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Bir Kez iyonlasmis Argon (Ar IT)’da Gecis Olasihg Hesaplamalari

Sule ATES , Yagmur Nuray ATES

Selguk Universitesi, Fen Fakiiltesi, Fizik Boliimi, KONYA
*e-mail: suleates@selcuk.edu.tr

Oz: Bu caligmada, bir kez iyonlasmis Argon (Ar IT)’un bazi seviyeleri arasindaki elektrik dipol gecis
olasiliklari, en zayif bagh elektron potansiyel model (WBEPM) teori kullanilarak hesaplanmigtir. Hesaplamalar
icin gerekli olan parametrelerin belirlenmesinde, yaricaplarin beklenen degerleri igin sayisal Coulomb yaklagimi
(NCA) ve relativistik olmayan Hartree-Fock (NRHF) dalga fonksiyonlari kullanilmistir. Enerji degerleri ise
NIST (National Institute of Standards and Technology)’den alinmustir. Elde edilen gegis olasiligi degerleri
literatiirdeki sonuglarla karsilagtirtlmis ve iyi bir uyum elde edilmistir.

Anahtar kelimeler: Elektrik dipol gecis olasiligi, En zayif bagli elektron potansiyel model teori, Bir
kez iyonlagmig Argon

The Calculation of Transition Probabilities in Singly lonized Argon (Ar I1)

Abstract: In this study, the electric dipole transition probability values between some levels in singly
ionized argon (Ar Il) have been calculated using the weakest bound electron potential model (WBEPM) theory.
The Numerical Coulomb Approximation (NCA) and the numerical nonrelativistic Hartree-Fock (NRHF) wave
functions for the expectation values of radii in the determination of parameters needed for calculations have been
used. Energy levels have been taken from NIST database. The obtained transition probability values have been
compared with results in the literature and, good agreement have been obtained.

Keywords: Electric dipole transition probability, Weakest bound electron potential model theory,
Singly ionized argon

1. Giris modellemek icin  oldukga  dnemlidir

Gegis  olasiligt  gibi  atomik  (Belmonte ve ark., 2014; Lodders, 2008).
parametrelerin  bilinmesi, sadece teorik Argon ise, lazer fizigi, laboratuvar
alanda degil ayn1 zamanda bilinen lambalar, plazmalari, tokamaklar ve astrofizikteki
lazerler, endustriyel plazmalar, fizyon gibi  uygulamalar1 sebebiyle en ¢ok caligilan
herhangi bir radyasyon yayma kaynagt  nadir gazdir (Dipti, 2016). Argonda gecis
teshislerinde veya astrofizikte buyuk 6nem  olasiliklarinin belirlenmesi, ozellikle
tasimaktadir (Belmonte ve ark., 2014).  astrofizikte oldukca ilgi gérmektedir. Argon
Ayrica ge¢is olasiligt  verileri, glines  plazmalari, arzulanan Ozellikleri sebebiyle
atmosferindeki bolluklarin tahmin  ve plazma teshisi igin, Ozellikle sicaklik
edilmesine katkida bulunur; bu da, karasal belirleme araci olarak ¢alismak igin spektral

ve  Venls  atmosferlerinin  evrimini  ¢izgilerinin uygunlugundan dolayi, son 50
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suredir olarak
calisiimaktadir  (Belmonte ve ark., 2014;

Wiese, 1988; Behringer ve Thoma, 1976).

yili  askin kapsamli

Bununla birlikte, tam bir gegis olasilig1 seti

olusturmak i¢in yapilan tiim c¢abalara
ragmen, UV (Ultraviyole) bolgesindeki Ar 11
spektral cizgileri icin Kramida ve calisma
arkadaslarinin bazi1  verilerde
%50'lik  belirsizlikler
(Belmonte ve ark., 2014; Kramida ve ark.,
2015).

GUnUimuize kadar

Onerdigi

yaklagik vardir

Ar II’de gegis
olasiliklar ile ilgili teorik ve deneysel bazi
calismalar yapilmustir. Ornegin; Ar 1l’de
3s%3p°, 3s3p°, 3p*3d, 3p*4s, and 3p*4p
seviyeleri  arasindaki oranlari,
Hibbert
calisilmistir (Hibbert ve Hansen, 1987;

1989; 1994). Belmonte ve ark., Aparicio ve

gecis

ve  arkadaslar1  tarafindan

ark. tarafindan gergeklestirilen deneysel
calismay1 daha fazla genisleterek UV Ar Il
spektral c¢izgileri ic¢in glvenilir ve yeni
ettiler

olasiligr degerleri

gegis
(Belmonte ve ark., 2014; Aparicio ve ark.,
1997). Onlar bu deneylerinde, 294 nm’den
386 kadar

bolgede 43 iyonize argon spektral c¢izgi

rapor

nm’ye uzanan ultraviyole
Olctiiler ve 11 yeni gegis olasilig: trettiler.
Bir kez iyonlagsmig argon (Ar II)’da 3p4nd
(n=4-6) seviyelerinin gecis olasiligl ile
iligkili olan yasam siireleri, Karmakar ve
Das (2007) tarafindan yiiksek frekans

kullanilarak

Trabert (2000),

sapma  teknigi olciildi.

Biemont ve Cl 1
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izoelektronik seride en diigiik uyarilmis
seviyeleri igeren gec¢is oranlarini yeniden
ile

arastirdilar.  Relativistik  diizeltme

Hartree-Fock metodu kullanarak
hesaplamalarin1 yaptilar. Verner ve ark.
(1996), argonun tiim iyonlarmin izinli
rezonans spektral

cizgileri icin enerji

seviyelerini, vakum dalga boylarini, gegis

olasiliklarini, osilator siddetlerini,
istatistiksel agirhiklarini cesitli
kaynaklardan  derleyerek listelediler.

Hibbert ve Hansen (1994) c¢alismalarinda,
3s%3p°>, 3s3p°, 3p“3d, 3p“4s and 3p*dp
durumlarinin seviyeleri arasinda Ar II’deki

tim gecislerin osilator siddetlerinin, gecis

olasiliklarinin  ve uyarilmis seviyelerin
yasam siirelerinin genisletilmis
konfigiirasyon etkilesim (CD

hesaplamalarin1 sunmuslardir. Abbas ve ark.
(1988), Ar II igin ¢izgi kaymasi, gecis
olasiligl, yasam siiresi, osilator siddeti ve
baz1 ¢izgilerin profili gibi 6zellikleri high-
current  wall-stabilized arc  teknigini
kullanarak arastirmiglardir. Morton (1991),
hidrojenden  germanyuma  kadar  tim
elementlerin tim iyon durumlarinin gegisleri
icin gecis olasiliklar1 sonuglarini derlemis ve
sunmustur.

Bu c¢alismada, bir kez iyonlasmis
Argon (Ar II)’un baz1 seviyeleri arasindaki
elektrik dipol gecis olasiliklari, en zayif
bagh elektron potansiyel model (WBEPM)
teori kullanilarak karmagik hesaplamalara

girmeden hesaplanmistir.


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/0022407388901306?via%3Dihub#!
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2. Materyal ve Metot
2.1. Teorik Hesaplama

En zayif bagl elektron potansiyel
model teori, Zheng tarafindan gelistirilen
cok elektronlu sistemlerde elektronik
hareketi tanimlamak i¢in kullanilan bir
yontemdir (Zheng, 1986; Zheng ve Wang,
2002) ve c¢ok elektronlu atomik ve iyonik
sistemlerde enerji seviyeleri, iyonizasyon
potansiyeli, gecis olasiligi, osilatdr siddeti,
uyarilmis seviyelerin yasam siireleri gibi
cesitli atomik oOzellikleri hesaplamak igin
uygulanmaktadir (Zheng, 1986; 1987; 1988;
Zheng ve ark., 2000a; 2004; Zheng ve
Wang, 2002). Bu teori, en zayif bagh
elektron ve en

zayif bagli olmayan

elektronlar olmak tizere elektronlart iki

In*

DFE I* 4372 . ) . —1,/2 F*p 241 .228?'_
R;,jf?] = ( n* ) [mf.\ﬂ +1 +1.:| (..‘CIJ(— )i‘ Ln—f—l't )

Ilgili parametreleri elde ettikten
sonra iki farkli durum arasindaki radyal
gecis integrali, Esitlik (1)’de verilen radyal

dalga fonksiyonlarim1 kullanarak kolaylikla
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gruba ayirir. Verilen ¢ok elektronlu sistemde
en zayif bagh elektron, sistemdeki diger
elektronlarla karsilastirildiginda sisteme en
zayif bagl elektrondur. Elektronlarin bu
sekilde ayrilmasi ile karmagik ¢ok elektron
problemi, tek elektron problemi gibi ele
kolaylikla
¢cozlime ulagsilabilir (Zheng, 1988; Celik,
2007; Celik ve Ates, 2007; 2008; Celik ve
ark, 2008; 2011; 2012-2016).

En zayif bagli elektron potansiyel

alinarak Dbasitlestirilebilir ve

model teoride elektronik radyal dalga
fonksiyonu, yaricaplarin beklenen degeri ve
deneysel  enerji  verileri  kullanilarak
belirlenen baz1 parametrelere gore Laguerre
polinomunun bir fonksiyonu olarak ifade
edilir (Zheng ve ark., 2000a; 2004; Zheng ve

Wang, 2002; Zheng ve ark., 2000b; 2000c):

n* T

belirlenebilir. (ni; 1i) seviyesinden (nf ; If )
seviyesine ge¢is durumunda k=1 igin ry nin

beklenen degeri veya radyal gegis integrali

1)
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- & L —hy = o - -
(e (223 (22*Y (z% z° np T(np+ 15 +1)
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) my =0, H}—f’}—l—ml—msj '._hn;—.!'i-"—l—m:—m_:_f
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W 4

ifadesi ile verilebilir (Zheng ve ark., 2000a;
2000b). Burada Z*, n*, I* nicelikleri sirastyla
etkin c¢ekirdek yiikii, etkin bag kuantum

sayist ve etkin agisal momentum kuantum

sayist olarak ifade edilir. n* ve |I*
parametreleri

n=n+d, I*=1+d 3)
seklinde  wverilir.  Bu ifadelerde d,
ayarlanabilir bir ~ parametredir. Bu

parametreler asagidaki denklem cifti birlikte

cozillerek elde edilir:

Burada | iyonlagma enerjisidir. <r> ise en

zay1f bagl elektronun yarigapi i¢in beklenen
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degerdir. Bu parametrelerin belirlenmesinde
ilgili enerji degerleri, literatiirdeki deneysel
enerji verilerinden alinmistir. Seviyelere ait
yarigaplarin beklenen degerleri ise sayisal
(NCA) ve
relativistik olmayan Hartree-Fock (NRHF)

Coulomb  yaklagimi say1sal

yontemi kullanilarak hesaplanmistir

(Lindgard ve Nielsen, 1977; Gaigalas ve
Fischer, 1996).

Gecis olasiligi, osilator siddeti,

yasam  siireleri  gibi  parametrelerin

degerlerinin giivenirligi, kullanilan

hesaplama  metodunun  performansina
baghidir. Gegis olasiligi, bir st elektronik
durumdan daha diisiik bir elektronik duruma
bir elektronun kendiliginden gecisinin

istatistiksel olasiligidir. y JM kuantum sayili



JL
= (-1 gLy -'{J, 1
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bir seviyeden y 'J’ 1i tim M’ seviyelerine

toplam elektrik dipol gecis olasilig

54:'?4?3&5 (E — E)*
Ap = - -
3h(2] + 1)

I S (5)
ifadesi ile verilir (Cowan, 1981). Esitlikte e
elektron yiiku, ap Bohr yarigapi, h ise Planck
(B, — ), (cm™)

biriminde ilgili seviyeler arasindaki enerji

sabitidir. Kaysers
farkidir. (2J + 1) baslangig seviyesinin
dejenereligidir ve S;; atomik birimlerde
elektrik dipol ¢izgi siddetidir.

LS ciftleniminde iki uyarilmis seviye
arasindaki gecisler i¢in elektrik dipol ¢izgi
siddeti,

Ses= < ..ar Ly, LG . SysDSY|IrP | I . .4 L L (... Sis2)SY 2

(6)

L
1

oL
E i

S J
L

e
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ile verilir. Esitlik (6)’daki koseli parantez
icindeki ifadeler iki veya daha fazla agisal
ciftlenimi

momentumlar arasimdaki

tanimlamak i¢in kullanilan 6] sembolleridir.

Plfll; niceligi, atomik birimlerde radyal gecis

integrali veya gecis matris elemanini
gOsterir ve
(i lIrMling &) = 8¢ ¢.31 (— 154 (€,)12

(7)

il
X [ I Ry, (1) Rugg (r) dr.
J0

bagintisi ile ifade edilebilir (Cowan, 1981).

3. Sonuglar ve Tartisma
Bu c¢alismada, bir kez iyonlasmis
argonda bazi seviyeler arasindaki elektrik
dipol ge¢is olasiliklari, en zayif bagh
elektron potansiyel model teori kullanilarak

elde edilmistir.



1. seviye

[Mg]3s(2)3p(5)
[Mg]3s(2)3p(5)
[Mg]3s(2)3p(5)
[Mg]3s(2)3p(5)
[Mg]3s(2)3p(5)
[Mg]3p(4)(P3)4s(1)
[Mg]3p(4)(P3)4s(1)
[Mg]3p(4)(P3)4s(1)
[Mg]3p(4)(P3)4s(1)
[Mg]3p(4)(P3)4s(1)
[Mg]3p(4)(P3)4s(1)
[Mg]3p(4)(P3)4s(1)
[Mg]3p(4)(P3)4s(1)
[Mg]3p(4)(P3)4s(1)
[Mg]3p(4)(P3)4s(1)
[Mg]3p(4)(P3)4s(1)
[Mg]3p(4)(P3)4s(1)
[Mg]3p(4)(P3)4s(1)
[Mg]3p(4)(P3)4s(1)
[Mg]3p(4)(P3)3d(1)
[Mg]3p(4)(P3)3d(1)
[Mg]3p(4)(P3)3d(1)
[Mg]3p(4)(P3)3d(1)
[Mg]3p(4)(P3)3d(1)
[Mg]3p(4)(P3)3d(1)
[Mg]3p(4)(P3)3d(1)
[Mg]3p(4)(P3)3d(1)
[Mg]3p(4)(P3)3d(1)
[Mg]3p(4)(P3)3d(1)
[Mg]3p(4)(P3)3d(1)
[Mg]3p(4)(P3)3d(1)
[Mg]3p(4)(P3)3d(1)
[Mg]3p(4)(P3)3d(1)
[Mg]3p(4)(P3)3d(1)
[Mg]3p(4)(P3)3d(1)
[Mg]3p(4)(P3)3d(1)
[Mg]3p(4)(P3)3d(1)
[Mg]3p(4)(P3)3d(1)
[Mg]3p(4)(P3)3d(1)
[Mg]3p(4)(P3)3d(1)
[Mg]3p(4)(P3)3d(1)
[Mg]3p(4)(P3)3d(1)
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Cizelge 1. Ar Il igin elektrik dipol gegis olasiliklar: (x 10° )

2. seviye

[Mg]3p(4)(D1)3d(1)
[Mg]3p(4)(D1)3d(1)
[Mg]3p(4)(D1)3d(1)
[Mg]3p(4)(D1)3d(1)
[Mg]3p(4)(D1)3d(1)
[Mg]3p(4)(P3)4p(1)
[Mg]3p(4)(P3)4p(1)
[Mg]3p(4)(P3)4p(1)
[Mg]3p(4)(P3)4p(1)
[Mg]3p(4)(P3)4p(1)
[Mg]3p(4)(P3)4p(1)
[Mg]3p(4)(P3)4p(1)
[Mg]3p(4)(P3)4p(1)
[Mg]3p(4)(P3)4p(1)
[Mg]3p(4)(P3)4p(1)
[Mg]3p(4)(P3)4p(1)
[Mg]3p(4)(P3)4p(1)
[Mg]3p(4)(P3)4p(1)
[Mg]3p(4)(P3)4p(1)
[Mg]3p(4)(P3)4p(1)
[Mg]3p(4)(P3)4p(1)
[Mg]3p(4)(P3)4p(1)
[Mg]3p(4)(P3)4p(1)
[Mg]3p(4)(P3)4p(1)
[Mg]3p(4)(P3)4p(1)
[Mg]3p(4)(P3)4p(1)
[Mg]3p(4)(P3)4p(1)
[Mg]3p(4)(P3)4p(1)
[Mg]3p(4)(P3)4p(1)
[Mg]3p(4)(P3)4p(1)
[Mg]3p(4)(P3)4p(1)
[Mg]3p(4)(P3)4p(1)
[Mg]3p(4)(P3)4p(1)
[Mg]3p(4)(P3)4p(1)
[Mg]3p(4)(P3)4p(1)
[Mg]3p(4)(P3)4p(1)
[Mg]3p(4)(P3)4p(1)
[Mg]3p(4)(P3)4p(1)
[Mg]3p(4)(P3)4p(1)
[Mg]3p(4)(P3)4p(1)
[Mg]3p(4)(P3)4p(1)
[Mg]3p(4)(P3)4p(1)

Terimler

P2P2
P2P2
P2P2
P2P2
P2P2
P4P4
P4P4
P4P4
P4P4
P4P4
P4P4
P4P4
P4D4
P4D4
P4D4
P4D4
P4D4
P4D4
P4D4
D4D4
D4D4
D4D4
D4D4
D4D4
D4D4
D4D4
D4D4
D4D4
D4P4
D4P4
D4P4
D4P4
D4P4
D4P4
F4D4
F4D4
F4D4
F4D4
F4D4
F4D4
F4D4
F4D4

J

1,5
1,5
0,5
0,5
Mult.
2,5
2,5
1,5
1,5
0,5
0,5
Mult.
2,5
1,5
1,5
1,5
0,5
0,5
Mult.
3,5
3,5
1,5
1,5
2,5
2,5
0,5
0,5
Mult.
3,5
2,5
1,5
1,5
0,5
Mult.
4,5
35
2,5
2,5
2,5
1,5
1,5
1,5
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J

15
0,5
1,5
0,5
Mult.
2,5
1,5
15
0,5
1,5
0,5
Mult.
3,5
2,5
1,5
0,5
1,5
0,5
Mult.
3,5
2,5
2,5
1,5
3,5
2,5
1,5
0,5
Mult.
2,5
15
1,5
0,5
0,5
Mult.
3,5
2,5
3,5
2,5
1,5
2,5
1,5
0,5

Bu ¢alisma
(WBEPMT)

1,06E+02"
4,26E+01"
2,07E+01"
2,71E+01
1,26E+02"
7,48E-01"
5,03E-01"
1,32E-01"
8,68E-01
3,38E-01
1,43E-01
1,02E+00"
1,24E+00
8,39E-01
6,81E-01
2,20E-01
5,64E-01"
1,17E+00"
1,23E+00
6,62E-02"
1,77E-02
1,85E-02"
3,77E-02
1,08E-02"
4,65E-02"
2,09E-02"
4,76E-02
9,16E-02
3,06E-01
2,16E-01"
1,23E-01
1,98E-01
1,97E-01
3,83E-01
1,32E-01"
1,19E-01"
9,51E-04
2,35E-02"
1,75E-01
1,84E-03
2,85E-02"
1,51E-01

Kramida
ve ark.
(2015)

7,80E-01
5,80E-01
1,44E-01
8,49E-01
2,23E-01
9,7E-02
9,4E-01
1,171E+00
8,17E-01
5,74E-01
1,32E-01
5,69E-01
1,004E+00
1,1E+00
1,05E-01
4,1E-02
1,6E-02
3,7E-02
1,2E-02
4,8E-02
2,0E-02
4,3E-02
1,1E-01
3,04E-01
2,21E-01
1,60E-01
1,92E-01
2,12E-01
4,2E-01
1,47E-01
1,07E-01
1,0E-03
2,5E-02
1,37E-01
2,0E-03
2,0E-02
1,69E-01

Irimia ve F.
Fischer
(2003)

1,3886E+02

5,1738E+01
1,4293E+01
1,0145E+02
1,53E+02
8,539E-01
6,1431E-01
1,573E-01
8,9641E-01
2,3774E-01
1,0617E-01
9,9365E-01
1,2647E+00
9,1024E-01
5,8414E-01
1,4335E-01
6,0034E-01
1,0913E+00
1,2082E+00
1,167E-01
4,393E-02
1,564E-02
3,668E-02
8,289E-03
5,586E-02
2,121E-02
5,173E-02
1,244E-01

1,527E-01
1,181E-01
6,189E-04
2,148E-02
1,310E-01
1,059E-03
2,945E-02
1,714E-01

Hibbert ve
Hansen
(1994)

7,812E-01
5,863E-01
1,414E-01
8,536E-01
2,287E-01
1,046E-01

1,188E+00
8,542E-01
5,462E-01
1,307E-01
5,609E-01
1,017E+00

1,098E-01
4,018E-02
1,558E-02
3,442E-02
1,136E-02
5,055E-02
2,011E-02
4,735E-02

3.199E-01
2,230E-01
1,650E-01
1,832E-01
2,308E-01

1,705E-01
1,318E-01
6,849E-04
2,398E-02
1,461E-01
1,181E-03
3,288E-02
1,886E-01
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Gegis olasilig degerlerinin
hesaplanmasinda gerekli olan Z* n* I*
elde etmek

parametrelerini icin enerji

degerleri ve  yaricaplarin  beklenen
degerlerine ihtiyag vardir. NIST (Kramida
ve ark., 2015), enerji degerleri, gecis
olasiligit ve osilator siddeti verileri i¢in
referans bir veri tabamidir. Bu sebeple
hesaplamalar igin gerekli

NIST’den

olan enerji

degerleri, almmigtir ~ ve
yarigaplarin beklenen degerleri NCA ve
NRHF dalga fonksiyonlar1 kullanilarak
belirlenmistir. Ar II’de ikili ve dortli
durumlar i¢in elektrik dipol  gegis
olasiliklar1 Cizelge 1’de verilmistir. NRHF
dalga fonksiyonlar1 kullanilarak elde edilen
yarigaplarin ~ beklenen  degerleri ile
hesaplanan gecis olasilig1 degerleri Cizelge
I’de (*) isareti ile belirtilmistir. Ayrica
multiplet degerler, tabloda Mult. kisaltmasi
ile verilmistir.

Bu c¢alismada g6z Oniine alinan
NIST’de
verilen degerler (Kramida ve ark., 2015),
MCHF degerleri (Irimia ve Fischer, 2003)

ve Hibbert ve Hansen (1994) tarafindan

gecisler i¢in  karsilastirmalar,

verilen teorik degerler ile yapilmistir.
Cizelge 1’e elde

ettigimiz degerler ile goz Oniine alinan

bakildiginda bizim

karsilagtirma yaptigimiz degerler arasinda
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iyi ~ bir uyum  oldugu

gbzlenmektedir. Bu sonugtan yola ¢ikarak

olduk¢a

WBEPM teorinin diger yontemler kadar
kullanish oldugu, hatta bazi durumlarda
daha avantajli oldugu ifade edilebilir.

Cok elektronlu sistemlerde gecis

ozelliklerini  hesaplamak icin  bilinen
onemli teorik yoOntemler, relativistik
etkileri ve korelasyon etkilerini

hesaplamalara dahil ettikleri ve ¢ok sayida

orbital  baz-setleri ve ¢ok sayida
konfigiirasyonu kullandiklar icin
hesaplamalar oldukga
karmasiklagsmaktadir. Bu sebeple bu

yontemler, yiliksek uyarilmis seviyelerden

ziyade disik uyarilmig seviyelere ait
gecisleri goz Oniline almaktadir. WBEPM
teori ise karmagsik hesaplamalara girmeden
hem diisik hem de yiiksek uyarilmis
arasindaki

daha

seviyeler gecis  Ozelliklerini

kolayca  ve kisa  silirede
hesaplayabilme imkani sunar. Bu teoride
gecis Ozelliklerinin hesaplanabilmesi i¢in Z
*, n * ve | * parametrelerinin belirlenmesi
yeterlidir. Dolayisiyla o6zellikle yiiksek
uyarilmis seviyelere ait hesaplamalarda
WBEPM  teoriyi  kullanmanin  diger
yontemlere gore daha avantajli oldugu

soylenebilir.
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Abstract: Let A, be a nonsingular symmetric M-matrix. For a sufficiently large t, A, = tI + A, is a
new nonsingular symmetric M-matrix and the following inequalities hold for the sum of the principal minors of

new matrix A;:
Z|A(1)| < ZlA(l,Z)I << Z|A(1,z, )l

Keywords: Non-negative matrix, Nonsingular symmetric matrix

M-Matrisleri Uzerine Bir Esitsizlik

Oz: A, tekil olmayan simetrik bir M- matrisi olsun. Yeteri kadar biiyik bir t degeri i¢in A, = tI + Aq
seklinde olusturulan M- matrisinin esas minorlerinin toplamlari arasinda

ZIA(l)l < ZlA(l,Z)I << ZIA(LZ, .
[ c? Cn

esitsizligi vardir.

Anahtar Kelimeler: Negatif olmayan matris, Tekil olmayan simetrik matris

1. Introduction A=sl—B 1)
Definition 1: Let A = (al-j) be a real A is called a M-matrix fors = p(B). If
valued matrix fori = 1,2, ..., m and s = p(B) then A is a singular M-matrix, and

j=12,..,n If a; >0 then matrix A is  conversely, if s>p(B) then A s
said to be a non-negative matrix  nonsingular  M-matrix  (Berman  and
(Gantmacher, 1956). Plemmons, 1979).

Definition 2: Let B = (bij) be a non- Theorem 1. let A, be a nonsingular
symmetric M-matrix

negative an n dimensional square matrix and
| be a n dimensional unit matrix. Further let

p(B) be the spectral radius of B. Then let A is also a nonsingular symmetric M-matrix
be defined by for sufficiently large positive integer t.
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Proof: Ay, is a  nonsingular

Ay =sl—B

when s > p(B) where s is defined as in

symmetric M-matrix. Thus,

equation (1). We can write A, = sl — B,
and putting this value into equation (2) we
have A, =tl + (sI — B). Then it follows
that A, = (s + t)I — B. This shows that A,
is a nonsingular M-matrix (Berman and
Plemmons, 1979).

Theorem 2: Let A, = (AOU.) be ann

dimensional nonsingular symmetric M-
matrix and A, be a matrix defined by
A, =tl+ A, for t=>n. Then, for new

matrix A,

D1l < Y 14D <+ < 1402wl (3)
ct c? Cy

where C; (r=1,2,..,n)is a binomial
coefficient and

|A; (i, iq, ... ,ip)| With
1<i;<i, < <i,<n is the
corresponding principal minor of A,.

Proof: We will prove this theorem by
induction using the properties of similar
matrices, Since the characteristic
polynomials of similar matrices are the same
and the eigenvalues of a real symmetric
matrix are real numbers (Mirsky, 1955). It is
easily seen that A; can be written explicitly

in the following form.

t+ Qo,q Qo,, o,y
A, = Qo,, t+ Qo,, Qo,,
t - '} 'L
Q0py 0y, t+ @0,
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A; is similar to such a triangular
matrix whose elements on the main diagonal
equal to the eigenvalues of A,. Thus if the
eigenvalues of A, are A; for i= 1,2,...,n,
then the eigenvalues of A, will be t + 4;
for i= 1,2,...,n.

nonsingular n dimensional triangular matrix

In this case, we have a

t+d1 Y1z Y13 Yin
PAP'=R, = 0 t+2; ¥V Yan | (4)
0 0 0 . t+1,

where P = (p;;) is a nonsingular matrix.

Now we will prove that equation (3) holds
for R, matrix. For n = 2, equation (4) can

be written as

t+ A
; )

When we evaluate the first and second order

Y12

Re = t+ A,

sums of principal minors, we get

ZIRt(l)l S A+ (E+A) =264 A+ 2y

1
C2

(GRY)

ZlRE(LZ)l =({t+A)(t+ ) =t2+ (A4 + )t + 4,1, (5.2)

f

Supposing t = 2 and using equations (5.1)

and (5.2) we have

D IR < ) R(12)]

It follows by hypothesis that
A <A, < -+ < 4, because the eigenvalues
of A, are real numbers. Therefore, we have
the same values for 4;; (i = 1,2). When the
A

equation (5) then it is trivial to proof that the

result is correct for the smallest in
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result is true for larger A without losing any ~ Theorem 2. Now, let n=3, then the matrix in
generality on chosing A = min (4;); (i=  equation (4) can be written in the following

1,2,..,n). This will help in improving  form

t+4 Yz Vi3
Re=| 0 t+1 vy (6)
0 0 t+ 1
Evaluating first
second and third order sums of the principal minors we will have
ZIRt(l)I - c;Z(t +2) =3t 431=3(t+ 1) (6.1)
c3
ZIRt(l,Z)I - 2 Z(t + )2 = 3(¢% + 24t + A7) (6.2)
3
and
Z|Rt(1,2,3)| =C3 Z(t + A)3 =t3 + 3t21 + 3tA% + t3. (6.3)
C3

3

Then for t > 3, using equations (6.1), (6.2) and (6.3) we obtain

D IRDI < D IR(12] < ) IRe(123].
ci c3 c3
3 3 3

Now, assuming that the inequality in equation (3) holds for n-1, i.e,

ZIRt(O)I < ZIRt(l)I < Z IRy(1,2)] < - < Z IRy(1,2, .., — 1))
Cﬁ—1 5721—1 C;ll:ll

0
Cn-1

It follows that

co_, Z(t + )<, Z(t + D) <Cc? Z(t + )2 << crd Z(t + )L

replacing n-1 by n in the last expression we get

c,llZ(t )< ch(t +2)2 <C,§Z(t A3 << c;;Z(tH)n.

it follows easily that

ZlRt(l)l < ZlRt(l,Z)l << ZlRt(l,Z, O

Since A, is similar to R, then

ZlAt(l)l < ZIAt(l,Z)l << Z|At(1,2, O

This completes the proof.
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2. Result and Discussion

In this study, some inequalities on
M-matrices are examined by using the
properties of M- matrices and benefiting

from principle minors by taking advantage
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Oz: Deney diizenleme yontemlerinin bilimsel arastirmalarda, gida ve saglik gibi alanlarda bircok farkl
amagcla kullanildig1 bilinmektedir. Deney diizenleme yontemlerinde, deneyi yapan kisinin ihtiyaglarina karsilik
bulabilmesi igin; gelistirme siirecinde olan tasarimin sinirlarint bilmek, kullanilan degiskenlerinin tasarim
tizerindeki etkilerini anlamak ve analitik olarak en iyi ¢oziimii bulmak olduk¢a 6nemlidir. Ancak tasarimi
tanimlarken kullanilan degiskenler ile tasarimin kalitesini 6l¢mek i¢in kullanilacak olan degerlendirme o6lgiitii
arasinda analitik bir bagmti ifade edilememesi durumunda en iyi ¢dziime ulagmak i¢in baska yontemlerin
kullanilmasim1 gerekir. Bu gibi durumlarda degerlendirme Olgiitiiniin tasarim degiskenlerinde olusturdugu
degismelerde gerekli bagintilar1 deneysel yoldan elde etmek i¢in yanit yiizey yontemi kullanilir. Biitiin deneme
diizenlerinde temel amag iizerinde durulan yanit degiskenine etkisi olabilecegi diisiiniilen faktorlerin dikkate
alinmas1 ve deneme hatasinin minimuma indirilmesidir. Bu ¢aligmada, misir ekmegi iiretimi sirasinda uygulanan
islemlerin fitik asit miktarina etkileri incelenmistir. Birinci derece yanit yiizey modeli kullanilmistir. Problemin
yapisina 3¥ CCD (Central Composit Design-CCD-Merkezi Bilesik deneme) diizeni uygundur. Deneme diizeni
tek tekrarlidir. CCD deneme diizenini etkileyen madde miktarii artirmak ya da azaltmak direkt olarak ilgili
faktorii artiracak ya da azaltacaktir. Bu yontem sayesinde belirli diizeylerdeki alani daha iyi sinirlandirarak hem
zamandan hem de madde miktarindan tasarruf yapilmasi saglanabilir.

Anahtar kelimeler: Faktoriyel Deney Tasarimi, Fitik Asit, Merkezi Bilesik Deneme Diizeni, Misir
Ekmegi, Yanit Yiizey Yo6ntemi

Some Factors in the Effective Amount of Corn Bread Phytic Acid with Response
Surface Method Approach

Abstract: Experimental arrangements are known to be used in scientific researches for a variety of purposes in
areas such as food and health care. In order to be able to meet the needs of the experimenter in the experiment
regulation methods, it is very important to know the limits of the design in the development process, to
understand the effects of the variables used on the design, and to find the best solution analytically. However, if
an analytical relationship cannot be expressed between the variables used in defining the design and the
evaluation criterion used to measure the quality of the design, other methods must be used to achieve the best
solution. In such cases, the response surface method (RSM) is used to experimentally derive the necessary
correlations in the changes that the evaluation measure creates in the design variables. Consideration of the
factors that are thought to be an effect on the response to the main objective in all testing schemes and to
minimize the trial error. In this study, the effects of phytic acid treatment on corn meal production were
investigated. The use of first-order response surface models and the application of the results are summarized in
a one replicate experiment in the 3% Central Composite Design (CCD) method of the RSM. Increasing or
decreasing the amount of the substance that affects the CCD assay will directly reduce the relevant factor. By
this method, it is possible to save both the time and the amount of material by better limiting the area at certain
levels.

Keywords: Central Composite Design, Corn Bread, Factorial Design, Phytic Acid, Response Surface
Method
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1. Giris

Deney tasarimi 1920°’li yillarda

Ingiliz istatistikci R. A. Fisher tarafindan

tarimsal arastirmalarda  kullanilmustir.

Zamanla pek c¢ok uygulama alam

bulunmustur. Gilinimiizde deney tasarimi

tarim, hayvancilik, eczacilik, miihendislik,

saglik, gida  gibi  bircok  alanda
kullanilmaktadir.
Deney tasartmi  yontemlerinden

onemli bir tanesi yanit ylizey yontemidir.
Yanit yiizey yoOntemi, optimizasyonu da
iceren istatistiksel bir tekniktir (Kog¢ ve

Ertekin-Kaymak, 2010). Yanit

yuzey

yontemi, proseslerin  gelistirilmesi ~ ve

optimizasyonu icin gerekli istatistiksel ve
matematiksel tekniklerin birlikte kullanildigi
bir yontem olarak tanimlanmaktadir (Myers
ve Montgomery, 1995). Bu bir ylzeyin veri

setine uydurulmasi1 ve optimum faktor

dizeylerinin  belirlenmesinde  kullanilir.

Yiizeyin sekli; uygun olan model ve yanit

degerleri ile belirlenir. Yamit ylizey

yonteminin en yaygin uygulamalar1 6zellikle
bir¢ok girdi degiskenin, liriiniin veya siirecin

performans  Olcltlerini veya  kalite

Ozelliklerini  potansiyel olarak etkiledigi

endiistriler olan sanayi, kimya ve gida gibi

bircok  endiistride  kullanmilir.  Ayrica
kompleks siireclerin arastirilmasinda
kullanilan bir teknik olmasi nedeniyle

miihendislik uygulamalarinda da oldukca

122

genis bir alan bulmustur. Miihendislikte ve
gida bilimlerinde sistem performansi ve
iriin  gelistirmede bagimsiz degiskenlerin
elde

optimum degerlerinin edilmesiyle

ilgilenilir (Degirmencioglu ve Yazgi, 2006).

Yanit ylzey yontemi ile, yalnizca bir
yanit ile kontrol faktorleri arasindaki iligkiyi
temsil eden bir denklem deneysel verilere
dayanarak elde edilebilir. Yanit yiizeyini
grafik olarak c¢izdirmek ve optimum
parametre duzenini belirlemek igin kontur

¢izimi kullanilir.

Yanit yiizey yontemi “Denemelerin
Optimum Kosullara Ulagmasi” ismi ile 1951
yilinda Box ve Wilson tarafindan
gelistirilmis ve tanimlanmistir. ilk olarak
kimya endiistrisinde uygulanmistir (Ryan,
2007). Daha ileriki yillarda Mead ve Pike
(1975)

calismalarda,

ile ilgili
(1983)

tarafindan tibbi c¢aligmalarda ve Vining ve

tarafindan  ziraat

Stablein ve ark.
Myers (1990) tarafindan da siire¢ dis1 kalite
kontroliinde kullanilmigtir. Modern anlamda
ise yanit ylizey calismalarinin temellerini

Box ve Wilson atmustir.

Ilerleyen yillarda, Allen ve Yu, daha
diisiik maliyetli yanit yiizey yontemleri i¢in
tasarimlarla ilgili simiilasyon programlari
tizerinde durmuslardir (Allen ve Yu, 2002).
Forrester ve ark. (2003), daha az maliyetli
izerinde

yanit tasarimlari

yuzey

calismislardir.
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2006 yilinda Goos ve Donev yanit
yiizey tasarimlarinin blok yapisi tlizerinde
durmuslardir. Oon ve Lee (2006) yanit
degiskenin sirali oldugu durumlar i¢in yanit
yuzey problemlerine deginmistir. Hanrahan
ve Lu (2006) faktoriyel tasarimlar tizerinde
calismistir.  Yanmit  ylizey  yOnteminin
uygulama alanlarinin genislemesiyle beraber
da  birtakim

Bu

modellerin

degisiklikler

yapilarinda
meydana  gelmistir.

degisiklikler, o6zellikle Poisson ve Gamma

modellerinin  yanit  ylizey ydnteminde
kullanilmast fikrini 6ne c¢ikarmistir ve
bununla birlikte, “Bayesci tasarimlar”

giindeme gelmistir (Myers, 1999).

Yanit ylizey yOnteminin yapay sinir
aglarn gibi diger sezgisel yontemler ile
karsilastirilmast da yapilmigtir. Bunlardan
bazilar1 Dutta ve Banerjee (2004), Gomes ve
Awruch (2004), Bas ve Boyaci (2007)’nin

caligmalaridir.

Tsai ve ark. (2010), veri zarflama
analizi ile yanit yiizey yoOntemlerini i¢ ice
kullanmistir. Tekindal ve ark. (2014) gida
sektorii iizerine uygulamalar yapmistir. Cin
ve Isik (2014) havacilik ve uzay alaninda bu
yontemi  kullanmigtir.  Murithi ~ (2015)
tarimda verim Tlizerine caligma yaparken,
Aktas ve Ciftei (2015) ise saglik alaninda bir
problem ele almigtir. Demir ve ark. (2017)
farmakolojide ila¢ formulizasyonu icin bu
Yanit

yontemi  kullanmiglardir.

yuzey
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farkli

devam edilmektedir.

calismalari alanlarda incelenmeye

Bu ¢alismada yanit yiizey yontemleri
arasinda en c¢ok kullanilan tekniklerden biri
olan merkezi bilesik deneme diizeni (Central
Composite Design- CCD) kullanilarak musir
ekmegindeki bugday unu katma oraninin,
maya miktarinin ve fermantasyon siiresinin
fitik miktarma  etkileri

ekmegin asit

incelenmistir.

2. Materyal ve Metot

Yanit yilizey yonteminde modelin
bilinmesine gerek yoktur. Olusturulacak
olan model gozlem degerleri esas alinarak
olusturulur ve ampirik bir modeldir. Yant
ylzey yontemlerinde model regresyon
analizi yardimiyla olusturulur. Bir faktoriin
ana etkisinin veya etkilesim etkisinin yanit
degiskenin degerlerinde ne derece Onemli
bir etkiye sahip olduguna regresyon
katsayilar1 yardimiyla karar verilir. Yanit
ylizey yonteminde ilk adim yanit degiskeni
tizerinde etkisi oldugu diisiliniilen faktorleri
ve sahip olduklar diizeyleri belirlemektir.
Bu adimdan sonra, deney tasarimi,
regresyon ve optimizasyon teknikleri ic ice
kullanilir.

2.1.

Merkezi Bilesik Deneme

Duzeni (Central Composite Design-CCD)

CCD en ¢ok kullanilan yanit ylizeyi
tekniklerinin basinda gelir. CCD’de 2K

tasarimdaki noktalardan olusan faktoriyel
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tasarimlar  kullanilabilecegi  gibi  aym

zamanda kesirli faktoriyel tasarimlarda
kullanilabilir. Modelde yer alan faktorlerin
en az iki diizeyli olmasi gereklidir (Tekindal
ve ark., 2014). k faktor sayis1 olmak {izere
CCD 2¢ veya 3" sayida iki yada ii¢ diizeyli
faktoriyel denemenin, 2k sayida veya 3k
saylda eksen nokta ya da yildiz nokta ile
kombinasyonundan olusur (Bayrak ve ark.,

2010).

CCD’de g
bulunur. Bunlar; iki dizeyli tam faktoriyel

tir tasarim noktasi

ya da kesirli faktoriyel tasarim noktalari, star

noktalar ve merkezi noktalardir. Tam
faktoriyel tasarimda CCD’deki noktalarin
sayisi 2+ 2k +c formiilii ile bulunur. Burada
2 faktoriyel noktalar1 gosterir. 2k star
noktalar gosterir ve diizeyler +a degerlerini
alir. o degeri genellikle 1’den biiytiktiir.
o’nin degeri star noktalarin yerini belirler.
Bu noktalar modelin egriligini belirlemede

kullanilir. ¢ merkez noktalarinin sayisidir.

1)

CCD’nin en bilyiik avantaji, kiip

o= 3F ve burada F = 2X dur.

olan ana tasarim noktalarinin
da
vermesidir (Turan ve Altundogan, 2011).
CCD bir

noktalar

disinda deneysel tasarima olanak

genellikle arastirmada
matematiksel olarak dogrusal modellerin
yetersiz kaldig1 durumlarda ikinci dereceden
model

denklemlerinin ag¢iklamasinda ve

tasariminda  kullanilmaktadir. CCD’nin

kullanilmasi halinde matematiksel model
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ikinci dereceden bir polinom formuna
dontisiir. Genel anlamda yanit degerleri
dogrusal ve ikinci dereceden modeller
tarafindan secilen faktorlere bagli olarak
hesaplanir. Bu tasarimin en énemli avantaji
yeni bir deney tasarimina gerek duyulmadan
2 tasarimma sadece ecksen ve merkez
noktalarimin eklenmesiyle yeni tasarimin
elde edilmesidir. CCD ayni zamanda yanit
icin tek bir degiskeni veya degiskenlerin
kuimalatif  etkilerini

(Said ve Amin, 2015).

hesaplayabilmektedir

Taguchi tarafindan Onerilen ve yanit

ylizeyleri yontemlerinde kullanilan
calismanin amacina gore 3 tane 6zel yontem
vardir. Bunlar hedef en iyisidir, en biyik en
iyidir ve en kiglk en iyidir yontemleridir.
En kuguk en iyidir yonteminde amag
minimum yanit degiskenine ulagmaktir. En
biyik en iyidir yonteminde amag¢
maksimum yanit degiskenine ulagmaktir.
Hedef en iyisidir yonteminde ise yanit
degiskenini hedef deger yapan kontrol
degiskenlerinin diizeylerini veren ° (ki-
kare) degerini bulmaktir. Bu yontem diger

iki yonteme gore biraz daha karmasiktir.

3. Sonuglar ve Tartisma

Bu calismada musir ekmegi iiretimi
sirasinda  uygulanan islemlerin fitik asit
miktarina etkileri incelenmistir. Bunun igin
misir ununa degisik oranlarda bugday unu
katilip bu

karisimlar hazirlanmus,
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karigimlara degisik oranlarda maya katilarak
elde edilen hamurlara farkli fermantasyon
sireleri  uygulanarak misir  ekmekleri
yapilmistir. Misirda fazla miktarda bulunan
fitik  asit,

demir, kalsiyum, ¢inko gibi

minerallerle  kompleks olusturarak ve

proteinlerle interaksiyona girerek bunlarin

biyoyarayishiligini  diisiiren ve beslenme
acisindan  olumsuz olan bilesiklerdir.
Istatistiksel ~analiz CCD  kullanilarak

yapilmistir. Analiz icin MINITAB 17 paket
programi kullanilmigtir. Deneme modeli
rasgele olusturulmustur. Belirlenen deneme
diizeylerine gore analiz yapilmistir. Analiz
icin kullanilan veri seti Cizelge 1 de

verilmistir.

Cizelge 1. Misir ununa farkli oranlarda bugday unu
katilip degisik maya miktarlar1 ve fermantasyon
stireleri uygulanarak yapilan misir ekmeklerinin fitik
asit miktarlar

Bugday Maya Ferman Fitik
unu katma miktari tasyon asit miktar1
orani (%) (%) suresi(dak)  (mg/100g)

0 2 60 1190,3

0 2 90 1185,6

0 2 120 1174

0 4 60 1180,5

0 4 90 1173,1

0 4 120 1167,8

0 6 60 1171,4

0 6 90 1168,5

0 6 120 1161,5

15 2 60 1044,2

15 2 90 1038,5

15 2 120 1033,5

15 4 60 1029,2

15 4 90 1021,4

15 4 120 1019,3

15 6 60 1020,7

15 6 90 1017,4

15 6 120 1008,8

30 2 60 860,1

30 2 90 853,6

30 2 120 849,6

30 4 60 853,5

30 4 90 848,9

30 4 120 836,3

30 6 60 8449

30 6 90 831,7

30 6 120 819,1

CCD igin gerekli olan tanimlayict bilgiler
asagidaki gibidir:

Faktor:3 Replikasyon: 1

2.derece faktor: Tam faktoriyel

Kiip noktalari: 8

Kiipteki merkez noktalari: 6

Alfa: 1.68179
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Normal Probability Plot

(response is fitik asit)
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Sekil 1. CCD de artiklarin normal dagilim grafigi

Sekil 1’de verilen grafik incelendiginde regresyon modelini olusturan artik degerleri
normal dagilima uygunluk gostermis oldugu yorumu yapilabilir. Ayrica normallik Ryan-
Joiner normallik testi kullanilarak da kontrol edilmistir. Test sonucu Sekil 2’de verilmistir.

Ryan-Joiner testi i¢in olusturulan hipotez;
Ho: Veriler normal dagilima uygundur.

Hi: Veriler normal dagilima uygun degildir seklindedir. p>0,05 oldugundan Hp

hipotezi red edilemez. Normal dagilima uygundur.

Probability Plot of RESI1

Normal

99
Mean  1,705303E-14

StDev 3117
95 N 20

R 0,952
29 P-Value 0,060

80
70
60
50
40
30

20

Percent

-80 -60 -40 -20 0 20 40 60 80
RESI1

Sekil 2. Ryan-Joiner testi normallik testi sonucu
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Versus Order
(response is fitik asit)

75

50

25

Residual

-25
-50

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Observation Order

Sekil 3. Artiklarin sinir degerleri

Sekil 3’de artiklarin veri seti igindeki sinirlart goriilmektedir. Dolayisiyla veri CCD
icin uygundur. Daha sonra regresyon analizine gegilir. Cizelge 2°de CCD igin elde edilen

regresyon analizi tablosu verilmistir.

Cizelge 2. 3° CCD regresyon analizi tablosu

Faktorler T P degeri
Sabit 61,72 0,000"
Bugday unu katma oram -12,47 0,000"
Maya miktari -0,75 0,470
Fermantasyon suresi -0,53 0,609
Bugday unu katma oranmi*Bugday unu katma  -0,58 0,572
orani

Maya miktari*maya miktari -0,02 0,981
Fermantasyon suiresi*Fermantasyon suresi -0,15 0,887
Bugday unu katma orani*Maya miktari -0,12 0,903
Bugday unu katma oram*Fermantasyon @ -0,09 0,932
suresi -0,08 0,940

Maya miktari*Fermantasyon siiresi

Not: p degeri 0,05 ile karsilastirllmistir.

Yaninda * isareti olan degerler yani sabit terimin ve bugday unu katma oranin tek

basina misir ekmegi icerisindeki fitik asit miktarini etkileyen faktorler oldugu gozlenmistir.
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Regresyon modeli es 2 de verildigi gibi 3 tane tahmin edicinin oldugu etkilesimsiz bir

modeldir.
Y= fot fiXat BoXot BaXst e (2
Burada Y; yanit degiskenini, X; ler tahmin edicileri (bagimsiz degiskenleri) ifade
etmektedir.
Probleme uyan regresyon modeli asagidaki gibidir:
fitik asit = 1152,4- 8,29 bugday unu katma orani- 6,5 maya miktari -

4,5 fermantasyon suresi- 0,0278 bugday unu katma orani*bugday unu katma orani -

0,3 maya miktari*maya miktari-1,6 fermantasyon suresi*fermantasyon siresi-

0,119 bugday unu katma orani1*maya miktari-

0,084 bugday unu katma orani*fermantasyon siiresi-1,1 maya miktari*fermantasyon stresi
seklindedir.

Regresyon modeline gore, diger biitiin degiskenler sabit kaldig1 durumda bugday unu
katma orant 1 birim artirildiginda fitik asit miktarindaki degisiklik ortalama 8,29 birim
azalmaktadir yorumu yapilir.

Analiz sonucu elde edilen indirgenmis model ise;

fitik asit = 1153,1 - 9,122 bugday unu katma oran1 seklindedir.

Regresyon modeli elde edildikten sonra deney i¢in varyans analizi tablosu olusturulur.

Olusturulan tablo Cizelge 3’de verilmistir.

Cizelge 3. 3°CCD varyans analizi tablosu

Degisim Serbestlik Kareler Kareler F P
Kaynag Derecesi Toplami Ortalamasi

Regresyon 9 257722 28636 17,41 0,000
Lineer 3 257096 85699 52,10 | 0,000”
Karesel 3 579 193 0,12 0,948
interaksiyon 3 48 16 0,01 0,999
Hata 10 16450 1645

Toplam 19 274172

Varyans analizi tablosu sonucunda lineer regresyon modelinin anlamli oldugu (p<0,05)
gorilmektedir. Bu durumda amacimiz dogrultusunda hedef en iyidir modelini benimseyerek

kontur ve yanit grafikleri Sekil 4 ve Sekil 5°de verildigi gibi elde edilmistir.
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Surface Plot of fitik asit miktar vs maya miktari; bugday unu katma o
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Sekil 4. CCD’de hedef en iyidir modeli yanit grafigi

Contour Plot of fitik asit m vs maya miktari; bugday unu katma orani
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7 miktari
< 800
Il 800 - 900
900 - 1000
Il 1000 - 1100
1100 - 1200

[ ] > 1200

Hold Values
fermantasyon siiresi 90

maya miktari

-10 0 10 20 30 40
bugday unu katma orani

Sekil 5. CCD’de hedef en iyidir modeli kontur grafigi

Sekil 4 ve Sekil 5 hedef en 1yidir modeli secildiginde bugday unu katma oranmin diizeyi 10

ile 20 arasinda segildiginde hedeflenen fitik asit miktarinin 1000-1100 (mg/100g) olacagini
gostermektedir.

Amacimiz dogrultusunda en kiiciik en iyidir modeli benimseyerek kontur ve yanit grafikleri
Sekil 6 ve Sekil 7’de verilmistir.
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Surface Plot of fitik asit miktar vs maya miktari; bugday unu katma o
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Sekil 6. CCD’de en kicik en iyidir modeli i¢in yanit grafigi

Contour Plot of fitik asit m vs maya miktan; bugday unu katma orani
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Sekil 7. CCD’de en kiicuk en iyidir modeli i¢in kontur grafigi

Sekil 6 ile Sekil 7°de en kiigiik en iyidir modeli se¢ildiginde bugday unu katma oraninin
dizeyi O secildiginde hedeflenen fitik asit miktarmin 1100-1200 (mg/100g) olacagini
gostermektedir.

Amacimiz dogrultusunda en biiyiik en iyidir modeli benimsenerek ¢izdirilen kontur ve

yanit grafikleri Sekil 8 ve Sekil 9°da gosterildigi gibidir.
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Surface Plot of fitik asit miktari vs maya miktar; bugday unu katma o
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Sekil 8. CCD’de en biiyiik en iyidir modeli i¢in yanit grafigi

Contour Plot of fitik asit m vs maya miktar; bugday unu katma orani
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Sekil 9. CCD’de en buyik en iyidir modeli igin kontur grafigi
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Sekil 8 ile Sekil 9°da en buyuk en
1yidir modeli se¢ildiginde bugday unu katma
oraninin diizeyini 30 ile 40 arasinda
sectigimizde hedeflenen fitik asit miktarinin
800-900 (mg/100g)

gostermektedir.

olacagimi

Misir ve misir ekmegi, iyi bir diyet
lif, fenoliz madde ve antioksidan kaynagidir.
Fakat musirda fazla miktarda fitik asit
bulunmaktadir. Ayrica bugdayda oldugu
gibi 6giitme islemi sirasinda fitik asidin bir
kismi1 kepekle ayrilamamakta, tamamina
yakin kismi misir ununa gegmektedir. Fitik
asit, fosforun biiyiik bir kismina fitat fosforu
olarak baglamakta, Ca, Zn, Fe gibi
minerallerle kompleks olusturmakta ve
proteinlerle interaksiyona girerek bunlarin
ortadan

viicuda yarayishiligini

kaldirmaktadir. Bu nedenle fitik asidin
beslenmede dikkate alinmasi gereken bir

madde ozellikle de

oldugu cocuklar,
hamileler, emziren anneler ve yaslilar igin
onemli oldugu ifade edilmektedir (Ozkaya

ve ark., 2013).

Bugday ununun fitik asit miktari,
misir unundan diisiik oldugundan, bugday
unu katma oram arttik¢a fitik asit miktar1 da
diismektedir. Veriler birinci derece yanit
ylizeyi modeli i¢in hesaplandigi zaman R?

degeri %94, R*(diizeltilmis) degeri %88

bulunmustur. Bu iyi bir agiklama ylzdesidir.
CCD’de bugday unu katma oranmin fitik
asit lizerinde temel etkiye sahip oldugu,
fermantasyon  slresinin  yada  maya
miktarinin ise tek baslarina yada herhangi
bir etkilesim ile fitik asit miktar1 iizerinde
etkili olmadigi goriilmiistir. Bu durumda
misir ekmegi tiretimi yaparken, bugday unu
katma oranini optimum diizeyde kullanmak
fitikk asit miktarinin azalmasina neden
olacak, boylece daha saglikli ekmekler elde

edilebilecektir.

Bugday unu katma oranmin 3
diizeyinde de CCD kullanilmistir. En biiytik
veya en kii¢iik degerinin aragtirilmasi ve bu
degeri saglayabilecek girdi degiskenlerinin
degerlerinin tespiti yapilmistir. Amacin
cesitliligine gore elde edilebilecek tim
sonuclar verilmistir. Fitik asidin viicuda
alman miktar1 ile Ca, Fe, Zn ve Mn gibi
onemli minerallerin biyolojik yarayiligliklar:
arasinda ters bir oranti oldugu gz Oniine
alindiginda, misir ekmegi yapiminda, misir
ununun, misir ununa gore fitik asit miktar
daha diigik olan bugday unu ile belli
oranlarda karistirilarak kullanilmasinin daha

dogru olacagi ifade edilebilir.
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Oz: Giiniimiizde molekiiler biyoloji ve biyoinformatik alanindaki gelismelere paralel olarak
metagenomik, biyoteknoloji, tiim genom dizilemesi, genom evrimi gibi alanlarda g¢ok sayida aragtirma
yapilmaktadir. Bocek tiirleri ile yapilan galigmalarda ilk ve en 6nemli adim etkili bir DNA izolasyonu
yonteminin kullanilmasidir. Kitin yapili bir dis iskelete sahip olan boceklerin ¢cogunun kiigiik canlilar olmasi
DNA izolasyonunu zorlagtirmaktadir. Yapilan bu g¢aligma ile Cephus pygmeus (Linnaeus, 1767) tirline ait
bireylerden dokuz farkli DNA izolasyon y6ntemi ile total DNA izolasyonu gergeklestirilmistir. Elde edilen DNA
ornekleri verim, saflik, maliyet, zaman ve PCR bagaris1 kriterleri altinda degerlendirilmistir. Maliyet ve
kullanilan kimyasallarin toksisitesi géz oniine alindiginda ise tuzla ¢oktiirme yonteminin bocek dokularindan
DNA izolasyonu i¢in en uygun yontem oldugu yorumlanmistir.

Anahtar kelimeler: DNA izolasyon Yéntemleri, Bdcek Genomik DNA’s1, DNA Kalitesi, PCR,
Cephus pygmeus

Comparison of DNA Isolation Methods From Insect Tissues in Terms of Quality, Yield
and Cost

Abstract: Today, there are many studies conducted in the areas such as metagenomics, biotechnology,
whole genome sequencing, genome evolution, and so on parallel to the developments in molecular biology and
bioinformatics in molecular biology and bioinformatics. The first and most important step in studies with insect
species is the use of an effective DNA isolation method. Small body and external chitin skeleton of the insects
cause difficulties in isolating the insect DNAs. In this study, nine different DNA isolation methods were applied
to carry out total DNA isolation from the individuals belonging to the species Cephus pygmeus (Linnaeus, 1767).
The results were interpreted in terms of DNA yield, purity, cost, time and PCR performance criteria. When the
cost and the toxicity of the used chemicals are taken into consideration, it is interpreted that the salting out
method is the most suitable method for DNA isolation from insect tissues.

Keywords: DNA Isolation Protocols, Insect Genomic DNA, DNA Quality, PCR, Cephus pygmeus

1. Giris sorulara yanit aranan DNA dizi bilgisi temelli
Son yillarda  molekiiler  biyoloji say1siz ¢alismanin konusu olmustur. Ozellikle
alanindaki  bas  dondiiriici  gelismeler DNA dizileme teknolojisinin gelismesi ve

aragtirmacilar i¢in metagenomik, biyoteknoloji,
tim genom dizilemesi ve genom evrimi gibi
alanlara farkli bir bakis acis1 getirmistir.
Biyolojik c¢esitliligin 6nemli bir iiyesi olan

bocekler bu gelismelere paralel olarak farkli
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dizileme  maliyetlerinin  goreceli  olarak
azalmas1 bu tarz ¢aligmalarin sayisin1 olduk¢a
arirmistir  (Van Dijk ve ark., 2014). Son
DNA dizileme

(NGS) olarak bilinen ve oldukga yiksek

zamanlarda ise, yeni nesil
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kapasitede genom verisi Uretebilen platformlar
sayesinde, tek ya da birkag DNA belirteci ile

sinirlt kalan ¢alismalar, yerini daha biiyiik veri

setleri  kullanilan c¢alismalara  birakmistir
(Mardis, 2017). Ginumuzde boceklerde DNA
dizileri kullanilarak akrabalik iliskileri ve

evrim (Misof ve ark., 2014), bdcek-bitki ve

bocek-mikrop-(bitki) etkilesimi (Biere ve
Bennett, 2013), karsilagtirmali  genomik
(Rosenfeld ve ark.,, 2015), beslenme

aliskanliklar1 (Juen ve Traugott, 2005), genetik
cesitlilik, populasyon genetigi (Davey ve
Blaxter, 2010), koruma biyolojisi (Kress ve
ark., 2015), biyocografya (Korkmaz ve ark.,
2014), tarim zararlilarinin biyolojik kontrolii
(Furlong,
(Carlton ve ark., 2008) ve referans DNA
kiitiiphaneleri ile tiirlerin molekiiler teshisleri

(DNA barkodlama) (Hebert ve ark., 2003) gibi
bircok

2015), vektor tasiyicilarla savas

alanda arastirmalar
gerceklestirilmektedir.

Tim bu arastirmalarda basarili bir
yontemsel agamanin siirdiiriilebilmesi igin ilk
ve en Onemli basamak etkin bir DNA
izolasyonu yonteminin kullanilmasidir. Etkin
bir DNA izolasyonu, PCR, DNA dizileme
(NGS vya da

hibridizasyon gibi asamalarin da basarili bir

Sanger), klonlama ve
sekilde yliriitiilebilmesini saglayacaktir. Peki,
bagarili bir DNA izolasyonunda ana kriter nedir
ve farkli DNA izolasyon ydntemleri arasinda
se¢cim neye gore yapilir? Basarili bir DNA
izolasyonunun DNA

saglanmast  i¢in

molekiiliine zarar vermeden hiicrenin tiim diger
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makro-molekiillerinin ortamdan

uzaklastirilmas:  gerekmektedir. Bu amagla
boceklerden yasamlarinin farkli evrelerinde
(erigkin, yumurta, larva ya da pupa) total
genomik DNA izolasyonu gergeklestirebilmek
icin ¢ok sayida yontem ve kit geligtirilmigtir
(Wingfield ve Klein, 2012; Asghar ve ark.,
2015). Ancak, tercih edilen yodntem, izole
edilen DNA’nin kalite ve miktarin1 dogrudan
etkilemektedir. Bu calismada, standart olarak
kullanilan yontemler ve bu yoOntemlerin
modifiye edilmesi ile elde edilen dokuz farkli
DNA izolasyon yontemi verim, maliyet ve
zaman agisindan karsilastirilmistir. Ortalama
blytikliigli, tarim zararlis1 olmasi ve genis
yayilis alanina sahip olmasi nedeniyle DNA
izolasyonu karsilagtirmalarinda, yasam sekli ve
tiir gesitliligi agisindan ilk siralarda yer alan
Hymenoptera takiminin bir {iyesi olan Cephus
1767)

C. pygmeus tlru

pygmeus  (Linnaeus, (Symphyta:
Cephidae) kullanilmistir.
Avrupa, Asya, Afrika ve Kuzey Amerika’da
genis ve devamli bir yayilis alanina sahiptir.
Konak bitki olarak bugdaygilleri segtigi i¢in
bugday sap-arist olarak da bilinmektedir ve
ekonomik olarak bugdaylarda zarara yol
2008).

viicut biiyiikliigii 5-11 mm arasinda de§ismekte

acmaktadir (Shanower, Erginlerinin

ve sar1-Siyah abdomen renklenmesi

sergilemektedir (Korkmaz ve ark., 2010).

2. Materyal ve Metot

Bocek  dokularindan ~ DNA  izolasyon

yontemlerinin  verim, maliyet ve zaman
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acisindan karsilagtirllmas1 amaciyla dokuz
farkli yontem kullanilmis olup, her yontem i¢in
ayn1 lokaliteden toplanmis iki disi ve iki erkek
olmak tizere toplam 4 birey kullanilmistir
(Tuzla uc

kullanilmigtir). Calisma kapsaminda kullanilan

coktirme  ydnteminde birey
orneklere ait bilgiler Cizelge 1°de sunulmustur.
Ornek seciminde en az 10 y1l olmak iizere eski
tarihli ve alkolde bekletilen 6rnekler olmasina
dikkat edilmistir. Bu kapsamda 2001-2004
arasinda Cumbhuriyet

yillari toplanmus,

Universitesi ~ Entomoloji
(ECCUS) yer alan ve -20 °C’de %100 etanol

icerisinde saklanan 0Ornekler

Koleksiyonu’nda

kullanilmistir.
Orneklere &nce alkol uzaklastirma islemi
uygulanmigtir. Bu amagla filtreli tiipler
kullanilarak santrifiij edilmis ve yaklasik yarim
saat kurutma kagidi iizerinde bekletilmistir.
Kurutulma sonrast Orneklerin bas kisimlari
PCR inhibitorleri agisindan yogun olduklari
icin uzaklastirilmis, kalan kisim ise hassas
terazi kullanilarak tartilmistir. Tartim islemi
her  bir doku

mikrosantrifuj tlpiine aktarilarak ezme islemi

sonrasinda bireye  ait
ile mekanik olarak parcalanmustir.

DNA izolasyonu ic¢in Chelex-100,
fenol-kloroform, 1s1 sok, tuzla ¢oktiirme, ticari
kit yontemler ve bu yontemlerde g¢esitli
modifikasyonlar yapilarak olusturulan toplam
dokuz farkli yonteme bagvurulmustur (Cizelge
1). Bu yontemlere ait uygulama basamaklari
asagida detayli bir sekilde sunulmustur. Her bir
yontem sonucunda izole edilen total genomik

DNA’nin kalite ve miktar tayinleri 260, 280 ve
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230 nm dalga boyunda absorbans degerlerinin
2000)

hesaplanmustir.

nanodrop cihazi (Maestrogen,

kullanilarak  6lgiilmesi ile
Ayrica, izole edilen DNA o6rneklerinin PCR
uygulamalarindaki basarisinin test edilebilmesi
icin ¢ekirdek ve mitokondri genomlarina 6zgii
in vitro

fragmanlarin cogaltilmasi

uygulamasina basvurulmustur. Bu amagcla
bocek calismalarinda barkod amach kullanilan
cekirdek genomuna ait 1TS2 ve mitokondri
genomuna ait COI gen fragmanlar sec¢ilmistir.
ITS2 fragmaninin ¢ogaltilmasinda Cas5p8sFt
(5'-ATG AAC ATC GAC ATT TCG AAC
GCA TAT-3") ve Cas28SBId (5'-TTC TTT
TTC TTC GCT TAG TAA TAT GCT TAA-3")
primer cifti (Ji ve ark., 2003); COI gen
bolgesinin ¢ogaltilmasinda ise s1859 (5'-GGA
ACI GGA TGA ACW GTT TAY CCI CC-3")
(Simon ve ark., 1994) ve HCOout (5'-GCT
CCT ATT GAT ARW ACA TAR TGR AAA
TG-3") (Carpenter ve ark., 1999) primerleri
tercih edilmisir. PCR reaksiyonlar1 50 pl son
hacimde hazirlanmis olup, reaksiyon hacminin
igerigine 0,5 U Taq DNA polimeraz, 5 pl 10x
reaksiyon tampon (100 mM Tris—HCI, pH 8,8,
500 mM KCI), primerlerin her birinden 10
pmol, 0,2 mM her bir dNTP, 1,5 mM MgCI2
ve 100 ng kalip DNA (son konsantrasyon 2
ng/ul) eklenmistir. Reaksiyonlar BioRad T-100
PCR cihazinda: 95 °C’de 5 dakika ilk
denatiirasyon adimi; 35 dongiiden olusan {i¢
amplifikasyon adimi: (1) 94 °C’de 1 dakika, (2)
primer ¢iftine 0Ozgiin baglanma (annealing)

sicakliginda 1 dakika ve (3) 72 °C’de 30
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saniye; 72°C’de 5 dakika bir son uzatma
basamagi kosullar1 altinda gergeklestirilmistir.
DNA ornekleri ve tim PCR drinleri %1’lik
agaroz jelde GeneRuler 100 bp Plus DNA

Ladder (Thermo Scientific, Katalog Numarasi:
SMO0321) ile birlikte yiiriitiilerek goriintiilenmis

ve sonuglar kalitatif olarak degerlendirilmistir.

Cizelge 1. DNA izolasyon yontemlerinin karsilastirilmasinda kullanilan 6rneklere ait lokalite bilgileri.

Kullanilan Yéntem ECCUS @ Toplam
NO Birey
Chelex-100 545 4
Chelex-100+Proteinaz K 646 4
Chelex-100+Alkol Coktlirme 572 4
Fenol-Kloroform 552 4
Is1 Sok 619 4
Is1 Sok+Chelex-100 453 4
Is1 Sok+Chelex-100+Alkol 580 4
Coktirme
Tuzla Cokturme 595 3
KolonTabanh Ticari Kit 526 4
a) Chelex-100  yontemi:  Adli
materyallerden  DNA  izolasyonu  igin
gelistirilen  yontemde  bazi1  degisiklikler

yapilarak uygulanmigtir (Walsh ve ark., 1991).
Ornek izerine 1.5 ml Tampon A (200 mM
EDTA, 10 mM Tris-HCI pH 8.0) eklenmistir.
Vortekslenerek doku ile tamponun etkilesimi
saglanmigtir. 23640 x g’de 10 dakika santrifiij
edilmis ve st faz uzaklastirilmistir. Pelet
uzerine 1 ml Tampon B (100 mM NaCl, 10
mM EDTA, 300 mM Tris-HCI pH 8.0)
eklenmis, pelet siispanse hale getirilmis ve
23.640 x g’de tekrar 5 dakika santrifiij edilerek
{ist faz uzaklastirilmistir. Ornek iizerine 100 pl
dHO ve 200 pl %10 (agirlik/hacim) Chelex-
100 cozeltisi eklenerek 56 °C’de 2 saat
inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon sonrasi

8 dakika kaynatilan O6rnekler 23.640 x g’de 3
dakika santrifiij edilmistir. Ust faz, kalint1 doku
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Enlem Boylam | Toplanma | Lokalite
(N) (E) Tarihi .

39,707219 = 37,032101  17.06.04 SIVAS
39,633316 | 37,032991 = 23.05.02 SIVAS
39,683808 | 36,792156  01.06.01 SIVAS
39,708535 | 36,650581 | 23.05.02 SIVAS
39,835168 | 36,441772  07.06.02 SIVAS
40,164838 | 38,084192 & 29.05.02 SIVAS
39,874702 | 37,730385  12.06.02 SIVAS
38,150757 | 34,874525 @ 02.06.02 NIGDE
39,582407 | 36,622085  28.05.02 SIVAS

ve chelex-100 alinmadan dikkatli bir bi¢imde

yeni tiipe aktarilmistir.

b) Chelex-100 +  Proteinaz-K
Yontemi: Walsh ve ark. (1991) tarafindan
gelistirilen  yontemde bazi  degisiklikler
yapilarak uygulanmistir. Chelex-100

yonteminden farkli olarak Tampon B (100 mM
NaCl, 10 mM EDTA, 300 mM Tris-HCI pH
8.0) eklendikten sonra 10 pl proteinaz-K (20
mg/ml) ortama eklenerek gece boyunca 55
°C’de inkiibasyon gerceklestirilmistir. Sonraki
asamalarda Chelex-100 yontemindeki
basamaklar takip edilmistir.

c) Chelex-100 + Alkol

Yontemi: Walsh ve ark. (1991) tarafindan

Coktirme

gelistirilen  yontemde  baz1  degisiklikler
yapilarak uygulanmistir. Chelex-100 yontemi
sonucunda elde edilen DNA  ¢Ozeltisi

icerisindeki olast inhibitor etkideki ajanlarin
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uzaklagtirllmas1 amaciyla niikleik asitlerin
alkolle ¢oOktiiriilmesi gerceklestirilmistir. Bu
amacla Chelex-100 yontemi ile elde edilen
cozeltinin zerine 1/10 hacim 5 M NaCl ve 2
hacim soguk %99’luk etanol eklenmistir.
Ardindan, son hacimde 0.01 mM olacak
sekilde MgCl, eklenerek +4 °C’de 28.500 x
30  dakika

Alkol

peletin tzerine 100 pl

g’de santrifj edilerek

¢cOktliriilmiistiir. uzaklastirilmis  ve
% 70’lik etanol
eklenmis, pelet yikama islemi sonrasinda 4
°C’de 28.500 x g’de 6 dakika tekrar santrifij
Alkol ortamdan uzaklastirilarak

peletin 50 pl 1XTE (10 mM Tris-HCI, 1 mM

edilmistir.

EDTA, pH 8.0) icerisinde c¢ozllmesi
saglanmistir.

d) Fenol Kloroform Yontemi:
Gemmell ve Akiyama (1996) tarafindan
optimize edilen yontem esas alinmistir.

Mekanik ezme islemi gercgeklestirilen ornek,
540 ul homojenizasyon tamponu (100 mM
NaCl, 10 mM EDTA, 300 mM Tris-HCI pH
8.0) ve 60 pl %10’luk SDS ile silispanse
edilmistir. Son konsantrasyonu 50 pg/ml
olacak sekilde proteinaz-K eklenerek 37 °C’de
gece boyu inkiibasyona birakilmigtir. Oziitleme
sonrast Oziitlere bir hacim fenol ve bir hacim
kloroform:izoamil alkol (24:1) eklenerek ve
13.000 x g’de 3 dakika santrifiij edilmistir. Ust
faz yeni bir tiipe aktarilarak ayni islem bir kez
daha tekrarlanmustir. Ust faz iizerine bir hacim
kloroform:izoamil alkol eklenerek 13.000 x g
de 3 dakika santrifiij edilmistir. Ust faz yeni bir

tipe aktarilarak ayni islem bir kez daha
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tekrarlanmustir. Ust fazin Gizerine 1/10 hacim 5
M NaCl ve 2 hacim soguk mutlak etanol
eklenmistir. DNA’nin  ¢oktiiriilmesi

°C’de 28.500 x g’de 30 dakika santrif(j

icin 4

edilerek alkol uzaklastirilmistir. Pelet {lizerine
100 pl %70’lik etanol eklenerek 4°C’de 28.500
X g’de 6 dakika santrifiij edilmistir. Alkol
uzaklagtirilarak peletin 100 pl 1XTE tamponu
icerisinde ¢oziilmesi saglanmistir.

e) Is1 Sok Yontemi (HotSHOT):
Truett ve ark. (2000) tarafindan optimize edilen
yontem esas almmustir. Pargalanan doku
uzerine 50 pl Lizis Tamponu (25 mM NaOH,
0,2 mM EDTA, pH 12) eklenerek 95 °C’de 30
dakika inkiibe edilmistir. Yaklasik 4-5 dakika
buz lizerinde Ornekler bekletilmis ve 50 pl
Notralizasyon Tamponu (40 mM Tris-HCI, pH
5.0) eklenmistir. Karisimin homojenize olmasi
amactyla vorteks ile karistirma isleminden
sonra, dokuyu ¢oktirmek amaciyla 10.000 x
kisa suireli

g’de santrifiijleme

gerceklestirilmistir. Sonraki asamalarda
kullanilmak {izere iist faz yeni tiipe alinmigtir.
f) Is1 Sok + Chelex-100 Yontemi: Bu
calisma i¢in optimize edilen yontemde, 1s1 sok
farkl
tamponu eklenmesinden sonra 100 pl dH,O ve

200 pl %10 (agirhik/hacim) Chelex-100

yonteminden olarak  ndtralizasyon

¢Ozeltisi ortama cklenmistir ve Ornekler 8
dakika kaynatildiktan sonra iist faz yeni tiipe
alimmustir.

g) Ist Sok + Chelex-100 + Alkol
Coktirme Yontemi: Bu calisma i¢in optimize
sok + Chelex-100

edilen yontemde, 1s1
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yonteminde elde edilen DNA’nin alkol ile
yikanmasi iglemi gerceklestirilmistir. Alkol
yikamasi sonrasi elde edilen pelet 50 ul 1xTE
tamponu icerisinde ¢oziilmiistiir.

h) Tuzla Coktiirme Yontemi: Aljanabi
ve Martinez (1997) tarafindan gelistirilen
yontemde bazi degisiklikler yapilarak yontem
uygulanmistir. Dokularin  mekanik olarak
parcalanmasindan sonrasinda 300 ul TNES
tamponu (50 mM Tris, pH:7,5, 400 mM NacCl,
20 mM EDTA, 0,5% SDS) 100 pg/ml
proteinaz-K ile birlikte eklenerek 55 °C’de

inklibasyona  birakilmustir.

boyu

Inkiibasyon sonrasi, drneklerin iizerine 85 pl 5

gece

M NaCl eklenerek karistirilmistir. Ornekler
14.000 x g’de 5 dakika santrifiij edilerek
proteinlerin ¢oktiiriilmesi saglanmistir. Yeni bir
tiipe alinan {ist faz lizerine bir hacim %99’luk
soguk etanol eklenerek 12.000 x g’de 10
dakika santrifiij Alkol
uzaklagtirilarak 100 pl %70’lik etanol ile

edilmistir.

yikama ve ¢oktiirme islemi gergeklestirilmistir.
Alkoliin tamamen uzaklastirilmasi saglandiktan
sonra pelet 50 pl 1xTE tamponu igerisinde

¢Ozilmiistiir.
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Kolon
Bu

Tabanh  Ticari Kit

Roche

i)

Kullanima: amagla firmasi
tarafindan tretilen “High Pure PCR Template
Ureticinin

Preparation Kit” kullanilmistir.

Onerdigi  protokol uygulanarak izolasyon
gerceklestirilmis olup, farkli olarak yalnizca
liziz asamasinda gece boyunca inkiibasyon
basamagi tercih edilmistir. Kolondan DNA’nin
geri kazaniminda ise 50 pl eliisyon tamponu

kullanilmastir.

3. Sonuglar

DNA izolasyon yontemlerinin zaman,
maliyet ve PCR verimi  bakimindan
degerlendirilebilmesi amaciyla gergeklestirilen
calismalar sonucunda birim doku basina izole
edilen DNA miktar1 (pg/mg), A260/A280 ve
A260/230 orani,

zaman, maliyet ($) ve her iki gen bolgesi igin

izolasyon i¢in harcanan
PCR basaris1 Cizelge 2°de 6zetlenmistir. PCR
basarilar1 agisindan degerlendirmede agaroz jel
goriintiileri kullanilarak hesaplama yapilmis
olup, COI genine ait PCR firiinleri Sekil 1 ve
ITS2 bolgesine ait PCR iirtinleri ise Sekil 2’de

gosterilmistir.
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%/_)‘ﬁ/_)%/_)%/_)

Is1 Sok+Chelex-100+

M Chelex-100+Proteinaz K

Alkol Coktiirme

KolonTabanl Ticari Kit

TIs1 Sok

S S e

Chelex-100 +
Alkol Céktiirme

Chelex-100

Is1 Sok+Chelex-100

Fenol-Kloroform Tuzla Coktiirme

Sekil 1. COI genine ait PCR iiriinlerin %1°lik agaroz jel tizerindeki goriintiisii gdsterilmistir.

Konsantrasyonu yeterli gorilen (kit ile

gerceklestirilen ~ PCR  driinlerine  yakin

parlaklik) drlinlerin basaris1  kuvvetli, bu

parlakligin altinda olan fakat ¢ogaltilan tirlinler
zayif ve PCR irinii sinyali igermeyenler
nitelendirilmistir.  PCR

basarisiz  olarak

basarilarinin yiizde degerlerinin

hesaplanmasinda ise basarili tiim Triinlerin

(kuvvetli ve zayif) toplam reaksiyon igindeki

oran1 kullanilmigtir. COI bélgesinin PCR

uygulamalariyla cogaltilmasinda biitiin

yontemlerde

disindaki

basar1  saglanmistir.  Isi-sok

yontemi tim PCR irilinlerinin

konsantrasyonlar1 kuvvetli olarak
nitelendirilmis ve 1s1-sok yonteminde kuvvetli-

zayif olarak sonu¢ alinmistir (Sekil 1).

Chelex-100

Chelex-100+Proteinaz K

Is1 Sok KolonTabanl: Ticari Kit

= e

Is1 Sok+Chelex-100+
Alkol Coktiirme

Fenol-Kloroform

Is1 Sok+Chelex-100

(_hLlL\-lt'JO

Tuzla Coktiirme

Sekil 2. ITS2 bolgesine ait PCR firiinlerin %]1°lik agaroz jel tizerindeki goruntusu gosterilmistir.

ITS2  bolgesinin  ¢ogaltilmasinda
kullanilan tim yontemler birlikte
degerlendirildigi zaman, toplamda %068.5

oraninda PCR basaris1 elde edilmistir. Tuzla

coktirme, fenol-kloroform wve ticari kit
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yontemlerinde tam basar1 saglanirken (%100),
yalnizca 1s1 sok yontemi sonucunda PCR
uygulamalar1 basarisiz olmustur (Sekil 2).
Ancak 1s1 sok yonteminin modifiye edilmesiyle

olusturulan 1s1-sok + chelex-100 (%75) ve 1s1-
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sok + chelex-100 + alkol cokturmesi sergilemistir.
yontemlerinde PCR basarist  (%50) artis

Cizelge 2. DNA izolasyon yontemlerinin verim, saflik, maliyet, zaman ve PCR basarisi agisindan karsilagtirilmasi igin
kullanilan parametreler.

PCR Basaris1
| —~
X S®
g © £8
> = = = = = c c
ER= 5 IS ~ S ~ | N % . % A ‘_g
< % = g g = 9) S < S ° 3 Q\o, o 3
ipEe) = £ o o - D cs = >c >
< > =) N N ) SE o £33 N ED
z <3 < < 2> °S 3 S5 ==
a Z < f o = - g
_ b S < <
Chelex-100 20.13+2.87 = 1.29-143 | 1.00-0.77 3.97 2.5 100 Kuvvetli 75 Kuvvetli,
Zayif,
Basarisiz
Chelex-100 7.72¥159  1.06-1.23  0.67-0.94 3.99 19.5 100 Kuvvetli 75 Zayif,
+ Proteinaz K Basarisiz
Chelex-100 6.85+1.05 | 1.76-1.97 = 1.71-1.86 5.85 5.5 100 Kuvvetli 50 Zayif,
+ Alkol Cokttirme Basarisiz
Fenol-Kloroform 11.03£1.18 1.63-1.92  1.75-2.02 4.81 19.5 100 Kuvvetli 100 Kuvvetli
Is1 Sok 34.85£3.32 | 1.01-1.22 1.10-1.27 4,52 0.7 100 Kuvvetli, 0] Bagarisiz
Zayif
Is1 Sok + Chelex-100 51.59+5.09 1.06-142  1.00-1.30 7.17 1.0 100 Kuvvetli 75 Zayif,
Basarisiz
Is1 Sok + Chelex-100 + 13.44+4.63 | 1.79-2.03 = 1.86-2.19 9.05 35 100 Kuvvetli 50 Zayif,
Alkol Coktiirme Basarisiz
Tuzla Cokturme 6.86+0.72  1.80-1.89  1.56-1.83 3.80 17.5 100 Kuvvetli 100 Kuvvetli
Kolon Tabanh Ticari 6.41+1.63 | 1.67-2.08 1.73-2.16 30.77 19.5 100 Kuvvetli 100 Kuvvetli

Kit

142



Bocek Dokularindan DNA izolasyonu Yontemlerinin Kalite, Verim ve Maliyet Acisindan Karsilastiriimasi

Birim doku bagsma izole edilen
ortalama DNA miktari, en ¢ok 1si1-sok +
kullanilarak  (51.59

png/mg) elde edilirken, en az ticari kit

chelex-100 yontemi

yontemi kullanilarak (6.41 pg/mg) elde
edilmistir (Cizelge 2). Izole edilen DNA’ nin
saflik derecesini 6l¢mek icin kullanilan 260
ve 280 nm dalga boyundaki absorbans
degerlerinin oran1 1.8’e yakin olan dlgiimler
chelex-100 + alkol

kloroform, 1si-sok + chelex-100 + alkol

coktirmesi, fenol-
cokturmesi, tuzla coktirme ve ticari kit
kullanilarak ~ elde
yontemlerde
isaret eden diisiik A260/A280 oranlar1 elde
edilmistir (Cizelge 2). Ayn1 zamanda 1s1 sok

edilmigtir. ~ Diger

protein  kontaminasyonuna

+ chelex-100 + alkol ¢oktlirmesi ve ticari kit
yontemi ile elde edilen DNA &rneklerinin
bazilarinda A260/A280 orani 2’nin iizerinde
hesaplanmustir.  Izole edilen DNA’nin
safliginin  kontrolii

A260/A230

icin  bir

karbohidrat,

Olci  olan
orant fenolik
bilesikler ve glikojen gibi kontaminasyonlari
tespit etmek i¢in kullanilmakta olup bu
2.0-2.2

beklenmektedir.

degerin arasinda olmasi
Gergeklestirilen Olgiimler
sonucunda 1s1-s0k + chelex-100 + alkol
coktiirmesi ve ticari kit yontemleri disindaki
yontemlerde A260/A230 oranin 2.0-2.2
degerlerinin altinda oranlara sahip oldugu
goriilmiistiir (Cizelge 2).

Basarili DNA izolasyon yontemleri
icin oldukca o©nemli iki parametre olan

maliyet ve =zaman igin gerceklestirilen

hesaplanmalarda izolasyon i¢in kullanilan
zaman acisindan en az 0.7 saat ile 1s1 sok
yontemi ve en fazla 19.5 saat ile chelex-100
+ proteinaz K, fenol-kloroform ve ticari kit
yontemi oldugu bulunmustur (Cizelge 2).
Maliyet bakimdan tuzla ¢oktiirme, chelex-
100 ve 1s1-sok yoOntemlerinin ticaret kit
yontemine gore oldukca avantajli oldugu

belirlenmistir.

4. Tartisma

Bu ¢alisma bocek dokularindan farkli
DNA izolasyon yontemlerinin verim, saflik,
cekirdek ve mitokondri gen bolgelerinde

PCR basarisi, maliyet ve harcanan zaman

acisindan karsilastirilmasini
hedeflemektedir. Ozellikle, tim
parametreler bir bitin olarak
degerlendirildigi zaman fenol-kloroform,

tuzla cokturme ve ticari kit yontemleri 6n
plana ¢ikmaktadir (Cizelge 2, Sekil 1-2).
Ozellikle, tuzla c¢oktirme yontemi tim
yontemler arasinda en avantajli olarak one
cikmaktadir. Ancak, kullanilan yontemlerin
ve segilen parametrelerin tamami ele
alindiginda diger yontemlerinde zaman,
maliyet, kolay uygulama ve PCR basarisi
gibi farkli acilardan basarili oldugu ydnler
bulunmaktadir.
Chelex-100 polivalent metal
iyonlara yiiksek afinite gosteren bir selat
Doku ile

ajanidir. birlikte kaynatilarak

hiicrelerin  parcalanmasint ve DNA’nin

serbest kalmasini saglamaktadir (Walsh et
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al., 1991). Ozellikle tiup aktarma gibi
asamalar icermemesi kontaminasyon riskini
olduk¢a diistirmekte, maliyet ve zaman
acisindan diger yontemlere gére onemli bir
avantaj saglamaktadir. Birim doku bagina
izole edilen ortalama 20.13+2.87 pg/mg
DNA miktar ile 1s1 sok ve 1s1 sok + cehlex-
100 yontemlerinden sonra tigiincii sirada yer
almast ile verim agisindan bagarili bir
yontem olarak kabul edilebilir (Cizelge 2).
Ancak, bu

degerleriyle ortamda kirlilik etkeni olarak

yontem diisiik  absorbans

makromolekiiller barindirmasi  ag¢isindan
dezavantajlidir. Chelex-100 yontemi yiksek
saflikta bir DNA izolasyonu sunmasa da
mitokondri genomuna ait COIl geninin
cogaltilmasinda oldukca basarili sonuglar
1). Ancak, chelex-100

yonteminin ¢ekirdek genomunu temsilen

vermistir  (Sekil

kullanilan ITS2 bélgesinin ¢ogaltilmasinda

COI  geni kadar basarili  olmadigi
gozlenmistir (Sekil 2). Bu durum hiicrelerin
icerdigi mitokondri sayisi ile ribozomal
rRNA genleri arasinda yer alan ITS2
bolgelerinin kopya sayisi arasindaki olasi
farkliliktan

ortamda yer alan

kaynakli  olabilir.  Ayrica,

inhibitérlerin  PCR

verimini  diislirdiigli  sdylenebilir.  Bu
nedenlerle Chelex-100 ydntemi proteinazK
enzimi uygulamasi ve elde edilen iirtinden
nikleik asitlerin ¢okturilmesini amaclayan
chelex-100 + alkol c¢oktirmesi yoéntemleri
denenmis olup, proteinazK uygulamasi hem

DNA  konsantrasyonunda  hem  de

A260/A280
iyilesmeye yol agmustir (Cizelge 2). Chelex-

oraninda  Onemli  Ol¢iide
100 + proteinazK yonteminde konsantrasyon
diismesi ve kirliligin artmas1 COI geni i¢in
PCR verimini diistirmezken, ITS2 bolgesi
i¢in PCR veriminde diisiise neden olmustur.
Chelex-100 sonrasinda alkol ¢Oktiirmesi
protein nedenli kontaminasyonlar1 biiyiik
Olciide gidermis olup, yine COI bolgesi igin
PCR degisiklige
olmamistir (Cizelge 2, Sekil 1). Ancak, ITS2
PCR verimi Chelex-100

veriminde neden
bolgesi igin
yontemine gore daha

Wingfield ve Klein (2012)

diisik orandadir.
tarafindan
gerceklestirilen  ¢alismada, maliyet ve
izolasyon i¢in harcanan zaman agisindan bu
calismada elde edilen veriler ile uyumlu,

PCR basarist agisindan ise farkli sonuglar

bulunmustur. Bu c¢alismada Chelex-100
PCR basaris1 toplamda 9%87,5 (%100
mitokondriyal, %75 cekirdek) olarak

bulunurken, Wingfielde ve Klein (2012)
tarafindan %40 olarak bulunmustur. Bu
durumda chelex-100 ydntemi icin oldukca
basit, ekonomik ve goreceli kullanigli bir
yontem oldugu sdylenebilir ve bu nedenle
bocek dokularindan DNA izolasyonu ig¢in
uygun bir yontem olarak onerilebilir.

Is1 sok yontemi hiicrelerin sicak ve
sonrasinda

alkali ortamda parcalanmasi

ortamin pH’sinin dengelenmesini
kapsamaktadir. Yontem bir saatten kisa
stirede tamamlanmakta ve maliyeti oldukga

diisiiktiir. Dokudan DNA kazanimi agisinda
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diger yontemlere gore yiiksek avantajli olan
1s1 sok yontemi, DNA saflig1 agisindan
diisiik A260/A280 ve A260/A230 oranlarina
sahiptir (Cizelge 2). Bu degerler ortamda
cok cesitli biyomolekiillerin neden oldugu
kirlilige isaret etmektedir. PCR basarisi
acisindan ise COI geni i¢in basarili, ancak
diger yontemlere goére daha zayif bantlar
olusturmaktadir (Sekil 1). ITS2 bolgesi i¢in
PCR uygulamalarinda ise basar1 elde
edilememistir (Sekil 2). Is1 sok yontemi ile
Chelex-100  yoOnteminin  hibrid  bir
sok + Chelex-100
yontemi hem COI geninin hem de ITS2

uyarlamas1 olan 1s1

bolgesinin PCR basarisint artirmistir (Sekil
1-2, Cizelge 2). Ayrica kullanilan yontemler
arasinda dokulardan en yiiksek DNA geri
kazanimini 1s1 sok + Chelex—100 yontemi ile
(ortalama 51.5945.09 pg/mg) basarilmustir.
Ancak, bu yontemde de DNA saflig1 yeterli
diizeyde olmadigi i¢in elde edilen ¢Ozelti
icerisindeki nukleik asitlerin ¢oktlrilmesi
ve kirliligin giderilmesi i¢in 1s1 sok —+
Chelex-100 + alkol coktirmesi yodntemi
denenmistir. Bu yontemle 6zellikle protein
kaynakl kirlilikler biiyiik oranda giderilmis
(Cizelge 2), yine de yeni bir basamagin
strece eklenmesi izole edilen DNA
miktarmi dislirdigi icin PCR veriminde
iyilesme goriilmemistir. Is1 sok yOnteminin
COI geni icin PCR basarisi, maliyeti ve
harcanan zaman agisindan Gutiérrez-Lopez
(2015) tarafindan gergeklestirilen ¢alismanin

sonuclart bu ¢alismada elde edilen sonuglara

benzerlik gostermistir. Lopez ve ark. (2015)
yaptiklar1 c¢alismada ayrica DNA dizi
kalitelerini de degerlendirmisler ve 1s1 sok
yonteminin ticari kitler ile gergeklestirilen
DNA izolasyonlar1 ile ¢ok benzer sonuglar
verdigini gostermislerdir. Ayni calismada
fenol-kloroform ydnteminin DNA dizileme
kalitesini diistirdiigiinii belirtmislerdir.

Fenol-kloroform  yontemi  birgok
laboratuvarda rutin olarak kullanilan bir
DNA izolasyon yontemi olmasina ragmen,
oldukga toksik kimyasallarin  kullanimi
nedeniyle dezavantajli bir yontemdir (Chen
ve ark., 2010). Diger ele alinan parametreler
acisindan ise c¢alismada kullanilan en
avantajli olarak
gorunmektedir (Cizelge 2, Sekil 1-2). Doku

basina izole edilen DNA miktar1 Chelex-100

yontemlerden  biri

ve 151 sok yontemine gore diisiik olmasina

ragmen, izole edilen DNA’nin saflig
oldukea iyi diizeydedir. Ayrica maliyet ve
PCR basaris1 acisindan da basarili bir
yontem oldugu sdylenebilir.

Tuzla coktirme yontemi

izole edilen DNA’nin

maliyet,
safligt ve PCR
basaris1 agisindan en uygun yontem olarak
gorulmektedir (Cizelge 2, Sekil 1-2). Fenol-
kloroform ydntemine goére kullanilan
kimyasallarin toksik olmamasi, maliyet ve
uygulama kolaylig1 acisindan avantajlara
sahiptir. Tuzla ¢Oktlirme yoOntemi ayrica
Chelex-100 ve 1s1 sok yoOntemlerine gore
DNA verimi agisindan geride kalmis olsa da

kalitesi yuksek ortamda bekletme ve
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DNA’nin  denatiirasyonuna neden olan
kaynatma gibi siiregler icermedigi i¢in izole
edilen DNA hem kalitesi hem de saflik
derecesi PCR, hibridizasyon ve klonlama
gibi uygulamalar igin uygundur. Tuzla
coktirme yontemine alternatif olarak PCR
basaris1 agisindan benzer sonuclar veren
silika-kolon tabanli ticari kit bu calismada
karsilastirma amaciyla kullanilmistir.
Ureticinin protokoliinde inkiibasyon zamani
gibi  baz1t  basamaklar  degistirilerek
uygulanan yontem maliyet acisindan tuzla
coktiirme ve diger yontemlere gore oldukga
pahalidir. Ayrica fenol-kloroform, Chelex-
100 ve 151 sok yontemleriyle

karsilastirildiginda izole edilen DNA miktar1

kolondan geri kazanima bagli olarak
oldukea diisiik diizeydedir.
Sonu¢ olarak, bdcekler oldukca

cesitli ve yer ylzunun hakim tdrleridir. Bu
nedenle ekosistemde (Ustlendikleri rollere
bagli olarak, yalnizca temel bilimlerin degil
biyoteknoloji, adli tip, tarim, ziraat, tip ve
veterinerlik gibi uygulamali bilimlerinde
arastirma konulari igerisinde yer almaktadir.
Glnumiizde DNA barkodlama ile trlerin
teshisi, sessiz siireglerde rol alan enzimleri
kodlayan genlerin belirlenmesi, tdrlerin

evrimsel tarihi, populasyonlarin genetik

yapisi, hastalik etkenlerinin izlenmesi ve

hatta jeolojik  olaylarin

Bu nedenle DNA dizi

aydinlatilmasi
arastirilmaktadir.
verisinin olusturulmasinda ilk adim olan
DNA izolasyonunda, etkin ve kullanigh bir
yontemin secilmesi oldukca 6nemlidir. Bu
calismada dokuz farkli yontemden PCR
basarist acisindan karsilastirmalar yapilmisg
ve butln yontemlerin mitokondriyal genoma
ait bolgenin c¢ogaltiminda basarili oldugu,
ancak cekirdek genoma ait bdlgenin
cogaltiminda ise tiim yontemlerin basaril
sonu¢ vermedigi tespit edilmistir. Hem
mitokondriyal hem de c¢ekirdek genomuna
ait bolgelerin PCR ile c¢ogaltiminda ise
fenol-kloroform, tuzla c¢oktiirme ve kolon
tabanli ticari kit yontemlerinin basarili sonug
verdigi gosterilmistir. Maliyet ve kullanilan
kimyasallarin ~ toksisitesi g6z  Oniine
alindiginda ise tuzla ¢oktliirme yoOnteminin
bocek dokularindan DNA izolasyonu icin en

uygun yontem oldugu yorumlanmustir.

Tesekkiir: Bu calisma kapsaminda

0zel bir destek almmamistir. Gamze
KOCAK ve Zeliha GULER calismanin
laboratuvar asamalarinda katk1
saglamislardir.
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Oz: Deri endiistrisinde tuzlanmus deriye kaybettigi suyun geri kazandirilmasi, derinin yumusatilmasi, derideki
tuzun, kanin, giibrenin, pisligin ve mikroorganizmalarin uzaklastirilmast amaciyla 1slatma islemi
uygulanmaktadir. Islatma islemi bakterilerin gelismesi i¢in olduk¢a uygun bir ortam olup, bu siiregte derilerde
onemli hasarlar meydana gelmektedir. Islatilmig deriler antimikrobiyal maddelerle muamele edilmesine ragmen,
bu derilerin kalitesini olumsuz etkileyebilecek gram-pozitif ve gram-negatif bakterileri icerdikleri bilinmektedir.
Antimikrobiyal maddelerin az ve rastgele kullanilmasi1 bu bakterilerin sayilarinin kontrol edilmesinde yetersiz
kaldig1 gibi, fazla kullanilmasi da antimikrobiyallere direngli bakterilerin ortaya ¢ikmasina sebep olmaktadir.
Uygun antimikrobiyal madde se¢imi derilerde bakterilerden kaynaklanan zararin 6nlenmesi agisindan oldukca
onemlidir. Bu nedenle, deri endustrisinde kullanilan bir antimikrobiyal maddenin referans bakteri suslarina karst
uygulanmasi ve minimum inhibisyon konsantrasyonunun arastirilmasi, deri islenti basamaklarinda deriye zarar
verebilecek bakterilerin iizerine bu antimikrobiyal maddenin etkinliginin belirlenmesi agisindan onemli bilgi
verecektir. Bu caligmada gram-negatif ve gram-pozitif referans suglari ve bunlarin karigik kiltiirii {izerine
metilizotiazolinon iceren antimikrobiyal maddenin onsekiz farkli konsantrasyonu uygulanarak minimum
inhibisyon konsantrasyonu agar diliisyon metodu ile arastirtlmistir. Minimum inhibisyon konsantrasyon degerleri
Pseudomonas aeruginosa ATCC27853, Staphylococcus aureus ATCC29213, Micrococcus luteus ATCC9341,
ve tiim test bakterilerinin karigik kiiltiirii icin 5000 pg/ml; Escherichia coli ATCC25922 igin 1250 pg/ml;
Bacillus cereus ATCC11778 icin 156 ug/ml; Staphylococcus epidermidis ATCC12228 ve Enterococcus faecalis
ATCC29212 i¢in 39 pg/ml; ve Bacillus subtilis ATCC6633 igin ise 9.76 pg/ml olarak bulunmustur. Sonug
olarak, test edilen antimikrobiyal maddenin sekiz farkli referans susun ve bunlarin karigik Kkiiltiiriiniin
gelisimlerini inhibe ettigi ve etki spektrumunun genis oldugu saptanmustir.

Anahtar kelimeler: Antimikrobiyal madde, Gram-pozitif bakteri, Gram-negatif bakteri, Minimum inhibisyon
konsantrasyonu

Minimum Inhibition Concentration of an Antimicrobial Agent Containing
Methylisothiazolinone Used in Leather Industry Against Reference Strains

Abstract: In leather industry soaking process is applied to salted hides and skins in order to rehydrate, to soften,
to remove the salt, blood, dung, dirt and microorganisms. The soaking process is a favorable environment for
bacterial growth, and during this process significant damage occurs on the hides and skins. It is known that
soaked hides/skins contain Gram-positive and Gram-negative bacteria, which can adversely affect hide/skin
quality even though they are treated with antimicrobial agents. Insufficient and random use of antimicrobial
agents is inadequate in controlling the numbers of these bacteria, and excessive use of them also leads to the
emergence of antimicrobial-resistant bacteria. The choice of appropriate antimicrobial agent is very important in
preventing damage caused by bacteria found on the hides. Therefore, application of methylisothiazolinone-
containing antimicrobial agent used in the leather industry against reference bacterial strains and investigation of
the minimum inhibitor concentration will provide important information on the effectiveness of this
antimicrobial agent on bacteria that may be harmful to hides in leather processing. In the present study, the
eighteen different concentration of antimicrobial agent containing methylisothiazolinone were applied against
Gram-negative (Pseudomonas aeruginosa ATCC27853, Escherichia coli ATCC25922) and Gram-positive
(Staphylococcus epidermidis ATCC12228, Staphylococcus aureus ATCC29213, Micrococcus luteus
ATCC9341, Enterococcus faecalis ATCC29212, Bacillus cereus ATCC11778, Bacillus subtilis ATCC6633)
reference strains and their mixed culture. The minimum inhibitor concentrations were determined using agar
dilution method. The minimum inhibitor concentrations of antimicrobial agent were found as 5000 pg/ml for
Pseudomonas aeruginosa ATCC27853, Staphylococcus aureus ATCC29213, Micrococcus luteus ATCC9341,
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mixed culture of test bacteria; 1250 pg/ml for Escherichia coli ATCC25922; 156 pg/ml for Bacillus cereus
ATCC11778; 39 ug/ml for Staphylococcus epidermidis ATCC12228 and Enterococcus faecalis ATCC29212;
and 9.76 pg/ml for Bacillus subtilis ATCC6633. As a result, it was determined that the tested antimicrobial agent
inhibited the growth of eight different reference strains and their mixed culture, and that spectrum of action was

broad.

Keywords: Antimicrobial agent, Gram-positive bacteria, Gram-negative bacteria, Minimum inhibition

concentration

1. Giris

Dericilik sektorii ilkemizde son yillarda
gelisme  gostererek  Tirkiye’nin  Onemli
sektorleri arasinda yerini almistir. Tuzlanmis
ve 1slatilmig deriler kesim, istifleme, depolama
ve tasmmma sirasinda, Uzerlerinde bulunan
bakterilerin gelisimini ve bu bakterilerin deriye
verebilecekleri zararlar1 6nlemek amaciyla tuz,
borik asit ve ¢esitli antimikrobiyal maddelerle
korunmaktadir (Adminis ve Money, 2003).
Deriler cesitli yontemlerle korundugu halde,
kesildikten
vicudundan, havadan, sudan, kesimhaneden,
diskidan,

gram-pozitif

hayvan sonra hayvanin
topraktan, dig ortamdan bulasan

ve gram-negatif  bakteriler
kendileri icin ideal bir besin ortami olan deride
gelismektedir (Newton ve ark., 1977; Antic ve
ark., 2010). Arastirmacilar bu durumun derinin
yapisinin bozulmasina, deride sir¢a zararina, kil
dokiilmesine, kotii koku olusumuna yol actigini
saptamislardir (Haines, 1984; Bailey ve Birbir,
1993). Daha once yapilan calismalarda cesitli
gram-pozitif, gram-negatif bakteri tlrleri
tuzlanmig ve 1slatilmis hayvan derilerinden
izole edilmistir (Berber ve Birbir, 2010; Aslan
ve Birbir 2011; Aslan ve Birbir 2012; Akpolat
ve ark., 2015; Caglayan ve ark., 2015; Ulusoy

ve Birbir, 2015; Birbir ve Yazici, 2016).
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Kaliteli deri Uretiminin deri endustrisindeki
ekonomik ©Oneme sahip olmasi sebebiyle bu
sektoriinde kullanilan

calismada  deri

metilizotiazolinon iceren  antimikrobiyal
maddenin farkli konsantrasyonlar1 sekiz farkli
referans bakteri suglarina ve bunlarin karigik
kiltlirlerine kars1 uygulanmistir. Her bir bakteri
tlrdne ve bu bakterilerin karisik kiiltiirtine kars1
test antimikrobiyalinin  minimum inhibisyon
konsantrasyonu ayri ayri arastirilmistir. Bu
calismadan elde edilen veriler, deri islenti
basamaklarinda deriye zarar verebilecek gram-

pozitif ve gram-negatif bakterilerin tizerine bu

antimikrobiyal =~ maddenin  etkin  oldugu
konsantrasyonun belirlenmesi ve gereksiz
kimyasal kullaniminin oOnlenmesi agisindan

onemli katkida bulunacaktir.

2. Materyal ve Metot

Bu calismada metilizotiazolinon igeren
ve deri endistrisinde 1slatma isleminde
kullanilan test antimikrobiyalinin gram-negatif
(Pseudomonas aeruginosa ATCC27853 ve
Escherichia coli ATCC25922) ve gram-pozitif
(Staphylococcus epidermidis ATCC12228, S.
aureus ATCC29213,
ATCC9341,

ATCC29212, Bacillus cereus ATCC11778 ve

Micrococcus luteus

Enterococcus faecalis
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Konsantrasyonu

B. subtilis ATCC6633) referans suslart ve
inhibe
Inhibitér Konsantrasyon (MIK)

bunlarin  karisik  kiiltiiriini ettigi

Minimum
degeri agar diliisyon test metodu ile
arastirilmistir (Anonymous, 2000; Wiegand ve
2008). 18 farkli
konsantrasyonu (10000 pg/ml, 5000 pg/mi,

2500 pg/ml, 1250 pg/ml, 625 pg/ml, 312

ark., Antimikrobiyalin

pug/ml, 156 pg/mi, 78 pg/mi, 39 pg/ml, 19.5
pg/ml, 9.76 pg/ml, 4.88 pg/ml, 2.44 pg/ml,
1.22 pg/ml, 0.6 pg/ml, 0.3 pg/ml, 0.15 pg/ml
ve 0.07 pg/ml) hazirlanarak 19 ml agarh
Nutrient besiyerine Cizelge 1°de gosterildigi

sekilde ilave edilmistir.

Cizelge 1. Farkli konsantrasyondaki antimikrobiyal maddenin hazirlanmasi

Ik konsantrasyon Stok Distile 19 ml besiyerinin 19 ml besiyerinin, 1 ml
(pg/ml) (ml) su (ml) ilavesinden dnceki antimikrobiyal maddenin tzerine
konsantantrasyon ilavesinden sonra son
(ug/ml) konsantrasyon (ug/ml)
200.000 2 0 200.000 10.000
200.000 2 2 100.000 5000
200.000 1 3 50.000 2500
50.000 2 2 25.000 1250
50.000 1 3 12.500 625
50.000 1 7 6250 312
6250 2 2 3125 156
6250 1 3 1562.5 78
6250 1 7 781.25 39
781.25 2 2 390.63 19.5
781.25 1 3 195.31 9.76
781.25 1 7 97.66 4.88
97.66 2 2 48.83 2.44
97.66 1 3 24.41 1.22
97.66 1 7 12.21 0.6
12.21 2 2 6.10 0.3
12.21 1 3 3.05 0.15
12.21 1 7 1.53 0.07
Stok  Antimikrobiyal Madde 1 Nolu McFarland Bulanikhk

Soliisyonunun Hazirlanmasi
Metilizotiazolinon iceren
200.000

distile

maddeden
1000 ml

antimikrobiyal mg

tartilarak steril su ile
karistirilmustir.
0.5 Nolu McFarland Bulanikhk
Standardinin Hazirlanmasi
5 ml 1 Nolu McFarland bulanik
tiplndeki cozeltinin Gzerine 5 ml distile su

eklenerek hazirlanmistir (Bilgehan, 2004).
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Standardimin Hazirlanmasi

0.18 M’lik H,SO4’ten 9.9 ml alinarak,
0.1 ml 0.048 M’lik BaCl; ile karistirilmistir
(Bilgehan, 2004).

%0.85 NaCl iceren Nutrient Agar
Besiyerinin Hazirlanmasi

20 g Nutrient Agar, 85 g NaCl
tartilarak 1000 ml distile su ile karistirilmistir.

Besiyerinin pH’1 7.0’ye ayarlandiktan sonra

121°C’de 20 dakika otoklavda steril edilmistir.
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gram-negatif ve gram-pozitif referans
suslarina ait saf koloniler alinarak ayr1 ayr
Nutrient Agar besiyerine ekilmis ve petri
kaplar1 37°C’de 24 saat etiivde bekletilmistir.
Inkiibasyon isleminden sonra koloni olusturma
bir
bakterinin 0.5 McFarland bulaniklik tiipiine
(10°  kob/ml) ayn ayn

siispansiyonlar1 hazirlanmistir. Her bir referans

birimi  (kob) hesaplanmasi igin her

gore bakteri
susun siispansiyonlarindan 1 ml alinarak, 9 ml
steril fizyolojik tuzlu su ile karigtirilmastir.
Toplam bakteri yogunlugu her bir sus igin 10
kob/ml olmustur. Ayri ayr1 hazirlanan bu
bakteri soliisyonlarindan 1 ml alinarak steril bir
tipte karigtinlmistir ve bakterilerin  karisik
kiiltirii (107 kob/ml) yapilmustir (Hammer ve
ark., 1999; Anonymous, 2000). Toplam bakteri
yogunlugu 10" kob/ml olan soliisyonlardan ayr1
ayrt 1 pl almarak (10* kob/damla) petrideki
besiyerine konulmustur. Etiivde 37°C’de 24
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saat bekletilerek test antimikrobiyalinin MIK

degerleri saptanmistir (Anonymous, 2000).

3. Sonuclar

Pseudomonas aeruginosa ATCC27853,
Staphylococcus ATCC29213
Micrococcus luteus ATCC9341 igin MIK
degeri 5000 pg/ml bulunmustur (Cizelge 2).
Escherichia coli ATCC25922 i¢in MIK degeri

aureus Ve

1250 pg/ml bulunmustur (Cizelge 2). Bacillus
cereus ATCC11778 igin MIK degeri 156 pg/ml
iken, Staphylococcus epidermidis ATCC12228
ve Enterococcus faecalis ATCC29212 i¢in 39
ug/ml olarak bulunmustur. Bacillus subtilis
ATCC6633 icin MIK degeri ise 9.76 pg/ml
(Cizelge 2). Test

farkl1  konsantrasyonlari

olarak  hesaplanmigtir
antimikrobiyalinin
sekiz adet referans susun karsik kiiltiirii iizerine
uygulandiginda MIK degeri 5000 pg/ml olarak
tespit edilmistir (Cizelge 2).
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Cizelge 2. Amerikan tipi kiiltiir koleksiyonu referans bakteri suglarinin {izerine metilizotiazolinon igeren antimikrobiyal
maddenin farkli konsantrasyonlarinin minimum inhibitdr konsantrasyonlari

& o)

Konsantrasyon 3 o

(ng/ml) § 2 E

T ™ =

5§ g2

EN SE

350 =<

=2 S35

g < n &
1 10.000 - -
2 5000 - -
3 2500 + -
4 1250 + -
5 625 + -
6 312 + -
7 156 + -
8 78 + -
9 39 + -
10 195 + 1
11 9.76 + A
12 4.88 + +
13 2.44 + A
14 1.22 + A
15 0.6 + +
16 0.3 + 1
17 0.15 + +
18 0.07 + +

+ : Ureme var, - : Ureme yok

4. Tartisma

Daha onceki ¢aligmalarda Bacillus,
Micrococcus, Pseudomonas ve Staphylococcus
bakterilerin  1slatma
edildigi
(Pfleiderer ve Reiner, 1988; Yapici ve Yapici,

cinslerine ait olan

sivilarindan  izole bildirilmistir
2002; Rangarajan ve ark., 2003; Yapici ve ark.,
2004). Ayrica Bacillus cereus, B. laterosporus,
B. liquefaciens, B. megaterium, B. subtilis, B.
pumilus, Micrococcus spp. ve Pseudomonas
aureginosa tirleri de 1slatma sivilarindan izole
edilmistir (Birbir ve llgaz, 1996; Orlita, 2004).
Diger bir ¢alismada, % 0.4 ticari bakterisit ile
1slatilmis koyun derilerinde proteolitik, lipolitik

ve sporlu bakteriler tespit edilmistir (Bilgi ve

(%2}
3 &
2 a |3
=]
3 z g N
3 = i 3 @ = =
8 m o 2N Ny 2o E =
S = 5 o - S N o~ 5 9 =
S o < o N = o 3~ a0 E
8 o o M IsX] S 0 — ©
= N 8c» (SN = N ‘SH gco 2
20 o O 20 s O =0 =0 R
s O 5 O 0O EO S O S O =
S = = = c = ok ok sFE 8
n < =< w < W o< o< X
+ + - = +
+ + = - = - +
+ + - + - - +
+ + - + - - +
+ + - + - - +
+ + = + + - +
+ + = + + - +
+ + + + + - +
+ + + + + - +
+ + + + + + +
+ + + + + + +
+ + + + + + +
+ + + + + + +
+ + + + + + +
+ + + + + + +
+ + + + + + +
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ark., 2009). Berber ve ark. (2010), aktif icerigi

didesildimetilamonyum klortr olan
antimikrobiyal maddenin 1slatma sivilarinda
0.4 g/I'lik konsantrasyonda uygulandigi bir
tabakhaneden 1slatma sivisi 6rnekleri almistir.
Bu s1v1 6rneklerinde yiiksek sayida proteolitik
(10%-10” kob/ml) ve lipolitik (10%-10° kob/ml)
bakterilerin varlig saptanmistir. Bu
tabakhanelerde onerilen 0.4 g/I’lik kullanim
iki 0.8 g/
cikarildiginda  dahi icinde

proteolitik (10° kob/ml) ve lipolitik (10°-10*

konsantrasyonu katina

1islatma  sivisi

kob/ml) bakterilerin saptandigi arastirmacilar
tarafindan bildirilmistir (Berber ve ark., 2010).
Arastirmacilar, bu 1slatma sivist 6rneklerinden

Bacillus mycoides, B. lentus, B.
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amyloliquefaciens, Enterobacter gergoviae, E.
sakazakii, E. amnigenus biogrup I, E. cloacae,

Pseudomonas fluorescens, P. luteola, P.

putida, Enterococcus avium, E. faecium,

Lactococcus lactis ssp. lactis, Aerococcus
Vibrio
Staphylococcus hominis, S. capitis, S. sciuri, S.
S. S.

epidermidis, S. intermedius, S. haemolyticus, S.

viridans, parahaemolyticus,

xylosus, cohnii  ssp. urealyticus,
lugdunensis, S. cohnii ssp. cohnii, S. warneri,
izole edilerek
tanimladiklarini (Berber
Birbir, 2010). Veyselova ve ark. (2013) islatma

stvilarinda kullanilan % 12.5 didesil dimetil

Kocuria varians tirleri

bildirmislerdir ve

amonyum Klorir ve % 12.5 benzil dimetil
amonyum Kklorur igeren kuarterner amonyum
bilesiginin Bacillus licheniformis, B. pumilus,
Staphylococcus  intermedius, Pseudomonas
luteola, Enterobacter cloacae, Vibrio fluvialis
ve Enterococcus faecium turleri tzerine ve bu
bakterilerin karigik kiiltiir {izerine ayr1 ayri
297 gl

saatlik

etkisini aragtirmistir.  Bilesigin

8
uygulamalarinda, 25°C ve 37°C sicaklikta

konsantrasyonunun ve 24

bakteriler ve Dbunlarin karnisik  kiiltiirleri
tamamen inaktive edilmistir (Veyselova ve
ark., 2013). Birbir ve ark., (2015), aktif icerigi
bir
antimikrobiyalin minimal inhibisyon etkisini
C.

nepalensis,

sodyum  dimetilditiyokarbamat  olan

hem Chromohalobacter israelensis,

canadensis, Staphylococcus
Halomonas halodenitrificans, H. halmophila
izolatlar tizerine hem de bu izolatlarin karisik

kiiltlirii iizerine uygulayarak arastirmislardir.
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Arastirmacilar Chromohalobacter israelensis,
C. canadensis, Halomonas halodenitrificans,
H. halmophila ve bunlarin karigik kiiltiirii i¢in
MIK degerini 15.6 pg/ml
Staphylococcus nepalensis (KT1) ig¢in MIK
degerini  0.96 pg/ml
bildirmislerdir (Birbir ve ark., 2015). Islatilmig

bulmus iken,

olarak bulduklarini

sigir  ve  koyun  derilerinde  bulunan

Enterobacteriaceae familyasim1 ait bakteri
tirleri Birbir ve Yazic1t (2016) tarafindan
detaylica arastirilmistir. Arastirmacilar,
Citrobacter freundii, C. koseri, Cronobacter
sakazakii, Enterobacter amnigenus, E. cloacae,
Kluyvera intermedia, Morganella morganii,
mirabilis, Providencia

Proteus rettgerii

tirlerini  1slatilmis  koyun  derilerinden,

Citrobacter koseri, Cronobacter sakazakii,
Ewingella americana, Kluyvera intermedia,
Morganella morganii, Providencia rettgerii,
Serratia marcescens, S. plymuthica ve S.
rubidae tiirlerini 1slatilmis sigir derilerinden
izole ettiklerini
Yazici, 2016).
ATCC27853, Staphylococcus epidermidis
ATCC12228, S. ATCC29213,
Micrococcus luteus ATCC9341, Enterococcus
faecalis ATCC29212,
ATCC25922, Bacillus cereus ATCC11778, B.

subtilis ATCC6633

aciklamislardir  (Birbir ve

Pseudomonas aeruginosa

aureus

Escherichia  coli

suslarinin  lizerine ve

bunlarin karisik kiltiiri lizerine

metilizotiazolinon iceren  antimikrobiyal

maddenin minimum inhibisyon

konsantrasyonlarinin arastirildigr bir ¢alismaya

rastlanmamustir.  Sonu¢  olarak, 1slatma
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isleminde etkili antimikrobiyal maddelerin Onlemesi ve yiksek Kkaliteli deri Gretimi
uygun konsantrasyonda kullanimi, bu islenti acisindan oldukga 6nemlidir.
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Oz: Literatirdeki in vivo ve in vitro ortamda gergeklestirilen pek cok genotoksisite-antigenotoksisite
calismasinda genotoksik bir madde olarak Siklofosfamid (CP) ve antigenotoksik bir madde olarak C vitamini
(Askorbik Asit, AA) yaygin olarak kullanilmaktadir. Bunlar alternatif bir mikroniikleus testi olan tavuk
yumurtas1t mikroniikleus testinde (Hen’s Egg Test for Analysis of Micronucleus Induction, HET-MN) de 50
pg/yumurta (50 pg/y) dozunda kullanilmaktadir. Bu calismayla 50 pg/y dozunda CP ve AA’nin tavuk
embriyolar1 {izerindeki bazi etkilerinin ilk kez tespit edilmesi amaglandi. Caligma igin dollii tavuk
yumurtalarindan olusan dort grup olusturuldu. CP, AA, CP+AA birlikte ve steril bidistile su (kontrol olarak)
gruplardaki yumurtalarin hava kamarasina kuluckanin 8. giiniinde enjekte edildi. Kulugkanin 11. glinlinde her bir
grubun 6lii ve anormal embriyo oranlari, malformasyon tipleri, canli ve rolatif embriyo oranlari tespit edildi.
Ayrica kemik gelisiminin belirlenebilmesi i¢in embriyolarin bir kismi total olarak Alizarin Red-S ydntemiyle
boyand1. Calisma iki tekrarli olarak gergeklestirildi. Iki denemenin sonucunun birbiriyle uyumlu oldugu tespit
edildi. Sonug olarak, test edilen dozda CP, AA ve CP+AA’nin 6nemli bir embriyotoksik veya teratojenik etki
gostermedigi ve embriyolarin kemik gelisimini makroskobik diizeyde etkilemedigi belirlendi.

Anahtar kelimeler: Alizarin Red-S, Askorbik asit, Siklofosfamid, Tavuk Embriyosu

Some Effects of Cyclophosphamide and Vitamin C Given in ovo on Chicken Embryos

Abstract: In the literature, Cyclophosphamide (CP) as a genotoxic substance and vitamin C (Ascorbic
Acid, AA) as an antigenotoxic substance have been used extensively in many genotoxicity-antigenotoxicity
studies conducted in vivo and in vitro, and these substances at doses of 50 ug/egg are also used in Hen’s Egg
Test for Analysis of Micronucleus Induction (HET-MN) which is an alternative micronucleus test. The aim of
this study was to determine the some effects of CP and AA at 50 pg/egg dose on the development of chicken
embryos for the first time. Four groups were formed from the fertilized hen's eggs. CP, AA and CP+AA
together, and sterile bidistilled water (as a control) were injected into the air sac of eggs in groups at 8th day of
incubation. Following parameters of each group were examined on 11th day of the incubation: rates of dead and
abnormal embryo, malformation types, live and relative embryo weights. In addition, some of the embryos were
totally stained with Alizarin Red-S method for bone development. Two trials were conducted in the study. The
results of the two trials were compatible with each other. As a result, CP, AA and CP+AA together at the
examined doses did not present significant embryotoxic and teratogenic effects on chick embryos. They also did
not affect the bone development of chicken embryos at the macroscopic level.

Keywords: Alizarin Red-S, Ascorbic Acid, Cyclophosphamide, Chick Embryo
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1. Giris
Siklofosfamid (Cyclophosphamide,

CP), olarak kanser tedavisinde

yaygin
kullanilan giiclii bir ilagtir. CP, akut ve kronik
I6semi, meme kanseri, multiplemyeloma,
lenfoma, romatoidartrit tedavisinde ve kemik
iligi nakillerinde sik¢a kullanilir (Kumar ve
Kuttan, 2005; Senthilkumar ve ark., 2006).
Kemoterapiyle kanser tedavisinde, neoplastik
hastalik siirecini yavaslatmak, durdurmak ya da
geriletmek antineoplastik

birlikte

amaciyla ilag

kullanilmaktadir. Bununla kanser
tedavisinde kullanilan antineoplastik ilaglarin
bazilarinin kansere neden oldugu gerek insanlar
iizerinde yapilan gozlemler gerekse hayvan
deneylerinde kanitlanmistir (Fairchild ve ark.,
1979; Kinlen ve ark., 1981; Ehrenfried ve ark.,

1997; Furuta ve ark., 2000; Watanabe ve ark.,

2001). Antineoplastik ilaglarin en fazla
kanserojenik  olanlart  alkilleyici  tipte
olanlaridir. CP  alkilleyici  (hizli  hiicre
bolunmesi geciren dokularda hicre

bolunmesini DNA (zerindeki alkilleyici etkisi
sayesinde sekteye ugratan) bir antineoplastik
(kanser ya da timor engelleyici) bir ilagtir
(Perini ve ark., 2008). CP meme kanseri, lenf
sistemi kanseri, cocukluk cag1 akut lenfoblastik
16semi gibi hastaliklarin tedavisinde tek basina
da  diger

antineoplastik  ajanlarla

CP baz1

ya
birlestirilerek  kullanilmaktadir.
otoimmiin hastaliklarin tedavisinde veya organ
nakli sonrasi organ reddini kontrol etmede de
1989).

in vitro ortamda

kullanilmaktadir (Ataya ve ark.,

Literatirde in vivo ve
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gergeklestirilen  pek  ¢ok  genotoksisite

caligmasinda  pozitif kontrol  gruplarinda
genotoksik madde olarak ylksek dozda CP
yaygin bir sekilde kullanilmistir (Bramwell ve
ark., 1987; Blom ve ark., 1995; Moore ve ark.,
1995; Wolf ve Luepke, 1997; Campana ve ark.,
1999; Wolf ve ark., 2002; Cavas ve Ergene-
Gozikara, 2003; Wolf ve ark., 2003; Cavas ve
2005; 2006,
Cavas ve Konen, 2007; Ozparlak ve ark.,
2011).

C vitamini (Askorbik asit, AA) suda
¢cozlnen ve vicudumuzda depolanamayan bir
C

vitamininin  antigenotoksik ve antioksidan

Ergene-Goziikara, Ozparlak,

vitamin ¢esididir. Yapilan calismalar
oldugunu gostermektedir (Kaya ve ark., 2002;
Surjyo ve Anisur, 2004). C vitamini yapisi
itibariyle reaktif bir 06zellige sahiptir. Bu
ozelligi sayesinde oksidan maddelerin olumsuz
etkilerinden DNA, RNA, protein ve lipidleri
korur yani AA serbest radikallerin olumsuz
etkilerini ¢esitli yollarla ortadan kaldirir
(Hartman ve Shankel, 1990). AA suda kolay
bir

antioksidan oldugundan literatiirde de in vivo

¢oziinme avantajindan ve  bilinen
ve in vitro ortamda gergeklestirilen pek cok

calismada  antigenotoksik madde olarak
kullanilmistir (Goncharova ve Kuzhir 1989;
Guha ve Khuda-Bukhsh, 2002; Kaya, 2003;
Premkumar ve Bowlus, 2003; Ahmad ve Afzal,
2004; Surjyo ve Anisur, 2004; Ural ve ark.
2005; Landino ve ark., 2006; Guha ve ark.
2007; Konen, 2007; Akpolat ve ark., 2008;

Jiraungkoorskul ve ark., 2010).
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Gelisen teknoloji ile birlikte kullanimi
stirekli artan ilag, endiistriyel bilesik, pestisit ve
gida katki maddelerinin teratojenik, mutajenik
ve genotoksik etkilerinin belirlenmesi amaciyla
cok cesitli testler uygulanmaktadir. Bu testler
icinde en sik kullanilanlardan bazilar1 kanath
embriyolarinin kullanildig1 testlerdir. Kanath
embriyolariyla yapilan bir

kuluckalik

son yillardaki

calismada dolli tavuk

yumurtalarindaki embriyolarin  perifer kan
eritrositlerinde mikronukleus (MN) olusumu
tanimlanmis ve tavuk yumurtas1 mikroniikleus
testi (Hen’s Egg Test for Micronucleus
HET-MN)
yontem gelistirilmistir (Wolf ve Luepke, 1997).

Alternatif bir MN test sistemi olan HET-MN

Induction, olarak adlandirilan

basit, ucuz ve hizli bir yontem olup daha sonra
Wolf ve ark. (2002) ve Wolf ve ark. (2003)
tarafindan modifiye edilmis ve gelistirilmistir.
HET-MN yapilan
calismalarda (Wolf ve Luepke, 1997; Wolf ve
ark., 2002; Wolf ve ark., 2003; Ozparlak, 2006;
Wolf ve ark., 2008; Greywe ve ark., 2012) bu

test icin pozitif kontrol grubunda genotoksik

kullanilarak tim

madde olarak en ideal 50 pg/yumurta (ugl/y)
dozunda CP kullanilmasinin ideal oldugu rapor
edilmis ve kullanilmistir. Tavuk embriyolarina
kulugkanin 8. giiniinde enjekte edilen bu
dozdaki CP  kulugckanin  11.  giiniinde
embriyolarin perifer kan eritrositlerinde %1.24
oraninda MN olusumuna sebep olmaktadir
(Wolf ve ark., 2008). Ayrica Celik (2016) ve
Balta (2017) HET-MN kullanarak yaptiklari
caligmalarda bu test i¢in antigenotoksik madde

grubunda 50 pg/y dozunda AA kullaniminin
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ideal oldugunu, bu dozdaki AA’nin MN
oranini azalttigini rapor etmislerdir. Bahsedilen
literatlirler 1s18inda bu caligmayla 50 pg/y
dozunda CP ve AA’nin tavuk embriyolar
tizerindeki olas1 embriyotoksik ve teratojenik
ilk  kez konulmasi

etkilerinin ortaya

amaglanmistir.

2. Materyal ve Metot

Calismada ticari bir isletmeden temin
renkte ATAK-S cinsi
adet dollu
kuluckalik 6zelliklerde yumurta kullanildi. Iki

edilen kahverengi

damizliklara ait toplam 90

tekrarlt  gergeklestirilen c¢alismada, birinci
denemede 50 adet ve ikinci denemede 40 adet
yumurta kullanildi. Her bir deneme igin
Kontrol (su), CP (50 pgly), AA (50 ugly) ve
CP (50 pg/y)+AA (50 pgly) olmak Uzere dort
grup olusturuldu. Gruplardaki yumurtalar dnce
kaydedildi.

islemine baslamadan once %70’lik etanolle

tartildt ve agirhiklar Kulucka

kulucka makinesi dezenfekte edilip yumurtalar

uygun

gelisim  makinesine

makinesine konumda
yerlestirildi. Kulucka

(Cimuka-Prodi HB500S) sicaklik 37.7°C’ye,

kulucka

nispi nem %55’¢ ve her saat basi yumurtalar

bir kez 180° c¢evrilecek sekilde gerekli
ayarlamalar yapilarak kulugka islemi baslatildi.

Kuluckanin 8. giiniinde onceden steril
sartlarda hazirlanan ve 4°C’de saklanan test
solisyonlariyla steril sartlar altinda enjeksiyon
islemleri gergeklestirildi. Enjeksiyon islemi
yapilmadan yaklastk 12 saat Once hava
kamaralarinin uygun pozisyon almasi amaciyla

cevirme islemi durdurularak yumurtalarin kiit
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ucu yukar1 gelecek sekilde dik pozisyona
getirildi. Yumurtalarin kiit uglar1 enjeksiyon
yapilmadan oOnce %96’lik etanolli pamukla
edildi

yardimiyla hava kamarasina delikler agilarak

dezenfekte ve yumurta delicisi
enjekesiyon islemlerine gecildi. Kontrol (su)
grubundaki yumurtalara 60 pl hacminde steril
bidistile CP
yumurtalara 60 pl hacminde steril bidistile suda
¢ozdiirilmis 50 ug CP (Sigma-C0768); AA

(50 pg/y) grubundaki

su; (50 pugly) grubundaki

yumurtalara 60 pl
hacminde steril bidistile suda ¢6zdiiriilmiis 50
Mg AA  (Applichem-A1052,250); CP (50
po/y)+AA (50 pgly) grubundaki yumurtalara
60 pl bidistile
¢cozdiiriilmiis 50 pg CP ve 60 pl hacminde

hacminde  steril suda
steril bidistile suda c¢ozdiiriilmiis 50 pg AA

birlikte enjekte edildi. Enjeksiyon islemi
tamamlandiginda daha Once acilan delikler
hizl1 bir sekilde sivi parafinle kapatildi. Enjekte
edilen soliisyonlarin diffiize olabilmesi igin ilk
1 saat yumurtalar hava kamarasi yukarida
olacak bicimde dik pozisyonda bekletildi.
Takiben yumurtalar  kulugka  gelisim
makinesine tekrar yerlestirilip kulucka islemine
11. giine kadar devam edildi.

Kulugkanin 11. giinii acilan
yumurtalarda canli ve 6lii embriyolarin gelisme
evreleri Hamburger ve Hamilton (Hamburger
ve Hamilton, 1951) skalasina (HH skalas1) gore
belirlendi. Canli embriyolar hassas teraziyle
tartildi ve rolatif embriyo agirliklari (REA)

asagida gosterilen formiille hesaplandi;
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Embriyo agirlig:
REA = X 100
Yumurtanin son agirlig
Elde edilen embriyolar
malformasyonlar ve gelisme geriliklerinin

belirlenmesi amaciyla %10’luk nétr formalinde
4°C’de saklandi. Bu embriyolarda kanat ve
bacaklarin gelismemesi, parmaklarda kivrilma
ve bukulmeler, tiylenmede anorallik, hemoraji,
anormal gaga olusumu, 6dem, i¢ organlarin ters
dontik disarida olusu, tek ve ¢ift goz
anormalligi, boyun ve kalga defektleri, beynin
disarda gelisimi ve genel gelisim geriligi gibi
cesitli  malformasyonlarin  olup  olmadigi
oncelikle ¢iplak gozle daha sonra stereo
mikroskopla belirlendikten sonra fotograflari
cekildi. Her gruptan 2-3 adet embriyo kemik
gelisiminin tespit edilmesi amaciyla total
olarak Alizarin Red-S boyama metoduyla
(Tamayo Arango ve ark., 2012) boyandi. Bu
metoda gore; tespit edilmis embriyolar bir giin
%70’lik etanolde ve ardindan bir gin %2’lik
KOH’de bekletildikten sonra, %2’lik KOH’de
taze olarak hazirlanmis %0.005-0.0025’lik
Red-S (Merc-106278)
kontrollli bir sekilde 1-2 giin sireyle boyandi.
Embriyolar 1-2 gun tekrar %2’lik KOH’e
KOH

(%2’lik)+gliserol+amonyak (1:1:1) karisiminda

Alizarin icerisinde

alind1. Son olarak
3-7 gun bekletilen embriyolar gliserole alinarak

fotograflar ¢ekildi.
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Embriyolardan elde edilen sayisal
verilere istatistiksel analiz (t-testi)
uygulanmaistir.

3. Sonuclar

Bu calismada kullanilan yumurtalarin

dolliliik oranlar1 Cizelge 1°de verilmistir.

Gunluk  yumurta agirhik kaybi  Kontrol
gruplarinda [. denemede %0.50 ve IL
denemede ise %0.58 olarak tespit edilmistir

(Cizelge 1).

I. denemedeki tiim gruplarda canlilik
orant %100 olarak tespit edilmistir (Cizelge 2).
I. denemede sadece CP (50 pg/y) grubundaki
bir

gozlenmistir. Ancak bu 6liim enjeksiyon giinii

embriyoda erken embriyonik  6lim

olan kuluckanin 8. gilinlinden ¢ok oOnce
CP’nin

kaynaklanmayan bir 6liim olacag1 diisiiniilmiis

gerceklestigi i¢in etkisinden
ve goz ardi edilmistir. Dolayisiyla CP, AA ve
CP+AA’nin test edilen dozlarda bir embriyonik
Olime sebep olmadigi ve tavuk embriyolar
iizerinde embriyotoksik bir etki gdstermedigi
tespit edilmistir.

I. denemede canli ve rolatif embriyo
agirhgr bakimindan CP (50 ugly), AA (50
Hgly) ve CP (50 pgly)+AA (50 ugly)
gruplariyla Kontrol grubu arasinda istatistiksel
olarak 6nemli bir fark gozlenmemistir (Cizelge
2). II. denemede ise sadece canli embriyo
agirhgr bakimindan AA (50 pgly) grubunda
Kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak
onemli bir azalma goézlenmis (p<0.05), ancak
rOlatif embriyo agirligi bakimindan istatistiksel
olarak 6nemli fark bulunmamistir (Cizelge 2).
Canl
sadece bir denemede g0Ozlenmesi ve rolatif

embriyo agirhigindaki bu azalmanin
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embriyo agirlhigmin daha gilivenilir bir sonug
C bir

isaret

vitaminin ~ dnemli
embriyotoksik  etki

etmektedir. Ayrica test edilen dozda CP ve CP

yansitmasi

gostermedigine

ile AA’nin birlikte uygulanmasi1 da tavuk
embriyolar1 tlizerinde embriyotoksik bir etki
gostermemistir.
Malformasyonlar ve gelisme
geriliklerini tespit etmek icin ¢iplak gozle ve
stereo mikroskop altinda yapilan gozlemlere
gore, Il. denemede CP (50 pg/y) grubunda ve
CP (50 pg/y)+AA (50 pgl/y) grubunda birer
embriyonun genel gelisim geriligi gosterdigi
tespit edilmistir. I. denemede ise herhangi bir
anormal embriyo gozlenmemistir (Sekil 1-4).
Avyrica iskelet sisteminin gelisim geriliklerini
incelemek amaciyla Alizarin Red-S yontemiyle
boyanan embriyolar makroskobik olarak
incelenmistir. Kontrol grubuyla kiyaslandigi
zaman bahsedilen iki gruptaki genel gelisim
geriligi gosteren iki embriyo diginda diger
gruplardaki embriyolarin iskelet gelisiminde
onemli bir gerilige ve herhangi bir anormallige
rastlanmamistir. Kemik gelisimi  normal
bir fotograf Sekil 5°de

goralebilir. Bununla birlikte CP (50 ugly)

embriyolara ait

grubunda genel gelisim geriligi gosteren ve
Red-S
embriyonun Kontrol grubuna kiyasla kismen

Alizarin yontemiyle boyanan
geri
fotograf Sekil

embriyo oranlart ve Alizarin Red-S boyama

kalan kemik gelisimini gosteren bir

6’da goriilebilir. Anormal
yontemi sonuglar1 gbz Oniine alindiginda; test
edilen dozlarda CP, AA ve CP ile AA’nin
birlikte uygulanmasmin tavuk embriyolari
Uzerinde 6nemli bir teratojenik etkiye sahip

olmadig1 sonucuna ulagilmaistir.
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Cizelge 1. Kulugkanin 11. giiniine ait veriler (ug/y, mikrogram/yumurta; Ort+SS, ortalamatstandart sapma)

Gruptaki Dolli Dollulik | Yumurta baslangic Kulugkanin 11. 11 gunlik Gunlik yumurta
yumurta | yumurta | oram (%) agirhg (g) guninde yumurta | yumurta agirhk | agirhk kaybi (%)
sayisi sayisi (Ort«SS) agirhg (g) kaybi (%)
Gruplar (Doz) (Ort£SS)
+ Kontrol (Su) 12 10 83.33 59.95+2.56 56.63+2.72 5.54 0.50
_. & CP (50 pgly) 13 13 100.00 61.67+3.18 57.17+3.41 7.30 0.66
o AA (50 pgly) 12 9 75.00 60.83+3.33 53.25+6.24 7.13 0.65
CP (50 pg/y)+AA (50 ugly) 13 10 76.92 60.96+4.59 57.1+5.05 6.33 0.58
o Kontrol (Su) 10 7 70.00 64.13+4.71 60.03+4.59 6.39 0.58
— 5 CP (50 pgly) 10 9 90.00 59.55+3.46 55.97+4.05 6.01 0.55
~ & AA (50 ugly) 10 10 100.00 61.98+4.82 58.05+4.58 6.34 0.58
CP (50 pgly)+AA (50 ugly) 10 8 80.00 61.35+3.84 56.60+3.85 7.74 0.70
Cizelge 2. Kulugkanin 11. giiniinde embriyolara ait baz1 veriler (ug/y, mikrogram/yumurta; Ort+SS, ortalamatstandart sapma)
Dolli Canh Canhhk Canh embriyo | Rolatif embriyo | Anormal | Anormal
yumurta embriyo oram (%) agirh@ (g) agirhg (%) embriyo embriyo
sayisi sayisl (Ort«SS) (Ort«£SS) sayisi oram (%)
Gruplar (Doz)
«» | Kontrol (Su) 10 10 100 3.27+0.26 5.73+0.30 0 0
. £ | CP (50 ugly) 13 12 92.31° 3.30+0.18 5.75+0.50 0 0
TS | AA (50 ugly) 9 9 100 3.07+0.30 5.60+0.51 0 0
° |cp (50 pgly)+AA (50 pgly) 10 10 100 3.32+0.32 5.82+0.25 0 0
| 1| | I
o | Kontrol (Su) 7 7 100 3.27+0.37 5.44+0.38 0 0
_ £ | CP (50 ugly) 9 9 100 2.99+0.27 5.37+0.65 1 11.11
=& | AA (50 pgly) 10 10 100 2.87+0.31* 4.95+0.51 0 0
° |cp (50 pgly)+AA (50 paly) 8 8 100 3.01+0.38 5.36+0.87 1 12.50

* Kontrol (Su) grubuyla arasindaki fark istatistiksel olarak onemlidir (t-test. p<0.05)
° Bir embriyoda siklofosfamitten kaynaklanmayan erken bir embriyonik 6liim gézlenmistir
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Sekil 1. Kontrol (su) grubuna ait bir embriyonun Sekil 2. CP (50 pg/y) grubuna ait bir embriyonun
gorinimu gorinimu

Sekil 3. AA (50 ug/y) grubuna ait bir embriyonun Sekil 4. CP (50 ug/y)+AA (50 ugly) grubuna ait bir
gOrinimi embriyonun gérinim
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Sekil 5. Kontrol (su), CP (50 pg/y) ve AA (50 pg/y) gruplarina (soldan saga dogru) ait kemik
gelisimi normal embriyolar (Alizarin Red-S boyama).

24 8 2l

Sekil 6. Kontrol (su) grubu (solda) ve CP (50 ug/y) grubuna (sagda) ait embriyolar. CP (50 ugly)
grubuna ait embriyoda kemik gelisiminin kismen geri kaldig: dikkati ¢gekmektedir (Alizarin Red-S
boyama).
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4. Tartisma
Gunimiz toplumunda insanlar artan
miktarlarda embriyotoksik ve teratojenik

potansiyeli bilinmeyen ilaglar, endustri yan

urinleri  ve c¢evre Kirleticilerine  maruz

kalmaktadir. Bu tip kimyasal bilesiklerin
embriyotoksik ve teratojenik etkilerinin sigan
veya fare gibi kemirgenler ya da tavsanlar
iizerinde ayrintili olarak test edilmesi gerekir.
Ancak her bir yeni kimyasal bilesigin test
edilmesi mumkin gorilmemektedir. Bundan
dolayr bir kimyasal bilesigin memeli
embriyosu iizerine etkilerini dogru bir sekilde
tahmin edebilecek, ucuz ve hizli alternatif
tarama yontemlerinin gelistirilmesi faydal
olacaktir. Bu amaca yonelik olarak memeli ve
memeli olmayan hayvan tiirlerinin kullanildig
cesitli In vivo ve in vitro test sistemleri
kullanilmaktadir. Literatiirde kanath
embriyolar1 Ozellikle de tavuk embriyolar
kullanilarak  degisik kimyasal bilesiklerin

embriyotoksik  ve teratojenik  etkilerinin
belirlendigi ¢ok sayida aragtirma mevcuttur. Bu
calismalarin  uzun bir listesine Ozparlak
(2015)’den ulasilabilir.

Jelinek (1977) dolli tavuk yumurtasi
kullanarak Tavuk Embriyotoksisite Tarama
Testini  (Chicken Embryotoxicity Screening
Test, CHEST) gelistirmistir. Bu test CHEST-I
(embriyotoksik doz sinirlarinin belirlenmesi)
CHEST-II

tespiti)

ve (teratojenik  parametrelerin
uzere ki

CHEST’in  yam

olmak basamakta

gerceklestirilmektedir. sira
dollii tavuk yumurtast kullanilarak cesitli

modifikasyonlarla, Kemper ve Luepke (1986)
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Tavuk Yumurtast Testini (Hen’s Eggs Test,
HET) ve Nishigori ve ark. (1992) ise Dollu

Tavuk Yumurtas1 Tarama Testini (Hen’s
Fertile Egg Screening Test, HEST)
gelistirmislerdir.

Yukarida bahsedilen ve benzer diger
testler ucuz ve kolay olup tekrarlanabilir
vermekte kisa  siirede

sonuglar ve

gergeklestirilebilmektedir. Civciv
embriyosunun gelisim sathalarinin ¢ok iyi

Cok

sayida civciv embriyosunun kullanilabilmesi

bilinmesi 6nemli diger avantajlaridir.

toksisitenin istatistiksel acidan

degerlendirilmesinde memeli tiirlerle yapilacak
calismalara kars1 bir avantaj saglamaktadir. Bu
testler daha sonra memeliler iizerinde yapilacak
caligmalarda kullanilacak olan denek sayisini

ve deneme sayisini azaltmakta, canli bir

organizmaya verilebilecek agr1 ve aciy1 da en

aza indirgeyerek, etik kurallara, yasal

kisitlamalara ve hayvan haklarina da aykir

dismemektedir. Bununla  birlikte tavuk

embriyosu kullanilan bu modellerde plasenta
ve memelilerdeki anne-fetiis iliskisi olmamasi,

ayrica bazi bilesiklerin  nonspesifik  bir

hassasiyet gostererek hatali pozitif sonuglar

verebilmesi  dezavantajlar1  olarak  kabul

edilmektedir. HET yo6ntemiyle 6liim oraninin
(LDsp), gelisme geriliginin (yumurtadan ¢ikis

agirhgl, kemik  uzunluklart  ve  organ

agirliklart), teratojenitenin (iskelet gelisimi

anormallikleri, makroskobik ve anatomik

anormallikler), sistemik etkilerin (kan kimyasal

parametreleri, hematolojik parametreler ve

organ histopatolojisi) ve immunopatolojik
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etkilerin (timus ve bursa Fabricii’nin histolojik
yapilar1) degerlendirilebilecegi
(Ozparlak, 2015).

belirtilmistir

Embriyotoksisite calismalarinda kulugka

sartlarin ~ optimum  olmasit  ¢alismanin

giivenirliligini artirmaktadir. Kulucka
makinesinin nispi (%) neminin belirlenebilmesi
icin yumurtalarin kabuklarindaki porlardan
nemin buharlagsmasi sonucu kaybedilmesiyle
olusan agirlik kaybi oOnemli bir Olgiittiir.
Kulugka suresince gunlik ortalama %0.55-0.70
kayb1

Birinci

araliginda  agirhik Onerilmektedir
(Mauldin, 1993).

grubumuzda %0.50, ikinci deneme kontrol

deneme kontrol

grubunda %0.58 giinlik agirlik kaybi tespit
edilmistir ki bu oranlar Onerilen degerlere
yakindir ve kulugka sartlarimizin optimum
sartlara yakin olduguna isaret etmektedir.
Ayrica Romanoff (1997) 10 gunlik tavuk
embriyolarinin 2.26 g, 11 gunluklerin 3.68 g ve
12 giinliik olanlarn  5.07 g agirhiginda
oldugunu rapor etmistir. Bu c¢alismada ise
birinci ve ikinci denemelerin  kontrol
gruplarinda embriyo agirliklart ortalama 3.27 g
olarak tespit edilmistir. Rapor edilen degerlere

yakin olmakla birlikte aradaki farklilik yumurta

biliylikliigiinden veya tavuk 1rklarindaki
farkliliklardan kaynaklanabilir.
Tavuk embriyolariyla yapilan

caligmalarda enjeksiyonun zamani ve bdlgesi,

kullanilacak ~ test  soliisyonunun  hacmi,

uygulanacak doz ve bu dozlar i¢in kullanilacak
kullanilacak

tavuk  yumurtalarinin = sayisi,

¢ozlcunin cinsi ve konsantrasyonu dikkat
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edilmesi gereken dnemli hususlardir (Ozparlak,
2015). Tavuk yumurtalariyla yapilan testlerde
test edilecek maddenin verilecegi yer hava
kamarasi, embriyonun kaudal bolgesi, albiimin
ve yumurta sarisi olabilmektedir. Bu yontemler
arasinda en c¢ok tercih edilen yontem hava
kamarasina yapilan enjeksiyon yontemidir.
Uygulamasinin basit olmasi, soliisyonun hizl
ve homojen bir sekilde diffiize olmasi,
yumurtalarin enfekte olma olasiliginin diisiik
olmasi, i¢ basincin artmasina bagli olarak
muhtemel mekanik

embriyoda olusmasi

hasarlarin tolere edilmesi acisindan hava
kamarasina enjeksiyon ideal yoOntem olarak
goze carpmaktadir (Prelusky ve ark., 1987;
Celik ve ark., 2000; Sur, 2001; Oznurlu, 2003).

Enjeksiyon acisindan
bakildiginda

maddenin dogal formunun etkileri belirlenmek

zamani

ise test edilmek istenilen
isteniyorsa erken donemde enjeksiyon tercih

edilmektedir.  Test  edilecek  maddenin
karacigerde metabolize edilmesiyle olusacak
metabolitlerinin etkileri belirlenmek isteniyorsa
enjeksiyonun daha ge¢ donemde tercih
edilmesi gereklidir (Jelinek ve ark., 1985;
Prelusky ve ark., 1987; Ozcan, 1992). Cinki
tavuk embriyosunda embriyonik donemin 4.
karaciger

Bu

giiniinde farklilagsmasi

g6zlenmektedir. donemden itibaren
karaciger gorevlerini yerine getirmeye baslar
ve detoksifikasyon olaylari
1983).

yonteminde de soliisyonlarin kulugkanin 8.

baglamis olur

(Hamilton ve ark, HET-MN

giinlinde hava kamarasina enjekte edilmesi ve



Yumurtaya Verilen Siklofosfamid ve C Vitamini’nin Tavuk Embriyolar1 Uzerindeki Baz1 Etkileri

kulugkanin 11. giiniinde kan 6rnekleri alinmasi
optimum olarak kabul edilmistir (Wolf ve ark.,
2002). Bu sebeple bu calismada da HET-MN
yontemine bagli kalinarak kulugkanin 8.
glinlinde hava kamarasina enjeksiyon yontemi
kullantlmistir.
Enjeksiyon  isleminde  kullanilacak
sollsyonlar icin 3-100 ul/y arasinda degisen
hacimlerde soliisyonlar kullanilsa da hava
kamarasina yapilacak enjeksiyonlarla ilgili
Celik ve (2000)
20 daha

hacimdeki solisyonunun enjeksiyonunun i¢

olarak; ark. kulucka

baslangicinda ul’den yiiksek

basinci artirmastyla zararl etkiler
olusturabilecegini ve bunun sonucunda test
maddesinin  etkisini  maskeleyebilecegini
bildirmistir. D6llii tavuk yumurtalariyla yapilan
bir ¢aligmada hava kamarasina kuluckanin 24.,
48. ve 72. saatlerinde 50 pl hacimde soliisyon
verilmistir (Wyttenbach ve Thompson, 1985).
Baska bir c¢alismada ise kulugckanin hemen
baslangicinda ve 12. giiniinde 100 pl hacim
tercih edilmistir (Varga ve ark., 2002). Diger
pek ¢ok c¢alismada ise hava kamarasina
kulugkanin 12. giiniinde 100 upl hacminde
enjeksiyon uygulanmistir (Varga ve ark., 1999;
Varnagy, 1999; Budai ve ark., 2001; Varnagy
ve ark., 2001; Budai ve ark., 2002; Fejes ve
ark., 2002). HET-MN’de ise hava kamarasina
enjeksiyon yonteminde kulugkanin 8. giiniinde
hidrofilik ozellikteki test maddeleri icin 100 pl
hacminde ve hidrofobik test maddeleri icin 50
ul hacminde enjeksiyon uygulanmistir (Wolf
ve ark., 2002). Mekanik hasarlarin daha az

etkili olmasindan dolay1 kulugkanin ilerleyen
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gunlerinde ¢ok daha yiiksek soltisyon hacimleri
Bu da

kulugkanin 8. giiniinde enjeksiyon hacmi

tercih  edilmektedir. calismada

olarak  embriyolarin  tolere  edebilecegi
diistiniilen 60 pl/y ve 60 pl/y+60 pl/y toplam
120 pl/y soliisyon hacimleri tercih edilmistir.
Toksisite testlerinde bir maddeyi test
etmek i¢in farkli dozlarinin denenmesi gerekir.
Brown ve ark. (1986) denemelerde en az (¢
farkli dozun caligilmasi gerektigini
belirtmislerdir. Bununla birlikte bu ¢alismada
HET-MN  yonteminde CP AA’nin

genotoksik ve antigenotoksik madde olarak

Ve

kullanildigi 50 pg/ly dozunun (Wolf ve ark.,
2002) olasi

etkilerinin ortaya konmasi amaglandigi icin bu

embriyotoksik ve teratojenik

doz  kullanmilmigtir.  Ayrica  ¢alismanin
giivenirliligini artirmak i¢in denemeler iki
tekrarli gergeklestirilmistir.

Tavuk yumurtalariyla yapilan
caligmalarda her grup icin Jelinek ve ark.
(1985) 6-10 yumurta kullanmiglardir. HET-MN
icin de her grupta en az bes-altt yumurta
kullanilmistir (Wolf ve Luepke, 1997; Wolf ve
ark., 2002). Bu calismada da denemelerimizde
her grup ic¢in 10-13 yumurta kullanilmistir.

Tavuk yumurtalarimin -~ kullanildigt
caligmalarda test maddesinin uygun coziiciide
¢cozinmesi oldukca onemlidir. Cozlcu olarak
%30’luk etanol, fizyolojik bidistile su, ay¢igegi
yagl, %]1’lik karboksimetilselilloz (CMC),
%10’ luk (DMSO)
maddeler kullanilmaktadir. Bu ¢alismada da

HET-MN’de kullanildig1 sekliyle CP ve AA

dimetilstlfoksit gibi
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icin en uygun steril bidistile su ¢oézlci olarak
kullantlmistir.

Bu calismadaki her iki denemenin
sonuglar1 birbirleriyle uyumlu bir sekilde
gostermistir ki, kulugkanin 8. giiniinde dolli
yumurtalarin hava kamarasina ayr1 ayr1 ve
birlikte enjekte edilen 50 pg/y dozundaki CP ve

AA, 11 giinlik tavuk embriyolar1 iizerinde

onemli bir embriyotoksik ve teratojenik etki
gostermemistir. Dolayisiyla ilk kez CP ve
AA’nin  bu dozlarda
antigenotoksik madde olarak HET-MN testinde

genotoksik  ve

kullanilmasinin embriyotoksisite ve teratojenite
acisindan olumsuz bir etkisi olmadigi sonucuna

ulastlmistir.
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Oz: Bitkileri hastalandiran ¢ok sayida bitki patojeni viriis bulunmaktadir. Bitki patojeni viriisler konukgu
hiicreleri igerisine girdikten sonra, hayatlarini devam ettirmek ve konuk¢u icinde ¢ogalmak icin Orti
proteinlerinden ayrilirlar. Cogalma islemini gerceklestirmek i¢in yapilarinda bulunan enzimleri kullanarak yeni
virlisler kopyalarlar. Bu enzimleri proteazlar ve nikleik asit sentezinden sorumlu enzimler (replikasyon
enzimleri) olusturur. Virlislerin genom ifadeleri esnasinda proteazlar 6nemli fonksiyona sahiptir. Bu enzimler
genomu fonksiyonel proteinlere islenmesinde ilk basamagi olustururlar. Bu derlemede bitki patojeni viriislerin
yapilari ve fonksiyonlarindan bahsedilmistir.

Anahtar kelimeler: Bitki virtsleri, Proteazlar, Viral proteinler

Protease Types and Functions of Plant Pathogenic Viruses

Abstract: There are numerous virus that infect the plants. After the plant viruses penetrated in to the host plant
cells, they uncoat from coat protein for surviving and genome expression. Then viruses use the enzymes for
replication and genome expression. The important enzymes for genome expression are proteases and replication
enzymes. The proteases have important role for replication. In the review, structure of plant pathogenic viruses
and functions are discussed.

Keywords: Plant viruses, Proteases, Viral proteins

ucundan uzakta veya polipeptid zincirinin ig
1. Giris

Proteaz enzimleri

bolgesindeki peptid zincirlerini acan enzimlere
denir (Ryan ve Flint, 1997; Dougherty ve
Semler, 1993).

virislerin  genom
ifadelerinde 6nemli role sahiptirler. Proteazlar

peptid zincirlerinin hidrolizini  katalizleyen Viriisler tarafindan kodlanan

enzimlerdir. Bu enzimler hareket alanlarina proteazlarin ise viriisiin replikasyonu esnasinda

gore; ekzoproteaz ya da endoproteaz seklinde iki  fonksiyondan birini  gerceklestirdigi
simiflandirilir. Ekzoproteazlar sadece bilinmektedir.  Ilki, viriislerin  kodladig1
proteinlerin  yapisindaki peptid zincirinin ~ proteazlarin ¢ogu fonksiyonel gen {rlinleri
sonundaki bdlgeye etki eden enzimlerdir ve icinde yiikksek molekiiller agirhiga sahip
proteinlerin karboksil ya da amino uglarindan molekiillerin  islenmesiyle  birlikte  gen

amino  asitlerin

uzaklagtirllmasinda  rol
ya da

proteinazlar ise, polipeptid zincirinin N ve C

oynamaktadirlar. Endoproteazlar
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ifadesinde rol oynamaktadir. Bu polyprotein,

genomik RNA’nin translasyonuyla

sentezlenmektedir. ikinci genel islem ise, viriis
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replikasyonu sonunda virionlarin  olusmasi
esnasinda yapisal proteinlerin olgunlagmasini
saglamaktir.  Bu  tipik  olarak  viriis
replikasyonunun (dongiisiindeki) son adimidir
ve genellikle virion bilgisinden  Once
gerceklesir (Ryan ve Flint, 1997; Dougherty ve
Semler, 1993; Fernandez-Rodriguez ve Voigt,
2016).

Dogada aminoasitlerin katalitik alanim
olusturan sekansi korunmustur ve bu amino
asitler proteaz siniflandirilmasinin olugsmasinda
aktif

bolgelerindeki fonksiyonel amino asit kokine

onemli  role sahiptir.  Proteazlar

gore dort ana grup altinda

siniflandirilmaktadirlar. Bunlar; serin proteaz,
sistein (thiol) proteaz, aspartik (ya da asidik)

proteaz ve metalloproteazlardir. Proteinlerin

yapisinda bulunan peptid baglarini
parcalamakta sistein aminoasitlerini
kullananlara  sistein  proteaz,  aspartat

aminoasitlerini kullananlara aspartat proteaz

ve metal iyonlarmm1  kullananlara ise

metalloproteaz denilmektedir. Virisler
tarafindan kodlanan bu 4 tiir proteazin ticii bitki
patojeni virlslerde bulunmaktadir (Cizelge 1)
(Dougherty ve Semler, 1993). Bitki patojeni
viriislerin bitkiyi enfeksiyonlar1 esnasinda viral
proteazlar, genomun fonksiyonel proteinlere
islenmesinde Oncl protein rolundedir. Ayrica
bu proteazlarin virlis birikiminde, sistemik
tasinmada, konukcu araliginin genisletilmesi,
genom amplifikasyonu gibi pek c¢ok farklh
fonksiyona sahip oldugu ve bu fonksiyonlarin
onlarin proteaz fonksiyonundan bagimsiz

olarak  gerceklestigi  c¢esitli  ¢alismalarda
bildirilmistir (Liu ve ark., 2009; Atallah ve
ark., 2016; Rodamilans ve ark., 2018). Bu
derlemede bitkilerde hastalik yapan viriislerin
kodladig1 proteazlar hakkinda bilgi verilmesi

amagclanmustir.

Cizelge 1. Bitki patojeni viriislerin kodladig1 proteazlar ve virus cins ve familyalar

Serin proteaz

Sistein proteaz

Aspartik proteaz

Caulimoviridae

(Potyvirus, Bymovirus)

Polerovirus Potyviridae
Comoviridae® Tymovirus
Sequiviridae® Benyvirus *

Potyviridae
(Potyvirus,
Bymovirus)
Luteoviridae
Sobemovirus

Proteaz Tipleri ve Fonksiyonlar:

Serin ve serin tipi proteazlar

Serin ve serin tipi proteazlar, amino
asitlerin peptid baglarim1 pargalamakta ve

substrat baglanma boélgelerinde bulunan aktif

Closteravirus
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Closteravirus

serin rezidulerini kullanan enzimlere denir
(Sekil 1). Bu tip proteazlar “3C proteaz” ya da
“chymotrypsin benzeri proteaz” olarak da ifade
edilmektedirler. Cogunlugu histidin (His),

asparajin (Asn) ve serin (Ser) katalitik t¢listne
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sahiptir. Bu tip poteazlarin yapilarinda bulunan elektronca zengin molekiller) olarak hareket
histidin ve asparajin amino asitleri yapisal etmektedirler. Bu enzimler hem 6karyotik hem
olarak korunmustur. Fakat bazilarinda serin de prokaryotik organizmalarda bulunur (Ryan
yerine sistein (Cys) bulunmaktadir. Bunlar ve Flint, 1997). VirGslerde, bakterilerde,
daha sonradan “serin benzeri proteazlar” olarak Okaryotlarda ¢ok c¢esitli ve yaygmn olarak
adlandirilmistir. Serin residiileri nadiren aktiftir bulunmalariyla organizmalar i¢in hayati oldugu
ve kataliz esnasinda niikleofil (genelde eksi diisiiniilmektedir (Tekin, 2008).

yuk vya da serbest elektron cifti iceren
His

Asp Asp His
N® g
ek N
0 —
\—_D:' Ser o \=n Ser
. .
A ‘o) “ 0)
N»—N R
[ N H R
i S
o] 0@
Sekil 1. Serin proteazin kimyasal yapis1 (Anonymous, 2018a).
Bitki viriislerinin kodladig serin tipi proteazlar proteazlarin  varligt  bildirilmistir. Bu

ise Potyviridae familyas1 {iyelerinde ve proteazlarin agilma bolgeleri belirlenmesine
Polerovirus cinsinde; serin benzeri proteazlar ragmen, Vviral replikayondaki rolli hakkinda gok
ise Comoviridae ve Sequiviridae familyasinda az bilgi bulunmaktadir (Rodamilans ve ark.
rapor edilmistir (Dougherty ve Semler, 1993). 2018).

Benzer sekilde Secoviridae (Thompson ve ark., Potyvirus  cinsine  ait  virdslerin
2014), Luteoviridae (Prufer ve ark., 1999; Li ve genomlarinda ise P1 proteaz, Nla proteaz ve
ark., 2000) ve Solemoviridae (Sobemovirus ve Helper Component proteaz (HC-pro) (Sekil
Polemovirus)  familyalarinda  serin  tipi 2) olmak iizere 3 farkli proteaz kodlanmaktadir.
proteazlar bildirilmistir (Satheshkumar ve ark., Bu proteazlardan ikisi P1 proteaz ve Nla
2004; SOmera ve ark., 2015). Secoviridae proteaz serin tipi proteazdir (Pasin ve ark.,
familyasinda rice tungro spherical virus 2014). Ugiincli proteaz HC-pro ise sistein tipi
(RTSV)( waikavirus) (Thole ve Hull, 1998), proteaz yapisindadir (Dougherty ve Semler,
tomato ringspot virus (TomRSV) (Wang ve 1993; Gou ve ark. 2011). Bu boélimde P1
ark., 1999; Wang ve Sanfacon, 2000) ve proteaz ve Nla proteaz hakkinda bilgi
strawberry mottle virus (SMoV) ( Nepovirus) verilecektir.

(Mann ve ark., 2017) etmenlerinde viral serin
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Sekil 2. Potyvirus genom yapisi ve genlerin genom iizerindeki yeri (Anonymous, 2017)

Potyvirus P1 proteinaz: P1 proteinaz
enzimi Potyvirus genomunun N ug¢ kisminda
bulunan P1 protein tarafindan kodlanmaktadir.
Bu enzim tek komponentli potyvirlslerde
bulunurken Potyviridae familyasinin Uyesi olan
bipartite genoma sahip  Bymovirislerde
bulunmadigi rapor edilmistir. P1 proteinin iki
fonksiyonel ~domaine sahip oldugu ve
bunlardan ilkinin; genomun N ucunun yarisi
Potyvirus gruplari arasinda amino asit sekans
farklilig1 gosterdigi bildirilmistir. Tobacco vein
mottling potyvirus’un P1 proteininin analizi
yapildiginda bu sekansin bitki viriislerinin
baz1 benzerlikler

tasinma proteinleri ile

gosterdigi, fakat diger potyviriislerde bu
benzerlige sahip olmadig1 goriilmiistiir. ikinci
olarak, P1 proteinin C- ug¢ boélgesinin yarisi ise
iligkili

(Dougherty ve Semler, 1993) ve ayni zamanda

proteolitik  aktivite ile oldugu

bu bolgenin RNA’ya baglanma aktivitesine

sahip oldugu rapor edilmistir. Yapilan

caligmalarda P1 proteinazin serin tipi bir
proteinaz oldugu belirlenmistir. Serin tipi P1

proteinaz genom amplifikasyonu esnasinda
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transaktivator olarak rol oynadigi bildirilmistir
(Ryan ve Flint, 1997; Verchot ve Carrington,
1995, Rodamilans ve ark., 2013; Pasin ve ark.,
2014; Rodamilans ve ark., 2018).

Bir diger ¢alismada ise, bir Potyvirus
uyesi olan Tobacco etch virus (TEV) ile
yapilan analizlerde virlislin genom ekspresyonu
esnasinda sentezlenen tek bir polyproteinin
oncii maddesi oldugunu ortaya ¢ikarmistir. P1
N

bolgesinde bulunan ve proteolitik aktiviteye

proteinaz  TEV  genomunun terminal
sahip olan 35 kDa uzunlugunda bir proteindir.
Ug viral proteinaz, bu éncii maddenin ara tiriin
oncli maddelere ve final iirlinlere katilma
isleminden sorumlu oldugu bildirilmistir.
Potyvirus Nla proteinaz (27kDa Nla):
Nla proteinaz yapisal ve fonksiyonel olarak en
iyi Kkarakterize edilen viral proteinazdir. Bu
proteinazin viral dongiide replikasyonda ve
konuk¢u araliginin  belirlenmesinde  rol
oynadig1 rapor edilmistir (Rodamilans ve ark.,
2018). Bazan ve Fletterick (1988, 1990) ve
Gorbalenya ve ark. (1989) ayr1 ayri yaptiklari

molekiiler modelleme c¢alismalarinda Potyvirus
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Nla proteinazin hiicresel serin proteazlarla
yapisal olarak benzer motiflere sahip oldugunu

Viriislerle
bu

Picornavirus 3C proteinaz ve Comovirus

gostermislerdir. yapilan  diger

calismalarda enzimin esdegerinin
24kDa proteinazlar oldugu goriilmiistiir. Nla
protein bagimsiz ¢ekirdek sinyallerine sahip bir
proteindir. Bu sinyaller Nla proteinin hicre
birikmesini

cekirdeginde saglamaktadir.

Ayrica, Nla proteinaz enziminin RNA’ya
spesifik olmayan bir sekilde baglandigi da
gosterilmistir.

iki
Bunlar: C ucu Nla proteinaz (27kDa) ve N ucu
VVPg- 22kDa proteinazdir (Ryan ve Flint, 1997,
1993).

molekillerin

Nla protein domaine sahiptir.

Dougherty ve  Semler, Genom

ekspresyonu esnasinda

ayrilmasindan sorumlu olan proteaz 27-kDa

Nla  proteazdir. NIla  proteaz  genom

ekspresyonu esnasinda yiikksek molekiiler

yogunluklu  6ncii  madde olarak

aciga
cikmaktadir. 49-kDa Nla polyprotein bu 6nci
maddelerde en yaygin olanidir. Ancak bazen
55-kDa polyproteinde olusabilmektedir. 27-
kDa Nla proteaz, 49-kDa Nla polyproteinin C-

terminal kismini gosterdigi ve yapisal olarak

strilmistir (Ryan ve Flint, 1997; Dougherty
ve Semler, 1993; Rodamilans ve ark., 2018).
Nla proteinin

konukg¢u araliginin

belirlenmesinde 6nemli role sahip oldugu
gosterilmistir. Papaya ringspot virus (PRSV)
ile yapilan bir ¢alismada, chymotrypsin benzeri
proteaz (serin proteaz)’da meydana gelen tek
bir amino asit degisimi sonucunda viriisiin
kabakgillerden  papaya’yi
bildirilmistir (Chen ve ark., 2008).

Comovirus 24kDa proteinaz: Como ve

tercth  ettigi

Nepovirus’ler pozitif duyarli iki RNA
molekiilinden  olugmaktadir.  Replikasyon
proteinleri, comovirlislerdke B RNA ve
nepoviriislerde RNA1 tarafindan

kodlanmaktadir. Comovirus B ve Nepovirus
RNAT’in kodladig1 polyprotein molekiillerin
ayrilmasindan sorumludur ve 24K proteinaz
olarak tanimlanmistir (Sekil 3 ) (Franssen ve
ark., 1984; Verver ve ark., 1987; Margis ve
Pink, 1992). Comovirus 24K proteaz aktivitesi
diger wvirlis proteinlerinin interaksiyonuyla
iligkili oldugu bildirilmistir (Ryan ve Flint,
1997; Dougherty ve Semler, 1993). Bu ki
virlis tarafindan  kodlanan proteinazlarin
potyviriisler tarafindan kodlanan Nla proteinaz
benzerlik

gosterdigi  goriilmistiir.

Nepovirus RNA-1 Polyprotein

Pol (87k) J Comovirus B RNA Polyprotein

hiicresel serine proteazlara benzer oldugu ileri ile
VpG
45K 88K |24k Pol
32K 58K 24K
VpG

Sekil 3. Comovirus ve Nepovirus cinslerinin genom organizasyonu. Comovirus B ve Nepovirus RNA1’in sematik

gosterimi (Ryan ve Flint, 1997)
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Polerovirus P1 proteinaz (ORF1):
Polerovirus’lar (Luteoviridae familyasi) zarfsiz
ikosahedral 26-30 nm ¢apinda virionlara sahip
olup, 6.2 kb biyiikligiinde pozitif duyarh
ssRNA genomundadir. Polerovirus cinsi 6 tane
ORF igermekte olup, ORF1 tarafindan
kodlanan P1 proteinazin viriisiin kodladigi
proteinlerin agiga ¢ikmasindan sorumlu olan
polyproteini igerdigi bildirilmistir (Li ve ark.,
2000).

Sobemovirus ORF2A

Sobemovirus’un tip Uyesi olan Southern bean

protein:

mosaic virus (SBMYV) tarafindan kodlanan
ORF2A proteinin serin tip proteinaz yapisinda
oldugu rapor edilmistir (Gorbalenya ve ark.,
1988).

Sistein proteazlar

Sistein  proteazlar ayni zamanda
“papain benzeri” ya da “thiol proteaz” olarak
bilinmektedir. Bu proteazlarin, biri digeri ile
etkilesim halinde olan yakin ¢evrede histidin
(His) ve sistein (Cys) kalintilarindan olusan
katalitik  iki  molekiile sahip  oldugu
bildirilmistir. Bu residiiler arasindaki bosluk
virlslerin  kodladigi proteazlarda hiicresel
protezlara oranla daha kisa oldugu goriilmiistiir
(Dougherty ve Semler, 1993). Virlslerin
kodladig1 sistein tipi proteaza Ornek olarak
potyvirlslerde kodlanan helper component
(yardimci bilesen) proteaz gosterilmistir.

Helper component protease
(Yardima bilesen-Hc- Pro)

Hicresel sistein proteazlara benzer

oldugu gosterilen ilk proteaz HC-proteazdir
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(Sekil 4). Bu proteaz enzimi tum potyvirdslerin
genomik RNA’sinda  HC-Pro
kodlanmaktadir (Dougherty ve Semler, 1993;
Huet ve ark., 1994; Agrios, 2005).

Yardimcr bilesen (HC-Pro) proteinin

tarafindan

multifonksiyonel bir protein oldugu ve viral
dongiide pek cok fonksiyonu gerceklestirdigi
bildirilmektedir. Ik olarak viriisiin  afit
vektorleriyle konuk¢udan konukguya taginmasi
icin zorunlu yardimci

Daha

faktor oldugu fark
edilmistir. sonralarda ise proteaz
aktivitesine sahip oldugu bulunmustur. Yapilan
diger c¢alismalarda HC-Pro’nun daha c¢ok
fonksiyonu tanimlanmis olup bunlar; viriisiin
genom amplifikasyonunu ve enfekte etme
yetenegini arttirict oldugu ve bitkide sistemik
ve hiicreden hiicreye tasinma igin zorunlu
oldugu rapor edilmistir. En son yapilan
calismalarda ise transkripsiyon sonrast gen
susturulmasi (Post-transcriptional gene
silencing — PTGS) ve viriisler tarafindan tesvik
edilen gen susturulmasi (VIGS)’nda baskilayici
olarak rol aldigi tanimlanmistir (Plisson ve
ark., 2003; Ballut ve ark., 2005; Taliansky ve
ark., 2008; Gou ve ark., 2011).

Mutasyon c¢alismalarinda ve genom
sekanslama  c¢aligmalarinda HC-Pro  gen
bolgesinin sematik olarak {i¢ bolgeye ayrildigi

ileri siiriilmiistiir (Gou ve ark. 2011) (Sekil 4).

1. Tasinma isleminde gerekli olan
N- terminal bolgesi,
2. Proteinaz aktivitesinin

bulundugu C- terminal bdlgesi ve
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3. Diger tiim fonksiyonlar1 igeren haritalanmistir ve bu boélgenin aktif bolgelerde
merkezi bolge olarak tanimlanmistir. Cys** ve His* kalintilartyla sistein proteaz
Yapilan calismalarda proteinaz domaini benzeri aktiviteye sahip oldugu rapor

C ucundaki 155 amino asitlik bdélgede edilmistir.

DAG
1!|4 |2r55
. 1
S -
- I
6K 1 6K2 Mia * -
M p1 [HcPro]| p2 || ClI I I [nNbPoi[cPrmA,
VPO a5k 52K 50K _ 71K 21K 27K 58K 31K
; ¥ — VPg Pro
1 * -
“~
[ -~ .
'l i ~ —
Transmission Movement .
l _A._ =
T T
4 458
h. AN —~ I
KITC PTGS/VIGS PTK  protease
Stylet cP
binding? bimnding

Sekil 4. Helper Component proteazin aktif bolgeleri (Anonymous, 2018b)

Aspartik Proteazlar 325 residii uzunlugunda iken viral enzimler 99-
Aspartik ya da asit proteazlar iki 125 amino asit uzunlugundadir (Dougherty ve
asparajin residdlerinin katalitik iki Semler, 1993).
molekiilinden olusmaktadirlar. Bu enzimler Asparagin residiileri yapisal olarak

peptid substratlarini katalizlemek igin aspartat korunmus olan asparajin-tyrisin-glisin (Asp-
kullanan enzimlerdir. Aspartik proteazlarda Thr- Gly) Uclu katalitik bolgeden olusmaktadir.
kovalent  enzim-substrat ara  Urinleri Aspartik  proteazlar ve  endonikleazlar,
olugsmamaktadir. Viriisler tarafindan kodlanan proteolitik enzimlerdir. Bu enzimler spesifik
aspartat proteazlarin fonksiyonel ve yapisal dipeptid baglarim1 agar. Aspartik proteazlar
olarak hiicresel aspartik proteazlara benzerlik omurgali canlilarda (Vertebrata), bitkilerde,
gosterdigi  gorilmistir.  Genellikle asidik insan virtisleri yani sira bazi bitki viriislerinde
proteazlar diye bilinirler (Rao ve ark., 1998). de bulunmaktadir. Aspartik proteinaz kodlayan
Birkac istisna disinda bu hiicresel enzimler bitki virlsleri Pararetrovirus cinsi iginde yer
asidik PH’da aktiftir. Retrovirislerin genomik almaktadir.

RNA’larinda kodlanan enzimlerle hiicresel Pararetrovirisler dsDNA genomuna
orjinli enzimler arasinda farkliliklar wvardir. sahip kiiresel sekilli virlislerdir (Dougherty ve

Ornegin, hiicresel proteazlar yaklasik olarak Semler, 1993). Bitki pararetrovirisleri icinde
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Commelina virus ve Caulimovirus cinsleri

olmak tizere iki cins tamimlanmistir.
Commelina virus cinsine ait proteazlarla ilgili
fazla bilgi bulunmamaktadir. Fakat

niikleotidlerin sekanslama c¢aligsmalarinda ve bu

cins virtslerin gen ifadelerinde aspartik

proteazlarin rol oynadigi rapor edilmistir.
tip
Cauliflower mosaic virus (CaMV)’dir. CaMV

Caulimovirus  cinsinin uyesi
8 kilobaz (kbp) biiyiikliigiinde olup 7 islevsel
polipeptit (P1-P7) kodlamaktadir (Lutz ve ark.,
2012). CaMV enfekteli bitkilerin dokularinda
CaMV genlerinin ifadesinden sorumlu iki tane
RNA (35S RNA ve 19S RNA) uretmektedir
(Sekil 5). 19S RNA tarafindan kodlanan ORF 6
viral  enfeksiyon igin olan
bir
monosistronik mMRNA olarak rol oynamaktadir.
35S  RNA ORF’lerin

gerekli

multifonksiyonel proteindir ve

ise kalan diger
olusmasinda mRNA olarak rol oynamaktadir.
ORF 6 multifonksiyonel bir protein olup 35S
RNA’nin 5’ translasyonu yapilmayan ucuna
baglanarak translasyonu kontrol ettigi rapor

edilmistir. Ribozomlar bu bdlgeye baglanarak

35S RNA’nin translasyonunu gergeklestirir.
cp

Mmr Ad  Vap
ORF1 ____[ORF3
- ORF7 ORF2 |
. tRNAME

ORF’lerin her biri baslangicta polyprotein
olarak ifade edilir ve viral kapsit proteinin
(ORF4) RT-RNase H

domainlerini iceren (ORFS5) yapisal olmayan

ve proteaz ve

polyproteinlerin ~ 6ncul  formunu  temsil
etmektedir. Proteinaz aktivitesine sahip olan
ORF5 80kDa molekiiler agirliga sahip olup 22
kDa agirhiginda N ug¢ kismi ve 58 kDa C ug
kism1 olmak iizere iki segmente ayrilmaktadir.
58 kDa C wu¢ kismmin RT-RNase H
amino  asit

aktivitesine sahip korunmus

motifleri igerirken 22 kDa N u¢ kisminin
aspartik proteinaz Ozelligine sahip korunmus
amino asit motifleri icerdigi bildirilmistir
(Torruella ve ark., 1989; Dougherty ve Semler,
1993).
CaMV proteinase genom ifadesi
esnasinda bazi agilmalar1 gergeklestirmektedir.
[lk olarak ORF 5’in translasyon iiriinlerini
serbest proteinaz iiriinlerine doniistiiriir. Digeri
ise ORF 4 polyproteini 44kDa (kapsit protein
bilesenleri) ve 11 kDa {iriinlerini ortaya ¢ikarir

(Torruella ve ark., 1989).

T N Y Y N R N B B R R R B B B R R R N A A T T S T LT ]

355 RNA

i Vo W N W N T TTY
195 RNA

Sekil 5. Cauliflower mosaic virus (CaMV) genom yapisi (Anonymous, 2018b)
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2. Sonug

Bu derlemede bitkilerde hastalik yapan
viruslerin  replikasyonunda rol  oynayan
proteolitik enzimlerin yapilar1 ve fonksiyonlar
hakkinda bilgi verilmeye calisilmistir. Bitki
patojeni virusler konukcgu hicrelerine girdikten
sonra genomlarini ifade etmek i¢in yapilarinda
kodladiklar1

proteinleri aktif hale getirirler. Bunlar icinde

cesitli enzimlerle fonksiyonel
viral genomun ifadesinde en 6énemli roli viral
polyproteini fonksiyonel proteinlere isleyen
proteaz enzimleri almaktadir. Bu enzimler,
farkl1 fonksiyonlara

viral dongiide sahip

olmalarinin yani sira virtsin konukgu htcre

Kaynaklar

icinde hayatsal faaliyetlerinin baslatilmasinda
kilit rol oynamaktadir.
alanlarinda  bitki

Tarim patojeni

virlislerden dolayr Onemli verim kayiplari

ortaya cikmaktadir. Bu etmenlerin
miucadelesinde kimyasal yontemlerin
kullanilamamaktadir. Son yillarda
biyoteknolojinin  gelismesi  ile  virlslerin

yapilarina dair ¢alismalar artmis ve virlsler
hakkinda bir¢ok bilgi aciklifa kavusmustur.
Viriislerin kodladig1 bu proteinlerin yapilarinin
ve fonksiyonlarmin bilinmesi bitki patojeni
virlisler ile miicadele yontemleri gelistirme

acisindan biiylk 6neme sahiptir.
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Oz: Siklomorfizm veya mevsimsel polimorfizm zooplanktonlarda ilk olarak Lauterborn tarafindan 1904 yilinda
tanimlanmigtir. Bu terim giiniimiizde kiigiik akuatik organizmalarda abiyotik (sicaklik, tiirbiilans, 151k) ve biyotik
(besin, predator baskisi) cevrenin etkisiyle viicut yapilarinda mevsimsel olarak meydana gelen fiziksel
degisiklikler olarak adlandirilmaktadir. Bu mevsimsel degisiklikler tiirlin mevsimsel olarak iki farkli form gibi
goriinmesine neden olabilmektedir. Siklomorfosiz 6zellikle planktonik kladoseralar arasinda daha fazla
gozlemlenirken, ayrica protozoa, dinoflagellat ve rotiferler arasinda da yaygin olarak goriilmektedir.
Siklomorfosiz sonucu canlilarin fiziksel goriiniislerinde ve davraniglarinda birtakim degisiklikler s6z konusudur.
Siklomorfosiz akuatik ortamda organizmanin batma oranini azaltip yiizmede kolaylik saglarken, ayn1 zamanda
planktonla beslenen predatorlere karst da bir savunma mekanizmasi olarak kullanilmaktadir. Arastirmacilar
tarafindan bazi avcr tiirlerin salgiladigr kimyasallarin (kairomonlar) canlida kaudal spin, tepelik gibi viicut
cikintilarina neden oldugu ortaya konmustur. Bu derleme de planktonlardaki siklomorfosiz olayr ve meydana
gelen degisikliklerden detayli olarak bahsedilmistir.

Anahtar kelimeler: Siklomorfosiz, Plankton, Mevsimsel, Polimorfizm

A Review About Cyclomorphosis in Plankton

Abstract: Cyclomorphism or seasonal polymorphism was first described in zooplankton by Lauterborn at 1904.
This term is nowadays referred to as the seasonal changes in body structures affected by the abiotic (temperature,
turbulence, light) and biotic (nutrient, predator, pressure) circulation in small aquatic organisms. These seasonal
changes may cause the season to look like two different forms. Cyclomorphosis more prevalent, especially
among planktonic cladocerans, but also among protozoa, dinoflagellates and rotifers. Cyclomorphosis is a
consequence of changes in the physical appearance and behavior of organisms. Cyclomorphism is reduce the
sinking rate of the organism in aquatic environment and facilitates swimming, at the same time, another
advantage is the defense against feeding with planktons predators. Researchers have shown that chemicals
released by some hunter species (kairomons) cause body spurs such as caudal spin, hump, and defense against
the predator. This review also details cyclomorphosis and changes in the plankton.

Keywords: Cyclomorphosis, Plankton, Seasonal, Polymorphism

Giris

Suda serbest halde yasayan 6zel hareket (sicaklik, tlrbulans, 1sik) ve biyotik (besin,
organelleri olmayan veya olsa bile bu predator baskisi) ¢evrenin etkisiyle vicut
organelleri yer degistirmede aktif olarak yapilarinda mevsimsel olarak meydana gelen
kullanamayan, ancak su hareketleri ile pasif  fiziksel degisiklikler =~ sOz konusudur.
olarak  yer  degistirebilen  organizmalar Siklomorfizm veya mevsimsel polimorfizm
topluluguna plankton adi verilmektedir. Bu olarak adlandiilan bu olay, 0zellikle

kiicuk akuatik organizmalarda abiyotik planktonik kladoseralar arasinda goze carpar,
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fakat protozoa, dinoflagellat ve rotiferler
arasinda da oldukca yaygindir (Wetzel, 2001).

Meydana gelen morfolojik degisiklikler
sonucu ayni turin yaz ve kis formlari, iki ayri
tlr olarak karsilastirilmalarina neden olacak
kadar farkli bir gorinim alir. Kig formu yaz
formuna dontisiirken viicut yuzeyi hacmine
gore o6nemli bir artig gosterir. Ornegin g
uzantist olan Ceratium hirundinella yazn
ddrdunct bir uzanti ¢ikardig: gibi, viicudu daha
uzar ve daha daralir (Tanyolag, 2011).

Canlinin  ylzeyi biyidikce oransal
yuzeyide buyur ve ¢okme orani azalir. Suyun
vizkozitesinin canlilarin batmasinda 6nemli
rolii vardir. Sicaklik arttikga vizkozite azaldigi
icin sicak sularin viskozitesi de azdir. Bu
nedenle sicak sularda canlilarin batma hizi
artar. Siklomorfosiz sonucu olusan uzamis
yapilar yaz aylarinda ylzey alanini genisleterek
yuzmede avantaj olusturmaktadir (Tanyolag,
2011).
karsilagtirildiginda tepelikli Daphnia yuksek
konsantrasyonu ylzey
daha yuzeyde

kalabilmektedir (Laforsch ve Tollrian, 2004).

Normal morfolojileri ile

besin iceren

tabakalarinda rahat

Dogal seleksiyon, organizmalarda
predator ile kars1 karsiya kalindiginda
kendilerini glvende tutmak icin

morfolojilerinde bir takim degisiklik meydana

getirir. Siklomorfik yamit aslinda segici

predasyon nedeniyle, predasyonun gelisini iyi
tahmin eden cevresel sinyallerin hareketi

olarak  bilinmektedir. Sucul ortamda

organizmalar genelde predatorler tarafindan

salinan kairomon sayesinde avcir risk
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derecesini hesaplar ve avlanmanin etkisini

azaltmak icin  kendi davranis  ve

morfolojilerini degistirirler (Riessen ve ark.,
2012).

Beauchamp (1952) ve Gilbert (1966)
yilinda Asplanchna tarafindan ortama salinan
Brachionus

kimyasallarin calyciflorusta

bliyiilk spin  olusumuna
Cesitli

kladoserlerde bu kimyasallarin boyun disi,

sebep oldugunu

gozlemlemiglerdir. avelr  varhiginda

tepelik, kaudal spin gibi viicut ¢ikintilarinin
uzamasina neden oldugu ve predatére karsi

savunma  sagladigi  kesfedilmistir.  Bu

kimyasal sinyalin 500 mW’dan az, polar, asite
ve baza kars1 direncli fakat bakteriyal
parcalanmaya direncli olmayan bir protein
oldugu ortaya konmustur. Indiiklenmis
morfolojinin av tiirlerine avantaj sagladigi
bilindigi durumlarda morfolojik

(Dodson, 1989;

savunma

kaybolmaktadir Gilbert,

1966).

Siklomorfosizde Av-Avelr Arasindaki
Etkilesimler

Planktivor avcilarin avlanma stilleri

farklihik gostermektedir ve bu avlanma

stillerine gore planktonlar avlanma oranlarim
azaltmak i¢in farkli savunma mekanizmalari
olusturabilmektedirler (Beckius, 2013).
1.Omurgasiz (dokunsal) avlanmaya
kars1 savunma: Avini goriiniirlikklerine gore

secemedikleri icin  bu predatérler agiz

parcasina uygun boyutlarda av secgerler

(Beckius, 2013). Bu nedenle bazi rotiferler ve 1

mm’den az kladoserler omurgasiz avci

predasyonuna maruz kalabilmektedir (Zaret,
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1980). Ornegin dokunsal avci olan omurgasiz
Chaoborus larvalar1 suda hareketsiz pusuya
yatarak, uygun bir anda avini yakalar, fakat
dokunsal avciya karsi gelistirilen spin, tepelik
ve boyun disi gibi uzamis ¢ikintilar larvalar
tarafindan ¢ignenmelerine ve yem olmalarina
engel olur (Riessen, 2012).

2. Omurgah (gorsel) avlanmaya karsi
savunma: Akuatik sistemlerde bu predatorler
avini boyuta gore degil goriiniirliigiine gore
secmektedir. Orta boylarda ki (1 ile 2 mm
arasindaki) kladoserler viicutlarinin goriinen
orta kismini (gogiis, karin, bas) kiigiik tutar ve
seffaf periferik yapilarini genisletip ve uzatarak
morfolojik savunma saglayabilirler (Brooks,
1965-1966; Jacobs, 1966).

Kladoserlerde Siklomorfosizin
Tanmim

Bircok  zooplanktonda  mevsimsel
polimorfizm veya siklomorfosiz goérilmesine
ragmen, en Onemli Ornekleri kladoserlerde
goriilmektedir. ilkbaharin sonlarinda, yazin
basinda Daphnia’da uzamis ya da genislemis
basliklar “tepelik” olarak adlandirilmaktadir.
Morfolojik savunma bu tepelik, kaudal spin
uzunlugunda artig, boyun disi veya kalin
karapaks olusumunu igerir (Dodson, 1974;
Tollrian, 1995; Tollrian ve Dodson, 1999;
Laforsch ve Tollrian, 2004; Rabus ve ark.,
2013).

[lkbaharda bulunan bireylerin bas
kismi daha yuvarlak olup, daha kisa spinleri
vardir. Ilkbaharin sonlarinda yazin basinda
olusan kask ve uzun spinler iireme igin

dezavantaj olusturmaktadir (Jacobs, 1967,
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Dodson, 1974). Yapilan caligmalarda yazin
kaskl1 tiirlerde daha az yumurta bulunmus ve
bunun kask iiretimine bagli enerji kaybindan
kaynaklandig: ileri siiriilmiistiir (Hutchinson
TC, 1967). Fakat bu enerji kaybinin disinda
diger faktorlerde onemli rol oynamaktadir.
Ilman gollerde ot¢cul zooplankton besin

olarak kullanilmaktadir. Yenilebilir
fitoplankton oranmi ilkbaharda fazla olup yaz
aylarinda azalir (Wetzel, 1983). Bu nedenle
besin seviyesinin yiiksek oldugu predasyon
baskisinin diisiik oldugu ilkbahar aylarinda
yumurta sayisinin artigina etkisinden dolay1
kask olusumu gozlenmez (Riessen, 1984).

Kladoserler icinde siklomorfosize
neden olan mekanizma ile ilgili bircok gecerli
caligma vardir. Bu mekanizmalardan abiyotik
ve biyotik cevrenin etkileri deneylerle ortaya
konmustur.

Abiyotik Faktorler: Sicakhk, Isik ve
Turbulans

Sicaklik Daphnia’daki kaskin
yiiksekligini artiran en Onemli uyarandir.
Sicaklik embriyogenezin ortalarina kadar
etkilidir (Wetzel, 2001). Kis ve ilkbaharin
bagina kadar sicaklig besin

su ve

kaynaklarinin asirn  kullanilmasinin  etkisi
bahar ayindaki tepe yiiksekligini ve olusma
zamanini etkilemektedir. Bunun sonucunda
Nisan ve Mayis aylarinda Daphnia
biyokiitlesi yliksek ve uzun tepeli, sicakligin
diistik oldugu (10-15 °C) aylarda ise tepelik
uzunlugu kisadir (Wojtal, 2004; Benndorf ve
ark., 2001). Bunun diginda su tiirbiilans1 ve

151k tepe olusumuna etki eden faktorler
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arasindadir. Su tiirbiilansinin ¢ok oldugu

sularda uzun goriilmektedir
(Florkin, 2012).

Biyotik

tepe  yapisi

Faktorler:  Besin  ve
Predator
zooplanktonlarin

Baz1  hipotezler

iireme ve blylime hizinin fitoplankton
toplulugunun bolluguna goére belirlendigi
yonundedir. Buna gore buyik boyutlular
besin kaynagi olarak daha fazla fitoplankton
filtre edebilirler ve buyuk tdrlerin Greme
basarisinin kiigiik tiirlerden daha fazla oldugu
1965).

Buyuk boyutlu olmak bu nedenle avantaj

goriilmistiir (Brooks ve Dodson,

saglamaktadir (Gliwicz ve Lampert, 1990).
Diger bir biyotik faktér ise, yaz ortasinda
artan predator baskisidir (Carpenter ve ark.,
1985).

Chaoborus varliginda uzun

Balik predatér ve omurgasiz
spin  yapist
Daphnia’da avantaj saglamaktadir. Bu durum
D. lumholtzi iizerinde yapilan deneylerle
desteklenmigstir. Yapilan deneyde geng ve
yetiskin Daphnia’larin spinlerinin
predatorden kagcinmada ne kadar yeterli
oldugu ortaya konmustur. Bunun igin D.
lumholtzi kisa spinli (TE) klonlar se¢ilmistir
(predator yoklugunda yetiskinler uzun kaska
sahip degildir). Bu klonda ilk yavru larvalar
yetiskinlige kadar gecen zamanda uzunlugu
azalan kiiclik tepe yapisit sergilemektedir.
Baska bir golden temin edilen diger klon D.
lumholtzi uzun spinli (AR) klonudur (Sekil 1).
Bu uzun spinli form biiylik tepelige ve uzun

kaudal spine sahiptir. Deneyde dikenli balik
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(Avrupa, Kuzey Asya ve Kuzey Amerikada
yaygin) Gasterosteus aculeatus balik predator
olarak kullanilmigtir. Balik predator deneyi 20
°C florasan 151k altinda ayni yasta ve viicut
biiyiikliikleri aynt hamile olmayan disiler
secilerek gergeklestirilmistir. Viicut uzunlugu
ve davranis etkisinin balik tercihi yoniinde bir
etkisinin olup olmadigini ortaya koymak i¢in
disiler tercih edilmis ama konu ile ilgili
hipotezi destekleyecek herhangi bir veri elde
edilememistir. Balik deneyi sonunda yapilan
Olglimler neticesinde viicut uzunluklar
arasinda her iki klon i¢in belirgin bir faklilik
gozlemlenmemistir. Fakat uzun spinli klonda
tepe uzunlugu % 69, kaudal spin uzunlugu %
92, kisa spinli formda ise % 14 ve % 61
olarak ol¢limlenmistir. Bu deney 3 tekrarla
gerceklestirilmis ve bunun sonucunda hayatta
kalma oranlarinin uzun spinli tiirlerde daha
fazla oldugu saptanmistir. Ardindan ortam
kosullart degistirilmis ve karanlikta ayni
deney tekrarlanmistir. Karanlik ortamda
Daphnia’larin yarisinin tilkkenmesi sonucu
balik aliarak

ortamdan deney

sonlandirilmistir (Engel ve ark., 2014).

-l
o

BN urunspinli AR
! kisa spinli TE

I I* IT
1 2 3

Sekil 1. Predasyon sonucu yetiskin D. lumholtzi uzun
spin ve kisa spin formlarinin hayatta kalim grafigi (Engel
ve ark., 2014)
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Ayni deneyde omurgasiz predatér Chaoborus’a
karst genglerde morfolojik savunmanin ne
kadar avantaj sagladigi ortaya konmustur.
Deneyde 1. yenidogan larva 2. ve 3. geng
larvalar secilip iki Daphnia lumholtzi klonu 20
°C’de florasan 151k altinda predasyona maruz
birakilmistir. Deneyde kisa spinli ve uzun
spinli tiirlerin yeni dogan larvalar1 arasinda
onemli bir farklilik goézlemlenmemis, fakat 2.
ve 3.ncii asama larvalarunin uzun spinli
tiirlerinin daha 1iyi hayatta kaldig goriilmiistiir
(Sekil 2). Deney sonuglart uzun spinin bir
predatore karsgi avantaj oldugunu gostermistir
(Engel ve ark., 2014). Yenidoganlarda ise
belirgin bir farklilik olmamasinin nedeni tepe
viicutlarin

ve spin uzunluklarinin

koruyabilecekleri boyutlarda olmamasindan
dolay1 D. pulex ve D. cucullata’da oldugu gibi
geng ve yetiskin tiirlerin daha iyi savunma
sagladig1 distiniilmistiir (Laforsch ve Tollrian,

2004).

Daphnia magna’da ise Coloeptora
varliginda sicakligin siklomorfosize etkisi

arastiritlmistir  (Sekil 4). Deney sonucunda

spin uruniusu

b

Sekil 2. Daphnia lumholtzi’de siklomorfosiz (Yurista,

2000)
Siklomorfosizin gorildiigi diger bir
tir ~ Daphnia

pulex yaz  aylarinda

Chaoborus’tan  salgilanan  kairomonlarin
disinda (sicakligin etkisi, besin miktar1 gibi
etkenlerin etkisiyle) predatérden kacinma
mevsimsel  bir

amagh degisiklik  olan

karapaksin arka kisminda kiiciik ¢ikinti
seklinde boyun disini Ureterek predasyondan

kagimmustir (Sekil 3) (Rossi ve ark., 2014).

“Sekil 3. Geng Daphina pulex boyun disi olusumu a. erkek b. disi (Rossi ve ark., 2014)

Nisan ayinda su sicakligi 16 °C iken Daphnia
siklomorfosiz gostermis ve kaudal spin

uzunlugu 20-25 pm, litrede Claoptera sayisi
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105 olarak olglimlenmistir; Mayis ayinda
sicakligin 24 °C dereceye yikselmesi ile
kaudal spin uzunlugu 100-150 pm, litrede
bulunan Claoptera sayist 165; Haziran ayinda

ise sicakligin 28 °C’ye yukselmesi ile kaudal
spin uzunlugu 200-250 um, Claoptera sayisi
253 olarak gozlemlenmistir (Toumi ve ark.,
2015).

Sekil 4. Daphnia magna’da mevsimsel degisiklikler (Toumi ve ark., 2015)

Siklomorfosizin goriildiigii diger bir
tlr olan Bosmina kiguk vicutlu, pelajik ve
littoral zonda besinini sizerek elde eden
kladoserlerin oldugu gol ve goletlerde yaygin
olarak bulunan bir tirdir (Korosi ve ark.,
2013). Predatér omurgasiz kopepot varliginda
kiglk vucutlu Bosmina’da mucro uzunlugu
artarken, biyik vicutlu Eubosmina tirtinde
bir
olarak buyuk

anten uzamasinda Onemli bliyiime

gbzlenmez. Bunun nedeni
viicudun avantajimni kullanan Eubosmina’nin

daha az savunmasiz olmasidir (Sprules ve
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ark., 1984; Wong ve Sprules, 1985).

Bosmina’da uzun antenler karin
bolgesine kadar uzanan bir egri olusturarak
savunmasiz yiizme antenleri ve yumusak olan
karin bolgesini predator saldirilarina karsi bir
kalkan (Sekil  5)
(Kerfoot, 1975; Sakamoto ve ark., 2007;

Sakamoto ve Hanazato, 2008). Teorik olarak

olarak korumaktadir

E. longispina’nin biiyiik viicut boyutundan
dolay1 planktivor balik avcilara karst daha
goriiniir halde olmasi 6zellikle biiyiik boyutlu

uzun uzantilar1 nedeniyle daha fazla
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avlanmasi ve kii¢iik boyutlu Bosmina’nin ise

balikk aver varhiginda viicut biiytlikliigiinii

total viicut uzuniugu

.. karapaks uz.

diken (mucra)
uzunlugo

azaltmasi beklenmistir (Korosi ve ark., 2013).

Bosmina longirosins o

Sekil 5. Bosmina’nin genel gérinimi (Korosi ve ark., 2013)

Fakat yapilan deneyler ile bunun boyle

olmadig1 balik avcinin midesinden daha fazla

sayida Bosmina’nin ¢iktigi  goriilmistiir
(Kerfoot, 1975). Bu durumun agiklayici
nedeni E. longispina’nin yazin viicut

yapisinda kiiglilmenin meydana gelmesi
bir avantaj
1983).

kicuk  boyutlu

omurgali  predatére  karsi
olusturmustur (Black ve Hairston,
Bosmina longirostris’in
olmasmma ragmen daha fazla yem olmasi
yuksek  oranda g0z pigmentasyonu
icermesinden kaynakli bir durum olarak
diisiiniilmiistiir (Korosi ve ark., 2013).
Bosmina longirostris’in yeni dogan
yavrular1  lizerine  yapilan  arastirmada
yenidoganlarin anten, mucro ve karapaks
uzunluklarinin sicaklikla ters orantili olarak
azaldigr gozlemlenmistir. Kisin % 65 olan
karapaks uzunlugu yazin % 50’ye, mucro
uzunlugu ise kisin % 30’dan yazin % 20’ye

diismiistiir. Avlanmaya kars1 gelistirilmis bu
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savunmada B. longirostris’in
yenidoganlarinda bulunan anten ve mucrolar,
onlarin gergek viicut boyutundan daha biiytik
izlenimini

kolaylikla

oldugu vermis ve kopepot

avcilarindan kagmalarini
saglamistir. Fakat planktivor baliklarin yaz
aylarinda  biiyilk  zooplanktonlari,  kig
aylarinda ise omurgasiz kopepotlarin kiiclik
bireyleri avlamasi nedeniyle B. longirostris’in
yaz ayinda kiigiik boyut, kis ayinda ise biiyiik
viicut biytikligl tercih ederek predatérden
kactig1 bir stratejinin  diger

ve Dbdyle

kladoserler i¢in gegerli olmadig1 ortaya
konmustur (Razak ve Saisho, 2011).
Rotiferlerde Siklomorfosiz
Siklomorfosiz, lorikal1 (sert ya da yar1
sert kabuk iceren) rotiferler arasinda,
genellikle sicaklik, tiirbiilans, besin kalitesi
gibi cevresel faktorler etkisiyle mevcut spin
uzamasi veya ilave spinler gelistirerek viicut

boyutunun uzunlugunda bir artis seklinde
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goriilmektedir (Alam, 1998). Bazi rotiferler
arasinda biiylime seklinde yaygin olarak
goriilen degisiklikler sunlardir;

1. Viicut genisligine gore uzama:
Asplanchna’nin bazi tiirlerinde, yaz ortasinda
populasyon genisligi yaklasik 5 kati olabilir.
[lkbaharin sonlarinda ve yaz ortasma kadar
kiiresel sekilleri belirgin olarak degismistir.
Bu uzamis yapilar yaz ortasindan bir sonraki
ilkbahara kadar (Wetzel,
2001).

kaybolmaktadir
2. Genisleme: Go6vde duvarindan
disar1 dogru biliylime ve tepe olusumu ile
genigleme meydana gelir.  Asplanchna
sieboldi’de tartisildigi gibi bu mevsimsel
degisiklikler bitki kaynakli besin tokoferol
icerigine  bagli goriinmekte ve biiylik
olasilikla daha biiylik boyutlu besinlerle basa
¢ikmak bir
diisiiniilmektedir (Wetzel, 2001).

3. Boyutta meydana gelen azalma:

icin adaptasyon  olarak

Genellikle yaz aylarinda daha yiiksek
sicaklikta, lorikal spinlerin uzunlugunda
orantisiz azalma meydana gelir. Bu

mekanizma tam olarak belirgin olmasa da bu
degisiklik bir¢ok
Yiiksek

Keratella’nin turleri

arasinda  goriilmektedir. yaz
sicakliginda spin uzunlugundaki azalma ile
suda batma hizini artirir ve viicut boyutundaki
azalma ile de bunu telafi eder (Wetzel, 2001).

4. Yanal spin dretimi: Siklomorfosizin
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bu asamasinda en iyi caligmalar Brachionus
calyciflorus Uzerinde gergeklestirilmistir. Bu

tirin  blyldk yirtict  rotifer  Asplanchna

varliginda arka spinlerinin uzunlugunda bir
artis gozlemlenmistir (Sekil 6) (Wetzel, 2001).

(DU

Y S

Sekil 6. Predatér Asplanchna tarafindan

tetikleyici kairomonun rotifer Brachionus

calyciflorus’da spin uzamasin tetikler (Gilbert, 1967).

Asplanchna’dan ve baz1 kladoserlerden
salinan kairomonlar ve sicakligin etkisiyle rotiferler
degisik morfolojiler sergilemektedir. Bu durumdan
yola ¢ikilarak K. tropica’da sicakligin sag, sol spin
uzunluguna ve lorikaya etkisi arastirilmistir.
Sicakligin 20 °C’den 15 °C’ye diismesiyle sol
spinde uzama meydana geldigi gozlemlemistir.
Ortamda Daphnia kairomonlar1 varliginda sicaklik
20 °C’ye yiikseldiginde her iki arka spin ve lorika
uzunlugunda artig, Asplanchna varliginda diger
predatorlere gore, sag arka spinde ekstrem uzama,
sol spinde azalma lorika uzunlugunda ve her iki 6n
spinlerde ve 0n i¢ spinlerde disa dogru uzama tespit

edilmistir (Sekil 7) (Gilbert, 2011).
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Sekil 7. Keratella tropica’da spin gelisiminin cesitli
varyasyonlari

a. Kairomonlarin olmadigi ortamda sicaklik 20 ve 25°C b. Ortamda
kairomon yokken sicaklik 10 ve 15 °C, veya Daphnia’li ortam ve
sicaklik 20 °C. c¢. Ortam Daphnia’li sicaklik 15 °C. d. Asplanchna
varhiginda sicaklik 20 °C. e. Asplanchna varhiginda sicaklik 15 °C,
veya ortamdaki Asplanchna ve Daphnia varliginda sicaklik 20 °C
(Gilbert, 2011).

Bir dizi dogal populasyon analizleri,
ortama  salinan

B.

Asplancha  tarafindan

kairomonlardan ~ dolay1 calyciflorus
populasyonunda arka-yanal spin olusumunu
kanitlamistir (Gilbert ve Waage, 1967; Green
ve Lan, 1974). B. calyciflorus’da hareketli
uzun arka-yanal spinler Asplanchna tarafindan

predasyonu 6nemli 6l¢iide azaltmistir. Bu arka-

yanal spin uzunlugu su sicakligima bagh
olmay1p Asplanchna yogunlugu ve
Asplanchna’dan  salinan maddenin  esik

miktarina  baglh
(Wetzel, 2001).

Yetiskin A. sieboldi, B. calyciflorus’a

olarak  degisebilmektedir

ait yetiskinlerin tamamini normal kosullar
altinda avlayabilmektedir. Fakat morfolojik
B.

calyciflorus’taki yetiskinlerin % 78’i uzun

savunmanin tetiklenmesi ile
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spinli forma doniismektedirler. Bu durumda
avlanma orani A. sieboldi’de % 15 ve altina
diser (Wetzel, 2001).

Rotiferler (zerinde predasyon av-avci
etkilesimine olarak tiirlere

bagh gore

degismektedir. Ornegin, predatdr kopepot
Mesocyclops, rotifer Asplancha ve Polyarthra
ile etkili beslenirken bir diger rotifer tiirii olan
(Gilbert

Yakalanan

beslenemez
1978).

Mesocyclops tarafindan geri salinir ¢iinkii bu

Keratella ile ve

Williamson, Keratella,
rotiferin yumusak kisimlarint aver kaldiramaz

ve tastyamaz. Asplanchna dizenli olarak

Keratella ile Dbeslenirken, etkili kacis
ozelliginden dolay1 Polyarthra ile beslenemez
(Wetzel, 2001).

Kopepodlarda Siklomorfosiz

Cok cabuk ve diizensiz yiizen yetiskin
kopepotlarda siklomorfosiz olay1 diger tiirler
kadar belirgin degildir. Mevsimsel degisiklikler
soguk mevsimlerde (sicakligin diisiik oldugu
aylarda) biiylime oranlarinda artis seklinde
ortaya ¢ikmaktadir (Havel, 2009). Kopepotlar
olduk¢a hareketli olduklarindan avcidan su
sicratarak  uzaklasma mekanizmalarn ile
kendilerini ¢ogu rotiferler ve kladoserlere gore,
cok daha

korumaktadirlar (Anonymus, 2016D).

omurgasiz  predatdrlerden

iyi

Fitoplanktonda Siklomorfosiz

Zooplankton disinda birkag

fitoplanktonda siklomorfosiz olayr yazin

ortasina kadar sicaklik artiginin etkisiyle koloni
hiicresel uzantilarin

olusumu veya

olusturulmasi seklinde goriilmektedir (Wetzel,
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2001).

Fitoplanktonlarda agirhigt ve 06zgiil
agirhigl azaltmaya yarayan yag damlalari, gaz
kabarciklari, jelatinsi zarflar, su kesecikleri,
vakuoller gibi yapilar vardir (Tanyolag, 2011).
Bunlardan bazilarinda goriilen spin, seta ve
uzamis viicut yapilar1 total yiizey alanlarini
artirarak batmaya kars1 dayaniklilik
saglamaktadir. Canlinin agirhigmmi azaltict ve
ozgiil ylizey alanmi artirict etmenler sicakliga
baglh olarak veya ortamin viskozitesine bir
uyum olarak gelisir. Bu nedenle yilizmeye
yarayan yapilar, sicak sularda soguk
sulardakinden daha fazla gereklidir. Ornegin,
yesil alglerden Scenedesmus cinsinin fir¢a ve
spinlere sahip olan tdrleri, bunlara sahip
olmayan tlrlerinden daha iyi yizuctdirler.
Fakat diisik ve yiiksek sicakliktaki dogal
habitatlarda yapilan gézlemler bunu her zaman
dogrulamaz. Fitoplanktonik canlilar
hacimlerini artirarak, jelatinsi kilif veya cesitli
cikintilar  olusturarak  veya  kolonileserek
zooplankton beslenmesine karsi korunurlar.
Ornegin planktonik bir Chlorophyta olan
Sphaeracytis’in ¢eperi jelatinsi bir kilifla

kaplidir. Bu canli herbivor bir Daphnia

tarafindan yendigi zaman onun sindirim
kanalinm1 yirtar. Buna ragmen krustaselerin ¢gogu
bu canlilar1 barsaklarina zarar vermeyecek
sekilde yutmay1 basarirlar (Tanyolag, 2011).
Karsten (1907), uzun spinli Ceratium turlerini
sicak sularda gézlemleyen ve bunun adaptif bir
karakter = oldugunu ortaya koyan ilk
aragtirmacidir.

Ceratium sert seliiloz zirha (lorika)
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sahiptir. Bu 0Ozellik onlarin otgul kladoserler
tarafindan yem olmalarina engel olmaktadir
(Sommer ve ark., 2003). Yapilan deneyler
sonucunda C. hirundinella’da olusan spinler
balik predatorlerin  baskisiyla aciklanmaz.
Bunun aksine omurgasiz predatér herbivor
kladoserlerin beslenme aparatiyla fiziksel

temastan kagmak amach  iiretilen  bir
mekanizma olarak agiklanmigtir (Bertolo ve
ark., 2010).

Ceratium hirundinella tiirleri arasindaki
bolluk ve morfolojilerini etkileyen faktorler
asagida belirtildigi gibidir.

1. Bulanikhk: Cesitli 151k
spektrumlarinda C. hirundinella morfolojisi
degismektedir (Hutchinson, 1957).

2. Planktivor balik varhg: iki spinli
yapilarindan ziyade ii¢ spinli yapilar1 predator
balik tarafindan daha etkili bir sekilde ele
gecirilmis ve predator baliklar arasinda negatif
bir iligski gozlenmistir. Avrupa levregi (Perca
fluviatilis) ve Camgca baligi (Rutilus rutilus) ile
yapilan deneyde Camgca baliginin ii¢ spinli C.
hirundinella’yx tiikettigi, ama levreklerin kigiik
partikilleri yakalama yeteneklerinin daha az
olmasindan  dolayr avlanmada basarisiz
olduklar1 goriilmiistiir (Nunn ve ark., 2007).

3. Omurgasiz yirtie1 varhgi: Uclinci
veya dordiincii bir spin olusumu avci rotifer
Asplanchna varliginda yakalanma olasiligini
azaltirken kopepot varhiginin C. hirundinella

morfolojisini etkilemedigi goriilmiistiir. Bunun

nedeni  kopepotlar i¢in diisiik lezzette
olmalaridir (Bertolo ve ark., 2010).
4. Otlama: Besinini slizerek alan
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zooplanktonlar ile her ne kadar yenilebilir
olmasada C. hirundinella morfolojileri arasinda
pozitif bir iliski s6z konusudur (Bertolo ve ark.,
2010). Herbivor kladoserler C. hirundinella’da
morfolojik olmaktadir.

cesitlilige  neden

Gozlemler sonucu Ceriodaphnia’nin filtre
C.

bulunmustur. C. hirundinella’nin bol oldugu

bdlmelerinde hirundinella  hicreleri

durumlarda biiyiik kladoserler tarafindan
onemli Olgiide beslenme gergeklesir (Xie ve
ark., 1998). Herbivor kladoserler filtre edici
aparat mekanizmasinin isleyisi igin gecici
olarak solunga¢ bosluklarinda yenilemeyen
parcalan tutarlar ve postabdominal uzantilarin
kullanarak daha sonra bunlar1 geri disar1 atarlar
(Gilbert, 1988; Xie ve ark., 1998). Bunun

sonucunda, biiyiik kladoserlerin hakim oldugu

durumlarda C. hirundinella spinlerinde kiriklar
gozlemlenmistir (Cyr ve Curtis, 1999). Bu
nedenle ii¢lincii bir spin olusumu ile {igten fazla
spin  gorlinlimii ~ kladoseralarin  filtreleme
bosluklarinda savrulma olasiliklarini diistirerek
C. hirundinella’nin kirilganhigin1 azaltmaktadir
(Bertolo ve ark., 2010).

Ceratium’un  sicak  sularda spin
uzunlugunda artis, hiicrelerin genel boyutunda
(Sekil  8).

azalma gorilmektedir Yazin

ortasinda sicaklifin artmasi ile kisa igiincii
bir

morfoloji azalan viskozite nedeniyle batma

spin gelisimi gozlenerek bu dortli
oranini azaltmis ve Ceratium’un yuzeyde

daha fazla kalmalarin1 saglamistir (Wetzel,

2001).

Sekil 8. Sicakliga bagli olarak Ceratium hirundinella’ da spin gelisimi (Hutchinson GE, 1967)

Morfolojik savunma cesitli

predatorlere karsi farkli sekillerde yanitlar
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olusturmaktadir. Baz1 herbivorlar kiigiik

fitoplanktonlarla beslenirken bazilar1 biiytlik
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boyutlarla  beslenme saglamaktadir. Bu
nedenle koloni olusumu veya kiiciik tek hiicre
halinde kalma, fitoplanktonlar icin en iyi
savunma mekanizmasidir (Long ve ark.,
2007). Ornegin Daphnia tarafindan salgilanan
kairomonlar bir diger fitoplankton tiirii olan
Scenedesmus  tiirinde  koloni  olusumunu
tetiklemektedir (Hessen ve Van Donk, 1993).
Scenedesmus acutus, herbivor planktivorlar
tarafindan salgilanan kairomonlar ve diger
faktorlerin etkisiyle (besin, sicaklik, 1s1k)
sekiz hiicreli bir koloni olusturmaktadir (Sekil

9) (O’Donnell ve ark., 2013).

Sekil 9.

Scenedesmus  tiiriinde  koloni
(Anonymus, 2016a)

olusumu

Bunun sonucu olarak daha biylk bir
koloni olusumu ile Daphnia magna tarafindan
beslenme oranlarinda azalma goriilmistiir
(Hessen ve Van Donk, 1993).

Sonug ve Oneriler
Yukaridaki

orneklerinden anlasildig1 Uzere siklomorfosizin

bulgular ve konunun
cok karigik bir mekanizma oldugu agiktir. Bu
derleme ile siklomorfosizin tanimi ve olusum

surecine aciklik getirilmesi amaglanmistir.

Planktonlar arasinda ¢ok farkli biyolojik
Ozelliklere sahip olan siklomorfik karakterlerin,
nicelik ve say1 ¢esitliligi, durumu daha fazla
biyuleyici kilmaktadir. Kapsamli bir arastirma

calismasi ve 1liman bolgelerdeki bir dizi klasik

ve modern yaymlar 1liman bolgedeki
zooplanktonlardaki siklomorfosizi ¢ok net
sekilde  ortaya  koymaktadir. Sicaklik

degisimleri ve predator baskisi gibi abiyotik ve
biyotik c¢evrenin etkisiyle olusan mevsimsel
olan bu degisiklikler canlilarda Ssavunma
mekanizmas1 olarak hayatta kalim oranlarini
artirict bir etkiye sahiptir. Tim bunlardan yola
cikilarak siklomorfosizin  canlilar igin 2
nedenle gerceklestirildigi ortaya konulmustur.
Sicak sularda vizkozitenin azalmasi canlilarin
batma hizim1 artirmaktadir. Bu nedenle yaz
sularinda meydana gelen uzamis yapilar ylizey
alanin1 genisleterek canliya yuzmede kolaylik
saglamaktadir. Bunun disinda siklomorfosiz
predatérden korunma yéntemi olarak
gelistirilmis bir savunma mekanizmas1 olarak
da islev gOrmektedir. Avcit varhiginda
(Asplancha’da oldugu gibi) avci tarafindan
salgilanan kairomonlarin Brachionus
calyciflorus’taki gibi blylk spin olusumuna
neden

veya uzantilara oldugu yapilan

deneylerle ortaya konmustur.
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yaralanmaya neden olmayacagint bildiririz.

Makaleye ait tim materyaller (kabul edilen veya reddedilen fotograflar, orijinal sekiller ve digerleri), bilim ve yayin kurulunca bir yil siireyle
saklanacak ve daha sonra imha edilecektir.

Bu belge, tim yazat/yazarlar tarafindan imzalanmalidir. Butin imzalar, 1slak imza olmalidir.

*Yazar(lar) Ad1 ve Soyadi Adresi Tarih imza

*Satir sayist, yazar sayist kadardir. Yetersizse artirilabilir.

Makalenin Edit6rler Kurulunca yayina kabul edilmemesi durumunda bu belge gegersizdir.
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Makaleler, A4 (210 mmx297 mm) boyutunda 12 punto Times New Roman yazi tipinde ve gift satir aralikli yazilmalidir. Sayfanin
saginda, solunda, altinda ve Ustliinde 2.5’er cm bosluk birakilmall ve yazilar saga—sola dayali olmalidir. Makalenin her sayfasi ve
satirlari numaralandiriimahdir. Yazar ad(lar)i agik olarak yazilmali ve akademik unvan belirtiimemelidir. Tirkge hazirlanan makaleler
Turk Dil Kurumu’nun son yazim kilavuzu dikkate alinarak yazilmaldir.

Makale: Tiirkge Baslk, Tiirkge Oz, Anahtar Kelimeler, ingilizce Baslik, Abstract, Keywords, Giris, Materyal ve Metot, Arastirma
Sonuglari, Tartisma, Tesekkiir (varsa), Kaynaklar bolimlerinden olusmalidir. Bélim adlari koyu yazilmalidir. Varsa her bir sekil ve
tablolar makale igerisinde bahsedildikleri yerden sonra sirayla yerlestiriimelidir.

Baslik: Kisa ve aciklayici olmali, 14 punto ve koyu, kelimelerin ilk harfi bUytk olmali, ortalanarak yaziimali ve 15 kelimeyi gecmemelidir.
ingilizce baslik Tiirkge bashgi tam olarak karsilamali, 14 punto ve koyu yazilmahdir.

Oz: Tiirkge ve ingilizce 6zlerin her biri 300 kelimeyi gecmemelidir. Tirkge ve Ingilizce 6zlerde sirasiyla “Oz” ve “Abstract” kelimeleri
kullaniimahdir. Oz, galismanin amacini, nasil yapildigini, sonuglari ve sonuglar iizerine yazar(lar)in yaptigi degerlendirmeleri icermelidir.
Oz ve Abstract kisimlarinda kesinlikle referans kullanilmamahdir.

Anahtar Kelimeler: Ozlerin 1 satir altina, her anahtar kelimenin ilk harfi bilyik digerleri kiigiik harflerle, mimkiinse baslikta
kullaniimayan, galismayi en iyi bicimde tanimlayacak en fazla 6 anahtar kelime yaziimalidir.

Giris: Bu bélimde; galisma konusu, gerekgesi, konu ile dogrudan ilgili nceki galismalar ve ¢alismanin amaci verilmelidir.

Materyal ve Metot: Bu bélimde makalede kullanilan materyal ve metot agikga belirtiimelidir.

Arastirma Sonuglari: Elde edilen sonuglar verilmeli, gerekirse cizelge, sekil ve grafiklerle desteklenerek bulgular aciklanmalidir. Elde
edilen bulgular tekrardan kaginilmasi amaciyla ya cizelge yada grafik olarak verilmelidir. Istatistiki olarak énemli bulunan faktérler,
uygulanan istatistik analiz teknigine uygun karsilastirma yontemi ile yorumlanarak ilgili istatistikler tizerinde harflendirme yapilmalidir.
istatistiki analiz yonteminin dogru secilmedigi velya analizin geregi gibi yapilmadigi durumlarda editérler kurulu makaleyi degerlendirme
disinda tutabilir.

Tartisma: Bulgular galisma ile ilgili glincel makalelerle tartisiimall, ancak gereksiz tekrarlardan kaginilmalidir. Bulgularin baska
arastirmalarla benzerlik ve farkhliklari verilmeli, nedenleri agiklanmalidir.

Tesekkiir: Mimkiin oldugunca kisa olmali ve yapilan katki ifade edilerek verilmelidir.

Kaynaklar: Eserde yararlanilan kaynaklara iliskin atif metin iginde “(Yazarin soyadi, yil)’ yéntemine gore yapimalidir. Ornek:
(Yildiztugay, 2006), (Yildiztugay ve Kiiciikédiik, 2012). Yazara atif yapilirsa sadece yayinin yili parantez igine alinmalidir. Ornek:
Yildiztugay (2006)'a gére ya da Bagci ve Kigiikddik (2000). Ug ya da daha fazla yazar igin makale igindeki atifta Tiirkge makalelerde
“ve ark.” ; Ingilizce makalelerde “et al.” kullaniimalidir. Ornek: (Yildiztugay ve ark., 2014), (Yildiztugay et al., 2014) veya Ozfidan-
Konakei ve ark. (2015)e gdre. Ayni yazarin ayni yil icinde 1'den fazla yayini varsa, yildan sonra kiigiik harfler verilmelidir. Ornek:
(Yildiztugay ve ark., 2014a). Ayni yazarin birden fazla yayinina atif yapilacaksa yildan sonra noktali virgll (;) isareti ile ayirt edilmelidir.
Ornek: (Yildiztugay, 2012; 2013; 2014). Birden fazla atif yapilirsa atiflar arasinda noktali virgiil (;) kullaniimalidir. Ornek: (Yildiztugay ve
Kuglkoduk, 2012; Yildiztugay ve ark., 2014; Yildiztugay, 2006).

Kaynaklar béliminde metin iginde atifi yapilan tim kaynaklar alfabetik olarak (yazarlarin soyadlarina gére) ve orijinal dilinde verilir.
Dergi isimleri italik yazilmalidir. Kongre kitaplarinda Tiirkge ya da yabanci dilde 6zeti yayinlanmis calismalara atif yapilamaz.
Makaledeki yanlis atif ve kaynak gésterimlerine ait sorumluluk yazar(lar)a aittir.

Dergi:

Asada K (2006). The water-water cycle in chloroplasts: scavenging of active oxygens and dissipation of excess photons. Annu Rev
Plant Physiol Plant Mol Biol 50: 601-639.

Madhava Rao KV and Sresty TVS (2000). Antioxidative parameters in the seedlings of pigeon pea [Cajanus cajan (L.) Millspaugh] in
response to Zn and Ni stresses. Plant Sci 157: 113—-128.

Liu ZJ, Guo YK, Bai JG (2010a). Exogenous hydrogen peroxide changes antioxidant enzyme activity and protects ultrastructure in
leaves of two cucumber ecotypes under osmotic stress. J Plant Growth Regul 29: 171-183.

Kitap:

Kiling M, Kutbay HG (2008). Bitki Ekolojisi. Palme Yayincilik, Ankara.

Odum EP (1971). Fundamentals of Ecology, Third Edition, W.B. Saunders Company, London.

Kitabin Bir Boliimii:

Babaoglu M, Yorgancilar M, Akbudak MA (2001). Doku kdltiri: temel laboratuar teknikleri. (Editérler M. Babaoglu, E. Gdrel, S.
Ozcan), Bitki Biyoteknolojisi Cilt | Doku Kdiltiirii ve Uygulamalari, S.U. Vakfi Yayinlari, Konya, s. 1-35.

Eteve G (1985). Breeding for tolerance and winter hardiness in pea. In Hebblethwaite PD, Heath MC, Dawkins TCK (Eds) The pea
Crop: A Basis for Improvement. Butterworths, London. UK, pp. 131-136.

Yazari Belirtiimeyen Kurum Yayinlari:

TUIK (2012). Tarim Istatistikleri Ozeti. Tiirkiye Istatistik Kurumu, Yayin No: 3877, Ankara

internetten Alinan Bilgi:

FAO (2013). Production and trade statistics. http://www.fao.org/economic/ess/ess-trade/en/ (Erisim tarihi:02.10.2013)

Sekiller ve Tablolar: Sekil, grafik, fotograf ve benzerleri "Sekil", sayisal degerler ise "Tablo" olarak belirtiimelidir. Tim sekil ve tablolar
makalenin igine yerlestiriimelidir. Sekil ve tablolarin boyu tek sayfa diizeninde en fazla 16x20 cm ve gift siitun diizeninde ise genisligi en
fazla 8 cm olmalidir. Sekil ve tablolarin boyutu baskida ¢ikabilecek ¢dzunurlikte olmahdir. Arastirma sonuglarini destekleyici nitelikteki
resimler 600 dpi ¢ozinlrliginde "jpeg" formatinda olmalidir. Her tablo ve sekle metin icerisinde atif yapiimaldir. Tim tablo ve sekiller
makale boyunca sirayla numaralandiriimahdir (Tablo 1 ve Sekil 1). Tablo ve sekil basliklari ve agiklamalari kisa ve 6z olmalidir. Sekil
ve tablo baslik yazilari 10 punto, sekil ve tablolarin igindeki yazilar 9 punto, tablo alti yazilar 8 punto Times New Roman yazi
karakterinde olmahdir. Tablo ve sekillerde kisaltmalar kullaniimis ise hemen altina bu kisaltmalar agiklanmalidir.

Birimler: Tim makalelerde S| (System International d’Units) 6lgiim birimleri kullanilmaldir. Ondalik kesir olarak nokta kullaniimaldir
(1,25 yerine 1.25 gibi). Birimlerde “/" kullanilmamali ve birimler arasinda bir bosluk verilmelidir (m/s yerine m s™, J/s yerine J s, kg
m/s? yerine kg m s2 gibi). Sayi ile sembol arasinda bir bogluk birakilmalidir (4 kg N ha™, 3 kg m™ s72, 20 N m, 1000 s, 100 kPa, 22 °C
gibi). Bu kuralin istisnalari diizlemsel agilar igin kullanilan derece, dakika ve saniye sembolleridir (°, ' ve "). Bunlar sayidan hemen sonra
konmalidir (10°, 45', 60" gibi). Litrenin kisaltmasi “I” olarak belirtiimelidir. Climle sonunda degillerse sembollerin sonuna nokta
konulmamalidir (kg. degil kg).

Formiiller: Formdller numaralandiriimali ve formil numarasi formilin yanina saga dayal olarak parantez iginde gosterilmelidir.
Formdillerin yazilmasinda Word matematik islemcisi kullaniimali, ana karakterler 12 punto, degiskenler italik, rakamlar ve matematiksel
ifadeler diiz olarak verilmelidir. Metin igerisinde atif yapilacaksa “Esitlik 1” bigiminde verilmelidir (...iliskin model, Esitlik 1° de verilmistir).
Selguk Universitesi Fen Fakiiltesi

Fen Dergisi Editorltigu

42130 Kampus/KONYA

Faks: 0 332 241 24 99

E-mail: selcukfendergi@gmail.com

Web Sayfasi: http://dergipark.gov.tr/sufefd




e-ISSN: 2458-9411

Faculty

ience

ty Journal of Sc

Iversi

Selcuk Uni

http://dergipark.gov.tr'sufefd October 2018

2

Issue

44

Volume

§ f/ iCINDEKILER

//ﬂg“ (CONTENTS)

Bir Kez iyoniagmis Argon (Ar li)’da Gegis Olasiligi Hesaplamalari.................cocuseeeemssesssssssssennsnn107=116
The Calculation of Transition Probabilities in Singly lonized Argon (Ar Il)
Sule ATES, Yagmur Nuray ATES

M-Matrisleri UZering Bir ESHSIZIK ...........cueeeruurssmmessnmmsssessessmsssssesssessessssnessessrssssssssesssssssssssrsssens 117-120
An Inequality on M-Matrices

Ali OZDEMIR

Misir Ekmegindeki Fitik Asit Miktarini Etkileyen Faktorlerin Belirlenmesinde Yanit Yiizey Yontemi

R TNl o vera okt xsuraah asases s sl ussakiavssnssssvdasiasinsssusmiasmsassiiapissdsaisssasassmmisisasonssssaassvosssssonnn 121-134
Some Factors in the Effective Amount of Corn Bread Ph vtic Acid with Resnonse Siirface Method App roach

Duygu KILIG, Hiilya BAYRAK, Berrin OZKAYA

Bocek Dokularindan DNA izolasyonu Yontemlerinin Kalite, Verim ve Maliyet Aisindan
Karsilastiriimasi.... T T A T e e T O LT LT T L LS SRS 135-148
Comparison of DNA fsofar:on Methods From !nsect T:ssues m Tenns of Quality, Yield and Cost

Murat GULER, Filiz TOKGOZ, Ertan Mahir KORKMAZ, Mahir BUDAK

Deri Endiistrisinde Kullanilan Metilizotiazolinon igeren Antimikrobiyal Maddenin Referans Suslar
Uzerine Minimum inhibisyon Konsantrasyonu... ...149-156
Minimum Inhibition Concentration of an Antfmrcrob;a! Agenr Contammg Methyhsothfazofrnone Used in
Leather Industry Against Reference Strains

Pinar GAGLAYAN

Yumurtaya Verilen Siklofosfamid ve C Vitamini’nin Tavuk Embriyolar Uzerindeki Bazi Etkileri 157-173
Some Effects of Cyclophosphamide and Vitamin C Given in ovo on Chicken Embryos

Haiuk OZPARLAK, Biiient GELIK, Dondii BALTA

Bitki Patojeni Viriislerde Proteaz Tipleri ve FONKSiyonlari..........cccoovsnsnnsnsnsssssssnsssssssssssssseen 1 19—186
Protease Types and Functions of Plant Pathogenic Viruses
Serife TOPKAYA, Filiz ERTUNG

Planktonlarda Siklomorfozis UzZering DEMEmE............owevreeeeesreeseessesssmssesssssssssssssssessssssssssssssesssseseene 1 8 =202
A Review About Cyclomorphosis in Plankton .
Duygu BERDI, Evren YILDIZTUGAY, Mustafa KUGUKODUK, Ahmet ALTINDAG

Selcuk Universitesi Fen Fakiiltesi Dekanlig Alaeddin Keykubat Kampusu / KONYA L
Tel : 0332 223 8853, Faks : 0332 241 24 99, E-posta: selcukfendergi@gmail.com e-ISSN: 2458-9411



	Tam Sayı
	1
	Fen Dergisi kapak final
	1a. Ateş final
	Bir Kez İyonlaşmış Argon (Ar II)’da Geçiş Olasılığı Hesaplamaları
	Selçuk Üniversitesi, Fen Fakültesi, Fizik Bölümü, KONYA

	2. Özdemir final
	An Inequality on M-Matrices
	Manisa Celal Bayar University, Faculty of Science and Arts, Department of Mathematics, MANİSA

	3. KILIÇ final
	Mısır Ekmeğindeki Fitik Asit Miktarını Etkileyen Faktörlerin Belirlenmesinde Yanıt Yüzey Yöntemi Yaklaşımı
	Duygu KILIÇ1*, Hülya BAYRAK2, Berrin ÖZKAYA3
	*e-mail: duygukilic4@gmail.com

	4-Güler final
	Böcek Dokularından DNA İzolasyonu Yöntemlerinin Kalite, Verim ve Maliyet Açısından Karşılaştırılması
	Murat GÜLER1, Filiz TOKGÖZ2, Ertan Mahir KORKMAZ1, Mahir BUDAK1*
	*e-mail: mbudak@cumhuriyet.edu.tr

	5-ÇAĞLAYAN final
	6-Özparlak final
	Yumurtaya Verilen Siklofosfamid ve C Vitamini’nin Tavuk Embriyoları Üzerindeki Bazı Etkileri
	Haluk ÖZPARLAK1*, Bülent ÇELİK1, Döndü BALTA1
	1Selçuk Üniversitesi, Fen Fakültesi, Biyoloji Bölümü, KONYA
	*e-mail: hozparlak@selcuk.edu.tr

	7-TOPKAYA final
	Bitki Patojeni Virüslerde Proteaz Tipleri ve Fonksiyonları
	1Gaziosmanpaşa Üniversitesi, Ziraat Fakültesi, Bitki Koruma Bölümü, TOKAT
	2Ankara Üniversitesi, Ziraat Fakültesi, Bitki Koruma Bölümü, ANKARA
	*e-mail: serife.topkaya@gop.edu.tr

	8-Berdi final
	Planktonlarda Siklomorfozis Üzerine Derleme
	*e-mail: duygu.berdi@selcuk.edu.tr

	arka ek
	arka kapak_son copy
	Boş Sayfa

	arka kapak



