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ABSTRACT

Solar energy is one of the most important renewable energy sources.
Unfortunately, photovoltaic (PV) power systems have two major problems: the
conversion efficiency and the amount of electric power generated by solar panels
changes continuously with weather conditions.

Maximum power point tracking (MPPT) techniques should be used in
photovoltaic systems to maximize the PV panel output power by tracking
continuously the maximum power point (MPP) which depends on panel's
temperature and on irradiance conditions. Especially for low-cost implementations,
the perturb and observe (P&0O) maximum power point tracking algorithm is the
most commonly used method due to its ease of implementation.

Keywords: Solar energy, Maximum power point tracking, MPP,MPPT, P&O }

OZET
Glnes enerjisi en 6nemli yenilenebilir enerji kaynaklarindan birisidir. Ne
yazik ki fotovoltaik glic sistemleri iki biiytik probleme sahiptir: 1sinim-elektrik enerjisi
doénusturme verimliligi ve solar paneller tarafindan uUretilen enerji miktarinin hava
sartlar ile stirekli olarak degismesi. 5
PV sistemlerde, PV panel sicakligina ve 1sinima bagl olan maksimum glic :
noktasinin (MGN) surekli olarak takip edilerek PV panel ¢ikis glictiniin en yiksek i
seviyeye g¢ikartilmasi i¢in Maksimum Giig Noktasi izleme (MGNI) teknikleri
kullaniimalidir.  Ozellikle dusiik maliyeli uygulamalar igin Karistir ve Gézle
maksimum gli¢ noktasi izleme algoritmasi kolay uygulanabilir olmasi nedeniyle en
yaygin kullanilan yéntemdir.
Anahtar Kelimeler: Gunes enerjisi, Maksimum gtic noktasi izleyici, MGN, MGNI,
Karistir ve Gozle

Introduction

For the last few hundred years humans have been using up fossil fuels that
took around 400 million years to form and store underground. It has become clear
that, even if those reserves were unlimited, we could not continue to burn them
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with impunity. The resulting carbon dioxide emissions and increased global
warming would almost certainly lead to a major environmental crisis

Solar power, a clean renewable resource with zero emission, has got
tremendous potential of energy which can be harnessed using a variety of devices.

Solar power is an alternative technology that will hopefully lead us away
from our petroleum dependent energy sources. The major problem with solar panel
technology is that the efficiencies for solar power systems are still poor and the
costs per kilo-watt-hour (kWh) are not competitive, in most cases, to compete with
petroleum energy sources. Solar panels themselves are quite inefficient
(approximately 30%) in their ability to convert sunlight to energy.

Moreover, the solar cell |-V characteristic is nonlinear and varies with
irradiation and temperature. There is a unique point on the V-I or V-P curve of the
PV, called the Maximum Power Point (MPP), at which the entire PV system
operates with maximum efficiency and produces its maximum output power. The
location of the MPP is not known, but can be located, either through calculation
models or by search algorithms. Therefore Maximum Power Point Tracking
(MPPT) techniques are needed to maintain the PV array’s operating point at its
MPP.

To obtain this condition, in the other words, to work PV at MPP operating
point of the PV is adjusted by MPPT using DC-DC converter.

Many MPPT techniques have been proposed in the literature. Examples
are the Perturb and Observe (P&0) method, the Incremental Conductance (IC)
method (Hohm & Ropp, 2002), the Artificial Neural Network method (Sun, Wu, Li, &
Zhao, 2002) , the Fuzzy Logic method (Kottas, Boutalis, & Karlis, 2006).The P&O
and IC techniques, as well as variants thereof, are the most widely used.

The P&O algorithms operate by periodically perturbing (i.e. incrementing or
decrementing) the array terminal voltage and comparing the PV output power with
that of the previous perturbation cycle. If the PV array operating voltage changes
and power increases, the control system moves the PV array operating point in
that direction; otherwise the operating point is moved in the opposite direction. In
the next perturbation cycle the algorithm continues in the same way.

There are many different P&0O methods available in the literature. Most
common used P&0O methods are the classic, the optimized and the three-point
P&O algorithms. In the classic P&O technique, the perturbations of the PV
operating point have a fixed magnitude. In the optimized P&O technique, an
average of several samples of the array power is used to dynamically adjust the
magnitude of the perturbation of the PV operating point. In the three-point weight
comparison method, the perturbation direction is decided by comparing the PV
output power on three points of the P-V curve.

In this study, the classic P&O technique is implemented as MPPT
algorithm with SEPIC topology DC-DC converter.
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Material and Method
PV Model

The behavior of photovoltaic (PV) cells can be modeled with an equivalent
circuit included current source, diodes and resistors.

A photovoltaic module consist of a number of interconnected solar cells
encapsulated into a single unit.In order to predict the power extracted from the
solar modules and the module current-voltage (I-V) characteristics, it is important to
model the solar cell. Once the |-V characteristics of a single solar cell are
determined using the model, one must then expand that model to determine the
behavior of a PV array or module.

O
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Figure 1. Model of the PV cell

A solar cell model is shown in Figure1. The model takes in to account the
variation of the photoelectric current, whne the radiation and the temperature
changes, and also the variation of the diode saturation current, when the
temperature changes.In this thr current generator /oy reperesent the generated
photoelectric current. Rs and Rsh are the series and shunt resistance of the cell.

The general current-voltage characteristic of a PV panel based on the
single exponential model is:
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In order to construct a model of the PV module, which exhibits the
specifications described in the datasheet, using the above-mentioned single-diode
model, there are five parameters to be determined: lp, lp, A, Rs, and Rsy. All these
parameters is found without any measurement, using only the data from the
product datasheet. The method used here proposed by Sera et al (2007) is
implemented in MATLAB programs for simulation.
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In this study, the Suntech STP005S-12/Db PV module was chosen for
modeling. The module has 36 series connected monocrystalline cells and provides
5W peak power at standard test condition.

MPPT .

At a given temperature and insolation level, PV cells supply maximum
power at one particular operation point called the maximum power point (MPP).
Uniike conventional energy sources, it is desirable to operate PV systems at its
MPP. However, the MPP locus varies over a wide range, depending on PV array
temperature and insolation intensity. Instantaneous shading conditions and ageing
of PV cells also affect the MPP locus. In addition, the load electrical characteristics
may also vary. Thus, to achieve operation at the MPP, a time varying matching
network called the maximum power point tracking network (MPPT) is required that
interfaces the varying source and possibly the varying load (Gilbert, 1998).

MPPT System

Figure 2. MPPT system

MPPT system architecture is shown in Fig.2. In this study Direct Control
Method and SEPIC DC/DC converter are used. The controller for the system is
based on a high performance Microchip 16 bit DSPIC 30F4011 digital signal
controller.
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As shown in Fig.2. direct control method is simpler and uses only one
control loop, and it performs the adjustment of duty cycle within the MPP tracking
algorithm. The way how to adjust the duty cycle is totally based on the theory of
load matching explained before. The impedance seen by PV is the input
impedance of converter. The relationship to the load is:

1- D)’

Rin = %Rload
where D is the duty cycle of the SEPIC converter. Increasing D will decrease the
input impedance (Rin), thus the PV operating voltage moves to the left. Similarly,
decreasing D will increase Rin, thus the operating voltage moves to the right. The
tracking algorithm (P&O) makes the decision how to move the operating voltage.
(Hohm & Ropp, 2002).

The MPPT algorithm changes the duty cycle, then the next sampling of PV
voltage and current should be taken after the system reaches the periodic steady
state to avoid measuring the transient behavior. The direct control method can
operate stably for applications such as battery equipped systems and water
pumping systems.

MPPT Simulation with MATLAB

MPPT with a resistive load is implemented in MATLAB simulation and
verified. The simulated system consists of the Suntech STP005S PV model, the
ideal SEPIC converter, the MPPT control, and the resistive load (100Q).

The following flowchart, shown in Figure 3. explains the simulation of the
MPPT system. MPPT algorithm can also be simulated directly without resistive
load using MATLAB (Qi, 2005).

These simulations are performed using real irradiance data provided by
Castaner,L. and Silvestre,S. (2002). Set of data is the measurements of a cloudy
day in April in Barcelona, Spain. The data contain the irradiance measurements
taken every two minutes for 12 hours. Irradiance values between two data points
are estimated by the cubic interpolation in MATLAB functions. Therefore, data set
is reproduced using original data set in order that contain more samples.
Reproduced data set contain 43200 samples for 12 hours. -So, there is an
irradiance data for every second in new data set.




C.U Fen ve Muhendislik Bilimleri Dergisi Y11:2013 Cilt:30-4

| Lond radiancs tita

;:xm;m CARRTALEI] PRI B

P EGTR

| Ciglledain outpl poesr |

i |

T N

X
N T
L < Engadsan >
-

Figure 3. Flow chart of MPPTsimulation

Simulation and Experimental Results

The MPPT system simulation results are compared with the direct-coupled
PV system without MPPT. The irradiance data used here are the measurements of
a cloudy day in April in Barcelona, Spain, as mentioned before. The total electric
energy produced during a 12 hour period is calculated with MATLAB and tabulated
in Table 1. Theoretical energy production of the PV under mentioned irradiance is
calculated using equation below with MATLAB.

43200
E:( > Pmax)/3600 Wh
0

Theoretical maximum total energy produced during 12 hour period
Obtained by this way is 20.70 Wh. It is remembered that Pypp of the module is 5
W.
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Table 1. Energy assessment of MPPT system

Load resistance Without MPPT With MPPT
@ Energy (Wh) Efficiency Energy (Wh) Efficiency
45 11.80 0.57 20.66 0.99
100 16.37 0.79 20.66 0.99
145 1522 0.73 20.66 0.99

MPPT System Results

Input voltage and current values produced by DSPIC ADC at every
sampling are sent to PC via serial port. Followed figures are obtained using these
data. Irradiance is 0.2 kW/m? temperature is 25 °C, sampling time of the ADC is
500 ms and duty increment/decrement step is 0.2.

09

Module power (W)
© © o o o o o
N w S (6.} [} ~ [}
T T T T

o
HIN

o

[e]

9 10 11

12 13 14
Module wltage (V)

15

Figure 4. Operating points of the module
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Module Power-Voltage curve is given in Figure 4. This figure shows
instantaneous module power at every sampling while searching MPP. From
simulation results at 0.2 kW/m2 irradiance level VMPP is 15.31 V and PMPP is
0.84 W. At the MPP, measured values with digital multimeter are given in Table 2.

Table 2. Measured values at MPP

Vi I Py, Vour (V) Tour Pout Duty | Efficiency
) (mA) (W) (%) W)
15.6 47 0.733 8.2 81 0.664 | 336 0.905
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Conclusion

This study presents a simple but efficient photovoltaic system. It models
each component and simulates the system using MATLAB. Comparison result
shows that the PV model using the equivalent circuit in moderate complexity
provides good matching with the real PV module.

Simulations perform tests for the MPPT with Direct Vref Control and MPPT
with Duty Control using unreal and real irradiance data. Ideal SEPIC DC-DC
converter is used in this simulation. The results show that the PV system without
MPPT has poor efficiency because of mismatching between the PV module and
load. At the same time simulation result s show that the direct connected PV
system efficiency depends on load resistance. On the other hand, it shows that the
system with MPPT can utilize more than 99% of PV capacity. Assuming a DC-DC
converter has efficiency more than 90%, the system can increase the overall
efficiency by more than 32% compared to the system without MPPT.

In order to develop a simple low-cost system, this thesis adopts the direct
control method which employs the P&O algorithm. This control methed offers
another benefit of allowing steady-state analysis of the DC-DC converter, as
opposed to the more complex state-space averaging method, because it performs
sampling of voltage and current at the periodic steady state.

It performs simulations of the whole system and verifies functionality and
benefits of MPPT. Simulations also make comparisons with the system without
MPPT in terms of total energy produced by PV a day. The results validate that
MPPT can significantly increase the efficiency of energy production from PV and
the performance of the PV.Implemented low cost MPPT system can be used in the
commercial PV lighting and battery charging systems.
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ASIC DESIGN FOR ANN BASED CONTROLLER OF MEMS
ACCELEROMETER

MEMS Ivme Olgerin Yapay Sinir Agi Temelli Kontroliisii icin Uygulamaya Yénelik
Tim Devre Tasarimi

Zehan KESILMIS Murat AKSOY
Electrical-Electronics Engineering Electrical-Electronics Engineering
ABSTRACT

In this work, a neural network based Micro-Electro-Mechanical-System
(MEMS) accelerometer is designed. Analog neural network implementation for the
MEMS accelerometer is researched and specific hardware design is implemented.
Aim of the proposed neural network controller is to improve the performance of
capacitive MEMS accelerometer. The study has been performed in both MATLAB
and SPICE environment. Simulation results show that, proposed neural network
controller improves performance of MEMS accelerometer.

Key Words: Application specific integrated circuits, Artificial Neural Networks,
Closed loop systems.

OZET

Bu calismada, Yapay Sinir Agi (YSA) temelli bir Mikro-Elektro-Mekanik-
Sistem (MEMS) ivmedliger tasarlanmistir. MEMS ivmeséiger icin analog YSA
gerceklemesi arastirilmis ve &zel donanim tasarimi gergeklestiriimistir. Onerilen
kontrolctintin amaci, kapasitif MEMS ivmedigerin basarisini arttirmaktir. Bu galisma
MATLAB ve SPICE benzetim ortamlarinda gergeklestirimistir.  Sonuclar
gdstermektedir ki, YSA kontrolctisti MEMS ivmeotlgerin basarisini arttirmaktadir.
Anahtar Kelimeler: Uygulamaya yénelik ttim devre, Yapay Sinir Aglari, Kapali

cevrim sistemler.

Introduction

MEMS technology is widely used to produce micrometer scale sensors and
actuators such as micro mirrors, accelerometers, microphones and pressure
sensors. One of the well commercialized MEMS sensor is accelerometer. Various
controllers are proposed for MEMS accelerometers to improve the dynamical
behavior of the system. From control engineering point of view, MEMS
accelerometers can be classified in two groups as open and closed loop. For low
frequency applications which do not require a high degree of accuracy, MEMS
sensors compensated in open loop fashion. In open-loop accelerometers, the
capacitance difference of the sense elements is measured, and the output is
generated as measure of acceleration. Main drawback of the open loop devices is
limited linear range and nonlinear effect of the damping (Yazdi, 1998).

"Doktora Tezi-PhD. Thesis
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To obtain higher dynamic range from accelerometers closed loop control
strategies have been developed. In closed loop accelerometers a feedback voltage
is applied to feedback elements to generate force to counter balance the
accelerating force. This method is known as force-balance technique. By using this
method, seismic mass is held in the almost constant position under external
acceleration condition and hysteresis effect of mechanical springs and nonlinear
damping force almost eliminated.

Several closed loop control strategies are suggested for force-balancing
accelerometers, such as analog, Sigma-Delta Modulation (3AM) and sliding mode
based techniques (Yazdi, 1998). In conventional analog closed loop
accelerometer, a control voltage is applied to both electrodes to limit displacement
of the seismic mass as depicted in Figure 1. Such accelerometers contain
Proportional Integral Derivative (PID) controller that amplifies the imbalance in
sensing elements that is converted into a feedback signal (Vg). This feedback
signal used with bias voltage (Vg) to improve linearity of electrostatic force (Kraft et
al., 1998)

Mechanical Sensing Elemsnl_l

feedback

Analog out
PID —

J elements

paly-silicon
sprin,
pring Ve

Figure 1. Conventional analog closed loop accelerometer

Use of back stepping and sliding mode controllers proposed by Hassani et al. for
MEMS accelerometer (Payam, 2010; Hassani, 2007). However, these controllers
are not compatible with ASIC implementation. Hollocher and Memishian proposed
an innovative force-balanced technique controller. This technique uses high
frequency square wave with variable amplitude to excite feedback elements. Some
of closed loop accelerometers of the Analog Devices Inc. utilized with this method
(Hollocher and Memishian, 2003).

Use of an ANN was first proposed by Gaura to improve the performance of
the MEMS accelerometer (Gaura, 2001). The ANN was trained to approximate the
control algorithm. The desired approximation performed by a one hidden layer with
6 neurons. Aim of this controller is mimic the behavior of the Y AM controller with
using ANN. Similar control strategy which is proposed by Gaura can be easily
realized by using fuzzy logic method.

-10-
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As outlined above, open loop accelerometers have disadvantages and
analog and digital closed loop controllers have been proposed to eliminate these
disadvantages. An alternative approach is to employ a Neural Network Controller
(NNC) that can compensate the nonlinearities of the accelerometer.

In this work, analog ASIC of ANN based controller for capacitive MEMS
accelerometer is designed. The neural network implementation is chosen due to its
compatibility with IC technology.

Material and Method
Material

MEMS accelerometers consist of sensing element with control and
interface electronics circuits integrated on the same chip. Sensing element of
MEMS accelerometer is a mechanical element that can be displacing under
external acceleration. This displacement is measured by the pick-off circuit as a
measure of acceleration. Sensing elements can be easily modeled as spring-mass-
damper system. The differential equation for the displacement as a function of
external acceleration is given in Equation (1)

d’x  dx
ma, .. =m?+cg+kx ‘ 1

where, aj,, is external acceleration, m is seismic mass, ¢ is damping factor, k is
spring constant and x is displacement of seismic mass under external acceleration.
A top view of sensing element of MEMS accelerometer is depicted in Figure 2. The
sensing element is a surface micro machined poly-silicon structure and poly-silicon
suspension beams suspend this structure over the surface of the substrate (Kraft,
1998).
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Figure 2. Top View of sensing element

In conventional closed loop accelerometers, differential capacitors (comb
fingers) are divided as sense and feedback elements. The sensing capacitors are
supplied with the high-frequency signals (V) for capacitive sensing purposes and

11 -




C.U Fen ve Muhendislik Bilimleri Dergisi Y11:2013 Cilt:30-4

the feedback capacitors are preloaded with bias (V;) and feedback (V5) voltages to
generate counter-balance force. Feedback voltage is output of the pick-off circuit
and represents displacement of the seismic mass. Three voltages V,, V5 and V-
are superimposed on the electrodes and generated net electrostatic forces as
given Equation (2). ‘

W +V,+%) (V. -V, +V)
(do '—x)z (do +x)2

. )

F =1Nslt[
2

where, / is the length of fingers, t is the thickness, ¢ is the dielectric constant, x is
displacement of the movable fingers from its rest position and d, is the gap finger
to outer electrode. N stands for number of parallel capacitor pairs. In order to
operation of the closed loop MEMS accelerometer, the seismic mass is subjected
to four forces: the force caused by the acceleration, the elastic force of the flexure
structure, the counter-balance force and the damping force. Generally this counter-
balance force is maintained by electrostatic forces. The mathematical expression.
for the closed loop MEMS accelerometer is given in Equation (3).

=m—r+c—+kx (3)

It should be noted that the simulation of the mechanical device behavior
with surrounding electronics is important for mechatronic systems. Therefore,
putting the MEMS and electronic circuits together gives more realistic results.
SPICE is a general purpose electronic circuit simulation program and suited to
-solve linear and nonlinear electrical circuits. Also, it has the ability to handle
differential and algebraic equations.

The modeling and simulation of MEMS accelerometer and proposed controller is
performed in SPICE. Sensing element of the MEMS accelerometer model is
designed as behavioral model and NNC is designed in MOS transistor level.

Method :

ANNs are well known systems with their function approximation and can be
used effectively for the identification and control of dynamical systems. The ANN
can be used for controlling the MEMS accelerometers (Gaura, 2001). The ANN
training algorithm reads the input and output values in the training data set and
makes changes to the weight values to reduce the difference between the
predicted output and target output values. A Fuzzy Logic Systems (FLS) can be
implemented as a controller. For this purpose a FLS system is designed.

ASIC realization of Fuzzy Logic is a complex task that requires heavy
mathematical operations. It has been found that the burden in the FLS can be
reduced if it can be implemented in an ANN (Buja, and Todesco, 1994). Input-
output patterns of the ANN training data set are collected from the designed FLS.

-12 -
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Training data set contained 1000 samples and off-line back propagation is applied
as a training algorithm and training process is stopped when error goal of less than
10 is reached. The learning rate has been taken as 0.5.

Neural network hardware can be implemented using analog and digital
circuits. Digital neural network implementations necessitate the use of Analog to
Digital and Digital to Analog converter blocks that use extra chip area and power.
Analog circuits can be chosen due to high speed, low power consumption and
small chip area. That is the reason why analog implementation has been chosen
for proposed NNC design.

The proposed NNC consists of one hidden layer with six hidden neurons
and output layer with two neurons. It is fully analog in order to avoid analog to
digital conversion. The number of neurons in the hidden layer has been chosen in
order to have good approximation ability to control surface. Figure 3 shows the
developed neural network architecture.

] Output 1
(Top electrode)

Input (Ve)

Output 2

(Top electrode)

¢
N

I

Hidden Layer constiuted Qutout Layer consttuted
Input Layer by 6 neurons by2

Figure 3. Developed neural network architecture

Number of neurons has been kept as small as possible for simplicity in
hardware implementation. Training work is carried out in MATLAB environment
and optimum weight and bias values have been found. It is to be noted here, the
synaptic weights of the neural network are determined off-line.

Role of the artificial neuron model is amplify the input proportional to the
respective weight value and add bias value and to apply nonlinear Activation
Function (AF) to the processed signal. Mathematical expression for the artificial
neuron is given in Equation (5).

Ve =tanh{bj+zn:xlw/.] %)

j=1

-13-
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where tanh is AF of neuron, wj is the connection strength or weight of synapse
associated with the jth input and x; is the neuron input and y; is the output of the
neuron and b; is bias (Haykin, 2008). Proposed NNC designed with AMI 05 process
technology in ‘MOS transistor level. Mechanical sensing element of the MEMS
accelerometer is modeled in SPICE by using behavioral modeling (Chen et al,,
2010). Input of the proposed NNC is directly connected to the capacitive pick off
block and output is connected to drive electrodes (feedback elements).

Analog Multiplier

In this work, multiplication function has been achieved by four quadrant
multiplier circuit (Saxena and Clark, 2002). This multiplier has been chosen for its
simplicity and ability to accepting single ended voltages as input. Multiplier consists
of ten MOS transistors. Circuit diagram is depicted in Figure 4. Output (current) of
the multiplier is proportional to the inputs (voltage). For increasing linearity voltage
level of the mput is kept low. Multiplier circuit has been designed to multiply input
signals ranging from -1V to 1V.

Ve

M; |} |

I
M }-—1: . M b b
_;—It M, Via [: M. Via D—”:} M,

Ve

Figure 4. Four quadrant multiplier cell

V,,; and V,,, are stand for input voltages and /,, is output current of multiplier.
Performance of multiplier circuit has been evaluated using LTSPICE. Simulation
results show that for a 5V power supply and -2.4V bias, the linear range of the
multiplier is more over than 1V range. Power dissipation of the multiplier is
4.67mW. These results make it suitable for analog neural network implementation.
Equation for the output of the multiplier is given in Equation (6).

Lo = ~2KV,Vins ©)

-14 -
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The activation function

One of the important blocks of the analog ANN implementation is activation
block and it is designed with modified version of the differential pair (Al-ruwaihi,
2002). Circuit diagram of the activation function is depicted in Figure 5. This circuit
contains V, pin that is used to control slope of the transfer function. This makes it
suitable as a single building block to generate variety of activation functions.

Yo

ib ami03.txt

Figure 5. Circuit schematic of the AF block

Hardware implementation of the tanh function tends to deviate from ideal
tanh function. Because of this deviation standard training programs may generate
faulty results. A MATLAB NN training program was written to eliminate variation of
hardware sigmoid function. This program uses hardware tanh function instead of
ideal tanh function.

Conclusion

As previously mentioned, simulations of the open, closed and proposed
accelerometer have been performed in LTSPICE environment. Sine shaped
acceleration signals with frequency of 40Hz applied to open loop accelerometer
model and result are depicted in Figure 6. Nonlinear effects of the system can be
easily noticed on this case. Displacement of the seismic mass is a sine wave for
smaller magnitudes, however for larger magnitudes it gets slightly deformed.

-15 -
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Figure 6. Response of the open-loop system for sine inputs

Simulation of the open loop accelerometer shows that such accelerometer
can work linearly in +3g range. As previously mentioned, nonlinear effects of the
damping and electrostatic force are increasing with deflection of the seismic mass.
Limited performance of the open loop accelerometer shows that designing of a
closed loop system is not a trivial task. To obtain higher range from same
accelerometer, it is necessary to closing its loop and limiting the displacement of
the seismic mass.

Comparative simulations have been made for a conventional and the
proposed accelerometer. Normalized transfer characteristic of the two
accelerometers over the +38g range depicted in Figure 7. The responses due to
the proposed and PID controller are depicted with solid and dotted curves,
respectively. It can be seen from figures that dynamic range of the proposed
accelerometer is wider than conventional one. Also hysteresis effect is almost
eliminated. NNC showed a better performance in the response specification as
compared to the PID controller.
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Figure 7. Transfer characteristics
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Normalized responses of conventional (dashed line) and proposed
accelerometers (solid line) to the step shaped accelerations are depicted in Figure
8. According to given figure, the proposed controller has faster than in settling time
response in comparison with the PID controller.
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Figﬁre 8. Response to the step shaped acceleration

Responses of the both open and closed loop cases are depicted Figure 6-
8. When open loop and closed loop cases of the accelerometer are compared, it
can be easily seen that response of the close loop is much faster than open loop.
From results of the closed loop cases one can easily notice that output is much
closer to the input acceleration. Table 1 compares the performance of closed loop
controllers. Settling time of the conventional closed loop and neural network based
accelerometers are 0.5ms and 0.25ms respectively. The NNC is producing zero
steady state error.

Table 1. Comparison between PID and NNC
Controller Overshoot Rise Time Setting Time

PID 6.8% 0.1ms 0.5ms
NNC 0 0.2ms 0.25ms

When closed loop. cases of the accelerometer are compared, proposed
controller maintains smooth, non-oscillatory transient response without overshoot.
Conventional and proposed controllers were compared respecting several criteria,
such as response time, linearity and range. Results showed performance of the
proposed NN based controller is better than conventional one.

This work focused on the design of a neural network based active control
system to improve the range and response time of MEMS accelerometer. More
importantly, it has the obvious effect to reduce the displacement of the seismic
mass to reduce nonlinear effects. Simulated data have demonstrated the
effectiveness of the proposed approach for improving range of accelerometer.
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Also, results show that response of the proposed controller is better than
conventional one. According to the author's best knowledge, the analog ASIC
implementation for the MEMS accelerometer is reported for the first time. Proposed
controller is fully analog and it eliminates to necessity of the digital to analog
conversion and once the NN based ASIC has been built weights of the NN can be
easily set to control different requirements of application.
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BACILLUS SUBTILIS'ten TERMOSTABIL LiPAZ URETiMi VE
KARAKTERIZASYONU*

Production and Characterization of A Thermostable Lipase From Bacillus sp.

Deniz TANRISEVER Hatice KORKMAZ GUVENMEZ
Biyoteknoloji Anabilim Dali Biyoloji Anabilim Dall
OzET

Bu calismada yag fabrikasindan alinan toprak érneklerinden 27 bakteri
susu izole edilmis, bunlar Bacillus sp. olarak tanilanmistir. S6z konusu suslarin 8
(%29,62) tanesi lipolitik aktivite gdstermistir. Tributyrin agarda en yuksek lipaz
aktivitesi gésteren TKL-25 nolu izolat lipaz Oreticisi olarak segilmistir. En iyi enzim
Uretimi pH=10.0 ve 40°C'de gergeklesmistir. Enzim pH=4.0-9.0, 20-110°C
araliinda aktivite gostermis, optimum aktivite pH 5.0'de, 80°C'de saptanmistir.
Enzim 50-120°C arasindaki sicakliklarda 30 dk inklilbasyona birakildiktan sonra
aktivitesini 50°C’de %176, 60°C'de %209, 70°C'de %176, 80°C'de %192, 90°C'de
%161, 100°C'de %171, 110°C'de %135, 120°C'de %124 korumustur.

Bacillus subtilis TKL-25 nolu sus mezofil, tretilen enzim asido-termofilik-
termostabil karakter géstermektedir. Lipaz Ureticisi susun mezofil, tretilen enzimin
termofil olmasi, fermentasyon prosesi siiresince enerji gereksinimi bakimindan,
endustriyel boyuttaki tUretimlerde énemli bir avantaj saglayacaktir.

Anahtar Kelimeler: Asido-termofil-termostabil Lipaz, Bacillus sp. TKL-25,
Tributyrin Agar :

ABSTRACT

In this study, 27 bacterial strains isolated from the oil factory soil samples
and identified as Bacillus sp. Eight of these strains (%29,62) showed lipolytic
activity. Strain TKL-25 which showed the best lipase activity of these strains
selected as the producer of lipase. Strain TKL-25 showed the best lipase activity
on a tributyrin plate (the largest hydrolysis zone) was selected as a producer of
lipase.The best enzyme production took place at pH 10.0, 40°C. The enzyme was
active at pH 4.0-9.0, 20-110°C, optimum activity was determined at pH 5.0, 80°C.
After a treatment of 30 min. at 50-120°C, activity of the enzyme was conserved
%176 at 50°C, %209 at 60°C, %176 at 70°C, %192 at 80°C, %161 at 90°C, %171
at 100°C, %135 at 110°C, %124 at 120°C.

Bacillus subtilis TKL-25 strain is a mesophilic bacteria, the enzyme from
this has an acido-thermophilic-thermostable feature. This will provide a great
advantage in the industrial productions along the fermentation process for the
energy requirement.

Key Words: Acido-thermophilic-thermostable Lipase, Bacillus sp. TKL-25,
Tributyrin Plate

"Yiiksek Lisans Tezi-MSc. Thesis
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Giris

Enzimler, proteinlerdir ve ¢ok sayida reaksiyonu Katalizlerler. Canli
sistemlerde enzimler, hicrelerin® bliylime, onarim ve devamhhginin yani sira
makromolekiillerin enerjiye ve yeni materyallere transformasyonunda fonksiyon
gésterirler. Dolayisiyla butun canlilar, 6zellikle de hayvanlar, bitkiler ve
mikroorganizmalar enzim kaynagidirlar. Ancak, endustriyel enzimlerin ticari
uygulamalari igin mikroorganizmalar cesitli enzimlerin en 6nemli kaynaklaridir
(Ibrahim, 2007). Enzimler bllylk bir enduistriyel potansiyele sahip olup bitki, hayvan
ve mikroplar gibi cesitli kaynaklarda fazlaca bulunurlar. Mikroorganizmalar
biyokimyasal gesitlilikleri, kiitle kultirinun kolayhigi ve ayni zamanda genetik olarak
modifiye edilebilmelerindeki rahatliktan dolayi bitki ve hayvanlari enzim kaynaklari
olarak geri planda birakmaktadirlar (Banerjee ve ark, 1999).

Endustriyel  agidan  6énemli - butun  enzimler igerisinde,  cesitli
uygulamalarindan dolayi en gok proteazlar ve lipazlar kullaniimaktadir. Proteazlar
hidrolitik enzimlerdir ve en fazla uygulama alanlari ¢amasir deterjanlaridir
(Banerjee ve ark, 1999). Bunun yani sira gida endustrisinde peynir yapimi ve
firnlama, ilag endustrisinde Ulser ve yaralarin tedavisi igin kullanilan antibiyotikli
bilesimlerde de kullanim bulurlar (Mala Rao ve ark, 1998). Proteazlar deri isleme
endustrisinde tuylerin gideriimesinde etkin bigimde kullanilirlar (Nilegoankar ve ark,
2006). Lipazlar da énemli derecede endustriyel potansiyele sahiptir ve deterjan
katkilar (Gerritse ve ark, 1998) ve peynir olgunlastirma, pisirmede vs. lezzetin
arttiriimasi igin gida katki maddeleri olarak (Kauzlauskas ve Bornscheuer, 1998)
umut verici kullanimlar bulurlar. Lipazlar, ilaglar igin kiral yap! blokérli sentezinde
(Patel ve ark, 2005) ve kisisel bakim urtinlerinin bileseni olarak (Maugard ve ark,
2002) kullantliriar.

Lipazlar (triasilgliserol asilhidrolazlar; EC 3.1.1.3) yag-su interfazi
tizerinden trigliseridlerin gliserol ve serbest yag asitlerine hidrolizini katalizleyen bir
cesit hidroliz sinifidir. Ayrica, lipazlar esterlerin sentezinin yani sira diger esterlerin
hidrolizini ve transesterlesmesini katalizlerler ve enantioselektif &zellikler
gosterirler. Lipazlarin g¢ok spesifik kimyasal transformasyon gergeklestirme
yetenegdi onlara gida, deterjan, kozmetik, organik sentez ve ilag endistrisinde
gittikge artan bir popularite kazandirmistir (Park ve ark, 2005; Gupta ve ark, 2007;
Grbavcic ve ark, 2007; Franken ve ark, 2009).

, Birgok mikroorganizma, bakteri, maya ve mantarlar ekstraselliler lipazlarin
potansiyel Ureticileri olarak bilinirler (Abada, 2008). Mikrobiyal lipazlar genellikle
ekstraselulerdirler ve Uretimleri sicaklik, pH ve ¢ozUnmis oksijen gibi
fizikokimyasal faktérlerin yani sira besiyeri igerigi ile de blytk 6lglide
etkilenmektedir. Lipazlar uyarilabilir enzimler olduklarindan, lipaz aktivitesinin
ekspresyonu icin ana faktériin her zaman karbon kaynagi oldugu belirtilmistir. Bu
enzimler genellikle yag gibi bir lipid veya triasilgliserol, yag asitleri, hidrolizienebilen
esterler, Tween'ler, safra tuzu ve gliserol gibi bagka uyaricilarin varliginda tretilirler
(Sharma ve ark, 2001; Gupta ve ark, 2004). Birgok Bacillus sp. lipolitik enzimlerin
temel kaynag olarak bildirilmistir (Kim ve ark, 1994; Schmidt ve ark, 1994, Luisa ve
ark, 1997).
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Materyal ve Metod .
Bacillus sp. Suslarinin lzolasyonu

Toprak orneklerinden LB buyyona 10 g inokiilasyon yapilarak 16 saat
37°C’'de inkiibasyona birakiimistir. Sporlu bakterilerin tremesine olanak saglamak
amaciyla bakteri yogunlugu arttirilmis toprak érnegi, 15 dk. 80°C'de bekletilerek 6n
isleme tutulmustur. Ornek, jeloz besiyerine yayma metoduyla ekilmis ve 37°C’de
24 saat inkilbasyona birakilmistir. Inkiibasyonu takiben tek koloni seklinde tireyen
suslar N1 besiyerine ¢izgi seklinde ekilmis ve 37°C'de 24 saat inkilbasyona
birakilmistir. N1 agarda treyen ve koloni morfolojileri Bacillus'a benzeyen suslar
gram boyama metodu ile boyanmis, Gram (+), endospor olusturan suslar egik kati
jeloza ekilerek stok kulttrleri hazirlanmis ve ileriki calismalarda kullaniimak lzere
+4°C’'de muhafaza edilmistir (Fang ve ark, 20086).

Kati ve Sivi Besiyerinde Lipaz Aktivitesi Gdsteren Suslarin Saptanmasi

Kati besiyerinde lipaz aktivitesini saptamak amaciyla igerisinde %1
Tributyrin bulunan Tributyrin Agar besiyerine bakterilerin stok kultrlerinden gizgi
seklinde ekim vyapilarak 37°C'de 3 gin inkibasyona birakilmistir. 12 saat
araliklarla ekim c¢izgisi etrafinda olusan hidroliz zonu kontrol edilmis ve en yiiksek
aktivite TKL-25 nolu susta gértlmustir. Kati besiyerinde lipaz aktivitesi géstermis 8
sus (TKL-2, TKL-3, TKL-9, TKL-10, TKL-14, TKL-19, TKL-20, TKL-25), Tributyrinli
sivi besiyerinde 3 giin 37°C’de Uretilmistir. Kulttr 8000 devirde 20 dk., +4°C'de
santrifl)j edildikten sonra enzim soguk etanol (Et-OH) ile 1 gece ¢okturtlmustur.
Standart yontemle enzim aktivite tayini yapilmis ve 410 nm’'de spektrofotometrede
aktivite saptanmistir (Chiou ve Wu, 2004). iclerinde en yiiksek aktiviteyi TKL-25
nolu izolat gdstermistir. Bu calismada lipaz dreticisi olarak TKL-25 nolu izolat
kullanmimistir.

Enzimin Optimum Aktivite Gosterdigi pH Araliginin Saptanmasi

Enzim aktivitesi Uizerine pH’'nin etkisini belirlemek amaciyla substrat olarak
p-NPP ve 5 farkli tampon sistemi (Glisin-HCI Tamponu: 3.0-3.6, Sodyum Asetat
Tamponu: 4.0-5.6, Fosfat Tamponu: 6.0-7.6, Tris-HCl Tamponu: 7.4-9.0, Glisin-
NaOH Tamponu: 9.6-10.6) kullanilmistir (Temizkan ve Arda, 2008). Aktivite tayini
icin 0.2 mL enzim sollsyonu 1 mL substrat ¢ézeltisi ve her pH degerindeki tampon
ile karigtirilarak 37°C'de 5 dk. sireyle inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonunda
reaksiyon 2 mL 0.5 N Na,CO; ¢ozeltisi ilave edilerek durdurulmustur.

Sonuglar spektrofotometrede 410 nm dalga boyunda kére Kkarsi
okunmustur. Denemeler her pH icin 3'lu tekrarlar seklinde gercgeklestirilmistir. En
yUksek absorbansin elde edildigi deger optimum pH olarak saptanmistir (Leow ve
ark, 2007).

Enzimin Optimum Sicaklik Araliginin Saptanmasi
Standart metodla 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 110, 120°C
sicakliklarda aktivite tayini yapilmis ve lipaz aktivitesinin en ytiksek oldugu sicaklik
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saptanmistir (Berekaa ve ark, 2009). Aktivite tayinleri icin 20-60°C araligindaki
denemelerde su banyosu, 70-120°C’deki denemelerde yag banyosu kullaniimistir.

Enzimin Sicaklik Stabilitesinin Saptanmasi

Enzim 50, 60, 70, 80, 90, 100, 110, 120°C'lerde 30 dk bekletildikten sonra
standart aktivite tayini yapimistir. Enzimin orijinal aktivitesini saptamak amaciyla
6n inktibasyona tabii tutuimamis enzimin optimum sicaklik ve pH'da aktivitesi
sletimustur ve bu deger 100 kabul edilmistir. Elde edilen sonuglara gére kalan
aktivite % olarak saptanmistir (Berekaa ve ark, 2009).

Bulgular ve Tartisma
Bacillus subtilis TKL-25 nolu sustan uretilen lipaz enzimi pH 4.0-9.0
araliginda aktivite géstermistir, fakat en ytiksek aktivite pH 5.0'de saptanmistir.

100
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2 .
£ 40 ’
< ,
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Sekil 1. Enzimin optimum aktivite g&sterdigi pH araligi

Leow ve ark (2007), Geobacillus sp.'nin termoalkalifilik T1 lipazinin
optimum pH'sini 9.0 olarak bulmuslardir. Literattrlerde belirtilen lipazlar genlikle
notr ve alkali pH'larda optimum aktivite gésterirken, bu ¢alismada Uretilen TKL-
25'in lipazi asidik ézellik géstermektedir. '

Enzim denenen buiitiin sicakiiklarda aktivite gostermis ancak en yuksek
aktivite 80°C’de saptanmistir.
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Sekil 2. Enzimin en yuksek aktivite gosterdigi sicaklik aralig

Lee ve ark (1999), Bacillus thermoleovarans ID-1 lipazinin en yuksek
aktivite gésterdigi sicakligi 70-75°C olarak bildirmislerdir. Enzimin optimmum aktivite
gosterdigi  sicakiigin elde edilen literatur bilgileriyle uyum igerisinde oldugu
goérulmektedir. Bacillus subtilis TKL-25 no’lu sustan elde edilen lipaz enzimi 50-
120°C arasindaki sicakliklarda 30 dk &n inkilbasyona birakildiktan sonra butiin
sicakliklarda aktivitenin arttigi gézlenmistir. Aktivite 50°C’'de %176, 60°C’'de %209,
70°C'de %176, 80°C'de %192, 90°C'de %161, 100°C'de %171, 110°C'de %135,
120°C'de %124 korunmustur.
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Sekil 3. Enzim kararlihiina sicakligin etkisi
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Berekaa ve ark (2009), Geobacillus stearothermophilus lipazinin 70°C’'de
15 dk inkilbasyon sonunda orijinal aktivitesinin %84.84'Unli  korudugunu
saptamiglardir.

Sonug ve Oneriler ‘

Uretilen lipazin aktivite gosterdigi optimum sicaklik 80°C, pH=5.0,
bulunmakla beraber genis bir pH (4.0-10.6) ve sicaklik (20-110°C) araliginda
aktivite saptanmistir,

Ancak optimum aktivite kosullarina gére enzim asido-termofil lipaz olarak
tanimlanmistir.

Sicaklik stabilite sonuglarina bakildijinda enzimin sicaklik artisiyla aktivite
artisi géstermesi dnemli bir ézellik olarak karsimiza gikmaktadir. Bu ézelligine gére
yiiksek diizeyde termostabil ifadesi kullanmak uygun olacaktir.

Tohum yaglarinin fiziksel olarak aritiimasi igin kullanilan bazi enzimatik
proseslerde, pH=5.0 ve 65°C dolayinda optimum kosullara sahip, 75°C civarindaki
yagdan lizofosfatidin seperasyonu uygulamasi i¢in bu sicaklikta stabil kalabilen
enzimler tercih edilmektedir (Klaus, 1998). Dolayisiyla bu reaksiyonlar
termotolerant lipazlarin kullanimi ile gelistirilmistir. Bu arastirmadan elde edilen
enzim ézellikle bu amag igin oldukga uygundur.
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vic-DioKsiM TUREVi METAL KOMPLEKS SENTEZLERI VE KARBON
NANOTUP UZERINDE METALIK DEPOZISYON iSLEMINDE
KULLANILABILIRLIKLERININ ARASTIRILMASI*

Synthesis of Vic-Dioksim Derivative Metal Complexes and Investigation of Their
Metal Deposition on Carbon Nanotubes

Sevilay YILMAZ Bilgehan GUZEL
Kimya Anabilim Dall Kimya Anabilim Dali
OzET

Bu calismada, ¢ncil olarak kullanilan anti-(4-trifloro metilaniline)glioksim,
anti-(4-perflorooktilanilin)glioksim ligandlari ile mevceut olan 1,2-
siklohekzandiondioksim ve dimetilglioksim ligandlarinin  Cu(OAc),.H,O ile
tepkimeleri sonucu Cu(ll) komplekslerl sentezlenm|§t1r Sentezlenen ligandlarin ve
metal komplekslerin yapilari 'H-NMR, ®C-NMR ve FT-IR spektrumlari alinarak
aydinlatimistir. Elde edilen kompleksler ile karbon nanotlp 0Ozerine metalik
nanopartikill depozisyon islemi gerceklestiriimistir.

Anahtar Kelimeler: Oksim, vic-Dioksim, Karbon Nanotip, Metal Kompleks

ABSTRACT

In this study, the oxime complexes are used as a precursor in the synthesis
of carbon nanotube-supported metal nanoparticles were investigated. In the similar
studies, the oxime complexes have not been used this field. For this purpose, vic-
dioxime type fluorinated ligands; anti-[(4-trifluoromethyl)aniline] glyoxime (1), anti-
[(4-perfluorooktil)aniline] glyoxime (2) and Cu(ll) complexes of the fluorinated
ligands(1),(2), 1,2-cyclohexanedione dioxime and dimethylglyoxime ligands Cu(ll)
complexes have been synthesized. Synthesized metal complexes have been used
deposition of the metal nano-particles on the nanotubes. The synthe5|zed
fluorinated ligands and the metal complexes have been characterized by using 'H-
NMR, *C-NMR and FT-IR.
Key Words: oxime, vic-dioxime, nanotiibe, metal complexes

Giris

Karbon nanotlip ylizeyine metal nanopartikil depozisyon islemlerinde
kullanilan énctiller incelendiginde genellikle asetilasetonat, trifloroasetilasetonat ve
hekzafloroasetilasetonat gibi bilinen ve kataloglarda yer alan komplekslerin
kullanildigr  gorulmektedir.  Bu  komplekslerde kullanilan diger ligantlar
hekzametiltrietilen, tetrametilenglikol dimetil eter, tetrametil heptadionat,
siklooktadien gibi ligantlar olup arastirmacilar yéntemin gelistirilebilmesi icin yeni
éncullerin sentezlenmesine ve daha fazla deneysel veriye ihtiyac duyuldugunu
bildirmektedir. Yaptigimiz ¢calismada oksim tlrevi kompleksler sentezlenmis ve bu
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komplekslerin karbon nanotlp destekli metal nanopartikill depozisyon isleminde
oncll olarak kullanimi arastirilmistir. Ayrica, literattrler arastirildiginda oksim
komplekslerinin bu amagla kullanimina rastlanmamistir. ‘

Oksimler farkli sekillerde sentezlenmektedir fakat, en ¢ok uygulanan
sentez y6ntemine goére; aldehit ve ketonlarin, hidroksil amin (NH,OH) ile
reaksiyonlar sonucunda olusan ve -C=N-OH grubu tasiyan bilesiklere oksim
denir. imin ise schiff bazi olarak bilinen ve yapisinda -C=N (azometin) grubu
bulunan bilesiklere denir ve oksim ismi, oksi-iminin kisaltmasidir. Oksimler,
aldehitlerden elde edilirlerse aldoksim, ketonlardan elde edilirlerse ketoksim olarak
isimlendirilirler. Ayrica Oksimler yaygin olarak O ve/veya N atomlariyla farkli
yollarla merkez atoma baglanabilen ¢ok yoénll ligandlar olarak tanimlanmaktadir.
Koordinasyon kimyasinda en ¢cok monooksimler ve vic-dioksimler kullaniimaktadir,
ayni zamanda organik molekuller oksim grubu sayisina gére; mono, di, tri ve tetra
oksimler de icermektedir.

NOH NOH

!
R—C==N—0H R—C—C—R

(a) ®
Sekil 1. (a) Basit oksim (b) Dioksimlerin genel gosterimi

Oksimler ; genellikle, renksiz ve eriklerinde bozunan maddelerdir. Sudaki
¢6zUnurltkleri azdir ve  sadece molekul agirlhigr kiglk olanlar dikkate deger
derecede ugucudur.(Singh ve Singh, 2003)

Yapisinda bulunan azometin (C=N) grubundan dolayi zayif bazik, hidroksil
grubundan dolayi da zayif asidik ¢zellik gésterirler, hem asidik hem de bazik ézellik
gtstermeleri nedeniyle amfoter madde sinifina girerler ve ¢ok kuvvetli asit ve
bazlarla tuz olustururlar (Singh ve ark., 1979). Ayni zamanda, zayif asidik
ozelliklerinden dolayi NaOH 'de, yapilarindaki. C=N gruplarindan dolayl bazik
karakterli olmalari sebebi ile de konsatre mineral asitlerde (der. HCI) ¢ézUnurler,
fakat su ile seyreltildiklerinde ctkerler. Béylece, hidrokloriir tuzlari elde edilir.
Ayrica CO; ile gokerler.

Organik ligandlardan biri olan oksimlerin yapisinda yer alan donér
atomlarin hibrit orbitalleri asagidaki sekilde goérlilmektedir. Bir adet ortaklanmamis
elektron ciftine sahip olan oksim azotu sp? iki adet ortaklanmamig elektron gifti
bulunduran oksijen atomu da sp® hibritindedir. Bu nedenle oksimler, cogu gegis
metali ile azot veya oksijen atomu Uzerinden farkli sekillerde koordinasyon bagi
yaparak kararli koordinasyon bilesikleri verirler (Chakravorty, 1974).

vic- Dioksimlerin, metallerle i¢ kompleks tuzlari olusumu sirasinda, oksim
gruplarindan biri asidik digeri bazik karakter gésterir(Pfeirrer ve Richardz 1928).
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Sekil 1.10. vic- Dioksimlerin Ig¢ Kompleks Tuzlari

Oksimler, tarimda, eczacilikta, yakit sanayinde ve bircok alanlarda
kullaniimaktadir. Oksim bilesikleri, selat olusturabilme, oksijen tutma, biyolojik
olarak kendiliginden parcalanabilme gibi &6zelliklerinin yaninda fotokimyasal ve
biyolojik reaksiyonlarda gosterdikleri olaganlistl etkileri sayesinde genis olarak
taninmakta ve degisen de@isen teknolojiye bagli olarak yeni kullanim alanlari
bulunmaktadir. Bunlardan bazilari; anti-oksidant ve polimer baslatici reaktifleri
olarak, yakitlarda oktan miktarinin arttirlmasinda, boyarmaddelerde ara uriin
olarak, degerli metallerin geri kazaniimasinda, deri ve dokuma sanayinde
yumusakhgi, su gecirmeme &zelligini saglamada, bécek ilaglarinda, bazi antibiyotik
ilaglarda (Ornegin, Sefalos Porinler), hormonlarda, fotografcilikta katki maddeleri
olarak, tatlandiricilarda, parfiimlerde vs.kullaniimalaridir. Oksimler organik, analitik,
anorganik, endustri ve biyokimyanin birgok alaninda degisik amaglarla
kullaniimaktadir. Bazi oksim ve onlarin gesitli alkil, oksi alkil ve amino tlrevleri
fizyolojik ve biyolojik aktif 6zelliklere sahip olduklari, ayrica motor yaglarinin,
boyalarin, epoksit recinelerinin vs. bazi &zelliklerinin iyilestirilmesi igin katki
maddesi olarak kullanildiklari bilinmektedir. (Fesenden, 1993).

Butin bu kullanim alanlarinin yani sira yapilan bu g¢alismada Cu(ll) ile
olusturulan c¢esitli oksim kompleksleri, nanotlpler uzerine metalik nano
parcaciklarin depozisyonu islemlerinde Kkullanilmistir. Bu amagla kullanilan
bilesikler incelendiginde c¢ogunlukla p-diketonat (asetilasetonat) tlrevi metal
komplekslerden yararlanildigi, oksim tlrevi metal komplekslerin ise kullaniimadigi
gozlenmistir.

Karbon Nanotiip Destekli Metal Nanopartikiillerin Kimyasal indirgemeyle
Yiikleme Metoduyla Uretimi

Gelistirilen yukleme yoéntemleri arasinda kimyasal indirgemeyle yiikleme
metoduyla nanotlip destekli nanopartiktl tretiminde nanopartikillerin yiklenmesi
islemi organik ¢ozticl ve stperkritik ¢ézlictl olmak Uzere iki farkl ¢éziict ortaminda
yapilabilmektedir. (L.A. Dobrzanski, 2010).

Organik Cozucli Ortaminda YUkleme: Karbon nanotip destekli
nanopartiktil Gretimi  ¢ozuct ortaminda iki farkh sekilde yapilabilmektedir.

-29-




C.U Fen ve Muihendislik Bilimleri Dergisi Y11:2013 Cilt:30-4

Bunlardan  birincisi, nanopartikillerin  énce sentezlenmesi ve sonrasinda
fonksiyonellestirilmis karbon nanottplerin Uzerine kovalent veya non-kovalent
etkilesim ile yiUklemesidir. ikincisi ise, karbon nanotiiplerin ylzeyine
nanopartikiillerin kimyasal indirgeme metodu ile dogrudan ytklenmesidir. Boyle bir
durumda karbon nanotiip-nanopartikil olusumu, nanopartikillerin indirgeme
reaksiyonuyla veya karbon nanotlplerin sablon olarak kullaniimasiyla
elektrodepozisyon islemiyle elde edilebilir. Kimyasal indirgeme ile ylikleme metodu,
karbon nanotiiplin aktive edilmesi, karbon nanottpler ile organik ¢éziicli ortaminda
karistirilan metal tuzunun karbon nanotlip yuzeyine adsorplanmasi ve sonra bu
metal tuzun indirgeyici bir ajan varliginda (NaBH,, sitrik asit, trifenil fosfin veya
etilen glikol) indirgenmesi olmak lizere lic basamakta gergeklestiriimektedir.

Materyal ve Metot
Materyal : :
Sentezlerde, saflastirma calismalarinda ve karbon nanotlp destekli-metal
nanopartikil Gretiminde kullanilan kimyasallar analitik saflikta olup; Sigma-Aldrich,
Strem firmalarindan temin edilmistir. Sentezlerde kullanilan ¢éztciler, uygun
kurutucular varliginda kurutularak ve igerisinde g¢éztinmis halde bulunabilecek
gazlardan arindirilarak kullaniimistir. Céztictlerin saflastirma islemleri, kullanimlari
ve sentezlerin tamami inert gaz atmosferi (argon veya azot) igerisinde
gercgeklestirilmistir.

Metot

Calisma kapsaminda ilk olarak gikis maddesi ve ligandlar daha sonra metal
kompleksleri sentezlenmistir. Son olarak da metalik onclller substrat Gzerine
adsorplanmis ve metalik forma indirgenmistir.

Dort tane vic- dioksim tirli ligand kullaniimistir. Bu ligandlardan anti-[(4-
triflorometil)anilin] glioksim ve anti-[(4-perflorooktil)anilin] glioksim ligandlari
sentezlenmis(Ozcan ve ark., 2002), 1,2-siklohekzandiondioksim ve dimetilglioksim
ligandlari ise Sigma-Aldrich firmasindan temin edilmistir. anti-[(4-triflorometil)anilin]
glioksim ve anti-[(4-perflorooktil)anilin] glioksim ligandiarinin sentezinde g¢ikis
maddesi olarak anti-kloroglioksim kullaniimistir ve bu madde literattirde (Ponzio ve
Baldracco, 1930) belirtildigi gibi sentezlenmistir.

Cikis Maddesinin Sentezlenmesi
Amphi-kloroglioksim Sentezi

64,45 g (0.9 mol) Hidroksilamin hidroklortir 80 mL suda ¢6zUldu ve tzerine
47,70 g (0.45 mol) sodyum karbonat yavas yavas eklendi. Nétralizasyon iglemi
bittikten sonra ¢ézeltiye 49,65 g (0.3 mol) kloral hidrat ilave edildi ve bir gece oda
sicakliginda kendi haline birakildi. Cézeltinin ylizeyinde ve tabaninda tabakalar
halinde ¢dkelti olustu. Bir gece bekleyen ¢ézelti igin buz-tuz banyosu hazirlandi ve
ortamin sicakligi -5 °C ile -10 °C arasina gekildi. Sicaklik -5 °C ‘yi gegmeyecek
sekilde sogutulan ve mekanik karistirici ile karistirilan ¢ézeltiye, 100 mL saf suda
¢ozllmils 54 g NaOH damla damla eklendi. NaOH ilavesinden sonra soguk haldeki
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karisima sicakligi -5 °C ile -10 °C arasinda tutmaya devam ederek 32 mL % 98 ‘lik
H,S04 damla damla ilave edildi. Asit ekleme islemi bittikten sonra ¢ézelti, sicaklik -
5 °C ile -10 °C arasinda tutularak 1 saat boyunca karistirildi. Olusan agik sari kati
buchner hunisi ile vakum altinda stzuldu ve vakum desikatériinde kurutuldu.
Kurutulan kati ve stzintl ayri ayn dietileter ile ekstrakte edildi ve eter fazlan
birlestirildi. Susuz magnezyum stilfat ile kurutulan eter fazi déner buharlastirici ile
ucuruldu. Eter fazi ugurulduktan sonra elde edilen beyaz kati belirli hacimdeki ve
50 °C sicakliktaki suda kristallendirildi ve beyaz renkli igne gibi ince uzun amphi-
kloroglioksim kristalleri elde edildi. Verim(%): 68, E.N: 150 °C'de bozunma. Elde
edilem Grtin der. HCl ile muamele edilerek anti-kloroglioksim elde edildi.

C:N der, HCL C:N
—_—

Kompleksin Sentezlenmesi

[(Anti-(4-triflorometil)anilin)glioksimato]bakir(ll) kompleksi anti-(4-
triflorometil) aniline ve Cu(AcO)2 kullanilarak sentezlenmistir. Bu kompleksin
eldesinde asagidaki metod kullaniimistir.

o o
Fi;C NH i
F;COW FH } N N M
=N Cu
+ Cu(OAc)—> N
1N Hoo o4 HN—QC&

O O\H/
(Anti-(4-triflorometil)anilin)glioksimato]bakir(ll) Sentezi

0.19 g (0.001 mol) Cu(OAc), .H,O 10 mL suda ¢ézuldi. 0.5 g (0.002 mol)
[anti-(4-triflorometil)anilin]glioksim ligandi 20 mL EtOH ‘de ¢oéztilerek Cu(OAc),.H,O
¢ozeltisi ligandin tizerine ilave edildi. Metal tuzunu eklerken PH 3.0-3.5 ‘den 4.0-4.5
‘a yUkseldi ve ekleme islemi bittikten sonra PH ‘1 7.0'a ayarlamak icin ortama %1
‘lik NaOH ‘in sulu gézeltisi eklendi. Cézelti 50-55 °C sicaklikta 15 dakika karistirildi.
Elde edilen kompleks suiziildii ve su ile yikanip 100 °C ‘de kurutuldu. Uriin 0.20 g
olup % 80 verimle elde edilmistir. E.N: 260 °C, (Ma:555,89 g/mol ), IR (KBr, v = cm’
') 3425(0....H-0), 1571(C=N), 1515(Ar(C=C), 1325(C-N), 1123-1066(C-F),
881(N-0O).

Metalik &ncllin destek materyali olarak kullanilan ¢ok duvarli karbon
nanotlipler (zerine adsorplanmasi kimyasal indirgemeyle yiikleme metodu
kullanilarak gergeklestirilmistir ve nanottip ylzeyine adsorplama islemi yapiimadan
once karbon nanottpler aktive edilmistir.

Cok duvarli karbon nanotlipler derisik H,SO,-HNO; (1:1) karisimi
icerisinde 24 saat karistirildi ve sonrasinda stiziilerek 500 °C ‘de 1 saat bekletildi.

231 -




C.U Fen ve Muhendislik Bilimleri Dergisi Y1:2013 Cilt:30-4

Ardindan, sogutulan ¢ok duvarli karbon nanottipler yine derisik H;SO4-HNO; (1:1)
karigimi igerisinde 6 saat karistirildi. Bu islemlerin ardindan stiztilen karbon
nanotiipler destile su ile pH=7 oluncaya kadar yikandi ve 60 °C ‘de kurutuldu
(Zhang, 2010).

Sentezlenen her bakir kompleksi icin ayr ayri su islemler uygulanmistir; 30
mg ¢ok duvarll karbon nanottip‘tin etanoldeki ¢ézeltisi tizerine kompleksin 10 mL
0.1 M etanoldeki ¢ozeltisi ilave edildi ve 1 saat boyunca 80 °C ‘de geri sogutucu
altinda karistirildi. Bu karisim (izerine indirgeme amaciyla kullanilacak olan KBH,
(0.1 M) ilave edildi. Elde edilen suspansnyon santriftij edilerek etanol ve su ile
yikandi ve 70 °C de kurutuldu. XRD: Cu('L),; 23° 43° ve 78° de zayif pikler
gézlenmistir. Cu(®L),; 25°, 36°, 43°, 46°, 78° de yayvan pikler gozlenmlstlr
Arastirma Bulgular ve Tartisma '

'L Bilesiginin "H-NMR spektrumu incelendiginde 9-10 ppm’de yayvan ve
singlet olarak gézlenen —OH pikleri; 8.35 ppm’'de —NH'a ait singlet pik; 7.50 ppm’'de
oksim karbonuna bagl Hidrojen (H-C=N) ve 6.7-7.2 ppm'de benzen halkalarina ait
dubletler vic-dioksimin dustnlldugt sekilde - sentezlendigini gostermektedir. Bu
degerler literatuirle uyum igerisindedir (Yildirim, B.; Ozcan, E).
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Sekil 1. 'L bilesiginin "H NMR spektrumu
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'L Bilesigi'nin IR spektrumu incelendiginde 3318 cm™ deki —OH, 1658-
1610 cm™ de C=N ve 1113 1128 cm™ de C-F gerilimlerine ait pikler gorulmektedlr
En 6nemlisi, 3404 cm™ de gozlenen —NH genhmlne ait pikin bu bilesikte ortaya
¢tkmasi, antikloroglioksim blleglglnde 748 cm™ de gorulen C-Cl gerilimine ait pikin
gorillmemesi ve 1322 cm™ de C-N gerilimine ait pikin belirgin bir sekilde ortaya
¢tkmast, 1658-1610 cm-1'de —C=C gerilmelerine ait pikler, florlu anilin bilesiginin
antikloroglioksim bilesigine baglandigini agik bir sekilde géstermektedir.

Sonug ve Oneriler

Bu calismada cikis maddesi olan anti-kloroglioksim, ligantlar; anti-£(4-
triflorometil)anilin]glioksim (L), anti-[(4-perflorooktil)anilin]glioksim (°L),
sentezlenmis ve bu ligandlarin Cu(OAc) ile tepkimesi sonucu [(anti-(4-
trn‘lorometll)anlIm)glloksmato]baklr(lI) ('K), [(Anti-(4-perflorooktil)anilin) glioksimato]
bakir(ll)(?K) kompleksleri sentezlenmistir. Bu kompleksleri yanisira haznr olarak
temin edilen ligantlardan (1,2-siklohekzandion dioksimato) bakir(INCK) ve
(dimetilglioksimato) baklr(ll)( K) komplekslen elde edilmistir. Sentezlenen ligant ve
komplekslerin yapilari "H-NMR, "*C-NMR ve FT-IR gibi yéntemlerle karakterize
edilmistir. Elde edilen komplekslerin karbon nanotlp destekli metal-
nanopartiktllerin sentezlenmesinde éncul olarak kullanimlari arastinimistir. Metal-
nanopartiktllerin sentezlenmesi kimyasal indirgeme ile depozisyon (ylkleme)
metodu kullanilarak gergeklestiriimis ve metal komplekslerin indirgenmesi organik
¢Ozlicti ortaminda yapimistir.  Olusturulan  metal-nanopartikuller XRD ile
karakterize edilmistir. Bu yontem kullanilarak elde edilen sonuglara gére *K ve “K
komplekslennde karbon nanotlp Uzerine herhangi bir metal birikimi gézlenmemis
'K ve 2K komplekslerinde ise diisitk oranda gézlenmistir.
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BAZI GiLEK GESIT VE GENOTIPLERININ MOLEKULER MARKOR
TEKNIKLERI ILE KARAKTERIZASYONU

Characteization of some Strawberry Cultivars and Genotypes by Molecular
Markers ‘

Serap GUNAYDIN Salih KAFKAS
Biyoteknoloji Anabilim Dal Biyoteknoloji Anabilim Dali

OZET

Bu calisma Turk ve yabanci orijinli 34 ¢ilek gesit ve genotipi arasindaki
genetik iligkileri ortaya ¢ikarmak amaciyla CAPS ve SSR DNA molekuler markér
teknikleri kullanilarak yapiimistir. Calismada 17 adet CAPS primer enzim
kombinasyonu ve 12 adet SSR primer cifti kullaniimistir. CAPS primer-enzim
kombinasyonlari 52'si polimorfik olan toplam 60 adet bant Gretmistir. Kullanilan
SSR primer ciftlerinden ise 145’ polimorfik olan toplam 150 adet allel elde
edilmigtir. Sonug olarak, gilek gesit ve genotiplerinin karakterizasyonunda, SSR
yéntemi CAPS teknigine gdre polimorfizm orani (PO) ve polimorfizm bilgi igerigi
(PBI) bakimindan daha ustin bulunurken, CAPS teknigi ise ayirma guict
bakimindan SSR yénteminden daha Usttin bulunmustur.
Anahatar Kelimeler: Cilek, Genetik benzerlik, SSR, CAPS, Fragaria x ananassa.

ABSTRACT

This study was performed to reveal the value of genetic relationship among
34 Turkish and foreign strawberry cultivars and genotypes using CAPS and SSR
DNA molecular markers. Seventeen primer-enzyme combinations in CAPS and 12
SSR primer pairs in SSR analysis were used. In CAPS analysis, 60 bands were
produced and 52 of them were polymorphic. In SSR analysis, 150 allels were
generated and 145 of them were polymorphic. As a result, SSR was better than
CAPS from the point of view of polymorphism rates and polymorphism information
contents, whereas CAPS was better than SSR from the point of view of resolving
power values, in the characterization of strawberry cultivars and genotypes.
Key Words: Strawberry, CAPS, SSR, Genetic similarity, Fragaria x ananassa.

Giris

Diinyada ve Ulkemizde ticari olarak yetistiriciligi yapilan gilekler, botanik
olarak siniflandiriidiklarinda Rosales takimi, Rosaceae (Gulgiller) familyasindan,
Fragaria cinsi igerisinde yer alir (Hancock ve Luby, 1993).

Anavatani Kuzey ve Gliney Amerika'dir. Kuzey yarimkurenin iliman iklim
bélgeleriyle birlikte, Guiney yarimkirede de genis 6lglide tarimi yapiimaktadir.
(Nacar, 2005). Ulkemizde gilek yetistiriciligi 1970'li yillarda baglamis, 6zellikle son

* Yiiksek Lisans Tezi-MSc. Thesis
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yillarda hizli bir artis géstermistir. Nitekim, 1970 yilinda 2100 ha alanda 9700 ton
trtin alinirken, 2005 yilinda 14.000 ha alandan 200.000 ton Criin alinmistir.

(Kafkas, 2004; Faostat, 2005).

Rosaceae familyasindan cilek cesitleri arasinda Fragaria x ananassa
(2n=8x=56) ekonomik dneme sahiptir (Basil ve ark., 2006). Fragaria cinsine bagli
olan yaklasik 20 yabani turiin kromozom sayilari x=7 ‘dir ve 4 poliploidi seviyesi
vardir. Bunlar diploid, tetraploid, hekzaploid ve oktoploid tirlerdir (Hancock, 1999).

Materyal ve Metot
Materyal 3 .

Arastirmada; Cukurova Universitesi Arastirma ve Uygulama Bahgesinden,
Yaltir Tarim A.$. deneme parsellerinden ve Ciltar LTD. STi. tarim alanlarindan
olmak (izere toplam 34 gilek ¢esidi materyal olarak kullaniimistir.

Metot
DNA izolasyonu, DNA Miktarinin Belirlenmesi ve DNA Konsantrasyonun PCR
Reaksiyonu igin Ayarlanmasi
34 adet ¢ilek gesidine ait yaprak ornekleri erken ilkbahar déneminde
toplanmistir. DNA izolasayonunda Qiagen DNeasy Mini kiti kullanilamistir.
Calismada her bir 6rnegin DNA miktari, konsantrasyonu belli lamda DNA
ile jel-elektroforez yontemiyle UV altinda karsilastirilarak belirlenmis ve 5 ng/ul
ayarlanmasi yine ayni sekilde konsantrasyonu belli lamda DNA ile karsilastirmak
suretiyle tahmini olarak yapilmistir.

CAPS Analizleri

25 pl amplifikasyon reaksiyonu 75 mM Tris-HCI, pH=8.8, 20 mM (NH,),SO,
2 mM MgCl,, %0.01 Tween 20, 100 uM dATP, 100 uM dTTP, 100 uM dGTP, 100
uM dCTP, her bir primerden 0.2 uM, 1.0 tinite Taq DNA polimeraz ve 10 ng DNA
icermistir.

CAPS analizlerinde Kunihisa ve ark.’nin (2003; 2005) gelistirdikleri 20
adet primer cifti ve enzim kombinasyonu (toplam 22 adet) kullaniimistir.

Sicaklik ve doéngll kosullari olarak, Kunihisa ve ark.’nin (2003; 2005)
gelistirdikleri metod kullanilmistir. Bu Grlinlerin gériintusti alindiktan sonra galisan
primerler belirlenmis ve daha sonra elde edilen PCR urliniinde uygun enzimlerle
kesimleri yapilmistir.

SSR Analizleri - ‘

12 ul amplifikasyon reaksiyonu; 75 mM Tris-HCI, pH=8.8, 20 mM
(NH4),S04, 2 mM MgCl,, %0.01 Tween 20, 200 uM dATP, 200 uM dTTP, 200 uM
dGTP, 200 uM dCTP, 50 nM 5' ucunda M13 universal primerinin baz dizisi
eklenmis ileri primer, 200 nM geri primer, 200 nM 5' ucu 6-FAM (mavi), VIC (yesil),
NED (sari) ve PET (kirmizi) ile isaretlenmis M13 Universal primer, 0.6 Unite Taq
DNA polimeraz ve 10 ng DNA igermistir.
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SSR analizlerinde elekiroforez islemleri kapiler elekiroforez yéntemi ile ABI
3130xI otomatik genetik analizér cihazi kullanilarak yapilmistir. Calismada Bassil
ve ark. (2006)'nin gelistirdikleri 16 adet primer ciftinin ileri primerlerinin 5 ucuna
M13 Universal (5-TGTAAAACGACGGCCAGT-3) primeri (Schuelke, 2000)
eklenerek SSR analizinde kullaniimistir. Alti genotipte yapilan tarama isleminden
sonra 12 SSR primer ¢ifti calismada kullaniimistir.

SSR-PCR Reaksiyonlarinin Kapiler Elektroforezi

Oncelikle 16 SSR primer ciftinden segilen 12 adet primer ¢ifti FAM (mavi),
VIC (yesil), NED (sari), PET (kirmizi) flloresan boyalari da kullanilarak 12 ul'de
PCR islemi yapilmistir. Daha sonra bunun 0,5 pl'si ABI cihazinda kullaniimistir.
Elde edilen PCR urtnlerine ait bant buyukitklerinin belirlenmesinde ise LIZ
(turuncu) ile etiketli 500 bazlik size standart kullaniimistir.

Primerlerin Polimorfizm Oranlarinin ve Bilgi igeriklerinin Belirlenmesi
Calismada kullanilan CAPS ve SSR primerlerinin polimorfizm oranlari
(PO), primerlerden elde edilen polimorfik bant sayilarinin (PBS), toplam bant
sayisina (TBS) béluntp 100 ile ¢arpilmasi ile bulunmustur.
Polimorfizm bilgi igeriklerinin (PBI) belirlenmesinde ise ¢alismada &ncelikle
polimorfik bantlarda toplam var (1) ve yok (0) olan bant sayilari belirlenip,
asagidaki formule gére hesaplanmistir (Smith ve ark.1997).

PBi=1-Y, Pi? (Formiilde bulunan Pi, i bandinin frekansini gostermektedir.)

Primerlerin Ayirma Giiglerinin Belirlenmesi

GCalismada primerlerin ayirma gugleri Prevost ve Wilkinson (1999)
tarafindan gelistirilen asagdidaki formule gére hesaplanmistir. Formuldeki p, |
bandinin toplam gilek ¢esit ve genotipindeki oranidir.

Ayirma giicii =2 Ib Ib=1-2x|05-p|)

Cilek Cesit ve Genotiplerinin Arasindaki Genetik iliskilerin Belirlenmesi ve
Soyagaci Analizleri

CAPS ve SSR amplifikasyon urtnleri var (1) ya da yok (0) seklinde
degerlendirilmis ve elde edilen veriler NTSYSpc 2.11V (Rohlf, 2004) adl bilgisayar
paket programinda analiz edilmistir. Her bir markér tekniginden elde edilen veriler
ayri ayri degerlendirildigi gibi birlikte de degerlendiriimistir. Genetik benzerlik
indeksi ‘Simple Matching'(SM) katsayisina gore hesaplanmistir. Soyadacinin elde
edilmesinde UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Average)
yoéntemi kullaniimistir.
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Arastirma Bulgulan ve Tartisma
Cilek Gesit ve Genotiplerinin CAPS Teknigi ile Karakterizasyonunda
Polimorfizm ve Ayirma Giicii '

CAPS tekniginde ilk olarak gilek gesit ve genotiplerinde en polimorfik CAPS
primerlerini saptamak amaciyla, 6 adet 6rnekte toplam 22 adet CAPS primer gifti
ve kesim enzimi kombinasyonu denenmis olup, bunlarin igerisinden 17 adedinin
bant verdigi saptanmistir.

Kunihisa ve ark. (2003) Miu | kesim enzimi ile kesilmis APX primerini
kullanarak 3'ti polimorfik olan 8 bant (%37.5) elde etmislerdir. Bu ¢alismada ise
APX primerinden elde edilen toplam 6 adet bandin 6 adedinin (%100) polimorfik
oldugu géruimustir. Bu galismada Kunihisa ve ark.” nin (2003) sonuglari ile farkli
degerler elde edilmistir. Bunun nedeni galismada kullanilan gesitlerin farkli orijinli
olmasindan kaynaklanmaktadir. ‘

Kunihisa ve ark. (2005) Hae Il kesim enzimi ile kesilmis PYDA primerini
kullanarak 3'ti de polimorfik olan 3 bant (%100) elde etmislerdir. Kunihisa ve
ark.’nin (2005) sonuglari ile bu calismada elde edilen sonuglar benzerlik
gostermektedir. )

Tarama sonucunda CAPS analizinde kullanilan 17 adet primer ¢ifti ve
kesim enzim kombinasyonu, 34 cilek cesidi ve genotipinde 52'si polimorfik olan
toplam 60 bant vermis olup, bunlarin 8 adedinin ise monomorfik oldugu tespit
edilmistir.

Gilek Genotiplerinin CAPS Yontemi ile Aralarindaki Genetik lliskilerinin
Belirlenmesi

Calismada kullanilan ¢ilek cesitleri ve genotipleri arasindaki Simple
Matching (SM) benzerlik katsayilari sonuglarina gére cilek cesitleri ve genotipleri
arasinda genetik benzerlik indeksinin 0.56-0.95 arasinda degisim gosterdigi
belirlenmistir.

Yapilan CAPS analizi sonucunda galismada kullanilan tim genotip ve
cesitlerin birbirinden ayrildigi gorulmustur (Sekil 1.) Degani ve ark. (2001) 19 gilek
cesidi arasindaki genetik iligkiyi tanimlamak amaciyla AFLP ve RAPD yontemlerini
kullandiklarini belirtmisleridir. Yaptiklari ¢galismada Camarosa ve Honeoye cesitleri
arasindaki benzerlik katsayisini 228 adet AFLP markortl kullanarak 0.60
bulduklarini ifade etmislerdir. Jadwiga ve ark. (2003) RAPD analizleri ile genetik
cesitlilik amagl yaptiklari galismada Honeoye (Vibrant x Holiday) ve Elsanta
(Gorella x Holiday) cesitlerini soyagacinda ayni grup icerisinde yer aldigini
belirtmislerdir. Literatiirde yapilan ¢aligmalar ile bu galismada elde edilen sonuglar
karsilastirildiginda benzer sonug elde edilmistir.
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a.57 R R
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Sekil 1. 34 Cilek gesit ve genotipinin CAPS tekniginin uygulanmasi sonucu elde
edilen soyagdaci

Gilek GCesit ve Genotiplerinin SSR Teknigi ile Karakterizasyonunda
Polimorfizm ve Ayirma Giicli

Cilek cesit ve genoctiplerinde en polimorfik SSR primerlerini saptamak
amaciyla, ¢ncelikle 6 c¢ilek cesidi ve genotipinde 16 SSR primeri ile tarama
yapilmis ve bu primerlerden 12 tanesinin skorlanabilir allel verdigi tespit edilmistir.
Elektroforez islemi, kapiller elektroforez kullanilarak yapilmis, amplifikasyon
Grtinleri var (1) ya da yok (0) seklinde GeneMapper 4.0 bilgisayar paket
programinda skorlanmistir. Calisma sonucunda primer kombinasyonlarindan elde
edilen toplam allel sayisi (TAS), polimorfik allel sayisi (PAS), polimorfizm bilgi
icerikleri (PBI) ve ayirma gligleri (AG) hesaplanmistir.

Sargent ve ark. (2003) yabani diploid cilek turleri (Fragaria viridis)
kullanarak gelistirdikleri 22 adet mikrosatellit primeri 6 adet F.viridis genotipinde
kullanmislar ve her lokustan ortalama 4.95 allel elde ettiklerini ifade etmislerdir.
Hadonou ve ark. (2004) 15 adet Fragaria vesca genotipinde 31 adet mikrosatellit
primerini denemisler ve yaptiklari calismada lokus basina ortalama 4.9 polimorfik
allel elde etmislerdir.

Bu calismada primerlerin polimorfizm orani %95.12 olarak bulunmustur.
Monfort ve ark. (2006) yabani cileklerde (Fragari vesca) SSR markérl gelistirmek
ve diger tlrlere aktarilabilirligini arastirmak amagli yaptiklari gcalismada diploid

Fragaria turlerinde ortalama %81 polimorfizm orani (en yiksek %97 ile Fragaria

nubicola’ da ve en dustk %63 ile Fragaria iinumae’den) elde ettiklerini
belirtmislerdir. Literatiirde yapilan galismalarla bu ¢calismada elde edilen sonuglar
karsilastiriidiginda, bu ¢alismadaki polimorfizm oranlari daha ytiksek bulunmustur.
Calismada ortalama polimorfizm bilgi icerigi degeri 0.74 olarak
bulunmustur. Gil-Ariza ve ark. (2006) cilekte mikrosatellit markér gelistirme
Gzerine yaptiklar calismada 50 adet ¢ilek ¢esidini 27 SSR primer cifti kullanarak
test etmislerdir. Ortalama polimorfizm bilgi iceriginin 0.76 oldugunu belirtmislerdir.
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Cilek Genotiplerinin SSR Yontemi ile Aralarindaki Genetik iliskilerinin
Belirlenmesi

Analiz sonuglarina gére, gilek ge§|tler| ve genotipleri arasinda genetik
benzerlik indeksinin 0.55-0.94 arasinda degisim gosterdigi belirlenmistir.

Yapilan SSR analizi sonucunda galismada kullanilan tum genotip ve
cesitlerin birbirinden ayrildigr gérulmustur. Elde edilen soyadacinda 5 farkli ana
grup olusmustur (Sekil 2.).

Kuras ve ark (2004) RAPD analizleri sonuglarina gére elde ettikleri
soyagacinda ABD orijinli Selva (Brighton x (Tufts x Pajaro)) ve Honeoye (Vibrant x
Holiday) cesitleri arasinda yakin iliski oldugunu ve Hollanda orijinli olan Elsanta
(Gorella x Holiday) cesidinin ise bu gruptan olmadidini sonuglarinda ifade
etmislerdir. Redmann ve ark. (2006) yaptiklari galismada Camrosa ve Sweet
Charlie gesitlerini soyadacinda ayni grupta olduklarini ifade etmisleridir. Literattirde
yapilan calismalar ile bu galismada benzer sonuglar elde edildigi gérilmustar.

0.56 073 o351 EE-T] o.5s
SIVE Benzerlik Kateasao:

Sekil 2. 34 adet cilek gesit ve genotipine SSR tekniginin uygulanmasi sonucu elde
edilen soyagaci

CAPS ve SSR Analizlerinin Birlikte Degerlendirilmesi ve Karsilagtiriimasi
CAPS ve SSR Yéntemlerinin Polimorfizm ve Ayirma Giicii bakimindan

Karsilastiriimast

CAPS ve SSR yontemlermm polimorfizm ve ayirma glicti bakimindan
karsilastiriimasi Gizelge 1.'de verilmistir. CAPS ve SSR yéntemleri toplam bant
sayisi ve polimorfik bant sayisi bakimindan karsilastirildiginda, CAPS tekniginden
toplam 63 bant elde edilmis, bunlardan ise 53 adedi polimorfik olarak tespit
edilmistir. SSR yénteminde ise toplam 150 bant elde edilmis, bunlardan ise 145
adedi polimorfik bant olarak tespit edilmistir.
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Cizelge 1. CAPS ve SSR primerlerinin amplifikasyonu sonucunda elde edilen
toplam bant sayisi (TBS), polimorfik bant sayisi (PBS), polimorfizm
orani(PO), primer basina dusen toplam bant sayisi (PBDTBS), primer
basina dusen polimorfik bant sayisi (PBDPBS), polimorfizm bilgi icerigi
(PBI) ve primerlerin ayirma giicii (AG) degerleri

Primer | TBS | PBS PO PBDTB | PBDPBS | PBI | AG
Cifti (%) S
CAPS 17 60 52 85.03 3.53 3.08 031 | 16.8
1
SSR 12 150 | 145 | 95.12 12.5 12.08 079 | 8.15

Cilek Cesitleri Arasindaki Genetik iliskilerin CAPS ve SSR Verilerinin Birlikte
Degerlendirilmesi ile Belirlenmesi

Analiz sonuglarina gére cilek cesitleri ve genotipleri arasinda genetik
benzerlik indeksinin 0.59-0.91 arasinda degisim g&sterdigi belirlenmistir.

CAPS ve SSR verilerinin birlikte degerlendiriimesi sonucu elde edilen
soyagacina (Sekil 3.) gore iki ana grup olusmustur. Birinci ana grubu Turkiye,
italya ve Fransa orijinli genotipler olustururken, ikinci ana grubu ise ABD ve
Avustralya orijinli genotipler olusturmustur.

.73 CRcEd o.E= o.&7 o5
STV Benzexlile ¥ ataazrass

Sekil 3. 34 adet gilek gesit ve genotipinin CAPS ve SSR tekniklerinin birlikte
uygulanmasi sonucu elde edilen soyagaci

Sonug Ve Oneriler
Elde edilen bulgular asadida kisaca ézetlenmistir:

1. CAPS analizleri sonucunda elde edilen verilere goére; APX2-Dra | primeri
toplam ve polimorfik bant acisindan en fazla bandi saglayan primer oldugu
saptanmistir. AUB-Hha |, CT11-Hinf | ve OLP-Dde | primerleri ise en az
polimorfik bant Ureten ve en distk polimorfizm oranina sahip primerler
oldugu belirlenmistir. En yiksek polimorfizm orani B-CT1-Hinf |, PGPB-
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Rsa | PYDB-Hae I, APX-Mlu |, APX3-Dra |, B-APX-Mlu |, F3H-Nco |, CHI-
Pvu Il, PGPA-(Acc I-Rsa |) ve PYDA-(Cfr13-Hae Ill) primerlerinden elde
edilmistir. En dustk polimorfik bilgi igerigi degderininin F3H- Nco |
primerinden ve en ylksek polimorfik bilgi icerigi degerinin ise PGPB-Rsa |
primerlerinden elde edildigi gértimustur. En ylksek ayirma gticti degeri
PGPA-(Acc |-Rsa 1) elde edilirken en dustk ayirma glicti degeri ise APX2-
Dra | primerinden elde edilmistir.

2. CAPS verileri kullanilarak elde edilen soyagaci ve benzerlik indeksi
matriksine goére; yabanci orijinli olan Festival ve Call Giant-4 gesitlerinin
yakin akraba olduklari ve Turk cilek gesit ve genotiplerinin ise Ciloe ve
Marlette cesitleri ile yakin iligkili gésterdigi belirlenmistir. italya orijinli Maya
cesidi ise soyagacinda olusan gruplarin hepsinden ayrilarak grup disi
olusum gdstermistir. Genel olarak 34 c¢ilek ¢esidi ve genotipine
bakildiginda ise Turk orijinli gesitlerin yabanci orijinli ¢esitler arasinda grup -
olusturarak dagilim gésterdigi ve Ulkemizde genetik cesitliligin oldugu
CAPS analizi sonucunda elde edilen verilere gére saptanmistir.

3. SSR analizleri sonucunda elde edilen verilere gére; Toplam allel sayisi ve
polimorfik allel sayisi agisindan UFFa 13-C07 lokusu en dusuk allel
sayisini Uretmis olup, UFFa 08-HO9 lokusu ise en fazla alleli vermistir.
Polimorfizm orani bakimindan ise UFFa 13-C07 lokusundan en dlsuk
polimorfizm orani elde edilirken, UFFa 01-H05, UFFa 02-H04, UFFa 03-
B05, UFFa 04-G04, UFFa 08-H09, UFFa 10-H04, UFFa 11-A11 ve UFFa
14-H09 lokuslarindan en yiksek polimorfizm orani elde edilmistir. En
dusiik polimorfizm bilgi icerigi degeri UFFa 13-C07 lokusundan, en yliksek
polimorfizm bilgi icerigi degeri ise UFFa 10-H04 lokusundan elde edilmistir.
Primerlerin ayirma gticti degerleri incelendiginde ise; en distk ayirma
gucti UFFa 11-A11 lokusundan elde edilirken, en yuksek ayirma guct
degeri ise UFFa 13-C07 lokusundan elde edilmistir.

4. SSR verileri kullanilarak elde edilen soyagaci ve benzerlik indeksine gére;
ABD orijinli 3 ¢esit (Kabarla, Gianna ve Call Giant-4) grup disi olusum
gostererek diger gesit ve genotiplerden ayriimislardir. Osmanli gesidi ise
bu olusan diger 3 gruptan ayrildigi gértlmusttr. Genel olarak elde edilen
soyagacina gére 34 gilek gesidi ve genotipine bakildiginda ise Turk orijinli
cesitlerin yabanci orijinli gesitler arasinda grup olusturarak dagilim
gosterdigi ve Ulkemizde genetik cesitliligin var oldugu SSR analizi
sonucunda elde edilen verilere gore saptanmistir.

5. Calismada kullanilan -teknikler karsilastirildiginda, incelenen 6zellikler
bakimindan SSR tekniginin CAPS teknigine gére polimorfizm orani (PO)
ve polimorfizm bilgi. icerigi (PBI) bakimindan daha Ustin oldugu
bulunmustur. Ancak ayirma gucli (AG) bakimindan ise CAPS tekniginin
SSR teknigine gore daha stin oldugu belirlenmistir.

Bu calisma ile Turkiye de ilk defa yaygin yetistiriciligi yapilan ve
yurtdisindan gelen gesit ve genotiplerin molekuler karakterizasyonu CAPS ve SSR
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yéntemleri kullanilarak yapilmistir. Bu ¢alismanin devami olarak ileriki dénemlerde
diger DNA markér tekniklerinin de (AFLP, ISSR ve SRAP vb) cilege
uygulanmasina devam edilmelidir. Ayrica bu calismalara ek olarak genetik yakinlik
calismalarinda primer sayisinin ve kullanilan gesit sayisinin  artinimasi
dnerilmektedir. Cilekte ekonomik 6neme sahip bazi bitki 6zellikleri ile iligkili DNA
markérlerinin gelistiriimesi islah stresini kisaltma bakimindan oldukga énemlidir.

Cilek cesit ve genotiplerinin yayihim alanlarinin belirlenmesinde, gen
kaynaklarinin karsilastirnimasinda, cilek cesit ve genotiplerinin
karakterizasyonunda ve ¢ilek 1slah programlarinda en iyi ebeveynlerin
secilmelerine yardimci olmak amaci ile bu calismadan ¢ikan sonuglar
kullaniimalidir.
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LACHANCEA THERMOTOLERANS M_AYASINI_N_ETiL ALKOL
FERMANTASYONU UZERINE ETKISi

The influence of Lachancea thermotolerans yeast on ethyl alcohol fermentation

Eren Kemal BALIKCI Hiseyin ERTEN
Biyoteknoloji Anabilim Dali Biyoteknoloji Anabilim Dali
OzET

Bu calismada Emir Uzumi sirasinda Lachancea thermotolerans ve
Saccharomyces cerevisiae mayalarinin etil alkol fermantasyonu Uzerine etkisi saf,
karisik ve ardisik kulttrlerde incelenmistir. Saf Saccharomyces cerevisiae ve
Lachancea thermotolerans ve Saccharomycess cerevisiag'nin karigik kulttrleriyle
gerceklestirilen fermantasyonlarda yogunluk daha hizli azalmisgtir.

Lachancea thermotolerans fermantasyon ortaminda fazla sayida kalmistir.
Ardisik kiilttrlerde Saccharomyces cerevisiae mayasi ortama ilave edildikten sonra
fermantasyon ortamina hakim olmustur.

Orneklerde etil alkol miktart %10.76 ile 11.62 (h/h) arasinda degismistir. En
dustik ucar asit miktari Saccharomyces cerevisiae saf kiltur fermantasyonunda
beiirlenmistir. Yiksek alkol ve esterlerin tretimi Lachancea thermotolerans ve 1.
gun Saccharomyces cerevisiae ilavesiyle gerceklestirilen ardisik kultar
fermantasyonunda daha yuksektir.

Anahtar kelimeler: Lachancea thermotolerans, Saccharomyces cerevisiae, karisik
ve ardisik kulttr, sarap, etil alkol fermantasyonu

ABSTRACT

In this study, the effect of pure, mixed and sequential cultures of
Lachancea thermotolerans and Saccharomyces cerevisiae yeasts was examined
on ethyl alcohol fermentation. Specific gravity of fermentation performed by pure
culture of Saccharomyces cerevisiae and mixed cultures of Saccharomyces
cerevisiae + Lachancea thermotolerans decreased faster, .. the others.

Lachancea thermotolerans survived in fermantation with high numbers and
Saccharomyces cerevisiae dominated the fermantation after addition in squential
cultures.

The concentration of ethyl alcohol in samples varied between 10.76% and
11.62% by volume. The lowest level of volatile acidity was determined in pure
culture fermantation of Saccharomycess cerevisiae. The production of higher
alcohols and esters was higher in the sequential culture of Lachancea
thermotolerans and Saccharomyces cerevisiae inoculated first day of fermantation.

" Yiksek Lisans Tezi-Msc. Thesis
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Keywords : Lachancea thermotolerans, Saccharomyces cerevisiae, mixed and
sequential cultures, ethanol fermantation, wine

Giris

Turkiye, Dinya bagci Ulkeleri arasinda bag alani bakimindan 540,000 ha
ile dérdiincii ve yas Gzim Uretimi bakimindan 3.92 milyon ton ile besinci sirada yer
almaktadir (Canbas, 2010). Uretilen yas tizimiin énemli bir kismi sofralik olarak ve
kurutularak degerlendirilirken geri kalan kismi da pekmez, pestil, sirke vb. trlinlere
islenmektedir. Saraba islenen (iziim miktari ise ancak % 2-3 kadardir (Cabaroglu,
1995). -

Sarapla ilgili ik bilgilerin M.O. 3500 yillarina kadar gittigi ve ik kez
Mezopotamya'da Stumerler'in sarap Urettigi belgelenmistir. Daha sonra buradan
Eski Misira, oradan da Anadolu Uzerinden Avrupa'ya gegtigi bildiriimektedir
(Akman, 1977; Canbas, 2005).

Sarap, bir kismi veya tamami ezilmis taze Uztimlerin veya (zim girasinin
etil alkol fermantasyonuna terk edilmesi sonucu elde edilen alkollti bir ickidir.
Duinya bagc lkeleri arasinda bag alani bakimindan dérdtincti ve yas tztim Uretimi
bakimindan besinci sirada yer alan llkemizde yilda yaklasik 3.92 milyon ton yas
tizim Uretilmektedir (Canbag, 2010). Uretilen Uzimiin yaklasik % 2-3'0 saraba
islenmekte ve geriye kalan Uzumler kurutulmakta, pekmez yapilmakta ve sofralik
olarak degerlendiriimektedir.

Elde edilen sarabin kalitesi hammaddeye, basta fermantasyon olmak {izere
isleme teknigine ve fermantasyondan sonra sarabin dinlendirme ve olgunlastirma
kosullarina baglidir. Sarap fermantasyonu sirasinda kaliteyi etkileyen &nemli
unsurlardan biri de mayadir.

Sarap yapiminda alkol fermantasyonu ya spontan olarak ya da saf maya
kullanilarak gergeklestirilir. Spontan kosullarda, fermantasyon genellikle sivri
mayalar (Kloeckera (KI.) spp. / Hanseniaspora (H'spora) spp.) ve Candida (C.) spp.
tarafindan baslatiir ve alkol miktari artikga bu mayalarin sayisi azalr.
Fermantasyon etil alkole daha dayanikli ve sekeri g¢abuk pargalayan
Saccharomyces (S.) cerevisiae tarafindan tamamlanir (Fleet, 1993).

Lachancea (L) themotolerans (Eski adi  Kluyveromyces (K)
thermotolerans)  bazi sarap Uretim bdélgelerinde bulunan bir mayadir. L.
thermotolerans, glukoz ve fruktozdan ylksek miktarda L-laktik asit ve bunun
yaninda distk miktarlarda ugar asit olusturur. Bu nedenle dustk asitli siralarda,
asitligi artirmak igin L. thermotolerans kullanilabilir (Kapsopoulou ve ark., 2005;
Kapsopoulou ve ark., 2007).

Asitligin saraplarin tadi ve dayanikliligi tizerine énemli etkisi vardir. Uzim
cesitlerinde iklim kosullarina bagl olarak ozellikle sicak bélgelerde asit miktari
dusutk olabilir (Ribéreau-Gayon ve ark., 2000). Turk Gida Kodeksine (2009) gére
toplam asit miktari, tartarik asit cinsinden, saraplarda en az 3,5 g/l (46,6 me/l)
olmalidir. Bu nedenle, 6zellikle dislk asitli saraplik Uztmlerden elde edilecek
saraplarda L. thermotolerans’in kullaniimasi ile sarabin asitlik miktari artirilabilir.
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Emir GzOmU, Ulkemizin en yodun bag bdlgelerinden biri olan Nevsehir-
Urgiip cevresinde yaygin olarak yetistirilen ve saraplik olarak iyi dzelliklere sahip
bir cesittir. Cogunlukla Urglip baglarinda bulunur ve bu baglarin %10-20'sini
olusturur (Canbas ve ark., 1993). Taneleri yesil kehriiba renginde, sivrimsi, kabugu
orta kalinlikta ve igi etlidir ve Glkemizin kaliteli sarap veren cesitleri arasinda yer alir
(Canbas ve Cabaroglu, 1992).

Bu calismada, pastoérize Emir Gzumi sirasinda L. thermotolerans ve S.
cerevisiae'nin saf, karisik ve ardisik kulttrlerinin alkol fermantasyonu Uzerine etkisi
ele alinmistir.

Materyal ve Metot
Materyal
Mayalar

Denemelerde C.U.Z.F. Gida Mihendisligi Bsliminde TUBITAK TOGTAG-
1858 nolu projede Emir GzUmUntn fermantasyonu sirasinda izole edilen S.
cerevisiae (Nurgel ve ark. 2005) ve CBS — KNAW Fungal Biodiversity Centre’'den
temin edilen L. thermotolerans mayalar kullaniimistir.

Hammadde )
Denemelerde kullanilacak beyaz Emir Uzimi Nevsehir-Urglip yéresinden
saglanmistir.

Metot

Denemelerin Diizenlenmesi

Denemeler C. U. Ziraat Fakiltesi Gida Mihendisligi Bélumu Pilot Sarap
isletmesi ve Biyoteknoloji laboratuarinda gergeklestirimistir. isletmeye taginan
Gzum, Uzim ezme dedirmeninden gegirilip ve preste sikilmistir. Elde edilen sira
tortu alma islemi uygulanmak tizere 15°C'lik bir mahzene alinmis ve 24 saat sire
ile tortu alma islemine tabi tutulmustur.

Mayalar 6nce steril sirada gogaltiimistir. Bu amagla 250 ml'lik erlenlere 100
ml sira konulmus ve adzi pamukla kapatiimistir. Erlenler 105°C’de 5 dakika steril
edilmis ve sogutulmustur. Mayalar ¢énce malt ekstrakt agar Uzerinde ¢ogaltilarak
tek koloni halinde elde edilmis ve her bir maya icin 2 koloni steril siraya asilanmis
ve ayri ayri orbital karistiricida, 160 d/d'da ve 25°C'de 2 giin sire ile inkiibasyona
terk edilmistir. Bu stire sonunda mayalar, 4°C’'de 5000 d/d'da 10 dakika santrif(jj
yardimiyla maya hticreleri ayrilmis ve metilen mavisi kullanilarak mikroskop altinda
sayim yapilmistir.
Fermantasyonlar agzi pamukla kapatiimis 1 litrelik erlenlerde gerceklestirilmistir.
Erlenlere 800 ml Gizim sirasi konulmus ve 105°C’de 5 dakika steril edilmistir. Daha
sonra sarap Uretim denemeleri gergeklestirilmistir. Bunlar;
- S. cerevisiae'nin saf kiltir fermantasyonu
- L. thermotolerans’in saf kultur fermantasyonu
- L. thermotolerans ve S. cerevisiae'nin karisik kultir fermantasyonu
- L. thermotolerans + 1. guin S. cerevisiae ilavesi

<47 -




C.U Fen ve Muhendislik Bilimleri Dergisi Y11:2013 Cilt:30-4

- L. thermotolerans + 2. glin S. cerevisiae ilavesi
- L. thermotolerans + 3. glin S. cerevisiae ilavesi.

Saf kuilttr fermantasyonlari igin asilama miktari 5x10° hiicre/ml'dir. Karisik
ve ardisik kilttr fermantasyonlari igin asilama miktari her maya torti igin 5x10°
hticre/ml'dir. '

Fermantasyon gidisi yogunluk olcimii yapilarak izlenmis ve yogunluk
degderi sabitlenince fermantasyona son verilmistir. Daha sonra, saraplar aktarilarak
tortusundan ayrilmis ve 250 ml hacimli steril siselere alinarak sicakligi 14°C olan
bir ortamda dinlendiriimeye birakilmisti. Tum denemeler 2 paralel olarak
gerceklestirilmistir.

Yogunluk Tayini _ ‘
Yogunluk tayini, Mettler Toledo marka otomatik yogunluk dlger ile
yapilmigtir.

Etil Alkol, Organik Asit ve Seker Tayinleri

Sarap ¢rnekleri 6nce 0.45 um'lik filtreden, daha sonra 0.22 pm'lik filtreden
gecirilmis ve Shimadzu CC-20AD model RID 10A refraktif indeks detektorli HPLC
cihazina enjekte edilmistir. Taslyict faz olarak 5 mM'lik sulfurik asit cozeltisi
kullaniimis ve akis hizi 0,6 ml/dak olarak ayarlanmistir.

Orneklerdeki etil alkol konsantrasyonlarinin belirlenmesinde dis standart
yontemi kullanilmistir. Bu amagla farkli konsantrasyonlarda kalibrasyon cézeltileri
hesaplanip HPLC'de analiz edilmis ve elde edilen verilere dogrusal regresyon
analizi uygulanarak egriyi tanimlayan esitlik hesaplanmistir. Bu esitlik kullanilarak
saraplarda etil alkol miktari hesaplanmistir (Erten, 1998).

Organik asit (laktik, asetik, sitrik ve tartarik asitler) ve sekerlerin (glikoz,
frukoz ve stikroz) tayini HPLC ile Erten (1998)' e gére yapimistir. Sarap érnekleri
énce 0,45 um'lik filtreden daha sonra 0,22 um'lik filtreden gegirilmis ve Shimadzu
LC-20AD model SPD-20A UV ve RID 10A refrakiif indeks dedekterii HPLC
cihazina enjekte edilmistir. Taslyici faz olarak 5 mMlik sulfirik asit ¢ozeltisi
kullanilmustir.

Orneklerdeki organik asit ve seker konsantrasyonlarinin belirlenmesinde
dis standart ydntemi kullaniimistir.

Kuru Madde Tayini
Kuru madde tayini A.O.A.C. (1990)'a gére yapiimistir.

Toplam Asit Tayini

Toplam asit, vakum altinda karbondioksiti alinan saraba, belirte¢ olarak
fenolftalein damlatilarak, N/10'luk NaOH ile titre etmek suretiyle belirlenmistir.
Sonuglar tartarik asit cinsinden verilmistir (Ough ve Amerine, 1988; Anon, 1990).
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pH Tayini
pH dogrudan pH metre kullanilarak &lctlmustir (Ough ve Amerine, 1988;
Anon, 1990).

Ucar Asit Tayini ‘
Ucgar asit tayini, buharli damitma yéntemine gdre yapilmis ve sonuglar
asetik asit cinsinden g/l olarak verilmistir (Ough ve Amerine, Anon.,1990).

istatistiksel Analizler

Saraplarin bilesimi tek yénlll varyans analizine tabi tutulmus ve &nemli
bulunan farkliliklara Duncan c¢oklu karsilastirma testi uygulanmistir. Saraplarin
duyusal analiz sonuglari tercih testinde Friedman testine gére degerlendirilmistir
(Amerine ve Roessler, 1976). Analizlerde Windows SPSS 15.0 paket programi
kullaniimistir.

Arastirma Bulgularn ve Tartisma

Alkol Fermantasyonunun Gidisi

S. cerevisiae ve L. thermotolerans mayalarinin saf ve karisik kultir
fermantasyonlari ve L. thermotolerans'in sabit ve S. cerevisiae'nin farkli glinlerde
ilavesi ile gergeklestirilen ardisik denemeler sirasinda alkol fermantasyonunun
gidisi yogunluk élcuimleri yapilarak izlenmistir. Yogunluktaki degisime gére alkol
fermantasyonunun gidisi Sekil 1'de verilmistir.

1,08 —~A -8B —s«C —%D —gE —oF

Yogunluk
o
B

0,98 T T T T T T T T i

Fermantasyon siiresi(giin)

Sekil 1. Alkol Fermantasyonunun Gidisi
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A: L. thermotolerans'in saf kuiltir fermantasyonu, B: S. cerevisiae’nin saf
kultur fermantasyonu, C: L. thermotolerans ve S. cerevisiae’nin karisik Kultr
fermantasyonu, D: L. thermotolerans ve 1. gun S. cerevisiae ilavesiyle
gerceklestirilen ardisik fermantasyon, E: L. thermotolerans ve 2. glin S. cerevisiae
ilavesiyle gergeklestirilen ardisik fermantasyon, F: L. thermotolerans ve 3. gin S.
cerevisiae ilavesiyle gerceklestirilen ardisik fermantasyon.

Sekil 1'den de goérlldugi gibi baslangigta yogunluk degeri 1.084 olarak
belirlenmis ve alkol fermantasyonunun baslamasiyla azalmaya baslamistir. S.
cerevisiae'nin saf kiltur ve S. cerevisiae + L. thermotolerans mayalarinin karigik
kultarinin kullanildigi denemelerde yogunluk degeri diger denemelere gére daha
hizli azalmaya baslamis ve yedi giin siiren fermantasyonlar sonunda sirasiyla
0.9908 ve 0.9910 olarak belirlenmistir. Ote yandan, gergeklestirilen diger
denemelerde alkol fermantasyonu dokuz giin stirmis ve fermantasyon sonunda
yogunluk degerleri 0.9925 ile 0.9950 arasinda bulunmustur.

L. thermotolerans mayasinin kullanimi sirasinda alkol fermantasyonu ile
ilgili herhangi bir calismaya rastlanmamustir.

Toro ve Vazquez (2002), C. cantarellii ve S. cerevisiag'nin saf ve karigik
kulturleri ile 3. ve 9. gline kadar C. cantarellii ve daha sonra S. cerevisiae ilavesinin
sarap fermantasyonu Uzerine etkisini inceledikleri calismada, C. cantarelliinin saf
kulttrt ve 9. giin ortama S. cerevisiae ilave edilmesi ile fermantasyonun digerlerine
gdre daha uzun surdugint (21 gun) bildirmislerdir. S. cerevisiae'nin saf kultir 3.
gun C. cantarelli ve daha sonra S. cerevisiae ilavesi ve karisik kilturlerle
gerceklestirilen fermantasyonlarin 336 saat stirdiigint bildirmiglerdir.

Fermantasyon Sirasinda Toplam Asitlik ve pH Degerindeki Degisim

Yurutulen fermantasyonlar sonunda titrasyon asitligi 5.00 g/L ile 6.29 g/L
arasinda belirlenmisti. En yuksek deer L. thermotolerans'n saf Kultlr
fermantasyonunun ve en dusiik deder de S. cerevisiae'nin saf Kuoltlr
fermantasyonunun gerceklestirildigi denemelerde bulunmustur.

Saraplarin Bilesimi
Denemelerden elde edilen saraplarin bilesimi Cizelge 1'de verilmistir.

-50-



C.U Fen ve Miihendislik Bilimleri Dergisi Y11:2013 Cilt:30-4

Cizelge 1. Saraplarin genel bilesimi

A B c D E g Onem
Der.

Yogunluk 0,994° 0,990° 0,990° 0,992°° 0,993 0,991% .
Etil Alkol %(h/h) 10,91 11,50 11,62 11,34 10,76 11,44 6.d.
Kuru madde (g/L) 21,35  13,90* 1550™ 18,15 18,80% 17,35 .
Kiil (g/L) 1,63 1,45 1,32 1,40 1,64 1,49 6.d.
pH 3,37° 3,28°  3,28° 3,36° 3,36° 3,36° o
Titrasyon  asitligi  6,29° 500°  5,40° 5,98° 6,28° 6,22° .
(g/L)”
Ucar asit (g/L)** 0,67° 0,53 0,58 0,70° 0,73° 0,69° .
Organik asitler :

Asetik asit (mg/L) 511,3 4391 4736 5764  587,9 5726 6.d.

Laktik asit (mg/L)  780,2 6881 7724  721,3 7320  656,6 6.d.

Malik asit (mg/L) 1722 1632 1572 1661 1666 1449 6.d.

Tartarik asit 1367,2 9563 14664 7035  1266,3 8385 6.d.
(mg/L)

Sitrik asit (mg/L) 76,04  27,36° 27,43°  4147° 57,70° 63,62 .
Sekerler

Glikoz (g/L) 2,294° 0,756*° 1,159°  0,812° 1,446 0,856 .
Fruktoz (g/L) 3915 1,295 1,292 2972 3420 2028 6.d.
Siikroz (g/L) 1,572° 0,518% 0,794° 0,556°  0,990®° 0,586° .

A: L. thermotolerans’in saf kultlr fermantasyonu, B: S. cerevisiae'nin saf
kulttr fermantasyonu, C: L. thermotolerans ve S. cerevisiae'nin karisik Kkultor
fermantasyonu, D: L. thermotolerans ve 1. gun S. cerevisiae ilavesiyle
gerceklestirilen ardisik fermantasyon, E: L. thermotolerans ve 2. giin S. cerevisiae
ilavesiyle gergeklestirilen ardisik fermantasyon, F: L. thermotolerans ve 3. gin S.
cerevisiae ilavesiyle gerceklestirilen ardisik fermantasyon, *:Tartarik asit cinsinden,
** Asetik asit cinsinden, e« p<0.05 6nem dizeyinde énemlidir, . p<0.01 6nem
duzeyinde 6nemlidir, 6.d.: 6nemli degil.

Cizelge 1'den de géruldugti gibi, saraplarin genel bilesimleri incelendiginde
yogunluk degerlerinin 0.990 ile 0.994 arasinda degistigi gézlemlenmistir. Erten ve
Tanguler (2010) Williopsis saturnus’'un saf ve Kkarisik kultlrlerini kullanarak
gerceklestirdikleri ¢alismada, yodunluk degerlerini 0.9929 ile 0.8953 arasinda
oldugunu bulmuslardir.

Calismada elde edilen veriler Erten ve Tanguler (2010) tarafindan bildirilen
degerlerle benzerlik géstermektedir.

Alkol, saraplarin tat ve kokusu (izerine etki eden énemli maddelerden biridir
(Akman ve Yazicioglu, 1960).

Elde edilen saraplarda alkol miktarlari %10.76 (h/h) ile %11.62 (h/h)
arasinda bulunmustur. Alkol miktari en dustk degere %10.76 (h/h) ile L.
thermotolerans ve S. cerevisiae mayasinin 2. gun ilavesiyle elde edilen sarapta,
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en yuksek degere ise %11.62 (h/h) ile L. thermotolerans ve S. cerevisiae
mayalarinin ayni anda iave edildigi karisik kiiltlir denemelerinde ulasiimistir.

Kapsopouolu ve ark. (2005, 2007) K. thermotolerans ve S. cerevisiae
mayalarinin saf, karisik ve ardisik kilttr denemelerini yurttmusler ve etil alkol
miktarini K. thermotolerans ve S. cerevisiae'nin saf kiltlr fermantasyonlarinda
sirastyla %7.58 (h/h) -ve %9.60 (h/h) ve karisikk ve ardisik kuiltir
fermantasyonlarinda ise %9.11 (h/h) ile 9.38 (h/h) arasinda bulmuslardir.

Bu calismadan elde edilen degerler Kapsopoulou ve ark. (2005, 2007)
tarafindan bulunan degerlerden daha ytiksek bulunmustur.

Elde edilen saraplarda kuru madde miktarlari 13.90 (g/L) ile 21.35 (g/L)
arasinda, kil miktarlari ise 1.32 (g/L) ile 1.64 (g/L) arasinda belirlenmistir.

Saraplarin pH degerleri 3.28 ile 3.37 arasinda bulunmustur. Titrasyon
asitlik degerleri ise, tartarik asit cinsinden, 5.00 (g/L) ile 6.29 (g/L) arasinda
belirlenmistir. Titrasyon asitligi tartarik asit cinsinden 5.00 (g/L) ile S. cerevisiae’nin
saf kulttrontn kullanildigi denemede en dustk degere, 6.29 (g/L) ile L.
thermotolerans'in saf kdltirtntn kullanildidi denemede ise en yliksek degere
ulasmistir.

Kapsopoulou ve ark. (2005, 2007) K. thermotolerans'in saf kuiltlr
fermantasyonunda daha ytiksek toplam asitlik (16.90 g/L) bulmuslardir.

Ucar asit, maya secgiminde énemli bir 6zelliktir (Henschke, 1995). Asetik
asit, ucar asitin en dnemli bilesenidir ve algilanma esigi 0.7-1.1 g/L arasinda
oldugu bildirilmistir (Henschke ve Jiranek, 1993).

Saraplarin genel bilesimi incelendiginde ugar asit miktarlarinin 0.53 (g/L) ile
0.73 (g/L) arasinda degistigi belirlenmistir. En dustk ucar asit miktari S. cerevisiae
mayasinin saf kultir denemesinde belirlenmistir. En ylksek deger ise L.
thermotolerans ve S. cerevisiae mayasinin 2. glin ilavesiyle gerceklestirilen ardisik
kulttr fermantasyonunda bulunmustur.

Kapsopoulou ve ark. (2005, 2007) K. thermotolerans ilave edilen
denemelerde daha az ugar asit elde edildidini bildirmiglerdir.

Saraplarin genel bilesimleri organik asitler yéntinden incelendiginde asetik
asit miktarlarinin 439.1 (mg/L) ile 587.9 (mg/L) arasinda deglgtigi belirlenmistir. En
yuksek asetik asit miktari L. thermotolerans ve S. cerevisiae mayasinin 2. gin
|IaveS|yle gergeklegtlrllen ardisik kultir denemesinde ve en du5uk deger ise S.
cerevisiae’'nin saf kiltir denemesinde belirlenmistir.

Denemeden elde edilen asetik asit miktarlari Erten ve Tangiler (2010)’'in
elde ettigi degerlerle benzerlik gdéstermis, ancak Clemente-Jimenez ve ark.
(2005)"1n belirttigi degerlerden daha yliksek bulunmustur.

Laktik asit miktarlari ise 656.6 (mg/L) ile 780.2 (mg/L) arasinda
bulunmustur. Laktik asit miktari en yiiksek dederine L. thermotolerans mayasinin
saf kllttrinan kullanildigr denemede ulasiimisken, en dlsilk dedere ise 656.6
(mg/L) ile L. thermotolerans ve S. cerevisiae mayasinin 3. gun ilavesiyle
gerceklestirilen ardisik kulttir denemesinde belirlenmistir.

Saraplardaki malik asit miktarlari 1449 (mg/L) ile 1722 (mg/L) arasinda
bulunmustur. En dustk deger 5x10° hiicre/ml L. thermotolerans ve 5x10° huicre/ml
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S. cerevisiae mayasinin 3. gun ilavesiyle gerceklestirilen denemede
belirlenmisken, en yilksek deger ise 5x10° hiicre/ml L. thermotolerans mayasinin
tek basina kullanildigi denemede belirlenmistir.

Saraplarda tartarik asit miktarlari 703.5 (mg/L) ile 1466.4 (mg/L) arasinda
bulunmustur. Tartarik asit miktarinin en dustk degderi L. thermotolerans ve S.
cerevisiae mayasinin 1. gun ilavesiyle gerceklestirilen ardisik kiiltir denemesinde
belirlenmigken, en ylksek degeri L. thermotolerans ve S. cerevisiae mayasinin
ayni anda kullanildig karisik kulttir denemesinde bulunmustur.

Sitrik asit miktarlari incelendiginde ise bu degerlerin 27.36 (mg/L) ile 76.04
(mg/L) arasinda degisti§i gérusmustir. En dustk deder S. cerevisiae mayasinin
saf kiltorinin kullanildigi denemede belirlenmisken, en yuksek deger ise L.
thermotolerans mayasinin saf kultartinin kullanildigr denemede saptanmistir.

Saraplarin glikoz miktari 0.756 g/L ile 2.294 g/L arasinda belirlenmistir. En
dusuk deger S. cerevisiae mayasinin tek basina kullanildigi denemede
belirlenirken, en yiksek deder ise L. thermotolerans mayasinin tek basina
kullanildigi saf kultir denemesinde saptanmistir.

Fruktoz miktarlari 2.028 ile 3.915 g/L arasinda bulunmustur. En dustk
deger L. thermotolerans ve S. cerevisiae mayasinin 3. gin ilavesiyle
gerceklestirilen ardisik kultir denemesinde belirlenirken, en yliksek deger ise L.
thermotolerans mayasinin saf kiltir fermantasyonunda elde edilmistir.

Stikroz miktarlari incelendiginde degerlerm 0.518 ile 1.572 g/L arasinda
degistigi gortimustur. En dustk deger 5x10° hiicre/ml S. cerevisiae mayasmnn tek
basina kullanildigi denemede belirlenirken, en yuksek deger ise 5x10° hticre/ml L.
thermotolerans mayasinin tek basina kullanildigi denemede belirlenmistir.

Sonug

Bu calismada, pastorize Emir tziml sirasinda L. thermotolerans ve S.
cerevisiae'nin saf, karisik ve ardisik kulttrlerinin alkol fermantasyonu tzerine etkisi
arastiriimistir.

Saraplarin genel bilesimleri incelendiginde yodunluk degerlerinin 0.990 ile
0.994 arasinda degistigi belirlenmistir.

Elde edilen saraplarda alkol miktarlari  %10.76(h/h) ile %11.62 (h/h)
arasinda bulunmustur. Alkol miktari en dustuk degerine %10.76 (h/h) ile L.
thermotolerans ve S. cerevisiae mayasinin 2 gun ilavesiyle elde edilen sarapta, en
yiksek degerine ise %11.62 (h/h) ile L. thermotolerans ve S. cerevisiae
mayalarinin ayni anda kullanildigi karisik kulttr fermantasyonundan elde edilen
sarapta ulasmistir.

Saraplarin toplam asitlik degerleri, tartarik asit cinsinden, 5 g/L ile 6.29 g/L
arasinda degismistir. En dustk toplam asitlik S. cerevisiae mayasinin saf kultir
fermantasyonlarinda elde edilmistir. L. thermotolerans ile gergeklestirilen karigik ve
ardigik kiltir fermantasyonlarinda daha ytksek toplam asitlik belirlenmistir.

Elde edilen sonuglara gore, L. thermotolerans ve S. cerevisiae mayasinin
1. gun ilavesiyle Uretilen ardisik kultir ve L. thermotolerans ve S. cerevisiae
mayasinin ayni anda kullanildigi karisik kulttr denemelerinden elde edilen saraplar
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en ok begenilen érnekler olmustur. Ote yandan, konu (izerinde daha ayrintili
calismalar yapilmalidir.
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FARKLI SERTLIK DEGERLERINDEKi SULARDA METAL ETKISINDE KALAN
TATLISU BALIGI Oreochromis niloticus’un DOKULARINDA Na'-K'ATPaz
AKTIVITESININ BELIRLENMESI'

Determination of Na*-K*ATPase Activity in Tissues of Freshwater Fish Orochromis
niloticus Exposed to Metals in Waters with Different Hardnesses

Dilek SAGLAM Mustafa CANLI
Biyoloji Anabilim Dali Biyoloji Anabilim Dali
OZET |

Tatli su bali§ Oreochromis niloticus farkli sertlik degerlerine sahip sularda,
farkli surelerde 1.0 pg/mL derisimindeki Cu*? ve Cd**nin etkisine ayri ayri
birakilmistir. 0, 1, 7 ve 14 gin deney sureleri sonunda solungag, bagirsak ve
bobrek dokularinda Na'/K™-ATPaz enzim aktiviteleri ve metal birikimleri
6leulmustur. Deney suresince Cu'? etkisinde 7. gunden itibaren balik &lumleri
gdzlenmistir. Sert ve yumusak sularda yasayan baliklarda Na* K*-ATPaz enzim
aktivitesi en ¢ok solungag dokusunda etkilenirken, bunu sirasiyla bobrek ve
bagirsak izlemistir. Ayrica enzim aktivitesi Uizerinde Cd*?, Cu"?ya gére daha etkili
olmustur. Deney slreleri sonunda dokularda metal birikimlerinin gézlendigi,
ézellikle de yumusak sudaki baliklarin bagirsak ve bsbrek dokularinda Cd* ve
Cu*? duzeyinde sert suya gére énemli bir artis oldugu kaydedilmistir. Deneyler
suyun kimyasal &zelliklerinin metal toksisitesinde &nemli oldugunu ve cevre
arastirmalarinda dikkate alinmasini gerektigini vurgulamistir.

Anahtar Kelimeler: Metal, Oreochromis niloticus, ATPaz, Su sertligi

ABSTRACT

Freshwater fish Oreochromis niloticus were individually exposed to 1.0
ug/mL concentrations of Cu®* and Cd*" at different exposure durations in waters
with different hardnesses. At the end of the exposure periods (0, 1, 7 and 14 days)
Na'/K'-ATPase activities and total metal levels in the gill, kidney and intestine were
measured. Fish mortality was observed after Cu?* exposure beginnig from 7" day
during the experiments. Na*/K'-ATPase activity was affected mostly in the gill
exposed to soft and hard water and this was followed by kidney and intestine. In
addition, Cd?* was appeared to be more effective on Na'/K*-ATPase activity than
Cu®. At the end of the experimenal protocol, total Cu®** and Cd** levels
accumulated significantly especially in the kidney and intestine following soft water
exposures. Experiments showed that water chemistry is an important parameter in
metal toxicity and thus should be taken into account in environmental monitoring
studies.
Keywords: Metal, Oreochromis niloticus, ATPase, Hardness

* Yiiksek Lisans Tezi-MSc. Thesis
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Giris

Antropojenik aktivitenin yogun oldugu kentsel alanlardan ve gesitli endustri
kuruluslarindan ortama yayilan toksik maddeler, cevre kirliligine neden olmaktadir.
Meydana gelen bu Kkirliligin &nemli kaynaklarindan birini de agir metaller
olusturmaktadir (ATSDR, 2008). Agir metallerden ¢inko, bakir, civa, kadmiyum,
gumus ve benzeri metaller kirleticilerin blyUk bir bélumtnden sorumliu olan énemli
bir gruptur. Su ortaminda kirleticilerin bulunmasi, birgok fizyolojik ve biyokimyasal
degisiklikleri meydana getirdiginden baliklar igin ¢ok 6nemli bir sorun
olusturmaktadir (Ariyoshi ve ark., 1990). Baligin biyolojik sistemlerinde Hg*? ve
Cd*? gibi metallerin rolti bilinmezken, Cu*?, Zn*? Fe*? gibi agir metallerin balik
metabolizmasi igin gerekli oldugu bilinmektedir. Dokulardaki metal birikiminde,
metallerin sudaki derisimleri ve etki stireleri ile tuzluluk, sicaklik, pH ve sertlik gibi
cevresel faktdrler rol oynamaktadir (Heath, 1987; Canli ve Atli, 2003; Baykan ve
ark., 2007: Atli ve Canli, 2008).

Birgok agir metal sert suda daha az toksik hale gelir. Su sertligi sucul
organizmalar Uzerine agir metallerin toksik etkilerini degistirebilir (Kim ve ark,
2001). Genellikle tath sularda su sertligi arttikga adir metal toksisitesi
organizmalarin Ca*? ve Mg*? gibi iyonlari almak icin yarismasindan dolayi azalir
(Javid ve ark, 2007; Kim ve ark, 2001; Pyle ve ark, 2002). Dogal ortamda Ca*? ve
Mg*? agir metallerden daha fazla oranda bulunur. Ca*? konsantrasyonu azaldikga
metal iyonlarin solungag membranlarindan pasif gegisi artar. Ca*? ve Mg*
iyonlarinin hiicre membranlarindan alimi dengenin saglanmasina neden olur ve bu
durum metal iyonlarina karsl gegirgenligi azaltir (Kim ve ark, 2001; Penttinen ve
ark, 1998). Su sertligi bilindigi gibi baliklar tizerine agir metallerin toksik etkilerini
azaltmaktadir. Metal toksisitesi genellikle solungac epitelyumlarindaki Ca*
kanallarinin yarismali olarak bloke olmasi yoluyla baliklarda aktif Ca* transferinin
bozulmasi ile ilgilidir.

Bu calismada tath su balidi O. niloticus’un farkli dokularinda ATPaz
enzimlerinin metal stresine verdikleri tepkiler farkli sertlik dederlerine sahip sularda
test edilecektir. Boylece su sertligi ve metal toksisitesinin birlikte etkileri
incelenerek, farkli dogal sularda baliklarin karsilasabilecegi fizyolojik durumlar
hakkinda bilgi ediniimeye calisilacaktir.

Materyal ve Yontem
Materyal

Bu arastirmada kullanilan O.niloticus'lar Gukurova Universitesi Su Uriinleri
Fakultesi yetistirme havuzlarindan alinarak laboratuara getirildi. Baliklar 4 ay stire
ile 40 x 40 x 100 cm boyutlarindaki 120 L ¢esme suyu iceren akvaryumlar
icerisinde 20 °C#1 sicakliginda ve 12 saat aydinlanma periyodu uygulanan
laboratuar kosullarina adaptasyonlari saglandi. Deney sirasinda akvaryumlardaki
sert ve yumusak su ortaminin kalitesini belirlemek amaciyla ¢oklu élgtim cihaziyla
(Thermo Orionstar 5) ¢lglimler yapildi. Sert su olarak gesme suyu, yumusak su
olarak ise Pinar Camlica marka hazir su kullanildi. Sert suyun bulundugu
akvaryumlardaki oksijen (5.3 + 0.83 mg/L), pH (8.3 + 0.08), toplam sertlik (304.2 +
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21.2 ug CaCOs/mL) ve iletkenlik (5.8£17.78 mS) degerleri élglildil. Yumusak suyun
bulundugu akvaryumlardaki oksijen miktari 5.5+0.55 mg/, pH 8.58+0.13, toplam
sertlik 61.4+ 3,5 ug CaCO,/M|, iletkenlik ise 1.77+15.57 olarak él¢tldi.

Ydntem

Her bir deney grubu igin 6 adet balik 33x33x40 cm boyutlarindaki
akvaryumlarda kadmiyum (CdCl,.H,0) ve bakir (CuCl,.2H,0) 1.0 ug/mL
derisimlerinin etkisine 1, 7 ve 14 gun olarak tg farkli zaman diliminde metal
etkisinde birakildi. Deney sirasinda akvaryum sulari 2 guinde bir taze hazirlanan
stok ¢ozeltilerden yapilan seyreltmelerle degistirildi ve metallerin balik yemine
yapismasini dnlemek amaciyla su degisiminden 1 saat kadar énce yem verildi.
Deney kosulari Atli ve Canli, (2008) da belirtildigi gibi uygulanmistir. Doku
homojenatlarinin hazirlanmasi, ATPaz enzimleri &lglimleri, metal ve protein
analizleri ve istatistik analizler Atli ve Canli, (2008) da belirtildigi gibi yapiimistir.

Arastirma Bulgular ve Tartisma
Kontrol Baliklarda ATPaz Aktivitesi
O. niloticus, sert su ve yumusak suda Cu'® ve Cd"*nin 1 pg/mL

derisimlerinin etkisine 0, 1, 7 ve 14 giin sure ile birakildi ve bu slreler sonunda
solungag, bagirsak ve bdbrek dokusunda Na',K'-ATPaz aktivitesi olguldu Elde
edilen veriler, sert sulardaki kontrol bahklarmda solungag Na'/K*-ATPaz
aktivitesinin 0, 1, 7 ve 14. gunlerde sirasiyla 9,72+0,27, 8,45+1,13, 6,51+0,65 ve
4,28+0,65 umol Pi/mg prot./sa. oldugunu gostermistir. Bagirsak kontrol Na* K'-
ATPaz aktiviteleri ayni ginler igin sirasiyla 6,54+0,50, 7,565+0,92, 3,5810,31 ve
5,1840,65 umol Pi/mg prot/sa. ve bdbrek dokularlndakl kontrol Na* K*-ATPaz
aktiviteleri ise ayni gunler icin sirasiyla 2,17+0,64, 3,82+ 0,80, 4,500, 85 ve 1,96
£1,40 pmol Pi/mg prot/sa olarak élgtiimustar.

Yumusak sulardaki kontrol baliklarinda solungag Na'/K*-ATPaz aktivitesinin
0, 1, 7 ve 14. glnlerde sirasiyla 6,01+1,13, 6,51+0,65 ve 3,88+0,65 umol Pi/mg
prot./sa. oldugu gozlenmistir. Bagirsak kontrol Na*/K*-ATPaz aktiviteleri ayni giinler
icin sirasiyla 7,45+0,92, 555+0,31 ve 3,88+0,65 umol Pi/mg prot/sa. olarak
olgulmu$ ve babrek dokularindaki kontrol Na*/K*-ATPaz aktiviteleri ise ayni glinler
icin sirasiyla 12,9+0,80, 2,94+0,85 ve 6,23%1,40 pmol Pi/mg prot/sa. olarak
Olcllmustar.

Metal Etkisinde Kalan Baliklarda ATPaz Aktiviteleri

Sert su ortaminda bulunan baliklarin 1, 7 ve 14 guin sire ile 1 pg/mL Cu*?
etkisi sonucunda enzim Na*-K'ATPaz aktivitelerinde kontrole gére onemli
farkliliklar gézlenmis (P<0.05) ve bu degerler Gizelge 4.1.'de verilmistir. Buna gére
solungag Na,K-ATPaz aktivitesi kontrole gére 7. giin sonunda anlamli olarak en
yiksek diizeyine % 130'luk artisla ulasmistir (8,16+0,12 umol Pi/mg prot/sa.). Buna
karsin, bagirsak Na,K-ATPaz aktivitesi ise kontrole gére 1. giin sonunda % 18
oraninda bir azalis géstermistir (6,66+0,08 umol Pi/mg prot/sa.). Bébrek Na K-
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ATPaz aktivitesi ise 1. gln % 149 (9,50+0,42 umol Pi/mg prot/sa.) ve 14. giin
sonunda % 606 olarak énemli bir artis géstermistir.

Yumusak suda yasayan Cu etkisindeki baliklar ise 7. glin sonunda ¢imeye
baslamislardir. Bu nedenle yumusak su ve Cu etkisindeki gruplarda 14. gin
sonunda enzim aktivitesi élgtilememistir. Solungag Na,K-ATPaz aktivitesi, kontrole
goére 7. Gunde anlamli bir azalig g6zlenmis, sert suya gore ise 1. (10,23+1,41 pmol
Pi/mg prot/sa.) ve 7. glnlerde (5,35+0,94 umol Pi/mg prot/sa.) istatiksel olarak
onemli bir azalis gézlenmistir. Bagirsak Na,K-ATPaz aktivitesi ise 7. glin sonunda
% 61 duzeyinde azalis kaydetmistir (3,58+0,18 pmol Pi/mg prot/sa.). Bunun
yaninda bobrek Na,K-ATPaz aktivitesi ise tlim streler icin istatiksel olarak anlamli
bir farklilhk géstermemistir. .

Sert suda yasayan baliklarin Na'-K" ATPaz aktivitesi 1 pug/mL Cd'nin 1, 7
ve 14 gunlik etkisi sonunda onemli duzeyde farklilik géstermistir (P<0,05).
Solungag Na,K-ATPaz aktivitesi tum streler igin anlaml artiglar géstermis olup, 7.
gun sonunda % 165 ile en yiksek dizeye ulasmistir (9,41+0,68 pmol Pi/mg
prot/sa.). Bagirsak enzim aktivitesi kontrole gére anlamli olmayan artislarin
yaninda 1. glin sonunda % 44 ile énemli bir azalis gostermistir (4,60+0,61 umol
Pi/mg prot/sa.). Bébrek Na,K-ATPaz aktivitesinde ise 1. ve 14. giin. sonunda
anlamli artiglar olmakla birlikte en yiksek 14. Gunde % 768'lik (17,0£0,03 pmol
Pi/mg prot/sa.) énemli bir artig, 7 glnltk etki sonunda ise % 65'lik (1,59+0,13 umol
Pi/mg prot/sa.) bir azalis gézlenmistir.

Yumusak suda yasayan baliklarda Cd etkisi sonrasinda NaK-ATPaz
aktivitesinde &nemli degisiklikler gértlmusttr. Solungag Na,K-ATPaz aktivitesi
kontrole gére 1. ve 14. glin sonunda anlamli artiglar gézlenirken en fazla artisin %
85 oraninda 14. gtinde oldugu olgtimustur (7,18+0,14 umol Pi/mg prot/sa.). Ayrica
7. GuUn sonunda da hem kontrole hem de sert suya gére % 23'luk bir azalis
gézlenmistir (5,02+0,41 umol Pi/mg prot/sa.). Bagirsak Na,K-ATPaz aktivitesi en
yiksek hem kontrole hem de sert suya gére 7 gunlik Cd etkisi sonrasinda %
51'lUk bir duigtis gostermistir (2,85+0,59 umol Pi/mg prot/sa.). Buna karsin, bébrek
enzim aktivitesinde ise 7. glin sonunda kontrole gére % 82'lik bir artis
kaydedilmistir (6,50+0,27 pumol Pi/mg prot/sa.). Sert suya gére ise 1. ve 7. glnler
onemli dizeyde artis gésterirken, 14. Giinde % 27 oraninda bir azalis belirlenmistir
(7,931£2,06 pmol Pi/mg prot/sa.)." Sekil 1 de hem bakir hemde kadmiyum deneyi
sonuglari 6zetlenmistir.
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Doku | Giin | Cd-SertSu | Cu-Sertsu | COViynusak ) Cu-Yumusak
o 1 8o T 21 1 78 1 * 48 l #
g 7 165 T+ 130 T 23 T # 98 I+ #
3 14 143 1 22 1 85 T+ CBY
x 1 44 |~ 18 = 44 |+ 19
£ | 7 12 1 2 | 51 U*# 81 *
i 14 9 1 19 1 54 7 CBY
o 1 95 1T+ 149 1+ 8 T# 25 1
:‘;’ 7 65 * 22 82 Tr# 33 1
Bl 14 | 788 71+ 606 1% 20 t# CBY

Sekil 1. Oreochromis niloticus dokularinda metal etkilerinde ATPaz aktivitelerinin
kontrole gore yuzde (%) degisimleri.. (*. kontrole goére anlamli olan
degerler, #. sert sudaki Cd *2 etkisine maruz kalmis baliklara
goére anlamli olan degerleri gostermektedir. CBY; canli balik yok).

Dokularda Metal Birikimi

Yumusak suda Cu*? etkisinde kalan baliklardaki solungac dokusu igin ise
kontrole gére en énemli artisi 7. glinde gésterirken, sert suya gére ise 1. 6nemli bir
dizey gozlenmistir. Bagirsak dokusu icin hem kontrole hem de sert suya gére 1.
glinde en 6nemli birikimi g&stermistir. Bébrek dokusu igin de kontrole gére en fazla
birikim 7. guinde olup, sert suya gére ise 1. gtinde 6nemli diizey géstermistir. Cu*?
etkisinde yumusak sudaki baliklarda 7. Glinden itibaren &limler gézlenmis olup 14
glin yasayamamislardir.

Sert suda yasayan 1, 7 ve 14 giin siire ile Cu*? ve Cd*? etkisinde kalan O.
niloticus'un solungag ve bagirsak dokularinda Cd*? duzeyleri artis gésterirken,
bobrek dokusunda énemli bir degisiklik gorilmemistir. Kontrole gére en ylksek
Cd*?*diizeyi solungag ve bagirsak dokusunda 14. giin sonunda gézlenmistir.

Yumusak suda ise hem kontrole hem de sert suya gére solungag dokusu
icin en yiiksek Cd*? diizeyi yine 14. gtinde olup énemli bir birikim géstermistir.
Bagirsak dokusu igin ise hem kontrole hem de sert suya gére tiim gtinlerde anlamli
artislar gésterirken en fazla birikim 14. gliinde gézlemistir. Bobrek dokusunda da
tim ginler icin hem kontrole hem de sert suya gére birikimde énemli artiglar
gozlenmistir.
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Metal Siire Solungag Bagdirsak Bobrek
0 2,54+0,12 6,57+1,3 10,8+0,32
1 0,64+0,12 1,27+0,16 7,75+0,96
SK-Cd? 7 0,710,1 1,79£0,42 2,71+0,62*
14 0,85+0,06 1,05+0,36 4,44+0*
P>0.05 P>0.05 P<0.05
1 1,77+0,37 4,12+0,98 0+0
SK-Cu” 7 2,05+0,37 3,941£1,15 0£0
14 0,64+0,08* 1,10£0,31* 00
P<0.05 P<0.05 P>0.05
1 3,69+0,28* 88,5+2,34* 7,10£1,15
S-Cd* 7 16,4+1,55* 201,9+12,64* 61,5+7,58*
14 46,60+0* 209,8+44,5* 140,8+32,44*
P<0.05 P<0.05 P<0.05
1 4,08+0,26* 15,9+0,72* 00
s-Ccu*? 7 15,5+¢1,63* 59,9+7,14* 9,78+0,0*
14 28,6+2,05* 26,2+11,59* 26,9+0,0*
P<0.05 P<0.05 P<0.05
1 0,60+0,06 1,15£0,12 8,39+0,76
YK-Cd? 7 0,94+0,19 1,34£0,13 4,1£1,27
14 1,19+0,3 1,74+0,45 6,83+1,95
P>0.05 P>0.05 P>0.05
1 2,22+0,56 3,87+0,44 0x0
YK-Cu*? 7 1,39+0,47 3,62+0,08 0+0
14 0,83+0,37 2,75+1,39 7,320
P>0.05 P>0.05 P>0.05
1 5,99+0,50"# 72,9+17,50* 10,1+1,58#
Y-Cd* 7 12,3+1,36%# 311,5+15,76#* 78,8+2,32*#
14 15,2+0%# 567,3+29,4 #* 1668,6£664,7*#
P<0.05 P<0.05 P<0.05
. 1 6,37+0,19* # 66,8+29,1*# 7,14+0,0#
Y-Cu*? 7 13,4+1,50* 58,9+7,48 11,74£3,48*
P<0.05 P<0.05 P<0.0

Sekil 2. Sert su ve yumusak sularda metal etkisinde kalan O. niloticus
dokularindaki total metal duzeyleri (ug/g k.a.). Veriler Aritmetik
ortalamazxStandart hata olarak  verilmistir. (Kontrol grup, N=5;
Metal etkisinde kalan grup, N=3).
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Tartisma

.Bu arastirmada yumusak su ortaminda Cd*? etkisinde herhangi bir balik
slumil gézlenmezken, Cu* etkisinde 7. giin sonunda balik slumleri gézlenmistir.
Cu*®nun baliklar izerine olan toksik etkisi iyi bilinmekte olup, yapilan calismalar
sonucunda osmoregulasyon mekanizmalarinin ¢alisamaz duruma gelmesi
baliklarin ¢lim nedeni olarak gésteriimektedir (Heath, 1987; Atli ve Canli, 2003;
Schjolden ve ark., 2007).

Yapilan birgcok galisma sonucuna gére metaller arasinda en toksik ¢zellikte
olaninin Ag* ve Hg™ oldugu bunu Cu*? ve Cd*¥nin takip ettigi gozlenmistir (Heath,
1987).

Baliklarda élumlere neden olan metal toksisitesi sadece metal turtinden
degil ayni zamanda balik ttrt, cinsiyet ve yas gibi biyolojik faktérlerin yaninda
sicakllk, su sertligi gibi ortamin fiziksel ve kimyasal kosullardan da
etkilenebilmektedir.

Bir alabalik tiirli olan Salmo gairdneri 0.03 mg/L Cu*? ve 0.1 mg/L Cd*?
etkisinde kisa stirede élmuslerdir (Viale ve Calamari, 1984).

-Benzer sekilde bir sazan tiiri olan Cyprinus carpio, 7 uM Cd*? etkisinde 5.
giinde, 2.5 uM Cd*? etkisinde ise 8. guinde dImiistir (Smet ve ark., 2001).

Deney sonucunda elde edilen veriler, Na",K*-ATPaz aktivitelerinin metal
turt, etki stresi, doku tipi ve ortam suyunun sertlik diizeyine bagl olarak énemli
oranda degistigini géstermistir.

Buna gére hem sert su hem de yumusak su ortaminda yasayan baliklarda
Cd*?nin Na*K'-ATPaz aktivitesine etkisinin Cu'?ya oranla daha fazla oldugu
gézlenmistir.

Metallerin enzim aktivitesini en ¢ok etkiledigi dokuya dair bir karsilastirma
yapilacak olunursa siralamanin solungag>bdbrek>bagirsak seklinde oldugu
gorulmektedir.

Solungag Na* K*-ATPaz aktivitesi sert su ortaminda metal etkilerinde artis,
yumusak su da ise hem artis hem de azalis géstermistir. Bagirsak enzim aktivitesi
ise her iki su ortaminda azalis, bobrek dokusunda ise genel olarak artis
gostermistir.

Bununla birlikte metal etkilerinin yumusak su ile sert su arasinda enzim
aktivitesine etkilerine bakildiginda; Cu*? etkisinde Na* K'-ATPaz aktivitesi cok
degisiklik gostermemekle birlikte solungag dokusunda azalmis, Cd*? etkisinde ise
solungag ve bagirsak dokusunda azalirken boébrek dokusunda artmistir.

Veriler, metal ile sert ve yumusak su etkisinde dokulardaki metal ve iyon
dizeylerinin de énemli élgtide degistigini gostermistir.

Sert su ortaminda en fazla Cd™ olmak tizere her iki metal de birikim
goésterirken, yumusak su ortaminda metallerin toksik etkilerinin daha fazla olmasina
bagl olarak daha da artmistir.

Bu calismada solungag dokusunun Na* K'-ATPaz aktivitesi icin oldukga
duyarli oldugu ve Cd* toksisitesinin bu dokuda ozellikle de bu enzim aktivitesine
etkili oldugu gérulmektedir.
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Bu durum Cd™ toksisitesinin yiksek oldugunu ve Na'K'-ATPaz
aktivitesinin de bu metale duyarli oldugunu gosteren diger calismalarla da
uygunluk géstermektedir (Li ve ark., 1998; De la Torre ve ark., 2000; Atli ve Canli,
2007). Na*/K*-ATPaz, hiicre icindeki 3 Na* iyonunu hiicre disina, 2 K™ iyonunu
hicre igine tagimak icin ATP molekultnden agia cikan enerjiye gereksinim
duymaktadir.

Hem deniz hem tatll su teleostlarinin 6zellikle solungag, boébrek ve
bagirsak gibi osmoregulatér organlarin ézgti bir enzim olan Na*/K'-ATPaz enzimi
temelde hiicre ici homeostazisin korunmasindan sorumludur ve yapilan ¢alismalar
ginumizde artan c¢evresel kirlilik sonucu metallerin toksik etkilerinin
degerlendiriimesinde Na,K-ATPaz'in duyarli biyolojik bir belirtegler olarak blylk
éneme sahip oldugunu vurgulamaktadirlar (Watson ve Beamish, 1981; Canli ve
Stagg, 1996; Atli ve Canli, 2007):

Bu caligmanin sonuglari, cevresel etki degerlendirilmeleri yapilirken, su
sertliginin ve baliklarin Na'-K'ATPaz'larin gérev aldigi iyon regulasyonundaki
degisikliklerin, sucul ortamlarda metal kirliliginin tespitinde ve organizmalara olan
etkilerinin belirlenmesinde, dikkate alinmasi gerektigini vurgulamistir.
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COLD AKTIF ALKALIN AMILAZ ENZiMi URETEN BACILLUS sp. SUSLARININ
IZOLASYONU, ENZiM URETiMi VE ENZIMIN KISMi KARAKTERIZASYONU

Isolation Of Cold Active Alkaline Amylase Producing Bacillus sp. Strains, Enzyme
Production and Partial Characterization of Enzyme

Nihan ARABACI Burhan ARIKAN
Biyoloji Anabilim Dali Biyoloji Anabilim Dali
OzET

Bu calismada, Ankara ve Tuz Gélu'nden izole edilen alkalifilik Bacillus sp.
suslarindan amilaz enzimi izolasyonu ve optimizasyonu yapilmistir. Bu amagla,
optimum aktivite sicakhgi, optimum pH, pH stabilitesi ve sicaklik stabilitesi
analizleri gergeklestiriimistir. :

Bacillus sp. NCA35 amilaz enzimi optimum aktivitesini 25°C ve pH 8.0'de
gdstermistir. Enzim 10-40°C arasinda 30 dakikada aktivitesinin yaklagik %96'sini
korumustur. Amilaz enzimi 25°C'de pH 8.0-12.0 araliginda 24 saat siireyle
ortalama %53 stabil kalmistir.

Bu sonuglara NCA35 enziminin, sodukta ve asido-alkali aktif, termostabil
ve pH-stabil 6zellik géstermektedir. Bu 6zelliklerinden dolaylt NCA35 amilaz enzimi,
deterjan, gida ve icecek endustrisi ile biyoremediasyon uygulamalarinda
kullanilabilme potansiyeline sahiptir.

Anahtar Kelimeler: Alkali, Bacilllus sp., Sogukta Aktif Amilaz, Sogukta ve pH
Stabil

ABSTRACT

In this study, the amylase enzyme from Bacillus sp. strains isolated from
Ankara and Salt Lake was produced and characterized. For this purpose, optimum
activity temperatures and pH values, temperature and pH stabilities analysis of
enzyme was investigated.

The enzyme showed its optimum activity at 25°C and pH 8.0. The enzyme
activity was retained around 96% of the original activity within 30 minutes between
10-40°C. Enzyme was also stable about %53 between pH 8.0-12.0 at 25°C for 24
hours.

According to these results, NCA35 enzyme shows cold and acido-alkaline
active, thermostable and pH-stable properties. Therefore, NCA35 cold active
amylase enzyme has the potentials to use in detergents, beverage and food
industries and bioremediation applications.

Key Words: Alkaline, Bacillus sp., Cold Active Amylase, Cold and pH stabile

* Yiiksek Lisans Tezi-MSc Thesis
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Giris

Enzimler, canli htcrelerde bulunan, kimyasal dénUstmlerin meydana
gelmesinde katalizér roli oynayan kompleks organik molekullerdir. Enzimlerin
izolasyon esnasinda kendi &ézel kimyasal dénusumlerini gergeklestirebilmeleri
endustride, gida. islemede, biyoremediasyonda ve ilaglarda giderek artan
kullanimlarina yol acmistir. Bu amaglar igin Uretimleri genel olarak ‘enzim
teknolojisi' seklinde isimlendirilmistir. Ticari olarak Gretilmis enzimler modern
toplumun karsi karsiya oldugu, gida Uretimi, enerji azhdr ve korunumu, ¢evrenin
verimli hale getiriimesi, medikal uygulamalar gibi ¢ok 6nemli problemlerin
¢ézimiine katkida bulunmaktadir (Smith, 2004).

Amilazlar, “glikozid hidrolaz” olarak da bilinen, endustriyel olarak blyuk
éneme sahip enzimlerdir (Gupta ve ark, 2003). Nisastayi hidroliz eden enzimler
temel olarak dort grubu ayrilmaktadir; 1. endoamilazlar, 2. ekzoamilazlar, 3.
dallanmalari hidroliz eden enzimler, 4. transferazlar. Endustriyel anlamda en
dénemli endoamilazlar, Bacillus'lardan izole edilen a-amilazlardir (Wim, 2006;
Pandey ve ark, 2000; Kiran ve Chandra, 2008). Bu enzim ekmek, pasta, bira,
peynir gibi gida endustrilerinde, nisastanin maltoza hidroliz edilmesinde, maitoz
suruplarinin elde edilmesinde, otomatik ¢amasir ve bulagik makinelerinde
kullanilan deterjanlarin tretiminde kullaniimaktadir (Igarashi ve ark, 1998).
Amilazlarin endustriyel éneminden dolayi, deterjan endustrisi igin alkalin amilaz
gibi, endustriyel uygulamalara uygun ¢zellikte amilaz enzimi Ureten yeni bakteri
suslarinin izolasyonuna olan ilgi artmistir (McTigue ve ark, 1995). Alkalifilik
mikroorganizmalardan elde edilen enzimler, 6zellikle asir asidik ve asir bazik
reaksiyon sartlarina sahip uygulamalar igin oldukga kullanishidir. Deterjan Gretimi
bu duruma 6rnek olarak gésterilebilir (Burg, 2003, Gerday ve ark, 2000; Hmidet,
2009).

Endustriyel alanda kullanilan enzimlerin, bitkisel, hayvansal ve
mikroorganizma kokenli olmakla birlikte gogunlukla mikroorganizmalardan izole
edilmelerinin nedeni, mikrobiyal kaynakli enzimlerin katalitik aktivitelerinin yiksek
olmasl, istenmeyen yan Grlin olusturmamalari, daha stabil ve daha ucuz olmalari,
buyiik boyutlarda ve yiiksek saflikta elde edilmesi gibi avantajlara sahip olmalaridir
(Madigan ve Martinko, 2010).

Mikroorganizmalar optimum (reme sicakliklarina gére, psikrofiller (20°C
altinda), mezofiller (20-55°C) ve termofiller (55-80°C) ve hipertermofiller (80 °C
tizerinde) olmak tizere dért ana gruba ayrilirlar. Prokaryotlardan olusan, ekstrem
sartlarda yasayabilen organizmalar ekstremofiller olarak adlandirimaktadir.
Ekstremofil organizmalar bu kosullar altinda optimum sekilde Gremek Uzere
evrimlesmislerdir. Ekstremofil organizmalar, hipertermofiller, psikrofiller, alkalifiller,
asidofiller, barofiller ve halofiller olarak siniflandiriimaktadirlar (Gomes ve Steiner,
2004; Madigan ve Martinko, 2010).

Sogukta aktif olan amilaz, proteaz, lipaz gibi enzimler diistik sicakliklarda
ylksek katalitik aktivite gosterebildiklerinden dolayr molekuler biyoloji, medikal
arastirmalar, endustriyel gidalar, besin teknolojileri, deterjanlar ve kozmetik gibi
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uygulama alanlarinda tercih edilmektedirler. (Margesin ve Feller, 2010; Jahandideh
ve ark, 2007).

Bu calismada, sodukta akiif alkalin amilaz enzimi Ureten Bacillus sp.
bakterilerinin izolasyonu, enzimin Uretimi, enzimin kismi saflastirimasi ve
karakterizasyonunun gerceklestirilmesi amaglanmistir.

Materyal ve Metod ]
Topraktan Bacillus sp. Suslarinin Izolasyonu

Ankara ve Tuz Géli'nden alinan gesitli toprak 6rnekleri, sogukta aktif
alkalofilik Bacillus sp. suslarinin izolasyonu icin pH'si 9.0 olan N1 sivi besiyerlerine
inokile edilip, 15°C’'de 6 saat inkiibe edilmistir. Bu siire sonunda 80°C'de 10
dakikalik sicaklik uygulamasi gerceklestirilmistir (Lennette ve ark, 1985). Bu
uygulama sonrasinda érnekler calkalamal inklbatérde 15°C'de 24 saat
inktibasyona birakilmistir. inkiibasyon sonrasinda tek koloni elde etmek amaciyla
pH'st 9.0 olan N1 agar besiyerine yayma ekim yapilip, 15°C'de 72 saat
inklibasyona birakilmis ve Bacillus géruntimine sahip érnekler N1 agar besiyerine
ekilip, 72 saat 15°C'de inkilbe edilmiglerdir. Ornekler arasindan en genis aktivite
zon gap! olusturan NCA35 susu enzim tretimi igin kullaniimistir.

Swvi Kiiltiirde Amilaz Enzim Uretimi ve Kismi Saflastirma

Kati besiyerinde farkli pH ve sicakliklarda en iyi Uremeyi ve en iyi enzim
aktivitesini gésteren NCA35 susu, pH'si 10.0 olan M9 nisasta sivi besiyerinde 24
saat stireyle 15°C ve 240 rpm'de calkalayicida inkilbe edilmistir. Ornek +4°C ve
7500 rpm’de 20 dakika santrifllj edilerek organizmalar kulttrden uzaklastirilip,
spernatant kismi alinmistir. Stipernatanta 6rnek hacminin %70'i oraninda soguk
etanol eklenerek enzim karisimi -20°C’lik derin dondurucuda bir gece bekletiimistir.
Ornek +4°C ve 10000 rpm'de 20 dakika santrifuj edilmis, céken enzim toplanarak
uygun hacimde 0.1M'lik fosfat tamponunda (pH 7.0) sivilastinimistir (Srivastava,
1987; Arikan, 2008).

Enzimin Optimum Aktivite Goésterdigi pH Degerinin Saptanmasi

Enzimin optimum aktivite gosterdigi pH degerlerinin saptanmasi i¢in, Na-
Fosfat (pH 6.0-8.0), Glisin-NaOH (pH 8.5-10.5) ve Boraks-NaOH (pH 11.0-13.0)
tamponlari kullaniimistir. 0.5 mL enzim 0.5 mL substrat karistirilarak 15°C’de 60
dakika inkube edilmistir. inkilbasyon sonunda DNS yéntemi kullanilarak 550 nm
UV visible spektrofotometrede standart aktivite analizi gerceklestirilmistir. En
yuksek absorbans degerinin elde edildigi pH degeri 100 kabul edilerek diger pH
degerleri buna gére oranlanarak relatif enzim aktivitesi saptanmistir (Gessesse ve
Gashe, 1997; Burhan ve ark, 2003).

Enzimin Aktivite Gosterdigi Optimum Sicaklik Degerinin Saptanmasi

Enzimin optimum aktivite gosterdigi sicaklik degerinin  belirlenmesi
amaciyla, 10°C, 15°C, 20°C, 25°C, 30°C, 35°C ve 40°C'lik sicaklik degerlerinde
inkuibasyonlar gergeklestirilmistir. inkilbasyon isleminden sonra standart enzim
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aktivitesi belirlenmistir. En ylUksek absorbans degerinin elde edildigi sicaklik
derecesi enzimin optimum aktivite gosterdigi deger olup, 100 olarak kabul
edilmistir. Diger sicaklik derecelerinden elde edilen absorbans degerleri optimum
absorbans degderiyle oranlanarak relatif enzim aktivitesi bulunmustur (Srivastava,
1987; Burhan ve ark, 2003).

Enzimin Termal Stabilitesinin Saptanmasi

Termal stabilitenin belirlenmesi i¢in enzim 10°C, 15°C, 20°C, 25°C, 30°C,
35°C’lerde 30 dakika 6n inkiibasyona birakilmistir. On inkiibasyon tamamilandiktan
sonra, 0.5 mL enzim ve 0.5 mL optimum aktivitenin gergeklestigi pH degerinde
hazirlanmis substrat tamponu (pH 8.0) karistirilarak optimum aktivite sicakliginda
(25°C) 60 dakika inklibasyona birakiimis ve standart aktivite -analizi yapiimistir.
Baslangi¢ aktivitesinin saptanmasi icin ¢n islemden gegmemis enzim kullanilarak
enzim aktivitesi 6lgUimusttr. Baslangig aktivitesi 100 kabul edilerek 6n islemden
gecmis enzime ait degerler buna g&re oranlanip Kkalan aktivite degeri
hesaplanmistir (Srivastava, 1987; Gessesse ve Gashe, 1997; Mehrotta ve ark,
1999; Burhan ve ark, 2003).

Enzimin pH Stabilitesinin Saptanmasi

Enzimden 2 mL alinarak 11.000 dev/dak'da 15 dakika santrif(lj edilmistir.
Ust faz atildiktan sonra tlpteki pellet tizerine pH 8.0, 9.0, 10.0, 11.0 ve 12.0
degerlerindeki tampon c¢ozeltilerden 2'ser mL eklenerek, enzim reslspanse
edilmistir. Karisim 25°C'de 24 saat 6n inklibasyona birakiimis ve standart aktivite
analizi yapiimistir. Baslangi¢ aktivitesinin saptanmasi icin 6n islemden gegmemis
enzim kullanilarak enzim aktivitesi ¢lgtilmUstiir. Baslangig degeri 100 kabul edilmis
ve farkli pH degerlerinden elde edilen sonuglarla kiyaslanarak kalan relatif enzim
aktivitesi saptanmistir (Coral ve ark, 2002; Burhan ve ark, 2003).

Arastirma Bulgulari ve Tartisma

Ankara ve Tuz Géli'nden izole edilen 50 sustan 5 6rnek amilaz pozitif
(%10) bulunmustur. Bu suslar arasinda aktivite zonlari dikkate alindiginda, amilaz
sentezleme yetenedi en iyi olan NCA35 susu enzim Uretimi ve karakterizasyonu
icin kullanilmustir.

Enzimin Optimum Aktivite Gosterdigi pH Degeri

Bacillus sp. NCA35 susuna ait amilaz enziminin optimum pH degerini
belirlemek icin, cesitli pH tamponlari kullanilarak 15°C’'de 60 dakika slreyle
inktibasyonlar gergeklestirilmistir. Elde edilen sonuglar sekil 1'de verilmistir.
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Sekil 1. Bacillus sp. NCA35 amilaz enziminin optimum aktivite gosterdigi pH degeri
ve araligi

Bacillus sp. NCA35 susuna ait amilaz enziminin optimum pH'si 8.0
bulunmustur. Bu sonug, enzimin alkali 6zellige sahip oldugunu gdstermektedir. pH
6.0, 7.0, 9.0, 10.0, 11.0, 12.0 ve 13.0'deki aktivite degerleri, sirasiyla, %91, %93,
%89, %97, %88, %88 ve %67 élguimustir. Enzimin pH 6.0-13.0 araligindaki
ortalama aktivitesi %89'dur. Zhang ve Zeng (2007), Nocardiopsis sp. 7326'dan
izole ettikleri alfa amilaz enziminin aktivite gésterdigi optimum pH’nin 8.0 oldugunu
belirlemislerdir. Ayrica enzimin pH 7.0-9.0 araligindaki degerlerde de %60'tan fazla
aktiviteye sahip oldugunu bildirmislerdir. Amoozegar ve ark (2003), Halobacillus sp.
MA-2 susundan elde ettikleri amilaz enziminin maksimum aktivitesini pH 7.5-8.5
araliginda gosterdigini bulmuslardir. Bacillus sp. NCA35 amilaz enzimi bu ézellikleri
ile alkali &zellikte olmakla birlikte, asido-alkali (yaklasik %88.2) ozellik
g&stermektedir.

Enzimin Aktivite Gosterdigi Optimum Sicaklik Degeri

NCA35 enziminin optimum aktivite gdsterdigi sicaklik degerini belirlemek
igin 10-40°C arahgindaki sicaklik degerlerinde aktivite analizi gerceklestiriimistir.
Elde edilen sonuglar sekil 2'de gésterilmistir.
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Sekil 2. Bacillus sp. NCA35 amilaz enziminin optimum aktivite gosterdigi sicaklik
degeri ve arali§i
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Enziminin, optimum aktive sicaklik 25°C’dir. Enzim 10, 15, 20, 30, 35,
40°C'lerde, sirastyla, %91, %94, %97, %93, %91 ve %90 relatif aktivite
gostermistir. Enzimin 10-40°C araligindaki ortalama aktivitesi %94'tur. Bu sonuglar,
enzimin soguk kosullarda daha ylksek katalitik aktiviteye sahip oldugunu
gostermektedir Groudieva ve ark (2004), Spitzbergen'in farkli bélgelerinden izole
ettikleri suslardan saflastirdiklar amilaz enziminin maksimal aktivitesini 30°C'de
gosterdigini tespit etmislerdir. Fan ve ark (2009), Micrococcus antarcticus susunun
sogukta aktivite gosteren amilaz enziminin optimum aktivitesini 30°C'de
gosterdigini, enzimin 10-15°C gibi dustk sicakliklarda da ylksek aktiviteye sahip
oldugunu bildirmiglerdir. Bu sonuglara gore enzim cold-adapted olarak
adlandiriimistir. Bacillus sp. NCA35 amilaz enzimi dustik sicakliklarda literatiirlerde
belirtilen verilerden daha yiiksek aktiviteye sahiptir.

Enzimin Termal Stabilitesi

Enzimin termal stabilite degerlerini belirlemek amaciyla enzim 60 dakika
10-40°C araliginda &n inklbasyona tabi tutulup, kalan aktivite degerleri
bulunmustur. Elde edilen sonuglar sekil 3'te gosterilmistir.
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Sekil 3. Bacillus sp. NCA35 amilaz enziminin termal stabilite sonuglari

Enzimin 25°C'de orijinal aktivitesinin %98'ini korumustur. Bitin degerler
dikkate alindiginda 10, 15, 20, 30, 35 ve 40°C'lerde, sirasyla, %100, %100, %98,
%98, %98 ve %83 kalan enzim aktivitesi slctilmustir. Orijinal aktivitesini ortalama
(10-35°C) %99 korunmaktadir. Aktivitenin 40°C'de aniden %83'e dusmesi cold aktif
ozellik icin karakteristiktir (Zhang ve Zeng, 2007). Bernhardsdotter ve ark (2005),
Bacillus sp. L1711 amilaz enzimini 21, 37 ve 55°C'lerde 1'er saat inkiibe
etmislerdir. Enzim orijinal aktivitesini, sirasiyla, %90.7, %84.3 ve %1.6 korumustur.
Zhang ve Zeng (2007), Nocardiopsis sp. 7326'dan izole ettikleri amilaz enziminin
20-45°C araliginda orijinal aktivitesini %70 korudugunu bildirmislerdir. Enzim 15-
25°C'de 60 dakikalik inkilbasyondan sonra aktivitesinin buytik bir kismini korurken,
35°C'de 40 dakika inkiibe edildiginde aktivitesinin yarisini kaybetmektedir. Bacillus
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sp. NCA35 amilaz enzimi literattrr bilgilerinden gok daha yiiksek diizeyde soguga
adapte 6zellik gostermektedir.

Enzimin pH Stabilitesi

Enzim, pH 8.0-12.0 aralifindaki farkli pH tampon sistemlerinde, 25°C'de
24 saat 6n inkibasyona birakilmis ve kalan relatif aktivite degerleri dlctlmustur.
Elde edilen sonuglar sekil 4'te gosterilmistir.
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Sekil 4. Bacillus sp. NCA35 amilaz enzimi pH stabilite sonuglari

Enzim pH 8.0, 9.0, 10.0, 11.0 ve 12.0'de 24 saatlik &n inkiibasyondan
sonra aktivitesini, sirasiyla, %56, %55, %56, %50 ve %50 korumustur. Bitiin
pH'larda ortalama %53 stabil kaldigi belirlenmistir. Bu sonuglar, Bacillus sp. NCA35
amilaz enziminin 25°C'de 24 saat sireyle %50'nin (izerinde stabil kaldigini
gostermektedir. Zhang ve Zeng'in (2007), Nocardiopsis sp. 7326 susundan izole
ettikleri amilaz enzimi, 4°C'de 24 saat inkibe edildikten sonra pH 5.0-10.0
araliginda stabil kalmistir. Enzim optimum pH 8.0'de aktivite gésterirken, pH 7.0-
9.0 araliginda enzimin aktivitesinin %60'indan fazlasi korunmustur. Lu ve ark
(2010), Pseudoalteromonas arctica GS230'dan izole ettikleri soguda adapte amilaz
enziminin pH 7.0-8.5 araliinda yaklasik %60 stabil oldugunu bildirmislerdir.
Aragtirmacilar, enzimin bu 6zellikleri nedeniyle gida ve deterjan endustrisinde
kullanilabilecek potansiyele sahip oldugunu ileri stirmiislerdir.

Sonug ve Oneriler

Galismamizda, izolasyonu gergeklestirlen Bacillus sp. NCA35
bakterisinden izole edilen amilaz enziminin optimum aktivitesi 25°C olmakla birlikte,
enzim 10-25°C araliginda sahip oldugu ortalama %99 aktiviteyle sogukta aktif
enzim 6zelliginde oldugunu géstermistir. Enzimin optimum aktivitesi pH 8.0 olsa
da, enzim pH 6.0-8.0 aralijinda yaklasik %92 aktiviteye sahiptir. Bu sonuglara
gore, enzim oldukga genis bir pH aralifinda yuksek diizeyde aktiviteye sahiptir.
Enzimin 60 dakika &n inkiibasyon isleminden sonra 10°C-35°C’ler arasinda orijinal E
aktivitesini %99 oraninda korumasi, cok ylksek katalitik aktiviteye sahip oldugunu £
gostermektedir. Bacillus sp. NCA35 amilaz enzimi, 24 saat oda sicakliginda ve E

-73-




C.U Fen ve Muhendislik Bilimleri Dergisi Y11:2013 Cilt:30-4

farkl pH degerlerinde (pH 8.0-12.0) &én inkilbasyona birakildiginda ortalama %53
stabil kalmistir

Bu 6zellikleri dikkate alindiginda, Bacillus sp. NCA35 amilaz enziminin gida
ve deterjan endustrisinde kullanilma potansiyeli oldukga ylksektir. Bu alandaki
uygulama ile dustk sicakliklarda ylksek katalitik aktivite gostermesi ve sicakligin
dusmesine bagli olarak aktivitenin artmasi ézellikle yikama sektdrinde ¢ok 6nemli
oranlarda enerji tasarrufu saglayacaktir. Ayrica, yikamanin dustik sicakliklarda
gerceklestiriimesi sonucu 1sisal yipranmanin dnlenmesine bagh olarak giysilerin
kullanim émrtiniin uzamasi da séz konusudur.
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KADMIYUM, GINKO VE KADMIYUM+GINKO ETKISINDE KALAN TATLI SU
BALIGI Oreochromis niloticus’da ATPaz TEPKILERININ BELIRLENMESIi

Determination of the Response of ATPases in Freshwater Fish Oreochromis
niloticus Exposed to Cadmium, Zinc andCadmium+Zinc

Ali EROGLU Mustafa CANLI
Biyoloji Anabilim Dal Biyoloji Anabilim Dali
OzZET

Bu calismada 1 pg/mL derisimindeki Cd*? ve Zn*? in ayr ayri ve birlikte
etkilerine farkli surelerde (0, 7, 14, 21 ve 28 gun) maruz kalan tatlisu balii
Oreochromis _niloticus'un farkli dokularinda ATPaz grubu enzimlerin (Na'/K'-
ATPaz, Mg'?-ATPaz ve Ca*®-ATPaz) tepkileri incelenmistir. Deney sireleri
sonunda baliklarda solungag dokusunda Na‘/K'-ATPaz, Mg**ATPaz ve Ca*
ATPaz aktiviteleri ile kas dokusunda Ca**ATPaz aktiviteleri Sleulmustar. Baliklar
deney kosullarinda 28 gtin yasarken herhangi bir saglk sorunu gozlenmemistir.
Metallerin ayri ayri ve birlikte etkisinde kalan baliklarda solungac ve kas ATPaz
aktivitelerinde bazi 6nemli degisimler gériimistir. Buna gére Na*/K*-ATPaz ve
Ca*®-ATPaz aktiviteleri metal thrti, metallerin ayr ayri ve birlikteki etkileri, etki
stiresi ve doku tipine badl olarak genellikle azalis yéniinde bir degisim gasterirken,
Mg*2-ATPaz aktivitelerinde anlamli bir degisiklik gortlmemistir. Baliklarin doku
protein diizeylerinde ise genel olarak bir degisim gériilmemistir.

Anahtar Kelimeler: Metal, Etkilesim, Oreochromis niloticus, ATPaz

ABSTRACT

In this study the responses of ATPases (Na'/K'-ATPase, Mg*-ATPase
and Ca”-ATPase) in different tissues of a freshwater fish Oreochromis niloticus to
1 pg/ml concentration of Cd** and zZn** at different periods (0, 7, 14, 21 and 28
days) were investigated. At the end of experimental periods, the activities Na*/K*-
ATPase, Mg**-ATPase in gill tissues and Ca*-ATPase activity in muscle tissues
were measured. While living under the experimental conditions, fish did not have
any health problem. There were some significant alterations in ATPase activities in
gill and muscle tissues of fish exposed to metals as single or combination.
According to the results, there were general declining trends in Na*/K*-ATPase and
Ca*-ATPase activities in regard to metal type, single or combined exposures,
period of exposures, and tissues, though there was no significant alteration in
Mg?*-ATPase activity. There was also no considerable change in tissue total
protein levels of fish.
Keywords: Metal, Interaction, Oreochromis niloticus, ATPase
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Giris

Enduistri, ziraat ve madencilikte yaygin olarak kullanilan ve ekolojik tehlike
olusturan bakir, civa, kursun, kadmiyum vb. agir metalleri igeren cesitli
kimyasallarin kullanimlarindaki artisin cevreyi kirlettigi bilinmektedir. Atmosferik
depozisyon, atiklar, aerosol presipitasyonu ve yagmurlarin yikayici etkisiyle ve
diger kaynaklar araciligi ile gevreye yayilan agir metallerin gogu igin son durak
olmasi nedeniyle sucul ortamlar hassas olarak kontrol edilmesi gereken
biyotoplardir. Yapilan bircok calisma ile agir metallerin ytksek derisimlerde sucul
organizmalar igin letal oldugu gosterilmistir (Eisler ve Hennekey, 1977; Mance,
1987; Canli, 1995). Sucul bir organizma igin letal doz, hem metale hem de
organizmaya baglidir. Metallerin organizmalara olan toksik etkilerinin kimyasal
yapllari ile dogrudan iligkili oldugu ve biyolojik olarak pargalanma ozelligi
gostermediklerinden ekosistemde uzun sure kalabildikleri bilinmektedir (Tagliari ve
ark., 2004). Metallerin toksik etkileri ile ilgili yapilan ¢aligmalar, metallerin birlikte
yaptiklar etkilerden gok tek basina yaptiklari etkileri igermektedir (Lange ve ark.,
2002). Metallerin birlikteki etkileri sinerjistik, antogonistik veya toplam etki seklinde
gozlenebilmektedir. Metal etkilesimleri metallerin emilim, dagiim, atihm ve ayni
zamanda biyolojik fonksiyonlarini etkileyebilmektedir (Heath, 1987).

Adenozin trifosfataz (ATPaz) enzimleri hicre igi fonksiyonlarda iyon
pompasi olarak 6nemli rol oynayan membrana bagll bir enzim grubudur. Bu
enzimler ylksek elektronegatif 6zellik gostermeleri nedeniyle gecis metallerine
oldukga duyarlidir (Riedel ve Christensen, 1979; Watson ve Beamish, 1981;
Thaker ve ark., 1996). Sucul organizmalar dikkate alindiginda Na‘/K*-ATPaz'in
iyon diizenlenmesinde yasamsal bir 6neme sahip oldugu bilinmektedir ve Na'/K'-
ATPaz aktivitesindeki olasi degisikliklerin dogal stres kaynaklarinda oldugu gibi
cesitli cevresel kirleticilere tepki olarak gelistigi gézlenmistir. Cu*?, Ag', Cd™, Zn*?
ve Hg™ tath su ve deniz baliklarinda Na*/K'-ATPaz inhibisyonu ile baglantl
osmoregilasyonda bozulmalara neden olan metaller arasindadir (Bianchini ve
Wood, 2003; Bianchini ve ark., 2004, 2006). Mg*%-ATPaz enzimi, solungag
epitelyumundan hiicre membran butinlugu, solungac gegirgenliginin stabilizasyonu
icin gerekli olan Mg nin taginmasinda ve oksidatif fosforilasyonda gorev
gormektedir (Parvez ve ark,, 2006). Ca*%-ATPaz ise sarkoplazmik retikulum
tubullerinde lokalize olmakta ve ATP hidrolizinden agiga gikan enerjiyi kullanarak
sitoplazmadan Ca*?nin uzaklastiriimasinda ve bdylece dusuk hiicresel Ca'
iceriginin korunmasinda gérev almaktadir (Saxena ve ark., 2000).

Baliklar, sucul ekosistemlerin durumunu ve toksikolojik olarak gelisen
patolojiyi degerlendirmede yaygin olarak kullanilan énemli bir biyoindikatordar. Nil
tilapyas! O. niloticus, elde edilisi, kulturd, laboratuarda caligiimasi ve toksikolojik
arastirmalarda kirleticilere verdigi tepkilerden dolayi iyi bir biyolojik modeldir
(Almeida ve ark., 2002; Garcia-Santos ve ark., 2006). Bu calismada 1 ug/mL
derigimindeki Cd*™ ve Zn*¥nin tek tek ve birlikteki etkileri sonunda O. niloticus'un
solungag Na'/K'-ATPaz, Ca'ATPaz ve Mg™“-ATPaz ile kas Ca‘%-ATPaz
aktivitesinin ve bu dokulardaki protein duzeylerinin farkli stireler (0, 7, 14, 21 ve 28
guin) sonunda verdigi tepkilerin dlculmesi amaglanmistir.
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Materyal ve Yéntem
Materyal

Deneylerde kullanilmak tizere G.U. Su Uruinleri Fakultesi balik yetistirme
havuzlarindan alinan O. niloticus, sicakigin 20+1 °C oldugu ve 12 saat aydinlatma
periyodunun uygulandidi laboratuar ortaminda 40 x 40 x 100 cm 6lctlerindeki 100
L gesme suyu iceren akvaryumlarda yaklasik 4 ay siireyle yeni kosullara adapte
olmaya birakildi.

Yéntem

Baliklar 6 adet olacak sekilde 33x33x40 cm boyutlarindaki akvaryumlarda
kadmiyum ve ginkonun tek tek ve birlikte etkilerine maruz brrakilmistir. Baliklarin
ortalama boy (13,9£0,79 cm) ve agirliklannin (42,4+6,96 g) farkli deney gruplari
arasinda istatistiksel olarak bir ayinm géstermedigi gézlendi (P>0,05). Deney
kosulari Atli ve Canli, (2008) da belirtildigi gibi uygulanmistir. Doku
homojenatlarinin hazirlanmasi, ATPaz enzimleri Slgtimleri, metal ve protein
analizleri ve istatistik analizler Atli ve Canli, (2008) da belirtildigi gibi yapiimistir.

Arastirma Bulgular ve Tartisma
Kontrol Baliklarda ATPaz Aktivitesi

Kontrol baliklarda enzim aktiviteleri sekil 1. de verilmistir. Buna gore ATPaz
aktivitelerinde bazi snemli degisimler gértimiistir.

SOLUNGAC KAS
Giin Na'/K'-ATPaz Mg'*-ATPaz Ca'’.ATPaz Ca'’.ATPaz
0 8,310,83 13,0£0,55 2,29:0,26  1,83%0,53
7 6,0120,28 13,3+0,83 0,71£0,04  1,8040,42
14 4,66+0,59 9,1740,30 2,21£0,44  2,3210,50
21 9,29+0,43 14,5+0,81 0,99£0,28  2,47+0,78
28 17,0+1,58 4,17+0,18 1,35:0,18  3,25+0,50

Sekil 1. Kontrol O. niloticus da ATPaz aktivitelerinin farkl gunlerdeki degerleri.
Degerler pmol Pi/mg prot./sa. olarak verilmistir.

Metal Etkisinde Kalan Baliklarda ATPaz Aktiviteleri

Metallerin tek tek ve birlikte etkilerine 28 gtin stire ile birakilan baliklarda
ATPaz aktivitelerinde meydana gelen degisimlerin % degerleri ve bunlarin
istatistiksel sonuglari sekil 2 de verilmistir.

Solungag Na'/K'-ATPaz aktivitesinin, 1 pg Cd**mL'nin farkli strelerdeki
etkisinde kontrole gére 7 ve 28. giinlerde zamana bagl bir azalis goésterdigi ve en
dustk dizeyini % 35 degeri ile 7. giin sonunda gésterdigi gézlenmistir (3,93+0,31
pmol Pi/mg prot./sa.) (P<0,05). Mg**-ATPaz aktivitesi ise Cd*? etkisinde denenen
tim streler igin kontrole gére herhangi bir ayirim géstermemistir (P>0,05). Ca*™-
ATPaz aktivitesi denenen tiim guinlerde bir azalis géstermis ve en dustk dizeyi %
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70 ile 21. (0,29+0,09 pmol Pi/mg prot./sa.) ve 28. (0,40
giin sonunda gdzlenmistir (P<0,05). Kas dokusunda, Ca

+0,05 pmol Pi/mg prot./sa.)
*2_ATPaz aktivitesi glinlere

bagl olarak artis veya azalis géstermistir. En fazla azalis % 25 (2,45+0,45umol

Pi/mg prot./sa.) ile 28. glinde gézlemlenmistir (P>0,05).

SOLUNGAG KAS

Metal Giin Na'/K'- Mg**- Ca™- Ca™-
ATPaz ATPaz ATPaz ATPaz

7 g 1 13 1 51 T+ 21 1

" 14 17 11 4 72 1* 3 1
Zn 21 2 1 4 1 70 L*| 74 1
28 2 1* 30 4 39 82 I*

7 35 |+ 3 1 24 J

cq'? 14 28 | 8 1 60 * 5 1
21 57 1T+ 11 4 70 ¥ g9 7

28 16 1* 7 1 70 1* 25 4

7 52 T+ 2 4 59 1 73 1

— 14 19 1 6 6 1*| 48
21 13 * 4 7 69 I* 2 4

28 18 T+ 23 4 100 4* 78 *

Sekil 2. Oreochromis niloticus dokularinda metal etkilerinde ATPaz aktivitelerinin
kontrole gare ytizde (%) degisimleri. *: Anlamli istatistiksel farkliliklari
gostermektedir (P<0.05).

Solungag Na'/K*-ATPaz aktivitesinin, 1 pg Zn*?/mL'nin farkl stirelerdeki
etkisinde kontrole goére zamana bagl bir azalis gosterdigi ve en dustk duzeyini %
22 azalig ile 28. gun sonunda gosterdigi gozlenmistir (13,24£0,44 pmol Pi/mg
prot./sa.) (P<0,05). Mg*?-ATPaz aktivitesi ise Zn*? etkisinde denenen tum stireler
icin kontrole gére herhangi bir ayirm gostermemistir (P>0,05).

Solungag dokusunda, Ca‘*%ATPaz aktivitesi genel olarak bir azalis
gostermis ve en distk duzeyini 14. gln sonunda % 72 oraninda gdstermistir
(0,62+0,15 pmol Pi/mg prot./sa.) (P<0,05). Kas dokusunda, Ca'2-ATPaz aktivitesi
kisa sureli etkilerde % 3 ile % 21 oraninda artis gostermis (P>0,05) fakat 28. glin
sonunda kontrole gore % 82 azalis gostermistir (0,58+0,18 pmol Pi/mg prot./sa.)
(P<0,05).
Solungac Na'/K'-ATPaz aktivitesinin, 1 Hg Cd*2+Zn**/mL'nin farkli
strelerdeki etkisinde kontrole gére zamana bagli bir artis gésterdigi ve en ylksek
duzeyini % 52 degeri ile 7. glin sonunda gosterdigi gozlenmistir (9,14+0,84pmol
Pilmg prot./sa.) (P<0,05). Mg'*-ATPaz aktivitesi ise Cd*2+Zn*? etkisinde denenen
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tim streler i¢in kontrole gére herhangi bir ayirm géstermemistir (P>0,05).
Solungag dokusunda, Ca**-ATPaz aktivitesi denenen tim gunlerde bir azalis
gostermis ve en disik dizeyini 28. giin sonunda % 100 oraninda géstermistir (0+0
pmol Pi/mg prot./sa.) (P<0,05). Kas dokusunda, Ca*>-ATPaz aktivitesi genel olarak
azalis gostermis ve 28. gun sonunda % 78 ile en disik dizeyde olctlmustir
(0,7£0,24 pmol Pi/mg prot./sa.) (P<0,05).

Tartisma

Bu calismada 28 gtin metallerin tek tek ve birlikte etkileri sonucu baliklarda
mortalite  gézlenmemsi, segilen dozlarin  subletal dizeyde oldugunu
gostermektedir. Analizler sonucu elde edilen verilere gére, en fazla Ca™-ATPaz'in
ardindan da Na'/K™-ATPaz aktivitesinin etkilendigi buna karsin, Mg*-ATPaz
aktivitesinin ise degismedigi gdézlenmistir. Enzim aktivitelerinin “bazi durumlar
disinda genel olarak azalis géstermesine karsin 6zellikle Na*/K'-ATPaz aktivitesi
metallerin tek tek etkilerinde azalis, birlikteki etkisinde ise artis gostermistir.
Dokular arasinda Ca*2-ATPaz aktivitesi bakimindan bir karsilastirma yapildiginda
ise solungag dokusunun kas dokusuna gére daha duyarl oldugu gézlenmistir.
Dokulardaki toplam protein diizeyi kisa streli metal etkilerinde degisiklik
gosterirken genel olarak kontrole gére herhangi bir ayirim géstermemistir. ATPaz
aktivitelerinin metal turti, etki stiresi ve doku tipine gére degisiklik gésterdigi sonucu
diger calismalarla da uyguniuk gostermektedir (Ay ve ark., 1999; Morgan ve ark.,
2004; Silvestre ve ark., 2005; Atli ve Canli, 2007). Cesitli cevresel kirleticilere
cevap olarak ATPaz aktivitesinde degisikliklerin oldugu ve enzimin metallerin
etkisine duyarli oldugu gésterilmistir (Watson ve Benson, 1987; Canli ve Stagg,
1996, Kamunde ve Wood, 2003). Bu sonuglar isiginda enzim aktivitesinde
gergeklesen azalislar, osmoregtilasyon sistemindeki bozulmalardan veya hiicre
zarinda olusan yapisal hasarin sonucunda zar gecirgenliginin degismesinden
kaynaklanabilmektedir. Bununla birlikte metallerin tek ve iki degerlikli iyonlarla
yarismasi veya enzim yapisindaki —SH gruplarina baglanarak konformasyonel
degisikliklere neden olmasi da aktivitede azalmaya neden olabilmektedir. Enzim
aktivitesindeki artiglar ise bozulan dizenin tekrar onarilabilmesi igin telafi
mekanizmalari ile agiklanabilmektedir. De La Torre ve ark. (2007), balikta Na*/K*-
ATPaz aktivitesinin su kaynakl kirleticilerin akut veya kronik etkileri sirasinda artis
veya azalis gdstermesinin yaninda herhangi bir degisiklik géstermeyebilecegini de
belirtmistir. Bu tepkilerin de kirleticilerin yogun etkilerine, epitelyal tasinmanin
fonksiyonel ve morfolojik butiinlugunin bozulmasina dogrudan kirleticilerin etkisi
veya dolayli olarak endokrin sistemin hasar gérmesine bagl olarak gelistigini
vurgulamislardir. Garcia-Santos ve ark., (2006) O. niloticus'un 96 saatlik akut Cd*?
(3, 15 ve 25 pg/mlL) etkisi sonrasinda solunga¢ Na'/K*-ATPaz aktivitesinde
herhangi bir degisim gozlememislerdir. Plazma Na* dizeyinde de anlamli bir
degisiklik olmamasina karsin plazma Ca*? dizeyinin etki stiresi sonunda derisime
bagli bir azalis gosterdigi belirtilmistir.

Baliklar, homeostasiyi saglamak igin gerekli iyonlari solungaglar araciligiyla
sudan almaktadirlar. Solungaglarda aktif iyon alimi ve organlardan iyon akisindan
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sorumlu Klorit huicrelerinin metal etkilerinde hasar goérdigu ve bu hiicrelerde
elektrolit kaybinin gézlendigi gosteriimistir (Lauren ve McDonald, 1987; Tkatcheva
ve ark., 2004; Garcia-Santos ve ark., 2006;. Birincil toksik etkiler arasinda sayilan
ve Cd*nin Ca*? iyonu ile yiksek ilgili Ca™ baglayan bolgeler igin yarisarak Ca*
alimini bloke ettigi ve bdylece klorit hticrelerin bazolateral membraninda bulunan
Ca*? pompasini inhibe ettigi bilinmektedir (Pelgrom ve ark., 1997). Bununla ilgili
olarak yapilan analizler sonucunda tum dokularda Cd*? etkisinde gozlenen Cca™
ATPaz inhibisyonu ve Ca* iyon akisinin bozulmasi bu durumu desteklemektedir.
Metallerin dokulardaki elektrolit duizeylerine olan etkilerindeki farkiiliklarin balik ve
metal turlerine, metal derisimleri ve suyun kimyasina bagli olabilecegi belirtilmistir
(Morgan ve ark., 1997; Rogers ve ark., 2003; Garcia-Santos ve ark., 2006). Zn*?
Ca'? ve Mg*? iyonlari arasindaki kimyasal benzerlik, Mzg*Z-ATPaz ve Ca'-ATPaz'in
aktif bolgelerindeki baglanma yerleri igin Zn*, Mg™ ve Ca*? iyonlar arasinda
yarisa neden olmaktadir. Hogstrand ve ark. (1996), Zn*?nin solungag klorit hticre
membranini Ca*? ile benzer yolla gegtigini belirtirken, 100 pM serbest Zn*?
varliginda alabalik solungag Ca'2-ATPaz enziminin bloke oldugunu belirtmislerdir.

Metal birikiminde = solungaglarin  birincil  hedef ve metal aliminin
gerceklestigi organ olmasi ve nefrotoksik etkilerin gézlendigi bdbreklerin ise
metaller igin segici oimalari nedeniyle nem kazandigi bilinmektedir (Heath, 1987,
Canli ve Atli, 2003). Chhaya ve ark. (1997), agir metal ve gesitli organik bilesikleri
iceren yiksek pH'li endustriyel atiklarin cesitli derigimlerinin 2-6 glinluk etkilerinde
Periophthalmus dipes'in farkli dokularinda ATPaz aktiviteleri (izerine etkilerini
incelemislerdir. Buna goére karaciger, beyin ve kas Na'/K'-ATPaz, Total-ATPaz,
Ca'2-ATPaz ve Mg™-ATPaz aktivitelerinde etkiye bagli genel bir inhibisyon
gozlenmesine karsin, en disuk aktivitenin en uzun etki stiresinde gézlemlendigi ve
cogunlukla bazi yuksek derisim etkilerinde enzim aktivitelerinde artis gérldugunt
belirtmislerdir. Ca*2-ATPaz inhibisyonuna neden olan metaller toksisitelerine gére
sralandiginda, siralama Hg™ >Pb™ >Cu*? >Cd" >Zn*? seklindedir (Viarengo ve
ark., 1993).

Canli dokularda metal koordinasyon bélgeleri higbir zaman tek bir metale
6zgun olmadigindan metabolizma igin gerekli metalleri baglayan metal boélgeleri
ayni zamanda benzer iyonik ¢cap ve koordinasyon geometrisi gésteren baska
metalleri de baglayabilmektedir. Bunlar arasinda yilksek toksik etkiye sahip ve
metabolizma igin gerekli olmayan Cd*? ile buna karsin metabolizma igin gerekli ve
yiksek dizeylerinde toksik o6zellik gosterebilen Zn*, kim%/asal olarak benzer
olduklarindan benzer tasinma yollarini kullanmaktadir. Cd*? ve Zn** arasindaki
yarigin  gogunlukla —SH igeren bslgeler icin gergeklestigi soylenebilir. Bazi
arastiricilar gesitli su organizmalarinda Zn*? varhginin Cd*? alimini baskiladigini
bildirmislerdir (Sunda ve Huntsman, 2000; Chen ve ark., 2008). Metal etkilesimleri,
balik ve diger sucul organizmalarin dokularinda metal birikimini etkileyebilmektedir
ve genel olarak metal birikimleri metal etkilesimlerinden gok tek bagina olan
etkilerinde daha yiksek olmaktadir (Mance, 1987). Brzoska ve Moniuszko-
Jakoniuk (2001), Cd*? ve Zn*? etkilesiminin Cd* toksisitesinde oldukca énemii
oldugunu vurgulamiglar ve Cd"?nin toksik etkisinin Zn*? eksikliginde 6nemli
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duzeyde arttigini belirtmislerdir. Eroglu ve ark. (2005), O. niloticus karacigerinde
Zn™ birikiminin Cd*2-Zn*? etkilesiminde en yuksek dizeyde olmasini Cd*
toksisitesini 6nlemek adina gergeklestigini kaydetmislerdir. Pelgrom ve ark. (1995)
da metal kansimlarinin  etkisinde organizmalarda karmasik  etkilesim
mekanizmalarinin  devrede oldugunu belirtmiglerdir. Bu calismada da metal
etkilesimlerinin dokulardaki metal birikimlerine olan etkilerine benzer sonuglar
ozellikle Na"/K™-ATPaz ve Ca**-ATPaz aktivitelerinde de gézlenmistir.

Tath su kirliligi ile ilgili geleneksel calismalarin yaninda, doku ve viicut
sivilarindaki kimyasal maddeler, toksik metabolitler, enzim aktiviteleri veya diger
biyokimyasal degisiklerin analizleri gibi toksik maddelerin biyolojik sistemleri nasil
etkiledigini gésteren belirteclerin kullanimi daha da 6nem kazanmaktadir. Molek(il
derisimlerinin  6lgimu ile saptanan degisiklikler olarak tanimlanan toksisite
belirtegleri, kirletici etkisi ile risk degerlendirme mekanizmalarini birbirine
baglamaktadir (De La Torre ve ark., 2007). Elde edilen sonuglar enzim aktiviteleri
ile diger Slgilen parametrelerin metallere verdikleri tepkilerinin, derisim ve stiresi ile
metal tipi ve doku tipine bagh olarak degistigini géstermistir. Buna gére enzim
aktivitesindeki azalislar, metal birikimi, iyon ve protein dizeyindeki degisiklikler,
enzim vyapisindaki —SH gruplarina metallerin baglanmasi, dokudaki yapisal
farkliliklar ile bunlara bagl gelisen iyon ve osmoregtilatér sistem bozukluklarindan
kaynaklanabilmektedir. Buna benzer sekilde daha 6nce enzimatik ve enzimatik
olmayan mekanizmalarda gérev alan parametrelerle yapilan calismalar bu durumu
desteklemektedir (Atli ve ark., 2006; Atli ve Canli, 2008). Bu calisma ile metallerle
ATPaz'lar arasinda, enzim aktivitesinde degisikliklere yol acan kimyasal
mekanizmanin anlasilmasinin énemi vurgulanmaktadir. Ayni zamanda toksik
maddelerin saptanmasinda ATPaz aktivite degisimini temel alan analizler basit,
kullamigh ve hizli élgtim sagladigindan ekotoksikoloji calismalarinda uyarici sistem
olarak kullanilabilmektedir.
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METAL COKTURULMUS KARBON NANOTUP ELEKTROTTA METANOL
OKSIDASYONUN ARASTIRILMASI*

Investigation of methanol oxidation on metal-deposited carbon nanotubes
electrode*

Murat FARSAK Gulfeza KARDAS
Kimya Anabilim Dali Kimya Anabilim Dali

OzeT

Bu calismada, metanolin elektrooksidasyonu ve bu oksidasyon
reaksiyonlarina ait olan bazi kinetik parametreler 1 M KOH iceren ortamda
arastirimistir. Calisma elektrotlar olarak Grafit (Grafit), karbon nanotlip (CNT)
enjekte edilmis grafit (Grafit/CNT), nikel biriktirilmis grafit (Grafit/Ni) ve nikel
biriktirilmis karbon nanottip modifiyeli grafit (Grafit/CNT-Ni) elektrotiar kullaniimistir.
Kinetik parametrelerin  belirlenmesinde  déntistimlii  voltametri tekniginden
yararlanilmistir. Deneyler farkli sicaklik, tarama hizi ve metanol derisiminde
gerceklestirilmistir.  Bu  ¢alisma  sonucunda,  Grafit/CNT-Niin, metanol
oksidasyonunda Grafit/CNT ve Grafit/Ni elektrota gére etkin oldugu belirlenmistir.
Grafit/CNT-Ni elektrotta aktivasyon enerjisi 33,81 kJ/mol olarak hesaplanmistir.
Anahtar Kelimeler: Metanol, Elektrooksidasyon, Nikel biriktirme, Karbon Nanotip,

Déntistimlt Voltametri

ABSRACT

In this study, the oxidation of methanol and some kinetic parameters
related to the reactions of this oxidation were investigated in a medium of 1 M
KOH. Graphite (Grafit), carbon nanotubes-enjeckted graphite (Grafit/CNT), nickel-
coated graphite (Grafit/Ni) and carbon nanotubes modified graphite with nickel-
coated electrodes (Grafit/CNT-Ni) were utilized as the working electrodes. Cyclic i
Voltammetry Technique was made use of for the identification of the kinetic
parameters. The experiments were carried out under various heat, scanning rate
and methanol oxidation. As a result of the study, of the electrodes used, Grafit
/CNT-Ni was determined to more active than Grafit/CNT and Grafit/Ni electrodes.
Activation energy of Grafit /CNT-Ni electrode was calculated as 33,81 kd/mol in the
methanol oxidation.
Key Words: Methanol, Electrooxidation, Nickel Deposition, Carbon Nanotubes,

Cyclic Voltammetry

Giris

Metanol elektrooksidasyonu diisiik emisyon ve yiiksek etkinlikle dogrudan
metanollil  yakit  hicrelerindeki(DMFCs) blyik  potansiyel  gésteren
uygulamalarindan dolayr son 20 yildir dikkat cekmektedir (Chetty ve ark, 2009,

" Yilksek Lisans Tezi-MSc. Thesis
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Arico ve ark, 2001). Bununla birlikte bu yakit hticrelerinin ticarilesmesinde metanol
oksidasyon reaksiyonunun kinetik kisittamalarindan dolayr énemli zorluklarla
karsilasiimaktadir. Asidik ortamda metanol elektrooksidasyonu igin platin zeminli
elektrokatalizorler son yillarda yaygin olarak galisiliyor (Patra ve ark, 2009) fakat
yiksek maliyet ve sinirli kaynaklar ticari asamada platin kullanimina izin vermiyor
(Bensebaa ve ark, 2005). Buna ek olarak platin zeminli elektrokatalizérler genellikle
reaksiyon ara Urlnleri tarafindan ozellikle asidik ortamda CO gibi bir ara Grin
tarafindan zehirlenip, deaktive oluyorlar (Li ve ark, 2007). Eger DMFCs
calismasinda asidik bir elektrot yerine alkali bir elektrot kullanilirsa kinetik énemli
dlgide gelisiyor ve platinsiz elektrokatalizérler kullanilabiliyor (Zhao ve ark, 2010).

Yakit hicrelerinde kullanimindan dolayi, 6zellikle elektrokatalitik soy
metallerde alkollerin elektrooksidasyonu Uzerinde gesitli calismalar yapimistir.
Dogrudan metanol yakit htcresi (DMFC), enerji Uretimi igin tmit  verici
sistemlerde?n birisi olarak dustnulmektedir. Metanol bir yakit hicresi olarak,
nispeten yiksek aktiviteye sahiptir, ayrica sivi halden enerjiye donusturilmesi ve
transferinin kolay olmasi avantaj saglamaktadir (Rahim ve ark, 2004).

Metanol oksidasyon reaksiyonunun ilerleyisi, alkali ortamda asidik
ortamdan daha hizli oldugu icin tercih edilir. Alkali ¢dzeltinin dezavantaji, alkali
ortamda CO, ile ilerleyen karbonatlanmadir (Tripkovic ve ark, 2004). Platin, kuglk
organik bilesiklerin dogrudan oksidasyonunda énemli bir elektrokataliz olarak kabul
edilmektedir (Rahim ve ark, 2004). Ancak, Pt elektrotta, metanol adsorpsiyonunun
potansiyel bélgelerinde adsorplanan oksijen igeren turlerin yetersizliginden dolayi,
asidik gozeltilerde metanol oksidasyonu icin aktivite dustktr. Bununla beraber
platin, dustik potansiyellerde OH anyonlari ve metanolin dengeli adsorpsiyonu
nedeniyle alkali gézeltide tercih edilir (Tripkovic ve ark, 2004).

Elektrokatalitik oksidasyon reaksiyonunu artirmak igin, Pt elektrotlarda pek
cok degisiklikler denenmistir. Bu degisiklikler, yeni daldirma teknikleriyle
alasimlama veya dislk potansiyeller altinda cesitli metallerin kullaniimasidir.
Dogrudan metanol yakit hucrelerinde(DMFC) ticarette engellenen problemlerden
birisi, metanolin dogrudan elektrooksidasyonuyla birlesen  yliksek asiri
potansiyeldir. Elektrokataliz platin temeline dayanmas, gelistiriimesi ve iyi aktivite
sergilemesine ragmen, ylksek fiyati cogu zaman engelleyici bir faktsr olmustur.
Son zamanlarda platinden daha ucuz maddelerin secilmesi konusunda galigmalar
yapiimaktadir. Daha ucuz maddelerin kullanimi igin yapilan gesitli denemelere
arnek olarak; Co, Pd, Fe, Ni ve TiO; ve Fe, Co, Ni, Mo, Mn, Cr, Cu ve Hg'nin
oksitleri ile kaplanmig Ti veya onlarin kombinasyonlari; Sb—Sn,Co-Mn, Ni-Si, Ni—
Cr-Mo, ve Fe—Cr verilmistir (Rahim ve ark, 2004).

Redoks katalizi tarafindan organik maddelerin heterojen  katalitik
oksidasyonu tizerine gesitli aragtirmalar yapilmistir. Redoks reaksiyonlarinin bu tipi
igin, nikel iyi bir katalizor olarak bulunmustur. Nikel, organik sentez ve su
elektrolizinde hem anodik hem de katodik reaksiyonlar igin elektrokatalizér olarak
tercih edilmistir. Sistemde bulunan oksitler, oksidasyon reaksiyonu igin iyi bir
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elektron transfer aracisi olarak davranir. Bu oksitler elektrooksidasyonda nikelin
redoks giftini igerir. Bu, nikel hidroksitin Ni(OH),, nikel oksihidroksite NiOOH
dénusumudur (Rahim ve ark, 2004).

Materyal ve Metod

Materyal

Elektrokimyasal Analiz Cihazi (CHI 608, Seri No: R0635) : elektrokimyasal
Slcuimlerde kullanilmistir.

Nikel Kaplama Banyosu: Grafit elektrodun yUlzeyinin nikel ile kaplanmasinda
kullanilmistir. Banyo bilesimi ; % 30 NiSO,7H,0 , % 1 NiCl,6H,0, % 1, 25 H,;BO,,
pH=5.6-6.2 dir.

Elektrotlar:

Galisma Elektrodu : Nikel kaplanmis grafit elektrot (Grafit/Ni) ve nikel kaplanmis
karbon nanottip modifiyeli grafit elektrot (Grafit/CNT-Ni).

Referans Elektrot : Glimus- gtimus kloruir elektrot (Ag/AgCl, CI")

Karsi Elektrot : Platin levha

Grafit elektrot: 0,283 cm? yiizey alanina sahip grafit calisma elektrodu olarak
kullanilmistir.

Platin elektrot: 2 cm?® yizey alana sahip parlak platin kars! elektrot olarak
kullaniimistir.

Grafit/Ni: 0,283 cm? yiizey alana sahip grafit nikel banyosunda 80 saniye siireyle
nikel kaplanarak hazirlanmisir.

Grafit/CNT-Ni: 0,283 cm? yiizey alana sahip grafit izerine karbon nanotiip
katildiktan sonra 80 saniye suireyle nikel kaplanarak hazirlanmistir.

Metod
Elektrotlarin Hazirlanmasi

Calisma elektrotlar silindirik grafit gubuklardan 5 cm uzunlugunda kesilmis
taban alanlarindan bir tanesi delinerek iletkenligi saglamak icin bakir tel
gecirilmistir. Sadece diger taban alani (galisma ylizeyi) acikta kalacak sekilde
polyester blok ile kaplanmistir. Bu sekilde hazirlanan grafit elektrotun ytizey alani
0,283 cm®dir. Calisma elektrotlarinin ylzeyleri buttin élglimlerden énce mekanik
parlaticida 1200 tanecik boyutlu zimpara kagitiari ile parlatildiktan sonra sirasiyla
saf su ile yikanip, etanolden gegirilip saf su ile tekrar yikandiktan sonra filtre kagidi
ile kurutulmustur. Elektrot Uzerine, hazirlanan karbon nanotiip stispansiyonu
enjekte edilmistir.

Doéniisiimlii Voltamogramlarin Elde Edilmesi

Dénusumlt  voltamogramlar Ui¢ elektrot teknigi kullanilarak CHI 608
elektrokimyasal analiz cihazi ile elde edilmistir. Platin karsi elektrot ve Ag/AgCl,Cl
(3,0 M KClI) referans elektrot olarak kullanilmistir. Elektrotlarin karakterizasyonu
1,00 M KOH ve degisik derisimlerinde (0,10, 0,25, 0,50, 0,75, 1,00 M) metanol
iceren ortamlarda, degisik tarama hizlarinda (25, 50, 75, 100, 150, 200, 250 mVs™")
ve degisik sicakliklarda (298, 303, 308, 313, 318 K) yapilmistir.

-89 -




¢.U Fen ve Muhendislik Bilimleri Dergisi Y11:2013 Cilt:30-4

Kronoamperometri egrilerinin elde edilmesi

Grafit, Grafit/CNT, 80 saniye nikel biriktiriimis Grafit ve Grafit/CNT
elektrotlarin zamanla kararlilik testleri metanoltin yukseltgendigi potansiyel olan 0,6
V sabit potansiyelde kronoamperometri teknigi kullanilarak 1,00 M metanol igeren
1,00 M KOH ¢ozeltisinde 298 K'de yapilmistir.

Arastirma Bulgulari ve Tartisma
Grafit/CNT-Ni Elektrotta Metanol iceren 1,00 M KOH gézeltisinde Elde Edilen
Bulgular ve Degerlendirilmesi

Grafit/CNT-Ni elektrot izerinde metanol igeren 1,00 M KOH cozeltisinde
100 mV s hizi ile elde edilen dénustmlu voltamogram Sekil 1'de verilmektedir.
Sekil 1 incelendiginde, ileri yonlu taramada iki ve geri ydnlu taramada bir tane
olmak tizere, toplam Ug tane pik gorlimektedir. Anodik tarama boyunca 0,543
V'tan itibaren metanol molekulleri NiOOH katalizériugtnde okside olmaya
baslamistir. Potansiyelin artmasina paralel olarak oksidasyon akim degerleri hizla
artmakta, ~0,923 V'tan itibaren oksijen gikig pézienrmekied’.

i IEY

Sekil 1. 80 s nikel biriktirilmis Grafi/CNT-Ni elektrotun 1,00 M KOH + 0,50 M
metanol gozeltileri igindeki dontistimlu voltamogrami

Grafit/CNT-Ni elektrot tizerinde meydana gelen metanol oksidasyonu ile
Grafit/Ni elektrot tizerindeki metanol oksidasyonu karsilastinidiginda elde edilen
akim degerleri ve potansiyeller sirasiyla 68,90, 48,40 mA ve 0,819, 0,800 V'tur.
Elde edilen sonuglardan goéruldugu gibi Grafit ytzeyine ok duvarli karbon nanottp
enjekte edildikten sonra 80 s Ni biriktirildiginde metanol oksidasyon akim degerleri
artmakta, potansiyelde daha pozitif degerlere kaymaktadir. Molekiler yapisi
fulleren yapisina benzediginden dolay iki farkli yuizey alanina sahiptir (Niyogi ve
ark, 2002). Bu yiizeyler tupln yan duvarlari ve tiptn ug kisimlaridir. Bu 6zellik ona
diger karbon malzemelerden daha genis ylizey alanli olmasini saglamakta, nano
boyutta olmasindan dolay! elektrokimyasal reaksiyonlar sirasinda elektron transferi
ve reaktantin elektrokimyasal aktif bélgelere ulagabilmesi kolaylagmaktadir (Li ve
ark, 2003 ve Liang ve ark, 2008). Yuksek ytizey alanindan dolayl nano Kkatalizér
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(Ni), CNT yizeyine kolayca adsorbe olur ve homojen olarak yayilir. Yizeyine
biriktirilen = katalizérle kolayca uyum saglayarak karari bir yaprya sahiptir
(Prabhuram ve ark, 2004 ve Niu ve ark, 2008). Bu gibi Uistiin ézelliklerinden dolay!
metanol oksidasyonu esnasinda Grafite oranla oksidasyon akim degerleri daha
yuksek ¢ikmistir,

Grafit/Ni Elektrotta 1,00 M KOH ve Metano! igeren Ortamda Elde
Edilen Bulgular ve Degerlendirilmesi

Grafit/Ni elektrotda metanol igeren bazik ortamda elde edilen déntistimli
voltamogramini incelenecek olursa, ileri ve geri yoénli taramada nikele ait
karakteristik pikler gorulmektedir. Metanol molekulleri nikel metali tizerinde pH'nin
yuksek oldugu ortamda okside olmakta ve ileri ve geri yénde olmak tizere toplam
iki tane oksidasyon piki vermektedir. Bu pikler Sekil 2'de acikca gériilmektedir. 1,00
M KOH ortamina metanol eklendigi zaman Grafit/Ni elektrotta anodik yénde bir
oksidasyon piki olusmaktadir. Bu oksidasyon piki Ni*%/Ni* dénustmunin
gerceklestigi potansiyele karsiik geimekiedir.

PR RIS SR SO SN T ARSI PN SISt Y

Fod
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Sekil 2. 80 s nikel biriktiriimis Grafit/Ni elektrotun 1,00 M KOH + 0,50 M
metanol ¢ézeltileri icindeki déntistimlil voltamogrami

llerleyen potansiyellerde NiOOH miktarina bagl olarak oksidasyon
azalmakta ve yerini oksijen cikisina birakmaktadir. Literatirde alkollerin
oksidasyonu igin farkli hipotezler vardir. Fleischmann ve ark, (1971-1972) gére
alkoltin oksidasyon mekanizmasinda NiOOH'lar elektrokatalizér olarak gérev gériir.
Sekilde goruldugi gibi oksidasyon sadece ileri yénde degil ayni zamanda katodik
gevirimin basinda da olusmaktadir. Bunun nedeni aktif merkezleri kapatan ara
trtnlerin ylizeyden desorpsiyonu ile metanol adsorpsiyonu artmakta ve oksidasyon
yeniden baglamakta, buna bagh olarak akim tekrar artmaktadir. ~ 0,8 V' ta nikel
yuzeyde NiOOH formunda olup metanoliin oksitlenmesine katkida bulunurken,

-91 -




¢.U Fen ve Muhendislik Bilimleri Dergisi Y1l:2013 Cilt:30-4

NiOOHten Ni(OH), formuna déntismektedir (Fleischmann ve ark, 1971).
Oksidasyon son basamakta format anyonu olusuncaya kadar devam etmektedir.

Sonuglar

Nikel biriktiriimis grafit ve Grafit/CNT elektrotlarda, 0,5 M metanol igeren
1,00 M KOH cozeltisinde elde edilen dontsumlt voltamogramlara gére metanol
oksidasyon pikleri her ikisinde de olustugu gortlmustur. CNT'nin gézenekli yapida
olusu ve grafit ylizeyini genislettigi icin metanol oksidasyon akimlarini arttirmis.
Buna bagl olarak oksidasyonu katalizlemistir.
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ADANA VE MERSIN EKOLOJIK KOSULLARINDA YETISEN MERSIN BiTKisi
(Myrtuscommunis L.)'NiN YAPRAK OZELLIKLERININ BELIRLENMESI

Determination Of Properties Of Leaves Of Myrtle Plants (Myrtus communis L.) That
Grown On The Ecological Conditions Of Adana And Mersin.

Hulya YILDIRIM Sevgi PAYDAS KARGI
Bahge Bitkileri Anabilim Dali Bahge Bitkileri Anabilim Dal
OZET

Bu arastirmada Adana ve Mersin ekolojik kosullarinda yetisen mersin
bitkisinin yaprak &zellikleri belirlenmistir. Mersin bitkisi yapraklari L*, croma ve hue
degerleri bakimindan incelenmis ve yaprak ayasinda uzunluk, yaprak ayasinda
genislik ézellikleri sirasiyla 28.20-53.61 mm, 7.47-20.86 mm olarak belirlenmistir.
Anahtar Kelimeler : Myrtus communis, yaprak, ugucu yag.

ABSTRACT

In this research properties of leaves of myrtle plants (Myrtus communis L.)
that grown on the ecological conditions of Adana and Mersin were determined.
The myrtle plants were examined in terms of; leaf of the value of L*, leaf of the
value of croma, leaf of the value of hue and leave length, leave width, were
determined 28.20-53.61 mm, 7.47-20.86 mm, respectively.
Key Words : Myrtus communis, leaf, essential oil,

Giris

Mersin bitkisi yaklasik 100 cins ve 3000 tir ile temsil edilen myrtaceae
familyasinda yer almaktadir. Hambeles ve bahar agaci gibi yaygin isimleri bulunan
mersin bitkisi Akdeniz Bélgesi'nin dogal bitki ¢rtiisiinde bulunan gok vyillik ve
herdem yesil bir bitkidir. Yapraklari derimsi, diiz kenarli; gévde tzerinde karsilikli
veya capraz dizilislidir. Cicekler bes pargali olup yaprak koltuklarindan tek tek
cikmaktadir. Meyveleri Uzimsl meyve tipindedir. (Anonim, 2011a). Mersin bitkisi
yapraklarl az miktarda kafeik, ellajik ve gallik asit gibi fenolik asitler ile kersetin
turevleri, fazla miktarda ise katesin ve mirsetin tlrevleri icermektedir (Romani ve
ark. 1999). Kuglik agag veya genis galiliklar olusturmaktadir. Agik sari renkli ugucu
yaglar okaliptiis kokusundadir(Anonim,2011b).1-5m yilkseklige kadar boylanabilen
mersin bitkisinin 2-5cm uzunlugunda tlystiz, salgl bezleri tagiyan yapraklari,
ezildiginde keskin aromatik bir koku yaymaktadir.(Davis, 1982).

Ugucu yaglarda, terpenik maddeler, aromatik maddeler, duz zincirli
hidrokarbonlar, azot ve kukurt tastyan bilesikleri bulunmaktadir. Ugucu yaglar
bitkilerin tamaminda bulunabilecegi gibi petal, yaprak, tohum, agag kabugu, gicek
tomurcugu, stigma, meyve, kok, rizom gibi bitkinin belirli bir organinda da olusabilir.

* Yuksek lisans-MSc Thesis
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Yapraklarda yapragin dis epidermis hcreleri arasinda olusan salgl ceplerinde
veya epidermis htcrelerinin disari uzamasi sonucu olusan salg! tlylerinde bol
bulunmaktadir. Ugucu yaglar tek bir maddeden olusmayip genellikle onlarca hatta
ytizlerce farkli bilesenden meydana gelip, koku ozelligini bu bilesenlerden en fazla
bulunani belirlemektedir. (Anonim, 2012) .

Bitki cesitliligi agisindan Turkiye dunyanin zengin Ulkelerinden biridir. Bu
zenginlik, tlkemizin gesitli iklim tiplerine sahip olmasi, kisa araliklar igerisinde
énemli ekolojik degisikliklerin bulunmasi, jeolojik ve jeomorfolojik cesitlilik, deniz,
gol ve akarsu gibi degisik karakterde sulak alanlara sahip olmasi, deniz
seviyesinden 5000m 'ye kadar degisen yukseltilerde gok sayida daglarin
bulunmasindan kaynaklanmaktadir. Ayrica Ulkemizin Asya, Avrupa ve Afrika
kitalari arasinda gegis konumunda bulunmasi sonucunda da Tirkiye'de zengin bir
bitkisel gesitlilik olusmustur (Anonim, 2011c).

Tibbi ve aromatik bitkilerden elde edilen ugucu yaglarin sentetik yolla elde
edilenlere gore etkisinin gok yénlli olmasi, gevre ve insan saghigina zararl
etkilerinin olmamasi, ilag sanayi yaninda, gida ve mesrubat, parfum ve kozmetik
endustrisi ile aromaterapi gibi pek gok alanlarda kullaniimasi nedeniyle, dinyada
her gecen yil tiketimi artmakta, buna paralel olarak tlkemiz ekonomisinde gelisen
bir sektér olarak varligini stirdirmektedir (Karik ve Oztiirk,2010). Ulkemizde 9000'e
yakin bitki turii dogal olarak yetismesine ragmen bunlardan yeterince
yararlanilamamaktadir. Kimyasal igerikleri tizerindeki calismalar ise gok yavas
yurlimektedir (ligim ve Digrak,1998). Bu calismanin amaci, Adana ve Mersin
ekolojik kosullarinda yetisen mersin bitkisi yaprak ayasinda uzunluk, genislik ile
renk 6zelliklerini(L*,croma ve hue) belirlemektir.

Materyal ve Metot
Materyal

Adana'nin Karaisali, Mersin'in Erdemli ve Tarsus ilgelerinde yetisen 60
mersin bitkisi seleksiyonla belirlenmis, bu bitkilerden toplanan yapraklarda &lgtimler
yapiimistir. Arastinlan bu bitkilerin - konumlarinin 36-37 enlemleri ile 34-35
boylamlari arasinda oldugu ve deniz seviyesinden yUksekliginin ise 2 mile 463 m

arasinda degistigi belirlenmistir.

Metot

Her bitkiden gelismesini tamamlamis, her tekerrirde 10 yaprak olmak
tizere 3 tekerriirlt ve toplam 30 yaprak alinarak, dijital kumpas yardimiyla yapragin
boyuna en uzun yerinden mm olarak olculmustar. Her bitkiden gelismesini
tamamlamis, her tekerriirde 10 yaprak olmak lzere 3 tekerrirll ve toplam 30
yaprak alinarak, dijital kumpas yardimiyla yapragin enine en genis yerinden mm
olarak dlgtlmustar.

Her bitkiden gelismesini tamamlamis, her tekerrlrde 10 yaprak olmak
tizere 3 tekerriirli ve toplam 30 yaprak alinarak, yaprak rengi renk 8lgtim cihazi ile
L *, Croma ve Hue degerleri olarak slglimustir.
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Arastirma Bulgular

Yaprak ayasinda uzunluk deg@erlerinin 28.20 mm ile 53.61 mm arasinda
dagiim gd&sterdigi belirlenmistir. Yaprak boylari 60 bitkiden 22'sinde 28mm ile
35mm, 21'inde 35mm ile 40mm, 17'sinde 40mm ile 53mm arasinda degismistir.
Tarsus'un Yanikkisla kéytinde 33m48 numarali bitkide 51.38mm ile en yiiksek,
33m49 numarali bitkide ise 28.20 mm ile en dusuk olarak belirlenmistir. Tarsus ilce
merkezinde 33m35 numarall bitkide 45.82 mm ile en yiksek 33m23 numarali
bitkide ise 25.20 mm ile en dustk olarak saptanmistir. Erdemli ilgesinde 33m64
numarali bitkide 44.80 mm ile en yilksek, 33m66 numaral bitkide ise 32.71 mm ile
en dustik olarak belirlenmistir. Adana'nin Karaisali ilgesinde 01m05 numarali
bitkide 53.61 mm ile en yiiksek, 01m01 numarali bitkide ise 30.93 mm ile en dustk
olarak tespit edilmistir (Gizelge 1) Altmis mersin bitkisinde yaprak boyu
bakimindan istatistiksel olarak bitkiler arasindaki farklarin &nemli oldugu
bulunmustur (Cizelge 2.).

Yaprak ayasinda genislik degerlerinin 7.47 mm ile 20.86 mm arasinda
dagiim gésterdigi belirlenmistir Yaprak en uzunluklari 60 bitkiden 6'sinda 7 mm ile
12 mm, 258’inde 12 mm ile 14 mm, 18'inde 14 mm ile 16 mm, 11'inde 16 mm ile 20
mm arasinda degismistir. Tarsus Yanikkisla kéyiinde 33m48 numarali bitkide
18.33 mm ile en fazla iken, 33m49 numarali bitkide 7.47 mm ile en dustik ortalama
degeri elde edilmistir. Tarsus ilce merkezinde 33m35 numarali bitkide 20.86 mm ;
ile en ylksek, 33m11 numaral bitkide 10.23 mm ile en distk ortalama degeri ’
belirlenmistir. Erdemli ilgesinde 33m64 numarali bitkide 17.86 mm ile en yiksek
olarak belirlenirken, 33m67 numarali bitkide 12.77 mm ile en dusuk ortalama
degerleri tespit edilmistir. Adana’'nin Karaisali ilcesinde 01m05 numarali bitkide
19.73 mm ile en yiksek iken, 01m01 numarali bitkide 12.66 mm ile en diistk
ortalama degeri belirlenmistir. (Gizelge 1.) 60 bitkide yaprak eni bakimindan
istatistiksel olarak bitkiler arasindaki farklarin énemli oldugu gértimustir (Cizelge
2).

Arastirilan 60 bitkide en parlak yapraklar Tarsus merkezinde 33m30
numarall bitkide (L*=19.61) belirlenirken, en dusik parlaklik degeri Tarsus
merkezinde 33m37 numarali bitkide (L*=4.81) belirlenmistir. Karaisal'da yetisen
mersin bitkisi yapraklarinin parlakiigi 01m01 numarali bitkide (L*=5.73) en dusiik
parlaklik degeri elde edilirken, 01m04 numarali bitkide parlakiik degeri (L*=14.32)
en ylksek olarak belirlenmistir. Tarsus merkezinde en parlak yapraklar 33m30
numarall bitkiden ( L*=19.61) elde edilirken, en dusik parlaklik degeri 33m37
numarall bitkide (L*=4.81) belirlenmistir. Erdemlide en parlak yapraklar 33m67
numarall bitkiden (L*=14.9), en duslk parlaklik dederi 33m64 numarali bitkide
(L*=7.59) saptanmistir. Tarsus Yanikkisla kéyiinde en parlak yapraklar 33m63
numaral bitkiden (L*=16.68) elde edilirken, en disik parlakiik degeri 33m55
numaral bitkide (L*=9.76) saptanmistir(Cizelge 3.).

Arastirilan 60 bitkide en yuiksek yaprak renk yogunlugu Tarsus merkezinde
33m30 numaralr bitkide tespit edilirken (C=71.54), en diistk yaprak renk yogunlugu
Karaisal'da 01m01 numarali bitkide (C=70.80) tespit edilmistir. Karaisal'da yetisen
mersin bitkisi yapraklarindan en yilksek renk yogunlugu 01m04 numarali bitkiden
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elde edilmistir(C=71.15). En dustk yaprak renk yoguniugu 01m01 numaral bitkide
(C=70.8) belirlenmistir. Tarsus merkezde en yiksek renk yogunlugu 33m30
numaral bitkiden elde edilirken (C=71.54),en duistk yaprak renk yogunlugu 33m37
numarali bitkide (C=70.85) tespit edilmistir. Erdemlide yetisen mersin bitkisi
yapraklarindan en yiiksek renk yogunlugu 33m66 numarali bitkiden elde edilirken
(C= 71.19), en dustk yaprak renk yogunlugu 33m64 numarall bitkide (C=71)
belirlenmistir. Tarsus Yanikkisla kéytinde yetisen mersin bitkisi yapraklarindan en
yitksek renk yogunlugu 33m63 numarali bitkide belirlenirken (C= 71.30), en dustk
yaprak dis renk yogunlugu 33m55 ve 33m56 numarali bitkilerde (C=70.93)
belirlenmistir (Cizelge 3.).

Arastirilan 60 bitkide en agik renkli yapraklar Tarsus merkezinde 33m30
numarall bitkide (h°= 53.74) elde edilirken, en koyu renkli yapraklar 33m37
numarall bitkide (h°=45.74) saptanmistir. Karaisal’da en acik renkli yapraklar
01m04 numarali bitkide (h°= 51.08) belirlenirken, en koyu renkli yapraklar 01m01
numarali bitkide (h°=47.07) saptanmistir. Tarsus merkezinde en agik renkli
yapraklar 33m30 numarali bitkide (h°=53.74) elde edilmistir. En koyu renkli
yapraklar 33m37 numarali bitkide (h°=45.74) belirlenmistir. Erdemli'de en agik
renkli yapraklar 33m67 numarali bitkiden (h°= 51.5) elde edilirken, en koyu renkli
yapraklar 33m64 numarall bitkide (h°=50.09) saptanmistir. Tarsus Yanikkisla
koyunde en agik renkli yaprakliar 33m6é3 numarali bitkiden (h°= 52.37) elde
edilmistir.En koyu renkli yapraklar 33m55 numarali bitkide (h°=49.29) saptanmustir.
(Gizelge 3.)

Cizelge 1. Mersin bitkisi yaprak en, boy ortalama ve standart sapma degerleri.

Bdlge Nu?r:takriasl Yapn(-:‘kmB)oyu Yaprak Enl (mm)
Karaisall 01m01 30.93+0.09 12.66+0.30
Karaisali 01m03 41.7040.18 13.37+0.05
Karaisall 01m04 39.92£0.12 13.77+0.05
Karaisall 01mO05 53.61+0.19 19.7340.33
Tarsus (M) 33m06 38.70+0.09 13.09£0.41
Tarsus (M) 33m07 38.56+0.25 18.07£0.14
Tarsus (M) 33m08 36.05+0.31 14.5210.18
Tarsus (M) 33m10 33.48+0.16 14.1710.30
Tarsus (M) 33m11 31.64+0.14 10.2340.08
Tarsus (M) 33m12 34.05+0.28 14.1440.18
Tarsus (M) 33m13 34.02+0.02 11.80+0.26
Tarsus (M) 33m14 37.77+0.17 14.08+0.13
Tarsus (M) 33m15 33.50+0.40 12.7340.14
Tarsus (M) 33m16 36.55+0.38 14.85+0.33
Tarsus (M) 33m17 33.32+0.11 13.4310.31
Tarsus (M) 33m18 39.0240.12 14.52+0.16
Tarsus (M) 33m19 43.83+0.12 14.94+0.09
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Tarsus (M) 33m20 37.31+0.16 14.1540.13
Tarsus (M) 33m21 40.1210.25 16.37+0.96
Tarsus (M) 33m22 42.34+0.28 18.08+0.76
Tarsus (M) 33m23 25.20+0.05 16.52+0.64
Tarsus (M) 33m24 36.44+0.10 14.95+0.44
Tarsus (M) 33m25 33.95+0.25 12.9040.44
Tarsus (M) 33m26 34.78+0.15 13.65+0.17
Tarsus (M) 33m27 38.44+0.28 13.8540.48
Tarsus (M) 33m28 32.45+0.06 12.1340.25
Tarsus (M) 33m29 31.8340.15 13.10+0.31
Tarsus M) 33m30 37.7040.26 12.6310.18
Tarsus (M) 33m32 31.05+0.10 14.6240.18
Tarsus (M) 33m33 38.2110.22 13.8440.33
Tarsus (M) 33m34 38.64+0.11 14.3440.18
Tarsus (M) 33m35 45.8210.31 20.86+0.11
Tarsus (M) 33m36 33.08+0.07 12.4640.16
Tarsus (M) 33m37 36.98+40.40 13.9610.18
Tarsus (M) 33m39 41.40+0.07 14.69+0.09
Tarsus (M) 33m40 29.96+0.05 12.68+0.08
Tarsus (M) 33m41 35.2940.21 13.0340.23
Tarsus (M) 33m42 34.25+0.18 16.67+0.04
Tarsus (M) 33m43 30.6910.11 12.6140.24
Tarsus (M) 33m44 39.80£0.48 15.55+0.38
Tarsus (M) 33m45 37.66+0.37 15.0840.15
Yanikkisla 33m46 36.53£0.43 16.070.23
Yanikkisla 33m47 35.56+0.07 13.2040.39
Yanikkisla 33m48 51.38+0.52 18.3340.03
Yanikkisla 33m49 28.20£0.09 7.4710.07
Yanikkisla 33m51 40.5310.44 14.2540.24
Yanikkisla 33m52 42.0310.27 10.05+0.16
Yanikkisla 33m53 40.1940.17 16.2240.31
Yanikkisla 33m55 34.07£0.25 12.71+0.07
Yanikkisla 33m56 48.66+0.29 14.2140.45
Yanikkisla 33m57 33.91£0.19 11.08+0.11
Yanikkisla 33m58 42.27+0.18 14.5040.14
Yanikkisla 33mé0o 35.5840.19 12.68+0.31
Yanikkisla 33mé1 43.7410.27 13.06+0.14
Yanikkisla 33m62 37.80+0.19 12.9240.12
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Yanikkisla 33mé3 34.70+0.23 10.01£0.07
Erdemli 33m64 44.800.30 | 17.8620.29
Erdemli 33me5 40.1120.19 14.5710.34
Erdemli 33me6 32.710.03 12.9410.16
Erdemli 33m67 33.990.20 12.7710.16
Cizelge 2. Yaprak en, boy ortalama degerlerinin istatistiksel degerlendirilmesi.
Bdlge ) Yaprak
Bitki Boy(mm) Yaprak En(mm)
Karaisall 01m01 30.93EF 12.66tuvw
Karaisalt 01m03 41.7gh 13.370pqrst
Karaisall 01m04 39.921 13.77mnopq
Karaisall 01m05 53.61a 19.73b
Tarsus (M) 33m06 38.7kl 13.09qrstuv
Tarsus (M) 33m07 38.56kIm 18.07¢
Tarsus (M) 33m09 36.05st 14.52ghijkl
Tarsus (M) 33m10 33.48yzA 14.171kim
Tarsus (M) 33m11 31.64DE 10.23z
Tarsus (M) 33m12 34.05wxyz 14.14jkim
Tarsus (M) 33m13 34.02wxyz 11.8x
Tarsus (M) 33m14 37.77n0 14.08jkimn
Tarsus (M) 33m15 33.5yzA 12.73stuvw
Tarsus (M) 33m16 36.55qrs 14.85fght
Tarsus (M) 33m17 33.32zA 13.43nopqrs
Tarsus (M) 33m18 39.02)k 14.52ghijkl
Tarsus (M) 33m19 43.83f 14.94fgh
Tarsus (M) 33m20 37.310pq 14.151)kim
Tarsus (M) 33m21 40.121 16.37d
Tarsus (M) 33m22 42.34g 18.08¢c
Tarsus (M) 33m23 25.2gh 16.52d
Tarsus (M) 33m24 36.44rs 14.95fgh
Tarsus (M) 33m25 33.95xyz 12.9stuv
Tarsus (M) 33m26 34.78uvw 13.65mnopar
Tarsus (M) 33m27 38.44kimn 13.85imnop
Tarsus (M) 33m28 32.45BC 12.13wx
Tarsus (M) 33m29 31.83CD 13.1qrstuv
Tarsus (M) 33m30 37.7nop 12.63uvw
Tarsus (M) 33m32 31.05DEF 14.62ghijk
Tarsus (M) 33m33 38.21Imn 13.84imnop
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Tarsus (M) 33m34 38.64kl 14.34h1jkim
Tarsus (M) 33m35 45.82d 20.86a
Tarsus (M) 33m36 33.08AB 12.46vwx
Tarsus (M) 33m37 36.98pgr 13.96kimno
Tarsus (M) 33m39 41.4h 14.69ghij
Tarsus (M) 33m40 29.96G 12.68tuvw
Tarsus (M) 33m41 35.2%tuv 13.03rstuv
Tarsus (M) 33m42 34.25wxy 16.67d
Tarsus (M) 33m43 30.69FG 12.61uww
Tarsus (M) 33m44 39.8)] 15.556f
Tarsus (M) 33m45 37.66nop 15.08fg
Yanikkisla 33m46 36.53qrs 16.07de
Yanikkisla 33m47 35.56tu 13.2pqrstu
Yanikkisla 33m48 51.38b 18.33¢c
Yanikkisla 33m49 28.2H 7.47A
Yanikkisla 33m51 40.531 14.25hijkim
Yanikkisla 33m52 42.03gh 10.05z
Yanikkisla 33m53 40.19 16.22d
Yantkkisla 33m55 34.07wxyz 12.71tuvw
Yanikkisla 33m56 48.66¢ 14.211jklm
Yanikkisla 33m57 33.91yz 11.08y
Yanikkisla 33m58 42.27g 14.5ghijkl
Yanikkisla 33m60 35.58t 12.68tuvw
Yanikkisla 33mé1 43.74f 13.06rstuv
Yanikkisla 33m62 37.8mno 12.92stuv
Yanikkisla 33m63 34.7vwx 10.01z
Erdemli 33mé4 44.8e 17.86¢
Erdemli 33m65 4011 14.57ghijk
Erdemli 33m66 32.71AB 12.94stuv
Erdemli 33mé7 33.99wxyz 12.77stuvw
LSD: 0.05 1.603 2.484
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Cizelge 3. Mersin bitkisi_yaprak rengi ortalama ve standart sapma degerleri

Yaprak

Bitki
Bdlge numarasli | L* ] h°

Karaisali__| 01m01 5.73+1.36 | 70.8+0.10 47.07+2.19
Karaisall 01m03 9.25+3.52 | 70.91+0.06 | 49.25+0.67
Karaisall | 01m04 14.3245.41 | 71.15+¢0.21 | 51.08+1.98
Karaisall 01m05 11.241.83 | 71.07+0.06 | 50.7+0.46

Tarsus (M) | 33m07 8.83+1.64 | 71.21+0.12 | 51.75+0.85
Tarsus (M) | 33m09 7.02+1.07 | 70.93+0.16 | 49.53+1.62
Tarsus (M) | 33m14 12.04+2.80 | 71.28+0.10 | 52.2210.60
Tarsus (M) | 33m19 10.49+0.66 | 71.342£0.03 | 52.580.18
Tarsus (M) [ 33m22 6.10+1.04 | 70.92+0.11 49.28+1.11
Tarsus (M) | 33m23 8.29+0.68 | 71.1840.08 51.58+0.59
Tarsus (M) | 33m26 9.03+3.41 | 71.11£0.20 | 50.87+1.49
Tarsus (M) | 33m30 19.61+3.79 | 71.5410.05 53.74+0.24
Tarsus (M) | 33m32 18.33£2.22 | 71.32+0.09 | 52.45+0.57
Tarsus (M) | 33m34 13.42+1.76 | 71.3740.08 52.6340.40
Tarsus (M) | 33m35 10.14+2.23 | 71.0940.17 50.82+1.31
Tarsus (M) | 33m36 12.36+1.33 | 71.3210.09 52.48+0.55
Tarsus (M) | 33m37 4.81+2.02 | 70.85£0.13 45.74+3.98
Tarsus (M) | 33m39 9.61+1.20 | 71.11£0.13 | 50.97+1.07
Tarsus (M) | 33m40 11.93+4.71 | 71.1840.17 51.49+1.12
Tarsus (M) | 33m41 6.71+0.88 | 70.95+0.17 | 49.331£1.90
Tarsus (M) | 33m42 6.05+1.73 | 70.9540.13 48.44+3.48
Tarsus (M) | 33m43 7.71£2.45 | 71.01£0.12 50.18+1.08
Tarsus (M) | 33m45 7.53+1.95 | 70.9740.11 49.77+£1.23
Yanikkisla | 33m51 10.47£3.40 | 71.10£0.12 | 50.96+0.92
Yanikkisla [ 33m&5 9.76+4.03 | 70.93+0.15 | 49.29+1.56
Yanikkisla | 33m56 11.21£3.52 | 70.93£0.09 49.45+0.91
Yanikkisla | 33m63 16.6845.40 | 71.30£0.13 | 52.37+0.83
Erdemli 33m64 7.59+1.40 | 71.00£0.12 | 50.09+£1.09
Erdemli 33m65 8.21+2.12 [ 71.01+0.12 | 50.13£1.23
Erdemli 33m66 11.19+4.31 | 71.192£0.22 | 51.44£1.74
Erdemli 33mé7 14.9+7.81 | 71.18+0.18 | 51.5¢1.20

Alata Bahge Kulturleri Arastirma istasyonu Mudurlugu yaprak, toprak
sulama suyu ve gubre analiz laboratuarinda yapilan toprak analizleri ile ilgili
sonuglara gére; Yanikkisla'dan alinan toprak materyalinde toplam kireg miktari
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%37.83, tuzluluk E.C. 0.12 mmhos/cm, organik madde miktari % 0.65, pH ise 7.78
olarak belirlenmistir. Alinabilir K, P ve Mg miktarlari sirasiyla 117.16 ppm, 62.26
ppm ve 766.42 ppm, Fe, Zn, Mn ve Cu miktarlari sirasiyla 6.63 ppm, 1.43 ppm,
1.30 ppm, 3.25 ppm olarak tespit edilmistir. Alata’dan alinan toprak materyalinde.
toplam kireg miktari %23.00. tuzluluk E.C. 1.39 mmhos/cm. organik madde miktar
% 5.91, pH ise 6.80 olarak belirlenmistir. Alinabilir K,P ve Mg miktarlart sirasiyla
734.79 ppm, 260.10 ppm ve 838.90 ppm, Fe, Zn, Mn ve Cu miktarlari sirastyla
12.40 ppm, 82.87 ppm, 12.18 ppm, 6.70 ppm olarak tespit edilmistir.

Tarsus merkez yesil mahalleden alinan toprak materyalinde, toplam kireg
miktari %40.50, tuzluluk E.C. 0.16 mmhos/cm, organik madde miktari % 1.36, pH
ise 7.50 olarak belirlenmistir. Alinabilir K, P ve Mg miktarlari sirasiyla 193.22 ppm,
180.94 ppm ve 486.58 ppm, Fe, Zn, Mn ve Cu miktarlari sirasiyla 4.55 ppm, 2.97
ppm, 4.55 ppm, 2.68 ppm olarak tespit edilmistir.

Tarsus merkez Tekke mahallesinden alinan toprak materyalinde, toplam
kire¢ miktar %45.69, tuzluluk E.C. 0.09 mmhos/cm, organik madde miktari %1.36,
pH ise 7.77 olarak belirlenmistir. Alinabilir K, P ve Mg miktarlari sirasiyla 144.41
ppm, 147.43 ppm ve 356.98 ppm, Fe, Zn, Mn ve Cu miktarlari sirasiyla 18.38 ppm,
14.67 ppm, 5.18 ppm, 10.20 ppm olarak tespit edilmistir.

Tarsus merkez baraj bélgesinden alinan toprak materyalinde, toplam kireg
miktart %27.54, tuzluluk E.C. 0.14 mmhos/cm, organik madde miktari %2.40, pH
ise 7.55 olarak belirlenmistir. Alinabilir K, P ve Mg miktarlari sirasiyla 283.19 ppm,
83.14 ppm ve 343.67 ppm, Fe, Zn, Mn ve Cu miktarlari sirasiyla 6.33 ppm, 1.35
ppm, 5.28 ppm, 2.00 ppm olarak tespit edilmistir.

Mersin'de uzun yillar (1975-2010) icinde gergeklesen ortalama degerler
incelendiginde; ortalama sicaklik degerleri 10.5°C ile ocak ayinda en dustk,
28.4°C ile agustos ayinda en yuksek olarak gergeklesmistir. Ortalama guneslenme
suresi aralik ayinda 4.8 saat ile en dusiik, temmuz ayinda 10.2 saat ile en yuksek
olmustur. Ortalama en yuksek sicaklik ocak ayinda 14.8°C ile agustos ayinda
31.5°C arasinda degismistir. Ortalama en dustk sicaklik ocak ayinda 6.9°C ile
adustos ayinda 24.9°C arasinda degismistir. Ortalama yagish gun sayist agustos
ayinda 1.6 ile aralik ayinda 10.3 arasinda degismistir. Adana'da uzun yillar (1975-
2010) icinde gergeklesen ortalama degerler incelendiginde; sicaklik degerleri 9.6°C
ile ocak ayinda en dusik, 28.5°C ile agustos ayinda en yuksek olarak
gergeklesmistir. Ortalama glineslenme siresi aralik ayinda 4.5 saat ile en dusuk,
temmuz ayinda 10.6 saat ile en yilksek olmustur (Meteoroloji Genel Muadarlagu,
2011).

Sonuglar

Yaprak ayasinda uzunluk Adana’nin Karaisall ilcesinde 01m05 numarali
bitkide 53,61 mm ile en yuksek, yaprak ayasinda genislik Tarsus merkezinde
33m35 numarali bitkide 20.86 mm ile en yiksek olarak tespit edilmistir. Arastirilan
60 bitkide en parlak yapraklar Tarsus merkezinde 33m30 numarall bitkide
(L*=19.61) belirlenirken, en yuksek yaprak renk yodunlugu Tarsus merkezinde
33m30 numarali bitkide (C=71.54) tespit edilmistir. En acik renkli yapraklar Tarsus
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merkezinde 33m30 numarali bitkide (h°=53.74) belirlenmis, en koyu renkli
yapraklar Tarsus merkezinde 33m37 numarali bitkide (h°=45.74 ) tespit edilmistir.
Yapilan toprak analizleri sonucunda toplam kireg miktarinin en fazla Tarsus
merkezde, daha sonra sirasiyla Tarsus Yanikkisla koylinde ve Erdemli Alata'da
oldugu . gortlmustur. Organik madde miktari en fazla Alata'da, daha dlstk
miktarlarda Tarsus merkezde oldugu ve Tarsus Yanikkisla'da en az oldugu tespit
edilmistir. Yapilan toprak analizlerine gére mersin bitkisinin topraktaki toplam kireg
ve organik madde bakimindan ¢ok segici olmadigi gorisiine variimistir. Bununia
birlikte elde edilen iklim verileri, murt bitkisinin tipik bir Akdeniz Bolgesi bitkisi
oldugunu géstermistir.
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INITIALIZATION AND TRAINING IMPROVEMENTS FOR CONIC SECTION
FUNCTION NEURAL NETWORKS

Konik Kesit Fonksiyon Yapay Sinir Aglan Igin Baslatma ve Egitim Gelistirmeleri*

Ceyhun CELIK Mutlu AVCI
Bilgisayar Miihendisligi Bilgisayar Muhendisligi
OzET

Bu galismada, Konik Kesit Fonksiyon Yapay Sinir Aglarinin baslatma
asamasinda merkez vektorlerinin belirlenmesi icin Genetik Algoritma kullanilmistir
ve Konik Kesit Fonksiyon Yapay Sinir Aglarinin egitim asamasi igin gelistirilmis
koni bukme metodu 6nerilmistir. Onerilen metotlar UCI machine learning repository
veri setlerinden Iris, Lense, Wine, Ecoli ve Haberman ile Two Spiral Problem veri
setleri Gzerinde test edilmis ve geleneksel Konik Kesit Fonksiyon Yapay Sinir Ag
ile karsilastirilmistir.

Anahtar Kelimeler : Konik Kesit Fonksiyon Yapay Sinir Aglari, Genetik Algoritma,
Koni Bukme

ABSTRACT

In this study, Genetic Algorithm is used to determine the center vectors of
Conic Section Function Neural Networks on initialization phase and improved cone
folding method is proposed for training phase of Conic Section Function Neural
Networks. The test performances of the Conic Section Function Neural Network
with the proposed training versus Conic Section Function Neural Network with
classical training are done on lIris, Lenses, Wine, Ecoli and Haberman datasets of
UCI machine learning repository and Two Spiral Problem dataset.

Key Words : Conic Section Function Neural Networks, Genetic Algorithm, Cone
Folding
Introduction

Machine learning contains fast and effective techniques for complex and
difficult problems of developing technology. The techniques may be problem
specific or universal approach for many problems.

Artificial Neural Networks (ANNs) are probably the most popular
techniques in machine learning. The fundamentals of ANN are based on the
modeling of biological neuron operation principle. Since first proposed artificial
neuron model, ANNs have been improved considerably to solve many of up to date
problems. Especially, non-linear systems without analytical solution are wide
application area of ANNs. Some of these are medicine, industry, biology,
electronics and social sciences. Since the first neuron and network model, many
different neuron models and network topologies are added to ANN. Conic Section
Function Neural Network (CSFNN) is proposed by Dorffner (Dorffner, 1994) to

* Yiiksek Lisans Tezi- MSc. Thesis
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carry out advantageous parts of Multi Layer Perceptron (MLP) (Werbos, 1974),
(Rumelhart et al, 1986) and the Radial Basis Function (RBF) (Broomhead and
Lowe, 1988), (Moody and Darken, 1989) ANNs. In a simpler manner, CSFNN can
be considered as a hybridization of these two ANNS.

Both of the MLP and RBF ANNSs are feed-forward networks that consist of
input, hidden and output layers. These networks are black box systems. After
receiving the inputs from the input layer, they apply propagation process on them
according to the propagation rules of each layer. Finally, the output of the network
can be obtained from the output layer.

Generally the feed-forward ANN contains an initialization phase before
training. Often, the performance of the RBF depends mostly on the initialization of
the center values (Yildirm, 1997). Also the pre-processing on train data before
applying MLP highly enhances the network performance (Smyth, 1992),
(Weymaere and Martens, 1994). Hence, CSFNN includes both MLP and RBF, the
performance of these RBF and MLP affect that of CSFNN.

In this study, a Genetic Algorithm (GA) based center value initialization
approach is proposed for CSFNN to improve performance of this ANN. In addition
to this initialization approach, gradient descent based hidden layer weight update
and improved cone folding method for hidden layer angles are proposed and
adopted on CSFNN training phase. The test performances of the CSFNN with the
proposed training versus CSFNN with classical training are done on lIris, Lenses,
Wine, Ecoli and Haberman datasets of UCI machine learning repository and Two
Spiral Problem dataset. All software developments are realized by using C#
programming language. Overall performance improvements proved the efficiency
of proposed training for CSFNN.

Material and Methods
Material

CSFNN Software is developed with C# programming language to train and
test of CSFNN on any given dataset in this work. It is CSFNN specific and
developed with a user-friendly view. The software has its own input file format
called *.csfn. There are mainly three frames on GUI window. Those are command
frame, process tree frame and result frame.

The command frame of developed software allows to adjusting different
parameters of CSFNN. There are two phases for CSFNN. First phase is
initialization and the second phase is training. With this frame, GA or Learning
Vector Quantization (LVQ) (Kohonen, 1984) can be used as initialization method.
The former method is proposed one in this study and the latter is proposed by
Dorffner. Different parameter options are also applicable for training phase. The
frame provides two train method selections for data separations. The data either
can be separated in percentage terms; e.g. %66 train data and %34 test data; or k-
fold cross-validation can be applied to dataset. At the same time, data can be
normalized according to min-max normalization or used with its actual values. In
addition there is another sub-window of command frame to manage the train
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strategy. With this sub-window, activation function of hidden and output layer,
training mode; batch or incremental mode; of CSFNN, starting network type of
CSFNN; MLP or RBF; and parameters to be updated and initialized can be given.
Each parameter in the network is updated in a process with a different learning
rate. In default, the network trains with batch mode and starts as MLP. The
activation function of output layer is logarithmic sigmoid function and the activation
function of hidden layer is linear function. The weights of output layer are updated
with error back-propagation and learning rate is 1.0. The angle parameters @ of
hidden layer are updated with cone folding and learning rate is 1.0. The default
parameters led to Dorffner's training strategies.

Each CSFNN procedure is a process that includes inputs, errors, structure
and outputs of CSFNN on software. Previous studies about any dataset are held
on memory temporarily with all required information. When the program is
terminated, these processes are erased automatically. However, there is a save
option and required process can be saved easily.

Result frame has two sub-windows in itself. One of them visualizes the
sum squared error (SSE), the desired outputs and the outputs of CSFNN graphics
for both train and test set.

Methods
Conic Section Function Neural Networks: CSFNN is three-layered ANN that has
one input, one hidden and one output layer. Working idea of CSFNN based on the
providing fine-tuning by switching between MLP and RBF decision areas. However
this switching process must be provided with an easy way (Dorffner, 1994). Hence
the propagation rule of the hidden layer units is Conic Section Function contains
propagation rule of both MLP and RBF. So decision areas of these ANNs can be
used in a hybrid way. While decision areas of MLP can be planes (hyper-plane),
decision areas of RBF are circles (hyper-sphere). The propagation rule of CSFNN
provides diversity among decision areas such as circles, ellipses, parabolas and
planes with an angle parameter. So the switching process is done in an easy way.
The propagation rule produces decision areas of CSFNN can be derived
from a vector equation produces cone.

(x=s)a=coso || x—s]| Q)

Where s is the tip of the cone, unit vector g is axis of cone, o is any
value in a range of [—%,FZ—] and x is any point on the cone. This vector equation is

defined on n+1 dimension for n-dimensional input space. Equation (1) could be
rewritten for n-dimensional input space as follows.
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;(xl_si)ai =COS®1’§(J€[—S,.) | @)

x..=0

n+l

At first, when the axis values of cone are thought as weights in MLP, the
left side of (2) becomes Dot Product (propagation rule of MLP). Similarly the right
side of (2) is thought as Euclidean Distances (propagation rule of RBF)
without €0S®@ | If right side of (2) is subtracted from left side of (2), the propagation
rule of CSFNN will be obtained as follows.

':z::(x,.—s,.)ai—cosco /’:Z::(x,.——s,.)2 =0 3)

xn+1 = 0

There are some differences about using propagation rule of CSFNN in
literature. According to Yildirim, axis of the cone can be used as weight in MLP
(Yildirim, 1997). On the other hand, according to Dorffner, axis of the cone
depends on the angle parameter o (Dorffner, 1994). Hence, the axis of the cone
could be expressed with projection onto the input space of axis as weights when

the weights are unit vector as follows.

a, =w,(—cos(@ +a )),l<i<n @)

a,,, =—sin@ +a )

Where w is weight vector for n-dimensional input space, o is angle

parameter between axis of the cone and plane of degraded cone and a is angle
parameter between plane of degraded cone and input space. In this study
Dorffner's CSFNN is used for developing.

The data inside the decision area, gives positive signal and the data
outside the decision area, gives negative signal for a CSF neuron on hidden layer.
If a negative class member is inside the decision area of positive class; i.e. the
signal is positive; it will be excluded by folding the cone. On the other hand, if a
positive class member, is outside the decision area of positive class; i.e. the signal
is negative; it will be included by unfolding the cone. Thus the positive and the
negative data are separated as much as possible.

A method called cone folding is proposed by Dorffner to separate negative
and positive class members (Dorffner, 1994). In this method, the angle parameter
o is updated with gradient descent as given in (5).
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Ao = 6—ysign(wk) (5)
oo

Where y is the propagation rule of CSFNN. The folding or unfolding
process of the cone is decided by considering MLP part signal of the unit and the

sign of desired weight between the hidden unit and the output unit for the input
vector.

-no, if;>0 and  w, >0
A® =<5, ify<0 and w, <0 (6)
0 otherwise

; = i(xi - Si)Wl (7)

Equation (7) shows the MLP part of (3). §_ is computed as follows.

@

n n+l
8, = (x —5)wsin@ +0)+s,,, cos(®+a )+ }Z(x, -5,)? sino (8)
i=l i=1

The steps of traditional CSFNN algorithm are as follows. Firstly, weights of
network and hidden layer center vector are initialized. Then hidden layer weight
and center vectors are fixed. Finally cone folding is used for updating the angle
parameter and back-propagation is used for updating the output layer weights.
Thus the fine-tuning is done by switching between MLP and RBF decision areas.

The second angle parameter o is fixed by Dorffner. In this study, this
parameter is also updated with gradient descent based cone folding method. Thus,
fine-tuning is done on the height of each cone.

Aa = a—ysz‘gn(wk) (9)
oo
mé, ify>0 and ; <0 and w,>0

Ao =8, ify>0 and y<0 and w, <0 (10)
0 otherwise

3, =i(x,—si)w,. sin(o +a)+s,,, cos(® +a) (11)

i=l
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Updating of the angle o is done according to data between center of the
cone and plane of degraded cone. This could be determined according to sign of
propagation rule and MLP part of propagation rule together.

There are some restrictions, when the angle parameters are updated. The

hidden CSFNN unit behaves like MLP unit when o is equal to % and similarly it
behaves like RBF unit when o +o is equal to Itz— So possible values of updated

angle parameter are between % and %—a for @ and between % and %—a) for

o .

The weight and center vectors of hidden layer are fixed after initialization
on Dorffner's studies (Dorffner and Porenta, 1993), (Dorffner, 1994). But only the
weight vectors of output layer are updated with back-propagation algorithm. In this
study, the weight vectors of hidden layer are also updated with gradient descent.

Apaien Wit = Mhiaaend s (% =S )= cos(@, +0t,)) (12)
!
8y =25jWIqu(l_yk) (13)
=

Derivation of hidden layer weights are defined as (12) and (13). After the
initialization phase is completed, all of the weights and biases are updated with
error back-propagation algorithm. At the same time, angle parameters of hidden
layer are updated with gradient descent based cone folding algorithm to minimize
SSE.

Genetic Algorithm: GA aimed to find the best solution has a population that
includes the possible solutions for optimization problems. Each element of
population is called a chromosome that is candidate to solve the problem. These
chromosomes are updated with genetic operators on each cycle. In this way,
although the GA starts up with specific area on search space, it looks for the other
area with genetic operators for the appropriate solution. These genetic operators
are selection, cross-over and mutation.

When a GA is used to solve a problem, there are two important issues.
Those are fitness function and structure of chromosome. The chromosome coding
varies according to problem such as binary coding, permutation coding, real coding
and tree coding. At the same time, fitness function is a criterion to determine the
selection probability of individuals for the next population. Order of individuals in
current population is also provided by it.

GA steps are as follows, firstly a population is created then the solutions
are produced for each chromosome on population according to fitness function.
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These solutions show the importance of the chromosomes. If the appropriate value
for the solution of the problem is not reached, genetic operators will be applied to
create a new population. The previous steps are repeated until the appropriate
solution is reached. If a population with the desired individual is created, GA will
complete the search process and the best chromosome will be presented as the
result of problem.

Test Results And Performance Evaluation

In this thesis, the methods are proposed for initialization and training
phases of CSFNN. Updating of hidden layer weights and angle parameter o, are
proposed for training phase. Similarly, recursive GA is proposed for initialization
phase. The well-known datasets are used for testing and comparing procedure.
These datasets are explained shortly below.

Table 1. Data distrubiton of datasets

Data Count Input Count Class Count Data Distrubiton

Iris 150 4 3 50-50-50
Lenses 24 3 4-5-15

Wine 178 13 3 59-71-48

Ecoli 336 8 143-77-52-35-20-5-2-2
Haberman 306 2 81-225

Two Sprial 194 2 97-97

Table 2 shows the best result of each method on datasets. Each method is
tested with different options and only the best results are presented. Each CSFNN
is trained for 1000 iteration count. 66% of dataset is used for training and 34% of
dataset is used for testing. The learning rates are 1.0 for angle parameter © and
1.0 for weights between hidden and output layers. On initialization phase both GA
and LVQ is used for hidden weight update and improved cone folding methods. For
Iris dataset, all proposed methods are better than traditional CSFNN. For Lenses
dataset, both GA-based CSFNN and GA-based CSFNN with improved cone
folding have better SSE than traditional CSFNN, however traditional CSFNN has
higher accuracy. On the other hand, GA-based CSFNN with hidden weight update
reaches to smaller SSE and higher accuracy than traditional CSFNN. According to
results of Wine datasets, all proposed methods are better than traditional CSFNN.
The test results on Ecoli dataset show that CSFNN with improved cone folding has
smaller SSE and higher accuracy than traditional CSFNN. However traditional
CSFNN is better than GA-based CSFNN and CSFNN with hidden weight update.
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Table 2. Comparison results of proposed methods versus traditional CSFNN

INPUTS OUTPUTS
Method SSE of SSE of Accuracy Accuracy
Train Set Test Set of Train of Test
Set Set
Iris Traditional CSFNN 2,49334 1,06284 96/99 49/51
Iris GA-based CSFNN 1,75876 0,97065 97/99 50/51
Iris Imp. Cone Folding 1,65311 0,87585 98/99 50/51
Iris : Hidden Weight Update 1,562558 0,86028 98/99 50/51
Lenses Traditional CSFNN 0,66089 1,62738 16/16 6/8
Lenses GA-based CSFNN 0,17688 1,27916 16/16 5/8
Lenses Imp. Cone Folding : 0,44201 1,41571 15/16 6/8
Lenses Hidden Weight Update 1,06013 0,87811 16/16 7/8
Wine Traditional CSFNN 2,35393 2,11094 117/118 57/60
Wine GA-based CSFNN 1,33949 2,25028 118/118 58/60
Wine Imp. Cone Folding 1,38738 2,09714 118/118 58/60
Wine Hidden Weight Update 1,66117 1,03415 117/118 60/60
Ecoli Traditional CSFNN 14,51635 10,57254  199/220 97/116
Ecoli GA-based CSFNN 18,45725 13,88524  196/220 95/116
Ecoli Imp. Cone Folding 14,24579 10,51283  199/220 98/116
Ecoli Hidden Weight Update 12,38830 13,84064  189/220 92/116
Haberman Traditional CSFNN 20,55968 14,05706  156/201 76/105
Haberman GA-based CSFNN 37,66485 23,17590  153/201 75/105
Haberman Imp. Cone Folding 20,81351 14,07033 156/201 76/105
Haberman Hidden Weight Update 20,48358 13,89984  157/201 77/105
Twospiral. Traditional CSFNN 19,54979 11,27561 72/128 31/66
TWospiraI GA-based CSFNN 23,96185 19,33291 79/128 30/66
Twospiral Imp. Cone Folding 19,54624 11,36753 73/128 30/66
Twospiral Hidden Weight Update 18,72544 13,51841 64/128 33/66

CSFNN with hidden weight update has smaller SSE and higher accuracy
than traditional CSFNN according to test results on Haberman dataset. However
the results of CSFNN with improved cone folding and GA-based CSFNN are very
close to traditional CSFNN. The test results on Two Spiral Problem show that GA-
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based CSFNN has higher accuracy, however traditional CSFNN has smaller SSE.
On the other hand, the results of CSFNN with hidden weight update and CSFNN
with improved cone folding are very close to traditional CSFNN.

Conclusion ‘

In this study, hybrid neural network CSFNN is examined. The working idea
behind CSFNN is combining advantages parts of two popular ANN MLP and RBF.
The investigation on CSFNN shows that, initialization phase is very important for
this network since there is not any update procedure on hidden layer weights and
center vectors. Hence GA is adapted to CSFNN to determine the center vectors of
hidden layer. By this method, two important problems for CSFNN are tried to be
solved. One of them is determination of the center vectors and the second is
hidden layer neuron number decision.

Cone folding algorithm is proposed by Dorffner to update tip angle
parameters on CSF neurons for training phase. The investigation shows that, this
technique provides fine-tuning on separated data. However this technique leads to
strait efficiency for CSFNN. Hence improved cone folding algorithm is proposed to
increase efficiency of standard cone folding algorithm. In this method second angle
parameter between plane of degraded cone and input space is also updated with
gradient descent based cone folding. It can be estimated that future studies are
about to improve cone folding algorithm.

In traditional CSFNN error back-propagation algorithm is just used for
weight updates between hidden and output layers. In this thesis, this training
method is also used for updating weights between input and hidden layers. The
investigation on CSFNN training phase shows that updating hidden layer weights
requires more attention. Since the hidden layer weights updating varies on a large
error space according to test results. Hence, training phase of CSFNN is still needs
to be improved.

The test performances of the CSFNN with the proposed training versus
CSFNN with classical training are done on Iris, Lenses, Wine, Ecoli and Haberman
datasets of UCI machine learning repository and Two Spiral Problem dataset. All
software developments are realized by using C# programming language. Utilizing
the proposed methods, higher accuracy classification and smaller SSE are aimed.
Although each proposed method does not give better solutions than traditional
CSFNN for all datasets, hybrid approaches of these proposed methods are better
than traditional CSFNN. Test results proved the efficiency of proposed methods.
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SU KULTURUNDE YETISTIRILEN KIVIRCIK MARUL BITKISINDE MIKROALG
(Chlorella vulgaris) UYGULAMASININ ETKILERI'

Effects of Microalgae Chlorella vulgaris on Hyroponically Grown Lettuce

Onur ERGUN ' H.Yildiz DASGAN
Bahge Bitkileri Anabilim Dali Ogrencisi Bahge Bitkileri Anabilim Dali
OzZET

Deneme 2010 sonbahar vyetistiriciligi déneminde cam serada
gerceklestirilmistir. Su  kultartr teknigi ile marul yetistiriciliginde farkli besin .
dozlarinda mikroalg (Chlorella vulgaris) kullaniminin  etkileri arastirimistir.
Uygulamalar olarak; (1)Kontrol, %100 Besin: Tam doz besin ¢ozeltisi verilmistir. (2)
%100 Besin+Alg: Tam doz besin ¢ézeltisi ve alg uygulanmistir, (3) %80 Besin:
Tam besin dozuna gére %20 azaltiimis besin gézeltisi, (4) %80 Besin+Alg: Tam
besin dozuna gére %20 azaltiimis besin,ve alg, (5) %60 Besin: %40 azaltiimis
besin (6) %60 Besin+Alg: %40 azaltimis besin ve alg, (7) %40 Besin: %60
azaltilmis besin (8) %40 Besin+Alg: %60 azaltiimis besin alg uygulanmistir. Su
Kultara yetistiriciliginde mikroalg Chlorella vulgaris kullaniminin, marul bitkisinde
buylme ve gelisme, verim ve bitki besin maddeleri tizerine etkileri arastirilmistir.
Denemede bitki boyu, yaprak sayisi, yaprak taze agirhgi, kok taze agirlhgi, yaprak
kuru agirhigi, kok kuru agirligr, kuru agirlik olusturma yiizdesi, bitki cevresi, Vitamin
C, Klorofil ve nitrat igerigi énemli bulunmustur. Yaprak alani ve suda ¢éztnebilir
kuru madde (SCKM) miktari uygulamalardan etkilenmemistir. Yapilan yaprak
analizlerinde Chlorella vulgaris eklenen azaltiimis besin dozlarinda algin marul
bitkilerine N, P, Ca, Mg, Na, Mn, Cu ve Zn beslenmesi bakimindan artirici katkilar
sagladidi belirlenmistir.

Calismanin genel sonuglari: su kiltirinde algin  kullanilarak kontrol
bitkilerine gdre besin c¢ézeltisini %20 ve %40 azaltimasi basariyla
gerceklestirimistir ve marul Gretimi bu sekilde yapilabilmistir. Ayrica bu durum
temiz bir cevre ve dog@a i¢in 6nem arz etmektedir.

Anahtar Kelimeler: Mikroalg, Chlorella vulgaris, Lactuva sativa, topraksiz kiltur,
Orttialt yetistiriciligi
ABSTRACT

Experiment has been carried out in 2010 autumn-growing period in
glasshouse in order to investigate the effects of different nutrient doses with
microalgae (Chlorella vulgaris) under the hydroponic lettuce-growing conditions.
The eight nutrient treatments have been realized: (1) %100 N+A : Full nutrition +
algae, (2) %100 N: Full nutrition, (3) %80 N+A: %80 nutrition+algae, (4) %80 N:
%80 nutrition, (5) %60 N+A: %60 nutrition +algae, (8) %60 N: %60 nutrition, (7)
%40 N+A: %40 nutrition +algae, (8) %40 N: %40 nutrition.

*Yiiksek Lisans Tezi-MSc. Thesis
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The effects of microalgae Chlorella vulgaris on the plant growth, yield, plant
nutrients and some lettuce quality parameters have been investigated. The plant
height, leaf number, leaf fresh weight, dry leaf weight, root fresh weight, root dry
height, the percent of dry weight formation, leaf circle, Vitamin C, chlorophyll and
nitrate contents of the leaf were significant. However, leaf area and the rate of
water soluble dry material were not affected by the treatments. The leaf analysis
showed that Chlorella vulgaris has been increasingly supported to the lettuce
plants for N, P, Ca, Mg, Na, Cu, Mn and Zn nutrition under the decreased nutrients
levels.

The general conclusions from the project work; fertilizer savings %20 and
%40 can be achieved with lettuce plants controlled by using hydroponic culture in
greenhouse. This also is served to clean environment.

Key Words: Microalgae, Chlorella vulgaris, Lactuva sativa, soilless culture,
. Greenhouse production
GIRIS

Ticari anlamda durgun su kulturii yetistirme donemi kisa olan salata-marul
ve yesilliklerin tretiminde kullaniimaktadir. Bu amagla bitkiler besin gézeltisinde
serbest olarak birakilan hafif bir materyalin (képuk levhalar) tizerinde yetistirimekte
ve bu yénteme ‘ylizen su Kultdrd’ olarak adlandiriimaktadir. Bu yetistiricilik
seklinde bitki kokleri onlarin gereksinim duyduklari makro ve mikro besin
maddelerinin optimum duzeylerde saglandigi, pH ve EC seviyelerinin optimal
duzeylerde ayarlandigi, havalandirilan besin c¢ézeltisi icerisinde bulunmaktadir.
Yiizen su kulturt sistemi, genellikle yesil aksami kliglik ve vejetasyon siiresi kisa
olan sebzelerin veya bitkilerin yetistiriciliginde kullaniimaktadir.

Salata grubu sebzeler icinde salata ve marullar butun Dunyada en gok
tuketilen yesil sebzeler arasindadir. On iki ay pazarlarda, marketlerde satilan
Salata ve Marul tek yillik serin iklim sebzesidir. Besin degeri bakimindan saghgda
yararll, istah agici sebze olan Salata ve Marul'lar taze olarak tiketildiklerinden,
szellikle vitamin ve mineral maddeler yéntinden igerikleri zengindir. (Aybak, 2002)

Bitki  gelisimine olumlu katkida bulunarak  verimliligi ~ artiran
mikroorganizmalara, "biyo-gtibreler" veya “mikrobiyal guibreler” denilmektedir. Son
yillarda adi sik¢a duyulmaya baslayan Chlorella bilinen en eski (2.5 milyar yil)
canlilardan ve besin kaynaklarindan biridir. Ayni zamanda ¢ekirdegi tam olusmus
en eski tek hiicreli organizmadir. Chlorella, yesil bir tatll su alg'idir. Ismi Latince
yaprak/yesil ve kugtik anlamina gelen iki kelimeden Uretilmistir. Koyu yesil renkte
olan Chlorella'nin yesilligi igindeki gok yliksek orandaki (butin bitkiler iginde en
yuiksegi) klorofil maddesinden gelmektedir. Chlorella'daki klorofil bilinen diger alg
turlerinden 5-10 misli fazladir.

Bitki yetistiriciliginde; mavi yesil algler, yiiksek bitkilere benzer fotosentez
yolu ile oksijen ureten ve karbondioksit fiksasyonu yapan ve azot fikse eden tek
organizmadir. Urettikleri fotoasimilatlar bitkiler igin onemli bir organik madde
kaynagidir. Bitkiler azot kaynag nitrit, nitrat amonyum tuzlari ve Ure gibi organik
bilesikleri kullanabilmekte, havadaki inorganik azotu (Ny) kullanamamaktadir.
Havadaki azotu hem kullanabilen hem de organik forma dénusturebilen
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organizmalar mavi yesil algler ve bakterilerdir (Sukatar, 2002). Mavi yesil algler
ayrica Chlorophyll, Auxin ve Cytokininleri Uretmektedir. Bunlar bitki bilyiime ve
gelismesini tesvik ederek, Ortin verimliligini olumlu etkilemektedir. Kéklenmeyi
artirmaktadirlar. Kok bélgesinde pH ve EC seviyelerini bitki lehine
duzenlemektedir. Kék bélgesinde mikroorganizma faaliyetlerinin artmasini tesvik
etmektedir. Bitkilerin hastaliklara ve béceklere karsi dayanikhligini artirmaktadir.
Bitki icin gerekli besinlerin tasinmasini hizlandirir.

Burada sunulan yiiksek lisans tez calismasinda, bir tatl su algi olan
Chlorella vulgaris'in, seralarda kullanilan topraksiz yetistiricilik sistemlerinden biri
olan hidroponik su klttiriine eklenmesi ve ayni besin g¢ézeltisi icerisinde Chlorella
vulgaris ile beraber kivircik marul bitkilerinin  kéklerinin  bulundugu yasam
ortaminda, Chlorella vulgaris alginin marul-salata yetistiriciligine olabilecek
katkilarini ortaya ¢ikarmaktir.

MATERYAL ve METOD
Materyal

‘Bu calisma, Gukurova Universitesi Ziraat Fakuiltesi Bahge Bitkileri Bslumi
deneme alaninda 500 m® alana sahip cam bir seranin 1/3ltk kisminda
gergeklestirilmistir. Denemede kullanilan Chlorella vulgaris mikroalg materyali
Gukurova Universitesi Su Uriinleri Fakdiltesi'nden temin edilmistir.

Bitkisel materyal olarak May Tohumculuk firmasina ait Arapsagi kivircik
marul gesidi kullaniimistir. Marul bitkileri serada su kuiltir(i ortaminda, azalan besin
maddeleri doz uygulamalarinda mikroalg Chlorella vulgaris oldugu ve olmadigi
kontrolleri ile karsilagtirmalr yetistiriimistir.

Tez calismasinda asagidaki 8 uygulama ile hidroponik kulttrde kivircik
marul bitkileri yetistirilmistir,

1) Besin Cozeltisi %100: Komple besin ¢ozeltisi kullanilmistir.

2) Besin Gozeltisi %100+Alg: Komple besin ¢dzeltisi Chlorella vulgaris ile
beraber uygulanmistir.

3) Besin Cozeltisi %80: Komple besin ¢ézeltisi tim elementler bakimindan
%20 azaltilarak bitkilerin yetistirimesinde kullaniimistir.

4) Besin Cozeltisi %80+Alg: Komple besin cozeltisi tum elementler
bakimindan %20 azaltimis ve Chlorella vulgaris ile beraber bitkilerin
yetistirilmesinde kullaniimistir.

5) Besin Cozeltisi %60: Komple besin c¢ézeltisi tum elementler tim
bakimindan %40 azaltilarak bitkilerin yetistirilmesinde kullanmimistir.

6) Besin Cozeltisi %60 +Alg: Komple besin cozeltisi tim elementler
bakimindan %40 azaltiimis ve Chlorella vulgaris ile beraber bitkilerin
yetistiriimesinde kullanilmistir,

7) Besin Cozeltisi %40: Komple besin ¢ézeltisi tim elementler bakimindan
%60 azaltilarak bitkilerin yetistirimesinde kullaniimistir,

8) Besin Cozeltisi %40+Alg: Komple besin ¢oézeltisi tim elementler
bakimindan %60 azaltiimis ve Chlorella vulgaris ile beraber bitkilerin
yetistiriimesinde kullaniimistir.
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Metod ,

Calismada azaltilan besin dozlarinda besin maddelerinin tamami ayni ayni

oranlarda azaltilmistir. Bitki materyali olarak kullanilan kivirctk marul tohumiari
torf:perlit (2:1) karisimi igeren viyollere, 26 Eylul 2010 tarihinde ekilmistir. Fideler
22 Ekim 2010 tarihinde su kulturiine farkli uygulamalara transfer edilmistir.
Transferle beraber besin ¢ézeltisi ve alg uygulamaya baslanmistir. Bitkiler 50 litre
hacimdeki sert plastikten yapilmig 105 x 65 cm ebadindaki dis kisimlari siyah renkli
ve Ust kisim 1sik gegiren seffaf PVC malzemeden olusturulmus kaplarda, bitki
kékleri havalandirilan besin cozeltisi igerisinde olacak sekilde “Ylizen su kaltara”
(Floating Culture) yontemi ile yetistirilmistir. Her kap bir tekerrdr olarak
gerceklestirilmistir. Denemede yer alan farkli uygulamalar igin, 4 tekerrlr ve her
tekerrtrde 15 bitki olacak sekilde (60 bitki/uygulama) tesaduf bloklari deneme
desenine gore bitkiler su kilturl sisteminde yetistiriimistir.
Bitkilerin Beslenmesi: Denemede glibreleme islemi igin 100 kere konsantre stok
cozeltiler hazirlanmistir. Stoklarda gékelme olmamasi igin iki ayr stok gozelti tanki
kullaniimistir (Cizelge 3.1). Marul bitkisi igin su Kulttr besin ¢ozeltisi element
konsantrasyonlari Gizelge 3.2'de verilmistir.

Cizelge 1. Denemede kullanilan Cizelge 2. Denemede kullanilan besin
stok cozeltiler elementi konsantrasyonlari
STOK A STOK B Element Mg L’
Kalsiyum Nitrat Potasyum silfat N 200
Potasyum Nitrat Mono potasyum P 50
fosfat K 300
_ Ca 200
Amonyum Nitrat Magnezyum silfat Mg 65
Fe~EDDHA Fe 19,6
(sequestrene) Mikro elementler Zn 0.552
Cinko sulfat yerli B 0.97
Borik asit yerli Cu 0.12
Mangan stilfat yerli Mo 0.128
gan sTvety Mn - 0.96
Bakir stilfat yerli
Amonyum molibdat

Alg uygulamalan: Chiorella vulgaris igeren 2, 4, 6 ve 8 nolu uygulamalara, 2x107
alg mI" konsantrasyonundaki stok alg soltisyonu deneme uygulamalarina gére
besin dozlari duzenlenmis besin ¢ozeltisi igerisine, 40 kez seyreltilmis sekilde
deneme kaplarinda bulundurulmustur. Alg uygulamasi olmayan 1, 3, 5 ve 7 nolu
uygulamalarda sadece besin dozu azaltiimasi yapilmis bu kaplara Chlorella
vulgaris eklenmemis yukaridaki algi uygulamalarin kontrolleri olusturulmustur.
Hasat: Denemede hasat asamasina gelen, geside 6zgti blytkitge ulasan kivircik
marul bitkileri dikimden 30 giin sonra, 22.11.2010'da hasat edilmis adet ve
agirliklari kaydedilmistir. Yaprak Sayisi (adet / bitki): Kivircik marul bitkilerinin
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yaprak sayisi teker teker sayilarak belirlenmistir. Bitki/Yaprak Taze Agirligi (g/bitki):
Butin yaprak agirhdi 0.1 hassasiyetteki bir terazide tartilarak kaydedilmistir. Klorofil
Miktari (mg klorofil/g taze agirlik): Marul bitkileri 4 esit parcaya ayrilacak ve ¥'ltk
kistm %80'lik aseton ile homogenizasyon yapilarak elde edilen bitki ekstratindan
652 nm dalga boyunda spektorofotometrede klorofil analizi yapilmis ve taze agirlik
basina hesaplanma yapilarak toplam klorofil miktari hesaplanmistir (Dasgan,
2003). Nitrat Miktari (ppm): Marul bitkilerinin esit olarak ayrilmis ¥'luk kismi
kullanilarak nitrat analizi salisilik asitin nitritlesmesi yoluyla kolorimetrik - olarak
Cataldo ve ark. (1975)'e gore yapilmistir. Vitamin C okumalari spektrofotometre
cihazinda yapilmistir. Yaprakta Besin Elementi Analizleri: Azot (N), fosfor (P),
potasyum (K), magnezyum (Mg), kalsiyum (Ca), sodyum (Na), demir (Fe), mangan
(Mn), bakir (Cu) ve ginko (Zn) icin analizler yapilmistir. Verilerin Degerlendiriimesi:
Deneme tamamlaninca elde edilen veriler JUMP paket programina tabi tutularak
istatistiksel analizleri yapilmig, ortalamalar LSD testine gére kargilastiriimistir.

ARASTIRMA BULGULARI VE SONUGLAR
Bitki Boyu (cm): Denemede, ayni besin dozunda Chlorella vulgaris eklenen
yetisme ortamlarinda, alg eklenmeyen kontrollerine gére marul bitkilerinin daha
uzun boylu oldugu belirlenmistir. Buna goére; %100 B+A uygulamasi alg
eklenmeyen %100 B uygulamasina gére %13.75 oraninda, %80 B+A uygulamasi
alg eklenmeyen %80 B uygulamasina %15.49 oraninda, %60 B+A uygulamasi alg
eklenmeyen %60 B uygulamasina %13.54 ve %40 B+A uygulamasi alg
eklenmeyen %40 B uygulamasina gore % 19.58 oraninda daha uzun bitki boyuna
sahip olmuslardir.
Yaprak Taze Adirhdi (Verim): Denemedeki farkli uygulamalarin kivircik marulda
verim Uzerine etkisi degerlendirildiginde, %100 uygulamasi haric diger tum
uygulamalarda ayni  besin dozunda  Chiorella  vulgaris  eklenenler,
eklenmeyenlerden daha yiiksek verim olusturmustur. %80 besin dozunda Chlorella
vulgaris eklenen uygulama eklenmeyen kontroliine gére % 9.2 daha yiiksek verim
olusturmustur. %60 besin dozuna bakildiginda Chlorella vulgaris eklendiginde
eklenmeyen kontroltine gére % 12.2 daha yiksek verim olusturmustur. Son
uygulamalar olan %40 besin dozunda ise Chlorella vulgaris eklendiginde
eklenmeyen kontroliine gére % 16.1 daha yilksek verim olusturmustur. Bu durum
agik¢a gdstermektedir ki ayni besin dozunda Chlorella vulgaris ortama eklenince
kivircik marulda verimlilik %9 ile 16 arasinda artmistir. Iiging bulgu besin dozu
%100'den %40'a dogru azaltildikga Chlorella vulgaris'in algsiz uygulamaya gére
daha artan oranlarda bitki agirhgini baska bir deyisle verimliligi artirdigi
gérulmustir. Oysa %100 B uygulamasina gére Chlorella vulgaris icermeyen
uygulamalarda verim azalmasi %80, %60 ve %40 uygulamalarinda sirasiyla %8.1,
% 12.6 ve % 15.1 oranlarinda olmustur. Bu durumda serada hidroponik kiilttrde
kivircik marul yetistiriciliinde besin ¢ézeltisine eklenen giibreler %40 ve %60'a
varan oranlarda azaltilabilir.

Rathore ve ark., (2009) soya bitkisinde deniz yosununun farkli oranlarda
(%2.5-%5-%7.5-%10.0- %12.5 ve %15) uyguladiklari calismada dozlardan %12.5
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ile %15 alg uygulamalar en yuksek verim degerlerini olugturmus ve algsiz kontrol
grubuna kiyasla %57 ve %46 oraninda daha fazla verim alindigi bildirilmistir.

Marul Bitkilerinde Yaprakta Klorofil Miktari: Denemede en yiiksek klorofil miktari
iceren en yesil yaprakiar mg/g birimi ile %100 B+A uygulamasindan 0.94 ile en
dustk deger ise %40 B uygulamasinda 0.40 olarak elde edilmigtir. Su kulturinde
yetistirilen kivircik marul bitkilerinin yapraklarinda klorofil miktarinin artmasinda
yetistirme ortamina eklenen Chlorella vulgaris mikroalginin artirici etkisi oldugu
gorulmustir. Buna gére, %100 besin dozunda alg eklenen uygulama eklenmeyene
gore %38 artis gostermistir. Diger uygulamalarda %80, %60 ve %40 besin
dozlarinda alg eklenen dozlarda eklenmeyenlere gére klorofil artislar sirasiyla
%27, %42 ve %73 oranlarinda gerceklesmistir.

Marul Yapraklarinda Vitamin C Miktari: Su kdftarl teknigi ile marul yetistirilen
ortama Chlorella vulgaris eklendiginde vitamin C miktarinin  kismen arttigi
gorulmustir. Denemede en yiiksek vitamin C miktari mg/100 g birimi ile %100 B+A
uygulamasindan 6.35 olarak alinmistir. %40 B uygulamasinda 4.5 olarak
gozlenmistir. Chlorella vulgaris Kivircik marullarda vitamin C miktari artmasina
Uzerine hafif etkide bulunmustur. Aybak (2002)'a gére 100 g yenilebilir salata ve
marulun cesit ve yetistirime sezonu, kosullarina bagli olarak igerdigi vitamin C
miktari 6-18 mg arasinda olabilecegi bildirilmektedir.

Marul Yapraklarinda Nitrat Miktari: Kivircik marul yapraklarindaki nitrat miktarlari
2481 ve 3592 olarak gézlenmistir. Denemede %80 besin dozuna Chlorella vulgaris
eklendiginde nitrat miktari azalirken, %60 ve %40 gibi besin dozlarinin giderek
azaltildigl iki uygulamada alg eklendigi durumda nitratin arttign  gorilmektedir.
Ancak her haltuikarda denemedeki nitrat miktarlari insan saglig igin risk olusturacak
duzeyde degildir.

Turkiye'de 2002 yilinda yayinlanan Turk Gida Yénetmenligi'ne gére, marul
ve taze ispanakta en fazla bulunabilecek nitrat miktari 3500 mg/kg (taze agdirlik
basina), lahanada ise 875 mg/kg (taze agirlik basina) olarak bildiriimektedir
(Anonim, 2002). Rusya federasyonunun uyguladigi standartlarda ise marul,
ispanak ve maydanozlarda maksimum nitrat miktarinin 2000 ppm, Avrupa
birliginde ise maksimum nitrat konsantrasyonu Ulkelere gére farkhlik géstermekle
birlikte marulda 907-4674 olarak bildirilmektedir (Anonim, 2008).

Marul Bitkilerinde Besin Maddeleri Analizleri

Yaprakta Azot (N) Konsantrasyonu: Uygulamalarin marul yapraklarinda azot
konsantrasyonu (zerine etkileri istatistiksel olarak farkli bulunmustur. Azot
konsantrasyonlari %3.66 ile %4.59 arasinda degismistir. Kivircik  marul
yapraklarindaki azot igerigine bakildiginda %100 uygulamalari harig digerlerinde,
ayni besin dozunda Chlorella vulgaris eklenen uygulamalar kendi kontrollerine gére
daha yliksek azot igermistir. Yaprakta Fosfor (P) Konsantrasyonu: Denemede farkli
uygulamalar ile yetistirilen marul yapraklarinin P icerikleri istatistiksel olarak farkli
bulunmustur. Fosfor degerleri %0.31 ile %0.54 arasinda degigmistir. Tam besin
dozu olan %100 uygulamalari harig, diger azaltiimis besin uygulamalarinda ayni
besin dozunda ortama Chlorella vulgaris eklendiginde kendi kontrolinden daha
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ylksek P igerdigi gorllmustur. Yaprakta Potasyum (K) Konsantrasyonu:
Denemede yetistirilen marullarin yaprak K icerikleri %5.64 ile %7.06 arasinda
degismektedir.  Yukarda incelenen N ve P elementlerinde oldugu gibi K
bakimindan Chlorella vulgaris'in marul bitkilerinin beslenmesine arti bir katk
sagladigi net bir sekilde gériilememistir.

Yaprakta Kalsiyum (Ca) Konsantrasyonu: Calismadaki marul bitkilerinin
yapraklarindaki Ca konsantrasyonlarina bakildi§inda ayni besin dozunda Chlorella
vulgaris eklenen uygulama kendi kontroliinden daha fazla Ca icermistir. Demir ve
ark. (2003), 6 farkh organik glbre kombinasyonu ve geleneksel NPK gibre
kullanilarak lital ve iceberg tipi marul yetistirdikleri alismalarinda, deniz yosunu
uygulanan organik Uretim parsellerindeki marul yapraklarinda kalsiyum icerigini
ortalama % 1.33 olarak bildirmislerdir. Yaprakta Sodyum (Na) Konsantrasyonu:
Calismada kivircik marul bitkileri yapraklarindaki sodyum (Na) konsantrasyonlari
bakimindan uygulamalar arasinda istatistiksel olarak fark énemli bulunmustur.
Calismada kivircik marul bitkileri yapraklarindaki sodyum (Na) konsantrasyonlari
bakimindan uygulamalar arasinda istatistiksel olarak fark énemli bulunmustur.
_Denemede en yiiksek deger %60 B+A uygulamasinda %1.48 olurken, en dustik
deger ise %40 B uygulamasinda % 0.81 olarak gézlenmistir. Bergman (1992)'e
gore genel olarak bitkilerde Na konsantrasyonun %0.004 ile % 2.0 arasinda oldugu
bildirilmektedir. Su kulturi marul yetistiriciliginde Chlorella vulgaris kullanimi
bitkilerde herhangi bir Na eksikligi veya fazlaliigina neden olmadigi ve tuzluluk
etkisi olusturmadigi tespit edilmistir. Yaprakta Magnezyum (Mg) Konsantrasyonu:
Denemedeki marul bitkilerinin  yapraklarindaki Mg  konsantrasyonlarina
bakildiginda, ayni besin dozunda Chlorella vulgaris iceren uygulamalarda Mg
iceriginin  daha ylksek oldugu gériimektedir. Yaprakta Mikro Element
Konsantrasyonlari: Denemedeki farkli uygulamalarin kivircik marul yapraklarindaki
bakir konsantrasyonlari 12.97 ppm ile 17.26 ppm arasinda degismistir.
Calismadaki marul bitkilerinin yapraklarindaki Mn igerikleri 132.76 ppm ile 222.78
ppm arasinda degigmistir. Calismadaki marul bitkilerinin yapraklarindaki Mn
konsantrasyonlarina bakildiginda, ayni besin dozunda Chiorella vulgaris igeren
uygulamalarda Mn igeriginin daha yiiksek oldugu gérilmektedir. Demir ve ark.
(2003),  deniz yosunu uygulanan ve organik (retilen marul yapraklarinda Mn
icerigini ortalama 61.91 ppm olarak tespit etmislerdir.

Farkli uygulamalarda marul yapraklarinin Fe icerikleri 64.39 ppm ile 128.06
ppm arasinda degismis olmamakla beraber istatistiksel olarak &nemsiz
bulunmustur. Buna ragmen denemedeki marul bitkilerinin yapraklarindaki Fe
konsantrasyonlari, ayni besin dozunda Chlorella vulgaris igeren uygulamalarda
kendi kontrollerine gére daha fazla Fe igerigi gértimektedir. Demir ve ark. (2003),
deniz yosunu uygulanan ve organik (Uretilen marul yapraklarinda Fe icerigini
ortalama 172.72 ppm olarak belirlemistir.

Gizelge 3. Kivircik marul bitki bilylime ve Kkalite parametreleri
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Uygulamalar Bitki Verim Klorofil ~ Vitamin C Nitrat mg
boyu(cm) (g/bitki) mg/g mg/100g nitrat/kg kuru
) agirlik
%100 B*+A** 24.49 a 238.69 ab 0,94 a 6.35" a 2579 de
%100 B 21.53 bc 242.35 a 0,68 bc 6.25 a 2825 de
%80 B+A 22.81 ab 243.31 a 0,56 b-d 6.18 a 3105 bed
%80 B 19.75 cd 222.77 bc 044 d 6.13 a 3395 ab
%60 B+A 20.97 bc 237.56 ab 0,68 bc 593 a 3592 a
%60 B 18.47 d 211.81 ¢ 0,48 cd 575 a 2896 cd
%40 B+A 21.86 b 239.01 ab 0,69 b 5.00 b 3274 abc
%40 B 18.28 d 205.82 ¢ 0,40d 450 b 2481 e
LSD0.05 1.942 17.283 0.2002 0.7297 13.035

Cizelge 4. Denemede marul bitkilerinden alinan yaprak érneklerinde belirlenen
makro elementlerin konsantrasyonlari

Uygulamalar N (%) P(%) K (%) Ca (%) Na (%) Mg (%)
%100 BtA 444 abc 053 a 564 c 084 bcd 137 a 030 a
%100 B 455 ab 054 a 632b 078 cde 1.06abc 025D
%80 B+A 459 a 050 ab 647 ab 090 bc  114ac 024 b
%80 B 404 d 042 bd 652ab 075 de 0,94bc 018 c
%60 B+A 444 ac 046 ac 706 a 1.04 a 148a  0.15 de
%60 B 440 b-d 039 ce 649 ab 093 ab 087¢c  0.12 ef
%40 B+A 424 cd 035 de 645D 0.77 de 085¢c  0.16 cd
%40 B 366 e 031 e 650b 0.64 e 0.81¢ 0,09 f
LSDg.0s 0.2850 0.0884 __ 0.6011 0.1196 0.4937 _ 0.03095

Cizelge 5. Denemede marul bitkilerinden alinan yaprak érneklerinde belirlenen
mikro elementlerin konsantrasyonlari

Uygulamalar Cu (ppm) Mn (ppm) Fe (ppm) Zn (ppm)
%100 B+A 14.83 b 143.85 b 86.31 47.52 ab
%100 B 1465 b 132.76 b 64.39 31.63b
%80 B+A 12.97 b 162.12 b 103.14 40.54 ab
%80 B 1253 b 142.34 b 93.48 47.54 ab
%60 B+A 13.07 b 19712 b 123.81 41.11 ab
%60 B 13.62 b 142.36 b 104.13 54.88 ab
%40 B+A 17.26 a 222.78 a 68.74 4292 a
%40 B 15.75 b 204.48 b 128.06 42.91ab
LSDo.0s5 9.3388 95.3178 77.7133 25.6355

En yuksek ginko ko

nsantrasyonu %60 B uygulamasinda 54.88 ppm ve en
B 31.63 ppm olarak belirlenmistir.

dusik ginko konsantrasyonu ise % 100

Denemede Chlorella vulgaris iceren sadece
kontrolii %100 B uygulamasina gére %50.23
icerdigi tespit edilmistir. Diger alg iceren uygulamalard

gérulmemistir.
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Sonug

Denemedeki farklt mikroalg uygulamalarin bitki boyu, yaprak miktari,
yaprak taze agirligi, verim, kék taze agirhgi, kék kuru agirlhigi, yaprak kuru agirligi,
kuru madde olusturma oranina, bitki cevresi ve yaprakta klorofil miktari tizerine
etkisi olumlu ve artinci yénde bulunmustur. Denemede élcillen vitamin C Uizerine
alg etkisi az bulumus; yaprak alani, SCKM degeri lzerine uygulamalarin etkisi
dnemsiz bulunmustur. Denemede farkll uygulamalarin mikro element bazinda Cu,
Mn ve Zn elementlerinde etkisi ®nemli bulunmustur. Denemede farkl
uygulamalarin marul bitkisi yapraklarinda mikro element icerikleri bakimindan
Chlorella vulgaris igerenlerin kendi kontrollerine gére daha yiksek oldugu
belirlenmistir.

Denemede kullanilan Chlorella vulgaris mikrolaginin azalan besin
dozlarinda dahi marul bitkisinde buyiime ve gelismeyi, Urlin verimini, bitkinin
beslenmesini artirmasinin sebebini 3 sekilde agiklamaya calisabiliriz;

1) Mikroalgler su kulturti ortamina salgiladiklari ligantlar (selatlar) sayesinde
ortamdaki besin ¢ozeltisindeki besin maddelerinden bitkinin dahi iy
faydalanmasina hizmet etmesi; besin maddelerinin kéklere tasinmasinda
kolaylik, bdylece alimda kolaylik ayrica selatlar besin maddelerinin bitki
icerisinde tasinmasina da olumlu katkilarda bulunmaktadirlar,

2) Mikroalgler Urettikleri organik maddeler veya élen alglerden saglanan
organik maddeler, ¢ozinerek ve inorganik maddelere ayrisarak yine
bitkilerin beslenmesine arti katkida bulunuriar,

3) Son olarak mikrolaglerin Urettikleri bir takim enzimler ve hormanlar bitkilerin
buyume ve gelismesinde trlin veriminde katki saglayabilir.

Denemede su sonucunda; su kulturinde alg kullanarak glibrelemeden
%20, %40 ve hatta %60 azaltma yoluna gidilebilir, bu durum tretimi olumsuz
etkilemeyecekiir.
Bundan sonra yapilacak ¢alismalarda;
1) Kivircik marul disinda, su kulttrt teknigi ile en fazla yetistirilen
yetistiriciliinde Chlorella vulgaris ile olan etkilesimleri calisiimalidir,
2) Sera igerisinde su kulttrtl yetistirme teknigi kullanilarak, disariya daha az
veya hic atik verilmeden kapalr bir sistem olusturulmasi, algin ve bitkilerin
ortak yasamasi Uzerine daha uzun soluklu galismalar planlanabilir.
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BURUK OLMAYAN BAZI TRABZON HURMASI GESITLERINDE TOZLAYICININ
MEYVE DOKUM ZAMANI VE MEYVE BUYUME HIZINA ETKiSi !

Effect of Pollinizer on Fruit Drop Periods and Periodical Changes on Fruit Diameter
" in Some Non-Astringent Persimmon Cultivars

Senay KARABIYIK Sinan ETI
Bahge Bitkileri Anabilimdall Bahge Bitkileri Anabilimdali
OzET

Bu arastirmada buruk olmayan bazi Trabzon hurmasi gesitlerinde tozlayici
kullaniminin meyve dokim zamani ve meyve bliyiime hizina etkisi arastiriimistir.
Arastirma 2010 yilinda Gukurova Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bahge Bitkileri
Bélimirne ait Trabzon hurmasi parselindeki 17 yash agaglarda yirGttlmustor.
Calismada buruk olmayan Fuyu, Giant Fuyu, O’Gosho cesitleri ve 31 TH 03 no'lu
yerli tip ana gesit; Bruniquel, Ghora Gali, Mandarino ve Mercatelli ise tozlayici
cesitler olarak kullanilmistir. Ana gesitlerde izolasyon, serbest tozlanma ve yapay
tozlama uygulamalari yapilmis, aylik sayim ve ¢ap 6lglimleriyle meyve dékum
zamanlari ile meyve buylme hizi belirlenmistir.

Yapilan uygulamalar sonucunda meyve doékiimlerinin ilk iki ayda fazla
oldugu, sonra azaldigi belirlenmistir. Genel olarak yapay tozlama uygulamalarinda
meyve dékuminin daha az oldugu, izolasyon uygulamasinda ise sadece Fuyu'da
gok duslk oranda meyve tutumunun gerceklestigi saptanmistir. Meyve
blytumesinin de ilk Gg ay hizli olup daha sonra azalarak devam ettigi, ayrica
uygulamalar arasinda meyve blytme hizi agisindan bir fark olmadigi saptanmistir.
Anahtar Kelimeler: Trabzon hurmasi, Buruk olmayan, Meyve dékimd, Tozlanma

ABSTRACT

In this study, we have been studied the effect of using pollinizer on fruit
drop periods and periodical changes on fruit diameter. Research was carried out in
2010 vegetation period with 17 years old persimmon trees in the Department of
Horticulture, Faculty of Agriculture , University of Cukurova’s persimmon research
field. In the search, non-astringent Fuyu, Giant Fuyu, O’Gosho and 31 TH 03 local
variety were used as main cultivars; Bruniquel, Ghora Gali, Mandarino and
Mercatelli as pollinizers. Non-pollination, open-pollination and hand- pollination
treatments were studied on main cultivars and the fruit drop periods and periodical
changes on fruit diameter were determined with monthly counts and fruit diameter
measures.

The results showed that, fruit drops were intense in first two months and
then decreased. Besides this, it was determined that controlled-pollination

*Yilksek Lisans Tezi - MSc Thesis
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decreased fruit drops compared with open and non-pollination treatments. In terms
of seasonal changes in fruit growth, while it was fast in first three months, there
were not any significant difference between treatments.

Key Words: Persimmon, Non-astringent, Fruit drop, Pollination

Giris

Trabzon hurmas! Ebenales takiminin Ebenaceae familyasina ait Diospyros
cinsinin Uyesidir. Diospyros cinsi yaklagik 400 tur icermektedir. Ancak bunun
yalnizca 4 turll ticari olarak meyve tiretiminde kullaniimaktadir.

Trabzon hurmasi yetistiriciliginde meyve dékum, periyodisite, meyve
catlamasi ve buruk tat karsilasilan en énemli problemlerdir. Bu sorunlar igerisinde
meyve dokiimi diizensiz meyve tretimini etkileyen ana faktorlerdendir.

Trabzon hurmasinin cicek yapisi ile bitkinin tasidigi cigek tipindeki
farkliliklar tozlanma ve déllenme olaylarinda bazi sorunlarin meydana gelmesine
neden olmaktadir (Kitagawa ve Glucina, 1984). Trabzon hurmalarinda erdisi, disi
ve erkek cicekler olmak tizere 3 tip gigek vardir (Onur, 1990). Meyve, ekonomik
olarak disi ciceklerden elde edilmekte ve ticari cesitlerin codu disi gicekleri tasiyan
cesitlerden olusmaktadir (Eti, 2008). Erkek cicek veren gesitlerin gogu tozlayici
olarak énemli olmakla birlikte, buruk olmayan tozlayici cesitler melezleme
programlarinda etkin bir sekilde kullaniimaktadirlar (Yamada ve Yamane, 1994).

Trabzon hurmasinin bazi cesitlerinde gériilen siddetli meyve dokumu ve
meyve tutumunun dustik olmasi konusu tizerinde degisik arastiricilar tarafindan
calisiimistir. Bargandzhiya (1978), yeterli sayida gigek veren Tanenashi, Fuyu ve
Khachiya cesitlerinde gicek ve meyve dékimintn siddetli oldugu, meyve
doékuminun yetersiz tozlanma ve yaz ortasindaki kuraklik gibi nedenlerle arttigini
belirtmistir. George ve ark. (1995), yaptiklar calismada tozlanmis gigeklerin meyve
tutumunun tozlanmamis olanlara gére daha ylksek oldugunu saptamislardir.
Ayrica, tozlanmis olan meyvelerde gelisimin tim safhalarinda daha hizli biiyime
oldugu ve bu meyvelerin taze adirliklarinin tozlanmamisg olanlara gére % 25 daha
fazla oldugu bildirilmistir. Ayrica Yamamura ve Naito (1975) yaptiklari calismalarda
meyve gelisiminin erken safhalarinda kuguk meyvelerin, dékumlere kargi buyuk
meyvelerden daha duyarl oldugunu bildirmislerdir. Kitagawa ve Glucina (1984),
Japonya'da Trabzon hurmasi meyvelerinin 3 bliyime agamasina sahip olduklarini,
birinci asamada buyumenin hizli, ikincide yavas, tigtinctide ise yine hizli oldugunu
belirtmislerdir.

Bu arastirmada, buruk olmayan bazi Trabzon hurmasi gesitlerinde farkli
tozlama uygulamalarinin meyve bilyume hizi ve meyve dekumleri Gzerine
etkilerinin belirlenmesi amaglanmistir.

Materyal ve Metot

Bu arastirma, 2010 yilinda Gukurova Universitesi Ziraat Fakultesi Bahge
Bitkileri Bslumi’ne ait 1989 yilinda 6x6 m araliklarla dikiimis olan Trabzon hurmas!
koleksiyon parselinde ytrttalmustar.
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Denemede Fuyu, Giant Fuyu, O'Gosho, Ghora Gali, Bruniquel, Mandarino
ve Mercatelli gesitleri ile Hatay ilinden selekte edilmis olan 31 TH 03 tipine ait
Trabzon hurmasi adaglari kullanilmistir. Fuyu, Giant Fuyu, O'Gosho ve 31 TH 03
ana olarak; Bruniquel, Ghora Gali, Mandarino ve Mercatelli ise tozlayici olarak
kullanilmistir. ‘

Uygulama yapilan cesitlerde gigeklerin agilmasindan hemen énce her
tipten segilen 3'er adacta her uygulama igin toplam 150 cicek olacak sekilde
serbest tozlanma, yapay tozlama ve izolasyon uygulamalari yapilmistir. izolasyon
ve yapay tozlama uygulamalarinda olasi bir karisikligi énlemek amaciyla gok
kuguk tomurcuklar ile agmis gicekler kopariimis, ayrica tiim uygulamalarda dalin
besleme durumu ve tasiyabilece§i meyve yiukili géz 6nine alinarak . gicek
seyreltmesi yapilarak, her dal i¢cin ayri ayri olmak kosuluyla uygulamaya alinan
cicek sayilari kaydedilmistir. izolasyon uygulamalari kapsaminda secilen dallar
Uzerindeki hentz agmamis olan gicekler bez torbalarla kapatilarak bécek veya
rlzgar yardimiyla gicek tozu tasinmasi engellenmistir. Torbalar disicik borular
tamamen kuruyuncaya kadar dallar (zerinde birakilmistir. Serbest tozlanma
uygulamalarinda ise sadece dal Uzerindeki gicekler seyreltiimis ve dogal kosullara
birakilmistir. Yapay tozlama uygulamalarinda kullanilacak olan Bruniquel ve Ghora
Gali tozlayici gesitlerine ait hentiz agmamis ancak agmak Uzere olan gigekler bir
gin o6nceden toplanmis ve anterler filamentlerinden ayrilarak parlak kagitlar
Uzerinde oda sicakliginda bir gece boyunca bekletiimistir. Bu sekilde anterler
patlayarak iclerindeki cicek tozlarinin salinmasi saglanmistir. Denemeye alinan
Trabzon hurmasi tiplerinde, ciceklerde bulunan erkek organlar fonksiyonel 1
olmadigi i¢in emaskilasyon isine gerek duyulmamistir. Elde edilen gicek tozlari :
ana cesitlerdeki hentiz agmamis ancak agmak Uzere olan gigeklerin tag yapraklari
alindiktan sonra disicik tepesi tizerine bir samur firga yardimiyla aktariimistir.

Yapilan uygulamalarda uygulama baslangicindan hasada kadar aylik
zaman araliklariyla kalan meyveler sayiimis ve elde edilen veriler siitun grafik
haline getirilmistir. Sayimlar sirasinda her ceside ait her uygulamadan 30’ar
meyvede aylik gap dlgtimleri yapilarak veriler meyve biiyiime hizinin belirlenmesi
igin ¢izgi grafik halinde sunulmustur.

Denemeler 3 yinelemeli olarak tesaduf parselleri deneme desenine gére
dizenlenmis ve elde edilen degerler JMP ve Excell paket programinda grafik
haline getirilmistir.

Bulgular ve Tartisma
Uygulamalardan Derime Kadar Degisik Tarihlerde Saptanan Meyve Tutma
Diizeyleri

Uygulamaya alinan buruk olmayan Trabzon hurmasi cesitlerinde yapilan
izolasyon, serbest tozlanma ve degisik tozlayicilarla yapay tozlama islemi
sonucunda, uygulama tarihinden meyvelerin derimine kadar gegen slire igerisinde
aylik araliklarla kiiglik meyve sayimlar yapilmis ve bu degerler grafik haline
getiriimistir. Bu sekilde dokiimlerin hangi dénemlerde yogunlastigi belirlenmeye
calisiimistir.
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Fuyu cesidinde dokumler yapay tozlama uygulamalarinda en az diizeyde
iken, en fazla dokumun izolasyon uygulamasinda oldugu gézlenmistir (Sekil 1).
Dékumler genelde mayis ve haziran aylarinda diger aylara gore fazla olmustur.
Temmuz ay! sayiminda da dékum fazla gérulmis ancak, bu aydaki dékiim ilk iki
aya gore daha dustk duzeyde gergeklesmistir. Agustos, eylul ve ekimde ise
dokumler olmus, fakat dikkate alinacak oranlarda olmamistir

Giant Fuyu Trabzon hurmasi gesidine ait meyve dokim grafigi Sekil 1'de
verilmistir. Giant Fuyu cesidinde mayis ve haziran aylarinda siddetli meyve
dékumleri gézlenmistir. Temmuz ve agustos aylarinda ise dokiimlerin daha dustik
duzeyde oldugu belirlenirken, derim éncesinde yine belirgin diizeyde dékimlerin
gerceklestigi saptanmistir. Bunun yaninda, Giant Fuyu cesidinde, ilk iki sayimda
gorllen izolasyon uygulamasina ait meyveler 3. sayimda tamamen d&kilmis ve
derim sirasinda izolasyon uygulamasindan meyve elde edilememistir.

100 FUYU ' ‘ —
Tl | g

80
70
60
50
40
30
20
10

iz ST xB XGG XMA XME

100 GIANT FUYU
90

80
70
60
50
40
30
20

iz ST xB XGG XMA XME

B Mayis F] Haziran BEE Temmuz qustos [ Eviol EREIEKim

Sekil 1. Denemeye alinan bazi Trabzon hurmalarinda yapilan farkli uygulamalarda
aylik zaman araliklariyla saptanan meyve tutma duzeyleri(%) (1Z:
izolasyon; ST: Serbest Tozlanma; xBR: Bruniquel cesidi ile yapay tozlama;
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XGG: Ghora Gali cesidi ile yapay tozlama; xMA: Mandarino ile yapay
tozlama; xME: Mercatelli ile yapay tozlama)

O’'Gosho gesidine ait aylik meyve dokumleri Sekil 2'de verilmistir. izolasyon
uygulamasindan hi¢ meyve elde edilemezken, en ylksek ve en diisiik meyve
doékumlerinin yapay tozlamanin farkli uygulamalarinda oldugu saptanmistir.
O’'Gosho cesidinde dokumler genelde mayis, haziran ve temmuz aylarinda
gerceklesmistir. Agustos ve eylul aylarinda yapilan uygulamalarda ¢ok énemli bir
dékum olmazken, derim dncesinde az da olsa dékiumler gérilmustir.

31 TH 03 no'lu tipte ise diger cesitlere gére farkll bir grafik sergilenmistir
(Sekil 2). Hatay bélgesine ait olan bu seleksiyon tipinde dékim ilk sayimda oldukga
siddetli olmus ve bundan sonraki dénemlerde dokiumler bazi uygulamalarda
azalarak devam etmistir. Ancak, Bruniquel, Ghora Gali ve Mercatelli tozlayici
cesitleri ile yapilan yapay tozlama uygulamalarinda agdustos, eylil ve ekim
aylarinda dékum gozlenmemistir. Bunun yaninda meyve tutumunun genel olarak
diger cesitlere gére distik oldugu saptanmistir.
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Sekil 2. Denemeye alinan bazi Trabzon hurmalarinda yapilan farkll uygulamalarda
ayllk zaman araliklariyla saptanan meyve tutma duzeyleri(%) (iZ:
izolasyon; ST: Serbest Tozlanma; xB: Bruniquel gesidi ile yapay tozlama;
xGG: Ghora Gali ile yapay tozlama; xMA: Mandarino ile yapay tozlama;
XME: Mercatelli ile yapay tozlama)

Genel olarak degerlendirildiginde, en az meyve dékumi yapay tozlama
uygulamalarinda gergeklesmistir. Izolasyon uygulamalarinda Fuyu cesidi disindaki
cesitlerde meyve elde edilememis, denemeye alinan cigeklerin uygulama
guntinden itibaren dokilmeye basladigi ve ilk sayimlara kadar tim meyvelerin
dekuldugu gorulmustir. Giant Fuyu gesidinde ilk iki sayima kadar aga¢ {izerinde
kalan izolasyon meyvelerinin de 3. sayima kadar tamamen dokuldugu gdzlenmistir.
Serbest tozlanma ve yapay tozlama uygulamalarinda ise mayis ve haziran
aylarinda gok fazla meyve dékumil oldugu saptanirken, temmuz ayinda dokim
oraninin gesitlere gore degismekle birlikte azaldigi belirlenmistir. Bununla birlikte,
agustos, eylil ve ekim ayilarinda meyve dékumleri gergeklesmis, ancak doktmler
bu aylarda énemli seviyede olmamistir (Sekil 1 ve 2).
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Sayilikan (1995) Adana kosullarinda yaptigi bir calismada, meyve
dékumlerini  belirlemek amaciyla incelemeler yapmis ve bunun sonucunda
cesitlerin ¢ogunda dokiimlerinin ik 3 ayda yogun oldugunu, daha sonra dokim
siddetinin azaldigini veya hi¢ dékim olmadigini belirtmistir. Messaoudi ve ark.
(2009) ise yapay tozlama ve serbest tozlanma uygulamalari yaptiklan Fuyu
Trabzon hurmast meyvelerinde dékiimlerin Temmuz'un ilk haftalarinda azaldigini
belirlemis, ayni zamanda tozlama uygulamasinin derim éncesi meyve dékimlerini
de azalttigini bildirmislerdir. Yapilan bu ¢alismada da meyve dékim zamanlari ve
meyve dékiuminl engelleyen uygulamalara ait bulgularin, daha énce yapilmis
calismalarda elde edilen sonuglarla uyum igerisinde oldugu saptanmistir.

Meyve Bilyiime Hizi

Meyve blyume hizini belilemek amaciyla denemeye alinan gesitlerde
yapilan uygulamalarda aylik zaman araliklariyla 30'ar meyvede meyve capi
élctimleri yapiimis ve elde edilen degerler ¢izgi grafik haline getirilmistir (Sekil 3).

Cesitler arasinda blytime zamanlari agisindan ¢ok blyik bir fark
olmamakla birlikte, mayis, haziran ve temmuz aylarinda meyve buyimesinin hizli
oldugu ve bundan sonraki aylarda azalan bir artisla devam ettigi belirlenmistir.
Istisna olarak 31 TH 03 no'lu tipte meyve biyiimesi agustos eylil aylari arasinda
da hizli olmus ve derim zamanina kadar diger gesitler gibi daha kiigik bir ivmeyle
buylme stireci devam etmistir.
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60 60
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Sekil 2. Denemeye alinan Trabzon hurmalarinda yapilan farkli uygulamalardan
elde edilen meyvelere ait zamana bagll ¢ap élgim degerleri (mm) (iz:
izolasyon; ST: Serbest Tozlanma; xBR: Bruniquel gesidi ile yapay tozlama;
xGG: Ghora Gali ile yapay tozlama; xXMA: Mandarino ile yapay tozlama;
xME: Mercatelli ile yapay tozlama)

George ve ark. (1995), tozlanmis meyvelerin tozlanmamislara oranla
meyve biytmesinin tum safhalarinda daha hizli oldugunu bildirmislerdir. Yapilan
baska bir calismada 9 farkli Trabzon hurmasi gesidi kullanilmis, bu cesitlerde
izolasyon ve serbest tozlanma uygulamalari yaninda, Ghora Gali cesidi ile yapay
tozlama yapilarak 21 guinltk araliklarla meyve gaplari slgtimustdr. Buttn cesitlerde
meyve bilylime hizinda zamana bagl olarak strekli bir artis goézlenmistir. Bu artigin
ilk 3 ayda yuksek oldugu, sonraki aylarda ise giderek azaldigi tespit edilmistir
(Sayilikan, 1995).

Kim ve ark (1997)'nin Fuyu gesidinde yaptiklari tozlama galismalarinda ise
buyiime dénemlerini belilemek amaciyla 10 gunlik araliklarla meyvelerde cap
élcimil yapiimistir. Yapilan galismalar sonucunda, ilk dénemde hizh bir blytime
egrisi gorulirken; eylul aylarina gelindiginde, meyve blylmesinin yavasladigi
bildirilmis ve bliytime hizinin tozlayicilara bagh olmadigi saptanmistir.

Bu calismada, meyve bilyime hizlari arasinda tozlayicilara bagli nemli bir
farklilik olmadigi belirlenmis olup, bu sonug yapilan diger calismalarda elde edilen
verilerle desteklenmektedir.
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Sonug ve Oneriler

Bu aragtirmada buruk olmayan bazi Trabzon hurmasi gesitlerinde meyve
dékiminiin azaltimasi amaciyla yapay tozlama, serbest tozlanma ve izolasyon
calismalari yapimistir. Uygulamalarda yapilan aylik sayimlar sonucu meyve
dékiimlerinin hangi aylarda yodunlastigi belirlenmis ayrica biylimenin de hangi
dénemde hizlandigi saptanmistir.

Aylik sayimlar sonucu, Fuyu ve O'Gosho gesitleri ile 31 TH 03 no'lu tipte
dokimlerin temmuz ayina kadar siddetli oldugu, bundan sonra ise derim zamanina
kadar énemli dokimlerin olmadigi saptanmistir. Bunun yaninda, O’Gosho ve Fuyu
cesitlerinde partenokarpik meyve tutumunun yiksek olmasindan dolayi belirli
6lglide derim &ncesi dékumler de gerceklesmistir. Ancak, Giant Fuyu gesidinde
dallarin Uzerindeki meyveleri tasiyamayarak egilmesi ile gerceklesen meyve
kayiplarindan dolayi, diger cesitlerden farkll olarak derim zamanina kadar her ay
meyve dékumlerinin gergeklestigi gézlenmistir. Bu gesitte ayrica, yapay tozlama
uygulamalarinda dokimlerin izolasyon ve serbest tozlanma uygulamalarina gére
daha az oldugu belirlenmistir. Meyve buytme hizinin yapilan uygulamalara bagli
olarak degismedigi goézlenmistir. Meyve gelisiminin ik 3 ayda hizii oldugu
belirlenirken, bundan sonra giderek azaldigi ve son aylarda tekrar hizlandigi
saptanmistir.

Soriug olarak; Fuyu, Giant Fuyu ve O'Gosho cesitleri icin Ghora Gali, 31
TH 03 no'lu tip igin ise Mandarino tozlayici gesidinin kullanilmasi durumunda
meyve tutumunun énemli élglide olumlu etkilenebilecedi ortaya konulmustur.
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TUZLULUK VE KURAKLIK STRESLERINE TOLERANS BAKIMINDAN
BAMYA GENOTIPLERININ TARANMASI

Screening of the Okra Genotypes for Their Tolerans to Salinity and
Drought Stresses

Sinem KUCUKKOMURCU H. Yildiz DASGAN
Bahce Bitkileri Bahce Bitkileri

OZET

Bu calismada, 37 adet bamya genotipinin tuz ve kuraklik streslerine karsi
tolerans seviyelerinin belirlenmesi hedeflenmistir. Tuz ve kurakliga yilksek tolerans
gosteren bamya genotipleri Ureticilere  6nerilebilecegi  gibi ilerde slah
calismalarinda gen kaynagi olarak da kullanilabilecektir. Bitkiler, “substrat kultiri”
teknigi ile vermikulit ortaminda yetistiriimistir. Bamya genotiplerinin tuz stresine
tepkilerini ortaya g¢ikarmak igin 200mM NaCl kullanilirken, kuraklik stresi kademeli
su kesilerek olusturulmustur. Calismada, bamya bitkileri tuz ve kurak streslerinin
yani sira stres olmayan kontrol kosullarinda da yetistirilmistir. Denemede 24 gunliik
erken gelisme asamasindaki bamya bitkileri ile calisiimis, verime kadar
gidilmemistir. Farkli bamya genotiplerinin tuz ve kurakliga tolerant olanlarini
belirlemek amaciyla bir seri morfolojik ve fizyolojik dlgtimler ve analizler yapilmistir.
Bunlar, 0-5 skalasina go6re genotiplerde semptomatik zararlanmanin
puanlandiriimasi, yesil aksam taze ve kuru agirliklari, kék taze ve kuru agirliklari,
yaprak sayisi, bitki boyu, yaprak alani, membran zararlanma indeksi, SPAD-kllorofil
metre okumalari, yaprak oransal su icerigi, yaprak su potansiyeli, yaprak osmotik
potansiyel, stoma gegcirgenlidi, yaprak sicakligi, yesil aksam ve kokte Na, K, Ca ve
Cl analizleridir. Incelenen tiim parametreler bakimindan tuz ve kuraklik stresindeki
bitkilerde kontrol bitkilerine gére olusan % degisimler hesaplanmistir. Ayrica
parametrelerin birbirleriyle olan iligkileri arastiriimistir.
Anahtar Kelimeler: Abelmoschus esculentus, NaCl stresi, kuraklik stresi, tolerans,

ABSTRACT

In this study, salinity and drought responses of the 37 okra genotypes
have been investigated. The goal of the work was tolerance levels of the okra
genotypes have been determined. The okra genotypes with high tolerance level
can be suggest to the growers and also can be used as genetic material in
breeding programs in the future. The plants have been grown in vermiculite by
“substrate culture” technique. The bean genotypes have been grown with 200mM
NaCl for salinity stress and irrigation was stopped gradually for drought stress.
Control plants without stress have also been grown. Young plant stage (24 days E
old plant) was used for screening studies and plants were not been grown until fruit
stage. In order to identified tolerance and susceptible okra genotypes some

" Yiiksek Lisans Tezi-MSc. Thesis
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morphological and physiological measurements and analysis have been realized;
0-5 scale evaluation for the symptomatic appearance of the plants, shoot fresh and
dry weights, root fresh and dry weights, leaf number per plant, leaf area, SPAD
chlorophyll meter reading, membrane injury index, leaf relative water content, leaf
water potential, leaf osmotic potential, stomata conductance, leaf temperature, Na,
K, Ca and Cl concentrations of the shoot and root samples. All these parameters’
differences in salinity and drought stresses via control have been calculated. Also
the relationships among the parameters have been investigated. At the end of the
study, large variations have been determined in okra genotypes for their salinity
and drought responses. Thirty-seven okra genotypes have been classified;
tolerant, mild tolerant and susceptible. In general okra plants sometimes have been
shown similar responses in saline and drought conditions, however, salinity stress
more severe than drought stress.

Key Words: Abelmoschus esculentus, NaCl stress,drought stress, tolerance,

Giris

Dogadaki gok cesitli biyotik ve abiyotik gcevre etmenleri bitkilerde strese
neden olur. Biyotik ve abiyotik stres etmenlerinin etkisi altinda bitkilerde ortaya
gikan degisimler stres olarak ifade edilmektedir. Stres, &nemli fizyolojik ve
metabolik degisimlere yol agmak suretiyle bitkilerde buyumeyi ve gelismeyi
olumsuz sekilde etkilerken trtinde nitelik ve niceligin yitmesine, bitkinin ve bitki
organlarinin yasantisini yitirmesine neden olabilmektedir.(Kacar ve ark.,2006).
“Kiresel 1sinma’ atmosferde artan sera gazlarinin potansiyel etkilerinden sadece
birini ifade eden bir terimdir (Kadioglu, 2001). Kuraklik, toprakta bitkiye yarayisli su
miktarinin azalmasi, atmosferik kosullarin etkisiyle transprasyon ve evaporasyon
Sonucu su yitmesinin stirmesi durumunda ortaya gikar (Kacar ve ark., 2006).Kurak
kosullarda énce topragin, ardindan bitkinin su potansiyeli azalir ve daha ileri
safhalarda turgor basincinda dusme, stomalarda kapanma, yaprak bliyimesinde
azalma ve fotosentez oraninda dustis meydana gelir (Ozturk, 1998).

Tuzluluk; 6zellikle kurak ve yari kurak iklim bolgelerinde yikanarak yeralti
suyuna karisan ¢dzinebilir tuzlarin, ylksek taban suyuyla birlikte kapilarite yoluyla
toprak ylizeyine gikmasi ve buharlasma sonucu suyun ucmasiyla toprak ylizeyinde
birikmesi olayidir. Toprak tuzlulugu gogunlukla yagis miktar az, yliksek sicaklik
derecelerine sahip olan kurak ve yari kurak bolgelerde ortaya cikmakta ve boyle
alanlarda ciddi verim kayiplarina neden olmaktadir (Munns ve Termaat, 1986).
Bamyanin dinyadaki tretim alani 1020807 ha, ilkemizdeki Uretim alani ise 7300
ha dir.Uretim miktari ise 6779215 ton iken tlkemizde 38432 ton dur.(FAO,2009).
Calisma kurak ve yari kurak alanlarda Uretimi artirabilecek yeni cesitlerin
gelistirilmesi agisindan oldukga énemlidir. Ayrica bu calismada, bamya koleksiyonu
icerisinden segilen 37 farkli genotip ile tuz ve kuraklik streslerine karsi tarama
calismalari yapilarak bamya genotiplerinin - dayaniklilik seviyelerinin ortaya
cikariimasi, ayrica bu gen kaynaklarinin tanimlanarak koruma altina alinmasi ve
ileride yapilacak olan 1slah g¢aligmalarina materyal hazirlanmasi hedeflenmistir.
Turkiye'de geleneksel bir sebze olarak karsimiza gikan bamyada (Abelmoschus
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esculentus), tuz ve kuraklik stresi alaninda yapilan calismalar oldukca sinirli
kalmistir bu nedenle bu calismanin yapilmasi amaclanmistir.

Materyal ve Metot
Materyal

Denemenin bitki yetistiriciligi kismi Cukurova Universitesi Ziraat Fakultesi
Bahge Bitkileri Bolumir'ne ait 360 m? alana sahip plastik &rillii bir serada 2010
Mayis-Haziran aylarinda, 6lclm ve analizler ise Bitki Fizyolojisi Laboratuarinda
yuritdlmistar. Bélumumizin bamya gen bankasinda bulunan 37 farkli genotip
bitki materyali olarak kullaniimistir.

Metot

Denemenin tamaminda geng bitki asamasinda (25 gunlik bitki) calisiimis,
bitkiler saksilarda substrat kulttruinde yetistirilmis, meyveye kadar gidilmemistir.
Calisma 3 uygulama seklinde kurulmustur. Bunlardan birisi kuraklik uygulamasi,
digeri tuzluluk uygulamasi ve bunlara paralel olarak kontrol uygulamasi
olusturulmustur. Denemeler su stresi uygulamasi, tuz uygulamasi ve kontrol
uygulamasini igerecek bigimde, her uygulamada 4 saksi ve her saksida 3 bitki
olacak sekilde olusturulmustur. Her genotipten stres ve kontrol kosullarinda ayr
ayri en az 12'ser bitki olmustur. Tesaduf bloklari deneme deseni kullanilmistir.

Kuraklik stresine ve tuz stresine maruz birakilacak bitkiler 3 gercek
yaprakli asamaya ulagincaya kadar kontrol bitkileri ile ayni sulama kosullarinda
yetistirilmistir. Bu asamadan sonra strese baglanmistir. 50 mM NaCl ile ilk tuz
uygulamasi ve 400 ml besin ¢ozeltisi ile ilk kurakiik uygulamasi baslanmis,
kademeli olarak tuz konsantrasyonu artiriimis ve kademeli olarak kuraklik
konsantrasyonu azaltiimis olup, 4 giinin sonunda kuraklik uygulamasinda 0 ml
besin ¢ozeltisi ve tuz uygulamasinda 200 mM NaCl degerine ulasiimistir. Tuz
uygulamasinda bitkiler strese girinceye kadar her giin ayni dozda NaCl ile
muamele edilmistir. Kuraklik uygulamalarinda ise dérdiincli giinden sonra sulama
kesilmistir.

Bitkiler serada 25 Mayis — 17 Haziran 2010 tarihleri arasinda yetistirilmistir.
Tohumlar vermikulit iceren ortama, 2 litre kapasitedeki saksilara ekilmistir. Her
saksida 3 bitki olacak sekilde ekim diuizenlemesi yapilmistir. On bes gunlik, 3
yaprakl asamaya ulasincaya kadar stressiz kosullarda buyitilen bitkiler bu
asamadan itibaren tuz ve kuraklik stersine maruz birakilmistir.

Besin Cozeltisi Kompozisyonu

Bitkilerin sulanmasinda komple besin elementlerini igeren bir besin
gozeltisi kullanmlmistir. Besin c¢ozeltisindeki elementlerin konsantrasyonlari su
sekilde belirlenmistir; N: 172,20 mg/l, P: 52,70 mg/l, K: 328,44 mg/l, Mg: 26,30
mg/l, Ca: 120,30 mg/l, S: 22,47 mg/|, Fe: 1.68 mg/l, Mn: 0.85 mg/l, B: 0.44 mg/l, Zn:
0.30 mg/l, Cu: 0.85 mg/l.
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Yapilan Olgiim ve Analizier

Bitkilerde su ve tuz stresinden kaynaklanan zararlanmanin gézle goérulen
belirtilerini ifade edebilmek amaciyla, 0-5 skala degerlendirmesi yapiimistir.
Asagida belirtilen skalalarin olusturuimasi 6n denemeler yapilarak belirlenmistir.
Bitkilerin zararlanma derecesine gére 0- 5 arasinda puan veriimistir.
0: Hic etkilenme yok (kontrol bitkileri)
1: Su stresinden hafif etkilenme % 5'den fazla dedil,
2: Alt yapraklarda solgunluk baslangici olabilir ve su stresinden etkilenme % 6-20
arasi olabilir,
3: Yapraklarda kivriima, kapanma, solgunluk ve sararmalar % 21-50 aras! stresten
etkilenme olabilir, -
4; Yapraklarin % 51-80 diizeylerinde siddetli solguniuk, sararma, yapraklarda
nekroz ve kurumalar, '
5: Bitkide % 80 (zerinde geriye donlislimsiiz solma, yapraklarda kurumalar veya
Sltm olabilir.

Deneme sonunda hasat edilen bitkilerde bitki boyu (cm), yaprak sayisi
(adet), yaprak alani (adet/bitki), bitki yesil aksam ve kéklerinin yas ve kuru
agirliklari (g/bitki), SPAD-klorofil metre okumalari, yaprak oransal su icerigi, yaprak
membran zararlanmasi, yaprak su potansiyeli, yaprak sicakligi, stoma gegirgenligi,
yaprak ozmotik potansiyeli belirlenmistir. Ayrica yesil aksam ve kéklerde Cl, Na, K,
Ca element analizleri de yapilmistir. Bitki yesil aksam ve kék kuru agirhklarinin
belirlenebilmesi icin bitki ve kék érnekleri, 65 °C sicakliktaki etlivde, 48 saat siire
ile kurutulmustur.

Arastirma Bulgulari ve Tartisma

Tez calismasinin bu kisminda 37 bamya genotipinin tuz ve kuraklik
stresleri karsisinda gésterdidi tepkilere ait arastirma bulgulari sunulmaktadir.Her bir
incelenen parametre igin bulgularin hemen arkasindan tartismasi da yapilarak
beraber sunulmustur.Tuz ve kuraklik stresleri uygulanan bitkiler ile stres gérmemis
kontrol bitkilerinde yesil aksamda semptomolojik olarak ortaya cikan zararlanmanin
derecesini ortaya koyabilmek amaciyla bir skala olusturulmustur (0-5 skalasi).
Genel ortalamalara bakildiginda ise tuz stresi sonucunda tum genotiplerin
ortalamasi 2.49 degerini verdigi, kuraklik stresinde ise tum genotiplerin ortalamasi
2.52 oldugu belirlenmistir. Kusvuran ve ark. (2008a), 34 bamya genotipi ile
yaptiklari bir kuraklik ¢alismasinda, gorsel skala (0-5) degerleri bakimindan
genotiplerin farkli puanlamalar aldigini ve farkli tepkiler verdigini bildirmislerdir.

Tuz ve kuraklik stresinin bitki boyu bakimindan ortaya gikarcdigi tepkiler
karsilastirildiginda, tuz stresinin bitki boyunda meydana getirdigi azalmanin
kuraklik stresine goére daha fazla oldugu belirlenmistir. Tuz stresi- bamya
genotiplerinde genel olarak ortalama % 39.04 oraninda bir azalmaya neden
olurken, kuraklik stresinde bu oran % 21.71 diizeyinde gergeklesmistir. Tuz stresi
altinda tum genotiplerin yaprak sayilarinda degisen oranlarda azalmanin
gerceklestigi kontrollerine gére kayiplar esas alindiginda genel ortalam olarak
%25.63 oraninda bir degisimin meydana geldigi saptanmistir. Kuraklik stresi tuz
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stresine oranla etkisini daha az gésterirken, tim genotiplerde kontrollerine gére
meydana gelen ortalama degisim % 17.14 olarak kaydedilmistir. Kusvuran ve ark.
(2008), kurak stresi altinda yetistirdikleri farkli bamya genotiplerinin yaprak sayilari
bakimindan, elli ginlik kurak uygulamasi sonucunda tiim genotiplerin yaprak
sayilarinda % 7.7 ile % 86 oraninda azalma meydana geldigini tespit etmislerdir.
Tuz ve kuraklik stresi galismada yer alan bamya genotiplerinin tamaminda
yas agirlik degerlerinin azalmasina neden olmustur. Genel olarak tuz stresi altinda
yetistirilen bamya genotiplerinin kontrol bitkilerine gére % 73.20 oraninda degisim
gosterdigi tespit edilirken, kuraklik stresinde gérillen bu etkinin % 63.56 oranlarinda
oldugu belirlenmistir. Kusvuran 2010, kavunda yesil aksam yas agdirlik degerlerinde
tuz ve kurak stresinde genel ortalama olarak % degisimler degerlendirildiginde tuz
stresinde meydana gelen % degisimler, % 52.22 olurken kuraklik stresi
kosullarinda bu oran % 48.04 olarak saptanmistir. Tuz ve kuraklik stresinin her ikisi
de genel olarak bitkilerin kuru agirliklarinda azalmalara neden olmustur, ayni
sekilde Kusvuran (2010) kavunda tuz ve kuraklik stresi tizerine yaptigi calismada
yesil aksam kuru agirliklari bakimindan incelenen kavun genotiplerinin tuz
stresinden daha fazla etkilendigi tespit etmisti. 200 mM NaCl uygulamasi
kargisinda genotiplerin ortalama % degisim orani % 54.50 olurken, kuraklik stresi
kosullarinda bu oran % 49.03 olarak tespit edilmistir. Tuz ve kuraklik stresi bamya
genotiplerinin kék yas agirliinda azalmaya neden olmus. Genel olarak her iki stres
kosulunda da birbirine yakin oranda kayiplar meydana gelmistir. Tuz stresi
kosullarinda olusan % degisim orani % 40.32 olurken. Kuraklik stresinde ortaya
¢ikan degisim % 32.97 oraninda belirlenmistir. Asraf ve ark. (2003), 100 mM NaCl
konsantrasyonunda yetistirdikleri bamya genotiplerinde tuz stresinin bilyuimede
azalmaya neden oldugunu, kék yas ve kuru agirliklarinda ise kayiplarin ortaya
¢iktigini bildirmislerdir. Kok kuru agirliklari incelenen bamya genotiplerinde tuz
stresinin  bitkileri daha fazla etkiledigi belirlenmistir. Tuz stresi kosullarinda
meydana gelen % degisimler genel ortalama olarak % 20.49 azalma diizeyinde
saptanirken, kuraklik stresinde bu azalma orani % 14.53 olmustur. Klorofil
miktarinda artis oldugu gézlemlenmistir. Bu artisin yapragin birim alaninin
azalmasi ve yaprak kaliniginin artmasina bagl oldugu saptanmistir. Kuraklik stresi
ve tuz stresi bitkilerin yaprak alaninda kontrol bitkilerine gére azalmayi meydana
getirmistir. Sankar ve ark. (2008), bes farkli bamya cesidinde yaptiklari calismada,
kuraklik stresinin yaprak alani ve net asimilasyon oraninda kontrol bitkilerine gére
azalmalara neden oldugunu tespit etmislerdir. Kusvuran (2010), kurak kosullarda
yetistirilen kavun bitkilerinden alinan yapraklar da oransal su igerikleri agisindan
degerlendirmistir. Elde edilen sonuglar isiginda kurak kosullarda genotiplerin
birbirine yakin degerler olusturdugu gérisiine varilmis. Tuz ve kuraklik calismalar
sonucu elde edilen degerler bakimindan yaprak oransal su iceriginin genel olarak
kuraklik stresinden daha fazla etkilendigi gérulmustur. Tuz stresi kosullarinda
yaprak oransal su igeriginde kontrole gére ortalama % 28.29 oraninda azalma,
kuraklik stresinde ise % 10.18 oraninda azalma seklinde gértimusttr. Tuz ve kurak
kosullarda yetistirilen 37 bamya genotipinin yaprak hiicrelerinde meydana gelen
zararlanma bakimindan ortaya gikan degisimler, her iki stres kosulunda farkli
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sonuclar ortaya gikarmistir, bitkiler tuz stresinden daha fazla etkilenmis olup
ortalama % 16.16 oraninda hiicre membranlarinda zararlanma meydana getirirken,
kurak kosullarda yetistirilen bitkilerde bu oran ortalama % 2.34 oldugu
belirlenmistir. Hiicrelerde stres sonrasi meydana gelen zararlanma her iki stres
kosulunda da benzer degerler gostermekle birlikte tuz stresinde genotiplerin
ortalama % degisimi % 34.25 olmasina karsin kuraklik stresinde % 30.60 olarak
belirlenmistir (Kusvuran,2010). Tuz stresi etkisi ile tim genotiplerin ortalamasi %
6.61 degerini alarak kontrol kosullarina (% 1.06) gore Cl iyonu yénunden énemli bir
artis gostermistir. Genel ortalamalara bakildiginda kontrol bitkileri kéklerine gére,
tuz stresi etkisiyle tum genotiplerin kok klor ortalamasinin % 466.79 arttidi
belirlenmistir. Kusvuran ve ark. (2007) kavun genotiplerinde yaptiklari galisma
sonucunda, ttim kavun genotiplerinde NaCl iceren ortaminda yetistirme sonrasi CI’
iyonu artiginin oldugunu ve bu artig oranlari arasinda ¢ok blyuk farkliliklarin ortaya
ciktigini belirlemislerdir. Bu sonuglar yaptigimiz galismanin klor sonuglari ile uyum
gostermektedir.

Tuz stresi bamya genotiplerinin blnyesinde Na konsantrasyonu artigina
neden olmustur. Kontrol kosullarinda yetistirilen bitkilerin  igerdigi Na
konsantrasyonu ortalama olarak % 1.196 olmasina karsin 200 mM NaCl
uygulamasi, bu degerin % 3.19 diizeyine ¢ikmasina neden olmustur. Tuz ve kurak
stresinin bitkilerin yesil aksam Na igerikleri bakimindan olusturduklar degisimler
incelendiginde, tuz stresinin Na igeriginde dnemli bir artisa neden oldugu
belirlenmistir. Genotiplerin genel ortalamasi yéniinden incelendiginde tuz stresinde
% 4.59 oraninda gerceklesen Na konsantrasyonu, kuraklik stresi altinda % 0.34
oraninda kalmistir (Kusvuran,2010). Kontrol kosullarinda yetistirilen bitkilerin
kéklerinde igerdigi Na konsantrasyonu ortalama olarak % 1.408 olmasina karsin,
200 mM NaCl uygulamasi, bu degerin % 316.99 duzeyine ¢ikmasina neden
olmustur. Tuz ve kurak kosullarda yetistirilen bamya genotiplerinde kontrollerine
gére % degisim ise K konsantrasyonu bakimindan tuz uygulanan bitkilerde genel
olarak ortalama % 33.08 oraninda azalma meydana gelirken, kurakiik stresi altinda
yetistirilen genotiplerde bu ortalama % 3.80 oraninda azalma seklinde
gerceklesmistir. Tuz ve kurak kosullarda yetistirilen bamya genotiplerinde kékte K
konsantrasyonu bakimindan kontrole gére % degisim tuz uygulanan bitkilerde
genel olarak ortalama % 77.48 oraninda artma meydana gelirken, kuraklik stresi
altinda - yetistirilen genotiplerde bu ortalama % 9.14 oraninda artma seklinde
gerceklesmistir. Tuz ve kuraklik stresi sonucu koklerdeki K iyonu kontrol bitkilerine
gore azalma gostermistir. Yesil aksam K konsantrasyonu degerlerinden farkli
olarak kék bolgesinde kuraklik stresi sonu K iyonundaki azalmanin tuz stresine
oranla daha fazla oldugu gérilmustur. Tuz stresinde genotiplerin kontrol bitkilerine
gore degisimleri dikkate alindiginda K iyonu % degisimi % 26.87 olmasina karsilik
kuraklik stresinde bu oran % 32.38 duzeyine gikmistir (Kugvuran, 2010).

Tuz stresinde yesil aksam Ca konsnatrasyonu artarken (% 4.02) kuraklik
stresinde azalmistir (% 1.42) olmustur. Tuz stresi kosullarinda koéklerde Ca
konsantrasyonu ortalama olarak % 0.98 iken, kuraklik stresi altindaki bamya
koklerinde ise ortalama % 0.57 olarak beliflenmistir. Kusvuran (2010),
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Calismasinda tuz ve kuraklik stresleri sonunda genotiplerde yesil aksam Ca
konsantrasyonlari ve kontrole gére degisimleri (%) kuraklik stresinde meydana
gelen degisimler, tuz stresi ile karsilastinidiginda Ca konsantrasyonlarinin kuraklik
stresinden daha fazla etkilendigi dustintlmustur. Tuz stresinde ortalama % degisim
% 26.13 iken, kuraklik stresinde bu oran % 39.78 olmustur. ‘

Yesil aksamda K/Na orani bakimindan tuz uygulanan bamya bitkilerinin,
uygulanmayan kontrol bitkilerine gére ortalama %76.27 duzyeyinde onemli bir
azalmanin gosterdigi belirlenmistir. Kontrol bitkileri koklerinde K/Na orani
genotiplerin ortalamasi olarak 3.01 oranina sahipken tuz bitkilerinde tim
genotiplerin ortalamasi olan K/Na orani 1.16 olarak hesaplanmistir. K/Na oraninin
yuksek olmasi, bitkinin Na* iyonu yerine K* iyonunu tercih ettigini ve bunu ya
digaridan aldigini veya vyash yapraklardan geng yapraklara tasidigini
géstermektedir. 200 mM NaCl uygulanan bamya genotiplerinin yesil aksamda
Ca/Na oranlart kontrol bitkilerine gére ortalama % 14.89 oraninda azalma
gostermistir. Kékde Ca/Na orani bakimindan tuz stresindeki bitkiler kontrollerine
goére ortalama % 24.84 daha dustk bir deger géstermistir. Tuz ve kuraklik stresi
karsilastirilacak olunursa tuz stresinde yaprak su potansiyeli bakimindan bitkiler %
102.98 oraninda kontrol bitkilerine gére azalma géstermistir. Kuraklik stresi ise
kontrole gére % 61.76 oraninda azalma gdstererek tuz stresinden daha az
dtizeyde bitkiler strese girmistir. Tum genotiplerin ortalamasi degerlendirildiginde
ise tuz stresinin genel ortalamasi 33°C degerini alirken kontrol bitkileri 28 °C
degerindedir. Kuraklik stresinde tiim genotiplerin ortalamasi 29°C degerini almistir.
Tuz ve kuraklik stresleri genellikle yiiksek sicaklik stresiyle beraber ortaya
¢ikabilmektedir. Bitkinin dustk yaprak sicakiigina sahip olmasi transpirasyonla
kendini serinletme gabasi olarak strese karsi bir adaptasyon mekanizmasi olabilir
(Dasgan, 2008). Tuz ve kuraklik stresi karsilastiriidiginda tuz stresi altindaki
bitkilerin stoma iletkenligi bakimindan genel ortalamasinda kontrole gére % 54.08
oraninda azalma oldugu belirlenirken, kuraklik stresi karsisinda genotiplerin genel
ortalamasi kontrole gére % 34.90 oraninda azalma géstermistir. Tuz ve kuraklik
stresi altindaki genotipler, kontrol bitkilerine gére degerlendirildiginde, tuz stresinde
ortalama % 128.64 oraninda artis gérulmustir. Kuraklik stresi ise yaprak ozmotik
potansiyeli bakimindan tuz stresinden daha az diizeyde genel olarak ortalama %
12.12 oraninda artis géstermistir.

Tuz stresi karsisinda toplam 12 genotip dayanikii, 13 genotip orta diizeyde
dayanikli ve 12 genotip duyarli olarak belirlenmistir. Kuraklik stresi karsisinda ise
toplam 12 genotip dayanikli, 14 genotip orta dayanikli ve 11 genotip duyarli olarak
belirlenmistir.
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Cizelge 1. Tuzluluk ve kuraklik stresleri altinda bitkilerin ortalama degerleri

Parametreler Kontrol Tuz Kurak Kontrole gre % degisim
Tuz Kurak
Skala - 2.49 2.52 - -
Bitki Boyu 16.10 9.69 12.48 -39.04 -21.71
Yaprak Sayis! 3.05 2.25 2.50 -25.63 -17.14
Y.AYA. 12.92 3.25 4.37 -73.20 -63.56
Y.AKA. 0.90 0.36 0.46 -56.18 -44 .87
Kok Yas Agirlik 5.75 3.0 3.5 -40.32 -32.97
Kok Kuru Agirlik 0.38 0.28 0.31 -20.49 -14.53
Klorofil 37.71 42.97 43.44 14.60 15.40
Yaprak Alani 260.08 80.74 92.76 -64.87 -59.90
RwWC 90.16 64.68 80.93 -28,29 -10,18
Mil - 16.16 2.34 - -
Yesil Aksam ClI 1.06 6.61 - 560.16 -
Kok Cl 0.96 4.61 - 466.79 -
Yesil Aksam Na 1.196 3.194 - 176.71 -
Kok Na 1.408 5.486 - 316.99 -
Yesil Aksam K 5.165 3.365 4.841 -33.08 -3.80
Kok K 3.882 5.746 3.827 77.48 9.14
Yesil Aksam Ca 1.910 4.022 1.420 123.86 -20.76
Kok Ca 0.492 0.988 0.575 152.11 48.32
Yesil Aks. K/Na 4.51 1.07 - -74.55 -
Kok K/Na 3.01 1.16 - -50.23 -
Yesil Aks. Ca/Na 1.65 1.27 - -14.89 -
Kok Ca/Na 0.35 0.19 - -24.84 -
Yaprak Su Pot. -0.07 -0.13 -0.10 102.98 61.76
Yaprak Sicakligi 28.00 33.46 29.05 19.58 3.85
Stoma Gegirg. 518.08 104.51 161.35 -54.08 -34.90
Yap. Ozmo. Pot. 473.87 717.48 539.28 128.64 54,79
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Cizelge 2. Tuz ve kuraklik stresleri sonucunda genotiplerin toleranslik diizeyleri

TUZ KURAK

Dayanikli g:;anlkll Duyarh Dayanikh 8:;“'“' Duyarh
Okr-3 Okr-91 Okr-1 Okr-20 Okr-6 Okr-1
Okr-6 Okr-102 Okr-11 Okr-73 Okr-11 Okr-3
Okr-45 Okr-108 Okr-20 Okr-82 Okr-43 Okr-45
Okr-73 Okr-111 Okr-43 Okr-93 Okr-89 Okr-47
Okr-82 Okr-127 Okr-47 Okr-102 Okr-91 Okr-115
Okr-89 Okr-131 Okr-93 Okr-105 Okr-101 Okr-123
Okr-105 Okr-133 Okr-101 Okr-110 Okr-108 Okr-126
Okr-109 Okr-134 Okr-112 Okr-111 Okr-109 Okr-133
Okr-110 Okr-135 Okr-126 Okr-131 Okr-112 Okr-134
Okr-115 Okr-137 Okr-139 Okr-135 Okr-127 Okr-140
Okr-123 Okr-140 Okr-141 Okr-141 Okr-137 Okr-145
Okr-152 Okr-145 Okr-151 Okr-152 Okr-139

Okr-149 Okr-149

Okr-151

Sonug

Toplam 37 adet bamya genotipi ile gerceklestirilen kuraklik ve 200 mM
NaCl uygulanmasi ile olusturulan tuz stresi karsisinda genotiplerin farkli
dayanikhlik ve duyarlilik seviyeleri gosterdikleri belirlenmistir.

Her iki stres kosulunda da yesil aksam agirliklarinin, kék agirigina oranla
daha fazla etkilendigi, bitki boyu, yaprak sayisi ve yaprak alani gibi parametrelerin
stres kosullar altinda azalma gésterdidi saptanmistir. Klorofil miktarinda artis
oldugu gézlemlenmistir. Tuz ve kuraklik stresi yaprak oransal su igeriginde
azalmaya neden olmus; bu azalma tuz stresi kosullarinda biraz daha
belirginlesmistir. Tuz ve kuraklik stresleri karsilastirldiginda tuz stresinin yaprak
membranlarina olan zarar kuraklik stresinden daha fazla oldugu tespit edilmistir.
Her iki stresin de membran zararlanma indeksleri bakimindan benzer etkiler
olusturduklar goérulurken, tuz ve kurakliga toleransi yiiksek olan genotiplerde
indeksin daha distik ¢iktidi, hassas olan genotiplerde ise indeks derecesinin arttigi
belirlenmistir. Tuz stresi ile birlikte bitki bunyesinde artan Na iyonu, K ve Ca
iyonlarinin alimini sinirlandirmistir. Tuza karsi hassas olan genotiplerde vyesil
aksam ve kék kisminda K ve Ca iyonlarinin miktarlari tolerant genotiplere oranla
daha disiik olmustur. Kurakiik stresi kosullarinda biinyesinde K ve Ca iyonu daha
fazla olan genotiplerin kuraklik stresi karsisinda tolerans duizeylerinde artis
gosterdigi saptanmistir. Her iki stres kosulunda da meydana gelen bu degisimler
karsilastiriidiginda K iyonunun yesil aksam bakiminda tuz stresinde daha fazla
etkilenirken, Ca iyonunun da tuz stresinden daha fazla etkilendigi tespit edilmistir.
Yaprak ve kéklerde K/Na orani ve Ca/Na oranlari genotiplerin stres kosullarinda ;
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tercihini belirleyen en énemli parametreler arasinda bulundugu belirlenmistir. Tuz
ve kuraklik stresi sonucunda yaprak su potansiyeli parametresi her iki streste de
artma gostermistir. Yaprak sicakligi tuz stresi ve kuraklik stresi altinda yetistirilen
genotiplerde artis gostermistir. Tuz ve kuraklik stresinin genotiplerdeki etkisi stoma
iletkenligi yoniinden incelendiginde tuz stresinin genotiplerin stomalarinin acilip
kapanma mekanizmasini kuraklik stresinden daha fazla etkiledigi belirlenmistir.
Yaprak ozmotik potansiyeli bakimindan tuz ve kuraklik stresi sonucunda
genotiplerin arttigi saptanmistir. Bundan sonra yapilacak galigmalarda yeni
cesitlerin elde edilebilmesi igin bu genotiplerin  bir 1slah materyali olarak
kullaniimasi, hem yerel materyalin korunmasi agisindan hem de kurak ve yari
kurak alanlarda Gretimi artirabilecek yeni gesitlerin gelistiriimesi agisindan oldukga
énemlidir.

Her iki stres faktor(i sonucunda elde edilen veriler ve tolerans diizeyleri
belirlenen genotipler 6zellikle bundan sonra gerceklestirilecek calismalar igin
éncultk edecektir. Galisma kurak ve yari kurak alanlarda dretimi artirabilecek yeni
cesitlerin geligtirimesi agisindan oldukga dnemiidir.
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