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OZET

YUKSEK LiSANS TEZIi

NANOPLASTIK STRESi ALTINDA YETISTIiRiILEN BUGDAY (Triticum
aestivum) KOKLERINDE BiOCHAR UYGULAMASININ SU DURUMU,
ANTIOKSIDAN ENZIiM/iZOZiM SISTEMI VE LiPiD PEROKSIDASYON
UZERINE ETKILERI
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Molekuler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dah

Damisman: Dog. Dr. Ceyda OZFIDAN KONAKCI
2022, 93 Sayfa

Jari
Doc. Dr. Ceyda OZFIDAN KONAKCI
Prof. Dr. Evren YILDIZTUGAY
Dog. Dr. Ali Tevfik UNCU

Calismamizda bugday koklerine 7 giin siiresince es zamanli olarak bir mikroplastik tipi olan
poli(metil metasirilat) (PMMA, 100 ve 200 mgL 1) ve biochar (BC, 1, 3, 5 g L) uygulamalar1 yapilmigtir.
PMMA toksisitesinin BC tarafindan ortadan kaldirilip kaldirilmadigina dair degerlendirmeyi yapabilmek
igin, bugday (Triticum aestivum) koklerinde fizyolojik (bagil su igerigi, RWC) ve biyokimyasal
(antioksidan aktivitesi, ROS birikimi, prolin miktar1 ve lipid peroksidasyon diizeyi) analizleri yapilmistir.
Calismamizda PMMA uygulanan gruplarda bagil su iceriginde azalma izlenirken, proline miktarinda artig
gozlenmistir. PMMA bugday koklerinde stresi uyarmig ve radikal (reaktif oksijen tiirleri-ROS-hidrojen
peroksit(H202)) birikimi artmistir. Radikallerin ortadan kaldirilmasinda etkili olan antioksidan enzim
aktivitelerinde (SOD, CAT ve POX -PMMA?2 disinda-) herhangi bir artis gézlenmemistir. Bu nedenle
PMMA uygulanan koklerde TBARS diizeyi artmistir. Diger yandan, PMMA ile birlikte uygulanan BC,
RWC degerlerini iyilestirmistir. PMMA stresi ile uyarilan H>O, miktari, BC ve stres uygulamalarinda artan
CAT ve POX aktiviteleriyle siipiiriilmiistiir. Bunun sonucu olarak kdklerde TBARS miktar1 azalmistir. Tiim
sonuglarimiz degerlendirildiginde nemli bir ¢evresel sorun olan PMMA toksisitesinin BC eklenmesiyle
ortadan kaldirilabilecegi sonucuna varilabilir.

Anahtar Kelimeler: Antioksidan sistem; biochar; lipid peroksidasyonu; poli(metil
metasirilat); Triticum aestivum



ABSTRACT

MS THESIS

EFFECTS OF BIOCHAR APPLICATION ON WATER STATUS,
ANTIOXIDANT ENZYME/ISOZYME SYSTEM AND LIPID PEROXIDATION
IN WHEAT (Triticum aestivum) ROOTS GROWN UNDER NANOPLASTIC
STRESS

Ishak TAS

THE GRADUATE SCHOOL OF NATURAL AND APPLIED SCIENCE OF
NECMETTIN ERBAKAN UNIVERSITY

Advisor: Assoc. Prof. Dr. Ceyda OZFIDAN KONAKCI
2022, 93 Pages

Jury
Assoc. Prof. Dr. Ceyda OZFIDAN KONAKCI
Prof. Dr. Evren YILDIZTUGAY
Assoc. Prof. Dr. Ali Tevfik UNCU

In our study, a microplastic type of poly(methyl methacrylate) (PMMA, 100 and 200 mgL-1) and
biochar (BC, 1, 3, 5 g L-1) were applied simultaneously to wheat roots for 7 days. In order to evaluate
whether PMMA toxicity is abolished by BC, physiological (relative water content, RWC) and biochemical
(antioxidant activity, ROS accumulation, proline amount and lipid peroxidation level) analyzes were
performed on wheat roots. In our study, while a decrease was observed in the relative water content in the
PMMA-treated groups, an increase in the amount of proline was observed. PMMA induced stress in wheat
roots and radical (reactive oxygen species-ROS-hydrogen peroxide(H202)) accumulation increased. No
increase was observed in antioxidant enzyme activities (except SOD, CAT and POX -except for PMMA?2),
which are effective in eliminating radicals. Therefore, TBARS level increased in roots treated with PMMA.
On the other hand, BC applied with PMMA improved RWC values. The amount of H.O, induced by
PMMA stress was swept away by increased CAT and POX activities in BC and stress applications. As a
result, the amount of TBARS in the roots decreased. When all our results are evaluated, it can be concluded
that PMMA toxicity, which is an important environmental problem, can be eliminated by adding BC.

Keywords: Antioxidant system; biochar; lipid peroxidation; poly(methyl methacrylate);
Triticum aestivum
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Kisaltmalar
APX Askorbat peroksidaz
AsA Askorbik asit
ASH-GSH  Askorbat-Glutatyon
ATR Zayiflatilmig toplam yansima
C Organik karbon
CA Kromozomal anormallik
CAT Katalaz
CEC Katyon degisim kapasitesi
Ci Hiicreler aras1 CO: konsantrasyonu
CO2 Karbon dioksit
Cu Bakir
DHA Dehidroaskorbik asit
DHAR Dehidroaskorbat rediiktaz
DSC Diferansiyel taramali kalorimetre
EC Elektrik iletkenligi
EDS Enerji dagilimli X-151n1 spektroskopisi
ETR Elektron tasima hizi
Fe Demir
FTIR Fourier doniisiimlii kizilotesi
Fv/Fm Fotosistem II'nin elektron tasima aktivitesi
GPx Glutatyon peroksidaz
GR Glutatyon rediiktaz
Gs Stoma iletkenligi
GSH Glutatyon
GSSH Oksitlenmis glutatyon
GST Glutatyon S-transferaz
H-0 Su
H20: Hidrojen peroksit
HC Hidrolik iletkenlik
HDPE Yiiksek yogunlukl polietilen
IAA Indol asetik asit
IR Kizilotesi
LDPE Diisiik yogunlukl polietilen
MDA Malondialdehit
MDHA Monodehidroaskorbik asit
MDHAR Monodehidroaskorbat rediiktaz
MF Mikrofiber
Mn Manganez
MNP Mikronano plastik
MP Mikroplastik
NA Nikleer anormallikler
NaCl Sodyum klortr
Nal Soydum iyodur
NP Nanoplastik
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P

PA

PE

PES

PLA
PMMA
Pn
POX/POD
PS

PVC
Py-GC-MS
ROOH
ROS/ROT
SEM

SOC

SOD
TGA

TN

Tr

Zn

ZnClz

Nil kirmizisi

Fosfor

Poliamid

Polietilen

Poliester

Polilaktik Asit
Polimetilmetakrilat
Fotosentez hizi
Peroksidaz

Polistiren

Polivinil klorur
Piroliz-gaz kromatografisi
Hidroperoksit

Reaktif oksijen turi
Taramal1 elektron mikroskobu
Toprak organik karbonu
Superoksit dismutaz
Termogravimetri
Toplam Azot

Gegici terleme hizi
Cinko

Cinko klorir
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1. GIRIS

Plastikler, esas olarak petrolden elde edilen sentetik polimerlerdir. Plastik Gretim
oranlari, atik tiretimi ve kirlilik oranlarinda oldugu gibi son on yilda istikrarli bir sekilde
artmistir (Geyer ve ark., 2017; Jambeck ve ark., 2015). Hafif, diisiikk maliyetli bir {iriin
olan plastik ayn1 zamanda esnek, dayanikli ve kolayca tasinabilir ve bu nedenle modern
yasamin her yerinde bulunur. Plastigin uzun 6mirlii olmasi ayni zamanda cevrede
birikme sebebidir. Genel olarak, diinya ¢apinda plastik tiretimi yaklasik 6300 milyon ton
olup, bunun %79'u ¢opliiklerde ve diger ekolojik segmentlerde depolanmaktadir (Geyer
ve ark., 2017). Plastik giinliik hayatimizin bir pargasidir; yilda yaklasik 4 trilyon plastik
torba kullanilmakta ve her dakika 1 milyon plastik sise tliketilmektedir (Barcelo, 2020).
Bu plastik torbalar veya siseler ~12 dakika kullanilir ve pargalanmasi yillar alir (Chamas
ve ark., 2020). Yetkisiz bosaltma ve yetersiz atik yonetimi, g¢evresel plastiklerin
salinimina yol agar ve plastikler farkli ¢cevresel matrislerde kolayca birikebilen uzun bir
cevresel dmre sahiptir (Li ve ark., 2016). Plastik ¢Op, yavas yavas mikro (<5 mm) ve nano
boyutlu pargaciklara (<1000 nm ) par¢alanan siseler veya ambalajlar gibi makroplastikler
olarak baslar . Bu tiir kiigiik parcaciklar bir¢ok ekosistemde hizla dagilabilir (De Souza
Machado ve ark., 2019).

Gectigimiz altmis yilda plastikler, ¢ok cesitli 6zelliklere, kimyasal bilesimlere ve
uygulamalara sahip temel ve ¢cok yonli bir Grin haline geldi. Bununla birlikte, plastiklerin
seri Uretimi ve {liretilen plastik pargaciklarin salinmasi c¢evre i¢in biiyiikk bir tehdittir
(Rochman ve ark., 2013; GESAMP, 2016). Ozellikle toprak ortamindaki plastik kirliligi,
toprak organizmalarini ve bitkileri olumsuz etkiler (Sepulveda ve ark., 2010). Plastik,
plastik paketleme, atik su aritma tesisleri, atmosferik ¢cokme ve giinliik kullanim tirtinleri
dahil olmak tizere toprakta farkli sekillerde birikir. Tek kullanimlik plastik iiriinlerin
say1siz kullanimi, topraktaki MP'lerin (Mikroplastiklerin) ve NP'lerin (Nanoplastiklerin)
ciddi birikimine sebep olur (Lambert ve Wagner, 2016).

Bitkide metabolizmay1, biiyliime ve gelismeyi etkileyen veya engelleyen, uygun
olmayan herhangi bir durum veya madde stres olarak kabul edilir ve bitki toleransi ile
yakindan iliskilidir (Ozcan ve ark., 2001). Kuraklik, yiiksek sicaklik, tuzluluk, metal,
pestisit ve toprak pH’s1 gibi stres faktorleri bitkilerdeki tiim metabolizmay1 olumsuz
etkileyerek, drlin verimini, biyimeyi ve gelismeyi sinirlandirmakta, hatta bitkiye
oldiirticii zararlar da verebilmektedir. Bitkiler bu durumda hayatta kalmayi1 saglamak icin

cesitli stratejilerle tepkiler olusturmaktadir. Tiim bitki seviyelerinde stresin etkisinin



genellikle reaktif oksijen Uretimi, bilyime ve fotosentezdeki azalma arasinda bir iligkinin
oldugu gosterilmistir (Ozcan ve ark., 2001; Sankar ve ark., 2007).

Biochar, karbon ag¢isindan zengin bir organik malzeme, organik bir degisiklik ve
yluksek sicaklik ve diisiik oksijen kosullar1 altinda piroliz yoluyla biyokiitleden elde edilen
bir yan Grlndlr. Biochar, temel olarak biyokiitlenin (ahsap, giibre veya yapraklar gibi)
tamamen veya neredeyse tamamen oksijen yoklugunda, yan iiriinler olarak petrol ve gaz
ile 1sitilmasin1 igeren piroliz adi verilen bir islemle iiretilir. Ancak iiretilen bu
malzemelerin miktar1 isleme kosullarima baghidir. Son zamanlarda, organik atiklarin
karbonizasyonundan elde edilen biochariin, yalnizca toprak karbonunun tutulmasini
etkilemekle kalmayip, ayni zamanda fizikokimyasal ve biyolojik oOzelliklerini de
degistiren bir ikame olabilecegi bildirilmistir (Garcia ve ark., 2016; Zhang ve ark., 2017).

Biocharli veya biocharsiz ortamda yetistirilen bugday koklerine sentezlenen
nanoplastik uygulanarak koklerin gelisimi, bliylimesi ve antioksidan savunma sistemi
tizerine biocharin koruyucu rolii olup olmadig: fizyolojik ve biyokimyasal analizlerle
belirlenmeye calisilmistir. Bu amagla, koklere nanoplastik uygulamasinin belli
doénemlerinde 6rnekleme yapilarak koklerde hiicre diizeyinde ROS miktar1 (H202) ile
SOD, CAT ve POX gibi antioksidan enzim ve izozim (Mn-SOD, Cu/Zn-SOD ve FeSOD)
aktivite tayinleri ve total protein miktar1 belirlenmistir. Ayrica bagil su igerigi, lipid

peroksidasyonu, prolin gibi fizyolojik ve biyokimyasal parametreler 6lgllmiistiir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

Plastiklerin kimyasal stabilitesi, kaliciligi, biyobirikimi nedeniyle, g¢evredeki
plastik kirliligi sorunu giderek daha fazla 6ne ¢ikmaktadir (Barnes ve ark., 2009; Fossi
ve ark., 2016; Hu ve ark., 2019; Shen ve ark., 2019). Simdiye kadar, topraklarda (Zhang
ve Liu, 2018), gollerde (Xiong ve ark., 2018), tortullarda (Abidli ve ark., 2018; Rodrigues
ve ark., 2018; Wen ve ark., 2018), okyanuslarda (Keswani ve ark., 2016; Mendoza ve
ark., 2018) ve hatta Antarktika (Munari ve ark., 2017) ve Arktik (Cézar ve ark., 2017;

Peeken ve ark., 2018) gibi nadir insan faaliyetlerinin oldugu yerlerde tespit edilmislerdir.

2.1. Plastikten Mikro ve Nanoplatik doniisiimii

Genel olarak plastikler iki kategoriye ayrilabilir: Kisisel bakim iiriinlerindeki veya
yiiz temizleyicilerdeki MP'ler/NP'ler gibi dogrudan bu boyut araliginda iiretilen birincil
plastikler (Rochman ve ark., 2015; Hernandez ve ark., 2017). Daha buyuk plastiklerin
veya tarimsal plastik malg¢ veya araba lastikleri gibi diger iirlinlerin ezilmesiyle tiretilen
ikincil plastikler (Huang ve ark., 2020a; Capolupo ve ark., 2020).

Su ortamindaki plastikler genellikle kara kaynaklarindan, belediye drenaj
aglarindan, balik¢iliktan, gemi insasindan ve turizmden gelir (Mattsson ve ark., 2015)
Karasal ortamda, plastikler esas olarak tarimsal plastik film kaplamadan, kompost ve
fazla gamur uygulamasindan, atik sularin sulanmasindan ve araba lastigi dokiintiilerinden
gelir (Kolomijeca ve ark., 2020). Atmosferdeyken, esas olarak sentetik liflerden (giysiler,
yumusak halilar ve perdeler gibi) veya kaplama malzemesinden tiiretilirler (Sekil 2.1)
(Huang ve ark., 2020).



Deposition

Sekil 2.1. Mikroplastiklerin/nanoplastiklerin kaynagi ve tasinmasi. Kirmizi ok kaynagi, mor ok
ise tagima yolunu temsil eder.

Cevreye girdikten sonra plastikler, dis basing altinda mikroplastiklere ve hatta
nanoplastiklere doniisebilir, bu da plastigin orijinal 6zelliklerini, yapisini ve reaktivitesini
degistirecek ve arastirmay1 daha karmasik ve gesitli hale getirecektir (Alimi ve ark.,
2018). Plastikler hidroliz, oksidasyon, 1sikla bozunma, mekanik korozyon ve biyolojik
bozunma gibi ¢esitli islemlerle bozunabilir (Alimi ve ark., 2018; Guo ve ark., 2020).
Ultraviyole 1518a maruz kalmanin neden oldugu fotodegradasyon, plastik ylizey iizerinde
daha fazla hidroksil fonksiyonel gruplar olusturacak ve bu da plastigi kirilgan hale
getirecek ve mekanik bozunma olasiligini artiracaktir (Mattsson ve ark., 2015, Ding ve
ark., 2020). Zhu ve ark. (2020), mikroplastiklerin fotodegradasyon mekanizmasini
arastirdi ve 151k 1s1masindan sonra birgok reaktif oksijen tiiriiniin (ROS/ROT) iiretildigini
buldu.

Karasal ekosistem ile karsilastirildiginda, deniz ortamindaki yiiksek tuzluluk ve
mikroorganizmalarin etkileri nedeniyle plastik atiklar daha kii¢lik plastik parcalara daha
kolay ayrigir (Sudhakar ve ark., 2007; Watters ve ark., 2010). Bozunma mekanizmas: iki
sekilde olabilir: biyolojik bozunma ve biyolojik olmayan bozunma. Plastiklerin termal
bozunmasi ticari bir bozunma siirecidir ve ¢evrede olusmaz. Fiziksel bozulma, biiytlik
plastik atiklarin pargalara ayrilmasiin 6nemli bir siirecidir ve bu siire¢ esas olarak hava
kosullar1 ve deniz dalgalar1 tarafindan kontrol edilir. Bir bag koparma reaksiyonu olan
hidroliz plastiklerin su ortaminda bozunmasina katkida bulunan ve yiiksek polimeri diisiik
polimere doniistiiren verimli bir islemdir. Fotodegradasyon, ¢evrede plastik bozunmanin
¢ok verimli, biyolojik olarak bozunmayan bir yontemidir. Bu tiir plastik bozunma, yapiy1

bozar, yiiksek polimerlerin mekanik ozelliklerini degistirir ve plastiklerin fiziksel-



kimyasal reaksiyonlar1 ve mikroorganizmalarla etkilesimleri sirasinda etkin yiizey alanini
arttirir (Nathalie ve ark., 2008).

Biyobozunma, plastik pargalar1 ¢evrede nanoplastiklere daha da bozan bir diger
onemli yoldur (Trishul ve Mukesh, 2010) (Sekil 2.2). Biyolojik bozunma sirasinda
plastikler genellikle bakterilerin disinda bozunur. Canli mikroorganizmalar tarafindan
salgilanan hiicre dis1 enzimler, polimer zincirlerini pargalayabilir. Bu islem, farkli yapida
daha kiigiik plastik pargaciklar iiretir ve sonunda nanoplastikleri olusturur. Nano-6lcekli
seviyeye ulasildiginda, spesifik yiizey alam biiyiik 6l¢iide artacaktir. Ornegin, siradan bir
plastik torbanin (0.2 m?) spesifik yiizey alani, ortalama ¢aplari 40 nm olan nanoplastik

pargaciklara tamamen ayristiktan sonra 2600 m? olacaktir (Mattsson ve ark., 2015).
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Sekil 2.2. Plastiklerin ¢evre ile etkilesimi

Nanoplastikler, kimyasal ve biyolojik kirleticilerin tasiyicilart olarak islev
gorebilir (Hodson ve ark., 2017; Koelmans ve ark., 2016; Lagana ve ark., 2019).
Nanoplastikler, diisiik polariteleri ve yiiksek piiriizlii yiizey karakterleri nedeniyle
kimyasal Kkirleticileri adsorbe edebilirler. Nanoplastiklerin yizeyinde kimyasal
kirleticilerin birikmesi, nanoplastiklerin her yerde bulunmasi nedeniyle organizmalar

tarafindan taginma ve alim potansiyellerini artirir (Pittura ve ark., 2018).



2.1.1. Mikroplastik / Nanoplastik Olusumu

Plastikler, islenebilirliklerine gore termoplastikler ve termosetler olarak
smiflandirilabilir (PlasticsEurope, 2020). (Seki 4) Potansiyel olarak polietilenin yerini
alan bozunabilir plastikler, dogal polimerler ve sentetik polimerler olarak siralanabilir
(Sander, 2019). Mikroplastikler, kaynaklarina gore birincil ve ikincil MP'ler olarak
smiflandirilabilir (Cole ve ark., 2011). Birincil MP'ler, temel olarak endustriyel Gretim ve
imalatta kullanilan hammaddelerin yam1 sira kisisel bakim iirlinlerinde kullanilan
mikro/nano boncuklari ifade eder (Browne ve ark., 2011; Cole ve ark., 2011). Ikincil
MP'ler sentetik elyaflart igerir (Browne ve ark., 2011), biyotik etkiler (toprak
hayvanlarinin yutma-atilim siireci) veya abiyotik ¢evre kosullar1 (6rn., yiliksek sicaklik,
Ultraviyole radyasyonu, toprak asinmasi) nedeniyle biiyiik plastiklerden pargalanan
plastik parcalardir (Rillig, 2012).

Cevrede, caplart nanometre ile santimetre arasinda degisen makroplastikler,
mezoplastikler, mikroplastikler ve nanoplastikler dahil olmak tizere ¢evrede cesitli plastik

dokiintii siniflar1 vardir. (Cizelge 2.1).

Cizelge 2.1. Cevredeki plastik dokiintiilerin siniflandirilmasi (GESAMP, 2015)

Smuf Boyut Goralebilirlikleri Ydntem Boyut
Araliklar: araliklar

Makroplastikler | 100-2,5 cm ¢iplak goz gorsel sayma >2,5¢cm

Mezoplastikler | 2,5-0,1 cm ciplak g6z veya optik Neuston aglari 0,5-2,5cm

mikroskop veya eleme

Mikroplastikler | 0,1 cm (1,000 optik mikroskop mikrofiltreler <1 0,5 cm (5,000
pm)—1 pum pm ayirma pm)—1 pum

Manoplastikler | <1 um elektron mikroskobu nanofiltreler <lum

Mikroplastikler (MP'ler) kavramui ilk olarak Thompson (2004) tarafindan parcacik
boyutlari <5 mm olan plastiklere atifta bulunularak onerilmistir (Arthur ve ark., 2008).
Mikroplastikler, capt 100 pm ila 5 mm arasinda degisen plastik bilesenleridir (Allen ve
ark., 2019; Frias ve Nash, 2019; Galloway ve ark., 2017); Nanoplastiklerin ¢ap1 <0,1 ila
1 um arasindadir (Gopferich, 1996). Mikroplastikler arasinda poliamid (PA), polistiren
(PS), polivinil kloriir (PVC), polietilen (PE) ve diger degistirilmis formlar bulunur (He
ve ark., 2018; Li ve ark., 2018). Bu MP'ler, ¢oplukler, endistriyel emisyonlar, kentsel



ulagim, mamul {iriinler, camasirhane/tekstil ve biyomedikal uygulamalar gibi ¢esitli
kaynaklardan gelmektedir. Birincil MP’ler endiistriyel dlgekte iiretilir. Ikincil MP'ler,
mikrobiyal aktiviteler, fotodegradasyon ve mekanik kuvvetler nedeniyle ticari Grlnlerin
pargalanmasi siireciyle (Rezania ve ark., 2018) daha biiyiik plastiklerden ortaya ¢ikar
(Gigault ve ark., 2018; Peng ve ark., 2020). Kiigiik partikiil boyutlari, biiylik miktarlar
ve genig dagilimlart nedeniyle (Rillig, 2012), MP'ler toprak faunasi tarafindan yutulabilir
(Huerta Lwanga ve ark., 2017; Maal} ve ark., 2017) veya toprak bitkileri tarafindan
adsorbe edilebilir (Jiang ve ark., 2019; Li ve ark., 2019; Rillig, 2012; Rillig ve
Bonkowski, 2018), besin zincirinde birikime yol acabilir (Rillig, 2012). Ek olarak, MP'ler
ayrica adsorpsiyon Ozelliklerine sahiptir (Law ve Thompson, 2014) ve yiizeylerinde
organik veya inorganik Kirleticileri adsorbe edebilirler (Besseling ve ark., 2013; Hodson
ve ark., 2017; Pascall ve ark., 2005; Velzeboer ve ark., 2014) ve spesifik
mikroorganizmalarda gittikge artarak zenginlesmekte (Foulon ve ark., 2016) ve
ekosistem i¢in ciddi bir tehdit olusturmaktadir (Scheurer ve Bigalke, 2018; Wright ve
ark., 2013).



2.1.2. Mikroplastiklerin ve Nanoplastiklerin Tespit Yontemleri

Toprakta MP'leri analiz etme prosediirleri benzerdir ve bu prosediirler 6n aritma,
ayirma, tanimlama ve miktar tayinlerini i¢erir (He ve ark., 2021). Yogunluk ayirma
yontemi, yliksek verimlilie (>%90) sahip basit ve yaygin olarak kullanilan bir
yontemdir. Flotasyon icin kullanilan soliisyonlar H2O (Su) , ZnCl> (Cinko klor(r), Nal
(Soydum 1iyodiir) ve NaCl (Sodyum Kloriir) igerir ve bunlarin her biri farkli tip ve
boyutlarda MP'leri hedef alir. MP'leri ve toprak organik maddesini ayirma yontemleri
sunlar igerir: asit iglemi, alkali islemi, enzim sindirimi, oksidasyon ve elektrostatik
ayirmadir (Blasing ve Amelung, 2018).

Stereomikroskop, boyutlar1 yiizlerce mikron araliinda olan MP'lerin
tanimlanmasi i¢in kullanishdir ve yaygin olarak kullanilir. Stereomikroskop, MP'leri
fiziksel goriiniimlerine gore tanimlamak igin kullanilir. Bu, diger yontemlerle daha da
karakterize edilecek olan parcaciklarin seklinin, boyutunun ve renginin hizli bir sekilde
tanimlanmasina izin veren ilk hizli tarama yontemidir. Bu nedenle, stereomikroskopiyi
spektroskopi gibi diger tekniklerle birlestirme ihtiyaci dogurur (Mariano ve ark., 2021).
Stereomikroskop, stereoskopik goriis i¢in gerekli olan iki goriintiiyli elde etmek igin
numuneyi iki hafif farkli agidan gozlemleyerek {i¢ boyutlu analize izin verir. Bu nedenle,
nesneleri esas olarak diisiik biiyiitmede, tipik olarak 8 ila 50 kat arasinda yansiyan 151k
araciligiyla gézlemlemek miimkiindiir (Mariano ve ark., 2021).

Bir diger yontem ise Floresan Mikroskobudur. Floresan Mikroskobu hem
biyolojik numunelerin (hlcreler, bakteriler, vb.) ¢alismalar1 i¢in hem de MP'ler i¢in
kullanilmistir (Ettinger ve Wittmann, 2014; Prudent ve Raoult, 2019). Floresan
mikroskobu, 6zellikle beyaz ve seffaf plastikler i¢in, dogustan gelen floresan yayma
yeteneklerine dayali olarak MP'leri tanimlamak i¢in yararl bir stratejidir (Noren, 2008).
Bu strateji, MP algilama hatasini azaltir ve goriintiileme ile birlestirildiginde algilanan
MP'lerin boyut sinirini diigiirebilir. Farkli matrislerdeki MP'lerin tespiti, mikroskopi
teknikleriyle floresan kirelerin nicellestirilmesine de dayanabilir (Batel ve ark., 2018).

Taramali elektron mikroskobu (SEM), MP'lerin morfolojik yiizey yapisi hakkinda
bilgi saglayabilen ve yiizey durumunun yiiksek ¢oziiniirliiklii goriintiilerini {ireten
mikroskobik bir tekniktir. Ayrica, EDS (Enerji Dagilimli X-Isin1 Spektroskopisi) igin
dedektorlerle donatilabildiginden numunelerin kimyasal bilesimi hakkinda veri
saglayabilir. EDS, SEM'den ayr1 bir teknik degil, gozlemcinin numunenin element analizi

hakkinda niteliksel ve niceliksel bilgi almasini saglayan ek bir dedektordiir. Bir elektron



mikroskobu katodu tarafindan iiretilen bir elektron 1s1nindan olusur. Birincil elektron 1g1n1
numunenin ylizeyine ¢arptiginda, 6zellikle X-1s1n1 olmak iizere birgok etkilesim tiretilir.
Bunlar, numuneyi karakterize eden elemanlar ve onlarin mekansal dagilimlar1 hakkinda
veri verir. SEM, bir 1zgara lizerinde numuneyi analiz etmek i¢in bir STEM tutucu ile
donatilabildiginden, NP'lerin de karakterize edilmesini saglayan ¢ok yonlii bir aractir
(Mariano ve ark., 2021).

Kizilotesi spektroskopi (IR spektroskopisi), kimyasal baglarin incelenmesi igin
normalde malzeme karakterizasyonu alaninda kullanilan bir absorpsiyon spektroskopik
tekniktir. Raman spektroskopisi ile birlikte FTIR, MP'leri karakterize etmek igin gok
kullanilir (Lefebvre ve ark., 2019). Daha buylk partikiller (>500 nm), ATR-FTIR
kullanilarak analiz edilebilir, ancak kiiciik partikiiller, eszamanl bir gorsellestirme,
haritalama ve spektrum toplamaya izin veren mikro-FTIR gerektirir.

Raman spektroskopisi, radyasyon ve malzeme arasindaki etkilesime dayanan bir
tekniktir. Bu teknik, molekiillerin titresim hareketleriyle etkilesime giren ve bu spesifik
atomik gruplarin karakteristigi olan dalga boylarinda 1s181n yeniden yayilmasina neden
olan bir lazer radyasyonunu kullanir. Bu nedenle bir Raman spektrumu, gelen
radyasyonun fotonlar1 ile numuneyi olusturan molekiiller arasindaki esnek olmayan
sagilma tarafindan tretilir (Ribeiro-Claro ve ark., 2017). Raman spektroskopisi, FT-IR
spektroskopisine gore bircok avantaj sunar. Malzemeyi etkileyebilecek farkli giigteki
lazerler kullanilarak genel olarak azaltilmis numune hazirlama ile, herhangi bir
kiimelenme durumunda malzemelerin tahribatsiz analizine izin verir ve analiz edilen
malzemenin bir Raman spektrum karakteristigi olusturur. Ayrica, numunelerin kalinlig
Olciimde onemli degildir. Cozelti, gaz, film, ylizey, katilar ve tek kristallerdeki
numunelerin analizi mimkindur (Araujo ve ark., 2018).

Farkli IR absorpsiyon veya Raman sacilma Ozelliklerinin yani sira, plastik
polimerler termal kararliliklarinda da farklilik gosterir. MP'lerin termo-analitik
tekniklerle tanimlanmasi, polimerlerin fiziksel ve kimyasal o6zelliklerindeki
degisikliklerden yararlanir (Majewsky ve ark., 2016). Termal yontemlerin gelistirilmesi,
disiik ¢Ozunurlukli MP'lerin ve kolayca cozllemeyen, ekstrakte edilemeyen veya
hidrolize edilemeyen katki maddelerinin karakterizasyonu i¢in ¢ok dnemlidir.

DSC (Diferansiyel Taramali Kalorimetre), bir numunede meydana gelen
gecislerle iliskili sicaklik ve 1s1 akisini, erime entalpilerini, polimerik malzemelerin cam
gecislerini ve kristallesme kinetigini 6lgmek icin kullanilabilen bir termal analiz

teknigidir. Bu teknigin temel prensibi, kontrollii bir sekilde isitilarak veya sogutularak
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malzeme hakkinda bilgi elde etmektir. DSC, polimerik malzemelerin incelenmesi igin
yararli bir tekniktir, ancak referans malzemeleri gerektirir. Aslinda, ¢cogunlukla bilinen
Ozelliklere sahip PE mikro boncuklar gibi birincil MP'lerin tanimlanmasi i¢in kullanilir
(Castaneda ve ark., 2014).

Termogravimetri (TGA), belirli bir sicaklikta numuneden kaybolan agirligi
Olcerek, ancak bilegenlerin yapisini tanimlamadan numunenin kantitatif termal analizine
izin veren baska bir klasik tekniktir. Bu analizden, grafikler (sicakligin fonksiyonu olarak
kiitle) termogravimetrik detaylar1 elde etmek miimkiindiir. Polimerik malzemeler
durumunda yaygin olarak kullanilan bir termal analiz teknigidir. Plastik malzemelerin
analizinde basariyla uygulanan analitik tekniklerden biri de Py-GC-MS'dir (Piroliz — gaz
kromatografisi’dir) . Karmasik 6rneklerde en bol bulunan MP'leri ayni anda tanimlamak
ve 0lcmek icin idealdir (Pefalver ve ark., 2020). NR (Nil Kirmizisi) boyama, MP'leri hizli
bir sekilde tanimlamak i¢in yararli bir tekniktir ve ayni1 zamanda, spektroskopik analizi
gerceklestirmeden 6nce numune hazirlama i¢in bir adimdir. FT-IR mikroskobuna bir
floresan filtre uygulanirsa, iki yontemin kombinasyonu, numunelerdeki tanimlanmamis

MP'leri ve ayrica her plastik benzeri pargacigi kontrol etme siiresini azaltabilir (Cizelge

2.2) (Shim ve ark., 2016).



11

Cizelge 2.2. Mikroplastiklerin tespit teknikleri

Yontem Avantajlar Dezavantajlari

Kolay kullanim Zaman alic1 ve hatali miktar
Mikroskopi Dogrudan morfolojik tanimlama igin tahmini

kullanilir Kimyasal bilesim tanimlanamiyor
SEM Yiksek ¢ozintrlik sarj etkisi

FT-IR'den daha ylksek uzamsal ¢oztnlrlik, Toprak organik maddesinin
Raman daha az numune hazirlama ve su kendiliginden floresansindan
spektroskopisi  girisiminden arindirilmig ¢ok sayida ¢alisma  etkilenir

icin uygundur. Zaman alict

Su girisimi olmayan ¢ok sayida ¢aligma i¢cin ~ Toprak organik maddesi tarafindan
FT-IR uygundur kolayca midahale edilir

ATR-FTIR: daha az numune hazirlama Zaman alic1

Arka plan kirliligine duyarl
degildir, MP'lerin turlerini
Termal analiz ve katki maddelerini ayni
teknolojisi PYr-GE-MS 2nda analiz edebilir ve tek
pargacik tanimlamasi i¢in
kullanilabilir.

Zaman alic1 6n islem
Miktar ve form bilgisi
saglanamiyor

Sadece toprak ytizeyindeki MP'ler
tespit edilebildi

Su anda sadece PE tespit
edilebiliyor

Hiperspektral
gorintileme  Rahat ve hizli tanimlama
teknolojisi

Yeni algilama
teknolojisi

2.1.3. Nanoplastik / Mikroplastiklerin Topraktaki Etkisi

Toprak matrisine dahil edildiginde, mikroplastikler toprak goézenekliligini
degistirebilir, boylece toprak su dinamiklerini ve toprak agregasyonunu etkileyebilir.
Mikroplastiklerin varlig1 ayrica topragin yapisal biitlinliigiinii bozarak toprak yiizeyinde
kuruma c¢atlamasina neden olabilir (Wan ve ark., 2018). Liu ve ark. (2017)
mikroplastiklerin toprakta ¢oziinmiis organik madde lizerindeki etkilerini arastirdi ve
toprakta ¢ozlinmiis organik karbon, azot ve fosfor diizeylerini dnemli dl¢iide artirdi. Bu,
mikroplastik  birikiminin toprak ekosistemlerindeki besin dongisi streclerini
etkileyebilecegini diigiindirmektedir.

De Souza Machado ve ark. (2019), farkli mikroplastiklerin taze soganin (Allium
fistulosum) performans: ftizerindeki etkilerini arastirdi ve mikroplastiklere maruz
kalmanin bitkinin toplam biyokiitlesinde, dokunun elementel bilesiminde ve kok
Ozelliklerinde degisikliklere neden olabilecegini, gercek etkilerin partikiil tiplerine gore

onemli Olgiide degistigini buldu. Mikroplastiklerin varligi, toprak yapisi, kiitle
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yogunlugu, su tutma kapasitesi ve besin igerikleri gibi toprak fizikokimyasal
parametrelerinde degisikliklere yol agabilir (de Souza Machado ve ark., 2019). Bu tur
degisiklikler, bitki kok oOzelliklerini, biiyime durumunu ve besin alim siirecini
degistirerek bitki performansini dogrudan etkileyebilir (de Souza Machado ve ark., 2019).
Toprak Ozelliklerini degistirme, toprak mikrobiyal aktivitesini etkileme, toprak faunasini
yok etme ve bitki buytmesini etkileme potansiyel gevresel tehditleri nedeniyle topraktaki
yiiksek MP konsantrasyonu goz ardi edilemez (Li ve ark., 2020a; Li ve ark.., 2020b).
Potansiyel toksik etkilerinin yan1 sira uzun émiirleri ve kaliciliklar1 nedeniyle, MP'lerin
varlig1 toprak ekolojisi ve ekosistemler igin bir tehdittir (Hidalgo-Ruz, 2012).

Toprakta bulunan MP'ler, toprak yapisinin tahribatindan, yagmur ve sulama suyu
icin topragin sizma kabiliyetinin azalmasindan sorumludur ve topragin su tutma
kapasitesini olumsuz etkiler (Liu ve ark., 2014). Toprak ortaminda bulunan
mikroplastikler, topragin gozenekliligi de dahil olmak iizere topragin yapisini biiyiik
Olciide degistirir. Biyotiirbasyon mikroplastiklerin toprakta asagi dogru tasinmasi
nedeniyle olusur (Hurley ve Nizzetto, 2018). Bu kalintilar biiylik kiitleler halinde
bulunursa, bunlar toprak gozeneklerini dolduracak ve tikayacak ve sonunda topragin
sizma kabiliyeti diisecektir. Bu, toprak besin dongiisiinii bozacak, mikrobiyal yapiy1
degistirecek ve nihayetinde mahsul biiyiimesini etkileyecektir (Dong ve ark., 2021a).

Toprak parcaciklar1 yoluyla su gocii, toprak yapisi, su tutma, bitki sagligi ve
yagmur suyu drenaji i¢in énemlidir. Hidrolik iletkenlik (HC), toprak tipine bagli olarak
topragin suyu iletme kabiliyetini etkiler (Klute ve Dirksen, 1986). Zhang ve ark. (2019),
mikrofiberlerle birlikte organik maddenin varligimin toprak HC'sini arttirdigini 6ne
strmektedir. Mikroplastikler, organik madde varliginda enzim aktiviteleri iizerinde
olumsuz etkileri vardir, bu da mikroplara besin aliminin ve mineralizasyon oranlarinin
azalmasina yol agabilir. Organik maddeden mikroplara sinirli besin aktarimi, mikrobiyal
toplulugu uzun vadede degistirebilir ve potansiyel olarak degismis toprak fonksiyonlari
ve slreclerine neden olabilir (Waldrop ve ark., 2000).

MP'lerin topraklarda artan birikimiyle, MP'lerin topragin fiziksel ozellikleri
tizerindeki etkilerinin daha iyi anlagilmasi, toprak kalitesinin korunmasi ve yonetilmesi
icin ¢ok Oonemlidir. MP'lerin toprak ozelliklerinde degisikliklere neden olabilecegini
diisiindiiren bazi1 kanitlar vardir. 5 haftalik bir bah¢e deneyi sirasinda, MP'lerin y1gin
yogunlugunu, su tutma kapasitesini ve mikrobiyal aktivite ile suya dayanikli agregalar
arasindaki fonksiyonel iliskiyi etkiledigi bulunmustur (de Souza Machado ve ark.,
2018a). MP'ler toprak iginde tasinabilir (Rillig ve ark., 2017). Topragin dokusu ve
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MP'lerin boyutu, MP'lerin topraktaki hareketliligini yonetir (O'Connor ve ark., 2019).
MP'ler belirli yogunluklara sahip farkli tiirlerde olduklarindan toprakta farkli davranirlar.
Genel olarak MP'ler, boyutlarindaki toprak pargaciklarindan daha diisiik yogunluklara
sahiptir. Bu nedenle, toprak yigin yogunlugunu diisiirme egilimindedirler. De Souza
Machado ve ark. (2018a), mikroplastik mikrofiberlerin kontaminasyonu nedeniyle toprak
y1gin yogunlugunda bir azalma oldugunu bildirdi. Bu, koklerin topraga niifuz etmesine
yardimei olabilecek toprak havalandirmasini dnemli 6l¢iide artirabilir. Ote yandan, mikro
lifler geng kokleri de birbirine dolastirabilir ve fidelerin biiyliimesine engel olabilir. Artan
toprak havalandirmasi, toprak yilizeyindeki kurakligi da artirabilir ve bu da fidelerin
biiylimesini ve gelisimini olumsuz yonde etkileyebilir (Wan ve ark., 2019).
Mikroplastikler, toprak organik maddesi ve mineralleri ve ¢esitli organik ve inorganik
kirleticilerle etkilesime girebilir (Xu ve ark., 2020) ve dolayisiyla dolayli olarak toprak
pH'in1 etkiler. MP'ler, 6rnegin agrega olusturan toprak parcaciklar1 arasindaki kohezyonu
azaltarak veya artirarak topragin fiziksel Ozelliklerini degistirebilir. Agrega olusum
stirecinde mikrofiberlerin katkis1 bu konuda en 6nemli olanidir. Zhang ve Liu'ya (2018)
gore topraktaki MP'lerin %72'si agrega olusumunda yer almaktadir. Lozano ve Rillig
(2020), mikrofiber bakimindan zengin topraklarda Calamagrostis (Avrupa istilaci tiirler)
ve Hieracium (allelopatik tiirler) baskin hale geldigini, MP'lerin bitki tiirlerinin
baskinligini etkileyebilecegini ortaya koydular. MP'ler, bozunma siirecleri sirasinda
tizerlerine adsorbe edilen toksik ve zararli maddeleri veya kirleticileri serbest birakabilir
(Meng ve ark., 2021), bu da topragin kimyasal ve biyolojik 6zelliklerini dogrudan etkiler,
ozellikle de toprak icin dogrudan tehdit olusturur. Ilk olarak, toprak yapismin tipi ve
stabilitesi, toprak gecirgenligini, toprak havalandirmasini ve su mevcudiyetini daha da
etkileyen toprak gozenekliligini belirler. Ikincisi, toprak yapisi, bitki koklerinin
biiylimesini ve gelisimini etkileyecek olan toprak sikiliginin derecesini etkiler. Son
olarak, toprak yapisi, organik maddenin ayrismast ve besinlerin, tuzlarin veya
kirleticilerin hareketi gibi toprak malzemelerinin ve enerjisinin doniisiimiinii ve gd¢ilinii
etkileyen kilit bir faktordiir. Toprak agregalari, toprak yapisini ve toprak gozeneklerinin
boyutunu ve stabilitesini kontrol etmede 6nemli bir faktordiir ve daha sonra toprak havasi,
su akisi, toprak erozyonu ve mikrobiyal faaliyetler lizerinde derin etkileri olabilir.
Poliester (PES) mikrofiber (MF) ile kirlenmis topraklarda, suya dayanikli agregalar, artan
MF konsantrasyonu ile 6nemli 6lgiide azaldi (de Souza Machado ve ark., 2018b), bu da
PES MF'lerinin toprak agregatlarinin olusumunu olumsuz etkiledigini gdsterir. Lozano

ve ark. (2021), toprak agregatlarinin olusumu tizerindeki dort MP'nin (lifler, filmler,
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koptikler ve parcalar) etkisini karsilastirmis ve sunu bulmustur: Tim MP sekilleri,
MP'lerin agregalara verdigi kirilma noktalarindan ve toprak biotasi tizerindeki potansiyel
olarak olumsuz etkilerden kaynaklanabilecek toprak agregasyonunu azaltmistir. Ayrica
mikrofilmler artan MP konsantrasyonu ile toprak agregasyonunu azaltir. Benzer sekilde,
baska bir calismada, PS parcalari, PA boncuklar1 ve PES MF'ler toprak agregasyonunu
O6nemli 6lgiide azaltt1 (de Souza Machado ve ark., 2019).
MP'lerin toprak agregalarinin olusumu ve stabilitesi iizerindeki etkileri ve
mekanizmalar1 hala belirsiz olsa da birkag nokta sonucuna varilabilir (Sekil 2.3):
e MP'ler, toprak agregatlarinin olusumu ve stabilitesi iizerinde dogrudan
fiziksel etkilere neden olabilir.
e MP sekli, toprak agregasyonu ilizerindeki MP etkilerini belirleyen kilit bir
faktor olabilir.
e MP'nin toprak fiziksel yapisi iizerindeki etkilerine kismen toprak biyotasi

ve organik madde aracilik eder.

Impact of
microplastics on soil

physicochemical
properties

Sekil 2.3. MP'lerin bitkilerin bilylimesini etkileyen topragin fizikokimyasal &zellikleri tizerindeki
etkileri

Toprak gozenekleri, belirli toprak faunasi ve bitki rizosfer mikroorganizmalari

icin yasam alani saglar. Ornegin, mikroeklem bacaklilarin topluluk yapisi, toprak
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g6zenek boyutu dagilimi ile yakindan iligkilidir (Vreeken-Buijs ve ark., 1998) ve toprak
agregalarindaki gozenek boslugu, toprak bakterilerini protozoa tarafindan predasyondan
koruyabilir (Lynch ve de Leij, 2002). PS MP'ler, toprak gozenekliligi, toprak
havalandirmasini ve su akisini biiyiik 6lglide belirler ve dolayisiyla dolayli olarak
anaerobik ve aerobik mikroorganizmalarin goreceli bollugunu ve ayrica su ve besinlerin
kok alimini degistirir. PES MF'ler toprak gozenekliligini, toprak havalandirmasini ve kdk
penetrasyonunu iyilestirebilir ve sonugta bitki biiylimesini tesvik edebilir (Lozano ve
Rillig, 2020). Ozellikle kopiikler ve parcalar seklindeki MP'ler toprak havalandirmasini
ve mikro gozenekliligi artirabilir (Lozano ve ark., 2021a). MF'lerin neden oldugu toprak
gozenekliligindeki degisiklikler, toprak solunumunu, mikrobiyal aktivite gibi ekosistem
isleyisini daha da degistirebilir (Lozano ve ark., 2021b).

MP'ler topragin su tutma kapasitesini, mevcudiyetini ve hareketini degistirebilir,
ancak etkileri MP tipine, sekline, boyutuna ve icerigine baglh olarak degiskendir. Ornegin,
PES MF'ler su tutma kapasitesini ve toprak kullanilabilirligini artirabilir ve bdylece bitki
biiylimesini tesvik edebilir ve kuraklik stresini azaltabilir ve boylece mahsul verimliligine
fayda saglar (de Souza Machado ve ark., 2019; Lozano ve ark., 2021b).

Toprak pH'l, minerallerin ve SOC'nin baglanma kapasitesi, besinlerin ve
kirleticilerin "biyoyararlanimi1" ve adsorpsiyonu ve mikrobiyal topluluk bilesimi ve
aktivitesi gibi toprak 0zelliklerini belirleyen baslica abiyotik faktorlerden biridir (Rousk
ve ark., 2010). Baz1 ¢caligmalar, MP'lerin toprak pH'in1 artirabildigini gésterdi. Polilaktik
asit (PLA) MP'lerin ve yliksek yogunluklu polietilenin (HDPE) varlig1 toprak pH'ini
artirdi (Yang ve ark., 2021). Hem plastik film pargalar1 (LDPE) hem de biyoplastik malg
filmleri toprak pH'm1 arttirdi (Qi ve ark., 2020). Lozano ve ark. (2021b) PES MF'lerinin
toprak pH'in1 arttirdigint bulmustur. Ancak, tim MP'ler toprak pH'in1 artirmaz. Diger
caligmalar, MP'lerin toprak pH'in1 azalttigin1 veya oOnemli bir degisiklige neden
olmadigin1 bulmustur. Ornegin, Boots ve ark. (2019), sirastyla giysi elyafina, PLA ve
HDPE MP'lerine 30 giin maruz kaldiktan sonra toprak pH'indaki degisiklikleri
karsilastirdi ve HDPE MP'lerinin pH'1 6nemli dl¢iide azalttigini, ancak PLA ve giysi
elyafi MP'lerinin 6nemli bir etkiye neden olmadigini buldu. Beklendigi gibi, farkli
polimer bilesimlerine sahip MP'ler toprak pH'1 lizerinde farkli ve hatta zit etkilere neden
olabilir. Kuskusuz, toprak pH'indaki bu belirsiz degisiklikler, ekin liretkenliginin yani sira

toprak besin mevcudiyeti ve bitki biiylimesi i¢in farkli sonuglara neden olabilir (Wang ve
ark., 2022).
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2.1.4. Bitkide MP/NP’lerin Kokten Yapraklara Tasiimi

Pargacikli plastiklerin gii¢lii yapiskanligi géz oniine alindiginda, bitki koklerinin
ylzeyine gii¢li bir sekilde yapismalar1 ve daha sonra bitki koklerine alinmalari
muhtemeldir (Li ve ark., 2019; Li ve ark., 2020). Partikil plastikler bitki koklerine
emilebilir ve daha sonra terleme akisi yoluyla koklerden govdelere ve yapraklara
aktarilabilir, bu da partikiil plastiklerin bitki dokularinda birikmesine ve yeniden
dagitilmasina neden olabilir (Li ve ark., 2019).

MP'lerin bitkiler lizerindeki etkisi, onlarin adsorpsiyonu ve birikimi ile baslar.
Hidroponik sistemlerde oldugu kadar su ve toprak ortamlarinda da MP'ler/NP'ler
bitkilerin koklerince emilebilir ve atmosferdeki plastik parcaciklar da bitki yapraklari,
cicekler ve meyvelerin yuzeyinde birikebilir. MP'ler ve NP'ler, o6zellikle hucre
boliinmesinin ¢ok aktif oldugu yan kdok kapagi ve apikal meristemde bitki kokleri
tarafindan alinabilir. Li ve ark. (2020), polistiren (PS) ve polimetilmetakrilat (PMMA)
pargaciklarinin (0,2 pum ve 200 um), yanal kok cikis bolgelerinde catlak giris modunu
kullanarak bugday (T. aestivum) ve marul (Lactuca sativa) stelinine girdigini buldu. Aktif
hicre bolunmesi, apikal meristem dokusunu oldukga g6zenekli hale getirir, bu da kok
kapag1 miisilaj1 tarafindan yakalanan MP'lerin/NP'lerin stele niifuz etmesini ve koklere
girmesini saglar. MP'ler/NP'ler koklere girdikten sonra ksilem damarlar1 yoluyla diger
organlara go¢ edebilir. Marulun yaprak damarlarinda PMMA ve bugdayin ksilem 6ziinde
PS'nin varligi, plastik pargaciklarin damar sistemi yoluyla koklerden stirgilinlere yer
degistirmesini gosterir (Li ve ark., 2020). Z.Li ve ark. (2021), salatalikta (Cucumis
sativus) PS-NP'lerin (100-700 nm) dagilimini arastirdi ve PS-NP'lerin koklerin bosluk
dokularinda biriktigini ve daha sonra yapraklara, govdelere, cigeklere ve meyvelere
aktarildigini gosterdi.

MP'ler/NP'ler, bitki dokusunda plastik partikil gogl igin gerekli olan hicre
basinct ile hiicreler aras1 boslukta deforme olur (Li ve ark., 2020). Bu arada, MP'ler/NP’ler
ayrica hiicre duvarlarmi biiker ve deforme eder, MP'lerin/NP'lerin bitki hucrelerine
girisini kolaylastirir (Dong ve ark., 2021a). NP'ler hiicrelere sivi faz endositozu yoluyla
girerler (Zhou ve ark., 2021). MP'lerin boyutu, alimlarini ve yer degistirmelerini etkileyen
onemli bir faktordiir. Ornegin, 1 pm biiyiikliigiindeki PS-MP'ler sadece havug koklerine
girebilir ve hiicreler arasinda birikebilirken, 0,2 um biiyiikliiglinde olanlar yapraklara go¢
edebilir (Dong ve ark., 2021b). Bitkilerde MP'lerin/NP'lerin birikimi de yuzey yuklerine
baglidir. Sun ve ark. (2020) A. thaliana'da hem pozitif hem de negatif yiikli NP'lerin (200
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nm) birikebildigini ve pozitif yiiklii NP'lerin kok uclarinda nispeten diisiik seviyelerde
biriktigini, apoplast ve ksilemde ise negatif yiiklii NP'lerin siklikla gdzlendigini buldu.

Partikil plastikler bitki koklerine girdiginde, partikiillerin bir kismi koklerin
mukus (yiiksek oranda hidratli polisakkarit) tabakasi tarafindan yakalanir, partikiiller kok
ylizeyinde konsantre edilir ve ardindan apoplastik tasima yoluyla bitki dokularina taginir
(Sun ve ark., 2020). Apoplastik tasima i¢in baskin itici gii¢, bitki dokularinda partikiiler
plastiklerin tahsisini 6nemli 6lclide destekleyen terleme cekimidir (Sekil 2.4) (Li ve ark.,
2019).
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Sekil 2.4. Bitkiler tarafindan MP/NP aliminin olast mekanizmalari

Partikiil boyutu bitki aliminin gerekliliklerini karsilasa bile, plastiklerin molekiiler
yapisinin alim gerekliliklerini karsilamayabilir. Bu nedenle, apoplastik tagima yoluyla
bitkiler tarafindan plastik partikiil alimi, plastik partikiillerin fiziksel ve kimyasal
ozellikleri ile yakindan iligkilidir ve daha fazla anlamak i¢in gelecekteki arastirmalara
ithtiyac vardir.

Cogu durumda, hiicre duvar1 gézeneklerinin ve hiicreler arasi plazmodesmatalarin
caplari sirasiyla 3.5-5.0 nm ve 50-60 nm oldugundan, 5 nm'den biiylik nanoplastikler bitki
hiicre duvarma niifuz edemez ve 60 nm'den biiyiik nanoplastikler bitki hiicre duvarim

gecemez. Ancak, biyik boyutlu (6rn., 200 nm) partikulli plastikler, partikillt plastikleri



18

kok hiicre duvarinda hapseden kok kapagi miisilaji tarafindan hiicre duvarindan igeri
girer. Aktif hiicre boliinmesi sirasinda, apikal meristem dokular1 olduk¢a gézeneklidir ve
bu tir fiziksel 6zellikler, partikiiler plastiklerin apikal meristem dokular1 boyunca
difiizyonunu saglar. Ek olarak, hiicre ayrilmasi sirasinda epidermal hiicreler ve yan kok
bolgeleri arasinda bazi ¢atlaklar ortaya ¢ikabilir ve bu da mikroplastiklerin (6rn. 2.0 pm)
stele girmesi i¢in bir tagima ¢atlagi saglar. Stel i¢ine girdikten sonra, partikiillii plastikler,

terleme akimu ile birlikte ksilem yoluyla yer {istii bitki par¢alarina dogru tasmabilir (Li ve
ark., 2020).

2.1.5. Mikroplastik / Nanoplastiklerin Bitkilerde Topraktan Alinmasi ve Dagilimi

Bitkiler, MP'leri ve NP'leri agrega seklinde alabilir veya adsorbe edebilir (Mateos-
Cérdenas ve ark., 2019). Terleme ¢ekimi, plastik parcaciklarin bitki aliminda ve yer
degistirmesinde dnemli bir rol oynar. Li ve arkadaglarinin (2020) bulgularina gore, plastik
partikiiller bugdayn birincil ve ikincil koklerinin epidermal dokusuna girer ve pericycle
boyunca uyarilir ve ksilemin igine tasinir. Merkezi silindirin iginde, bu pargaciklar,
ksilem yoluyla, bitkinin hava kismina hareket edebilir. Plastik parcaciklar, terleme akimi
yoluyla vaskiiler sistem tarafindan kokten siirgline aktarilir. Konfokal goriintiiler, plastik
liminesans sinyallerinin esas olarak gdvdenin vaskiiler sisteminde izlendigini gosterdi.
MP'ler ve NP'ler, mikroskobik hiicre dis1 kanallarda seyahat edebilir ve su tasinmasindan
sorumlu damar sistemine ulasabilir (Schwab ve ark., 2020). NP'leri destekleyen su tagima
sistemi govdeye, yapraklara ve muhtemelen meyvelere hizla aktarilabilir. Bitki yapragina
plastik giris i¢in bir bagka olasi yol, yaprak yoluyla stomalardan gecer (Adeel ve ark.,
2018). Sun ve ark. (2021) stoma aliminin NP'lerin yapraklara girmesi i¢in olasi bir yol
oldugunu ve daha sonra damar sistemine gectigini gosterdi. Bu deneyler, NP hareketini
yapraklardan govdelere ve daha sonra govdelerden damar demeti yoluyla koklere
oldugunu gostermektedir. Benzer sekilde, baska bir galisma, PS NP'lerin bitkinin
stomalarina yapistigini, floemden gegerek marul bitkisinin koklerine ulastigini

dogrulamistir (Sekil 2.5) (Lian ve ark., 2021).
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Sekil 2.5. MP/NP’lerin bitkiye alimi ve sonrasindaki hareketleri

2.1.6. Bitkiler Tarafindan Plastik Almim Etkileyen Faktorler

Partikiil plastiklerin bitkilerde birikmesi ve yer degistirmesi esas olarak partikiillii
plastiklerin partikiil boyutuna baghdir. Biiylik partikiil boyutlu plastiklerin hiicre
duvarinin gegirgenligi nedeniyle bitki hiicrelerine girmesi zordur ve ¢ogu bitki kdklerinin
ylizeyine yapismistir. Kiigiik boyutlu plastik partikiiller, 6zellikle nanoplastikler kok
hiicrelere kolayca girer ve hiicreler arasi bosluktan gegerek yer degistirir ve baska
yerlerde toplanir (Jiang ve ark., 2019). Pargacikli plastik tiirleri de bunlarin bitki
gbovdelerinde birikmesini ve yer degistirmesini etkileyen dnemli bir faktordiir. Bitki hiicre
zarlarinin yiiklii 6zellikleri nedeniyle, elektrik yiiklii mikro veya nanoplastikler bitki
hiicrelerini gegtiginde, adsorpsiyon bolgeleri i¢in diger yiiklii iyonlarla rekabet ederler ve
bu nedenle hiicre zarlarindan dislanabilirler (Miller ve ark., 2016). Bu nedenle, mikro ve
nanoplastiklerin yiik 6zellikleri, parcaciklarin bitki alimi ile yakindan iliskilidir. Ek
olarak, kok eksiidalar1 gibi bitkilerin fizyolojik o6zellikleri, bitkilerde mikro ve
nanoplastiklerin emilimini etkileyen 6nemli bir faktérdir (Li ve ark., 2020). Plastik
parcaciklarin gliclii yapismasi nedeniyle, parcacikli plastikler bitki kokleri tarafindan

salgilanan polisakkarit mukus tarafindan kolayca "yakalanir" (Li ve ark., 2020). Ayrica,
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partikiillii plastiklerin toplanmasi, kok eksiidalari tarafindan 6nemli 6l¢iide artar, bu da
partikiillii plastiklerin topraktaki hareketliliginin azalmasina neden olur (Wang ve ark.,

2021) ve nihayetinde bitkiler tarafindan partikiiler plastik alimini 6nler.

2.2. Nanoplastik/Mikroplastiklerin Bitki Uzerindeki Etkileri

MP'lerin bitkiler Gzerindeki en buyuk etkisi koklerindedir, bunu yapraklar,
siirgiinler ve ardindan govdeler izler. Bunun nedeni, MP'lerin kirlenmis topraklardan
gelen kokler tarafindan ve yer tistii bitki kisimlarina atmosferik birikim yoluyla kolayca
emilmesidir (Zhang ve ark., 2020). MP'ler cimlenmede gecikmeye neden olabilir (Bosker
ve ark., 2019), hem vejetatif hem de lireme agamalarinda bugdayin hem yer iistiinde hem
de altinda biiytimesini engelleyebilir (Qi ve ark., 2018) ve Vicia faba icin toksisite ortaya
cikarabilir (Bolan ve ark., 2020). Genel olarak, MP'lerin adsorpsiyon kapasitesinin
artmastyla toksisitenin arttigma inanilmaktadir. Ornegin Nanoplastikler, tohumlarin
ylizeyine yapisarak gozenekleri fiziksel olarak tikayarak su ve besin alimini yavaslatabilir
veya tamamen engelleyebilir (Bosker ve ark., 2019). Genel olarak, MP'ler ¢evrelerinde
toksik kirleticilerin vektorleri ve lavabolar: olarak hareket ederek fitotoksisiteye neden
olabilir ve bitki biiyiimesini dogrudan engelleyebilir.

Bazi bitki kokleri, toprakta MNP'lerin varlig1 nedeniyle biiyiimede bir azalma
yasar. Kokler keskin kenarli MNP'lere maruz kaldiklarinda fiziksel olarak hasar
gordiikleri tespit edilmistir (Igbal ve ark., 2020). Baz1 mikro lifler geng kokleri dolastirdi
ve biliytimelerini etkiledi. Kok biiyiimesindeki azalmanin toprak yapisindaki bir
degisiklikten mi yoksa MNP'lerdeki toksik elementlerden mi kaynaklandigi hala
belirsizdir (Khalid ve ark., 2020).

Daha biiylik kok sistemi nedeniyle yashi agaclarin ve bitkilerin daha biiyiik
miktarlarda MNP'ye sahip oldugu bulunmustur (Khalid ve ark., 2020). MNP'ler
tarafindan tikanma nedeniyle tohum c¢imlenmesi azalir ve tohum goézenekleri tarafindan
su alimin1 yavaglatir veya inhibe eder. NP'ler, besinler ve su tasinmasi i¢in 6nemli olan
hiicre duvar1 gézeneklerini tikar ve sonug olarak kok ve bitki biliylimesinde bir azalmaya

sebep olur (Sekil 2.6).
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Sekil 2.6. NP/MP’lerin Bitki Blyiimesi ve Tohumu Uzerine Etkisi

MP'ler/NP'ler, yasam dongtileri boyunca bitki gelisimi lizerinde ¢esitli biyolojik
etkilere (negatif, 6nemsiz veya pozitif) sahiptir. Bitki yasam dongiisiiniin ilk ve kritik
asamast olan tohum c¢imlenmesi sirasinda, tohumlarin yiizeyinde plastik pargaciklar
birikir ve su ve besin alimimi azaltir. (Bosker ve ark., 2019; Yuan ve ark., 2019).
MP'ler/NP'lerin, su ve besinlerin alimin1 bozmak ve terleme oranini diisiirmek de dahil
olmak iizere kokler lizerinde gesitli etkileri vardir, bu da diger dokular veya koklerden
taginan parcaciklardan da etkilenen tiim bitki {izerinde olumsuz etkilere neden olur.
MP'ler/NP'ler ayrica fidelerin, siirgiinlerin, govdelerin, yapraklarin ve meyvelerin
gelisimini de etkiler. Marulda (L. sativa), MP'lere maruz kalma yaprak ve koklerin taze
ve kuru agirliklarini, bitki boyunu, yaprak sayisim1 ve kok uzunlugunu 6nemli 6lciide
azaltmistir (Gao ve ark., 2019).

MP'ler/NP'ler, farkli bitki tiirleri iizerinde pozitif veya Onemsiz etkiler de
indikleyebilir. Van Weert ve ark. (2019) gore, NP'ler (50-190 nm), Elodea sp.'nin stirgln
ve kok biyokiitlesini, nispi biiylime oranini ve yan siirgiin uzunlugunu arttirdi. Lian ve
ark. (2020), PS-NP'lerin (100 nm) bugday i¢in tohum ¢imlenme oranlari iizerinde fark
edilebilir bir etkisinin olmadigimi ve kok uzamasini 6nemli Olciide artirdigini ortaya
koydu. Yang ve ark. (2021), yiiksek yogunluklu polietilen (HDPE, 100—154 um), misirin
sirgiin ve kok biyokiitlesini artirdi (Z. mays), bitki biiyiimesini tesvik ettigini gosterdi.
Kisaca goriildiigii tizere MP'lerin/NP'lerin bitkiler lizerindeki etkileri bitkiden bitkiye
degisiklik gostermekte olup, cesitli ve karmagiktir.

Fotosentez 6nemli bir bitki yasam aktivitesidir ve cevredeki kirleticilerden

kolayca etkilenir. Bu nedenle, MP'lerin/NP'lerin toksisitesini degerlendirmek igin bazi



22

calismalarda fotosentetik aktivite Ol¢lilmiistiir. PVC ve PE ile takviye edilmis toprakta
yetisen C. pepo bitkilerinin yapraklari, fotosentetik verim ve klorofil igeriginde 6nemli
ve doza bagli bir azalma gostermistir. PVC'nin deniz ve tath su alglerinde klorofil ve
fotosentezi indiikledigi iyi bilinmektedir (Wang ve ark., 2020). PE'nin marul bitkilerinde
fotosentez hizi, stoma iletkenligi, gecici terleme hizi, floresan parametreleri, yapraklarin
klorofil igerigi ve Rubisco aktivitesi gibi ¢cok ¢esitli parametreleri azalttigi bulunmustur
(Gao ve ark., 2019). A. thaliana ve Z. mays'da klorofil igerigi, sirastyla PLA-MP'ler ve
PS-NP'ler tarafindan 6nemli 6l¢iide azaltild1 ve fotosentezlerini engelledi (Sun ve ark.,
2020; Wang ve ark., 2020). Bununla birlikte, PS-NP'ler (100 nm), bugday tohumlama
yapraklarindaki klorofil icerigini dnemli Olciide artirarak, bugdayin fotosentezini ve
biiylimesini tesvik etti (Lian ve ark., 2020a). Fotosentez hizi (Pn), stoma iletkenligi (gs),
gecici terleme hizi (Tr), hiicreler arasi CO2 konsantrasyonu (Ci), elektron tagima hizi
(ETR) ve fotosistem II'nin elektron tagima aktivitesi (Fv/Fm ) gibi diger fotosentez
parametreleri ), bazi caligmalarda fotosentetik aktiviteyi belirlemek i¢in de dl¢iildii (Gao
ve ark., 2019; Pehlivan ve Gedik, 2021; Ren ve ark., 2021). MP'lerin, Pn, Gs, Tr, ETR ve
Fv/Fm'yi 6nemli 6l¢iide azalttig1 ve marul yapraklarinda Ci'yi artirdigi bulundu, bu da
MP'lerin fotosentetik aktiviteyi azalttigini gosterir (Gao ve ark., 2019). MP'lerin/NP'lerin
neden oldugu azaltilmis fotosentez, bitkilerin gelisimini ve biiyiimesini daha da
etkileyecektir.

MNP'lerin karasal bitkilerin biliylimesi iizerindeki etkisine iliskin ¢alismalar,
cogunlukla misir ve bugday gibi tahil iirlinlerine ve ayrica marul ve salatalik gibi nakit
uriinlere odaklanmaktadir. Mevcut arastirmalar, MP birikiminden kaynaklanan
maksimum etkinin bir pargas1 olarak toprak ve MNP'lerle dogrudan temas halinde olan
koklere odaklanmaktadir. Bir¢ok calisma, MNP'lerin karasal fotoototroflardaki pigment
icerigi tizerinde engelleyici etkileri oldugunu gostermistir. Wang ve ark. (2020), topragin
sirastyla %0,1, 1 ve %]10'unu olusturan polilaktik asit (PLA) tarafindan olusturulan
MP'lerin musir yapraklarindaki klorofil igerigini azaltabildigini gdstermistir. Fasulye
(Phaseolus vulgaris L.) yapraklarinin nispi klorofil igerigi, diisiik yogunluklu polietilene
maruz birakildiktan sonra 6nemli 6l¢iide azaldi (Sekil 2.7) (Meng ve ark., 2021).
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Sekil 2.7. MP'lerin/NP'lerin fotosentez iizerindeki ve diger etkileri

2.3. Enzimatik olan Antioksidan Savunma Sistemi

Oksidatif hasar artik baskin sitolojik etki olarak kabul edilmektedir ve ¢evredeki
cesitli kirleticilerin toksisitesini degerlendirmek ve karsilagtirmak i¢cin benimsenmistir
(Liang ve ark., 2013). Bitkiler MP'lere veya NP'lere maruz kaldiginda, siiperoksit
anyonlari, hidrojen peroksit (H20:), hidroksil radikalleri ve tekli oksijen gibi fazla farkl
ROS’lar firetilebilir ve bunun sonucunda bitki hiicrelerinde geri doéniisii olmayan
hasarlara sebep olur (Maity ve ark., 2020, Sun ve ark., 2020). Bu ROS tiirleri esas olarak
cesitli bitki organellerinde bulunur. Kloroplastlar, mitokondri, peroksizomlar ve
endoplazmik retikulum gibi (Chen ve ark., 2021). MP'lerin neden oldugu ROS asir1
tretimi kosullarinin esas olarak MP'lerin polimer tipi, boyutu ve ylizey yiiki ile ilgili
oldugu dogrulanmistir. Ornegin, farkli tipte MP'ler bahge teresinde oksidatif patlamaya
neden olabilir (L. sativum), ancak PP ve PE ile karsilastirildiginda PVC en toksiktir ve en
biylk oksidatif hasara neden olur (Pignattelli ve ark., 2020).

Genel olarak, ROS, aerobik metabolizmanin dogal toksik yan iriinleridir ve
sitotoksisiteye neden olan kilit bir faktordir (Gao ve ark., 2021a). Bitkiler, MP'lere ve
NP'lere maruz kalma dahil olmak fiizere g¢esitli olumsuz durumlardan muzdarip
oldugunda, agir1 ROS {iretimi bitki hiicrelerinde geri doniisii olmayan hasara neden olur
ve biiylime, programlanmis hiicre apoptozu, hiicre dongiisii ve hormon sinyali gibi
biyolojik sirecleri énemli 6lgiide etkiler (Gao ve ark., 2019b). Genel olarak, bitki
koklerinde ROS'un artan egilimi yapraklar ve siirgiinlerdekinden daha yiiksektir, bu da
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MP'lerin/NP'lerin neden oldugu hasarin koklerde yapraklardan daha fazla oldugunu
gosterir (Gao ve ark., 2019b).

MP'lerin/NP'lerin hayvanlarda ve alglerde toksik etkileri iyi bilinmektedir. Bu
nedenle, MP'lerin/NP'lerin yiksek bitkilerde de sitotoksisite ve genotoksisiteyi
indiikleyebilecegi kesindir. MP'ler/NP'ler kiimelenmis kromozomlar, gecikmeli
kromozomlar, halka kromozomlar, bozulmus metafaz/anafaz dahil olmak {iizere
kromozomal anormalliklere (CA'lar) ve nlkleer anormalliklere (NA'lar) neden olabilir.
MP'lerin mevcudiyeti, A. cepa hucrelerinde daha yiksek bir kromozomal anormallik
indeksi ve nlkleer anormallikleri indiikleyerek, plastik partikllerin sitotoksisitesini ve
genotoksisitesini gosterir (Maity ve ark., 2020).

Stres faktorleri nedeniyle hiicrede meydana gelen oksidatif stres; reaktif oksijen
tarlerinin (ROS) (superoksid radikalleri, hidrojenperoksid ve singlent oksijen ve hidroksil
radikalleri gibi) olusmasina neden olur. Biyotik ve abiyotik stres faktorlerinin sebep
oldugu ROS’lar, lipid peroksidasyonu ve membran zararlarinda énemli bir role sahiptir.
Bitkilerde ROS’larin temizlenmesinde antioksidan maddeler ve enzimler (superoksit
dismutaz (SOD), katalaz (CAT), peroksidaz (POD), askorbat peroksidaz (APX),
glutatyon rediiktaz (GR) ve glutatyon s-transferaz (GST)) vb. gorev yapmaktadir (Raza
ve ark., 2006; Mustafa ve ark., 2005; Gong ve ark., 2005). ROS’lar hiicrede; kloroplastlar,
mitokondri, peroksizomlar, plazma membranlari, endoplazmik retikulum ve hiicre
duvarinin cesitli yerlerinde hem normal hem de stresli kosullarda tiretilmektedir. Isik
varliginda, kloroplastlar ve peroksizomlar, ROS iiretiminin ana kaynaklaridir. Mitokondri
ise karanlik kosullar altinda ROS'un lider ireticisidir (Sekil 2.8) (Choudhury ve ark.,
2013).
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MP'lerin stresine yanit olarak bitkiler, antioksidan enzimler: siiperoksit dismutaz
(SOD), katalaz (CAT), peroksidaz (POX) ve enzimatik olmayan antioksidanlar: glutatyon
(GSH), askorbik asit (AsA) vb. dahil olmak iizere uygun tolerans sistemini gelistirmistir
(Gao ve ark., 2019a; Zhou ve ark., 2021). Mikroplastiklere maruz kalma bitkilerde asir1
ROS birikimine ve aktif antioksidan savunma sistemlerine neden olur. 3 mg/L esit veya
daha fazla mikroplastiklerle tedavi, SOD, APX ve CAT seviyelerini 6nemli 6l¢iide arttirir
ve bu enzimler ve izoenzimler, hicre stabilitesini ve bitki biylmesini strdiirmek igin
sinerjistik koruyucu etkiler uygulayarak biyotik ve abiyotik stresle basa ¢ikmak i¢in farkli
sekilde islev gorebilir (Jiang ve ark., 2019). S.cucullata'daki SOD, MDA
(Malondialdehit) ve ¢ozindr protein seviyeleri , 6zellikle 25 mg/L glifosat ile tedavi
tizerine Onemli Olclide artti. Ayrica, aktivite, artan glifosat konsantrasyonuyla,
muhtemelen bir ROS siipiiriici olarak dikkate deger CAT tiiketiminden veya yuksek
toksik madde konsantrasyonlarina maruz kaldiktan sonra enzim inaktivasyonu ve o-
aminolevulinik asit sentezinin (enzim sentezi ile ilgili) inhibisyonundan dolay1 énemli
6l¢iide azald1 (Liu ve ark., 2019; Zhong ve ark., 2018).

Antioksidanlar dort yolla oksidanlar etkisiz hale getirir.

1. Supurme Etkisi (Scavenging): Oksidanlar1 daha zayif yeni bir molekiile
doniistiirerek etkisizlestirir. Antioksidan enzimler ve mikro molekiiller bu

yolla etki eder.
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2. Sondurme Etkisi (Quenching): Oksidanlara bir hidrojen aktararak
inaktive etmesine denir. Vitaminler, flavanoidler, timetazidin ve mannitol
bu sekilde etki eder.

3. Zincir Reaksiyonlarim Kirma Etkisi (Chain Breaking): Hemoglobin,
seruloplazmin ve agir mineraller oksidanlari kendilerine baglar ve inaktive
eder.

4. Onarma Etkisi (Repair): Oksidatif hasar gérmiis biyomolekiilleri

onarirlar.

2.4. Enzimatik Olmayan Antioksidan Savunma Sistemi

Askorbik Asit (AsA), bitkilerin ¢ogu hiicrelerinde, organellerde ve apoplastlarda
tespit edilmistir. Sulu fazlarda bircok enzimatik olan ve olmayan reaksiyonlarda elektron
verebilme kabiliyeti nedeniyle ana AOS temizleyicisidir. Bitkilerin yapraklarinda ve
kloroplastlarin 6zellikler stromasinda yogunlagmis olarak askorbat halinde rediikte
formda bulunur. Kloroplastlarda fazla uyarilmis enerjiyi etkisizlestiren violaksantin-de-
epoksidaz enziminin kofaktorii olarak davranir. Direkt olarak AOS’lardan siiperoksit,
hidroksil radikali, singlet oksijeni temizler; hidrojen peroksidi ise suya askorbat
peroksidaz reaksiyonu ile indirger (Lamb ve Dixon, 1997). Tokoferoksil radikalinden
tokoferoliin tekrar rejenerasyonunu saglayarak membranlarin korunmasma katkida
bulunur (Garewal, 1997; Garewal ve ark., 1996).

Tokoferoller, bitkilerin ve alglerin tiim kisimlarinda bulunan bir antioksidan
ailesidir (Srivalli ve ark., 2003). Dort izomerden (a, B, ¥ ve &) olusan tokoferoller
igerisinde a-tokoferoller, kloroplast membranlardaki en biyolojik olarak aktif ve baskin
antioksidandir. (Sharma ve ark., 2012).

Karotenoidler, bitkilerde yaygin olarak bulunur ve 600’dan fazla ¢esidi olan renk
pigmentleridir. En bilineni vitamin A’nin 6nciil maddesi olan P-karotendir (Foyer ve ark.,
1994). Karotenoidler 6zellikle singlet oksijenin  ve peroksil radikallerini
detoksifikasyonunda etkili olan antioksidanlardir (Collins, 2001).

Flavonoidler, tanenler, hidroksisinnamat esterler ve lignin gibi fenolikler, bitki
dokularinda bol miktarda bulunan cesitli ikincil metabolitlerdir. Polifenoller serbest
radikal temizleme aktivitesi i¢in ideal bir yapisal kimyaya sahiptirler. Tokoferol ve
askorbattan daha etkili antioksidanlar oldugu gosterilmistir. Polifenolik bilesikler en

yaygin olarak ortaya ¢ikan ve her yerde bulunan bitki metabolitleri gruplarindan birini
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olusturur ve insan diyetinin ayrilmaz bir pargasini temsil eder. Fenoliklerin antioksidatif
Ozelliklerinin altinda yatan bir bagka mekanizma da lipid metabolizmas1 modifikasyonu
ve zarlarin akiskanhifinin azaltilmasi ile flavonoidlerin peroksidasyon kinetigini
degistirebilmeleridir. Bu degisiklikler, serbest radikallerin diflzyonunu olarak
engelleyebilir ve peroksidatif reaksiyonlar1 kisitlayabilir. Antioksidanlar olarak islev
goren fenolik bilesikler, serbest radikal zincirlerinin sonlandiricilart ve lipid
peroksidasyonunu katalize edebilen redoks-aktif metal iyonlarinin baglayicilar1 olarak

islev gorebilir. (Schroeter ve ark., 2002).

2.5. Biochar

Biochar, cevre dostu bir sekilde ciftlik bazli yenilenebilir enerji {iretme
potansiyeline sahiptir. Spesifik olarak biocharin kalitesi, topragin tiirii, metal ve
karbonizasyon igin kullanilan hammadde, piroliz kosullar1 ve topraga uygulanan biochar
miktar1 gibi gesitli faktorlere baglidir (Debela ve ark., 2012).

Bitki biyokutlesinin pirolizi normal olarak yiksek alkali biochar ile sonuglanir
(Lehmann ve Joseph, 2009). Ancak alkalinite, biochar tiretimi i¢in kullanilan hammadde
ozelliklerine gore degisir. Biocharin alkalinitesi ne kadar biylkse, asitlikteki azalma da
0 kadar buydktur (Yuan ve ark., 2011). Besin yoniinden fakir topraga biochar ilavesinin
besin mevcudiyetini arttirdii ve bitki biyokiitlesini arttirdifi rapor edilmistir
(Alburquerque ve ark., 2014). Fistik kabugu biocharinin yiiksek asitli kirmizi topraga
uygulanmasinin, artan toprak pH'' ve besin mevcudiyeti nedeniyle Al toksisitesini
azaltarak lahanada biiylimeyi arttirdig: bildirildi (Lin ve ark., 2018).

Biochar organik madde ve besin i¢erdiginden, eklenmesi toprak pH'in1, elektrik
iletkenligini (EC), organik karbonu (C), toplam azotu (TN), mevcut fosforu (P) ve katyon
degisim kapasitesini (CEC) artirir. Daha once, Verheijen ve ark. (2009), biochar
uygulamasinin, gelistirilmis toprak emme kapasitesi nedeniyle topraktaki c¢esitli agir
metallerin toksisitesini, tasinmasini ve kaderini etkiledigini bildirdi. Biocharde bitki besin
maddeleri ve kiiliin varlig1 ve genis ylizey alani, gozenekli dogas1 ve mikroorganizmalar
icin ortam gorevi gorme yetenegi, toprak Ozelliklerinin iyilestirilmesinin ve besinlerin
emilimin artmasinin ana nedenleri olarak tespit edilmistir.

Topraga biochar ilavesi, toprak kalitesini iyilestirmek ve ayrica bitki bilylimesini
tesvik etmek i¢in son derece yararl olabilir ve boylece biochar, siirdiiriilebilir bir tarim

sistemi gelistirmede 6nemli bir rol oynayabilir. Biochar islahinin gesitli kullanimlari ve
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olumlu etkileri, su anda kontamine topragi 1slah etmek ve dogal ¢evreye zarar vermeden
yuksek mahsul verimi elde etmek icin etkili bir yontem olarak kabul edilmektedir ( Placek
ve ark., 2016 ). Biocharin bitki buyumesi ve toprak kalitesi tzerindeki olumlu etkisi,
biocharin besin eksikliginin tistesinden gelmek i¢in iyi bir yol oldugunu ve bu da onu
ciftlik 6lgeginde besin dongiilerini iyilestirmek i¢in uygun bir teknik haline getirdigini
gostermektedir. Bu nedenle, biochar 1slahinin toprak stabilitesi ve bitki biiyiimesinin

tesviki tizerindeki olumlu etkilerini aragtirmak i¢in tam bir odak yapilmustir.

2.5.1. Biochar Uretimi ve ozellikleri

Biochar, diisiik maliyetli modifiye sobalar veya firinlar kullanilarak kiigiik 6l¢ekte
veya daha buyik piroliz tesisleri ve daha ylksek miktarlarda hammadde kullanan biyik
Olgekli, maliyetli yogun iiretim yoluyla iiretilebilir. Biochar, lignoselulozik (yani
biyoenerji mahsulii, tarimsal atik, orman kalintilar1) ve lignoseliilozik olmayan gruplari
(yani giibre, kanalizasyon c¢amuru, mikroalg) igeren cesitli biyokiitle tiirlerinden
uretilebilir. Biochar tiretimi i¢in kullanilan birincil hammadde tarimsal atiktir. Farkli
hammadde tiirlerinden bagimsiz olarak, biochariin iskeleti temel olarak karbon ve kiilden
olusur, burada her biochariin genel bilesimleri ve 6zellikleri, hammadde tiirlerine ve islem
kosullarina bagli olarak degisir.

Uretilen biochariin tiirii 3 degiskene bagldir: kullanilan biyokiitle, sicaklik ve
1sitma hizi. Yiiksek ve diisiik sicakliklarin komiir verimi {izerinde kesin bir etkisi vardir.
Diisiik sicaklikta (<550°C), biochariin yiiksek sicaklikta iiretilen biocharden daha diisiik
aromatiklige sahip amorf bir karbon yapisina sahip oldugu fark edilmistir (Joseph ve ark.,
2010). Yiiksek sicaklik, tiim piroliz reaksiyonlarinda daha diisiik komiir verimine yol
acar. (Antal ve Grenli, 2003).

Biochar termokimyasal proseslere gore piroliz, kavurma, hidrotermal
karbonizasyon ve gazlastirmay1 i¢eren dort termokimyasal yoldan iiretilebilir;

Proliz, termokimyasal proseslerden bir tanesi olan piroliz, aslinda bitkilerin
diinyada varolusu kadar eskidir. Bitkiler havasiz sicak ortamlara maruz kaldiginda piroliz
meydana gelir. Petrol, komiir, dogalgaz, odunkdmdirii gibi enerji kaynaklarinin olusumu
aslinda bir tiir pirolizdir. Piroliz islemi sirasinda pirolize maruz kalan biyokiitlenin
kimyasal baglar1 oksijensiz ortamda ve yiiksek sicaklikta termal olarak bozunur. Biiyiik
hidrokarbon molekiilleri daha basit molekiillere pargalanir veya diizenlenir. Genel olarak

sicaklik 500°C, basing ise atmosfer basincidir. Piroliz ile kati, sivi ve gaz iiriinler elde
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edilir. Uriinlerin cinsi ve miktar1, biyokiitlenin gesidi, 1sitma hizi ve son sicaklik gibi
faktorlere baglidir. Piroliz; proses sirasinda uygulanan zaman ve sicaklik parametrelerine
gore yavas, 1limli, orta, hizli ve flash olmak iizere bes temel gruba ayrilir. En taninmis
piroliz prosesi yavas piroliz ile odun komiiri tiretimidir, degazifikasyon olarak da bilinir
ve kat1 iirlin, hedef iiriindiir. Genel olarak, istiflenmis odun yiginlarin {izeri toprakla
kapatilir ve sinirli hava ortaminda yakma ile odun pargalarinin karbonlagsmasi saglanir.

Torrefaksiyon veya hafif piroliz olarak bilinen, atmosfer basincinda ve atil
atmosferde 200-300°C sicaklikta, <50°C/dk 1sitma hizinda, 30 dakika ila 2 saat arasinda
kalma stresi ile termokimyasal sureci ifade eder (Daful AG ve Chandraratne, 2018; Chen
ve ark., 2018). Bununla birlikte, ylksek rtin verimine (agirlik¢a %70-80) bakilmaksizin,
kavurma isleminin biochar iretimi i¢in umut verici bir teknik olmadigi bildirilmistir,
clinkii kavrulmus biyokiitle hala ham biyokiitleden ugucu bilesenlerin 6nemli bir kismini
icerir (Daful AG ve Chandraratne, 2018).

Hidrotermal karbonizasyon ise normalde kuru atmosfer altinda gergeklestirilen
yavag piroliz ve torrefaksiyon (kavurma) isleminin aksine, hidrotermal karbonizasyon
ayrica 1slak piroliz veya 1slak torrefaksiyon olarak da adlandirilabilir; ¢iinkii bu islem bir
biyokutle-su ¢ozeltisi icinde 180-250°C sicaklikta ve yiiksek basingta (kritik alt1 kosul)
birka¢ saat boyunca gergeklestirilir (Bamdad ve ark., 2018; Gan ve ark., 2018). Biochar
uretimi icin bu hidrotermal teknolojiye olan blyk ilgi, geleneksel piroliz icin genellikle
gerekli olan On enerji yogun kurutma isleminden kaginabilmesi ve boylece isletme
maliyetlerini en aza indirebilmesidir. Ayrica, bu hidrotermal teknoloji, diger
termokimyasal doniisiim tekniklerine kiyasla en diisiik reaksiyon sicakligini sunar. Islem
strasinda su bir ¢oziicii, reaktan, katalizor ve hidroliz, dehidrasyon, dekarboksilasyon ve
depolimerizasyon siirecini kolaylastiracagi hem kiitle hem de enerji transferi i¢in bir
ortam gorevi gorir (Guiotoku ve ark., 2011).

Gazifikasyon (Gazlastirma) veya Gazlastirma islemi, 600-1200°C sicaklik
araliginda, 50-100°C/dk 1sitma hizinda ve 10-20 s buharda kalma siiresinde gercgeklesir.
Pirolizden farkli olarak, gazlagtirma islemi O: varliginda (O, hava, buhar, CO: veya
gazlarin karisimi dahil) gerceklestirilir ve oncelikle biochar iiretimi yerine sentez gazi
tretimi  i¢in kullanilir. Bundan dolayr biochar verimi minimumdur (Daful ve
Chandraratne, 2018).
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2.5.2. Biocharn fiziksel, kimyasal ve biyolojik 6zellikleri

Biocharin fiziksel 6zellikleri, toprak sistemlerini nasil etkiledikleri ile dogrudan
ve dolayli olarak iliskilidir. Topraklar, mineral ve organik maddenin dogasina, nispi
miktarlarina ve mineraller ile organik maddenin nasil iligkili olduguna bagli olarak kendi
fiziksel Ozelliklerine sahiptir. Toprak karisiminda biochar bulundugunda, sistemin
fiziksel dogasma katkis1 onemlidir ve yilizey alamini, gézenek ve parcacik boyutu
dagilimini, yogunlugu ve paketlemeyi degistirerek derinligi, dokuyu, yapiyi,
gozenekliligi ve kivamui etkiler (Blanco-Canqui, 2017). Biocharin topragin fiziksel
ozellikleri iizerindeki etkisi, kok bolgesindeki hava ve suyun niifuz etme derinligi ve
erisilebilirligi esas olarak toprak ufuklarnin fiziksel bilesimi tarafindan belirlendiginden,
bitkilerin biiylimesini dogrudan etkiler. Bu, topragin suya tepkisini, toplanmasini ve
toprak hazirligindaki is kabiliyetini, dinamikleri ve sisme sirasinda gegirgenligi, ayrica
katyonlar1 tutma kabiliyetini ve ortam sicakligindaki degisikliklere tepkisini etkiler.
Biochar {izerindeki gbzenekler ne kadar kiigiikse, kilcal toprak suyunu o kadar uzun siire
tutabilirler. Biocharin eklenmesi, nem tutma kapasitesi nedeniyle kurakliktan etkilenen
bolgelerde kurakligin mahsul verimliligi lizerindeki etkilerini azaltabilir. Bitkilerin
biiyiimesini sinirlayan toprak kisitlamalarini ortadan kaldirdig1 ve asidik topragi temel
dogas1 geregi notralize ettigi gosterilmistir (Hammes ve Schmidt, 2009). Karbondioksit
ve oksijen, biocharin gozeneklerinde hava dolu bosluklari igsgal eder veya yiizeyde
kemosorbe edilebilir. Biochar besin maddeleri, mikroorganizmalar ve sentez gazlari
icerebildiginden, giibreleri diger topraklardan daha uzun siire toprakta tutabilir ve nehir,
g0l gibi su kaynaklarina sizmasini 6nleyebilir.

Kimyasal 0zellikleri s6z konusu oldugunda, biochar pH'" artirarak (kireg etkisi de
denir) toprak asitligini azaltir ve topragin besinleri ve giibreleri tutmasina yardimer olur
(Lehmann ve ark., 2006). Biocharin uygulanmasi iki mekanizma yoluyla toprak
verimliligini artirir: topraga besin maddelerinin eklenmesi veya topragin kendisinden
besinler de dahil olmak {izere diger kaynaklardan besin maddelerinin tutulmasi. Bununla
birlikte, ana avantaj, besinleri diger kaynaklardan korumaktir. Cogu durumda, biocharin
eklenmesi, yalnizca inorganik veya organik giibreler gibi diger kaynaklardan gelen
besinlerin kullanilmas1 durumunda mahsullerin biiylimesi lizerinde net bir pozitif etkiye
sahiptir. Biochar, minarellerin bitkiler i¢in kullanilabilirligini artirir, ¢ilinkii biochar
giibreleri emer ve yavas yavas saliverir (DeLuca ve ark., 2015). Ayrica daha az giibre

kullanimina izin vererek ve c¢evredeki tarimsal kirliligi azaltarak giibre drenajin1 ve
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sizmasini onlemeye yardimei olur (Cao ve ark., 2018). Biochar, tehlikeli pestisitlerin ve
karmasik azotlu giibrelerin toprak Gzerindeki etkisini hafifleterek yerel gevre tizerindeki
etkiyi azaltir.

Topraktaki karbonun eklenmesi nedeniyle topraktaki mikrobiyal biyokdtle
karbonu bazal solunumda artar. Biochar, topraktaki mikrobiyal popiilasyona dogrudan
katkida bulunmaz. Bu nedenle biocharin daha yiiksek gozenekliligi, mikroplarin toprakta
bir yasam alani olusturmasi i¢in uygun bir ortam yaratir (Thies ve Rillig, 2012).
Mikroskobik ¢alismalar, topraktaki biocharin mikroorganizmalar igin habitat gorevi
gordiglini gostermektedir (Gorovtsov ve ark., 2019). Biochar ayrica, saprofitlerden daha
diisiik rekabet nedeniyle mikro gozeneklerde sporlanan ve bu nedenle arbuskiiler
mikorizal mantarlar i¢in bir as1 gorevi goren ekstra radikal mantar hifleri i¢in bir yasam

alani iglevi goriir (Saito ve Marumoto, 2002).

2.5.3. Biocharin bitki iizerine etkisi

Biochar uygulamasinin topragin verimliligine, bitki gelisimine ve iiriin verimine
etkileri; tirtin ¢esidi, biochar uygulama oranlar1 ve biocharin 6zellikleri ile bitki yetisme
kosullar1, edafik faktorler, kullanilan kimyasal giibreler ve incelenen yila bagli olarak
degismektedir (Jeffery ve ark., 2011; Zhang ve ark., 2012).

Biochar toprakta kendi agirliginin 6 kati kadar su tutar, topraktan fosfor ve azot
gibi elementlerin bitkiler tarafindan daha kolay alinabilmesini saglayarak toprak i¢in iyi
birer besin maddesi olur (Glaser ve ark., 2014). Bu yetenekler 6zellikle ¢61 topraklarinda
tarim konusunda bir avantaj saglamaktadir. Biochar yulzeyindeki fonksiyonel gruplar,
topraktaki katyonik faaliyetleri artirir ve bdylece toprak; kalsiyum, magnezyum ve
potasyum gibi besinleri tutar. Tarimsal {iretim verimini artirir. Ayrica biocharler genel
olarak bazik karakter gosterdikleri i¢in topraga eklendiginde 6zellikle asitli topraklarin
pH degerlerini artirarak toprak pH’in1 diizenlerler (Ippolito ve ark., 2016).

Bitki biiylime diizenleyicileri yiiksek bitkilerde, genellikle diisiik dozlarda,
gelisimsel veya metabolik siiregleri etkileyen ve besleyici bir degere sahip olmayan ve
genellikle fitotoksik olmayan bilesiklerdir (Rademacher, 2015). Bu giiclii diizenleyiciler
disinda, biocharlar ayrica etilen yayabilir ve diger diizenleyicileri igerebilir. Ornegin,
Backer ve ark. (2018), biochariin gaz halindeki ugucu fraksiyonundan misir biiyliimesi
uyarimi gozlemledi, ancak sorumlu kimyasali tespit edemedi, bu da bilinmeyen bir

diizenleyici oldugunu diisiindiirdi.
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Bir kisim arastirmalarda, biocharin sadece besin elementinin siirli oldugu
kosullarda giibre olarak gorev yapabilecegi ve kok bolgesindeki mikroorganizma
toplulugunu degistirerek bitki gelisimini tesvik edebilecegi ifade edilmistir (De Tender
ve ark., 2016). Biochar ilavesinin iiriin verimliligine olumlu etkisi uygun fiziksel,
kimyasal ve biyolojik toprak ortami ve besin elementi yarayishligi ile toprak su
yarayiglihiginin iyilesmesine baglamiglardir (Lehmann ve ark., 2011; Novak ve ark.,
2016). Topraga biochar uygulandiginda, diisiik fosfor mevcudiyetine sahip kuzey Laos
bolgelerinde daha yiiksek tahil verimi (Oryza sativa) elde edildi (Asai ve ark., 2009;
Silber ve ark., 2010). Avustralya'daki yar1 kurak topraklardan elde edilen sonuglar, saksi
denemelerinde gubre ile kombinasyon halinde biocharin olumlu tepki verdigini
gostermistir (Chan ve ark., 2007) ve Endonezya'da tarlada azot giibre ile birlikte agac
kabugu komiirii uygulandiginda misir ve yer fistig1 verimleri artt1 (Yamato ve ark., 2006).
Bashir ve ark. (2018) ve Ye ve ark. (2019), belirli biocharlerin kontamine topraklarda agir
metaller gibi toksik bilesikleri baglayabildigini ve bdylece mikrobiyal aktivite ve bitki
biiylimesi i¢in daha uygun bir habitat sagladigini belirledi.

Bir kisim arastirmalarda, biocharin sadece besin elementinin sinirli oldugu
kosullarda giibre olarak gorev yapabilecegi ve kok bolgesindeki mikroorganizma
toplulugunu degistirerek bitki gelisimini tesvik edebilecegi ifade edilmistir (De Tender
ve ark., 2016). Tuzlu topraklarda biochar uygulamasi, toprak organik maddesinin ve besin
maddelerinin artisin1 destekler, ayrica katyon degisim kapasitesini arttirir ve toprak
cozeltisinde kalsiyum saglayarak sodyumu degisim alanlarindan degistirir, toprak
yapisinin stabilizasyonunu iyilestirir. Bu nedenle biochar, fiziksel 6zellikleri gelistirerek
topraklardaki su tutma kapasitesini ve hava gozenekliligini dengeler. Biocharin tuzdan
etkilenen topraga dahil edilmesinin, esas olarak yiiksek tuz adsorpsiyon potansiyeli
nedeniyle patateslerde tuzluluk stresini azaltabilecegi bildirildi (Yeboah ve ark., 2009).
Bagka bir ¢alismada, Akhtar ve ark. (2015), farkli seviyelerde tuzluluk ve biocharin
bugday verimi tizerindeki etkisini inceledi. Sonuglar, biochar uygulamasinin tuzlu
kosullarda bugdayin biiylimesini ve verimini olumlu yonde etkiledigini gostermistir.
Celtik kavuzundan dretilen biocharin jinseng bitkisi (Panax ginseng) ve toprak
organizmalarinin (Cylindrocarpon destructans ve Fusarium solani) neden oldugu kok
cliriikliigii tizerine etkisini arastiran Eo ve ark. (2018), biochar uygulanan topraklarda
biochar uygulanmayanlara kiyasla patojenik mantar olusumunun bastirildigint rapor

etmiglerdir. Celtik biochariiniin uygulandigi topraklarda mantar nematodlarinin ok
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yogun oldugunu tespit eden Eo ve ark. (2018), mantar nematodlarinin patojenik

mantarlarla beslenmesinin mantar popiilasyonunu bastirdigini belirtmiglerdir.

2.6. Bitki materyali: Bugday

Bugday, Poaceae (Gramineae) ailesine aittir. Ekmeklik bugday olarak da bilinen
Triticum aestivum, kiiltiirli yapilan bir bugday turuddr. Triticum aestivum L. (bugday), A,
B ve D genomlarinda yedi kromozomdan olusan iic homoeolog setten olusan bir
alloheksaploiddir (2n=6x = 42; AABBDD) (Glover ve ark., 2016; IWGSC, 2014).
Yaygin ekmeklik bugday, Triticum aestivum, her kromozomun 6 kopyasi, dagilmis
muazzam saylda neredeyse ayni dizi ve 15 milyar bazdan fazla toplam haploid boyutu ile
bilimde bilinen en karmasik genomlardan birine sahiptir. Son genom analizine gore
15.344.693.583 baz igerir ve agirlikli ortalama (N50) bitisik boyutu 232.659 bazdir. Bu,
bugiine kadar bugday genomunun acik ara en eksiksiz ve bitisik birlesimini temsil eder
ve bu 6nemli gida mahsuliiniin gelecekteki genetik calismalari icin giiclii bir temel saglar.
Hem kisin hem yazin yetistirilebilmektedir. Ticari anlamda en 6nemlileri T. aestivum spp.
vulgare ve T. durum’dur (McKevith , 2004). Bir bugday tanesi kepek, riiseym (embriyo)
ve endosperm olmak Uzere l¢ ana tabakadan meydana gelmektedir (Edwards, 2007;
Sievert ve ark., 2007). Bugdayin kimyasal yapisi kalitsal yapisina, iklime ve topraga bagl
olarak degisir (Ozkaya, 1986). Kepek, tahil tanesinin disin1 &rten cok katmanli bir
ortiidiir. Riiseym ve endospermi; giines 15181, bocek, su ve hastaliklarin verebilecegi
hasarlardan korur. Kepek; lif, vitamin, mineral, enzim, globulin proteinleri ve fenolik
bilesikler igermektedir. (Edwards, 2007; Okarter ve Liu, 2010). Bugday kapali
tohumlularin (Angiospermae) bir ¢enekli (Monocotyledonae) bugdaygiller (Poaceae,
Gramineae) familyasindan otsu yapili bir yillik bitkidir. Bugday cicekleri kiigiik
basak¢iklardan meydana gelir. Basak igerisindeki taneler, nisasta deposu birer ¢icektir.
Her cicekli bitki gibi bugdayda kok, govde ve yaprak olmak tizere ii¢ kisimdan meydana
gelir. Bugday kokleri sacak koktiir ve ancak topragin yiizey kisimlarindaki besinleri
alabilir. Bugday iliman bdlgelerin baslica tarim {irlinlidiir. Bitkinin tariminin ve
adaptasyonunun kolay olmasi, kutuplar hari¢ her yerde tariminin yapilabiliniyor olusu
bugday1 stratejik bir bitki yapar. Bugday, diinyadaki baslica tahillardan ve ana kalori ve
protein kaynaklarindan birisidir. Diinya niifusunun yaklasik %82-85'nin temel kalori ve
protein ihtiyaci i¢in bugday gereklidir (Chaves ve ark., 2013). Ayrica bu tahil, mayali

ekmek, yassi ve bugulanmis ekmekler, kekler, makarnalar, biskiiviler, eristeler, kuskus
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ve bira gibi ¢esitli bugday iiriinlerinin iiretiminde kullanilmaktadir (Curtis ve Halford,
2014). Bugday, insan tiikketiminin Stesinde, yakit gibi gida dis1 iiriinlerin gelistirilmesi
icin de kullanilmaktadir. Bugday, yiiksek diizeyde adaptasyon Ozelliginden dolay1
tropikal ve subtropikal bolgelerde ve hem yagmurla hem de sulu ekimle
yetistirilmektedir. Bununla birlikte, mahsul {iretimi olumsuz g¢evresel streslerden ciddi
sekilde etkilenir (Rahaie ve ark., 2013).

Bugday tanelerinin esas olarak bir enerji kaynagi olarak kullanildig1 géz oniine
alindiginda, bilesimleri, bazilar1 biyoaktif molekiiller olan karbonhidratlar, proteinler,
lipitler, lifler, mineraller, vitaminler ve fitokimyasal bilesiklerin bir karigimidir. Nisasta
ve proteinler, unlarin ana bilesenleri ve dolayisiyla islevselliklerinden sorumlu kilit
faktorler olsa da tam bugday taneleri s6z konusu oldugunda, besleyici 6zellikleri ve
sagliklar1 nedeniyle biiylikk onem tasiyan baska bilesenler de vardir. Bu bilesenler
arasinda- fibere ek olarak- karotenoidler, fenolik bilesikler, tokoferoller ve tokotrienoller
(Borneo ve Ledn, 2012), benzoksazinoidler (Dihm ve ark., 2017) gibi daha az bilinen
bilesiklerle birlikte bulunur. Germ, embriyonik eksen ve scutellum'dan olusur ve tanenin
yaklasik %3"inii temsil eder; proteinler, yaglar, vitaminler ve minerallerin yani sira
antioksidanlar, steroller, doymamis yag asitleri ve esansiyel amino asitler gibi biyoaktif

bilesikler agisindan zengindir (Shewry ve ark., 2013).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Bugday tohumlarin temin edilmesi ve tohum sterilizasyonu

Yiiksek lisans tezimizde, bir¢ok c¢aligmada bitki materyali olarak secilen ve
ekonomik degeri yiiksek olan bugday (Triticum aestivum cv. Taner) tercih edilmistir.
Bugday tohumlari, Bahri Dagdas Uluslararasi Arastirma Enstitiisii’'nden temin edilmistir.
Tohum sterilizasyonu asamasi i¢in makaleler arastirilmis ve Oncelikle bugday
tohumlarinin saglikli ve dolgun olanlar1 ayrilmistir. Sonrasinda bugday tohumlart bir
dakika boyunca etanolde tutulmustur. Etanolii uzaklastirmak ic¢in de-iyonize su ile bes
defa yikanmustir. Sterilizasyonda ikinci adim olan sodyum hipoklorit uygulamasi
yapilmistir. Yine makale taramalarinda 10 dakika boyunca %4 oraninda hazirlanan
sodyum hipoklorit uygulamasinin uygun olduguna karar verilmistir. Bu uygulama
sonrasinda fazla sodyum hipokloritin uzaklastirilmasi i¢in bes kere tekrarli olarak
deiyonize su ile yikama islemi yapilmistir. Boylece sterilizasyon asamasi

tamamlanmustir.

3.2. Deneme Gruplari ve deneme dizayninin belirlenmesi

Yapilan bu tez caligmasinda toksik etkilere sahip oldugu gosterilmis olan
mikroplastik uygulamasi bugday kokleri icin bir stres faktorii olarak degerlendirilmistir.
Uygulama konsantrasyonlarinin belirlenmesinde daha Once yapilan makalelerden
yararlanilmistir. Caligmalarda (Ullah ve ark., 2021) yapilan konsantrasyonlardan bir
mikroplastik simifi iginde yer alan poli(metil metasirilat) (PMMA, 100 ve 200 mg L?)
secilmistir. Ayn1 sekilde biochar (BC) uygulamasi igin 1, 3 ve 5 gr L™ konsantrasyonlari
secilmistir. BC konsantrasyonlarinin se¢iminde Wu ve ark. (2019) tarafindan yapilan
makale temel alinmustir.

PMMA olusturmak i¢in metil metasirilatin (MMA, %99) serbest radikal
polimerizasyonu segilmistir. MMA ve amonyum persiilfat, aseton-su karisimini igeren
siseye eklenmistir. Sise asetonun buharlasip kaybolmamasi i¢in sikica kapatilmistir.
Karisim 3 saat siiresince 70°C’de karigtirilmistir. Olusan siispansiyon santrifiij ile
ayrilmis ve ultra su ile iki kere yikanmaigtir.

Biochar uygulamasi da hazir olarak temin edilmek suretiyle yapilmistir. Elde

etmenin en makul yontemi pirolizdir (pyrolysis). Bu da mevcut biyokdtlenin (bitkiler



36

veya hayvansal atiklarin) molekiillerinin ¢ok yiiksek 1sida (400° — 500°), ¢cok az oksijenle
veya oksijensiz olarak termokimyasal sekilde ayristirilmasi, ¢oziilmesi yOntemi
yapilmaktadir.

Bugday tohumlar1 once ¢imlendirilmis ve sonrasinda mikroplastik stresi ve
biochar uygulamalari1 yapilmistir. Uygulama siiresi olarak 7 giin segilmistir. Uygulama
stiresi sonunda hasat yapilmis ve kokler analiz i¢in saklanmistir. Saklama kosullarinin -
80°C olmasina dikkat edilmistir. Tezde yer alan uygulama gruplar asagida verilen

cizelgede gosterilmistir (Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1. Tezde kullanilan uygulama gruplar1 ve tanimlari

Grup adi Grup tanimlamasi
1 Kontrol Mikroplastik (PMMA) ya da biochar uygulanmayan normal
kosullar

2 BC1 PMMA uygulamasi yapilmadan sadece 1 g L' BC uygulamasi

3 BC2 PMMA uygulamasi yapilmadan sadece 3 g L' BC uygulamasi

4 BC3 PMMA uygulamasi yapilmadan sadece 5 g L BC uygulamasi

5 PMMA1 BC uygulamasi yapilmayan ortama sadece mikroplastik stresi

(100 mg L' PMMA) uygulamasi

6 PMMA1+BC1 1 g L' BC uygulamasi ve mikroplastik stresinin (100 mg L
PMMA) birlikte uygulanmasi

7 PMMA1+BC2 3 g L BC uygulamasi ve mikroplastik stresinin (100 mg L*
PMMA) birlikte uygulanmasi

8 PMMA1+BC3 5 g L BC uygulamasi ve mikroplastik stresinin (100 mg L
PMMA) birlikte uygulanmasi

9 PMMAZ2 BC uygulamasi yapilmayan ortama sadece mikroplastik stresi

(200 mg L PMMA) uygulamasi

10 PMMA2+BC1 1 g L' BC uygulamasi ve mikroplastik stresinin (200 mg L
PMMA) birlikte uygulanmasi

11 PMMA2+BC2 3 g L BC uygulamasi ve mikroplastik stresinin (200 mg L
PMMA) birlikte uygulanmasi

12 PMMA2+BC3 5 g L BC uygulamasi ve mikroplastik stresinin (200 mg L

PMMA) birlikte uygulanmasi

Tezimizde mikroplastik toksitesi altinda bulunana bugday koklerinde biochar
uygulamasinin bazi fizyolojik ve biyokimyasal parametreler iizerine etkilerini
belirlemeyi amagladik. Fizyolojik parametreler icerisinde bagil su igerigi (RWC),
biyokimyasal parametreler icerisinde ise antioksidan enzim/izozim aktivite tayinleri
(SOD, CAT, POX), ROS miktar1 (H202 miktari), lipid peroksidasyonu (TBARS miktart),

prolin miktar1 ve protein miktar1 degerlendirilmistir.
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3.3. Bagil Su iceriginin (RWC) saptanmasi

7 giin uygulama yapildiktan alinan kok ornekleri dnce yas agirliklarin1 (YA)
belirleyebilmek icin tartilmistir. Ornekleme sayisi her bir gruptan 5 tekrarli olacak sekilde
yapilmistir. Kismi su igerigi formiiliinde yer alan turgorlu agirliklari (TA) 6lgmek i¢in 50
ml de-iyonize su igeren petri kaplarinda bekletilmis ve kok ornekleri tartilmistir. Kuru
agirliklar1 (KA) gozlemlemek igin ise ayni 6rnekleri sonrasinda 72 saat siiresince 70°C’de
tutulmustur. Kismi su igeriginin (RWC) hesaplamasinda Smart ve Bingham (1974)
tarafindan verilen formiil kullanilmis ve birimi % olarak hesaplanmistir. Formiil asagida
gosterilmistir:

RWC (%) = [(YA — KA) / (TA - KA)] X 100

3.4. Enzim ve izozim aktivitelerinin saptanmasi icin kloroplast izolasyonu

3.4.1. Siiperoksit dismutaz (SOD) izozim/enzim aktivitesinin saptanmasi

SOD aktivitesinin hem elektroforetik hem de spektrofotometrik olarak aktivite
tayinleri yapilmistir. SOD izozim analizleri densiyometrik olarak yapilmis ve Laemmli
(1970) tarafindan verilen metotla tamamlanmistir. SOD izozim tayininde kok 6rnekleri,
9 mM Tris HCI (pH 6.8) ve %13.6 gliserol ile homojenizasyon yapilmis ve 14.000 g’de
5 dakika siiresince santriflij edilmistir. Elde edilen siipernatantlarin protein miktari
belirlenmistir. Protein miktarmin belirlenmesi, bovin serum albiiminin standart olarak
kullanilmasiyla Bradford (1976) tarafindan verilen metot temel alinarak yapilmustir.
Protein miktarina bagl olarak her bir gruptan esit miktarda protein (45 pug) yuklemesi
yapilarak SOD izozim tayini belirlenmistir. izozimlerin bant yogunluklar1 Bio-1D
yazilim programi kullanilarak densiyometrik olarak yapilmistir. Ayrica total SOD aktivite
tayini, daha 6nce verilen ekstrakt tizerinden tamamlanmistir. Bu tayin i¢cin Beauchamp ve

Fridovich (1971) ile gosterilen yontem izlenmistir.

3.4.2. Katalaz (CAT) izozim/enzim aktivitesinin saptanmasi

Katalaz (CAT) izozim tayinleri Woodbury ve ark. (1971) ile tanimlanan metotla
yapilmustir. Her bir gruptan 45 pg protein olacak sekilde yiikleme yapilmistir. Total CAT

enzim aktivitesi i¢in Bergmeyer (1970) tarafindan tanimlana yontem kullanilmis ve 50
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mM Na-fosfat tamponu (pH 7.0), %0.3 H202, EDTA ve enzim 6rnegi kuvartz kiivetlere
eklenmistir. Orneklerin aktivite analizleri, 240 nm dalga boyundaki H2O,’nin ii¢ dakika

siiresince tiiketilmesi temel alinarak tamamlanmustir.

3.4.3. Peroksidaz (POX) izozim/enzim aktivitesinin saptanmasi

Peroksidaz (POX) izozim bant yogunlarinin belirlenmesi amaciyla elektroforetik
olarak Seevers ve ark. (1971) tarafindan verilen metot kullanilmistir. Total POX
aktivitesinde Herzog ve Fahimi (1973) tarafindan tanimlanan metottan yararlanilmistir.
3’-3’-diaminobenzidin tetrahidroklorit (DAB), H2O; varliginda okside olmaktadir ve

bunun 465 nm’de absorbans artis1 temel alinarak total POX aktivite hesaplanmustir.

3.5. Reaktif oksijen turlerinin (ROS) miktarinin saptanmasi

3.5.1. Hidrojen peroksit (H202) miktarimin saptanmasi

Hidrojen peroksit (H202) miktarinin belirlenmesi amaciyla Liu ve ark. (2010)
tarafindan verilen yontem kullanilmistir. Bu yontem 0.5 gr kok ornekleri sivi azotta
parcalanmis ve aseton ile homojenize edilmistir. Siiziintii, 3.000 g’de santrifiij edilmistir.
Santrifiij sonrasinda siipernatant ayrilmig ve titantum tetraklorid i¢eren sollisyon ilave
edilmistir. Amonyum hidroksit eklenerek 16.000 g’de santrifiij edilmistir. Pellet kismi1
aseton ile yikanarak elde edilen pellet H2SOs soliisyonuyla ¢6ziilmiistiir. Olusan
soliisyonun 410 nm’de absorbansi izlenmistir. Bilinen H2O2 miktarina bagl standart egri

temel alinarak H>O> miktar1 hesaplanmigtir.

3.6. Lipit peroksidasyonun saptanmasi

Malondialdehit (TBARS -tiobarbiturik asit reaktif maddeler- miktari) birikimi
lipid peroksidasyonun bir gostergesidir. Stres kosulunda koklerin hasar dlzeyini veya
biocharin bu hasar {izerine olumlu rollerini belirleyebilmek i¢in TBARS miktar1 tayin
edilmistir. Bu nedenle Rao ve Sresty (2000) tarafindan gosterilen yonteme gore 0.1 gr
kok ornekleri tiokloroasetik asit (TCA) ile homojenize edilmistir. Homojenizasyon

sonrasinda karigim 10.000 rpm’de santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasinda, slipernatant
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ayrilmis ve 2-Tiobarbitiirik asit (TBA) ve trikloroasetik asit (TCA) karisim1 eklenmistir.
Karigim tiiplere alinmis ve sicak su banyosunda yarim saat tutulmustur. Miktar tayini igin

532 nm ve 600 nm iki farkl araliktaki absorbans degisimleri degerlendirilmistir.

3.7. Prolin miktarinin saptanmasi

Ornekleme yapilan koklerdeki prolin miktarinin izlenmesi Bates ve ark. (1973)
tarafindan yontem temel alinmistir. Her bir bir gruptan 0.1 gr kok 6rnekleri alinmis ve
stilfosalisilik asit eklenerek homojenize edilmistir. Elde edilen karisim filtre kagidindan
stiziiliip asit ninhidrin ve glasiyal asetik asit eklenmistir. Olusan soliisyon sicak su
banyosunda bir saat bekletilmis ve sonrasinda buz banyosuna alinmistir. Sogutmadan
sonra karisima toluen eklenmis ve {ist kisim alinarak 520 nm’de absorbansi

kaydedilmistir.

3.8. Total protein miktarinin saptanmasi

Elektroforetik olarak yapilan izozim belirlenmesi ve enzim aktivitelerinin
saptanmast amaciyla protein miktar1 izlenmistir. Bu nedenle Bradford (1976) ile
gosterilen protein tayin yontemi kullanilmistir. Bovin serum albumin (BSA) iceren ve
belirlenen miktar araliinda standartlara gore orneklerin protein miktar1 hesaplanmistir.

Hazirlanan 6rnekler ve kor, spektrofotometrik olarak 595 nm’de absorbans1 6l¢iilmiistiir.

3.9. istatistiksel Analizler

Fizyolojik ve biyokimyasal parametrelerdeki elde edilen veriler her bir gruptan
bes tekrar yapilarak degerlendirilmistir. Bulgular one-way ANOVA analiziyle (tek yonli
varyans analizi) yorumlanmistir. Uygulama gruplar arasindaki karsilastirma TUKEY
post-test (SPSS yazilimi, versiyon 23.0) uygulanmistir. Karsilastirma sonunda deger
P<0.05 bulunuyorsa gruplar arasindaki degisimde istatistiksel olarak farkli olarak
yorumlanmistir. Calismamizdaki grafik olarak verilen tiim sonuglarimizdaki hata

cubuklar: standart hata temel alinarak yapilmistir.
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4. ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA

Tez calismasinda PMMA toksitesi uygulanan bugday koklerinde biochar
uygulamasinin, su igerigi, antioksidan savunma sistemi, lipid peroksidasyonu ve prolin
miktar1 {izerine etkileri fizyolojik ve biyokimyasal parametrelerle desteklenerek
gosterilmeye calisilmistir. Tezde elde edilen verilerin sonuglari ve yorumlanmasi asagida

verilmistir.

4.1. PMMA toksisitesi altindaki bugday koklerinde biochar uygulamasinin

bagil su icerigi iizerine etkisi

Mikroplastik stresi altindaki bugdayda biochar uygulamasinin su miktar1 {izerine
etkisini belirleyebilmek icin uygulama gruplarinda bagil su icerigi (RWC) (Sekil 4.1)

analiz edilmistir.

RWC (%)
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Sekil 4.1. Mikroplastik toksisitesine (100 ve 200 mg Lt PMMA) maruz kalan bugday koklerinde
biochar (BC, 1-3-5 g L!) uygulamasimin bagil su igerigi (RWC) iizerine etkisi

PMMAA ile uyarilan mikroplastik stresi bugday koklerinde su iceriginde azalmaya
neden olmustur. RWC’deki azalma en yiiksek konsantrasyonda uygulanan PMMA ile
koklerde izlenmistir. Bu oran yaklasik 1.2 katlik bir azalmadir. Ancak PMMA toksisitesi
altinda yetisen bugday koklerine es zamanli olarak BC uygulamasi su igeriginde artis

izlenmistir. RWC’deki bu iyilesmede BC konsantrasyonlar1 arasinda herhangi bir
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farklilik gbzlenmemistir. Tim uygulanan BC miktarlarinda (BC1-BC2-BC3), RWC artis1
saglanmistir. Stres uygulanmadan sadece kontrol kosullart altinda BC uygulamasi ayni
sekilde RWC’de artisa neden olmustur.

RWC bitki hiicrelerinde metabolik aktivite ile iligkili bitki su durumu diizeylerini
gostermektedir (Sinclair ve Ludlow, 1986). Ilging olarak bazi ¢alismalarda
mikroplastiklerin uygun miktarlarda koklerde solunumu artirarak ya da hava bosluklar
olusturarak kok biiytimesini artirmaktadir (Khalid ve ark., 2020; Wang ve ark., 2022).
Ayni calismada bitkilerin biiyiime ve verimliliginin topragin fiziksel yapisiyla yakin
iligkili oldugu gosterilmistir. Ancak bu fenomen ile ¢elisen bagka ¢aligmalarda mevcuttur.
Nanoplasitk ya da mikroplastik uygulamasinin mitoz hiicre boliinmesini ve membran
biitiinltiglinli bozarak veya biiylime ve karbonhidrat metabolizmasi ile baglantili gen
ifadesinin azalmasi yoluyla biiyiimede azalma gerceklesmektedir (Zhou ve ark., 2021).
Bu sonuca benzer olarak calismamizda PMMA uygulamasinin su igerigini azalttigi
gozlenmis ve bu durumun devaminda kok biiyiimesi azalmis olabilir. PMMA ile uyarilan
RWC’deki azalmanin nedeni, PMMA nin ic¢sel fosfor miktarini azaltmasi da olabilir.
Sadece fosfor degil, PMMA potasyum, ¢inko, bakir, bor, demir, kalsiyum ve mangan gibi
onemli besleyici elementlerin alinimini azaltmaktadir. Bu tastyicilarin bozulmasi su
kanallarinin da bozulmasmi ve su alimiminin azalmasini olusturabilir. Calismamiza
paralel olarak Chen ve ark. (2022) nanoplastik toksisitesi altinda bitkilerin su alinimini
bozulmustur. BC uygulamasi su tresine karg1 Solanum lycopersicum yapraklarinda RWC
degerlerini artirmistir (Akhtar ve ark., 2015). Bu etkinin BC tarafindan olusturulmasinda
bitkinin su kullanim etkinligini mikroplastik stresine kars1 iyilestirerek gerceklestirmis
olabilir. Grafikte de gozlendigi gibi BC uygulamasi, PMMA stresine karsi hiicrelerin su
durumunu (RWC) koruyabilmistir. Bu durum, artan prolin miktarlari sonuglarimizla da
ortiismektedir.
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4.2. PMMA toksisitesi altindaki bugday koklerinde biochar uygulamasinin

antioksidan enzim/izozim profillemesinde olusan degisimler

4.2.1. PMMA toksisitesi altindaki bugday koklerinde biochar uygulamasinin

total SOD enzim/izozim aktivitesi Uzerine etkisi

Mikroplastik stresi altindaki bugdayda biochar uygulamasinin antioksidan sistem
uzerine etkisini belirleyebilmek igin uygulama gruplarinda total siiperoksit dismutaz
(SOD) aktivitesi analiz edilmistir (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. Mikroplastik toksisitesine (100 ve 200 mg L™t PMMA) maruz kalan bugday koklerinde

biochar (BC, 1-3-5 g L) uygulamasmin total SOD aktivitesi ve SOD izozimlerinin band yogunlugu
Uzerine etkisi

12

Deneme siiresince uygulama gruplari arasinda SOD izozim profillemesi ile
birlikte ti¢ SOD isoform tanimlanmistir (Mn-SOD, Fe-SOD ve Cu/Zn-SOD). PMMA
uygulamasi bugday koklerinde SOD aktivitesini azaltmistir. Bu SOD aktivitesindeki
azalma Ozellikle Mn-SOD ve Fe-SOD isoformlariyla yakindan iligkilidir. Ancak, BC ile
birlikte uygulanan PMMA toksisitesi, sadece PMMA uygulanan gruba gore total SOD
aktivitesini artirmistir. Bu etki kontrol kosullar1 altinda uygulanan BC uygulamalariyla
da saglanmistir. Bu gruplarda SOD aktivitesinde gozlenen degisim, tim SOD izozim

yogunluklariyla paralellik gostermektedir.
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Mikroplastik stresi diger abiyotik streslerde oldugu gibi artan ROS birikimine
bagl olarak oksidatif strese neden olmaktadir (Giorgetti ve ark., 2020). Calismamizda
PMMA stresi altinda bugday koklerinde SOD aktivitesinde izledigimiz azalma, bu
enzimin aktif bolgelerine demir, bakir, ¢inko ve mangan gibi elementlerin baglanma
kapasitesiyle iligkili olabilmektedir. Bu durumda PMMA stresi SOD enzimin etkinligini
azaltmaktadir. Zit olarak, Jiang ve ark. (2019) yaptiklar1 calismada polistren mikroplastik
uygulanan Vicia faba bitkisinde artan SOD aktivitesini gostermislerdir. SOD aktivitesi,
siiperoksit anyon radikalini ortadan kaldirip katalizledigi reaksiyon ile H20:2
olusturmaktadir (Zhu ve ark., 2006). Tezimizde PMMA ile artan SOD aktivitesi
sonucunda H202 miktart artmistir. Diger yandan, BC uygulamasi radikallere karsi
savunma hattin1 uyarmada SOD aktivitesini artirabilmistir. Bu etkiyi sadece stres
durumunda degil ayrica kontrol kosullarinda da saglamistir. Buna benzer olarak Lyu ve
ark. (2016) tarafindan kuraklik stresine maruz kalan Pyrus ussuriensis bitkisinde BC

uygulamasinda artan SOD aktivitesi rapor edilmistir.

4.2.2. PMMA toksisitesi altindaki bugday koklerinde biochar uygulamasinin
total CAT enzim/izozim aktivitesi Uzerine etkisi

Mikroplastik stresi altindaki bugdayda biochar uygulamasinin antioksidan sistem
lizerine etkisini belirleyebilmek i¢in uygulama gruplarinda total katalaz (CAT) aktivitesi

analiz edilmigtir (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3. Mikroplastik toksisitesine (100 ve 200 mg L™t PMMA) maruz kalan bugday koklerinde
biochar (BC, 1-3-5 g L) uygulamasinin total CAT aktivitesi ve CAT izozimlerinin bant yogunlugu

Uzerine etkisi

Uygulama stiresince densiyometrik analizlerle bes farkli CAT izozimi (CAT1-2-
3-4-5) tamimlanmistir. Hem total CAT aktivitesi hem de CAT isoformlar1 paralellik
gostermektedir. PMMA uygulanan bugday koklerinde total CAT aktivitesi ya azalmis ya
da aktivitede herhangi bir degisim izlenmemistir. Ozellikle CAT2-3-4-5 isoformlarinin
azalan yogunluklar1 bu total aktivitedeki degisimi gostermektedir. BC ve PMMA ’nin
birlikte uygulanmasi, sadece PMMA grubuna goére CAT aktivitesini artirmigtir
(PMMAI1+BC3 disinda). Sadece en diisiik BC uygulamasimmi (BC1) takiben CAT
aktivitesi artmistir, ancak diger BC konsantrasyonlarinda (BC2 ve BC3) bu enzim

aktivitesini azaltmistir. Bu azalma tiim CAT isoformlariyla da uyumludur.
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Calismamizda PMMA uygulamast SOD aktivitesini artirmig devaminda H202
olusumu tetiklenmistir. Biriken bu H202 miktar1 yiiksek diizeylere ulastiginda toksik
etkiler olusturmaktadir. Bu toksiteyi ortadan kaldirmak i¢in CAT, POX ya da askorbat-
glutatyon dongiisline ait enzimler calisarak oksidatif hasarin etkilerini azaltmaya
calisirlar. Bu enzim grubu i¢inde yer alan ¢alismamizda azalan CAT aktivitesinin H202’yi
ortadan kaldirmada etkili olmadigin1 sdyleyebiliriz. Ancak farkli sonuglar diger
caligmalarda izlenmis olup, Zhou ve ark. (2021) celtik bitkilerinde nanoplastik stres
altinda artan CAT aktivitesini raporlamiglardir. Diger yandan, tezde elde edilen veriler
BC ve PMMA uygulamalarimin birlikte yapilmas: halinde CAT aktivitesini artirdigini
gostermektedir (PMMA1+BC3 disinda). BC’nin stres ya da kontrol kosullar1 altinda
uygulanmas1 CAT aktivitesi tizerinde BC konsantrasyonuna bagli olarak farkli aktivite
diizeylerini etkiledigi goriilmektedir. Kontrol kosullar1 altinda sadece diisiik BC
miktarlart CAT uyarilmasini saglayabilmektedir. Bu stres altinda artan CAT aktivitesi
Ramzani ve ark. (2017) tarafindan da gosterilmistir. H2O2 toksisitenin yaninda bitkiler
icin bir sinyal molekiilii olarak da tanimlanmaktadir (Saxena ve ark., 2016). BC ve
PMMA uygulanan gruplarda antioksidatif siiplirmeye bagl olarak azalan H202 miktarlari
bu sinyal roliinii gerceklestiriyor olabilir. Diisiik H202 miktarlari, BC uygulamasiyla
birlikte PMMA stresi altinda kalsiyum ya da hormon ile uyarilan sinyal yolaklarin

etkilemis olabilir.

4.2.3. PMMA toksisitesi altindaki bugday koklerinde biochar uygulamasinin
total POX enzim/izozim aktivitesi Uzerine etkisi

Mikroplastik stresi altindaki bugdayda biochar uygulamasinin antioksidan sistem
tizerine etkisini belirleyebilmek uygulama gruplarinda total peroksidaz (POX) aktivitesi

analiz edilmistir (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4. Mikroplastik toksisitesine (100 ve 200 mg Lt PMMA) maruz kalan bugday koklerinde
biochar (BC, 1-3-5 g L'}) uygulamasinin total POX aktivitesi ve POX izozimlerinin band yogunlugu

Uzerine etkisi

Poliakrilamid jel elektroforezinde uygulama gruplarinda deneme siiresince bes
POX izozimi (POX1-2-3-4-5) izlenmistir. PMMA uygulama konsantrasyonuna bagli
olarak farkli POX aktivitesi izlenmistir. Diigsiik dozda uygulanan PMMA total POX
aktivitesini azaltirken, yliksek PMMA miktar1 (PMMA2) POX aktivitesini uyarmastir.
Ilging olarak stres altinda BC’nin POX aktivitesi iizerine etkisi uygulanan PMMA stresi
miktarina gore degismektedir. PMMAL ile birlikte uygulanan tiim BC konsantrasyonlar1
sadece  PMMAI1 grubuna gore POX aktivitesini artirmaktadir. Bu gruplarda
(PMMAL1+BC1/2/3), POX3-4-5 isoformlarinin degisimleri, artan POX aktivitesiyle
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paraleldir. Ancak tiim POX isoformlarinin gosterdigi gibi, yiiksek PMMA
konsantrasyonu altinda (PMMA2), BC uygulamasi artan bir POX aktivitesine neden
olmamustir. Kontrol kosullari altinda bugday koklerine uygulanan BC konsantrasyonlari
POX aktivitesini ciddi oranda artirmistir. Tiim POX isoformlar1 bu degisimden sorumlu
olmasina ragmen, POXS5 isoformu bu artigtan baslica sorumlu izozimdir.

H202’in yiiksek birikimi oldugu takdirde bu molekiiliin radikal etkilerini ortadan
kaldiran bagka bir enzim de POX enzimidir (Ahammed ve ark., 2020). Stres uygulamalar1
enzim sistemin aktif bolgesini bozabilmektedir. Calismamizda enzim yapisin1 6zellikle
PMMAT1 uygulamast bozmus olabilir. Celtik bitkilerine uygulanan bakir stresinin POX
aktivitesini azalttigi rapor edilmistir (Tahjib-Ul-Arif ve ark., 2020). Ancak ¢alismamizda
sadece PMMA1’de bu azalma izlenmistir. PMMAZ2 grubunda artan POX aktivitesi,
stresle olusan H202’yi ortadan kaldirmaya c¢alismistir. Diger yandan, BC uygulamasi
diisik PMMA1 konsantrasyona karsi1 POX aktivitesini artirarak H202 ortadan kaldirmaya
katki saglamistir.

4.3. Reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) miktarinin belirlenmesi

4.3.1. PMMA toksisitesi altindaki bugday koklerinde biochar uygulamasinin

hidrojen peroksit (H202) miktari iizerine etkisi

Mikroplastik stresi altindaki bugdayda biochar uygulamasinin ROS birikimi
tizerine etkisini belirleyebilmek igin uygulama gruplarinda hidrojen peroksit (H202)

miktar1 analiz edilmistir (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5. Mikroplastik toksisitesine (100 ve 200 mg L PMMA) maruz kalan bugday koklerinde
biochar (BC, 1-3-5 g L™!) uygulamasmin H,O, miktar: iizerine etkisi

PMMA uygulamasinin her iki konsantrasyonu da H202 birikimine neden
olmustur. H2O2’deki bu degisimin oran1 en yiikksek PMMA uygulamasinda (PMMA?2) 2.8
katlik artigla maksimumdur. Ancak stres uygulanan bugday koklerine BC’nin de
eklenmesi sadece stres grubuna gore H202 miktarin1 azaltmistir. Bu azalan H202
duizeyleri, tim BC konsantrasyonlari ile saglanmistir. Kontrol kosullari altinda uygulanan
BC ise H202 miktarinda herhangi bir degisim olusturmamustir.

Mikroplastik birikimleri ile birlikte bitkinin ortamdan aldig1 mikroplastik miktar
arttig1 taktirde, bitkide radikal birikimi artmaktadir. Bu radikal artisindan hem kloroplast
hem de mitokondri iginde elektron akisindaki bozulmalar sorumludur (Pignattelli ve ark.,
2021). Mikroplastikler, fotosentetik aparatlar1 6zellikle de fotosistem II'yi bozarak
yiiksek enerjili elektronlarin oksijeni indirgemesine neden olur. Bu indirgeme olay1
radikallerin olusumu ile sonuglanir (Janeeshma ve ark., 2021). Calismamizda PMMA
uygulamasiyla SOD artis1 olmamasina ragmen H202 artis1 izlenmistir. Bu durum bugday
koklerindeki diger H202 kaynaklariin uyarilabilmesine baglanabilir. NADPH oksidaz ve
amin oksidaz gibi enzimler de H202 olusturabilmektedir. Stresle olusan H202, CAT, POX
ya da AsA-GSH dongiisiiyle ortadan kaldirilmaya ¢alisilir. Ancak, calismamizda PMMA
uygulamasi H20z2 siipiiren enzimlerden CAT’1 aktive edememis, sadece PMMA?2 ile POX
artis1 saglanabilmistir. Bu durum yeterli olmadigindan PMMA uygulanan grupta H202
artig1 izlenmistir. Bu devaminda membranlarin peroksidasyonunda artisa neden olmustur.

Bu sonu¢ Maity ve ark. (2020) tarafindan yapilan ¢alismada da gosterilmistir. Normal
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biyolojik sire¢ icinde zaten H202 olusturulmaktadir. Ancak diisiik miktarlarda kalan
H202 miktari, sinyal roli gorerek bazi mekanizmalari sinyalleme yoluyla
uyarabilmektedir. Tezimiz sonuglarinda da goriildiigii gibi PMMA stres altinda BC
uygulamas1 H202 miktarimi diisiik diizeylerde tutarak onun sinyalleme roliinii 6n plana
cikarmigtir. H202 nin bu gruplarda (BC+PMMA) diisiik diizeylerde kalmasinin nedenti,
CAT ve POX (sadece diisik PMMA konsantrasyonuna karsi) aktivitelerinin artigini
saglayabilmesidir. Bu iki enzim disinda yine H202 stipirtilmesinde gorev alan AsA-GSH
dongiisii bilesenlerinden APX, GR, MDHAR ve DHAR enzim aktivitelerini de artirmistir
(yayinlanmamis data). Tiim bu sonuglar BC’nin PMMA stresine karst antioksidan

savunma sistemini uyararak korumay1 tesvik ettigini gostermektedir.

4.4. Lipit Peroksidasyonun Belirlenmesi

4.4.1. PMMA toksisitesi altindaki bugday koklerinde biochar uygulamasinin
TBARS miktari iizerine etkisi

Mikroplastik stresi altindaki bugdayda biochar uygulamasinin lipid peroksidasyon
tizerine etkisini belirleyebilmek icin uygulama gruplarinda TBARS miktar1 analiz

edilmistir (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. Mikroplastik toksisitesine (100 ve 200 mg L PMMA) maruz kalan bugday koklerinde
biochar (BC, 1-3-5 g L™?) uygulamasimin TBARS (tiobarbirutik asit maddeleri) miktar: iizerine etkisi

PMMA ile uyarilan mikroplastik birikimi, lipid peroksidasyonun gostergesi olan
TBARS miktarin artirmistir. Bu artis en yiiksek diizeyde PMMA?2 grubunda ve 1.9 katlik
artisla izlenmistir. PMMA uygulanan gruplarda bugday koklerine es zamanli olarak BC
eklenmesi, TBARS diizeylerini azaltmistir. Bu azalma tiim BC konsantrasyonlari ile
izlenmistir. Stres uygulanmadan yapilan BC eklenmesi bugday koklerinin TBARS
miktarinda herhangi bir degisim olusturmamastir.

PMMA toksitesi altindaki bugday koklerinde izledigimiz TBARS birikimlerini,
mikroplastik artigina bagli olarak olusan ancak siipiiriilemeyen radikallerin kok
hiicrelerinin membranlarindaki ya da organel membranlarindaki lipid gibi 6enmli
bilesenlere olumsuz etkilere baglayabiliriz. Strese dayali olarak artan TBARS miktar
daha 6nceki ¢alismalarda da rapor edilmistir (Zeid ve rak., 2013). Maity ve ark. (2020)
tarafindan yapilan ¢alismada polistren mikroplastikleri uygulanan Allium cepa’da artan
TBARS diizeyleri rapor edilmistir. Calismamizda TBARS miktarindaki BC+PMMA
gruplarinda izlenen diisiisii BC’nin farkli konsantrasyonlarindan bagimsiz olarak tiim BC
uygulamalarinda goézlenmistir. Bu azalma H20: miktarinin bu gruplarda ortadan
kaldirilmasiyla da baglantilidir. Benzer sonuglar, farkli ¢alismalarla da gosterilmistir.
Ramzani ve ark. (2017) tarafindan yayinlanan raporda, stresin lipid peroksidasyonu
tizerindeki artiglar1 BC uygulamasi ile elime edildigi sunulmustur. Ayrica kontrol

kosullarinda BC uygulamasinin TBARS miktarindan herhangi bir degisime neden
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olmamasi, calismamizda bugday koklerine uyguladigimiz ¢ farklhh  BC

konsantrasyonlarinin herhangi bir toksik etkiye neden olmadigin1 géstermektedir.

4.5. PMMA toksisitesi altindaki bugday koklerinde biochar uygulamasinin

prolin miktari iizerine etkisi
Mikroplastik stresi altindaki bugdayda biochar uygulamasinin osmoregiilasyon

tizerine etkisini belirleyebilmek i¢in uygulama gruplarinda prolin miktar1 analiz edilmistir

(Sekil 4.7).

Prolin miktari (umol g* FW)

25

Sekil 4.7. Mikroplastik toksisitesine (100 ve 200 mg L™t PMMA) maruz kalan bugday koklerinde

biochar (BC, 1-3-5 g L) uygulamasimnn prolin miktari {izerine etkisi

PMMA toksisitesi bugday koklerinde prolin miktarinda énemli diizeyde artiga
neden olmustur. Bu degisimin maksimum orant PMMA1 grubunda 1.7 katlik bir artistir.
Stres altinda yetistirilen bugday koklerine BC eklenmesi, sadece stres grubuna gore prolin
icerigini 6nemli diizeyde artirmistir. Maksimum artig oranlari, PMMA1 uygulamasinda
PMMAI1+BC2 grubunda (%65 artisla), PMMA2 uygulamasinda ise PMMA2+BC3
grubundadir (%107 artisla). Aym sekilde, stressiz kosullarda uygulandiginda prolin
miktarinda BC’nin tiim uygulama gruplarinda artisa neden olmustur. En yiiksek artis BC1
grubunda 1.5’lik artisla izlenmistir.

Ortamda sinirli bir su durumu var ise bitkilerde osmoregulasyon denilen bir

fenomen yardimiyla su alimimlarmi artirmaktadir. Bu olguda bitki kok hiicrelerinde
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osmotik basimnci artiran bazi 6zel bilesikleri biriktirerek su aliniminit uyarir.
Osmoregiilasyon olayinda gorev alan bilesiklerden bazilar1 ¢oziinebilen sekerler, glisin
betain, poliaminler ve prolindir (Suprasanna ve ark., 2016). Prolin sadece su aliniminda
etkili degil ayn1 zamanda membran kararliligin1 saglamakta ve radikal siiplirmede rol
oynamaktadir (Abd-Allah ve ark., 2019). Daha once de belirtildigi gibi mikroplastik
birikimleriyle toprakta elementlerin aliniminda azalma ya da su molekiillerin
mikroplastik tarafindan tutulmasi gerceklemektedir. Bu sartlar altinda bitkilerce suyun
alinim oranlari ciddi sekilde sinirlanir. Bu ifade bulgularimizdaki PMMA ile azalan RWC
degerlerimiz ile de uyumludur. Sonuglarimiza paralel olarak bazi ¢alismalarda stresle
birlikte artan prolin miktar tespit edilmistir (Abd-Allah ve ark., 2019). Diger yandan BC
uygulamasi PMMA toksisitesi altinda prolin miktarini artirmistir. Bu sonug sadece stres
altinda ayni1 zamanda kontrol kosullarinda da izlenmistir. Prolindeki bu artisin
BC+PMMA gruplarinda RWC artiglariyla da iliskisi vardir. Daha 6nceki ¢aligmalarda
BC uygulamasinin bitkilerde su tutma kapasitesini artirdig1 rapor edilmistir (Singh Mavi
ve ark., 2018). BC’nin bu 6zelligi onun fonksiyonel gruplarindan (aromatik bilesikler,

ketonlar veya pironlar) kaynaklanabilmektedir.

4.6. PMMA toksisitesi altindaki bugday koklerinde biochar uygulamasinin

protein miktar iizerine etkisi

Mikroplastik stresi altindaki bugdayda biochar uygulamasmin elektrofrezde
yiliklenecek miktarin belirlenmesi i¢in protein miktar1 lizerine etkisi incelenmis ve

deneme sonucunda elde edilen verilen Sekil 4.8°de verilmistir.
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Protein miktari (mg FW)

1.95
1.9
1.85
1.8
1.75
1.7
1.65
1.6
1.55
15
1.45

Sekil 4.8. Mikroplastik toksisitesine (100 ve 200 mg L' PMMA) maruz kalan bugday koklerinde

biochar (BC, 1-3-5 g L) uygulamasinin total protein miktar: iizerine etkisi

PMMA uygulamasi protein miktarinda ya degisime neden olmamis ya da
artirmugtir. {lging olarak BC1 ile birlikte PMMA uygulamasinda protein miktarinda
degisime neden olmazken, diger BC konsantrasyonlarinda (BC2/BC3+PMMA) protein
miktarini artirmistir. Protein miktarindaki artisin orani, stres grubuyla karsilagtirildiginda
PMMAI1+BC2 grubunda en fazla diizeydedir. BC stres olmadan uygulandiginda ise
bugday koklerinde protein miktarini sadece BC3 grubunda artirmistir.

PMMAT1 uygulamas1 bugday koklerinde yeni protein sentezi siireglerini bozmus
olabilir. Ancak PMMA?2 grubunda toksisiteye kars1 bugday koklerinin, proteinlerin yikim
mekanizmasini kontrol edebildigini diisiinebiliriz. Al-Aghabary ve ark. (2005) tarafindan
tuz stresi altinda yetistirilen domates bitkilerinde azalan protein miktar1 rapor edilmistir.
Ancak BC2 ve BC3 uygulamalart PMMA stresinin neden oldugu protein miktarindaki
degisimleri tersine ¢evirmis ve hatta degerleri kontrol diizeylerinin de {istiine

yukseltebilmistir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

5.1 Sonuclar

Antropojenik faaliyetlerle mikroplastiklerin ekosistem icinde birikimleri
artmaktadir. Toprak, su ya da havada biriken mikroplastikler, bitkiler tarafindan
biinyelerine alinmaktadir. Bitki i¢inde kdkten yapraklara kadar iletim demetleri yoluyla
tagiabilmektedir. Bu bitkiler lizerindeki plastik birikimleri besin zinciri yoluyla diger
canlilara da gegebilmektedir. Plastiklerin bagta bitkiler olmak {iizere tiim canlilarda
uzaklastirilmasi ya da toksisitesinin azaltilmasi/ortadan kaldirilmasi dnemlidir.

Mikroplasitklerin bitkiler tzerindeki 6nemli etkilerinden birisi de biylmenin
azalmasidir. Biiyiime, hiicre uzamasi, bdliinmesi, yeterli besleyici elementlerin alinmasi
veya fotosentetik verimliligin artmasi ile ilgili olabilmektedir. Mikroplasitklerin bu
parametreler iizerine olumlu etkilerinin de olabilecegi hakkinda caligmalar olsa da
cogunlukla toksisitesinden bahsedilmektedir. Organeller lizerine 6zellikle kloroplast ya
da mitokondri Uzerinde olumsuz etkileri mevcuttur. Bu durumda hem enerji
metabolizmasinda hem de organik madde verimliliginde bozulmalar meydana
gelmektedir. Calismamizda mikroplastik uygulamast PMMA ile uyarilmis olup bu
uygulama gruplarinda koklerde su igeriginde (RWC) azalmalara neden olmustur. Bu
stresin kok hiicrelerinde besleyici olan elementlerin alinimini, boliinme indekslerini ya da
su kanallarin1 olumsuz etkilemis olabilecegini sdyleyebiliriz. Mikroplastiklerin membran
Uzerindeki olumsuz etkileri raporlanmistir. Mikroplasitklerin, kloroplastlarin
tillakoyidlerinde gerceklesen 151k reaksiyonlarini olumsuz olarak etkiledigini diisiinecek
olursak, zara bagli fotosistemlerin bozulmasi ve elektron tasima sisteminin aksamasi
gerceklesecektir. Bundan dolayi, radikal olusumu mikroplastik  varlifinda
tetiklenmektedir. Bu radikallerin basinda siiperoksit anyon radikali gelmektedir. Bu
radikal ile savasan ilk enzim SOD enzimi olup, calismamizda SOD artisi
saglanamamaktadir. Yine de H202 artis1 saglanmisg, bu artisin nedenini farkli enzimlerin
aktivitesine de baglayabiliriz. PMMA ile artan H202 artis1, antioksidan enzimlerden
POX sadece PMMAZ2 grubunda etkili olmustur. Bu yetersiz enzim aktivitesi nedeniyle
H202 miktar1 ortadan kaldiritlamamis ve toksik etkilere neden olmustur. Bu devaminda
lipid peroksidasyonunun belirteci olan TBARS miktarini indiiklemistir.

Mikroplastiklerin fizyolojik ve biyokimyasal parametreler Uzerine olumsuz
etkilerini BC uygulamalariyla ortadan kaldirmayi amagladigimiz tezimizde olumlu
yanitlar aldik. Calismamizda PMMA’nin azaltigt RWC degerlerinde BC
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uygulamalariyla iyilesme gozlenmistir. BC, strese karsi su kanallarini gelistirmis ya da
elementlerle birlikte su tutma ve alinim kapasitesini artirmig olabilir. Diger yandan, BC
biyokimyasal siireglerde de etkiler olusturmustur. BC, PMMA stresi altindaki bugday
koklerinde SOD aktivitesini artirmis, katalizlenen reaksiyon sonucunda H202 olusumunu
uyarmistir. Artan H202 miktari, yine BC’nin uyardigi CAT enzim aktivitesiyle ortadan
kaldirlmistir (PMMA1+BC3 disinda). ilging olarak POX aktivitesi bu siipiirmeden
sorumlu olup sadece PMMALI stresine karsi tiim BC uygulama konsantrasyonlarinda
etkili olmustur. Bu aktiviteler sayesinde H202 miktar1 azalmis ve membranlar

peroksidasyondan (azalan TBARS miktariyla) korunmustur.



57

5.2 Oneriler

Glinimiiz kosullarinda ekosistemde mikroplastik birikimi dikkat ceken bir
konudur. Katlanarak devam eden bu sorunla basa ¢ikma yollar1 tiim canlilar i¢in 6nem
arz etmektedir. Mikroplastiklerin insan saglig1 iizerindeki tehlikeli sonuglari nedeniyle
riskleri daha da artmaktadir. Tiirkiye’nin ¢evre politikalar1 igerisinde bu mikroplastik
birikimlerinin azaltilmas1 da bulunmaktadir. Toksik etkilerinin ortadan kaldirilmasinda
biyolojik faktorlerin kullanilmasi ya da toksiteye maruz kalan canlida herhangi olumsuz
etki olusturmayan bilesenlerin  kullanimi  6nemlidir. Elde ettigimiz veriler,
mikroplastiklere karst biochar (biochar) olarak adlandirilan biyolojik materyalin
kullanilmast olumlu sonuglar olusturdugunu gdstermistir. Bitkilerin {iriin verimliliginde
ve kalitesinde olumlu sonuglar olusturacaktir. Biocharin tedarik edilmesinin kolayligi
uygulamadaki diger avantajlarindan birisidir. Bugday gibi tarimsal agidan Snemli ve
degerli bir iiriinde olumlu yanitlar vermesi, bu biyolojik materyalin diger tahil tirlinlerinde
de kullanilabilecegini diisiindiirmektedir.

Biochar ve mikroplastik etkilesimini arastiran ilk rapor olmasi tezimizin
sonuglarini daha da degerli hale getirmektedir. Bu konunun daha ileri diizeylere taginarak
ozellikle bu etkilesim altinda bitkilerin molekiiler cevaplarmin da detaylandirilmasi
gerekmektedir. Bitkilerin sahip oldugu fotosentetik birimlerin mikroplastik toksisitesi

altinda biochar uygulamasiyla nasil etkilendigi ve korunabildigi detaylandiriimalidir.
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