMpK-17 Zea mays yani musir bitkisine ait bir gen grubudur. Bu gen grubu
bitkinin biiyiimesinde ve agirliginda artisa neden olarak protein hidrolazati olarak kullanilip
biliylime regiilatorii olarak gorev yapar. Misir bitkisine uygulanan gruplara bakildiginda
kontrol grubuna gore tek basina uygulanan Cu(OH): NP grubunda 6nemli derecede bir artisa
neden oldugu tek basina uygulanan TTH grubunda ise aktivitesinde azalma oldugu
goriilmektedir. Cu(OH): NP+TTH grubunda ise kontrole gore gen aktivitesinde azalma
oldugu goriilmektedir. Buda bize TTH grubunda yeteri kadar protein hidrolizat1 oldugundan
dolay1 MPK-17 genini baskilayarak aktivitesini azalttigt Cu(OH). NP grubunda ise yeteri
kadar protein hidrolizati olmadig1 ve var olanlarinda stres durumunda harcandigindan Gtiirii
bu grupta MPK-17 gen aktivitesi artmigtir. Sonuglarimizla tutarli olarak marul fidelerine
uygulanan Cu(OH)2 NP’nin SOD aktivitesini artirdigi, CAT ve POD aktivitesini azalttig
bildirilmistir (Yan et al. 2022). Cu(OH)2 NP stresi altinda SOD aktivitesindeki artts SOD’un
stiperoksit radikalini H.O2 ve molekiiler oksijene doniistiirdiigiine isaret etmektedir. Nitekim
calismamizda Cu(OH)2 NP stresi altindaki fidelerde kontrol gurubuna gore H2O» seviyesi
olduk¢a yiiksek bulunmustur. Yine Cu(OH)2 NP stresi altindaki fidelerde CAT ve POD
aktivitelerinin azalmasi hiicrelerde H>O> birikimine isaret etmistir. Tek basina Cu(OH)2 NP
uygulamasi ile kiyaslandiginda Cu(OH). NP stresi altindaki fidelere TTH uygulanmasi1 SOD
aktivitesini azaltmig, CAT ve POD aktivitesini artirmistir. Bu durumun sonucu olarak
Cu(OH)2 NP+TTH uygulanmis fidelerde H2O> seviyesi diismiistiir. Vasconcelos et al. (2009)
ve Gezgincioglu and Atic1 (2023) protein hidrolizatlarinin kuraklik ve soguk stresi altindaki

bitkilerde antioksidan enzimlerin aktivitelerini tesvik ettigini ve boylece stresin etkilerini
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hafiflettigini bildirmistir. Calismamizdan elde edilen veriler ile birlikte literatiir verileri
degerlendirildiginde SOD, CAT ve POD enzimlerinin Cu(OH)2 NP stresinin etkilerinin

hafifletilmesinde 6nemli rol oynadig1 degerlendirilmistir.

Bitki hiicrelerinde reaktif oksijen tiirevlerinin detoksifiye edilmesinde ASA ve GSH
gibi enzimatik olmayan antioksidanlar hem dogrudan hem de dolayli olarak 6nemli katki
saglar. Hiicrelerde en bol bulunan ¢oziiniir antioksidanlardan olan ve bitkiler tarafindan
antioksidan savunma sistemini aktive etmek icin iiretilen ASA ve GSH hiicresel redoks
durumunun diizenlenmesinde, ASA-GSH dongiisiinde temel rol tstlenir. Yine ASA-GSH
dongiisinde ASA ve GSH ile birlikte APX, GR, DHAR ve MDHAR gibi enzimlerin
koordineli fonksiyonlart H2O2’yi su ve oksijene donistiiriir ve ASA ve GSH’1 daha fazla geri
dontistiiriir (Mishra et al. 2022). Bu ¢alismada musir fidelerine uygulanan Cu(OH)2 NP ve
TTH fidelerdeki ASA ve GSH miktarini artirmistir. Cu(OH)2 NP stresi altindaki fidelere TTH
uygulamasi ASA ve GSH konsantrasyonlarin1 daha fazla artirmistir. Yine, misir fidelerinde
Cu(OH)2 NP stresi altinda DHA ve GSSG miktar1 6nemli 6l¢lide artmistir. Diger taraftan
Cu(OH)2 NP stresi altindaki misir fidelerine TTH uygulanmasi DHA ve GSSG miktarimi tek
basina Cu(OH), NP uygulanan gruplara gére dnemli 6l¢iide azaltmistir. Cok sayida calismada
artan ASA ve GSH veya diisiik miktardaki DHA ve GSSG ile yiiksek ASA/DHA ve
GSH/GSSG’yi korumanin abiyotik stres kaynakli ROT birikimine karsi savunma igin ana
strateji olabilecegi bildirilmistir (Kocsy et al. 2001; Fotopulos et al. 2010). Bu ¢aligmada
Cu(OH)2 NP stresi altindaki fidelerde diisik ASA/DHA ve GSH/GSSG orani, buna karsin
Cu(OH)2 NP+TTH uygulanmis fidelerde yiikksek ASA/DHA ve GSH/GSSG orani
belirlenmistir. Bu sonug, Cu(OH)2 NP’nin antioksidan bilesiklerin oksitlenmis formlarinin
birikmesine neden oldugunu, TTH’1n ise bu oksitlenmis formlarin olusumunu engelledigini
gostermektedir. TTH uygulanmasina bagli olarak ASA/DHA oraninin artist TTH 1n ihtiva
ettigi alkali amino asitlerle iliskili olabilir. TTH yiiksek oranda arjinin, lizin ve histidin amino
asitleri igermektedir ve bu amino asitler giiglii antioksidan 6zellik gostermektedir (Guo et al.
2009). Yine TTH uygulamasma bagli olarak GSH/GSSG oraninin artist TTH 1in yiiksek
oranda sistein ve metiyonin gibi siilfiirlii amino asitler tagimasina atfedilebilir. Bilindigi gibi
bu aminoasitler antioksidan enzimlerin aktivasyonunda ve oksidatif stresi dnlemek i¢in GSH
biyosentezinde olduk¢a onemlidir (Foyer and Noctor, 2005). Cu(OH)2> NP stresi altindaki
fidelere TTH uygulamasi APX, GR, DHAR ve MDHAR genlerinin ekspresyonunu ve enzim
aktivitelerini tek basma Cu(OH)2 NP uygulama gruplarina kiyasla artirmistir. Bu TTH’1n
ASA-GSH dongiisii enzimlerini indiikleme yetenegine ve askorbat ve glutatyonun
rejenerasyonu lizerine dogrudan bir etkiye sahip olduguna isaret etmektedir. Deney

kosullarimizda TTH in Cu(OH)2 NP stresi altinda ASA-GSH dongiisii ve redoks tepkimesi
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tizerindeki olumlu etkisi, soguk stresi altindaki bugday bitkilerinde gozlenene benzerdi

(Gezgincioglu and Atict, 2023).

Bu c¢alismada azot metabolizmast ile iligkili enzimlerin aktivitesinin ve genlerin
ekspresyonunun Cu(OH)2 NP stresi altinda azaldigi tespit edilmistir. Azot, niikleotitler,
proteinler, ve niikleik asitler gibi temel azot igeren molekiillerin temel bilesenidir, bu nedenle
azot ve azot metabolizmasi bitki biiylimesinde ve gelismesinde son derece dnemli rol oynar
(Andrews et al. 2009). Azot bitkiler tarafindan nitrat (NO3") formunda alinir ve nitrat nitrat
rediiktaz (NR) enziminin aktivitesi ile nitrite (NO2) dontstiiriliir. Nitrit ise nitrit rediiktaz
(NIR) enzimin aktivitesi ile amonyuma (NH4) déniisiir. NR tarafindan katalize edilen nitratin
nitrite indirgenmesi, nitratin 6ziimsenmesinde hiz smirlayict adim olarak kabul edilir
(Campbell, 1999). Bu durum sonunda bitkilerin biiylimesini ve organik azot durumunu
etkiler. Cu(OH)2 NP stresi altinda NR aktivitesindeki azalma, bakirin 6nemli siilfidril
gruplarina baglanip enzimi inaktive etmesine atfedilir (Xiong et al. 2006). Calismamizda
Cu(OH)2 NP uygulanan gruplarda bakir miktarmin 5 kat arttigi belirlenmistir. Bakir
miktarindaki artisin NR aktivitesini azaltmis olmas1 muhtemel goriinmektedir. Cu(OH)2 NP
maruziyetinin NR aktivite diisiisii tizerindeki bir baska etkisi Cu(OH)2 NP stresi esnasinda
tiretilen ROT’larin neden oldugu enzim pargalanmasindaki artista olabilir. Bilindigi gibi
serbest radikaller, oksidatif reaksiyonla veya proteolitik aktiviteyi artirmak yoluyla
proteinlerin pargalanmasina neden olabilir. Yine Cu(OH)2 NP stresi altinda ROT birikimi
hiicre zar1 gecirgenliginin artmasina, bu durumda nitrat alinimimin azalmasina yol agmis
olabilir (Shadid et al. 2019). Bitkilerde Cu stresi altinda amonyum birikiminin arttig1 rapor
edilmistir. Bitkilerde amonyum birikimi GS/GOGAT sistemi veya GDH sistemi aracilifiyla
asimile edilir. GS/GOGAT yolunun yiiksek bitkilerde azot asimilasyonu i¢in ana yol oldugu
diisiiniilmektedir ve bu yol amonyumu organik bir maddeye doniistiirmeye yardimci olur
(Vega-Mas et al. 2019). Cu(OH)2 NP stresi altinda misir fidelerinde goriilen GS ve GOGAT
aktivitesindeki azalis azot miktarindaki azalma, amonyum miktarinda artis ve amonyum
asimilasyonundaki baskilanma ile iligkili olabilir. Cu(OH)2 NP stresi altindaki fidelere
uygulanan TTH azot metabolizmasi ile iligkili genlerin ekspresyonunu ve enzimlerin
aktivitelerini artirmistir. TTH azot, siilfiir, amino asitler ve bitki beslenmesi icin gerekli ¢cok
sayida minerali yiiksek oranda ihtiva eden zengin bir kaynaktir. TTH azot metabolizmasinda
oldukca 6nemli rolii olan NR’nin aktivitesini, bitkideki amino asitlerin sentezini ve azot
seviyesini artirmak yoluyla bitki biiylimesini tesvik etmis olabilir. NR aktivitesinin artmas1 N
asimilasyonunu artmasina yol agmis ve bdylece bitkideki protein sentezi artarak strese karsi
bir tolerans gelistirilmis olabilir. TTH ayrica GS ve GOGAT aktivitesini artirarak amonyum

asimilasyonun hizlandirmis ve bdylece strese toleransi tesvik ederek bitki biiyiimesini tesvik
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etmis olabilir. Nitekim arastirmalar GS ve GOGAT aktivitesindeki artisin  azot
asimilasyonunu, translokasyonunu ve amino asit sentezini iyilestirebilecegini ortaya

koymustur (Wang et al. 2003).
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SONUC VE ONERILER

Bu ¢aligma musir fidelerinde Cu(OH)2 NP’nin olusturdugu strese karsi fidelere eksojen
olarak uygulanan TTH’ 1n nanopestisitin olusturdugu zararl etkileri hafifletip hafifletmedigini
arastirmak i¢in gergeklestirilmistir. Calismada hidroponik ortamda yetistirilen 9 giinliik misir
fidelerinin yapraklarina 500 mg/L Kocide 3000 (Cu(OH). NP) ve/veya 500 mg/L tavuk tlyi
protein hidrolizatt uygulanmistir. Uygulamadan 3 giin sonra fideler hasat edilmis ve fide
yapraklarinda ¢esitli fizyolojik, biyokimyasal ve molekiiler analizler yapilmistir. Calismada

asagidaki sonugclar elde edilmistir.

1. Misir fidelerine uygulanan Cu(OH)2 NP fidelerede kok ve govde uzunlugunu
azaltmis, Cu(OH). NP stresi altinda fidelere uygulanan TTH kok ve goévde
uzunlugunu artirarak biiyiimeyi tesvik etmistir.

2. Cu(OH)2 NP uygulamasi musir fidelerinde klorofil miktarini azaltmistir. Tek bagina
uygulanan TTH klorofil miktarini artirmigtir. Cu(OH)2 NP stresi altindaki misir
fidelerine uygulanan TTH ise Klorofil miktarini atrimistir.

3. Misir fidelerine uygulanan Cu(OH)2 NP fidelerede protein, prolin ve toplam fenolik
madde miktarini artirmig, Cu(OH)2 NP stresi altinda fidelere uygulanan TTH
protein ve prolin miktarin1 daha fazla stimiile etmis ancak fenolik madde miktarini
tek basina fidelere uygulanan Cu(OH)2 NP’ye goére azaltmustir.

4. Cu(OH)2 NP uygulamasi misir fidelerin hem kok hemde goévdelerindeki bakir
konsantrasyonunu artirmustir. Ozellikle gévdedeki bakir konsantrasyonu kontrole
gore yaklasik 5 kat artig gostermistir. Cu(OH)2 NP’nin olusturdugu toksisite
semptomlart Cu(OH)2 NP’nin igerdigi bakir iyonlarina atfedilmistir.

5. Cu(OH)2 NP stresi altindaki misir fidelerinde MDA, H20; ve siiperoksit anyonu
seviyesi kontrole gore olduk¢a Onemli bigimde yiikselmis, Cu(OH)2. NP stresi
altindaki fidelere uygulanan TTH MDA ve ROT miktarlarin1 sonemli Olciide
azaltmustir.

6. Misir fideleri Cu(OH)2 NP stresi altinda artan MDA ve ROT miktarin1 azaltmak
icin antioksidan savunma sisteminin bir parcast olan SOD, CAT ve POD
enzimlerinin aktivitelerini yeniden diizenlemis, Cu(OH), NP stresi altinda
fidelerdeki SOD ektivitesi artmig, CAT ve POD aktivitesi azalmigtir. Cu(OH)2 NP

stresi altindaki fidelere disardan uygulanan TTH ise SOD enzim aktivitesini
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azaltmis, CAT ve POD enzim aktivitesini artirmistir.

7. Misir fidelerinde Cu(OH)2 NP stresi altinda GR enzim aktivitesi artmis, APX,
DHAR ve MDHAR enzimlerinin aktivitesi azalmigtir. Cu(OH)2 NP stresi altindaki
fidelere disardan uygulanan TTH ASA-GSH sistemi ile iligkili bu enzimlerin
tamaminin aktivitesini fidelere tek basina uygulanan Cu(OH). NP’ye kiyasla
artirmistir.

8. Misir fidelerinde Cu(OH)2 NP stresi altinda enzimatik olmayan antioksidanlardan
ASA ve GSH ve onlarin oksitlenmis formlar1 olan DHA ve GSSG miktarlar
onemli 6l¢iide artmistir. Cu(OH)2 NP stresi altindaki fidelere disardan uygulanan
TTH ASA ve GSH miktarlarin1 daha fazla artirmis ancak DHA veGSSG oranlarini
tek basina Cu(OH)2 NP uygulamasina gore dnemli ol¢lide azaltmistir.

9. Azot metabolizmasi ile iliskili NR, NIR, GS, GOGAT ve NAD-GDH enzimlerinin
aktiviteleri Cu(OH)2 NP stresi altinda azalmis, Cu(OH)> NP stresi altindaki fidelere
disardan uygulanan TTH bu enzimlerin aktivitelerini stimiile etmis ve tek basina
Cu(OH)2 NP uygulama gruplarina gére dnemli oranda artirmistir.

10. Cu(OH)2 NP stresi altinda antioksidan enzimleri kodlayan genlerden SOD geninin
ekspresyonu artmig, CAT ve POD genlerinin ekspresyonunu azalmistir. Cu(OH)2
NP stresi altindaki fidelere disardan uygulanan TTH ise SOD geninin ekspresyonu
azaltmis, CAT ve POD genlerinin ekspresyonu artirmistir.

11. Cu(OH)2 NP stresi altinda ASA-GSH sistemi ile iligkili enzimleri kodlayan
genlerden GR geninin ekspresyonu artmis, APX, DHAR ve MDHAR genlerinin
ekspresyonu azalmistir. Cu(OH)2 NP stresi altindaki fidelere disardan uygulanan
TTH kontrole gore GR ve MDHAR genlerinin ekspresyonunu artirmistir.

12. Cu(OH)2 NP stresi altinda azot metabolizmasi ile iligkili enzimleri kodlayan
genlerin ekspresyonu ya degismemis ya da azalmisken, Cu(OH)2 NP stresi altindaki
fidelere disardan uygulanan TTH azot bu genlerin tamaminin ekspresyonunu up-

regiile etmistir.

Bakir bazli nanopestisitler tiim diinyada tarimda yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu
nanopestisitlerin kullanilan konsantrasyonlarinin artis1 kiiltiir bitkilerinde strese neden
olabileceginden kullanim siiresi ve dozunun diizenli olarak kontrol edilmesi 6nerilmektedir.
Tavuk tiiyli protein hidrolizati amino asitler, azot, siilfiir ve mineraller bakimindan oldukca
zengin biyogiibre olarak kullanilabilecek bir malzemedir. Bu malzemenin kiiltiir bitkilerinde

pestisitlerin neden oldugu zararlar1 azaltmak amaciyla kullanilabilecegi onerilmektedir.
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